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Resumo

Introducdo: Pacientes com Doenca Renal Crbnica e em dialise tém alta
prevaléncia de distarbio mineral 6sseo. Recentemente a inflamacéao tem sido
associada como fator de risco para dano 0sseo nesta populagdo por induzir
aumento do fator de crescimento de fibroblastos 23 (FGF-23), um hormdnio
fosfatirico e Esclerostina (uma proteina que inibe a formacédo Ossea).
Entretanto, ainda séo raros os estudos em pacientes com lesdo renal aguda
(LRA) a respeito de alteracdbes dos marcadores do metabolismo &sseo.
Objetivo: Investigar o efeito da inflamagédo sobre os biomarcadores do
metabolismo mineral 6sseo em pacientes com lesdo renal aguda (LRA).
Material e Métodos: Foram incluidos 77 pacientes graves sem LRA (idade
74+14) e 83 pacientes graves com LRA (idade 71 +£17), admitidos na Unidade
de Terapia Intensiva (UTI). Os pacientes com LRA foram caracterizados pelo
aumento de 0,3 mg/dL na creatinina sérica comparado com a creatinina da
data de entrada na UTIl (basal) no periodo de no maximo até 7 dias da
admissao na UTIl. Foram avaliados: FGF-23, Esclerostina, Interleucina-6 (IL-
6), Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a) e Interleucina-10 (IL-10) (por ensaio
imunoenzimético - ELISA), Calcio e fosforo (por método colorimétrico),
Paratorménio (PTH) e 25 Vitamina D (por eletroquimioluminescéncia — ECLIA).
Os resultados foram expressos como média ou mediana. O Test T e Mann-
Whitney foram utilizados para analisar os grupos. Resultados: Observamos
diferenca nos niveis séricos de IL-6 (pg/mL) [LRA 21,2 (12,1-31,7) vs. Néao-
LRA 11,8 (7,0-19,3); p <0,01], TNF-a (pg/mL) [LRA 8,0 (6,6- 10,6) vs. Nao-LRA
7,0 (6,0-8,0); p <0,01], IL-10 (pg/mL) [LRA 1,07 (0,95-1,54) vs. Ndo-LRA 0,97
(0,91-1,08); p <0,01], fésforo (mg/dL) [LRA 4,5 +1,7 vs. Nado-LRA 3,9 +1,2; p =
0,01], PTH (pg/mL) [LRA 7,8 (3,5-17,5)) vs. N&o-LRA 5,5 (2,9-10,7); p = 0,04],
vitamina D (ng/mL) [LRA 13,6 +7,6 vs. Nao-LRA 16,1 +6,5; p = 0,01] e
esclerostina (pg/mL) [LRA 80,0 £24,4 vs. Ndo-LRA 15,2 +4,8; p = 0,01)]. N&o
observamos diferenca na albumina (g/dL) [LRA 2,9 +0,5 vs. Nao-LRA 3,1 +0,6;
p = 0,09], PCR (mg/L) [LRA 6,4 (1,8-15,0) vs. N&0-LRA 6,2 (1,1-15,0); p =
0,31], calcio (mg/dL) [LRA 7,9 £1,1 vs. Ndo-LRA 8,0 +1,1; p = 0,24] e FGF-23
(pg/mL) [LRA 48 (1,5-149) vs. Nao-LRA 58 (1,5-193); p = 0,35]. Além disso,
observamos que os pacientes com APACHE Il apresentaram maiores niveis
séricos de creatinina (mg/dL) [APACHE 1,8 +1,4 vs. Nao-APACHE 1,0 +0,6; p
<0,01], cistatina C (ng/mL) [APACHE 1,8 +1,0 vs. Nao-APACHE 1,1 +0,6; p




Resumo

<0,01], TNF-a (pg/mL) [APACHE 9,2 +4,9 vs. Ndo-APACHE 7,5 +1,8; p <0,01]
e PTH (pg/mL) [APACHE 13,9 £18,0 vs. Nao-APACHE 9,1 +10,5; p = 0,04] e
0S pacientes que evoluiram para Obito tinham alterados creatinina (mg/dL)
[Obito 2,1 +1,4 vs. Ndo-Obito 1,3 +1,0; p = 0,03], cistatina C (ng/mL) [Obito 2,4
+1,2 vs. Nao-Obito 1,3 +0,7; p<0,01], IL-6 (pg/mL) [Obito 22 +9 vs. NZo-Obito
17 #10; p = 0,04], TNF-a (pg/mL) [Obito 12,1 +6,2 vs. N&o-Obito 7,9 +3,0;
p<0,01], PCR (mg/L) [Obito 15,9 +12,9 vs. N&o-Obito 8,4 +8; p<0,01], IL-10
(pg/mL) [Obito 7,3 +24 vs. Nao-Obito 2,0 +8,4; p = 0,01] e fésforo (mg/dL)
[Obito 5,1 +2,4 vs. N&o-Obito 4,1 +1,4; p = 0,01]. Conclus&o: A esclerostina foi
maior em pacientes com LRA e como esperado os pacientes com LRA
apresentaram maior estado de inflamacdo. E possivel que mediadores
inflamatoérios tenham impacto sobre os ostedécitos, aumentando a sintese de
esclerostina. Para nosso conhecimento, este € o primeiro estudo que detectou
altos niveis de esclerostina em pacientes com LRA. Entretanto, a hipétese do
mecanismo inflamatério sobre os ostedcitos e o impacto do aumento da

esclerostina sobre desfechos devem ser investigados em estudo prospectivo.

Palavras-chave: lesédo renal aguda, inflamacao, biomarcadores do disturbio

mineral dsseo.




Abstract

Introduction: Patients with chronic kidney disease and on dialysis have a high
prevalence of bone mineral disorders. Recently, the inflammation have been
associated to cause abnormalities in bone and mineral metabolism in end stage
renal disease (ESRD) patients. These are linked with morbidity and mortality in
this population. The Fibroblast Growth Factor 23 (FGF-23) a phosphaturic
hormone, Sclerostin (SOST) (a protein that inhibit bone formation) and
inflammation markers have been described as an important axis of the
physiopathology of mineral bone disease (MBD). However, patients with acute
kidney injury (AKI) which abruptly lose kidney function; have not been
investigated to bone and mineral metabolism abnormalities. Objective: To
investigate the effect of inflammation on mineral bone metabolism in patients
with Acute Kidney Injury (AKI). Material and Methods: We included 77 severe
patients without AKI (age 74+14) and 83 severe AKI patients (age 71+17) all
admitted to the Intensive Care Unit. Patients with AKI were characterized by
AKIN criteria that used a 0.3 mg/dL increase in serum creatinine within seven
days of admission in the hospital. Serum markers of mineral bone metabolism
and inflammation investigated were: FGF-23, SOST, Interleukin-6 (IL-6), Tumor
Necrosis Factor Alpha (TNF-a) and Interleukin-10 (IL-10) (by enzyme-linked
immunosorbent assay - ELISA), calcium and phosphorus (colorimetric method),
parathyroid hormone and 25 vitamin D (by electrochemiluminescence
immunoassay — ECLIA). Results were expressed on average or median. Test T
and Mann-Whitney were used to analyze the groups. Results: We observed
difference in serum levels of IL-6 (pg/mL) [AKI 21.2 (12.1-31.7) vs. No-AKI 11.8
(7.0-19.3); p<0.01], TNF-a (pg/mL) [AKI 8.0 (6.6 -10.6) vs. No-AKI 7.0 (6.0-8.0);
p<0.01], IL-10 (pg/mL) [AKI 1.07 (0.95-1.54) vs. No-AKI 0.97 (0.91-1.08);
p<0.01], phosphate (mg/dL) [AKI 4.5 +1.7 vs. No-AKI 3.9 +1.2; p=0.01] PTH
(pg/mL) [AKI 7.8 (3.5-17.5) vs. No-AKI 5.5 (2.9-10.7); p=0.04], vitamin D
(ng/mL) [AKI 13.6 7.6 vs. No-AKI 16.1 +6.5; p=0.01] and sclerostin (pg/mL)
[AKI 80.0 £24.4 vs. No-AKI 15.2 +4.8; p=0.01]. We did not observe difference
in albumin (g/dL) [AKI 2.9 £0.5 vs. No-AKI 3.1 +0.6; p=0.09], C-reactive protein
(mg/L) [AKI 6.4 (1.8-15.0) vs. No-AKI 6.2 (1.1-15.0); p=0.31], calcium (mg/dL)
[AKI 7.9 #1.1 vs. No-AKI 8.0 +1.1; p=0.24] and FGF-23 (pg/mL) [AKI 48 (1.5-
149) vs. No-AKI 58 (1.5-193); p=0.35]. In addition, we observed that patients
with APACHE Il presented higher serum levels of creatinine (mg/dL) [APACHE
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1.8 £1.4 vs. Nao-APACHE 1.0 +0.6; p<0.01], cystatin C (ng/mL) [APACHE 1.8
+1.0 vs. Nado-APACHE 1.1 £0.6; p <0.01], TNF-a (pg/mL) [APACHE 9.2 +4.9
vs. Nao-APACHE 7.5 £1.8; p <0.01] e PTH (pg/mL) [APACHE 13.9 +18 vs.
N&o-APACHE 9.1 £10.5; p=0.04] and patients who progressed to death had
altered creatinine (mg/dL) [Death 2.1 +1.4 vs. No-Death 1.3 +1.0; p=0.03],
cystatin C (ng/mL) [Death 2.4 £1.2 vs. No-Death 1.3 +0.7; p<0.01], IL-6 (pg/mL)
[death 22 +9 vs. No-Death 17 +10; p=0.04], TNF-a (pg/mL) [Death 12.1 +6.2 vs.
No-Death 7.9 £3.0; p<0.01], C-reactive protein (mg/L) [Death 15.9 +13 vs. No-
Death 8.4 +8; p<0.01], IL-10 (pg/mL) [Death 7.3 £24 vs. No-Death 2.0 +8.4;
p=0.01] and phosphate (mg/dL) [Death 5.1 +2.4 vs. No-Death 4.1 +1.4; p=0,01].
Conclusion: Sclerostin was higher in AKI patients As expected, AKI patients
presented higher inflammation state characterized by increased serum levels of
IL-6, TNF-a and IL-10. It is possible these cytokines signalizing sclerostin
production from osteocytes. To our knowledge, this is the first study that
detected high levels of sclerostin in AKI patients. However, the inflammatory
mechanism and their impact on osteocyte associated to outcome, should be

investigated.

Key words: acute kidney injury, inflammation, biomarkers of mineral bone

disease.
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Introducao

Lesdo Renal Aguda

A lesdo renal aguda (LRA) é uma das graves complicacbes em
pacientes criticos, principalmente os hospitalizados, devido a alta mortalidade,
morbidade e impacto econémico. A incidéncia de LRA é alta, uma meta-analise
envolvendo 154 estudos com mais de 3 milhdes de individuos mostrou que 1
em cada 5 adultos e 1 em cada 3 criancas em todo o mundo adquiriu LRA

durante a hospitalizagéo®.

A maioria dos pacientes internados na unidade de terapia intensiva
desenvolvem a sindrome da resposta inflamatéria sistémica (SIRS). A SIRS é a
resposta organica sistémica a diferentes insultos como trauma, queimadura ou
endotoxinas e € diagnosticada por critérios (vide quadro 1) bem definidos em
consensos internacionais®. Quando iniciada ou perpetuada por agente
infeccioso, caracteriza a sepse que, e sendo acompanhada por disfuncao

organica (sepse severa), pode resultar em taxa de mortalidade de 80%®),

Quadro 1 — Critérios de SIRS e Sepse.

A sindrome da resposta inflamatoria sistémica esta presente quando houver dois ou
mais das seguintes condicoes

Temperatura =38*Cou=36°C
Freqiiéncia cardiaca > 90 batimentos mmuto
Freqiléncia respiratoria > 20 batimentos mimuto ou pCO2
<32
Contagem de leucocitos = 12.000 células/' mm3,
< 4.000 células'mm3,
gu > 10% de células maturas
(bastdes)

Sepse esta presente pelos mesmos critérios, na vigencia de infeccio.

A LRA que requer dialise é uma condicdo grave com uma taxa de
mortalidade inaceitavelmente elevada de 40% a 50%, aumentando para 60% a
80% nos casos associados com disfungcdo de 6rgdos distantes, como
insuficiéncia cardiaca e respiratéria®. Além disso, a LRA é complicacédo grave

e prevalente no ambiente da terapia intensiva gerando impacto desfavoravel no
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desfecho do paciente grave. Sua presenca implica em taxa de mortalidade que

varia de 15 a 80% na terapia intensiva®.

Esta grande variabilidade da mortalidade nesses pacientes esta
associada a heterogeneidade da complexa fisiopatogenia da SIRS. Embora
avancos na terapia de reposicao de funcdo renal e medidas de suporte tém
sido adotadas, este panorama de mortalidade ndo tem se modificado nos
altimos anos. Uma das principais causas de mortalidade esta associada a
extensdo da lesdo de 6rgdos ou sistemas que resultam do balango entre duas
forcas: a resposta pré-inflamatéria (caracterizada pela SIRS) na qual ocorre um
recrutamento de mediadores e células inflamatorias onde se estabeleceu a
lesdo, e uma resposta anti-inflamatéria (CARS — sindrome da resposta anti-
inflamatdria compensatéria) que visa atenuar a injaria tissular e promover a

cicatrizacao local (vide figura 1).

)

ww‘yﬁ cot v.“"‘"
(TnQ) Caocinas (Th2) Caocinas

At amatinas artrfiamatiras

(Tn1) Caocinas (Tn1) Caocnas
infamatonas rfamatonas

Figura 1- Mecanismos envolvidos na SIRS e CARS.
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Resposta aos patégenos envolvendo a comunicacdo entre diferentes tipos de células
imunologicas, incluindo macréfagos, células dendriticas e células T CD4. Macrofagos e células
dendriticas sdo ativados pela fagocitose e digestdo de bactérias, e pelo estimulo através de
citocinas (como o interferon y) secretado pela célula T CD4. As células T CD4 tornam-se ativas
pela estimulacdo através das células apresentadoras de antigenos (macrofagos ou células
dendriticas). Por exemplo, macro6fagos e células dendriticas secretam IL-12, o que leva a célula
T CD4 (célula T auxiliar tipo 1 [Th1]) a secretar citocinas inflamatoérias. As células T CD4 podem
ter um perfil anti-inflamatério (célula T auxiliar tipo 2 [Th2]) secretando IL-10, cuja funcéo é
suprimir a ativacdo do macréfago. Dependendo de varios fatores (tipo de organismo, local da
infeccdo), macrofagos e células dendriticas responderam a infeccdo induzindo a producéo de
citocinas inflamatérios ou anti-inflamatérias, ou ainda causando uma reducdo global na
producédo de citocinas (anergia). Se, por exemplo, estas células tiverem ingerido previamente
células necréticas, elas induzirdo linfécitos com perfil inflamatério (Thl). A ingestdo de células
apoptéticas, por sua vez, pode induzir linfécitos com perfil anti-inflamatério (Th2) ou anérgicos.
O sinal positivo denota ativagcdo, e o sinal negativo, supressdo; em casos onde ambos
estiverem presentes a ativagdo ou supressdo depende dos diversos fatores envolvidos.

Fonte: Adaptado de Hotchkiss, R. S. ET AL. N Engl J Med2003;348:138-150.

Ao contrario da SIRS, a CARS tem papel fundamental na atenuacao da
resposta inflamatéria. Esta resposta imune secundaria € caracterizada pela
producdo de moléculas imunomodulatérias que controlam as citocinas pro-

inflamatorias®).

Principais representantes destas moléculas anti-inflamatdrias mondcitos-
derivadas sdo a interleucina-10 (IL-10), o antagonista do receptor de
interleucina-1 (IL-1Ra) e o receptor soluvel de TNF (sTNF-R). A IL-10 é a
citocina anti-inflamatéria mais potente e tem papel central na regulacdo da
resposta imune a patdgenos diversos. Ela € liberada por mondcitos e inibe a
producdo do TNF-a, IL-18 e IL-6 gerando mecanismo que, embora né&o
conhecido na sua totalidade, € eficiente na atenuacdo da resposta
inflamatéria®”). Entretanto, elevacdes de até 1000 vezes a sua taxa de
producdo basal sdo necesséarias para antagonizar o efeito hemodinamico

gerado pela IL-8®).

Varios estudos demostram que a LRA é uma doencga caracterizada por
inflamacéo sistémica que pode levar a disfuncdo do 6rgdo, ou ainda, a
complicacBes ndo renais. Na LRA a IL-6 se apresenta aumentada apds 2
horas®19, De fato, 0 aumento das citocinas pro-inflamatorias esta associado a
desfechos adversos como ventilagdo mecéanica prolongada® e aumento da

mortalidade(1-13),

Zhang et al. em um estudo de coorte com 960 pacientes adultos que

foram submetidos a cirurgia cardiaca avaliaram os niveis de IL-6 e IL-10 no
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pré-operatorio e nos dias 1, 2 e 3 pos cirurgia e ndo observaram diferenca na
IL-10 no pré-operatorio entre os pacientes que desenvolveram LRA. Entretanto,
0s niveis de IL-6 e IL-10 aumentaram nos 3 momentos pos-operatérios no

grupo com LRA(4),

Niveis elevados de TNFa também tém sido associados ao risco de LRA

em pacientes com sepse e submetidos a cirurgia cardiovascular(5.16),

O TNF-a estimula a sintese de outras citocinas pro-inflamatorias,
moléculas de adesé&o e citocinas anti-inflamatérias, particularmente a IL-10. O
equilibrio entre as citocinas pré e anti-inflamatoérias afeta o resultado clinico da
LRAM),  De fato, o TNF-a circulante em altas concentracdes tem sido

associado a desfechos clinicos adversos em pacientes com LRA(®8),

Distirbio Mineral Osseo na DRC

O distarbio mineral 6sseo (DMO) é uma complicacdo frequente nos
pacientes com doenca renal cronica (DRC), onde os mecanismos de controle
da homeostase do calcio e fosforo sofrem alteracbes de acordo com a
diminuicdo da funcdo renal®®. A hipocalcemia, hiperfosfatemia e
hipovitaminose D sdo comuns, principalmente nos pacientes com DRC em

tratamento dialitico@9,

A vitamina D para agir no organismo precisa estar em sua forma ativa,
existem duas formas de vitamina D pré-ativa, a primeira delas € o ergocalciferol
(D2), encontrada em vegetais e frutas, e a segunda € o colecalciferol (D3),
produzida por humanos através de estimulo de raios ultravioleta do tipo B
sobre a pele. Quando chegam ao figado, através da circulagdo sanguinea, séo
convertidas em 25 vitamina D pela enzima 25-hidroxilase, para em seguida
serem convertidas nos rins em 1,25 vitamina D, através da agao da enzima 1a-

hidroxilase(@9,

Sabe-se que a vitamina D regula o sistema renina-angiotensina-
aldosterona, aumenta a secrecao de insulina e a sensibilidade dela, inibe a
proliferacdo de células musculares do tipo lisas vasculares, protege a funcéo
endotelial fisiologica, modula processos inflamatérios, inibe a atividade

anticoagulante e inibe a hipertrofia e a proliferacdo de ceélulas miocardicas.
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Todos esses beneficios ajudam a explicar a relacdo entre a deficiéncia de
vitamina D e o aumento da mortalidade quando pacientes apresentam
hipovitaminose D, especialmente mortes por causa cardiovascular, como
disfuncéo e/ou hipertrofia do ventriculo esquerdo observado nos pacientes com
DRC®@D,

A hipovitaminose D na DRC esta relacionada a deficiéncia da enzima
1a-hidroxilase produzida pelos rins, também pode ser causada por uma dieta
pobre em vitamina D, por baixa exposi¢cdo ao sol e por causas multifatoriais,
como perda de proteinas que se ligam a vitamina D, devido a proteinuria

elevada®@?.

Desta forma, a deficiéncia renal na producdo de 1,25 vitamina D, fator
que afeta a absorcdo intestinal de célcio, levando a uma hipocalcemia®3
favorece a doenca 6ssea e calcificacdo vascular no paciente renal cronico,

agregando mais um fator de risco para DCV®4,

Os niveis de 1,25 vitamina D comecam a diminuir no estagio 2 da DRC e
continuam diminuindo a medida que a taxa de filtracdo glomerular declina®®,
niveis baixos de 1,25 vitamina D sdo observados na grande maioria dos
pacientes que iniciam hemodidlise, sendo que durante os primeiros 90 dias de
dialise os niveis mais baixos se correlacionam significativamente com maior
mortalidade®. A hipovitaminose D entre os pacientes com DRC e no estagio
dialitico é comumente observada associada ao hiperparatireoidismo
secundario®”, resisténcia a eritropoietina®, anemia®@®®, resposta imunoldgica

comprometida®°31) e aumento de morbidade e mortalidade(?).

Na populacdo em geral, os baixos niveis de 1,25 vitamina D foram
associados a hipertrofia ventricular esquerda, insuficiéncia cardiaca e maior
mortalidade®3-3%), Por outro lado, sabe-se pouco em relacdo a deficiéncia de

vitamina D e sua associagdo entre os pacientes com LRAGS),

Adicionalmente, pacientes com DRC, principalmente em estagios
dialiticos, também apresentam um aumento da sintese do Fator de
Crescimento de Fibroblastos 23 (FGF-23), um hormonio secretado pelos
ostedcitos. Suas principais funcbes séo controlar a reabsorcdo renal de

fosforo®7:28), modular a producdo do PTH e da 1,25 vitamina D®%49) e participar
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da homeostase mineral, sendo identificado como um hormoénio fosfatlrico no
inicio do ano 20004V, Desta forma, a hiperfosfatemia e hipovitaminose D,

também é resultado do aumento da producdo de FGF-23 no paciente renal

cronico, especialmente quando em estagios avancados®3 42),

Uma das consequéncias da hipocalcemia, deficiéncia de calcitriol e da
hiperfosfatemia no renal crénico € a hiperplasia das glandulas paratireoides
seguida de hiperparatireoidismo secundario® em decorréncia de elevada
producdo de paratormoénio (PTH), que contribui para maior reabsor¢cédo 6ssea
(2343) Todas essas alteracbes minerais e hormonais, incluindo o
hiperparatireoidismo secundario, levam a uma importante desregulacdo da
fisiologia do sistema esquelético na DRC e associacdo com maior mortalidade
por calcificacdo vascular®?, sendo importante a monitorizacdo do calcio,
fésforo, PTH e FGF-23, em pacientes com DRC nos estagios 3 a 5 da

doenca®¥.

Nos ultimos anos grande parte das observacdes clinicas e estudos
experimentais mostraram que o FGF-23 é um biomarcador para DRC, uma vez
gue seus niveis se elevam antes das alteracdes de outros parametros séricos

tais como, creatinina, fésforo, PTH e vitamina D(“4-46),

Isakova et al. em um estudo de coorte prospectivo multicéntrico analisou
cerca de 4000 individuos e observaram que o0s pacientes com DRC
apresentam niveis séricos elevados de FGF-23. Adicionalmente, observaram
gue os niveis de FGF-23 aumentam antes do aparecimento da hiperfosfatemia
e do PTH®6),

Embora esteja descrito na DRC que o aumento do FGF-23 ocorra como
uma resposta para diminuir a "retencdo do fésforo", a precoce reducdo dos
niveis séricos de fésforo associada a niveis ja elevados de FGF-23 sugere que
talvez a propria lesdo renal, mesmo que leve, possa estimular a secrecdo do
FGF-23, causando o aumento da producéo de algum fator que estimularia sua
secrecdo®. Além disso, o FGF-23 pode ser considerado um preditor de pior
desfecho em pacientes com DRC uma vez que o0 seu aumento esta associado
a progressdo rapida da DRC e ao aumento da morbidade e mortalidade

cardiovascular®7-51),
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Além do complexo mecanismo do eixo Ca, P, PTH e FGF-23, a relacao
entre inflamacdo e o DMO na DRC ja € conhecida ha alguns anos, pois a
presenca de hiperfosfatemia, hipovitaminose D ou hiperparatireoidismo pode
agravar as alteracdes vasculares, com lesdo de células endoteliais e
calcificacdo vascular, induzidas pela inflamacdo®?. Porém, recentemente,
grupos distintos de pesquisadores mostraram que esta associacdo pode ser

ainda mais estreita.

Em modelos experimentais de DRC e inflamagdo, foi demonstrado
aumento da sintese de FGF-23 pelo ostedcito. Este, por sua vez, € capaz de
estimular a sintese hepatica de IL-6 e proteina C reativa, criando um circulo
vicioso de inflamacdo e alteracbes do metabolismo mineral®®. Portanto,
podemos supor que pacientes com DRC e hiperparatireoidismo secundario,
gue comumente apresentam niveis muito elevados de FGF-23 teriam mais um
estimulo para manter um estado permanente de inflamacédo, resultando em

piora das lesbes vasculares e dsseas.

A esclerostina € uma proteina secretada pelos ostedcitos, codificada
pelo gene SOST, expressa primariamente por ostedcitos maduros, néo
expressa por osteocitos jovens e osteoblastos e é um potente antagonista da
via de sinalizagdo Wingless (Wnt)®4, uma via responsavel pelo controle da
osteoblastogénese(®3),

Nos Uultimos anos a via de sinalizacdo Wnt emergiu como um
componente regulador do controle da formacdo e da reabsorcdo 6ssea®®.
Varias sdo as vias de sinalizacdo onde as proteinas Wnt participam, no
entanto, a via Wnt / B-catenina®”) é a que esta mais associada com a formacéo

dssea.

A via de sinalizacdo Wnt / B-catenina é ativada pela ligacdo de proteinas
Wnt a complexos receptores de superficie celular compostos por membros da
familia Frizzled e de receptores de lipoproteinas de baixa densidade LPR5 e 6,
que estabiliza a B catenina, induz sua translocacdo para o nucleo e ativa
transcricdo génica. Também conhecida como via de sinalizagcdo canoénica,

controla a transcricdo de células-tronco mesenquimais favorecendo a




Introducao

diferenciacdo osteoblastica, promove a maturacdo e sobrevivéncia de

osteoblastos e ostedcitos e inibe a geragdo de osteoclastos(®8:59),

A esclerostina inibe a via de sinalizacdo Wnt / B-catenina através de sua
ligacdo a LRP5 ou 6(60), evitando a ligacdo das proteinas Wnt a seus
receptores, desse modo, regula negativamente a formacdo O&ssea e
conseguentemente esta associada a maior reabsorcéo 6ssea®V. A esclerostina
pode exercer seus efeitos inibitérios na formacao 6ssea, inibindo ndo apenas a
proliferacdo, diferenciacdo e funcdo das células osteoblasticas, mas também

facilitando sua apoptose(®©?).

Tem sido descrito que a expressdo do gene SOST pode ser regulada
por estimulos como, hormonios®3%9) fatores de crescimento®) e forcas
mecanicas®>6”). Os hormonios androgénicos, estrogénicos e PTH inibem a
sua expressdo®8) por outro lado o excesso de glicocorticéides aumenta sua
producdo nos ostedcitos’®. Em relacdo a vitamina D os dados s&o
contraditorios™. Wijenayaka et al. mostraram que a 1,25 vitamina D induz a
expressdo de Sost / Esclerostina em células Saos-2 (linha celular derivada do
osteossarcoma)(’?, por outro lado St John et al. relataram inibicdo de sua
transcricdo(™®, da mesma forma, foram relatados dados clinicos igualmente
conflitantes sobre os efeitos da vitamina D nos niveis de Esclerostina

circulante(74-78),
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Figura 2 - Modelo esquematico para a regulacdo do controle da formacao

0ssea pela esclerostina.

A esclerostina pode exercer o seu efeito inibitério na formacdo do osso, impedindo a ativagéo
de células de revestimento, bem como a inativacdo de osteoblastos ativos.

Adaptado de: Moester, M. J. et al. Calcif Tissue Int,v. 87, n. 2, p. 99-107, Aug 2010.

Alguns estudos, relatam que pacientes com DRC apresentam aumento
gradativo da esclerostina a medida que a funcéo renal declina; sendo que no
estagio 5 da doenca os niveis estdo cerca de 3 a 4 vezes superiores quando
comparados com a populacdo normal(™89, Ao contrario, Cejka et al.
observaram um aumento da excrecdo renal de esclerostina no declinio da
funcao renal, concluindo que o aumento da esclerostina na DRC néo se deve
exclusivamente a retencéo renal®), Por sua vez, Sabah et al. sugerem um
aumento de producdo de esclerostina nos pacientes urémicos®?. Entretanto,
nao esta claro se 0 aumento da esclerostina sérica € atribuivel a diminuicao da

depuracéo renal, ao excesso de produgéo ou a ambos.

LRA e Disturbio Mineral Osseo

O efeito da perda da funcéo renal crénica sobre o metabolismo 0sseo é

melhor compreendido quando comparado com a perda da fungéo renal aguda,
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na qual pouco se sabe sobre alteracbes do distarbio mineral 6sseo e seus
biomarcadores®3). A hipocalcemia e hiperfosfatemia sdo comumente
observadas nos pacientes com LRA causada por rabdomidlise, entretanto a
literatura sobre as alteracdes dos biomarcadores do disturbio mineral 6sseo

nesta populacéo é relativamente limitada(®4).

Em um estudo com dois modelos animais de LRA induzida por toxina,
observou-se que os niveis de FGF-23 aumentaram de forma independente das
alteracdes séricas dos niveis de célcio, fosforo, vitamina D ou PTH.

Adicionalmente pacientes submetidos a cirurgia cardiaca também
apresentam niveis elevados de FGF-23 de forma independente de alteracdes
nos niveis de metabdlitos da vitamina D, PTH ou fosfato(®>86),

Em relacdo a vitamina D, a sua deficiéncia entre os pacientes e sua
associacdo com LRA é pouco conhecida®®; recentemente uma meta-analise
enfatizou a falta de estudos expressivos que considerem medidas em série dos
niveis de 25 vitamina D e 1,25 vitamina D, juntamente com outros marcadores
do metabolismo da vitamina D®7),

Pacientes da UTI com deficiéncia de vitamina D, quando comparados
aos que possuem niveis normais, apresentam taxas mais altas de LRA e
frequentemente necessidade de terapia de reposicdo renal®8).

Baseado no complexo mecanismo fisiopatolégico da inflamacgdo vs.
DMO na DRC, hipotetizamos que a inflamacdo pode também modular os

biomarcadores do distarbio mineral 6sseo nos pacientes com LRA.
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Objetivo Geral

O objetivo do presente estudo foi investigar a associacdo da inflamacéo

sobre os biomarcadores do disturbio mineral 6sseo em pacientes com LRA.

Objetivo Especifico

Avaliar a associacdo de citocinas pro e anti-inflamatorias com FGF-23,
esclerostina, PTH, 25 vitamina D, calcio e fésforo.
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Amostra

Trata-se de um estudo do tipo coorte transversal retrospectivo, onde 0s
soros de todos os pacientes que participaram do primeiro estudo principal
“Polimorfismo genético de pacientes graves com LRA”, aprovado pelo comité
de Etica da Universidade Federal de S&o Paulo sob n°. 1520/05 (Anexo 1) e do
Hospital Israelita Albert Einstein sob n° 06/381 (Anexo 2), estavam
armazenados em freezer -80°C ha 8 anos e com previsdo de realizacdo de

futuras investigacdes, conforme termo de consentimento livre e esclarecido.

Desta forma, foram estudados soros de 160 pacientes graves, avaliados
pelo escore de APACHE 11®9 internados em Unidade de Terapia Intensiva
(UTI), sendo o grupo controle composto por pacientes que ndo desenvolveram

LRA e o grupo caso composto por pacientes que desenvolveram LRA.

Grupo Controle (CONT) — pacientes de Terapia Intensiva sem Lesao Renal

Aguda.

Grupo Caso (LRA) - pacientes de Terapia Intensiva com Lesdo Renal

Aguda.

O nivel sérico basal de creatinina foi definido como o nivel obtido na
admissao na UTI.

Critérios de Inclusao

Para inclusdo no estudo, os individuos preencheram o0s seguintes

critérios:

1. Preenchimento do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido,
por parte do paciente, ou dos familiares ou responsaveis
(somente em casos de impossibilidade do paciente).CEP Einstein
06/381 e CEP UNIFESP 1520/05.

2. Homens e mulheres maiores de 18 anos de idade.
3. Internacdo em UTI hd menos de 24 horas com critérios de SIRS.

4. Pacientes que evoluiram para LRA no maximo em até 7 dias

conforme os critérios AKIN “Stage1” (Figura 3)
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AKIN SCORE |
Cr Criteria | | Urine Output (UO) Criteria |
Increased Crx 1,5 U0< 0,5 ml/kg/hr
STAGE 1 or x6 hr
>0,3 mg/dl
UO0<0,5ml/kg/hr
STAGE 2 Increased Cr x 2,0 x12hr
Increased Cr x 3 or U0<0,3ml/kg/hr
STAGE 3 Cr >4mg/dl x 24hr or
(with acute rise of >0,5mg/dl) anuria x 12hr

Figura 3 — Critérios AKIN de Les&o Renal Aguda.

Critérios de Exclusao

Quaisquer dos seguintes itens foram considerados critérios de exclusao

do estudo:

1.

Pacientes terminais ndo mais considerados para medidas de

reanimacgao.

Transplantados renais.
Participantes de programa dialitico.
Doengas infecciosas.

Doencas degenerativas.

Impossibilidade de assinar o Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido.
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Figura 4 — Fluxograma do desenho da amostra.

O paciente do grupo CONT manteve sua creatinina sérica estavel e dentro dos valores de
referéncia, sendo sua amostra coletada no 7° dia. O paciente do grupo LRA teve sua amostra
coletada no dia em houve o incremento no nivel sérico da creatinina.

Métodos

Foram coletados 10 mL de sangue em tubo com ativador de coagulo
jateado na parede e gel separador para obtencdo de soro, apds a coleta o
material foi centrifugado a 3.500 rpm por 15 minutos a 4°C. Em seguida o soro
foi aliquotado em criotubos e armazenados em freezer -80°C para posterior

andalise.

As dosagens de FGF-23, TNF-a, SOST, IL-6 e IL-10 foram analisadas
por kits de ensaios comerciais por método enzimaimunométrico (Enzyme
Linked Immunosorbent Assay — ELISA) (Figura 5), de acordo com o0s

protocolos dos fabricantes, conforme quadro 2.
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Figura 5 — Esquema basico do método ELISA.

Os imunoensaios enzimaticos, como o ELISA direto aqui mostrado, usam um conjugado
enzima-anticorpo para fornecer um substrato detectavel ao local de um antigeno. O substrato
pode ser uma molécula incolor que é convertida em um produto final colorido ou uma molécula
fluorescente inativa que fluoresce apés a ativacéo da enzima.
Fonte:https://cnx.org/contents/5CvTdmJIL@4.4:SQQuUHr8C@3/ElAs-and-
ELISAs#OSC_Microbio_20_04_EIA

Quadro 2 - Descricdo dos ensaios de ELISA e suas respectivas
sensibilidades.

ANALITO FABRICANTE CATALOGO | SENSIBILIDADE
FGF-23 Immutopics, Inc. — USA 60-6600 1,5 pg/mL
TNF-a R&D Systems — USA & Canada HSTAQOD 0,106 pg/mL
Esclerostina | R&D Systems — USA & Canada DSSTO0 1,74 pg/mL
IL-6 R&D Systems — USA & Canada HS600B 0,039 pg/mL
IL-10 R&D Systems — USA & Canada HS100C 0,09 pg/mL

FGF-23 — Fator de Crescimento de Fibroblastos 23, TNF-a — Fator de Necrose Tumoral alfa, IL-
6 — Interleucina 6, IL-10 — Interleucina 10.

As dosagens Ca e P foram analisadas por método colorimétrico e as
dosagens de 25(OH)D e PTH por método eletroquimioluminométrico
(electrochemiluminescenceimmunoassay — ECLIA) (Figura 6), através de kits
de ensaios comerciais fabricados pela ROCHE DIGNOSTICA de acordo com
as instrucdes de bula, na plataforma modular Cobas® 6000. As sensibilidades

dos testes encontram-se no quadro 3.
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Magnetic bead
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Figura 6 — Esquema basico do método ECLIA.

O anticorpo monoclonal biotinilado, antigeno e anticorpo monoclonal especifico marcado com
complexo de ruténio formam um complexo sanduiche. Apds a adicdo de microparticulas
revestidas de estreptavidina, o complexo liga-se a fase sélida através da interagcdo da biotina e
estreptavidina. Microparticulas séo capturadas magneticamente na superficie do eletrodo,
ocorre uma aplicagdo de corrente elétrica ao eletrodo que induz uma emisséo
quimioluminescente, medida por um fotomultiplicador.

Fonte:https://www.slideshare.net/anurag yadav/electrochemiluminescence

Quadro 3 — Descricédo dos ensaios da Roche e suas respectivas sensibilidades

ANALITO REFERENCIA SENSIBILIDADE
Célcio 05061482190 0,8 mg/dL
Fosforo 03183793122 0,31 mg/dL
25(0OH)D 07464215190 3,0 ng/mL
PTH 04892470190 1,20 pg/mL

25(0OH)D - 25 Hidroxivitamina D, PTH — Paratormdnio.

Anéalise Estatistica

A normalidade dos dados foi verificada pelo teste Kolmogorov-Smirnov.
As variaveis numéricas continuas, expressas de acordo com sua distribuicdo
paramétrica ou ndo parameétrica em média e desvio padrdo ou mediana e
percentis (25-75%), respectivamente. Os dados categdéricos sdo descritos em
valores absolutos e porcentagem da amostra total. A analise entre os grupos foi

realizada pelo teste t ndo pareado para as variaveis que apresentaram
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distribuicAo paramétrica e o Mann-Whithey para nao paramétricas. A
correlacdo entre as variaveis foi analisada pelo teste de Pearson e Spearman,

quando apropriados.

Um nivel de significancia de 5% (p<0,05) foi estabelecido para os testes
estatisticos. As analises foram realizadas pelo software IBM SPSS - Statistical
Package for the Social Sciences para Windows (IBM Corp.,Armank, N. Y.,
U.S.A)) versdo 24 e os graficos pelo software GraphPad Prism 6 (GraphPad
Software Inc., California, U.S.A.).
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Foram avaliados 160 pacientes compondo 2 grupos, definidos como grupo
CONT (n=77) e grupo LRA (n = 83).

Tabela 1 — Dados epidemioldgicos dos pacientes nos grupos CONT e LRA.

CONT LRA
(n=77) (n =83) P
APACHE I 19 5 23+7 <0,01
SEPSE 21 (27%) 27 (33%) 0,47
HAS 35 (45%) 39 (47%) 0,87
DM 18 (23%) 23 (28%) 0,53
DCV 22 (29%) 19 (23%) 0,41
DVA 18 (23%) 28 (34%) 0,15
ESTATINA 11 (14%) 14 (17%) 0,65
VM UTI 18 (23%) 31 (37%) 0,06
OBITO 3 (4%) 14 (17%) <0,01

HAS — Hipertensédo Arterial Sistémica, DM — Diabetes Mellitus, DCV — Doenca Cardiovascular,
DVA - Droga Vasoativa, VM UTI — Ventilagdo Mecénica na Unidade de Terapia Intensiva.

De acordo com o descrito na tabela 1, apenas APACHEIl e 6bito
apresentaram diferencgas entre 0s grupos.

22



Resultados

Tabela 2 — Dados bioquimicos e demograficos dos pacientes nos grupos

CONT e LRA.

CONT LRA

(n=77) (n =83) P
ldade, anos 74 £14 71 +17 0,21
Género Feminino 38 (49%) 42 (50%) 0,98
IMC, Kg/m? 26 15 276 0,30
Creatinina, mg/dL 0,9 0,5 1,9+1,3 <0,01
Cistatina C, ng/mL 0,90 (0,80-1,20) 1,50 (1,10-2,20) <0,01
Albumina, g/dL 3,1+0,6 2,9 +0,5 0,09
IL-6, pg/mL 11,8 (7,0-19,3) 21,2 (12,1-31,7) <0,01
TNF-a, pg/mL 7,0 (6,0-8,0) 8,0 (6,6-10,6) < 0,01
PCR , mg/L 6,2 (1,1-15,0) 6,4 (1,8-15,0) 0,31
IL-10, pg/mL 0,97 (0,91-1,08) 1,07 (0,95-1,54) <0,01
Célcio Total, mg/dL 8,0+1,1 79+1,1 0,24
Fosforo, mg/dL 39+1,2 4,5+1,7 0,01
Paratorménio, pg/mL 5,5(2,9-10,7) 7,8 (3,5-17,5) 0,04
Vitamina D, ng/mL 16,1 +6,5 13,6 £7,6 0,01
FGF-23, pg/mL 58 (1,5-193) 48 (1,5-149) 0,35
Esclerostina, pg/mL 15,2 +4,8 80,0 +24,4 0,01

IMC — indice de Massa Corporal, IL-6 — Interleucina 6, TNF-a — Fator de Necrose Tumoral Alfa,
PCR - Proteina C Reativa, IL-10 — Interleucina 10, FGF-23 — Fator de Crescimento de
Fibroblastos 23.

Na tabela 2 observa-se conforme esperado, que os pacientes do grupo
LRA apresentaram niveis séricos de creatinina e cistatina C significativamente
mais elevados; as varidveis albumina, PCR, célcio, e FGF-23 néo
apresentaram diferencas entre os grupos. As citocinas IL-6, TNF-a e IL-10
mostraram-se diferentes entre 0s grupos com seus niveis mais elevados no
grupo LRA, houve diferenca também nos demais marcadores do metabolismo
mineral. Fosforo PTH e esclerostina apresentaram concentragcbes mais

elevadas no grupo LRA e vitamina D reduzidas.
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Tabela 3 — Dados bioquimicos e demograficos dos pacientes conforme escore

APACHE II.
APACHE I APACHE I
Escore <20 Escore > 20 p
(n =85) (n =75)
ldade, anos 70 17 75 14 0,07
Género Feminino 45 (53%) 35 (47%) 0,43
IMC, Kg/m? 27 +5 26 +6 0,33
Creatinina, mg/dL 1,0 £0,6 1,.8+1,4 <0,01
Cistatina C, ng/mL 1,1 +0,6 1,8+1,0 <0,01
Albumina, g/dL 3,0 +0,6 3,0 +0,6 0,55
IL-6, pg/mL 17,5 +9,9 18,0+ 9,9 0,76
TNF-a, pg/mL 7,5+1,8 9,2 +4,9 <0,01
PCR , mg/L 8,8 8,9 9,6 +9,0 0,60
IL-10, pg/mL 2,4 +10,8 2,8+11,6 0,80
Célcio Total, mg/dL 79411 80+1,1 0,76
Fosforo, mg/dL 4,1 +1.4 4.4 +1.8 0,27
Paratorménio, pg/mL 9,1+£10,5 13,9 £18,0 0,04
Vitamina D, ng/mL 15,9 +7,5 14,0 £7,5 0,12
FGF-23, pg/mL 86 +104 126 +154 0,06
Esclerostina, pg/mL 50 £192 47 +131 0,90

IMC — indice de Massa Corporal, IL-6 — Interleucina 6, TNF-a — Fator de Necrose Tumoral Alfa,
PCR - Proteina C Reativa, IL-10 — Interleucina 10, FGF-23 — Fator de Crescimento de
Fibroblastos 23.

Na tabela 3 observamos que os pacientes com maior escore APACHE II
também apresentaram niveis séricos de creatinina e cistatina C
significativamente mais elevados; as variaveis albumina, IL-6, PCR, IL-10,
calcio, fésforo, vitamina D, FGF-23 e esclerostina ndo apresentaram diferencas
entre os grupos. O TNF-a e o PTH mostraram-se diferentes entre os grupos

com seus hiveis mais elevados nos pacientes com maior escore APACHEII.
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Tabela 4 — Dados bioguimicos e demograficos dos pacientes conforme

mortalidade.
OBITO
NAO SIM
(n = 143) (n = 17) P
ldade, anos 72 +16 75 14 0,58
Género Feminino 69 (48%) 11 (65%) 0,20
IMC, Kg/m? 26 5 27 +9 0,70
APACHE Il 20 6 25 +7 <0,01
Creatinina, mg/dL 1,3+1,0 2114 0,03
Cistatina C, ng/mL 1,3 0,7 2,4 41,2 <0,01
Albumina 3,0 £0,6 2,8 +0,5 0,70
IL-6, pg/mL 17 10 22 9 0,04
TNF-a, pg/mL 7,9 £3,0 12,1 6,2 <0,01
PCR, mg/L 8,4 +8,0 15,9+£12,9 <0,01
IL-10, pg/mL 2,0 8,4 7,3 4240 0,01
Célcio Total, mg/dL 8,0+1,0 7,614 0,20
Fosforo, mg/dL 4,1 +1.4 51+24 0,01
Paratorménio, pg/mL 11 £15 14 £15 0,50
Vitamina D, ng/mL 15,4 £8 12,0 £6 0,06
FGF-23, pg/mL 102 +130 129 +142 0,40
Esclerostina, pg/mL 43 +161 97 £202 0,20

IMC — indice de Massa Corporal, IL-6 — Interleucina 6, TNF-a — Fator de Necrose Tumoral Alfa,
PCR - Proteina C Reativa, IL-10 — Interleucina 10, FGF-23 — Fator de Crescimento de
Fibroblastos 23.

Na tabela 4 os pacientes que evoluiram para 6bito apresentaram maior
escore APACHE Il e niveis séricos de creatinina e cistatina C significativamente
mais elevados, as variaveis albumina, céalcio, PTH, vitamina D, FGF-23 e
esclerostina ndo apresentaram diferencas entre os grupos. As citocinas IL-6,
TNF-a e IL-10 mostraram-se diferentes entre 0s grupos com seus niveis mais

elevados no grupo que evoluiu para 6bito, houve diferenca também entre os
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grupos nos niveis de PCR e fésforo que estavam mais elevados nos pacientes

gue evoluiram para obito.

Tabela 5 — Correlacdo entre os niveis séricos de creatinina, cistatina C, IL-6,
IL-10, PCR, TNF-a, Ca, P, VIT D, PTH, FGF-23 e esclerostina.

CREA
p
r
CISTC
p
r
IL-6
p
r
IL-10
p
r
PCR
p
r
TNF-a
p
r
Ca
p
r
P
p
r
Vit D
p
r
PTH
p
r
FGF-23
p

CISTC
0,69
<0,01

IL-6
0,18
0,02
0,30
<0,01

IL-10
0,23
<0,01
0,30
<0,01
0,43
<0,01

PCR
0,16
0,04
0,30
<0,01
0,46
<0,01
0,31
<0,01

TNF-a
0,32
<0,01
0,56
<0,01
0,55
<0,01
0,51
<0,01
0,38
<0,01

Ca
0,07
0,40
-0,04
0,69
-0,24

<0,01
-0,26
<0,01
-0,30
<0,01
-0,22
<0,01

P
0,35
<0,01
0,28
<0,01
0,16
0,04
-0,01
0,93
-0,04
0,63
0,15
0,07
0,16
0,05

VIT D
-0,11
0,18
-0,35
<0,01
-0,28
<0,01
-0,22
<0,01
-0,24
<0,01
-0,37
<0,01
0,14
0,07
-0,13
0,11

PTH
0,17
0,04
0,15
0,09
0,03
0,72
0,13
0,10
0,12
0,14
0,03
0,67
-0,25
<0,01
-0,17
0,04
0,01
0,87

FGF-23
0,03
0,70
0,01
0,98
-0,13
0,09
-0,18
0,03
-0,06
0,47
-0,16
0,05
0,10
0,19
-0,04
0,60
0,04
0,59
0,17
0,03

ESCL
0,14
0,09
0,14
0,11
0,32
<0,01
0,07
0,36
0,08
0,33
0,26
<0,01
-0,06
0,43
0,11
0,18
-0,04
0,60
0,04
0,60
-0,22

<0,01

CREA — Creatinina, CIST C — Cistatina C, IL-6 — Interleucina 6, IL-10 — Interleucina 10, PCR —
Proteina C Reativa, TNF-a — Fator de Necrose Tumoral Alfa, Ca — Calcio, P — Fésforo, VIT D —
Vitamina D, PTH — Paratorménio, FGF-23 — Fator de Crescimento de Fibroblasto 23, ESCL —
Esclerostina.

Na analise de correlacdo foi observado que quanto pior a funcao renal

representada pela maior creatinina e cistatina C, maiores foram os niveis

séricos dos marcadores de inflamacéo, do fosforo, do PTH e menores os da

vitamina D.

Houve uma associacdo positiva entre as concentracdes dos

marcadores de inflamacdo e a medida que seus niveis séricos aumentam os do
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calcio e da vitamina D diminuem; a interleucina 6 se correlacionou
positivamente com o fosforo e com a esclerostina; a interleucina 10 associou-
se de forma negativa com o FGF-23; o TNF-a se associou positivamente com a
esclerostina; o PTH se correlacionou com o FGF-23 de forma positiva e
negativamente com o calcio e o fosforo e a esclerostina se associou

negativamente com o FGF-23, vide tabela 5.

N&ao observamos diferenca entre os niveis de esclerostina em relacao as
doencas de base: sepse: p = 0,26; hipertensdo arterial : p = 0,71 e diabetes

mellitus: p = 0,98.

N&o foi observada associacdo entre esclerostina e idade; esclerostina e
dias de hospitalizacao; idade e dias de hospitalizagdo, r =- 0.08 e p = 0,30; r =
0,10ep=0,21;r=-0,07 e p =0,38, respectivamente

Gréfico 1 — Correlacao entre os niveis séricos de creatinina e TNF-a.
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Gréfico 2 — Correlagéo entre os niveis séricos de creatinina e fosforo.
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Gréfico 3 — Correlagéo entre os niveis séricos de TNF-a e esclerostina.
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Gréfico 4 — Correlagéo entre os niveis séricos de interleucina 6 e esclerostina.
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Grafico 5 — Correlacado entre os niveis séricos de vitamina D e interleucina 6.
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Gréfico 6 — Correlacéo entre os niveis séricos de vitamina D e TNF-a.
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Gréfico 7 — Correlagao entre os niveis séricos de vitamina D e PCR.
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O presente estudo avaliou o efeito da inflamacdo sobre os

biomarcadores do distirbio mineral 6sseo em pacientes com LRA.

A creatinina e a cistatina C como esperado, se apresentaram mais
elevadas no grupo LRA, caracterizando a perda da funcdo renal aguda. A
cistatina C, ndo é usada comumente, mas foi adicionada como marcador de
funcao renal devido ao estado grave que estes pacientes apresentavam e que
poderia refletir em menor massa muscular, consequentemente menores niveis
de creatinina e subestimar a perda de fungao renal. Entretanto, a creatinina néo
foi menos sensivel que a cistatina C para detectar a perda da funcéo renal

aguda nesta populacéo.

A perda da funcéo renal aguda sabidamente é uma doenca grave. De
fato, observamos maior escore de APACHE Il e taxa de mortalidade nos
pacientes que apresentaram maiores niveis séricos de creatinina e cistatina C.
Além disso, os pacientes com maior escore de APACHE Il estavam mais
inflamados, com TNF-a significativamente maior nestes pacientes. A taxa de
mortalidade também foi mais alta nos pacientes com maior escore APACHE I,
além da PCR, TNF-q, IL-6, IL-10 e fésforo. Estes dados, corroboram para o
complexo mecanismo entre LRA e SIRS com piores desfechos. Os pacientes
com LRA apresentaram maiores niveis séricos de citocinas pré-inflamatorias
IL-6 e TNF-a comparado aos pacientes que nio evoluiram para LRA. Embora
a PCR néo tenha sido diferente entre 0os grupos, se apresentou com valores
cerca de 10 vezes maiores que 0s niveis de normalidade. O aumento destes
mediadores inflamatdrios, provavelmente refletem a sinalizacdo da resposta
inflamatéria resultante do acumulo de escérias tbxicas, representada neste
estudo pela creatinina em decorréncia da perda da filtracdo glomerular e sua
associacdo positiva com IL-6, TNF-a, IL-10 e PCR. Além disso, a IL-10,
também foi maior nos pacientes com LRA. Embora a IL-10 tenha propriedades
de regular a inflamagdo, ndo observamos correlagdo negativa entre esta
citocina e as pro-inflamatorias. Ao contrario, esta teve correlacao positiva com
IL-6, PCR e TNF-a. Tem sido descrito na literatura que a IL-10 deve ter
concentracédo de 10 a 20 vezes maior que TNF-a e IL-6 para que esta tenha

seu papel anti-inflamatério®9.
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Nos ultimos anos tem sido descrita uma estreita associacdo entre
inflamacédo e DMO-DRC, baseado na descoberta de que o TNF-a e a IL-6 s&o
capazes de aumentar a transcricdo do FGF-23 em ostedcitos®). O FGF-23, por
sua vez, estimula a sintese hepética de IL-6 e PCR, indicando um ciclo vicioso
de inflamac&o e producdo de FGF-2353), Além disso, algumas dessas citocinas
sdo capazes de induzir a diferenciacdo e estimulacdo dos osteoclastos,

aumentando a reabsorcado e destruicdo ssea na DRC(®?),

Desta forma, o disturbio mineral 6sseo € uma complicagdo comum da
doenca renal cronica, mas pouco tem sido estudado na LRA. Hipocalcemia
associada com PTH elevado ou reduzido tém sido relatados em pequenos

estudos de pacientes com LRA(%3-9),

No entanto, o presente estudo é o primeiro a avaliar a associacdo entre
inflamacéo e distarbio mineral 6sseo em pacientes com LRA . Observamos que
0s pacientes com LRA ja apresentavam aumento do fésforo, PTH , esclerostina
e diminuicdo da vitamina D (25 vitamina D), resultados semelhantes a DRC e
em decorréncia da faléncia renal aguda. Devido nosso estudo ser composto
por pacientes criticos, inflamados e idosos era esperado que os niveis da 25
vitamina D estivessem diminuidos em ambos o0s grupos; entretanto, os niveis
de vitamina D foram menores ainda em pacientes com LRA. De fato, outros
estudos também observaram niveis mais baixos de vitamina D em pacientes

com LRA comparado a individuos saudaveis®6.97),

O FGF-23 nao foi diferente entre os grupos, embora 0s pacientes com
maior escore de APACHE II, apresentaram maiores niveis séricos deste
horménio, o0 mesmo ocorreu em relacdo ao PTH. Entretanto, diferentemente do
descrito para DRC, ndo houve associacao entre citocinas pro-inflamatérias com
FGF-23 e PTH. Em relacdo ao FGF-23, existem relatos do aumento deste pos
cirurgia cardiaca, sugerindo o efeito da inflamacédo sistémica sobre sua
sintese®). Observamos correlacdo entre FGF-23 e PTH, resultado esperado
uma vez que o PTH aumenta a transcricdo do FGF-23 diretamente, o que
poderia contribuir para maior remodelacéo 0ssea e liberacdo de fatores ésseos
locais que estimulam os ostedcitos nesta populagdo. Estudo recente relatou

que niveis de FGF-23 estdo elevados na LRA®®), Entretanto, no nosso estudo
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os niveis de PTH estavam mais baixos comparado a este estudo, o que
poderia refletir em menor concentracdo de FGF-23. Adicionalmente, estudos
experimentais tém mostrado que tanto niveis altos quanto os baixos podem
inibir a mineralizacdo éssea pelo acumulo de pirofosfato ou osteopontina,

respectivamente®?),

Além dos marcadores de inflamacéo, o fosforo foi maior nos pacientes
que evoluiram para Obito, os niveis elevados de fdsforo associados a

LRA/morte sdo consistentes com o relato de Leaf et al.(1%9),

Por sua vez, observamos associa¢gao negativa entre TNF-a, IL-6, IL-10
e PCR com calcio e vitamina D; e associa¢do positiva entre TNF-a e IL-6 com a

esclerostina.

No presente estudo, 0os pacientes com LRA apresentaram maior nivel
sérico de esclerostina. Este é o primeiro estudo que descreve esta associacao
na LRA, diferentemente de Pelletier et al. que descrevem da associacéo
positiva da esclerostina com a progressdo da DRC(9, Entretanto, o aumento
ocorreu de forma precoce com a perda de funcéo renal aguda . Uma possivel
explicagéo para este aumento precoce, pode ser o efeito da inflamagéao sobre
0s ostedcitos destes pacientes. De fato, Vincent et al. descreveram que o TNF-
a aumenta a expressdo de esclerostina(101). N6s também, observamos

associacao positiva entre esclerostina com TNF-a e IL-6.

O aumento dos niveis de esclerostina com a progressao da doenca renal
cronica tem sido bem descrito por varios estudos. Mais recentemente, Cejka et
al. demonstraram que o aumento de esclerostina sérica estava mais associado
a um efeito sobre a producdo aumentada pelos ostedcitos que a perda da
funcéo renal®b, por mecanismos ainda desconhecidos. Tem sido sugerido que
os niveis de esclerostina poderiam estar relacionados ao PTH na DRC®02), no
diabetes®) ou no hiperparatireoidismo primario®®¥. No entanto, n&o
observamos correlacdo significativa entre PTH e esclerostina. Em nossa
populagdo, esse efeito pode ter sido mascarado pelos baixos niveis de PTH
observados, como ocorre nos estagios iniciais da DRC. Mecanismos
independentes de PTH podem estar envolvidos na modulacdo da

esclerostina9%%),
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Vale lembrar, que a esclerostina pode desempenhar um papel ndo s6 na
baixa, mas também na alta remodelacdo 6ssea. Em um estudo retrospectivo de
pacientes com hiperparatiroidismo secundario em hemodiélise, que comparou
biopsias 6sseas daquelas com e sem fraturas, foi observado que aqueles com
historia de fraturas apresentaram maior expressao de esclerostina no 0sso
cortical, menor taxa de formacdo e menor mineralizac&o%). E importante
ressaltar que, a medida que a DRC progride, a inibi¢do da via Wnt aumenta(10?),
Adicionalmente, alguns estudos observacionais que avaliaram o impacto da
esclerostina sérica nas taxas de mortalidade em pacientes com DRC
mostraram resultados conflitantes. Alguns mostraram associacao positiva entre
esclerostina sérica e mortalidade, enquanto outros mostraram exatamente o

contréario.

Embora tenhamos observado aumento da esclerostina na LRA, néo
podemos associa-la a desmineralizacdo ou perda 6ssea. O tempo maximo de
acompahamento destes pacientes foi de 30 dias, impossibilitando avaliar o
impacto da esclerostina ou ainda, mudancas de outros marcadores 0sseos.
Para esta avaliacdo deveriamos ter feito um seguimento com maior tempo
nestes pacientes ou pelo menos nos pacientes que evoluiram para DRC pés
LRA. Entretanto, nem sempre é possivel este seguimento, ja que muitas vezes
esses pacientes ndo retornam apoés alta da UTI, dificultando a avaliacdo do
impacto do aumento da esclerostina sobre o osso destes pacientes; que

possivelmente se houver, deve ser mais tardia.

Desta forma, se faz necessario estudo longitudinal para avaliar o
impacto do aumento dos biomarcadores 6sseos nos pacientes com LRA, em

especial a esclerostina.
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SUMARIO DOS RESULTADOS ENCONTRADOS

v" Os niveis séricos de IL-6, TNF-a, IL-10, PTH, fosforo e

esclerostina estavam mais elevados nos pacientes com LRA.
v 25 Vitamina D estava diminuida nos pacientes com LRA.

v' Pacientes com maior escore de APACHE Il apresentaram niveis
sericos de PTH e TNF-a mais elevados.

v' Pacientes com maiores niveis séricos de IL-6, TNF-a, PCR, IL-10

e fésforo apresentaram maior taxa de mortalidade.
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v' Pacientes com LRA ja apresentam alteracdes de biomarcadores do
distirbio mineral 6sseo com maior nivel sérico de PTH, Fésforo,

esclerostina e menor nivel de 25 vitamina D.

v TNF-a e IL-6 se associaram positivamente com esclerostina, sugerindo

talvez ativacdo de ostedcitos por estas citocinas.

Entretanto, a hipétese do mecanismo inflamatorio sobre os ostedcitos e
0 impacto do aumento da esclerostina sobre desfechos devem ser investigados

em estudo prospectivo.
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ANEXO

Anexo A — Parecer do Comité de Etica da UNIFESP

Universidade Federal de S&o Paulo Comité de Etica em Pesquisa
Escola Paulista de Medicina Hospital Sdo Paulo

S&o Paulo, 7 de julho de 2006.
CEP 1520/05

limo(a). Sr(a).

Pesquisador(a) MARCELO COSTA BATISTA

Co-Investigadores: Beata Marie Redublo Quinto, Nilberto Moratti de Avila Rocha, Miguel Cendoroglo Neto, Oscar
Fernando Pavao dos Santos, Marcelino de Souza Duréo Jr

Disciplina/Departamento: Nefrologia/Medicina da Universidade Federal de S&o Paulo/Hospital S&o Paulo
Patrocinador: Recursos Préprios.

PARECER DO COMITE DE ETICA INSTITUCIONAL

Ref: Projeto de pesquisa intitulado: “Polimorfismo genético de citocinas: interface lipides-inflamagao e sua
influéncia e na ocorréncia de insuficiéncia renal aguda e no desfecho do paciente grave”.

CARACTERISTICA PRINCIPAL DO ESTUDO: Interveng&o diagnéstica.

RISCOS ADICIONAIS PARA O PACIENTE: risco minimo, desconforto leve, envolvendo coleta de sangue.
OBJETIVOS: Analisar o impacto dos polimorfismos de genes do TNF-alfa, IL-6 e IL-10 , e da sua interagdo com o
perfil das lipoproteinas, na ocorréncia de insuficiéncia renal aguda e no desfecho do paciente grave. Caracterizar os
polimorfismos de genes do TNF-alfa, IL-6 e IL-10 em uma populagéo de pacientes internados no centro de terapia
intensiva, comparando-os com uma populag3o controle de individuos sem a sindrome da resposta inflamatéria
sistémica.

RESUMO: O estudo tem desenho transversal, no qual serdo estudados 400 pacientes internados no centro de
terapia intensiva do Hospital Israelita Albert Einstein. Havera um grupo controle constituido por 400 individuos da
comunidade, pareados para sexo e idade. Sera colhido sangue para andlise da fung&io renal, perfil lipidico,
marcadores da SIRS e para extrag&o do DNA visando estudo dos polimorfismos das citocinas TNF-alfa, IL-6 e IL-10.
Para determinag&o de marcadores da SIRS, ser&o dosadas proteina C reativa e albumina.

FUNDAMENTOS E RACIONAL: Estudo fundamentado, visando avaliar polimorfismos genéticos de citocinas em
pacientes com insuficiéncia renal aguda.

MATERIAL E METODO: Estao descritos os procedimentos e metodologia empregada..

TCLE: adequado.

DETALHAMENTO FINANCEIRO: sem financiamento externo - R$ 71 027,83.

CRONOGRAMA: 24 meses.

OBJETIVO ACADEMICO: sem objetivo académico.

ENTREGA DE RELATORIOS PARCIAIS AO CEP PREVISTOS PARA: 2/7/2007 e 26/6/2008.

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de S0 Paulo/Hospital S&o Paulo ANALISOU e APROVOU
o projeto de pesquisa referenciado.

1. Comunicar toda e qualquer alteragdo do projeto e termo de consentimento livre e esclarecido. Nestas
circunstancias a incluséo de pacientes deve ser temporariamente interrompida até a resposta do Comité, apés
analise das mudangas propostas.

2. Comunicar imediatamente ao Comité qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento do estudo.

3. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por 5 anos para
possivel auditoria dos 6rgéos competentes.

Atenciosamente,

ve

Prof. Dr. José Osmar Medina Pestana
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de S&o Paulo/ Hospital Sao Paulo
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Anexo B — Parecer do Comité de Etica do Hospital Israelita Albert Einstein

/6\ ALBERT EINSTEIN
[\ INSTITUTO ISRAELITA DE
(’/ ENSINO E PESQUISA

Sé&o Paulo, 03 de maio de 2006

Ref. CEP/Einstein N° 06/381 CAAE 0001.0.028.174-06
Titulo: Polimorfismo genético de Citocinas: interface lipides-inflamagdo e sua influéncia
na ocorréncia de insuficiéncia renal aguda e no desfecho do paciente grave.
Investigador Principal: Dr. Marcelo Costa Batista

Ilmo. Sr.
Dr. Marcelo Costa Batista

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Israelita Albert Einstein analisou e aprovou o
projeto de pesquisa supracitado, bem como o Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido.
Aproveitamos a oportunidade para orientar o pesquisador sobre os seguintes itens:

« O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer em qualquer fase da pesquisa, sem penalizacdo alguma e
sem prejuizo ao seu cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma cdpia
do Termo de Consentimento Livre Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV. 2d).

« O Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado
e descontinuar o estudo somente apds analise das razdes da descontinuidade pelo CEP
que o aprovou (Res. CNS Item III. 3z), aguardando seu parecer, exceto quando perceber
risco ou dano nao previsto ao sujeito participante ou quando constatar a superioridade de

regime oferecido a um dos grupos da pesquisa (Item V. 3) que requeiram acdo imediata.

Instituto Israelita de Ensino e Pesquisa Albert Einstein 1
Av. Albert Einstein, 627 — Morumbi — S3o Paulo — SP - 05651 901 - Brasil

Tel: (55 - 11) 3747 0291 Fax: (55— 11) 3747 0273

Internet: www.einstein.br e-mail: cep@einstein.br




Anexos

Anexo C — Escore APACHE I

APACHE Il Scoring System and Mortality Estimates (Acute Physiology and Chronic Health

Disease Classification System II)

Temperature {Degrees C)

36-38.4 (0 points) r
Mean Arterial Pressure {(mmHg)

70-109 (D points) v
Heart Rate

70-108 (0 points) v
Respiratory Rate

12-24 (0 points) r
A-aPO2(Fi02250%) or Pa02(Fi02<50%)

= 200 or Pa02 = 70 (0 points) r

Arterial pH or HCO3
pH 7.33-7 49 or HCO3 32-40.9 (0 points) *
Serum Na+ (mEg/L)

4% non-op, 1% post-op

130-145 (D points) v
Serum K+ {mEq/L)
3.5-5.4 (D poinis) v
Serum Creatinine (ARF means Acute Renal Failu
0.6-1.4 (D points) A
Hematocrit
30-45.9 (0 points) r
WEBC Count(10*9/L)
3-14.9 (0 points) r
Glasgow
15 (D points) v
Age (years)
== 44 (0 points) r
0to 4 points:
5to 9 points:

8% non-op, 3% post-op

10 1o 14 points:

15% non-op, 7% post-op

15 to 19 points:

24% non-op, 12% post-op

20 1o 24 points:

40% non-op, 30% post-op

25 1o 29 points:

55% non-op, 35% post-op

30 to 34 points:

Approx 73% both

35 to 100 points:

85% non-op, 88% post-op
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