ORIGINAL ARTICLE

Associacao entre indoxil sulfato e histomorfometria 6ssea
em pacientes renais cronicos pré-dialise

Resumo

Introducao: Estudos experimentais indicam
que o indoxil sulfato (IS), uma toxina urémica
ligada a proteina, pode estar envolvido no
desenvolvimento da osteodistrofia renal.
Objetivo: Avaliar a associagdo entre os niveis
séricos de IS e pardmetros bioquimicos do
metabolismo mineral e da histomorfometria
Ossea em uma coorte de pacientes com
doenga renal cronica (DRC) pré-didlise.
Meétodos: Andlise post-hoc de um estudo
que avaliou a associa¢do entre calcificacio
coronariana e histomorfometria Ossea em
49 pacientes (idade: 52 = 10 anos; 67%
sexo masculino; taxa de filtracao glomerular
estimada: 36 = 17 ml/min). Os niveis séricos
de IS foram dosados. Resultados: Pacientes
com DRC estagio 2 e 3 apresentaram uma
taxa de formagio Ossea baixa. Pacientes
com DRC estagio 4 e 5 apresentaram
volume osteoide, superficies osteobldstica
e osteocldstica, volume de fibrose e taxa de
formacdo dssea significativamente maiores e
intervalo de mineralizacdo significativamente
menor que os pacientes com DRC estagio 2
e 3. Os niveis séricos de IS associaram-se
positivamente com a taxa de formagio dssea,
volume osteoide, superficie osteobldstica
e volume de fibrose. A andlise de regressio
multivariada identificou que o IS é um fator
independente determinante da superficie
osteoblastica e fibrose. Uma tendéncia similar
foi observada para a taxa de formacio
Ossea. Conclusao: Nosso estudo sugere que,
na DRC pré-dialitica, o IS correlaciona-se
positivamente com a formacao dssea.

Palavras-chave: indoxil sulfato; insuficiéncia
renal cronica; osteodistrofia renal; uremia.

INTRODUGAO

Distarbios dos metabolismos 6sseo e mineral
sdo comuns na doenca renal cronica (DRC) e
estao associados a um aumento da morbidade
e redu¢do da qualidade de vida dos pacientes.'?
As varias alteragdes patoldgicas  dsseas
encontradas em pacientes com DRC sio
referidas coletivamente como osteodistrofia
renal (ODR) e incluem alteragdes na histologia
Ossea, que podem ser quantificadas pela
avaliagdo histomorfométrica de bidpsias Gsseas.

Sabe-se que a ODR comega muito cedo
no curso da DRC.3* Muitos fatores tém sido
considerados na fisiopatologia desta condicio,
incluindo cdlcio, fosfato, horménio da
paratiredide (PTH), vitamina D e seus analogos,
fator de crescimento de fibroblastos 23 (FGF-
23) e, mais recentemente, esclerostina.’ Varios
outros solutos quantificiveis importantes que
tém efeitos bioldgicos negativos e sdo retidos
no corpo a medida que a condi¢io urémica
progride - as chamadas toxinas urémicas - tém
também sido implicados.

O sulfato de indoxil (SI) é uma toxina
urémica ligada a proteina derivada do
metabolismo do triptofano presente na dieta.
Resumidamente, o triptofano é metabolizado
em Indol por bactérias intestinais e, apds a
absorc¢io intestinal, é ainda convertido em SI
no figado. E excretado pelos rins através de
secrecao tubular proximal. Consequentemente,
o SI se acumula no sangue de pacientes com

insuficiéncia renal. Além disso, a alta afinidade
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de ligagao do SI para com a albumina significa que ele
nao pode ser removido eficientemente pela hemodialise
convencional.® O papel do SI como toxina urémica foi
revelado pela primeira vez pelos seus efeitos de aceleragio
da progressio da DRC,” possivelmente através de uma
redugdo na viabilidade das células tubulares proximais
devido ao aumento do estresse oxidativo.? Posteriormente,
Iwazaki e colaboradores’ usaram um modelo de rato com
insuficiéncia renal associada a baixo volume de remodelacao
Ossea para mostrar que o acumulo de SI foi relacionado a
menor taxa de formacdo Gssea e a redugdo na regulagao
de genes relacionados a osteoblastos. Esta condicdao foi
melhorada pelo tratamento com o adsorvente oral AST-120
(provavelmente reduzindo os niveis de SI). Posteriormente, o
mesmo grupo mostrou que o SI reduz a produ¢io de AMPc
induzida pelo PTH, a expressao génica do receptor de PTH
(PTH1R) e a viabilidade celular em culturas de osteoblastos
primarios.!® Mais recentemente, Mozar e colaboradores!
demonstraram que o SI inibe a diferenciagao e fungio dos
osteoclastos. Na clinica, Goto e colaboradores'? relataram
uma associacao negativa entre SI e marcadores soroldgicos
de remodelacio Gssea independente dos niveis de PTH,
em uma coorte de 47 pacientes em hemodidlise. Estas
observagoes levaram a hipotese de que o actimulo de SI esta
envolvido no desenvolvimento de osteodistrofia renal. Até
o momento, nenhum estudo avaliado por histomorfometria
Ossea foi realizado para analisar esta hipotese.

O presente estudo procurou avaliar a associacdo
entre o sulfato de indoxil (SI) circulante - uma toxina
urémica ligada a proteina, e pardmetros bioquimicos
relacionados ao metabolismo mineral [tais como cdlcio,
fosfato, fosfatase alcalina dssea especifica, PTH intacto,
FGF-23, o 25(0OH); a vitamina D, (25D), a vitamina
D, 1,25 (OH), e a vitamina D, (1,25 D)] e parametros
histomorfométricos em uma coorte de pacientes com
DRC pré-didlise sem tratamento prévio.

MATERIAL E METODOS

INDIVIDUOS E TIPO DO ESTUDO

Esta é uma andlise post-hoc de um estudo transversal
que avaliou a associagdo entre a calcificagio da artéria
corondria e os parametros histomorfométricos em uma
coorte de pacientes ambulatoriais com DRC em pré-dialise,
de uma clinica de nefrologia em Sao Paulo, Brasil.’* Os
pacientes tinham 18 anos de idade ou mais, com valores de
clearance de creatinina de 24 horas entre 15 e 90 ml/min/m?.
Todos haviam sido acompanhados por um nefrologista por
pelo menos 3 meses e ndo receberam quaisquer aglutinantes
de fosfato, andlogos da vitamina D ou corticosterdides. Os
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pacientes incluidos foram submetidos a exames clinicos
e fisicos. Nao havia evidéncia de doenca inflamatoria,
neoplasica ou infecciosa em qualquer dos individuos. Peso
e altura foram utilizados para calcular o indice de massa
corporal (IMC). Todos os pacientes foram submetidos a
exames laboratoriais e bidpsia dssea no prazo de 30 dias
apos a selegao da amostra.

Todos os pacientes forneceram consentimento
informado por escrito. O protocolo do estudo foi revisado
e aprovado pelo Conselho de Revisao Institucional local
e foi realizado de acordo com os principios éticos da
Declaracdo de Helsinque.

EXAMES LABORATORIAIS

As amostras de sangue sob jejum foram analisadas para
creatinina, calcio ionizado, fosforo, fosfatase alcalina
(valores de referéncia: < 270 U/L para os homens e < 240 U/L
para as mulheres), fosfatase alcalina Gssea especifica (ensaio
imunoenzimdtico da Metra Biosystems Inc, Mountain
View, CA, EUA; intervalo de referéncia: 11,6-42,7 U/L para
os homens e 15-41,3 U/L para as mulheres), PTH intacto
(PTHi; Immulite Assay, DPC, Los Angeles, CA, EUA;
intervalo de referéncia: 10 a 65 pg/ml), FGF-23 (ELISA da
Kainos Laboratories, Téquio, Japao; intervalo de referéncia:
28,9 = 1,1 pg/ml), 1,25 D (radioimunoensaio, contador
Gamma, Perkin Elmer, Brasil, intervalo de referéncia:
15,9 a 55,6 pg/ml) e 25D (radioimunoensaio, DiaSorin®,
Stillwater, MN, EUA; intervalo de referéncia: 18 a 62
ng/dL). Para a determinagdo de niveis séricos totais de SI as
amostras foram desproteinizadas por desnatura¢do térmica
e analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia de
fase inversa. As concentragdes foram determinadas por
deteccdo de fluorescéncia (excitagdo a 280 nm e emissao
a 340 nm para SI)."* O mesmo método foi utilizado para
determinacoes de SI livre; entretanto, as amostras de soro
foram ultrafiltradas por uma Centrifree (Millipore) antes
da desproteinizacdo. Os valores de referéncia para SI
total e livre em nossos individuos saudaveis de controle
(n = 20) foram 0,090 = 0,034 mg/dL e 0,016 = 0,004
mg/dL, respectivamente.

Para estimar a verdadeira TFG com a maior precisao
possivel a partir dos niveis de creatinina sérica, aplicamos
a equagdo “CKD-EPI” - recém-publicada.® Para fins
descritivos, os pacientes foram classificados em estagios de
DRC de acordo com as diretrizes K/DOQI da Fundacio
Nacional do Rim."> Como tinhamos poucos pacientes com
DRC nos estagios 2 e 5, a populagdo do estudo foi separada
em dois grupos (DRC estagios 2-3 e estagios 4-5) para fins

descritivos e analiticos.



Biopsia 0ssSEA

As amostras Osseas foram retiradas da crista iliaca apds
marcag¢aoduplacomtetraciclina. Fragmentos de ossos foram
submetidos ao processamento histolégico padrdo.® A analise
histomorfométrica Ossea semiautomatica foi conduzida
utilizando o software Osteomeasure (Osteometrics
Inc, Atlanta, GA), como descrito anteriormente.’> Os
pardmetros histomorfométricos analisados foram aqueles
propostos pelo Comité de Nomenclatura da Sociedade
Americana de Histomorfometria de Pesquisa Mineral
e Ossea.’s Os valores de referéncia utilizados para os
pardmetros estiticos foram obtidos a partir de controles
locais,'” a0 passo que os parametros dindmicos seguiram
aqueles descritos por outros.'®

Parametros histomorfométricos selecionados para a
remodelagdo Ossea [taxa de formagdo Ossea/superficie
Ossea (BFR/BS)]; mineralizacao [tempo de retardo da
mineralizacio (MLT)] e volume [volume Gsseo trabecular
(BV/TV)], bem como a superficie de osteoblastos/superficie
Ossea  (Ob.S/BS); volume de ostedide/volume Gsseo
(OV/BV); a superficie de osteoclastos/superficie Ossea
(Oc.S/BS); erosdo da superficie/superficie 6ssea (ES/BS) e
volume de fibrose (Fb.V), foram descritos de acordo com
as diretrizes publicadas na classificagio ROD.!

ANALISE ESTATISTICA

Os dados sao expressos como média = DP, mediana
e amplitude ou frequéncia. Para os pardmetros que
apresentam uma distribuicdo nao-gaussiana, os valores
foram normalizados para log antes de serem utilizados
em testes que exigem varidveis normalmente distribuidas.
Comparacoes intergrupos foram realizadas utilizando um
teste > para variaveis categoricas e teste-¢ de Student ou o
teste de Mann-Whitney para varidveis continuas. Modelos
de regressio linear univariada foram utilizados para
verificar as associacOes entre niveis séricos totais de SI e
marcadores do metabolismo mineral, bem como pardmetros
histomorfométricos Osseos. As varidveis selecionadas na
andlise univariada foram usadas em modelos de regressio
linear multivariada para verificar a independéncia das
associacoes identificadas. Um valor de p < 0,05 foi
considerado estatisticamente significativo. Todas as andlises
estatisticas foram realizadas utilizando o software de
estatistica PASW®, versio 18.0.

Os autores tiveram acesso total aos dados e assumem
total responsabilidade por sua integridade. Todos os autores

leram e aceitaram o manuscrito como esta escrito.
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ResuLtAaDOS

Os pacientes eram predominantemente do sexo
masculino (67%) e da raca branca (49%), com 40%
apresentando diabetes mellitus como comorbidade. A
média = DP da idade foi de 52 = 10 anos, e o tempo
médio desde o diagndstico da DRC foi de 30 meses
(variando de 15 a 83 meses). Nefroesclerose hipertensiva
foi a etiologia mais frequente de DRC (39%), seguida
de nefropatia diabética (31%). A TFG média estimada
na coorte do estudo foi de 36 = 17 ml/min (10% na
DRC estagio 2; 49% na DRC estagio 3; 35% na DRC
estiagio 4 e 6% em DRC estigio 5, de acordo com as
diretrizes K/DOQI da Fundagio Nacional do Rim
(National Kidney Foundation))." Os valores médios
de albumina e hemoglobina (4,3 = 0,4 g/dl e 13 = 2
g/dL, respectivamente) estavam dentro dos valores de
referéncia normais. E digno de nota que a maioria dos
pacientes (60%) tinha niveis suficientes de 25D (ou seja,
25D > 30 ng/ml) e apenas 10% dos pacientes estudados
apresentaram deficiéncia de vitamina D (definido como
25D <15 ng/ml).?°

A Tabela 1 apresenta informacdes sobre as caracteris-
ticas bioquimicas e hormonais, por estagio da DRC. Os
niveis séricos de fosfato, iPTH, FGF-23, fosfatase alcalina
Ossea especifica, assim como SI total e livre estavam signi-
ficativamente elevados em pacientes com DRC estagios 4 e
5, em comparagio com aqueles com DRC nos estagio 2 e
3. Além disso, os niveis séricos de bicarbonato, 25D e 1,25
D estavam mais baixos em pacientes com DRC nos esta-
gios 4 ¢ 5 do que naqueles com DRC nos estdgios 2 e 3.
Como esperado (Figura 1), houve uma significativa associa-
¢ao negativa entre o SI sérico total e a TFGe. Curiosamente,
os niveis séricos total e livre de SI ja estavam elevados em
pacientes com DRC nos estagios 2 e 3, quando compara-
dos com 20 controles saudaveis (média = DP total de SI foi
de 0,165 = 0,079 vs. 0,090 = 0,034 mg/dL, p = 0,001, ¢ a
média = DP de Sl livre foi de 0,030 = 0,006 vs. 0,016 = 0,004
mg/dL, p < 0,001, respectivamente). Vale ressaltar que ndo
houve diferengas entre os subgrupos de estagios da DRC em
termos de idade, género, raga, IMC, diabetes ou o tempo de-
corrido desde o diagnédstico da DRC (dados n3o exibidos).

A Tabela 2 mostra os pardmetros histomorfométricos
Osseos selecionados por estagio da DRC. Pacientes com
DRC estagios 2 e 3 apresentaram notavelmente baixa taxa
de formagao Gssea. Em comparacio com estes, os pacien-
tes com DRC nos estagios 4 ¢ 5 apresentaram significativa-
mente maior volume de ostedide, superficie de osteoblastos,
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superficie de osteoclastos, volume de fibrose e taxa de for-
macgio Ossea, e mostrou uma tendéncia de menor tempo
de retardo na mineralizacio. Ndo houve diferenca entre os
grupos em termos de volume de osso trabecular. E impor-
tante ressaltar que nenhum dos membros da coorte teve co-
loracdo positiva para o aluminio na superficie 6ssea. Andlise
por regressio univariada confirmou associagdes lineares
significativamente negativas entre a taxa estimada de filtra-
¢ao glomerular, por um lado, e o volume de ostedide (> =
0,17, p = 0,004), a superficie de osteoblastos (r* = 0,26, p <
0,001), o volume de fibrose (r* = 0,10, p = 0,03) e taxa de
formacao ossea (r* = 0,21, p < 0,001) por outro, bem como
uma associagdo positiva entre a TFGe e o tempo de retardo
na mineralizagdo (r* = 0,09, p = 0,03).

As associacdes entre os niveis séricos totais de SI e os
parametros bioquimicos relacionados ao metabolismo mi-
neral sao apresentados na Tabela 3. Também percebemos
uma associagao positiva linear com fosfato, FGF-23 e niveis
de iPTH e uma associacdo negativa com os niveis de 1,25 D.

Quanto aos parametros histomorfométricos, o SI
esteve positivamente associado a taxa de formacgio
Ossea, volume ostedide, a superficie de osteoblastos e ao
volume da fibrose (Tabela 4). Associacoes similares foram
observadas entre niveis de iPTH e os mesmos parametros
histomorfométricos. Modelos de regressio multivariada
(Tabela 5), revelaram que as associacdes positivas
entre niveis séricos de SI por um lado, e a superficie de
osteoblastos e volume de fibrose Gssea do outro nio
dependeram das caracteristicas demogrificas da coorte e
dos parametros bioquimicos relacionados ao metabolismo
mineral, tais como iPTH, FGF-23, 25D e bicarbonato.

TaBELA 1

Observamos tendéncia semelhante com relacdo a taxa de

formagao ossea.

DiscussAo

O presente estudo sugere que, em condi¢oes de “vida
real” os niveis de Sl estdo positivamente associados a taxa
de formagdo dssea. Esta observagiao parece contradizer
estudos in vitro e em animais, que relataram um efeito
inibitério da SI na formagao dssea, na expressdo de genes
relacionados a osteoblastos e também na viabilidade
celular de osteoblastos e osteoclastos.”!''?! No entanto,
estudos com animais sobre esse assunto foram realizados
em ratos urémicos tireo-paratiroidectomizados em
que as concentracdes plasmaticas fisiologicas de PTH
foram restauradas por infusdo.”?! A incapacidade de
desenvolver hiperparatireoidismo secundario representa
uma limitagio deste modelo. Embora vialidos como
dados experimentais controlados, as observacoes
relatadas podem ndo ser reprodutiveis sob condi¢des
clinicas reais, onde a fungio renal prejudicada é mais
frequentemente associada a aumentos supranormais na
secre¢ao de PTH.??

Outro ponto importante desse estudo é que
confirmamos estudos anteriores que sugeriram que a
baixa taxa de remodelacdo dssea pode caracterizar ODR
no inicio da DRC.? Como sugerido por observagoes em
um modelo murino de DRC sem hiperparatireoidismo
secunddrio® e em uma série de estudos clinicos,**** o
discreto aumento nos niveis de PTH em DRC de estagio
inicial pode nao ser suficiente para contrabalancar
alguns fatores supressivos ja presentes no anabolismo

CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS E HORMONAIS DA POPULACAO DO ESTUDO, POR ESTAGIO DA DRC

Estagio da DRC

2e3 4eb p

n=29 n=20
Bicarbonato (mM) 24,6 £2,9 22,629 0,03
Calcio ionizado (mM) 1,31 + 0,04 1,28 = 0,07 0,1
Fosfato (mg/dL) 3,5+0,6 4,3+0,6 < 0,001
PTH intacto (pg/ml) 75 (41-99) 195 (99-366) < 0,001
Fosfatase alcalina total (U/L) 113 (69-163) 118 (76-167) 0,6
bAP (U/L) 23 (17-28) 31 (21-46) 0,007
FGF23 (pg/ml) 45,8 = 30,1 95,8 £ 69,5 0,001
25 (OH) vitamina D (pg/ml) 33+9 28 + 10 0,05
1,25 (OH)2 vitamina D (ng/dL) 38 (33-49) 33 (25-39) 0,02
Sulfato de indoxil total (mg/dL) 0,16 (0,09-0,22) 0,44 (0,35-0,68) < 0,001
Sulfato de indoxil livre (mg/dL) 0,028 (0,025-0,032) 0,041 (0,035-0,050) 0,003

Dados listados como media + DP ou, para varidveis com distribuicdo nao-Gaussiana, mediana (percentil 25%-759). bAP: fosfatase alcalina ¢ssea
especifica; FGF: Fator de crescimento de fibroblastos; PTH: Hormonio paratiredideo.
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Figura 1. Associacao exponencial entre os niveis séricos totais de
Sl e a taxa estimada de filtracdo glomerular; 1> = 0,47, p < 0,001,
n = 49. Allinha tracejada indica o valor de referéncia em 20 individuos
sauddveis do grupo controle.
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Osseo (tais como deficiéncia de horménio gonadal,
diabetes e diminuicao do calcitriol).?*?¢ E importante
notar que nenhum dos pacientes incluidos no estudo

ja haviam sido tratados com andlogos da vitamina D,
cédlcio ou aglutinantes de fosfato a base de aluminio ou
e drogas associadas a baixo volume de remodelacao dssea.
Assim, em contraste com relatdrios anteriores sobre
pacientes em hemodidlise, possiveis efeitos iatrogénicos
el dessas drogas ndo podem ser implicados na menor taxa
de remodelagio 6ssea observada neste estudo.

0,75 Uma explicacio para o aparente conflito entre a
nossa presente observacao clinica e o trabalho pré-clinico
relatado na literatura refere-se ao fato de que niveis mais

0,50
altos de SI podem afetar a secre¢ao de PTH por participagao

Sulfato de Indoxil Total (mg/dL)

na resisténcia 6ssea ao PTH ou diminuindo a sintese/aciao
=y do calcitriol. O hiperparatiroidismo, comumente presente

- no estado urémico, entdo substituiria clinicamente a acao

inibitéria local do SI sobre a remodelacao dssea. Ha pelo

0,00
0 2‘0 4'0 60 80 ‘I(;O . -
menos dois grandes argumentos a favor dessa hipotese.

Taxa Estimada de Filtracdo Glomerular (mL/min)

TABELA 2 PARAMETROS HISTOMORFOMETRICOS OSSEOS DA POPULACAO DO ESTUDO, POR ESTAGIO DA DRC
Estagio da DRC

2e3 4eb p Valores de

n=29 n=20 referéncia
BV/TV (%) 1702 + 5,46 1750 + 5,67 0,9 20,95 + 5,94
OV/BV (%) 0,95 (0,27-2,32) 2,31 (1,41-4,60) 0,003 2,18 +£ 2,98
Ob.S/BS (%) 0,66 (0,16-1,34) 2,22 (1,05-4,35) 0,001 1,26 + 2,44
ES/BS (%) 729 + 6,72 8,72 + 6,09 0,4 1,51 £1,27
Oc.S/BS (%) 0,22 (0,05-0,87) 0,70 (0,31-1,62) 0,015 0,01 + 0,03
Fb.V (%) 0,6 (0-2) 1,5(0,7-9,7) 0,02 <05
BFR/BS (um?®um?/d) 0,001 (0,001-0,020) 0,010 (0,008-0,037) 0,004 0,04 + 0,002
Mt (d) 151 (34-655) 78 (31-181) 0,06 19+7

Os dados estao listados como média + DP (para varidveis com distribuicdo ndo-Gaussiana) ou mediana (percentil 25-75). BV/TV: Volume de
osso trabecular/volume tecidual; OV/BV: Volume de ostedide/volume de osso trabecular; Ob.S/BS: Superficie de osteoblasto/superficie 6ssea;
ES/BS: Superficie erodida/superficie 6ssea; Oc.S/BS: Superficie de osteoclasto/superficie 6ssea; Fb.V: Volume de fibrose 6ssea; BFR/BS: Taxa de
formacéo ¢ssea/superficie éssea; Mlt: Tempo de retardo da mineralizacdo.

TABELA 3 ASSOCIACOES LINEARES UNIVARIADAS ENTRE OS NiVEIS SERICOS TOTAIS DE S| E PARAMETROS DO METABOLISMO
MINERAL

R2 B (95% ClI) p
Bicarbonato 0,13 -0,03 (-0,05- -0,007) 0,01
Célcio ionizado 0,07 -1,1(-2,2--0,1) 0,1
Fosfato 0,22 0,16 (0,07-0,25) 0,001
PTH intacto 0,27 0,15 (0,08-0,23) < 0,001
Fosfatase alcalina total 0,002 0,40 (-0,15-0,10) 0,7
Fosfatase alcalina éssea especifica 0,25 0,15 (-0,02-0,32) 0,1
FGF23 0,25 0,002 (0,001-0,003) < 0,001
25 (OH) vitamina D 0,03 -0,004 (-0,01-0,003) 0,2
1,25 (OH), vitamina D 0,16 -0,26 (-0,43--0,10) 0,004

Cl: Intervalo de confianca; FGF: Fator de crescimento de fibroblastos; PTH: Hormonio da paratiredide.

] Bras Nefrol 2014;36(3):289-296

293



294

Sulfato de Indoxil e histomorfometria 6ssea na DRC

TABELA 4 ASSOCIACOES LINEARES UNIVARIADAS ENTRE PARAMETROS HISTOMORFOMETRICOS OSSEOS POR UM LADO E NIVEIS
DE S| SERICO TOTAL E PTH INTACTO DO OUTRO LADO
Sulfato de Indoxil PTH intacto
R? B (95% ClI) p R? B (95% ClI) p
BV/TV 0,002 -0,002 (-0,01-0,01) 0,8 0,001 0,004 (-0,04-0,05) 0,8
ov/BV 0,15 0,07 (0,02-0,12) 0,006 0,33 0,34 (0,20-0,49) < 0,001
Ob.S/BS 0,26 0,11 (0,05-0,17) < 0,001 0,18 0,30 (0,10-0,50) 0,004
ES/BS 0,03 0,006 (-0,004-0,02) 0,2 0,03 0,02 (-0,16-0,06) 0,3
Oc.S/BS 0,04 0,04 (-0,02-0,10) 0,2 0,12 0,23 (0,04-0,42) 0,02
Fb.V 0,31 1,31 (0,73-1,90) < 0,001 0,19 3,5 (1,3-5,6) 0,002
BFR/BS 0,16 0,06 (0,02-0,10) 0,004 0,14 0,19 (0,06-0,33) 0,007
Mit 0,04 -0,04 (-0,09-0,02) 0,2 < 0,001 -0,006 (-0,19-0,18) 0,9

Cl: Intervalo de confianca; as outras abreviaces estao listadas junto a Tabela 2.

TABELA b IMIODELOS DE REGRESSAO LINEAR MULTIVARIADA. ASSOCIACOES ENTRE NiVEIS DE S| E PARAMETROS
HISTOMORFOMETRICOS OSSEOS
B (95% ClI) p

Modelo OV/BV Sulfato de indoxil 0,7 (-1,0-2,4) 0,4
r’ =0,35° PTH intacto 1,1(0,4-1,7) 0,002
Modelo Ob,5/BS Sulfato de indoxil 1,6 (0,1-3,1) 0,04
rz=0,34
Modelo Fb,V Sulfato de indoxil 0,2 (0,1-3,2) 0,001
r? =0,44¢° Calcio ionizado -0,7 (-1,2--0,1) 0,01
Modelo BFR/BS Sulfato de indoxil 1,8 (-0,2-3,8) 0,07
r2 = 0,244 PTH intacto 0,5 (-0,03-1,2) 0,06

2 Varidveis incluidas no modelo: sulfato de indoxil, célcio ionizado, FGF-23, PTH intacto; ® Varidveis incluidas no modelo: sulfato de indoxil; FGF-23,
1,25-OH-vitamina D3, PTH intacto; ¢ Variaveis incluidas no modelo: sulfato de indoxil, idade, célcio ionizado, PTH intacto; ¢ Variaveis incluidas no
modelo: sulfato de indoxil, idade, PTH intacto; As abreviacdes estéo listadas junto a Tabela 2.

Em primeiro lugar, foi demonstrado que a uremia estd
associada a uma redugdo/dessensibilizacio do PTH1R, que
contribui para a resisténcia esquelética ao PTH observada
na uremia.”” Importante, é que esta condi¢io ndo é nem
prevenida, nem corrigida pela paratireoidectomia.® Foi
subsequentemente relatado que outros fatores além do PTH
presentes no ultrafiltrado urémico reduziram a geracao
de AMPc estimulada por PTH em culturas de células
semelhantes a osteoblastos por meio de uma diminui¢ao
nos niveis de PTHIR RNAm.” Mais especificamente,
Nii-Kono e colaboradores demonstraram que o SI reduziu
a producio de AMPc induzida por PTH, a expressio
do gene PTHIR e viabilidade celular em culturas
primdrias de osteoblastos.!® Assim, as toxinas urémicas e,
particularmente, o SI, podem estar diretamente envolvidos
no desenvolvimento da resisténcia dssea ao PTH. Esta ultima
condi¢ao pode estimular a sintese de PTH, agravando o
hiperparatireoidismo secundario e causando maior taxa de
remodelagdo Gssea nos estagios tardios da DRC. De acordo
com esta hipdtese, 0s nossos pacientes com DRC em estagio
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inicial, que apresentaram niveis discretamente elevados de
iPTH, mas com niveis séricos significativamente elevados de
SI, tiveram taxa de formagdo dssea excessivamente baixa.
Isto possivelmente reflete uma acio inicial, preponderante
inibitoria do SI sobre a remodelagio Gssea antes da grande
elevagio dos niveis de PTH.

Em segundo lugar, a disponibilidade de calcitriol
pode ser afetada pelo SI. Além dos fatores cldssicos
conhecidos por reduzirem a sintese de calcitriol (isto é,
diminui¢do da massa renal, hiperfosfatemia, elevados
niveis de FGF-23 e acidose metabodlica), também foi
comprovado que o plasma urémico livre de fosfato
inibe diretamente a atividade da 1lo-hidroxilase e,
disponibilidade de

calcitriol.’® O calcitriol exerce a sua acdo bioldgica

consequentemente, diminui a
por ligagdo ao receptor nuclear de vitamina D (VDR).
Sob condi¢gdes normais, o calcitriol suprime a secrecao
de PTH por ligagio direta ao VDR na glandula
paratiredide. Patel e colaboradores,® elegantemente
demonstraram que VDR isolados a partir de ratos



com insuficiéncia renal e, posteriormente, incubados
com ultrafiltrado urémico apresentaram uma redugao
na capacidade especifica de ligagio do DNA, que
nao pode ser explicado pela expressio prejudicada de
VDR. Os autores concluiram que as toxinas presentes
no ultrafiltrado urémico interagiram com o VDR
para prejudicar a capacidade de ligagio do DNA
dentro de células e poderia, assim, diminuir a resposta
do calcitriol na insuficiéncia renal. Embora outros
estudos identificaram uma fun¢io das purinas neste
processo,’>* é provavel que haja outros compostos
envolvidos. Ao estudar subfragdes de plasma urémico,
Hsu e colaboradores® ainda demonstraram que outras
substancias, incluindo o SI, também podem interferir
no metabolismo do calcitriol. Além disso, um estudo
preliminar mostrou que ratos com insuficiéncia
renal alimentados com uma dieta rica em proteina
apresentaram niveis significativamente mais baixos de
calcitriol do que animais alimentados com uma dieta
normal, na auséncia de diferengas entre os grupos na
ingestao de fosfato e clearance de creatinina.’>»* Uma
vez que uma maior ingestao proteica resulta em niveis
mais altos de SI,> esta observagao sugere ainda que o SI
tem efeito negativo sobre a sintese de calcitriol. Nossa
descoberta de uma associacao negativa entre 1,25 D e
niveis séricos de SI na presente coorte corrobora essa
hipotese.

As questdes importantes do nosso estudo incluem
a primeira avalia¢do ja feita em ambiente clinico de
fatores bioquimicos e hormonais relacionados ao
metabolismo mineral e a histomorfometria dssea e sua
associagdo com o SI, um protétipo de toxina urémica
ligada & proteina em pacientes assintomaticos, virgens
de tratamento, em diferentes estdgios de DRC de
pacientes em pré-didlise. As limitagoes deste estudo
incluem o pequeno tamanho da amostra. Além disso,
devido a relacio inversa entre a taxa de filtracio
glomerular e niveis de SI (conforme ilustrado na
Figura 1), ndo é possivel diferenciar se a associagao
observada entre esta toxina urémica e parimetros
histomorfométricos nio depende da perda da funcao
renal. Na verdade, esse desenho epidemioldgico
transversal do estudo ndo permite a anélise de relacoes
causa-efeito. Assim, o presente estudo deve ser
considerado como gerador de hipdteses, que devem ser
testadas em estudos de perfusdo em animais, e depois
confirmados por estudos clinicos intervencionistas.

Sulfato de Indoxil e histomorfometria 6ssea na DRC

CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo demonstraram que a toxina
urémica SI esta positivamente associada a taxa de formacio
Ossea, ao volume ostedide, a superficie de osteoblastos e ao
volume de fibrose em uma condi¢ao de DRC - possivelmente
por aumentar a secrecio de PTH (através de um aumento
da resisténcia 6ssea ao PTH ou através de inibi¢io do
calcitriol) - sugerindo que o SI pode desempenhar um papel
na patogénese ou ODR na situagdo de pré-dialise.
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