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RESUMO

Introducéo: A doenca cardiovascular (DCV) é a principal causa de morte em
pacientes com Doeng¢a Renal Cronica (DRC). A calcificacdo vascular (CV)
parece desempenhar papel importante nessa associacdo. Niveis elevados de
marcadores de CV, como Osteoprotegerina (OPG), Fator de crescimento
fibroblastico 23 (FGF-23) ja estiveram relacionados com pior prognostico nesses
pacientes. Métodos: NOs avaliamos a relagdo entre 0s niveis desses
marcadores e mortalidade por todas as causas e por causas cardiovasculares
em 145 pacientes com DRC com estagio entre 3 e 5D em uma observagéo de 5
anos. Diversos marcadores foram analisados desses pacientes, incluindo
Proteina C Reativa (PCR), massa ventricular esquerda e espessamento meédio-
intimal carotideo. Os valores de corte foram determinados utilizando curva ROC
considerando o desfecho de mortalidade por todas as causas. A analise de
sobrevivéncia foi realizada em 5 anos utilizando o modelo de Fine e Gray.
Resultados: Um total de 145 pacientes (89 homens; idade média de 58,9 £ 15,0
anos) foram acompanhados. Pacientes com niveis mais elevados de OPG e
FGF-23 apresentaram maior mortalidade por todas as causas e por causas
cardiovasculares. As curvas de Kaplan—Meier demonstraram niveis de
sobrevivéncia significativamente menores nos pacientes com niveis mais
elevados de OPG e de FGF-23 tanto para morte por todas as causas quanto
para morte de causas cardiovasculares (p<0,001). Na analise multivariada OPG
e FGF-23 foram marcadores de maior mortalidade geral e por causas
cardiovasculares independentes de idade, género, presenga de DCV prévia,
diabetes. No entanto apenas OPG apresentou-se independente de PCR. OPG
foi um marcador independente de FGF-23. Conclus&o: Niveis séricos elevados
de OPG Estdo associados com maior mortalidade geral e por causas
cardiovasculares independente de idade, sexo, DCV, diabetes e PCR, em
pacientes com DRC.

Palavras-chave: Doeng¢a Renal Crénica, Doenca Cardiovascular, Calcificagdo
Vascular



ABSTRACT

Background: Cardiovascular disease (CVD) is the leading cause of death in
patients with chronic kidney disease (CKD). Vascular calcification seems to play
an important role in the pathophysiology of the relationship between these two
conditions. Elevated levels of osteoprotegerin (OPG), Fibroblast Growth Factor
23 (FGF-23) and Fetuin-A have already been associated with a worse prognosis
in these patients. Methods: We evaluated the relationship between OPG, FGF-
23 and all-cause and cardiovascular mortality in 145 CKD patients (stages 3-5)
in a 5 years follow-up study. Different markers, including C-reactive protein
(CRP), left ventricular mass and estimation of intima-media thickness (IMT) in the
common carotid artery, were assessed at baseline. The cutoff values for the
markers were defined using ROC curves for all-cause mortality. Survival was
assessed during follow up lasting for up to 5 years using Fine and Gray model.
Results: A total of 145 (89 men; age 58.9 + 15.0 years) were followed up. Patients
with higher serum OPG and FGF-23 levels presented with higher mortality rates
compared to patients with lower levels. Kaplan—Meier analysis curve
demonstrated significantly worse survival rates in individuals with higher baseline
OPG levels for all-cause and cardiovascular mortality (p<0.001). In multivariate
analysis, OPG and FGF-23 was a marker of general and cardiovascular mortality
independent of sex, age, CVD, and diabetes. However, only OPG was a marker
of cardiovascular mortality independent of CPR. OPG was an independent
marker of FGF-23. Conclusion: Elevated serum OPG levels were associated with
higher all-cause and cardiovascular mortality risk, independent of age, CVD,
diabetes, and inflammatory markers, in patients with CKD.

Keywords: Chronic Kidney Disease, Cardiovascular Disease, Vascular
Calcification
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1.INTRODUCAO

1.1 Introducéo

Doencga renal cronica (DRC) é definida pelo Kidney Disease Improving
Global Outcomes (KDIGO) como uma les&o estrutural ou funcional do rim com
duracdo superior a 3 meses, podendo ser caracterizada por alteracbes nos
exames urinarios, por exemplo, proteinuria ou hematuria, por anormalidades
renais em exames de imagem, ou por uma taxa de filtragcdo glomerular estimada

(TFG) inferior a 60 ml/min/1,73m? (LEVEY; LEVIN; KELLUM, 2013).

Dessa forma o seu espectro clinico € amplo e, por essa razdo é
classificada em estagios, de acordo com a TFG apresentado pelo paciente.
(LEVEY; CORESH; BALK; KAUSZ et al., 2003). O paciente em estagio 1 possui
uma TFG superior a 90 ml/min/1,73m?2, apresentando apenas alteragéo renal em
exame de imagem ou no sedimento urinario; no estagio 2 encontramos 0s
pacientes com TFG entre 60 e 89 ml/min/1,73m2. O estagio 3 engloba pacientes
com TFG entre 30 e 59 ml/min/1,73m?, como a diferenca entre o quadro clinico
de um paciente com 30 de um com 59 €& muito grande, esse estagio foi
subdividido em duas partes, denominadas: 3a para os pacientes com TFG entre
45 e 59 ml/imin/1,73m? e 3b entre 30 € 44 ml/min/1,73m?, é nesse estagio
diversas manifestagbes clinicas comecam a ser percebidas, como anemia,
dificuldade no controle da pressé&o arterial, e a doenca mineral 6ssea. No estagio
4 encontram-se 0s pacientes com TFG entre 15 € 29 ml/min/1,73m?, € nessa
fase o paciente ja pode ser considerado pré-dialitico. Ja no estagio 5 encontram-
se os individuos com TFG inferior a 15 ml/min/1,73m?, nesse caso chamamos
de doenc¢a renal terminal, onde sera necessaria a terapia de substituicao renal,

como a terapia dialitica ou o transplante renal.
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A DRC é de extrema importancia em saude publica, uma vez que sua
prevaléncia vem aumentando no mundo, paralelamente aos custos necessarios
para tratamento dessa condicdo. (EKNOYAN; LAMEIRE; BARSOUM,;
ECKARDT et al., 2004; LOZANO; NAGHAVI; FOREMAN,; LIM et al., 2012). Além
disso, sua incidéncia e seu impacto econdmico € ainda maior em paises

subdesenvolvidos(JHA; GARCIA-GARCIA; ISEKI; LI et al., 2013).

Mas além do alto custo, a DRC, especialmente em estagios avangados,
esta associada a uma alta mortalidade e morbidade, incapacitando os pacientes,
levando a maiores incidéncias de complicagdes e de interna¢cdes(DEOREDO,

1997).

Dentre as principais causas de mortalidade duas se destacam, a infeccao

e a morte por causas cardiovasculares.

As infec¢des sdo mais comuns nos pacientes com DRC dialitica devido a
manipulagdo decorrente do processo de dialise(HOEN; PAUL-DAUPHIN;
HESTIN; KESSLER, 1998). Mas isoladamente isso n&o explica a raz&o de
mesmo em individuos pré-dialiticos a incidéncia de bacteremia e sepse ser
maior conforme ocorre a redugdo da TFG (WANG; GAMBOA; WARNOCK;

MUNTNER, 2011).

A justificativa para esse fendmeno pode ser explicado por alteracbes
imunes decorrente do processo de uremia como reducgao da atividade fagocitica
de macréfagos, desregulacédo da atividade quimiotaxica de neutréfilos, além do

metabolismo oxidativo(NAQVI; COLLINS, 2006).

Outro ponto interessante a respeito de infec¢gdes agudas é que diversos

estudos tem relatado que o processo inflamatério desencadeado por ela pode

17



levar a uma maior incidéncia de eventos cardiovasculares no futuro(DALAGER-
PEDERSEN; SOGAARD; SCHZNHEYDER HENRIK; NIELSEN et al., 2014).
Sendo que o risco de um evento cardiovascular nos primeiros 15 dias apés uma
hospitalizagdo por pneumonia bacteriana poderia ser até 48 vezes

maior(MUSHER; ABERS; CORRALES-MEDINA, 2019).

Dessa forma, a principal causa de mortalidade em pacientes com DRC é
a de origem cardiovascular. Nés sabemos que diversos sdo os fatores de risco
que levam a doencga cardiovascular como a dislipidemia, a hipertenséo, a
obesidade e o diabetes(BERENSON; SRINIVASAN; BAO; NEWMAN et al.,
1998). No entanto, apenas esses os fatores de risco tradicionais ndo justificam
a incidéncia t&o alta de eventos cardiovasculares na populagédo com DRC, assim,
cada vez mais tem se pesquisado fatores relacionados a outros processos, como
a inflamacgéo, o estresse oxidativo e a calcificagdo vascular (Tabela 1) (CHEN;
BUDOFF; REILLY; YANG et al., 2017; GO; CHERTOW, FAN; MCCULLOCH et

al., 2004; PAOLETTI, DE NICOLA; GABBAI;, CHIODINI et al., 2015).

18



Tabela 1: Fatores de risco tradicionais € nao tradicionais para doenca

cardiovascular.

Fatores de Risco Tradicionais para

Doenca Cardiovascular

Fatores de Risco Nao Tradicionais

para Doenc¢a Cardiovascular

Diabetes

Estresse Oxidativo

Hipertens&o

Inflamacao

Sedentarismo Disfungéo Endotelial
Tabagismo Sobrecarga de Volume
Obesidade

Dislipidemia

Fonte: Adaptado de LENCI MARQUES; HAYASHI; NASCIMENTO (2018)

Vale destacar que o processo de calcificagdo vascular € apenas uma

faceta de uma condi¢do clinica muito mais ampla, que s&o as desordens do

metabolismo mineral e 6sseo na DRC (DMO-DRC) (GRACIOLLI; NEVES;

BARRETO; BARRETO et al., 2017). Nessa condigdo podemos descrever uma

triade que é a osteodistrofia renal, as alteracbes laboratoriais relacionadas ao

osteometabolismo, além da calcificagdo vascular (Figura 1).

Nesse sentido,

existem diversos estudos de mortalidade em doenga renal cronica, entretanto,

poucos avaliaram diretamente o impacto desses fatores de risco por um tempo

prolongado e exploraram as suas relagdes com outros marcadores.
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Calcificagao vascular

Figura 1: Espectro da DMO-DRC. Adaptado de: KDIGO clinical practice
guideline for the diagnosis, evaluation, prevention, and treatment of Chronic

Kidney Disease-Mineral and Bone Disorder (CKD-MBD) (2009)
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1.2 Objetivos

Desta forma o presente estudo tem por objetivos primarios:

1.

Analisar a associagéo que marcadores séricos de DMO-DRC implicados
no processo calcificagao vascular (Osteoprotegerina, FGF-23 e Fetuina-
A) possuem em relacdo a mortalidade geral.

Analisar a associagdo que marcadores séricos de DMO-DRC implicados
no processo de calcificagdo vascular (Osteoprotegerina, FGF-23 e
Fetuina-A) em relagdo a mortalidade por causas cardiovasculares em 5
anos.

Comparar os marcadores séricos de DMO-DRC implicados no processo
de calcificagdo vascular (Osteoprotegerina, FGF-23 e Fetuina-A) entre si

para determinar o que melhor pode predizer risco de morte

Os objetivos secundarios do estudo consistem em:

1.

2

3.

4,

Avaliar a associacdo entre os marcadores de CV e marcadores de
inflamacéao.

Avaliar a associagdo entre os marcadores de CV e marcadores de
estresse oxidativo e de produtos de glicacdo avancada.

Avaliar a associagéo entre os marcadores de CV e marcadores de doenga
cardiovascular, como a fracdo de ejecdo, funcdo diastolica, massa
ventricular esquerda e espessamento carotideo mediointimal.

Avaliar a capacidade em predizer mortalidade apesar de outros fatores de

confuso.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Doenca Renal Crénica no Brasil

Estima-se que a prevaléncia de DRC em nosso pais seja em torno
de 6,7%, com aumento exponencial de acordo com o aumento da idade,
chegando a 21,4% em pacientes com mais de 60 anos (MALTA,
MACHADOQ; PEREIRA; FIGUEIREDO et al, 2019). Atualmente essa
condicdo ocupa a 10? posicao dentre as principais causas de morte,
representando 35 mil mortes diretas. No entanto, esses numeros devem
estar subestimados uma vez que muitos pacientes morrem por
complicagbes cardiovasculares ou infecciosas e ndo pela DRC em si,
sendo computados como outras causas. (SILVA; SILVA; SANTOS;

SOARES, 2020).

Esses dados nos mostram um panorama preocupante, uma vez
que os dados do IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica)
reafrmam que a populacdo brasilera vem  envelhecendo
progressivamente. Em 2004 a populagdo com mais de 60 anos
representava 9,7% da populacédo, em 2014 18,6% e estima-se que em
2060 chegue a 33,7%(TRAMUJAS VASCONCELLOS NEUMANN;

ALBERT, 2018).
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Figura 2: Piramide etaria no Brasil em 1940, 1980, 2018 e a estimativa para
2060. (Fonte: IBGE). Adaptado de: hitps://cens02020.ibge.gov.br/2012-

agencia-de-noticias/noticias/24036-idosos-indicam-caminhos-para-uma-melhor-
idade.html|

Essa situacdo torna-se ainda mais preocupante quando avaliamos que o
custo estimado anual médio de um paciente com DRC era de $7980,00 para o
servigo e de $ 13428,00 para os servigos privados em nosso pais, no ano de

2007(SESSO; DA SILVA;, KOWALSKI; MANFREDI et al., 2007), sendo que entre

2013 e 2015 representou 12,97% dos gastos publicos em saude(ALCALDE;
KIRSZTAJN, 2018).

Esses dados associados a estimativa de que 2,3 milhdes de pessoas

evoluiram a ébito prematuro no mundo pela falta de terapia substitutiva renal
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(TRS) no ano de 2010, principalmente nos paises de baixa e média renda, nos

colocam em sinal de alerta (LIYANAGE; NINOMIYA; JHA; NEAL et al., 2015).

Nesse sentido, diversos esfor¢cos vem sendo realizados para combater o
que ficou conhecido como a “epidemia negligenciada”, com esfor¢cos no combate
aos principais fatores de risco, principalmente o diabetes mellitus e a hipertensao

arterial(ABREU, 2006).

Dessa forma, torna-se primordial estudar o assunto, identificar os seus

fatores de risco e os marcadores de mau progndstico
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2.2 Doenca Renal Crénica e Doenga Cardiovascular

Atualmente a doencga cardiovascular (DCV) é a principal causa de &bito
em pacientes com DRC(HOUSE, 2012). Esse risco aumenta proporcionalmente

com a queda da taxa de filtrag&o glomerular (TFG) (FOLEY, 2010).

Isso ocorre porgque o coragdo e os rins formam um sistema integrado para
regulacdo das fungbes hemodinamicas, atuando no equilibrio hidroeletrolitico,
volémico e na regulagdo da presséo arterial (PA). Essa comunicagdo acontece
por diversos sistemas, como o Sistema Nervoso Simpatico, o Sistema Renina
Angiotensina Aldosterona(RAA), pelo Horménio Antidiurético (ADH), pelos

peptideos natriuréticos e pelas endotelinas(MCCULLOUGH, 2004).

Essa interacdo leva a uma relagéo bidirecional entre DCV e DRC, sendo
inclusive descrita como sindrome cardiorrenal (SCR) e dividida em 5 formas
distintas. (KENDRICK; CHONCHOL, 2008; LENCI MARQUES; HAYASHI;
NASCIMENTO, 2018). A SCR do tipo 1 seria a situagdo em que uma disfungéo
cardiaca aguda leva a uma insuficiéncia renal aguda (IRA), tendo como exemplo
um quadro de infarto agudo do miocardio. Estima-se que em torno de um quarto
dos pacientes admitidos no hospital com insuficiéncia cardiaca aguda
desenvolva a SCR do tipo 1, sendo o principal mecanismo reconhecido a
congestao renal(FORMAN; BUTLER; WANG; ABRAHAM et al., 2004). Jaa SCR
do tipo 2 seria causada por uma insuficiéncia cardiaca crbnica levando a
disfuncdo renal, sendo causada principalmente por uma associacdo de
hipoperfusdo renal com congestdo renal(RONCO; HAAPIO; HOUSE;

ANAVEKAR et al, 2008). Inclusive com alguns autores sugerindo uma
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correlacado direta entre TFG e fungdo ventricular(HEYWOOD; FONAROW;

COSTANZO; MATHUR et al., 2007).

A SCR do tipo 3 é a menos estudada de todas e relaciona-se com uma
faléncia cardiaca aguda desencadeada por uma IRA, tendo como exemplo a
cardiomiopatia urémica, as arritmias decorrentes da uremia e a sobrecarga
aguda de volume(HADJIPHILIPPOU; KON, 2016). A SCR tipo 4 é a condigcéao
explorada nesse trabalho, em que a DRC leva a um dano cardiaco, seja ele a
disfungéo ventricular, ou mesmo a doenga aterosclerética. Por fim, a SCR tipo 5
€ caracterizada por um dano aos dois 6rgdos causados por uma mesma
condicdo, mas sem uma relacdo direta entre eles, como por exemplo, a sepse,
a amiloidose e as vasculites(HADJIPHILIPPOU; KON, 2016). Essas condi¢cbes

estio resumidas na tabela 2.

Tabela 2: Tipos de SCR e seus exemplos clinicos.

Tipo de SCR | Fisiopatologia Exemplos

SCR tipo 1 IC Aguda levando a IRA Choque cardiogénico a IRA

SCR tipo 2 IC Crénica levando a DRC [.C crénica com nefropatia
congestiva

SCR Tipo 3 IRA levando a IC Aguda IC aguda em decorréncia da
miocardiopatia urémica

SCR Tipo 4 DRC levando a IC Sobrecarga de volume crénica
levando a |.C.

SCR Tipo 5 Acometimento simultédneo de | Amiloidose

Rim e coracéo

Adaptado de RANGASWAMI; BHALLA; BLAIR JOHN; CHANG TARA et

al. (2019)
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Os principais fatores de risco para DRC s&o a Hipertensdo Arterial
Sistémica (HAS) e o Diabetes Mellitus (DM), ou seja, os mesmos da DCV
(KUNDHAL; LOK, 2005). No entanto, a mera sobreposi¢céo de fatores de risco
tradicionais n&o explica a elevada taxa de mortalidade cardiovascular nesses
pacientes, nem o fato de os pacientes em estagio inicial da DRC também
apresentarem um risco maior que a populacéo geral (CHEUNG; SARNAK; YAN;

DWYER et al., 2000; SPIEGEL; RAGGI; SMITS; BLOCK, 2007).

Por essa razéo fatores de risco chamados “n&o tradicionais” passaram a
ser estudados, entre eles podemos citar: disfuncdo endotelial, desnutric&o,
inflamacéo, estresse oxidativo, sobrecarga crénica de volume (aumento de pré
carga) e a calcificagdo vascular (CV) (STENVINKEL; CARRERO; AXELSSON;
LINDHOLM et al., 2008). Esses fatores operam simultaneamente com o0s

conhecidos fatores tradicionais, potencializando o risco desses pacientes.

Didaticamente alguns autores dividem esses fatores como os fenébmenos
de pré carga, de pos carga ou sem relagdo com a carga de trabalho do coracéo.
No primeiro grupo teriamos aqueles relacionados ao aumento de volume
cardiaco, como a retenc¢do hidrica e a fistula-arteriovenosa. Ja no segundo a
hipertensdo arterial, a arteriosclerose e a hiperatividade do sistema renina-
angiotensina-aldosterona. No terceiro grupo temos a inflamagdo, o estresse
oxidativos e o processo de calcificagdo vascular(GLASSOCK; PECOITS-FILHO;

BARBERATO, 2009).
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Figura 3: Fatores de Risco Nao-tradicionais para miocardiopatia da DRC.

Adaptado de GLASSOCK; PECOITS-FILHO; BARBERATO (2009)

A disfung¢ado endotelial pode ser explicada por alteragdes no oxido nitrico

vascular além de interagdo com outros fatores de risco como tabagismo e DM
(LONDON; MARCHAIS; GUERIN; METIVIER, 2005). Isso pode ser justificado
pois a populacdo urémica apresenta elevacdo da dimetil arginina assimétrica
(ADMA), que € um inibidor da NO-Sintetase (ZOCCALI; TRIPEPI; MALLAMACI,

2005). Ela ja pode ser percebida, do ponto de vista renal, pela presenca de
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microalbuminuria e e um importante preditor  de eventos

cardiovasculares(KUMAR; SHAH, 2005).

Acredita-se, também, que os produtos de glicagdo avancada (AGEs)
possam ter papel importante na disfunc&o endotelial em pacientes com DRC. Ja
foi demonstrado que os niveis séricos do receptor soluvel dos AGEs (sRAGE)
estdo elevados em pacientes com DRC(BASTA; LEONARDIS; MALLAMACI;
CUTRUPI et al., 2010). Em 2008 Linden et al. propbés que os AGEs seriam
capazes de inibir a enzima oxido nitrico Sintetase, levando a disfuncéo
endotelial(LINDEN; CAI;, HE; XUE et al., 2008). Também ja foi demonstrado que
o principal ligante desse receptor - a Proteina A12 de ligagdo ao calcio
(S100A12) - é capaz de induzir a sintese de citocinas inflamatérias e de
moléculas de adesdo no endotélio(NAZARI;, KHORRAMDELAZAD;
HASSANSHAHI; DAY et al., 2017). Alguns estudos ja relacionaram tanto o
SsRAGE quanto o S100A12 com pior prognostico em pacientes com DRC
(BARAGETTI; NORATA,; SARCINA; BARAGETTI et al., 2013; SHIOTSU; MORI;

NISHIMURA; HATTA et al., 2013).

O ambiente urémico também pode aumentar o estresse oxidativo.
Existem varias formas de explicar esse fato, entre elas podemos destacar a
disfuncdo mitocondrial induzida pela uremia, que pode levar a uma maior
producéo de radicais livres de oxigénio(GALVAN; GREEN; DANESH, 2017).
Essa disfuncdo também leva a mitocéndria a produzir menos Adenosina
Trifosfato (ATP), levando a uma progressao da doenca e atuando tanto como
causa quanto como consequéncia da DRC(KAO; ANG; PALL; STRUTHERS,

2010).
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Outro mecanismo responsavel pelo aumento do estresse oxidativo seria
a ativagcao de células inflamatérias diretamente pelas toxinas urémicas e também
pela maior degradagdo de acido urico, 0 que levaria a uma degradagado de
enzimas antioxidantes enddgenas como a xantina oxido redutase e um
consequente aumento de dano oxidativo(GYURASZOVA; GURECKA;
BABICKOVA; TOTHOVA, 2020; NISHINO; OKAMOTO; KAWAGUCHI; HORI et

al., 2005).

Pacientes com DRC apresentam niveis mais elevados de marcadores
inflamatorios(AKCHURIN; KASKEL, 2015). Existem diversas explicacbes para
esse fendmeno, como: a prdpria uremia, a sobreposicdo de fatores de risco,
infeccdes mais frequentes, alteracdo da microbiota intestinal, deficiéncia de
vitamina D, além da propria acidose metabdlica(ICARDI; PAOLETTI; DE
NICOLA; MAZZAFERRO et al., 2013; ROSENGREN; SAGSTAD; KARLSEN,;
WIIG, 2013; ROSSI; CAMPBELL; JOHNSON; STANTON et al., 2014; SHI;

WANG; JIANG,; LIU et al., 2014).

Dentre os marcadores inflamatérios a primeira proteina de fase aguda
descrita e a mais utilizada clinicamente é a PCR(PEPYS; BALTZ, 1983). Ela é
produzida no figado em resposta a alguma agresséo tecidual, atuando como um
anticoagulante endégeno, mas também ativando o sistema complemento e
regulando a sintese de outras proteinas(PEPYS; HIRSCHFIELD, 2003). Niveis
elevados de PCR ja estiveram relacionados com maior mortalidade em diversas
populagcbes, como nos pacientes DCV e DRC(MENON; GREENE; WANG,;

PEREIRA et al., 2005; MILANO; MOURA JUNIOR; BORDIN; MARQUES, 2019).

Outra proteina de fase aguda da mesma familia da PCR é a Pentraxina-3

(PTX3). No entanto, diferentemente da primeira, ela ndo € produzida no figado
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e sim nos tecidos periféricos, como nos fibroblastos, nas células musculares lisas
e no endotélio(KUNES; HOLUBCOVA; KOLACKOVA; KREJSEK, 2012). Por
essa razao diversos estudos tém pesquisado a relagdo entre a PTX e maior
mortalidade em cardiovascular(SAVCHENKO; IMAMURA; OHASHI; JIANG et

al., 2008).

Outro marcador inflamatorio que vem sendo muito estudado e relacionado
com pior desfecho em pacientes com DRC é a IL-6(BARRETO; BARRETO;
LIABEUF, TEMMAR et al,, 2010). Ela € produzida em situa¢cdes de injuria
tecidual aguda e auxilia nas reacdes imunes e na hematopoese, no entanto sua
producdo aumentada por longos periodos esta relacionada com doencas € maior

mortalidade(TANAKA; NARAZAK]I; KISHIMOTO, 2014).

A desnutricdo nos pacientes com DRC & muito comum e pode ser
justificada por multiplos fatores, como pela anorexia induzida pela uremia e
inflamacgé&o, mas também pelo aumento do catabolismo(IOREMBER, 2018). Ela
pode levar também a um aumento da atividade inflamatoria, exacerbando ainda
mais 0s mecanismos explicados anteriormente(ALP IKIZLER, 2004). No
passado, inclusive, foi demonstrado que pacientes em terapia substitutiva renal
que apresentavam indice de Massa Corpdrea (IMC) elevados apresentavam
menor risco cardiovascular, algo paradoxal e que foi chamado de “epidemiologia

reversa”.(KALANTAR-ZADEH; KOPPLE, 2006; KOVESDY; ANDERSON, 2007).

Dentre os marcadores de desnutricdo a hipoalbuminemia € um dos mais
estudados, desde a década de 80(FORSE; SHIZGAL, 1980). No entanto, alguns
estudos sugerem que a hipoalbuminemia pode ser um marcador de mortalidade
muito além apenas de desnutricdo, uma vez que pode ser influenciada pela

acidose e pela inflamagdo presente nesses pacientes(EUSTACE; ASTOR;
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MUNTNER,; IKIZLER et al., 2004, MENON; GREENE; WANG; PEREIRA et al.,

2005).

A sobrecarga crénica de volume leva também a uma sobrecarga de
pressdo, assim o trabalho cardiaco aumenta, liberando diversas substancias
como neurotransmissores, horménios, sustancias vasoativas e fatores de
crescimento, que por sua vez ativam fatores intracelulares levando ao
crescimento tecidual e consequente hipertrofia cardiaca(HUNG; LAI; KUO;

TARNG, 2015; KATZ, 1994).

Esse aumento exagerado do consumo energético gerado pelo aumento
do trabalho cardiaco e associado aos demais fatores ja citados leva a um
desequilibrio entre oferta e consumo, culminando com morte
celular(ALIHEMMATI;, YOUSEFI; AHMADIASL; HABIBI, 2017; GUO; ZHU; MA,

SHI et al., 2018).

Todos esses fatores, em conjunto, levam a fibrose cardiaca e outros
danos como a insuficiéncia cardiaca, arritmias, entre outros(SARNAK; AMANN;
BANGALORE; CAVALCANTE et al, 2019). Sendo assim, &€ de extrema
relevancia reconhecer os mecanismos que interligam essas duas condi¢cdes para

poder futuramente garantir estratégias terapéuticas adequadas.

Todos esses fatores citados em conjunto com uma calcificagao vascular
exacerbada levam a uma formagéo mais rapida da placa aterosclerética e a sua
instabilidade e ruptura, levando a doenga arterial coronariana. Dessa forma,
esses pacientes apresentam ndo sé um risco maior de doenca cardiovascular,
mas uma mortalidade maior quando acometidos por um evento, como ilustrado

na Figura 4 (SARNAK; AMANN; BANGALORE; CAVALCANTE et al., 2019).
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Figura 4: Risco de doencas cardiovasculares de acordo com a progresséo da

doenca renal crénica. Adaptado de SARNAK: AMANN;: BANGALORE;

CAVALCANTE et al. (2019)
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2.3 Marcadores de Calcificagdo Vascular

A CV pode ser observada na populagdo geral quanto maior o
envelhecimento, mas nos pacientes com DRC isso ocorre de modo mais precoce
e acelerado (SCHLIEPER; SCHURGERS; BRANDENBURG;
REUTELINGSPERGER et al., 2016). Inicialmente foi proposto que isso ocorreria
meramente como uma consequéncia da inflamagdo exacerbada a que esses
pacientes estdo submetidos. No entanto, posteriormente percebeu-se que essas
duas condi¢cbes podem existir de modo independente, sem necessariamente

uma ser causa ou consequéncia da outra(ZOCCALI; LONDON, 2015).

Hoje sdo descritos dois tipos distintos de CV que podem acometer
pacientes com DRC, a calcificagdo da camada média vascular (esclerose de
Monckeberg) e a calcificacdo intimal (Figura 5) (KETTELER; SCHLIEPER,;
FLOEGE, 2006). Elas acontecem em conjunto, levando a uma perda da
complacéncia vascular e uma formagdo precoce de placa aterosclerdtica,
levando consequentemente a maior incidéncia de eventos cardiovasculares.
Enquanto a calcificacdo intimal parece estar relacionada a inflamagao em si, a
calcificacdo da camada média vascular esta ligada a fatores ndo inflamatorios,
proprios da DRC, principalmente pelo desequilibrio entre fatores indutores e
inibidores da calcificacdo vascular, como demonstrado na figura 6(LANZER,;

BOEHM; SORRIBAS; THIRIET et al., 2014).
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Figura 5: Tipos de calcificagdo vascular. Adaptado de COZZOLINO; CICERI;

GALASSI; MANGANO et al. (2019)
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FIGURA 6: Mecanismos de calcificagdo vascular e transdiferenciagéo

celular da célula muscular lisa. Adaptado de LANZER; BOEHM; SORRIBAS;

THIRIET et al. (2014)

Diversos sdo esses fatores, e em nosso estudo destacaremos trés deles:

Fator de Crescimento Fibroblastico 23 (FGF-23), Fetuina-A e Osteoprotegerina.

Os demais estao ilustrados na Tabela 3.
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Tabela 3: Fatores indutores e Inibidores da calcificacao vascular.

Indutores Inibidores
Calcio Fetuina-A
Foésforo Osteopontina
PTH Osteoprotegerina

Osteocalcina

Anidrase Carbénica

Fosfatase Alcalina

Vitamina K

Estresse Oxidativo

Vitamina D

Inflamacgéo Proteina GLA de Matriz
Dislipidemia Proteina Morfogenética Ossea 7
FGF-23

Diabetes

Vitamina D

Adaptado de

REUTELINGSPERGER et al. (2016)

SCHLIEPER,;

SCHURGERS; BRANDENBURG;
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2.3.1 FGF-23

Dentre os fatores indutores da calcificagéo vascular podemos destacar o
fésforo e o calcio, que em combinacio levam a formacéo da hidroxiapatita, que
fica depositada nos vasos(FLOEGE; KIM; IRELAND; CHAZOT et al., 2011). Esse
fendbmeno também pode ocorrer quando o fosforo em excesso entra na célula
por meio de um cotransportador chamado fosforo-sodio (PiT-1) que ativa vias de
sinalizacdo intracelular, promovendo calcificacdo vascular (DERWALL,;

MALHOTRA, LAI, BEPPU et al., 2012).

Um dos principais fatores que atuam na regulagéo do balango de fésforo
€ o0 FGF-23. Ele é parte da familia dos fatores de crescimento de fibroblastos,

expresso Nos 0ssos, especialmente nos ostedcitos(LIU; QUARLES, 2007).

As principais fungbes do FGF-23 consistem em inibir a reabsorgéo renal
de fésforo e regular negativamente a produgcdo da forma ativa da vitamina D
(OLIVEIRA; MOYSES, 2010). Em pacientes com fung&o renal normal ele possui
atua inibindo a producéo de PTH, que por sua vez inibe a transcricdo do PTH, o
que n&o ocorre em ambientes urémicos(VERVLOET, 2019). Dessa forma,
estudos em modelos animais demonstraram que niveis elevados de FGF-23
levam a hiperfosfaturia, hipofosfatemia, hiperparatiroidismo e consequente
perda de massa Ossea(BAl; MIAO; LI, GOLTZMAN et al., 2004; LARSSON,;

MARSELL; SCHIPANI; OHLSSON et al., 2004).
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Figura 7: Mecanismo de Ac¢&o do FGF-23. Adaptado de VERVLOET (2019)

Como os pacientes com DRC apresentam uma capacidade reduzida de

excretar fosforo, niveis elevados de FGF-23 estédo relacionados a calcificagéo
vascular e maior incidéncia de morte cardiovascular, atuando como um bom
marcador de prognostico nesses pacientes (ISAKOVA; XIE; YANG; XIE et al.,

2011; KENDRICK; CHEUNG; KAUFMAN; GREENE et al., 2011).
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2.3.2 Fetuina-A

Fatores que protegem da calcificagao vascular sdo essenciais, uma vez
que mesmo pessoas saudaveis podem apresentar uma sobrecarga de fosforo
ou calcio, por exemplo, pela dieta. No entanto, esses mecanismos também estéo
afetados nos pacientes com DRC(SCHLIEPER; SCHURGERS;

BRANDENBURG; REUTELINGSPERGER et al., 2016).

Um desses fatores € a Fetuina-A, proteina produzida essencialmente no
figado e que foi descrita inicialmente como um inibidor de receptores de insulina,
sendo  associada a sindrome metabdlica e a  resisténcia
insulinica(DABROWSKA,; TARACH; WOJTYSIAK-DUMA; DUMA, 2015). Nesse
sentido ela € capaz de reduzir acidos graxos livres circulantes e aumentar o

armazenamento no tecido adiposo(XU; XU; Bl; SONG et al., 2011).

Por ter 95% da sua producéo de origem hepatica, ela ja foi estudada como
marcador de fungdo hepatica, onde pacientes com hepatopatias avancadas
apresentaram niveis menores de Fetuina-A (KALABAY: JAKAB: PROHASZKA:

FUST et al., 2002).

Ela costuma ser encontrada em altas concentracées em individuos
saudaveis e também possui uma fungdo protetora de calcificacido vascular
(KETTELER; BONGARTZ;, WESTENFELD; WILDBERGER et al., 2003). Essa
funcéo deve-se principalmente a sua capacidade em se ligar no fosfato de calcio
e no carbonato de calcio com alta afinidade, inibindo assim a formacgéao de
solugdes supersaturadas e a consequente formacédo de cristais e a progressao

da calcificacdo tissular, apesar de ser incapaz de dissolver o cristal ja
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formado(SCHINKE; AMENDT; TRINDL; POSCHKE et al., 1996; VASQUEZ;

CUNNINGHAM; MCMAHAN; SIMPSON et al., 2015).

Como ela envolve dois mecanismos distintos, sendo eles antagbnicos do
ponto de vista do risco cardiovascular (niveis elevados provocam resisténcia
insulinica e niveis reduzidos promovem calcificagdo vascular),diversos estudos
ja foram realizados em muitas condicbes distintas, como na sindrome
metabdlica, no DM e na doenca arterial coronariana (DAC), porém seus
resultados foram controversos (JAHNEN-DECHENT; HEISS; SCHAFER;

KETTELER et al., 2011).

Alguns estudos sugeriram que na DRC os niveis de Fetuina-A podem
estar reduzidos, levando a maior mortalidade nesses pacientes, 0 que parece
biologicamente plausivel considerando a sua acgéo principal (STENVINKEL;
WANG; QURESHI; AXELSSON et al, 2005, WESTENFELD; SCHAFER;
KRUGER; HAARMANN ef al., 2009). No entanto, em diabéticos, outros estudos
demonstraram uma relagao inversa, com niveis mais elevados da Fetuina-A-A
relacionados a pior prognostico (MEHROTRA; WESTENFELD; CHRISTENSON,;

BUDOFF et al., 2005).

Por essa raz&o acredita-se que, no caso da DRC, pode ocorrer
inicialmente um aumento do marcador, induzido pela resisténcia insulinica e
pelos fatores de risco adjacentes, seguido de uma depleg¢do induzida por

citocinas e toxinas urémicas (KETTELER; SCHLIEPER; FLOEGE, 2006).
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2.3.3 Osteoprotegerina

Outro marcador também tem sido bastante estudado, a OPG, atua
inibindo a agao osteoclastica(KAZAMA; SHIGEMATSU; YANO; TSUDA et al,,

2002).

A OPG é membro da familia dos fatores de necrose tumoral e atua
inibindo a diferenciacéo e ativacdo dos osteoclastos. Ela faz isso por meio do
bloqueio da interagcéo entre o receptor ativador nuclear do fator KB (RANK) e de

seu ligante (RANKL) (LACEY; TIMMS; TAN; KELLEY et al., 1998).

Citocinas Inflamatérias
Radicais Livres de Oxigénio

4

' N

® ©

[ Calcificagéio uasculqr]

Y4 Y

Figura 8 — Mecanismo de agédo da OPG. Adaptado de ROCHETTE; MELOUX;

RIGAL; ZELLER et al. (2019).
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Inicialmente a OPG foi estudada como um marcador de osteoporose,
especialmente em mulheres pds menopausa, sendo inclusive um alvo
terapéutico para o desenvolvimento de novas drogas para essa condic&o

(HAMDY, 2006; KOSTENUIK; SHALHOUB, 2001).

Acreditava-se que niveis mais altos de OPG estariam relacionados a uma
protecdo contra a calcificacdo vascular, no entanto, hoje sabemos que niveis
elevados estariam marcando uma CV exagerada, como uma resposta fisioldgica

(ROCHETTE; MELOUX; RIGAL; ZELLER et al., 2019).

Dessa forma, diversos estudos relacionaram altos niveis de OPG com
maior mortalidade em uma série de condigbes como doencas inflamatérias,
insuficiéncia cardiaca (IC), DAC e DRC(KAZAMA:; SHIGEMATSU; YANO;
TSUDA et al, 2002; MAJERCZYK, WAJDA, HOLECKI; CHUDEK, 2015;
OMLAND; UELAND; JANSSON; PERSSON et al., 2008; REWIUK; GRODZICKI,

2015).

Recentemente uma metanalise sugeriu que mesmo na populagéo geral,
niveis elevados de OPG podem ser marcadores de maior

mortalidade(TSCHIDERER; WILLEIT, SCHETT, KIECHL et al., 2017).

Alguns estudos dentro da DRC ja detectaram a sua capacidade em
marcar mortalidade gera( MORENA; JAUSSENT; DUPUY; BARGNOUX et al,,
2015; NASCIMENTO; HAYASHI; RIELLA; LINDHOLM, 2014). No entanto, a
maior parte dos estudos apresentou seguimento em torno de trés anos e n&o
realizou uma avaliacdo detalhada da condi¢c&o cardiovascular dos pacientes, o
que pode ser um potencial viés de confusdo, uma vez que pacientes

sabidamente cardiopatas apresentam niveis elevados de OPG(DI GIUSEPPE;

43



BIEMANN; WIRTH; MENZEL et al., 2017, RAAZ-SCHRAUDER; SCHRAUDER,;
STUMPF; LEWCZUK et al., 2017; SHETELIG; LIMALANATHAN; ERITSLAND,;

HOFFMANN et al., 2017).

Outra metanalise conduzida recentemente estimou que, para cada
aumento de 1pmol/L de OPG levaria a um risco de 4% de mortalidade
cardiovascular. Esse estudo analisou 10 trabalhos e considerou uma série de
limitacbes como: a auséncia de um valor de corte definido, estudos com
populacdo heterogénea entre si, alguns com pequeno numero de pacientes e
outros essencialmente com populagao dialitica, concluindo portanto que mais
estudos s&o necessarios nesse campo (HUANG; LI, HUANG; HUANG et al.,

2020).

Dessa forma, nosso estudo visa complementar a literatura no que diz respeito
ao papel desses biomarcadores de calcificacdo vascular na doenca renal

cronica.
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3. METODOS

3.1 Desenho do Estudo

Trata-se de um estudo de coorte histérico. Foram selecionados pacientes
com DRC entre os estagios 3 e 5D que eram acompanhados clinicamente na
Fundacdo Pré Renal. Esses pacientes ja apresentavam dosagem sérica de
biomarcadores de calcificac&o vascular realizados previamente(NASCIMENTO;
HAYASHI; RIELLA; LINDHOLM, 2014). Foram entdo seguidos por meio de
acompanhamento do sistema Dialsist®, que é o sistema de prontuarios e

informacgdes clinicas da fundac&o Pré-Renal.

3.1.1 Critérios de Inclusdo e Excluséo

Os critérios de inclusdo no estudo foram:

e Possuir doencga renal crénica nos estagios 3 a 5D;
e Estar em acompanhamento na Fundagéo Pro-Renal de Curitiba;

e Possuir os biomarcadores de calcificagao vascular dosados.

Os Critérios de excluséo no estudo foram:

e [Estar em programa dialitico ha menos de 1 més;

e Para os pacientes em hemodialise, estar recebendo terapia de
hemodialise por meio de cateter venoso central.

e |dade inferior a 16 anos;

o Portadores de doencgas infecciosas previamente conhecidas, como HIV;
ou Hepatites B e C;

e Portadores de doenca inflamatoria conhecida prévia, como artrite

reumatoide, lupus, entre outras.
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3.2 Marcadores

3.2.1 Marcadores séricos

A coleta de sangue foi realizada conforme o protocolo do laboratério local:
0s pacientes permaneceram em jejum durante a noite anterior e o material foi
armazenado a -70°C até que o seu processamento fosse realizado. As coletas
dos pacientes em hemodialise foram realizadas no meio da semana entre a
segunda e a terceira sessdo de hemodidlise e a dos demais pacientes durante

as suas consultas regulares.

Os marcadores PTH, Interleucina - 6 (IL-6), Fator de Necrose Tumoral Alfa
(TNF-Alfa) e Proteina C Reativa (PCR) foram quantificados utilizando ensaio
imunométrico no aparelho Immulite Automatic Analyzer (Siemens Medical

Solutions Diagnostics, Deerfield, IL, EUA).

O nivel de troponina | de alta sensibilidade foi determinado por ensaio
imunométrico com o aparelho Immulite 1000 Analyzer (Siemens Medical

Solutions Diagnostics) de acordo com as orienta¢des do fabricante.

Os niveis de albumina, creatinina, acido urico, ureia, potassio, calcio e
foésforo foram determinados utilizando o aparelho Konelab 20XT centrifuge

analyzer (Thermo Electron Corporation, Finlandia).

Os demais marcadores foram dosados através do meétodo ELISA
comercial: OPG (R&D Systems Inc., Minneapolis, MN, USA), Pentraxina 3 (PTX-
3) (Perseus Proteomics Inc., Tdéquio, Japao), Receptor Soluvel de produtos finais
de glicagdo avangada (sRAGE), e seu ligante a proteina A12 de ligagéo ao calcio

(S100A12) (CycLex Co., Nagano, Japado), FGF23 (Millipore Corporate
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Headquarters, Billerica, MA, EUA) e Fetuina-A (Epitope Diagnostics Inc, San

Diego, CA, EUA).

Todas as analises foram realizadas em parceria da Clinica Pro-Renal com

o Laboratorio de Doencgas Renais do Instituto Karolinska, Estocolmo, Suécia.
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3.2.2 Exames de Imagem

A analise de espessamento médio-intimal (EMI) das carétidas - foi
realizada por meio de um software de deteccdo especifico (GE Vingmed
Ultrasound AS, Noruega), seguindo as recomendacdes da Sociedade Americana
de Ecocardiografia(STEIN; KORCARZ; HURST; LONN ef al, 2008). O
transdutor utilizado foi um M3S de multifrequéncia ligado a uma estagcéo com o

sistema EchopacPC 0.8(GE Vingmed Ultrasound AS).

A analise ecocardiografica foi realizada por meio de um transdutor Vivid |
(GE Vingmed Ultrasound AS) conectado a um computador com o software
EchopacPC vers&o 0.8 (GE Vingmed Ultrasound AS). A analise bidimensional e
o doppler foram realizadas baseadas nas diretrizes vigentes na época pela
Sociedade Americana de Ecocardiografia(LANG; BIERIG; DEVEREUX;
FLACHSKAMPF et al., 2005; QUINONES; OTTO; STODDARD; WAGGONER et

al., 2002).

O doppler tissular foi obtido por meio de imagens das janelas: Apical, 2, 3
e 4 cameras, obtidas ao final da expiragdo com o paciente em decubito lateral
esquerdo. A velocidade de contragdo miocardica foi aferida nos segmentos
basais das paredes inferosseptal, anterosseptal, anterior, anterolateral, inferior

e infero lateral do ventriculo esquerdo, com uma area de 10x7mm.

48



3.3 Participantes e Seguimento

Os pacientes entdo foram divididos em 3 grupos, de acordo com a
modalidade de tratamento em que se encontravam no momento, sendo:

hemodialise, didlise peritoneal e tratamento conservador.

A partir desse momento foi realizado o seguimento por meio de
informagdes contidas no sistema DialSist® por 5 anos. A causa do ébito foi obtida
por meio das informagdes contidas no sistema, e quando n&o disponivel
realizava-se a revisdo do prontuario do paciente, sendo considerada a
informag&o preenchida no campo “causa imediata de ébito”. Obito por causa
cardiovascular foi considerado quando o CID relatado como causa imediata,
intermediaria ou de base foi uma doenc¢a do aparelho cardiovascular, ou quando

0 paciente apresentou morte subita.

Os pacientes que, durante o periodo de avaliacdo, mudaram de
terapéutica por mais de 1 més, por exemplo, passaram de didlise peritoneal para
hemodialise, foram excluidos do estudo e contabilizados como censurados para
fim de determinagcéo de mortalidade, bem como 0s pacientes que abandonaram

o tratamento ou que mudaram de centro de dialise.

Todos os pacientes em hemodialise possuiam fistula arteriovenosa e
eram tratados com dialise convencional trés vezes na semana com membrana

de celulose modificada.

Os pacientes em didlise peritoneal eram tratados com dialise peritoneal
continua com 4 trocas utilizando 2 a 2,5 L de solugdo com 1,5%, 2,5%, ou 4,25%

de glicose.
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Todos os pacientes seguiram com o seu tratamento habitual para DRC
avancada, recebendo as medicacbes indicadas, como quelantes de fésforo,

vitamina D e reposicéo de ferro quando necessario.
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3.4 Analise Estatistica

Os dados foram reportados como medianas (Intervalo interquartil) ou
meédia com desvio padrao para as variaveis quantitativas, conforme o apropriado.

Para variaveis categéricas foram reportados como frequéncia e percentual.

Para determinac&o dos valores de corte dos biomarcadores foi utilizado
curva ROC (Receiver Operating Characteristic) com as areas sob a curva
ajustadas, considerando-se um intervalo de confianca de 95%. Para a

determinagao do ponto de corte foi utilizado 0 método de Youden.

Para verificar o padrao de distribuicdo das variaveis foi utilizado o teste de

Kolmogorov-Smirnov, sendo divididas entre normais ou ndo-normais.

Para comparar dois grupos em relagéo a variaveis continuas foi utilizado
o teste T de Student para variaveis de padr&o normal ou o teste n&o parameétrico

de Mann-Whitey para as amostras sem padréo de normalidade.

Para andlise de correlagdo univariada foi estimado o coeficiente de

correlacéo de Spearman.

A analise de mortalidade foi realizada considerando morte por todas as
causas e morte de origem cardiovascular. Esses resultados foram descritos por
meio de curvas de Kaplan-Meier. Para essa analise foi utilizado o modelo de Fine
e Gray. Para analise de mortalidade geral o transplante foi considerado como
risco competitivo e para a analise de mortalidade cardiovascular, transplante e
outras causas de morte foram consideradas como risco competitivo. A medida
de associacdo estimada foi a subdistribution hazard ratio (SHR) com 95% de

intervalo de confianca.
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Diversos modelos de analise multivariada foram ajustados incluindo como
variaveis explicativas os biomarcadores de calcificacdo vascular que
apresentaram significancia estatistica na analise univariada. Primeiramente foi
ajustado um modelo utilizando-se os préprios biomarcadores e em seguida uma
serie de modelos baseados em variaveis clinicamente relevantes. O primeiro
modelo analisou OPG e FGF-23 ajustado com idade e género. O segundo
modelo utilizou as mesmas variaveis incluindo a presenca de doenca
cardiovascular previamente conhecida ou diabetes. O terceiro modelo utilizou o
modelo anterior adicionado a Proteina C Reativa (PCR) como biomarcador de
inflamac&o. E o0 modelo final utilizou todas as variaveis citadas anteriormente e

incluiu o fato de o paciente estar ou ndo em dialise.

Foram considerados estatisticamente significativos os valores de p

menores que 0,05.

O software utilizado para toda a analise foi o Stata/SE v. 14.1 (StataCorp
LP, College Station, TX, EUA), o SPSS (IBM Corp. Released 2020. IBM SPSS
Statistics for Windows, Version 24.0. Armonk, NY: IBM Corp) e o Software R (R
Development Core Team, 2009. R: A language and environment for statistical

computing).
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4. RESULTADOS
4.1 Perfil dos pacientes

Dos 145 pacientes incluidos no estudo,91 estavam em terapia dialitica,
sendo que 55 em didlise peritoneal e 36 em hemodialise (Figura 9). Ao todo, 89
eram homens (Figura 10). A principal causa de doenca renal cronica foi

hipertensao, seguida de glomerulonefrite (Figura 11).

Modalidade Terapéutica

= Hemodialise Dialise Peritoneal = Conservador

Figura 9: Grafico da distribuicéo da populagéo do estudo de acordo com
modalidade terapéutica.
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Género

m Masculino = Feminino

Figura 10: Grafico da distribuigcdo da populagéo de acordo com o género.

Causa da DRC

m Hipertensdo = Glomerulonefrite = Diabetes = QOutras

A

Figura 11: Gréafico da distribuicdo da populagéo de acordo com a causa
da DRC.
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Ao final do estudo 25 pacientes foram submetidos a transplante renal e 16
perderam seguimento. O numero total de mortes foi 56, sendo 25 de origem
cardiovascular (sendo 2 por morte subita), 17 por infec¢cdes e 14 por outras
causas (figura 12). Sendo destas, 49 em pacientes dialiticos de apenas 7 em

nao dialiticos.

Causa do Obito

» Cardiovascular Infeccdo = Qutras

Figura 12: Grafico de distribuicdo da causa de &bito.
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4.2 Determinacéo dos pontos de Corte

Por meio do uso de Curva ROC, os pontos de corte determinados para
mortalidade geral para OPG foram de 10pmol/L(AUC 0,81),para Fetuina-A de
0,51 pg/mL (AUC 0,56) e para FGF23 de 309 pg/mL (AUC 0,70). As curvas

estao expostas na Figura 6.
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Figura 13: Curvas ROC comparando Fetuina-A (AUC 0,52), FGF-23(AUC

0,70) e OPG (AUC 0,81).
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4.3 Perfil dos Grupos

O perfil epidemioldégico completo - de acordo com o0s niveis dos

biomarcadores de calcificacdo vascular - esta descrito nas tabelas de 4 a 10.

Tabela 4. Perfil clinico e bioquimico dos pacientes de acordo com os niveis de

OPG.
Variavel OPG <10 pmol/L | OPG > 10 pmol/L | p
(n=85) (n=60)

Idade (anos) 550+ 15,2 64,4 +13,0 <0,001
Sexo (masculino) 57 (67%) 32 (53,3%) 0,119
Diabetes (Sim) 23 (27%) 20 (33.3%) 0,462
Dialise (Sim) 36 (42%) 55 (91,7%) <0,001
DCV 14 (16%) 17 (28,3%) 0,102
Hb (g/dL) 12,3+2,0 11,1+£2,1 0,001
Albumina (g/dL) 42+0,6 3,7+0,6 0,001
P (mg/dL) 45+17 48+16 0,351
PTH (pg/mL) 173 £202 301 £ 397 0,005
PCR (mg/dL) 5576 10,6 £ 14,7 0,017
IL-6 (pg/mL) 57+11,9 10,4 £ 13,6 <0,001
TNF-a (pg/mL) 16,9+ 6,1 19,5+9,3 0,063
PTX3 (pg/mL) 40+24 6,1+7 0,001
Fetuina-A (pg/mL) |0,43+0,10 0,40 £ 0,11 0,109
FGF-23 (pg/mL) 4273 £ 11106 5013 + 12023 0,019
S$100A (ng/mL) 63,6 £ 74.4 101,8 £ 96,3 0,008
sRAGE (pg/mL) 1981 + 1214 2577 £ 1124 <0,001
Troponinal (ng/mL) | 0,07 £ 0,07 0,19 +0,29 <0,001

Fonte: O Autor
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Tabela 5: Perfil clinico e bioquimico dos pacientes de acordo com os niveis de

Fetuina-A.
Variavel Fetuina-A < 0,51 | Fetuina-A > 0,51 | p
pg/mL pg/mL
(n=115) (n=30)

Idade (anos) 60,1 + 15,72 545+ 11,05 0,002
Sexo (masculino) |71 (61%) 18 (60%) 0,9
Diabetes (Sim) 32 (27%) 11 (36%) 0,3736
Dialise (Sim) 72 (62%) 19 (63%) 0,99
DCV 25 (21%) 6 (20%) 0,30
Hb (g/dL) 11,76 £2,2 11,8 £1,7 0,788
Albumina (g/dL) 3,862 + 0.0632 4,055 +0,55 0,202
PTH (pg/mL) 2236 +286,5 228,5+ 3528 0,929
P (mg/dL) 4.6 + 1,597 4.8 1,907 0,4857
PCR (mg/dL) 8,077 £12,46 5,78+5,042 0,343
IL-6 (pg/mL) 8,348 £16,7 4,917+5,296 0,523
TNF-a (pg/mL) 17,88 + 6,920 18,07+£10,03 0,9
PTX3 (pg/mL) 5,01 +3,43 428+278 0,285
FGF-23 (pg/mL) 3593,65 + 8909 | 8499 + 18106 0,2209
OPG (pmol/mL) 9,79+ 51 11,04 £ 6,26 0,38
S$100A (ng/mL) 80,1 + 86,41 76,56 * 85,21 0,844
sRAGE (pg/mL) 2069 + 1103 2787 +1499 0,02

Fonte: O Autor
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Tabela 6: Perfil clinico e bioquimico dos pacientes de acordo com os niveis de

FGF-23.
Variavel FGF-23 < 309 |FGF-23 > 309 |p
pg/mL pg/mL
(n=73) (n=71)
Idade (anos) 63,5+ 12,69 543+159 0,002
Sexo (masculino) | 43 (59%) 45 (63%) 0,611
Diabetes (Sim) 28 (38%) 15 (21%) 0,029
Dialise (Sim) 24 (32%) 66 (92%) <0,001
DCV 15 (20%) 16 (22%) 0,84
Hb (g/dL) 12,4+1,9 11,0+ 2,1 0,001
Albumina (g/dL) 3,9+0,66 3.8+0,58 0,29
P (mg/dL) 37+08 55+17 <0.001
PTH (pg/mL) 141 £ 140 309 + 387 <0,001
PCR (mg/dL) 57 +9/1 9.7 £132 0,0391
IL-6 (pg/mL) 7,1£16,7 8.2+6,82 0,601
TNF-a (pg/mL) 16,4 +7,056 19,48 +7,98 0,0158
PTX3 (pg/mL) 3,97+28 5,74 + 6,51 0,001
Fetuina-A (pg/mL) |0,43+0,9 0,40 + 1 0,119
OPG (pmol/mL) 8,22+3,.2 11,94 + 6,42 <0,001
S$100A (ng/mL) 53 +47,4 100 £+ 98 0,002
sRAGE (pg/mL) 1828 + 1148 2617 £ 1175 <0,001
Troponina 0,07 £ 0,07 0,19+0,29 <0,001
(ng/mL)

Fonte: O Autor
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Tabela 7: Achados ecocardiograficos, doppler de carétidas e desfecho dos
pacientes de acordo com os niveis de OPG.

Variavel OPG = 10|OPG > 10 |p
pmol/L pmol/L
(n=85) (n=60)
Disfungao Diastdlica 52 (61%) 47 (78,3%) 0,031
Fracdo de Ejecdo >45% 76 (93%) 50 (89%) 0,356
Indice de Massa Ventricular | 58,1 + 16.6 68.0 £ 23,9 0,008
(g/m?)
Espessamento Médio Intimal | 0,67 + 0,21 0,85+042 0,001
(mm)
Morte por todas as causas 13 (15%) 43 (71%) <0,001
Morte Cardiovascular 6 (7%) 21 (35%) <0,001

Fonte: O Autor

Tabela 8: Achados ecocardiograficos, doppler de carétidas e desfecho dos

pacientes de acordo com 0s niveis de Fetuina-A.

Variavel Fetuina-A < | Fetuina-A > | P
0,51 pg/mL 0,51 pg/mL
(n=115) (n=30)
Disfungao Diastélica 77 (66%) 22 (73%) 0,66
Fracao de Ejecao >45% 107 (93%) 27 (90%) 0,697
Indice de Massa Ventricular | 62,54+20,76 60,53+19,25 | 0,515
(g/m?)
Espessamento Médio Intimal | 0,76+0,35 0,66+0,19 0,15
(mm)
Morte por todas as causas 44 (38%) 12 (40%) 1
Morte Cardiovascular 22 (19%) 5 (16%) 1

Fonte: O Autor
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Tabela 9: Achados ecocardiograficos, doppler de carétidas e desfecho dos
pacientes de acordo com os niveis de FGF-23

Variavel FGF-23 < 309 | FGF-23 > 309 | P
pg/mL pg/mL
(n=73) (n=71)
Disfungao Diastdlica 56 (76%) 42 (59%) 0,031
Fracdo de Ejecdo >45% 65 (93%) 68 (92%) 0,762
Indice de Massa Ventricular | 60 + 17 63 + 23 0,311
(g/m?)
Espessamento Médio Intimal | 0,73 £0,29 0,75+ 0,35 0,55
(mm)
Morte por todas as causas 22 (30%) 34 (47%) 0,0399
Morte Cardiovascular 9 (12%) 18 (25%) 0,05

Fonte: O Autor

A analise univariada de correlacio entre os biomarcadores de calcificagdo

vascular demonstrou correlagéo fraca positiva entre OPG e FGF 23 (r=0,26

p=0,001). No entanto, n&o foi encontrada nenhuma correlacdo com Fetuina-A

(Tabela 10).

Tabela 10: Teste de correlacao entre os biomarcadores de calcificacdo vascular

estudados
Correlagao OPG FGF-23 Fetuina-A
OPG X r=0,25° r=-0,036"
FGF-23 r=0,25° X r=-0,060?
Fetuina-A r=-0,036" =-0.060? X

1p=0,66; 2 p=0,476 * p=0,003
Fonte: O Autor

A comparagao entre pacientes diabéticos e ndo diabéticos também nao

demonstrou diferencas estatisticamente significativas, apesar de uma tendéncia

de os pacientes sem diabetes serem mais jovens (Tabela 11).
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Tabela 11: Perfil de biomarcadores entre pacientes diabéticos e ndo diabéticos

DM Sem DM p

Idade (anos) 62,4+ 11,2 57,4+ 16,1 | 0,067
Albumina (g/dL) |424+ 1,85 3,92+209 |0,32
Fosforo (mg/dL) | 4,24+ 2,56 447 £ 2.2 0,48
PTH (pg/mL) 191,71+ 278 | 239,7 £+ 311 | 0,328
PCR (mg/dL) 6,33+ 9,9 6,26 £ 9,6 0,95
IL-6 (pg/mL) 578+ 10,96 [549+ 87 0,8
TNF-a (pg/mL) 9,97 + 6,9 11,5+ 9 0,16
PTX3 (pg/mL) 457+ 3,3 6,8+ 32 0,51

Fonte: O Autor
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4.4 Analise de Mortalidade

A analise univariada de mortalidade demonstrou que OPG ( >10 pmol/mL)
esteve relacionado com maior mortalidade geral e por causas cardiovasculares
(SHR 7,34; p<0,001 e SHR 7,24; p<0,001, respectivamente), bem como FGF-
23 (>309 pg/mL) (SHR 2,1; p <0,01 e SHR 2,64; p=0,018, respectivamente). No
entanto Fetuina-A (>0,51 pg/mL) nao apresentou relevancia para mortalidade
geral, nem para mortalidade cardiovascular (SHR 1,02; p=0,94 e SHR 0,84;

p=0,71, respectivamente).

Os demais biomarcadores estiveram relacionados com maior mortalidade
geral e por causas cardiovasculares: troponina (SHR= 7.73, p<0.001 e SHR
10.8, p<0.001, respectivamente), log(sRAGE) (SHR=1.47 p=0.150 e SHR 2.07,
p=0.035, respectivamente) e Didlise (SHR 4.80, p<0.001 e SHR 8.73, p=0.003,

respectivamente).

Para FGF-23 e OPG, as curvas de Kaplan Meier demonstraram uma
diferenca inicial de mortalidade entre os grupos (Figuras 11,12,13 e 14) com
aumento no decorrer do tempo. Ja para Fetuina-A, a diferenca entre os grupos

permaneceu igual no decorrer do tempo (Figuras 14 e 19).
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Figura 14: Curva de Kaplan Meier para mortalidade por todas as causas,
comparando grupos com FGF-23 < 309 pg/mL ou FGF-23 >309 pg/mL.
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Figura 15: Curva de Kaplan Meier para mortalidade por causas cardiovasculares,
comparando grupos com FGF-23 < 309 pg/mL ou FGF-23 >309 pg/mL.
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Figura 16: Curva de Kaplan Meier para mortalidade por todas as causas,
comparando grupos com OPG =< 10 pmol/L ou OPG > 10 pmol/L.

08

04

Sobrevivéncia acumulativa

00

s IS, OPG < 10

30 10 50 60 70

=]
(=]

Tempo (meses)

Figura 17: Curva de Kaplan Meier para mortalidade por causas cardiovasculares,
comparando grupos com OPG =< 10 pmol/mL ou OPG > 10pmol/mL
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Figura 18: Curva de Kaplan Meier para mortalidade por todas as causas,
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Figura 19: Curva de Kaplan Meier para mortalidade por causas

cardiovasculares, comparando grupos com Fetuina-A < 0,51 pg/mL ou Fetuina-
A > 0,51pg/mL
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4 5 Analise de Mortalidade Multivariada

No modelo de analise multivariada incluindo OPG e FGF-23, encontramos

OPG como o biomarcador independente, tanto para mortalidade geral quanto

para mortalidade cardiovascular (tabela 12).

Tabela 12: Modelo de analise multivariada utilizando OPG e FGF-23,

considerando mortalidade geral e morte de origem cardiovascular.

Modelo Variavel p* SHR Cl 95%
Mortalidade OPG <0,001 7,07 3,69 - 1356
Geral FGF23 0,61 1 0,49 — 1,52
Morte OPG <0,001 4,98 2,02-12728
Cardiovascular FGF23 0,51 1 0,58 - 297

Fonte: O Autor

Na analise multivariada considerando o fosforo como covariavel, OPG e

FGF 23 continuaram como marcadores independente de mortalidade.

Tabela 13: Modelo de analise multivariada utilizando Fosforo junto com

OPG e FGF-23.
Modelo Variavel p* SHR Cl 95%

Mortalidade OPG <0,001 575 5,75-32408
Geral Fosforo 0,66 0,94 0,725 -1,226
Morte OPG <0,001 7,07 3,69 - 1356

Cardiovascular Fosforo 0,26 0,83 0,59-1,15
Mortalidade FGF-23 <0,08 2,094 0,706 — 1,174

Geral Fosforo 0,46 0,9 0,9 — 4,869

Morte FGF-23 0,035 3,08 1,08 — 8,82
Cardiovascular Fosforo 0,1 0,747 0,52 — 1,058

Na analise multivariada, no modelo incluindo idade e sexo, OPG foi um

marcador independente para mortalidade geral e cardiovascular. Nos demais

modelos, quando incluimos o histérico de doenga cardiovascular, diabetes e

PCR o resultado foi similar. No entanto, quando a dialise foi incluida, essa se

tornou o principal marcador independente (Tabelas 14 a 17).
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Tabela 14: Modelo de analise multivariada para mortalidade por todas as

causas, utilizando OPG como marcador.

Modelo Variavel p* SHR Cl 95%
OPG <0,001 1,08 1.05-112
Modelo 1 Idade 0,079 1,02 1,00-1,05
Sexo (masculino) 0145 0,68 0,40-114
OPG <0,001 1,08 1,05-112
Age 0,128 1,02 1,00 - 1,04
Modelo 2 Sexo (masculino) 0,109 0,64 0,40-110
DM 0,654 0,87 0,48— 1,58
DCV 0,277 1,44 0,74-279
OPG <0,001 1,08 1,04—-112
Idade 0,121 1,02 1,00-1,05
Modelo 3 Sexo (masculino) 0,089 0,62 0,36 — 1,08
DM 0,823 0,93 050-172
DCV 0,371 1,40 0,68 —-285
PCR 0,179 1,01 0,99-1,03
OPG 0,088 1,03 1,00-1,07
Idade 0,004 1,04 1,01 —1,06
Sexo (masculino) 0,161 0,68 0,39-117
Modelo 4 DM 0,968 1,01 0,54 -1,89
DCV 0,551 1,24 061-254
PCR 0,689 1,00 0,99 -1,02
Dialise 0,001 4,88 1,96 — 121

Fonte: O Autor
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Tabela 15: Modelo de analise multivariada para mortalidade por causas

cardiovasculares, utilizando OPG como marcador.

Modelo Variavel p* SHR Cl 95%
OPG <0,001 1,10 1,04-1.15
Modelo 1 Idade 0,855 1,00 0,97 - 1,03
Sexo (masculino) 0,879 0,94 0,44 -2 02
OPG <0,001 1,10 1,04-1.16
Idade 0,929 1,00 0,97 - 1,03
Modelo 2 Sexo (masculino) 0,833 0,92 0,43 -1,99
DM 0,783 1,12 0,50-2,53
DCV 0,426 1,43 0,60-342
OPG 0,001 1,10 1,04-1.16
Idade 0,757 1,00 0,96 —1,03
Modelo 3 Sexo (masculino) 0,904 1,05 0,48 — 2,30
DM 0,687 1,18 0,52 —2,68
DCV 0,340 1,53 0,64 — 3,66
PCR 0,885 1,00 0,96-104
OPG 0,131 1,05 0,98-112
Idade 0,640 1,01 0,98-1,04
Sexo (masculino) 0,727 1,15 0,52 -255
Modelo 4 DM 0,500 1,34 0,57 — 3,11
DCV 0,525 1,33 0,56 —-3,16
PCR 0,603 0,99 0,95-1,03
Dialise 0,020 6,16 1,34 — 284

Fonte: O Autor
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Tabela 16: Modelo de analise multivariada para mortalidade por todas as

causas, utilizando FGF-23 como marcador.

Modelo Variavel p* SHR Cl 95%
FGF-23 0,004 2,37 1,32-4,24
Modelo 1 Idade 0,001 1,04 1,02 -1,07
Sexo (masculino) 0,077 0,63 0,37 -1,05
FGF - 23 0,005 2,31 1,29-4,15
Idade 0,001 1,04 1,02 -1,07
Modelo 2 Sexo (masculino) 0,072 0,61 0,36 -1,04
DM 0,98 1,01 0,56 - 1,81
DCV 0,52 1,23 0,65-234
FGF - 23 0,029 2,09 1,08 -4,03
Idade 0,003 1,04 1,01 -1,07

Sexo (masculino) 0,056 0,58 0,33-1,01

Modelo 3

DM 0,83 1,07 0,58 -1,98

DCV 0,59 1,22 0,6-248
PCR 0,42 1,01 0,99-1,03

FGF - 23 0,75 0,89 0,44 - 1,81
Idade 0,003 1,04 1,01 -1,07
Sexo (masculino) 0,16 0,67 0,38-1,17

Modelo 4 DM 0,81 1,08 0,58 -2
DCV 0,59 1,21 0,61-237
PCR 0,67 1 0,99-1,03
Dialise <0,001 6,55 2,49-19,12
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Tabela 17: Modelo de analise multivariada para mortalidade por causas

cardiovasculares, utilizando FGF-23 como marcador,

Modelo Variavel p* SHR Cl 95%
FGF-23 0,03 2,72 1,1-6,72
Modelo 1 Idade 0,068 1,03 1-1,06

Sexo (masculino) 0,74 0,88 0,42 -1,86

FGF -23 0,036 2,72 1,07 -6,95

Idade 0,12 1,03 0,99-1,06

Modelo 2 Sexo (masculino) 0,77 0,89 0,42 -1,92
DM 0,46 1,35 0,61-297

DCV 0,82 1,12 0,44 -286

FGF -23 0,052 2,59 0,99-6,79

Idade 0,22 1,02 0,99-1,06

Sexo (masculino) 0,95 1,03 0,47 -2,26

Modelo 3 DM 0,39 1,43 0,63 - 3,21
DCV 0,67 1,23 0,48-3,13

PCR 0,78 0,99 0,96 -1,03

FGF -23 0,93 1,05 0,33-3,39

Idade 0,31 1,02 0,98 -1,05

Sexo (masculino) 0,72 1,16 0,52 -2,58

Modelo 4 DM 0,41 1,43 0,61-3,37
DCV 0,66 1,24 0,49-3,12

PCR 0,58 0,99 0,95-1,03
Dialise 0,017 8,51 1,46 - 53,95
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5. DISCUSSAO

A principal causa de mortalidade em nosso estudo foram as doencas
cardiovasculares e esse resultado € compativel com 0 que temos na literatura.
Estudos populacionais ja demonstraram um aumento progressivo de mortalidade
cardiovascular com a piora da fun¢édo renal(THOMPSON; JAMES; WIEBE;
HEMMELGARN et al., 2015). A principal causa de DRC foi hipertens&o arterial,
0 que também é compativel com os dados locais (PICCOLLI; NASCIMENTO;

RIELLA, 2017).

Em nossa analise encontramos correlagédo entre FGF-23 e OPG. Um
estudo prévio com 51 pacientes demonstrou esse mesmo resultado (SIOMOU;
CHALLA; PRINTZA; GIAPROS et al., 2011). Acredita-se que isso ocorra, pois,
a OPG pode ter sua producéo exacerbada em resposta ao remodelamento 6sseo

da DRC e o FGF-23 aumentar em resposta a hiperfosfatemia.

Recentemente um estudo genético demonstrou outra possivel relagdo
entre esses 2 biomarcadores, com o FGF-23 sendo capaz de induzir a expressao
do gene de OPG nas células da musculatura lisa dos vasos, estando
exacerbado em diabéticos(NAKAHARA, KAWAI-KOWASE; MATSUI; SUNAGA

et al., 2016).

Nao encontramos correlagdo de Fetuina-A com nenhum dos outros
marcadores de calcificagdo vascular estudados. Mattizoli et al. propds uma
potencial regulagdo da producdo de Fetuina-A pelo FGF 23, ocorrendo
principalmente  nos  oste6citos(MATTINZOLI;, RASTALDI;, IKEHATA,
ARMELLONI et al., 2016). No entanto, na época de realizagéo desse estudo, sua

metodologia foi questionada(JAHNEN-DECHENT; BRYLKA; SCHINKE;
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MCKEE, 2016). Ja no ano de 2019 novamente essa relagéo foi encontrada nas
células mesenquimais(MATTINZOLI; IKEHATA; TSUGAWA; ALFIERI ef al.,
2019; MATTINZOLI; IKEHATA; TSUGAWA; ALFIERI et al., 2018). No entanto,
todos esses estudos foram realizados em modelos in vitro, os estudos in vivo
que avaliaram esses biomarcadores também nado encontraram correlacéo
positiva(ROOS; LUTZ, SALMHOFER,; LUPPA et al., 2008), sugerindo que essa
relacio até possa existir do ponto de vista bioquimico, mas sem impacto clinico

direto no paciente.

Apesar de estudos terem sugerido o uso da relagéo Fetuin/OPG, os dados
atuais ndo demonstraram correlagdo entre essas variaveis, o que € compativel
com nossos resultados (KIM; KIM; HAN; YOON ef al., 2013; PATEINAKIS;

PAPAGIANNI; DOUMA; EFSTRATIADIS et al., 2013).

Uma associacdo interessante foi encontrada entre os niveis séricos de
SRAGE e os biomarcadores de calcificagéo vascular. Essa associagdo nao esta
totalmente compreendida mas alguns autores sugerem que os produtos de
glicacdo avancada podem estimular a atividade osteoclastica e elevar os niveis
de OPG circulantes(NDIP; WILKINSON; JUDE; BOULTON et al, 2014;
YOSHIDA; FLEGLER; KOZLOV; STERN, 2009). Para a associacdo com FGF-
23 um estudo de 2017 demonstrou que os produtos de glicacdo avangada sao
capazes de induzir a producéo de FGF23 por meio da inducdo genética. Esse
achado pode servir como base para futuros estudos(BAR; WACHTER; WEGE:;
NAVARRETE SANTOS ef al, 2017). A justificativa para a associagdo com
Fetuina-A n&o esta clara na literatura, no entanto, um estudo de 2015 detectou
o mesmo fendbmeno, demonstrando a capacidade da Fetuina-A em predizer a

intensidade da ag¢do dos produtos de glicacdo avangada na intima dos vasos
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(JANDA; KRZANOWSKI; GAJDA; DUMNICKA et al., 2015). A analise dos
produtos de glicagdo avangada nao estava no escopo desse trabalho, mas abre

caminho para estudos futuros.

Até 0 momento n&o havia relato na literatura de algum estudo utilizando
curva ROC para determinar o valor de corte dos biomarcadores de calcificagéo
vascular. No entanto, um estudo utilizou essa metodologia para comparar
diferentes biomarcadores e encontrou um resultado similar, sendo a OPG o
biomarcador com maior area sobre a curva de todos(ALDERSON; RITCHIE;

MIDDLETON; LARSSON et al., 2016).

Dentre os biomarcadores estudados, a Fetuina-A ndo demonstrou estar
relaciona com piores desfechos. Estudos prévios haviam sido inconclusivos a
esse respeito, alguns sugerindo que niveis elevados fossem relacionados a
maior mortalidade e outros que a mortalidade estaria relacionada aos niveis
reduzidos (COEN; MANNI; AGNOLI; BALDUCCI et al., 2006; EL-SHEHABY;
ZAKARIA; EL-KHATIB; MOSTAFA, 2010). Diversos estudos obtiveram resultado
semelhante ao nosso com relacdo a Fetuina-A, n&o sendo considerado um
marcador de morte geral ou por causas cardiovasculares(ALDERSON; RITCHIE;
MIDDLETON; LARSSON et al., 2016; HONDA; QURESHI; HEIMBURGER,;

BARANY et al., 2006).

Esse dado pode ser corroborado quando analisamos a curva ROC desse
biomarcador, onde encontramos uma linha praticamente reta com uma area sob
curva minima. Uma explicagéo possivel para essa divergéncia pode ser o fato
de que esse biomarcador apresenta uma ampla variabilidade durante o dia,
inclusive se for dosado antes e apds a dialise(SHOUMAN; ISMAIL; BADR;

ABDELRAHMAN et al., 2015). A maior parte dos estudos, incluindo o0 nosso, fez
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uma dosagem do biomarcador num momento uUnico, podendo afetar os

resultados.

O principal achado do nosso estudo foi o fato de que OPG e FGF 23 s&o
biomarcadores independentes de mortalidade, apesar de outros fatores
confundidores como idade, sexo, diabetes, presenca de doenca cardiovascular

ou mesmo a inflamacao.

Alguns estudos prévios haviam demonstrado que a OPG poderia ser
maior em homens e em pessoas mais idosas(MAKHLUF; MUELLER; MIZUNO;
GLOWACKI, 2000; SZULC; HOFBAUER; HEUFELDER; ROTH et al., 2001). Em
nosso estudo também encontramos essa relagédo com a idade, sendo OPG maior
nas pessoas com mais de 60 anos. Porém, ndo encontramos diferen¢a quanto
ao sexo. Quanto a FGF23, alguns autores postularam uma relagéo inversa com
a idade, afirmando ser maior em individuos mais jovens, como encontrado por
Imanishi ef. al. em seu trabalho, por um mecanismo ainda nado totalmente
compreendido(IMANISHI; INABA; NAKATSUKA; NAGASUE ef al., 2004). Esse
relato é corroborado por nossos achados, em que 0s pacientes com menos de

60 anos apresentaram niveis maiores de FGF-23, com significancia estatistica.

Esses dados podem nos apontar a possibilidade de idade e sexo serem
fatores de confusdo para analise de mortalidade, porém, quando incluimos
esses fatores na analise multivariada, tanto OPG quanto FGF-23 continuaram

apresentando-se como marcadores independentes de mortalidade.

A ideia da OPG como biomarcador de aterosclerose e disfunc&o endotelial
pode ser observada em nosso estudo quando encontramos uma espessura

médio-intimal maior nos pacientes com niveis maiores de OPG. Esse resultado
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pode ser justificado pelo fato de estudos in vitro sugerirem que a OPG possui
capacidade de induzir modificagbes na musculatura lisa dos vasos, promovendo
morte celular e liberagdo de metaloproteinases (MORAN; MCCANN; KARAN;

NORMAN et al., 2005).

Quando analisamos nossos resultados, podemos perceber que ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre o espessamento intimal das
carotidas entre os grupos. Alguns estudos sugerem que pode haver relagcio entre
aterosclerose e FGF-23 em diferentes populagbes(DIMAS; ILIADIS; TEGOS;
SPIROGLOU et al., 2015, KESTENBAUM; SACHS MICHAEL; HOOFNAGLE
ANDY:; SISCOVICK DAVID et al., 2014). No entanto, diversos outros trabalhos
tiveram resultados divergentes, alguns deles nao encontrando relagdo entre
esses biomarcadores (PARK; JO; HAN; KIM et al., 2013) e outros encontrando
uma relacdo inversa (ASHIKAGA; HONDA; SUZUKI; HOSAKA et al., 2010).
Dentre esses estudos um que merece destaque é Turan et al (2016) em que o
FGF-23 foi um biomarcador de calcificagc&o vascular, porém sem relagdo com o
espessamento médio-intimal carotideo. O autor sugeriu que esse resultado pode
ocorrer pois o FGF-23 estaria relacionada a calcificagéo direta do vaso, mediada
pela relacdo entre foésforo e calcio, sem necessariamente a formacéo de uma

placa aterosclerética(TURAN; KIRCELLI; YAPRAK; SISMAN et al., 2016).

Quanto a fungdo ventricular, outros estudos também haviam
demonstrado uma relacdo inversa entre OPG e fragcé&o de ejecéo (LINDBERG;
JENSEN; HOFFMANN; IVERSEN ef al., 2014; OMLAND; DRAZNER; UELAND,;
ABEDIN et al., 2007; UELAND; DAHL; KJEKSHUS; HULTHE et al., 2011).
Porém, a populacdo desses estudos era diferente, apresentava apenas

pacientes cardiopatas sem doenga renal cronica. Estudos com populagdes mais
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semelhantes a do nosso estudo também ndo encontraram essa
relacdo(SHETELIG; LIMALANATHAN; ERITSLAND; HOFFMANN ef al., 2017).
No entanto, todos esses estudos possuem algo em comum com O NOSSO:
relacdo direta entre OPG e Massa Ventricular. A hipotese postulada por Omland
et al (2007), seria de que a OPG seria estimulada pela resposta inflamatéria

ventricular induzida pela sobrecarga de volume.

O FGF-23 também ja havia sido relacionada com maior massa ventricular
esquerda(GUTIERREZ; JANUZZI; ISAKOVA; LALIBERTE et al., 2009). Esses
dados podem parecer a primeira vista divergentes do nosso resultado, que néo
encontrou massa ventricular maior nos pacientes com maiores niveis de FGF-
23, porém, esse estudo comparou pacientes com doenca renal crdénica com a
populacdo normal, o que por si sé ja € um viés de confusdo, uma vez que a
massa ventricular esquerda ja € sabidamente maior em pacientes com doenca
renal crénica, bem como os niveis de FGF-23 ja estdo elevados mesmo na fase
inicial, além de ambos elevarem em resposta aos niveis séricos de
fosforo(CHUE; EDWARDS; MOODY; STEEDS et al, 2012; GLASSOCK;
PECOITS-FILHO; BARBERATO, 2009; ISAKOVA; WAHL; VARGAS;
GUTIERREZ et al., 2011). Por isso, quando analisamos os dados secundarios
do estudo de Guiterrez et al (2009), vemos que para 0s pacientes ja pacientes
com doenca renal crénica essa relagdo nao foi valida, sendo compativel com os

nossos resultados.

Um dado curioso encontrado foram menores niveis de FGF-23 em
individuos diabéticos. Uma subanalise do estudo Reason for Geographic and
Racial Differences in Stroke (REGARDS) comparando a resisténcia insulinica

com niveis de FGF-23 encontrou uma associagcdo positiva entre esses
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biomarcadores, mas quando analisou a populagdo com doenca renal cronica
essa relacdo nao foi encontrada(HANKS; CASAZZA; JUDD; JENNY et al., 2015).
Uma hipbtese para esse fendbmeno poderia ser o fato de diabéticos terem uma
tendéncia a apresentar uma doenga 0ssea de baixa remodelacdo, com PTH mais
baixo e consequente menor FGF-23, porém quando comparamos 0s pacientes
com e sem diabetes vemos que nao diferencga estatisticamente significativa entre
esses grupos para fosforo, PTH, idade, albumina, PCR, e outros marcadores
inflamatérios. Dessa forma, esse mecanismo ainda ndo esta totalmente
explicado, recentemente alguns trabalhos sugeriram que a infus&o de insulina
exdgena pode reduzir os niveis circulantes de FGF-23 e os pacientes renais
cronicos avancados tendem a utilizar mais insulina como terapia para o diabetes

(BAR; FEGER; FAJOL; KLOTZ et al., 2018).

Alguns estudos ja haviam demonstrado relagdo entre OPG e FGF-23 e
calcificacdo vascular em diabéticos (FREEDMAN; DIVERS; RUSSELL;
BOWDEN et al., 2015; HARPER; FORDE; DAVENPORT; ROCHFORT et al.,
2016; OLESEN; LEDET; RASMUSSEN, 2005). No entanto, esses resultados ou
foram obtidos em modelo experimental ou entdo em populacao totalmente
diabética. N&o ha relatos de uma analise comparando esses niveis em pacientes
com de doenca renal cronica diabética e ndo diabética. Ja sabemos também que
o dano renal tem maior impacto em calcificagcdo vascular do que o diabetes em
si (PALIT; KENDRICK, 2014). Possivelmente esse fato possa explicar o porqué
nédo termos encontrado diferenca entre esses biomarcadores e o fato de o

paciente possuir ou n&o diabetes.
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Apesar desses resultados, OPG e FGF-23 continuaram sendo um
marcador independente, mesmo quando foi incluida a presencga de DCV prévia

ou DM nos modelos de analise.

Alguns estudos prévios haviam postulado que os niveis de OPG poderiam
estar afetados pela inflamacéo, pois haviam detectado que a expresséo de OPG
no tecido vascular poderia ser induzida por citocinas inflamatérias(ZHANG; FU;
MYLES; ZHU et al., 2002). Em nosso estudo detectamos uma correlagéo positiva
entre biomarcadores inflamatorios (IL-6 e PCR) e OPG, corroborando essa

hipotese.

Diversos estudos também ja encontraram correlacdo positiva entre
biomarcadores inflamatérios e FGF-23, principalmente para a PCR (MANGHAT;
FRASER; WIERZBICKI; FOGELMAN et al., 2010). Duas hipoteses foram
estabelecidas para esse mecanismo, a primeira de que o FGF-23 poderia induzir
indiretamente a inflamacéo por meio da redugéo provocada de niveis séricos de
vitamina D por meio da inibicdo da 1-hidroxilase e estimulacao da 24-hidroxilase
(HASEGAWA; NAGANO; URAKAWA, YAMAZAKI et al, 2010; SHIMADA,
HASEGAWA; YAMAZAKI; MUTO et al., 2004). A outra seria por meio da indugéo
direta, uma vez que o FGF-23 é capaz de ativar receptores hepaticos e do tecido
adiposo, aumentando a produgéo de citocinas inflamatérias(KUROSU; CHOI;
OGAWA; DICKSON et al., 2007). Nosso estudo demonstrou uma associagao

positiva entre FGF-23 e PCR, mas néao com IL-6.

Apesar de termos encontrado niveis significativamente maiores de
biomarcadores inflamatdrios no grupo com niveis mais elevados de OPG e FGF-

23, quando a PCR foi incluida na analise multivariada, OPG e FGF-23
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continuaram como marcadores independentes de mortalidade geral, e apenas

OPG para mortalidade por causas cardiovasculares.

Alguns estudos também haviam proposto um potencial papel anti-
inflamatério da Fetuina-A, no entanto, ndo encontramos qualquer associacao
entre niveis desse biomarcador e biomarcadores inflamatérios (CHERTOV;

ERMOLAEVA; SATPAEV; SASCHENKO et al., 1994).

Quando incluimos a dialise no modelo de analise multivariada, todos os
demais biomarcadores perderam poder estatistico, uma vez que ela € o maior
marcador de mortalidade. Esse resultado ja era esperado uma vez que esses
s$80 0s pacientes mais graves e com pior prognostico, e também ja € descrito
que essa populagéo apresenta niveis mais elevados de OPG e FGF-23 (GO;
CHERTOW, FAN; MCCULLOCH et al, 2004; VIK; BRODIN; MATHIESEN,;

BROX et al., 2017).

Dessa forma, podemos perceber que ambos s&o biomarcadores
independentes de outros fatores de confusdo de mortalidade geral e
cardiovascular, porém, a OPG apresentou-se mais relevante, uma vez que a sua
curva ROC apresenta uma maior area sobre a curva e na analise multivariada

incluindo os dois biomarcadores, apenas OPG foi estatisticamente significativa.

Um estudo prévio havia demonstrado a OPG como biomarcador de
mortalidade geral em 3 anos, no entanto, n&o havia incluido essas variaveis na
analise € nem avaliado a mortalidade cardiovascular(NASCIMENTO; HAYASHI;
RIELLA; LINDHOLM, 2014). Esses resultados corroboram outros estudos, como
o de Morena et al. e Matsubara et al que encontraram uma maior mortalidade

nos pacientes com maiores niveis circulantes de OPG(MATSUBARA;
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STENVINKEL; QURESHI; CARRERO et al., 2009). Kuzniewski M et al. propos
recentemente que a relagéo entre OPG e o ligante relacionado ao TNF poderia
atuar como um marcador de mortalidade em pacientes dialiticos, mas mesmo
quando analisamos apenas os niveis isolados de OPG nesse estudo o resultado
é o mesmo. (KUZNIEWSKI; FEDAK; DUMNICKA: STEPIEN et al., 2016). Esses
estudos, em conjunto como nosso, reforcam o papel da OPG como marcador de

mortalidade em pacientes com doenc¢a renal crénica.

Um fato interessante que pode explicar a razdo de a OPG estar
relacionada com maior mortalidade cardiovascular pode ser o resultado
encontrado por Shaker et al, que relatou a alta presenga de OPG nos trombos
obtidos das placas ateroscleréticas rotas durante um infarto agudo do
miocardio(SHAKER; EL-SHEHABY; NABIH, 2010). Nosso estudo encontrou
também uma correlagdo positiva entre OPG e Troponina, 0 que poderia

corroborar essa hipotese.
Cabe ressaltar, também, que nosso estudo possui limitagdes como:

e N&o possuiamos disponivel o exame de quantificacdo de escore
de calcio coronariano na época da coleta dos dados.

e Os biomarcadores foram aferidos em um uUnico momento € nao
avaliados de modo continuo no decorrer do acompanhamento.

e Seguimento por meio de prontuario médico.

Em sintese, nossos achados condizem com outros estudos, com FGF-23
e OPG sendo biomarcadores independentes de mortalidade, apesar de uma
série de confundidores, exceto por didlise, sendo a OPG um biomarcador mais

importante. Esses dados indicam que esses biomarcadores podem ser uteis
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para a determinacdo de prognostico em pacientes com doenca renal cronica.
Esses resultados também podem guiar estudos futuros em terapias que possam
visar a reducdo desses biomarcadores e a consequente mortalidade dessa

populagéo.
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6. CONCLUSAO

Dessa forma podemos concluir que:

1. OPG e FGF-23 estdo relacionados a maior mortalidade geral em
pacientes com doenca renal crénica em 5 anos, mas n&o a Fetuina-A.

2. OPG e FGF-23 estdo relacionados a maior mortalidade por causas
cardiovasculares em pacientes com doenca renal crénica em 5 anos, mas
néo a Fetuina-A.

3. OPG é um marcador de mortalidade geral e por causas cardiovasculares,
independente de FGF-23 ou Fdsforo.

4. Existe relacdo direta entre marcadores inflamatérios e FGF-23 e OPG,
principalmente a PCR.

5. Existe relagdo direta entre os marcadores de produtos de glicacao
avancada e OPG, FGF-23 e Fetuina-A

6. A massa ventricular esquerda foi maior nos pacientes com niveis mais
elevados de OPG, FGF-23 e Fetuina-A.

7. OPG e FGF-23 continuaram como marcadores independentes de
mortalidade geral e por causas cardiovasculares apesar da idade, sexo,
histérico de doenca cardiovascular, diabetes ou niveis séricos de PCR,

mas nao de dialise.
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APENDICE

Teste de Correlagéo de Spearman

Correlagoes
= Indice de
Fracao Massa Fetuina-
OPG Hb [ Albumina | Fésforo | PCR IL-6 TNF-a | PTX3 | FGF23 | S100A | SRAGE | Troponin- | de |, >0 | EMI A
(pmol/L) | (g/dL) (g/dL) (mg/dL) | (mg/dL) | (pg/mL) | (pg/mL) | (pg/mL) | (pg/mL) | (ng/ml) | (pg/ml) | I (ng/mL) | Ejecéo E d (mm) ml
%) squerda (pg/mL)
(g/m?)

(p%F;ﬁ_) 1,00 | -,272" -,358" 016 | ,2517| ,388" 015 | ,3267| 2637 215 | 336 5447 | 219 2377 | ;398" 0,05
Hb (g/dL) -2727 | 1,00 013 | -3877| -204"| -2257| 017 -382"| -374"| -008| -332" 197 0,02 0,10 | 0,03 0,10
Alb (g/dL) -358"| 013 1,00 0,05 0,18 0,19 0,08 -0,08 002| -017| -001 2197 0,09 021 -014 0,11

Foésforo . o - - - . B

(mgfdL) 0,16 | -,387 0,05 1,00 0,02 242 1259 1269 676 017 | 297 0,17 0,13 -194"| 0,08 0,07

(nf ;LTL) 2517 | -,204° 0,18 0,02 100| ,658"| 2387 2487 | 2227 263" 0,15 3417 014 205" | 0,09 0,03

(plgL/-n?L) 388" | -,2257 019 | 2427 658" 1,00 | 3497 | 3457 3007 | 2477 0,11 422" -0,03 015| 1717 -182

(’TJQN/E;"L") 015 | -0,17 0,08 | 259" 238" 349" 100| 3637 | 3437 174 209" 269" | -2107 0,10 | -0,07 171

(:;T,fl’_) 3267 | -,382" 008 | 2607 | 248" | 3457 363" 100 353" o016 286" 205" | -0,10 0,10 | 0,04 0,09

FGF23 - - - - o - - B - .

(pg/mL) 263" | -,374 0,02 | 676 222 ,309 ,343 ,353 1,00 191 461 1297 0,00 0,06 | -0,14 0,06

S100A . . » . .

(ngirmL) 215" | -0,08 0,17 017 | ,263 247 174 0,16 191 1,00 -0,03 011| -0,08 0,12| 0,02 0,05

SRAGE - - » | - - .

(ogimL) 336" | -,332 0,01 1297 0,15 0,11 1209 1286 461 -0,03 1,00 1303 013 0,05 | -0,05 0,12
Tzﬁgfn:'f)" 544" | 197 -219 017 | 3417 | 422" | 2697 | 205 | 2077 o011| 308" 1,00 | -385" 207" | 240" | 007
Fragéo de

Ejecao -219° [ 0,02 0,09 0,13 -0,14 0,03 -210 -0,10 000| -008| -0,13 -,385" 1,00 -3307 | -0,10 0,03

(%)
indice de

Massa . N . . . o
Ventricular 237" | -0,10 021 -194 1205 0,15 0,10 0,10 0,06 0,12 0,05 297" | -,330 1,00 | 234 0,03
Esquerda

(g/m?)
EMI (mm) 398" | 0,03 0,14 0,08 0,09 71| 0,07 0,04 0,14 0,02| -005 240" | -0,10 2347 | 1,00 0,16
F(ept;‘/i:i')’* 0,05| 010 0,11 0,07 -003] -182 | -171| -0,09 0,06 | -0,05 0,12 -0,07| -0,03 0,03 | 0,16 1,00

** A correlagéo é significativa no nivel p <0,01

*. A correlagdo é significativa no nivel p < 0,05
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Descricao dos testes de sensibilidade e especificidade

Fetuina - A

Valor | Limite Inferior | Limite Superior
Sensibilidade 0.214 0.116 0.344
Especificidade 0.797 0.678 0.887
Valor Preditivo Positivo 0.480 0.331 0.640
Valor Preditivo Negativo 0.537 0.358 0.699
Razao de Verossimilhanca Positiva | 1.055 0.525 2.120
Razao de Verossimilhanca Negativa | 0.986 0.820 1.186

FGF-23

Valor | Limite Inferior | Limite Superior
Sensibilidade 0.607 0.468 0.735
Especificidade 0.766 0.643 0.862
Valor Preditivo Positivo 0.694 0.556 0.803
Valor Preditivo Negativo 0.690 0.559 0.810
Razao de Verossimilhanca Positiva | 2.590 1.586 4.230
Razao de Verossimilhanca Negativa | 0.513 0.361 0.730

OPG

Valor | Limite Inferior | Limite Superior
Sensibilidade 0.768 0.636 0.870
Especificidade 0.875 0.768 0.944
Valor Preditivo Positivo 0.843 0.718 0.916
Valor Preditivo Negativo 0.812 0.695 0.913
Razao de Verossimilhanca Positiva | 6.143 3.162 11.933
Razao de Verossimilhanca Negativa | 0.265 0.163 0.431
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