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RESUMO
Dias CB. Doenca 6ssea em glomerulopatia priméaria [tesg]. Sdo Paulo: Faculdade de

Medicina, Universidade de S0 Paulo; 2005. 51p.

INTRODUCAO: Alteracdes no tecido 6sseo e no metabolismo da vitamina D sfo
encontradas em pacientes com proteindria, porém ainda € um assunto controverso.
Estudos prévios com bidpsia 6ssea em pacientes com sindrome nefrotica demonstraram
desde tecido normal até lesdes caracteristicas de osteomaécia e osteite fibrosaa O
objetivo deste estudo foi analisar o metabolismo e o tecido 6sseo de pacientes com
proteindria decorrente de doenca glomerular priméria, sem uso prévio de glicocorticode
ou outra droga imunossupressora e com filtragdo glomerular normal. METODOS:
Dezessete pacientes com proteindria 3 1,5 g/dia, bidpsia renal confirmando
glomerulopatia priméria e clearance de creatinina > 55 mL/min/1,73n? foram estudados.
Em todos os pacientes foram realizadas dosagens séricas de célcio idnico, fosforo, PTHI,
25(0OH)D3, 1,25(0H),D3, dosagens urinarias de sodio e célcio e bidpsia 6ssea com
andlise histomorfométrica, além da retirada de fragmentos 6sseos dessas bidpsias (n=13)
para cultura de osteoblasto, na qual avaliouse proliferacdo celular e atividade de
fosfatase acalina. Analisaramse ainda marcadores bioquimicos de formagdo Ossea,
fosfatase dcaliina fragdo OGssea e osteocalcina RESULTADOS: A andise
histomorfomeétrica comparada a controles de literatura demonstrou: menor volume 0sseo
(20,9 + 14,5vs 26,8 + 5,9 %, p= 0,0008), menor volume ostedide (0,9 £ 0,7 vs2+ 1,4

%, p= 0,0022), menor espessura ostedide (6,4 + 2,8 vs 11,5 + 3,2 mm, p< 0,0001), menor



superficie mineraizante (4,6 £ 3,1 vs 13,5 + 6 %, p< 0,0001) e menor taxa de formacéo
6ssea (0,03 + 0,04 vs 0,09 + 0,05 mm/m/d, p< 0,0001), assim como, maior Separacio
entre as traves 0sseas (475,5 + 96,4 vs 368,3 + 86,2 nm, p= 0,0002) e menor nimero de
traves (1,7 £ 0,2 vs 2,0 + 0,3 mm, p= 0,004). Esses resultados sdo compativeis com
diminuicdo da remodelacdo Gssea e comprometimento de sua microarquitetura
Corroborando os resultados da histomorfometria, observouse diminuicdo da
proliferacdo celular dos osteoblastos dos pacientes quando comparados a controles
(910,2 + 437,1 vs 2261 + 1121 dpm/well, p= 0,0016). Nos resultados bioquimicos
destacouse a correlacdo negativa da 25(OH)D; com a proteindria e positiva com a

proliferacdo dos osteoblastos em cultura. N&o houve ateracdes nas dosagens séricas dos

marcadores de formagso 6ssea. CONCLUSAO: Esse estudo demonstrou que pacientes
com glomerulopatia priméria proteinuricos e filtraco glomerular preservada apresentam
diminuicdo da remodelacdo Ossea e comprometimento da microarquitetura,

provavel mente relacionado a perdas urinérias de 25(0OH)Ds e 1,25(0H),Ds.

Descritores: Sindrome nefrética, doencas 0sseas, bidpsia, proteindria, cultura de células,

vitamina D, calcifediol, horménio paratiredideo, fosfatase alcalina.



SUMMARY

Dias CB. Bone disease in primary glomerulopathy [thesis]. S&o Paulo: “Faculdade de

Medicina, Universidade de S&o Paulo”; 2005. 51p.

INTRODUCTION: Much controversy surrounds the topic of bone alterations and
vitamin D metabolism in proteinuria patients. Bone biopsy studies in patients with
nephrotic syndrome have produced results varying from normal tissue to lesions
characterigtic of osteomalacia and osteitis fibrosa. The objective of this study was to
analyze bone tissue and vitamin D metabolism in proteinuric patients not having
previously taken glucocorticoids or other immunosuppressive drugs and with normal
glomerular filtration. METHODS:. Seventeen patients with proteinuria 3 1,5 g/day,
biopsy confirmed primary glomerulopathy and creatinine clearance > 55 mL/min/1,73n?
were studied. Serum levels of ionized calcium, phosphorus, intact parathormone, 25
hydroxyvitamin 3 and 1,25-dihydroxyvitamin D;, were determined, as were urinary
excretions of sodium and calcium. Histomorphometric analysis of bone biopsies was
performed for all patients, and bone fragments were obtained for osteoblast culture (n =
13), in which we evauated cell proliferation and akaline phosphatase activity.
Biochemical bone formation markers were analyzed by bone akaline phosphatase and
osteocalcin. RESULT: Comparing patients to controls, we found lower mean trabecular

bone volume (20.9 + 14.5% vs. 26.8 + 5.9%; P = 0.0008), osteoid volume (0.9 £ 0.7%

vs. 2 = 1.4%; P = 0.0022), osteoid thickness (6.4 £ 28 nmvs. 11.5 £ 32 nm; P <



0.0001), mineralizing surface (4.6 £ 3.1% vs. 13.5 + 6%; P < 0.0001), bone formation
rate (0.03 + 0.04 mm/m/day vs. 0.09 + 0.05 mm°*/m?/day; P < 0.0001) and trabecular
number (1.7 £ 0.2/mm vs. 20 £ 0.3/mm; P = 0.004), as well as greater trabecular
separation (475.5 £ 96.4 mm vs. 368.3 + 86.2 mm, P = 0.0002). These data indicate
reduced bone remodeling and altered bone microarchitecture. In corroboration, mean
osteoblast proliferation was lower in patient samples (910.2 + 437.1 dpm/well).
Concentrations of 25-hydroxyvitamin-D3 correlated negatively with proteinuria and
positively with osteoblast proliferation in culture. Biochemical bone formation markers
not demonstrated alteration. CONCLUSION: Our results demonstrate that proteinuric

patients with primary glomerulonephritis and norma glomerular filtration present
reduced bone remodeling and atered bone microarchitecture, may be relationship with

loss urinary of 25(OH)D; and 1,25(0OH) 2Ds.

Descriptors. Nephrotic syndrome, Bone diseases, biopsy, cell culture, vitamin D,

calcifediol, parathyroid hormone, alkaline phosphatase.



1- INTRODUCAO

Sindrome nefrética € uma manifestagdo clinica de doenca glomerular que
acomete individuos de diversas faixas etarias e caracteriza-se por proteindria maior que
3 — 3,5 g/24h, hipoabuminemia, edema e hipercolesterolemia (1). Em decorréncia da
ateracdo na permeabilidade glomerular, ocorre perda urinaria de albumina,
imunoglobulinas, transferrina, vitaminas, além de outros elementos (1). Dentre as
vitaminas perdidas, destacamos a vitamina D, que esta envolvida no metabolismo

cacio/fosforo.

M etabolismo da Vitamina D

Duas sdo as fontes de vitamina D. A primeira € constituida por alimentos,
especialmente vegetais, leite e 6leo de peixes e a segunda é proveniente da conversdo na
pele da 7-dehidrocolesterol, presente na membrana plasmética de queratinécitos da
epiderme e fibroblastos da derme, em vitamina D; (colecalciferol) pela agdo dos raios
ultravioletas (2). Essa vitamina € biologicamente inativa e necessita de duas
hidroxilagcdes consecuivas para tornar-se ativa (2).

A primeira hidroxilacéo ocorre no figado, dando origem a 25 hidroxivitamina Dz

[25(OH)D3] e a segunda hidroxilagdo ocorre no tubulo proximal renal, gerando a 1,25
dihidroxivitamina D3 [1,25 (OH),D3], que € aforma biol ogicamente ativa da vitamina D

(figural) (3).



Qualquer metabdlito da vitamina D em circulagdo encontra-se ligado
principalmente a uma proteina carreadora (PCVD) (4) e em menor propor¢do a albumina
e lipoproteinas (2). O complexo 25(0OH)D; — PCVD é filtrado pelo glomérulo e
reabsorvido pelo tibulo proximal onde sofre a agdo da 1-dfa-hidroxilase formando a
1,25(0OH),D3 (5,6). A absor¢do desse complexo no tdbulo proximal ocorre por processo
de endocitose com participacdo de receptores poliespecificos existentes na porcéo apical
da célulatubular proxima chamados cubilina e megalina (5-8).

Cubilina e megalina sdo glicoproteinas pertencentes a familia dos receptores da
lipoproteina de baixa densidade (LDL) (6). Estéo localizadas na borda em escova das
células do tubulo proximal e também localizadas em outros 6rgéos, como por exemplo,
intestino (6). Sdo responsaveis pelo processo de endocitose de vérias substancias como
albumina, proteina carreadora de vitamina D, transferrina, drogas, mioglobina, etc (6,9).
No metabolismo da vitamina D tem o importante papel de promover a endocitose do
complexo 25(OH)D3-PCVD para o interior da célula do tubulo proximal onde ocorreraa
acao da 1-afa hidroxilase paraaformacéo da 1,25(0OH).Ds (6,9).

A PCVD pertence a uma superfamilia de proteinas carreadoras que inclui a
albumina, a-abumina e a-fetoproteina (10). E composta por 458 aminoé&cidos,
conferindo-lhe peso molecular menor que o da abumina (58-kDa vs 69-kDa,
respectivamente) (10,11). E sintetizada predominantemente no figado, com concentracéio
plasmatica de 4 — 8 nM e meia vida de dois a trés dias ©,10). Além da funcéo

transportadora, a PCVD é importante na regulacdo do ingresso dessas vitaminas na



cdula (11), desempenhando também um papel recém descrito na ativacdo de
macréfagos e osteoclastogénese (10,11).

A 25(0OH)D3; € a forma circulante predominante da vitamina D e a sua
concentracdo determina o estoque dessa vitamina. Por esse motivo, seus vaores séricos
identificam os casos de hiper e hipovitaminose D no organismo (12). Sua meia-vida na
circulacdo sangiiinea € de duas semanas, ao passo que a da 1,25(0H)2Ds é de menos de
guatro horas. Além disso, a concentracdo serica da 25(OH)Ds é mil vezes maior que a

concentracdo séricada 1,25(0OH),Ds3 (12).

Figura 1: Metabolismo da VitaminaD
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Deficiéncia de Vitamina D: acédo no 0sso e metabolismo célcio e fésforo

A funcdo primordial davitamina D € a de manutencdo da concentragéo sérica do
cdcio em niveis fisiolégicos. I1sso é feito em parte através da regulacéo da absorcéo
intestinal de cdcio (12).

Em condi¢Bes normais de vitamina D no organismo, a absor¢cdo intestinal do
célcio da dieta é de 30%, podendo chegar a 60-80% de absor¢do do calcio da dieta em
situacdes que demandem uma necessidade maior de calcio, como gravidez, lactacdo e
periodo de crescimento (12). Na deficiéncia de vitamina D a absorcdo intestinal de
cédcio ca para10-15% (12).

A absor¢do intestinal inadeguadamente baixa de célcio, percebida através de
sensores pouco conhecidos, desencadearia a ligagdo da 1,25(0OH),Ds aos seus receptores
no osteoblasto, induzindo uma resposta celular de producéo do receptor ativador do fator
nuclear kB ligante (RANKL), que agindo em receptores de osteoclastos (RANK)
induziria a formagdo, fusdo, ativagdo e aimento da sobrevida desses osteoclastos, 0s
guais mobilizariam célcio do 0sso para e€levar a0 norma o0s niveis séricos desse
elemento (12). Outro mecanismo de manutencdo da calcemia frente a uma absor¢éo
intestinal inadequada de célcio seria através da estimulacdo da glandula paratiredide a
produzir PTH que promoveria a reabsorcdo tubular renal de célcio e a ativacdo dos

osteoclastos por mecanismo semelhante ao da 1,25(0OH),Ds (12).



Pela existéncia desses mecanismos compensatorios de manutencdo da calcemia,
a deficiéncia de vitamina D em adultos e criangas apresenta-se tipicamente com
concentracdo de calcio sérico normal (12).

Segundo Holick, a 1,25(0OH),D3; € também responsavel pela mineralizacdo da
matriz colagena depositada pelos osteoblastos e por isso, a deficiéncia dessa vitamina
poderia levar a um defeito de mineralizacdo Ossea (12). Outro efeito encontrado nos
0ssos de pacientes com deficiéncia de vitamina D € a reducdo da densidade minera
0ssea e precipitacdo ou exacerbacdo de osteoporose, secundaria a mobilizagdo do célcio

do esqueleto feito pela1,25(0OH),D3 e PTH (12).

Acdes ndo Calcémicas da Vitamina D

Além dos osteoblastos, varias outras células expressam receptores de vitamina D,
como células do intestino delgado, colon, pancreas, prostata, cérebro, coracdo, pele,
mama, linfdcitos e mondcitos (12).

A vitamina D a0 interagir com seu receptor nessas células desencadearia uma
resposta de expressdo de varios genes. Assim, atribui-se a vitamina D, agdes como:
inibicdo da proliferacdo de células cancerigenas, modulacdo do sistema imune e
regulacéo da pressdo arterial através de sua agdo por supressdo do sistema renina -
angiotensina- aldosterona (12).

A musculatura esguel ética também expressa receptores para vitamina D e por
isso a sua deficiéncia pode induzir a quadros de dor e fraqueza muscular que poderiam

mimetizar algumas doencas como, por exemplo, fibromiagia (10).



Fisiopatologia da Doenca Ossea na Sindrome Nefr 6tica

A perda anormal de proteinas nas glomerul opatias se deve a dois mecanismos. O
primeiro consiste na ateracdo de carga e tamanho dos poros da parede capilar
glomerular, proporcionando a passagem de moléculas médias como albumina (69kDa) e
transferrina (78kDa) e de moléculas maiores como 1gG (150 kDa) e IgM (900 kDa). O
segundo mecanismo  seria uma reabsorgdo tubular inadequada dessas proteinas,
principalmente de proteinas de baixo peso molecular, secundéria a lesdo tubular ou a
uma competicdo com as proteinas de maior peso molecular (13).

Dessa forma, o complexo 25(0OH)D; — PCVD, que tem um peso molecular
médio, é perdido na urina de doentes glomerulopatas por filtracdo aumentada, seguida
de uma reabsor¢do tubular proximal insuficiente. Como consequéncia os nivels
plasmaéticos de 25(0OH)D 3 e 1,25 (OH),D3 podem estar reduzidos, o primeiro por perdae
0 segundo por diminuicdo do seu substrato, que é a prépria 25(0OH)D; (14,15).

Assim, a diminuicdo do nivel sérico desses metabdlitos provocaria, como ja
explicado, uma deficiéncia de mineralizagdo dssea e uma redugdo da densidade mineral
Ossea (12,16). Além disso, uma estimulacdo mantida do PTH, secundéria ao déficit de
vitamina D e a absorc¢do intestina de calcio inadequada, aumentaria a reabsorcéo 0ssea

nesses pacientes (16) (figura 2).



Figura 2- Fisiopatologia da Doenca Ossea em Sindrome Nefr 6tica

Adap Goldstein, et al (16)




Doenca Ossea em Sindrome Nefr ética: evidénciasde literatura

Trabalhos experimentais em ratos com sindrome nefrética demonstraram uma
diminuicdo dos niveis plasméticos de 25(0OH)D3, 1,25 (OH),D3, PCVD e cécio urinario
e 0 aumento do PTH (17,18).

Estudos em criancas com sindrome nefrética mostraram uma diminuicdo do
célcio ionizado e da 25(0OH)D 3, bem como elevacdo do PTH, sendo que estas ateractes
regrediram ao cessar a proteindria (19,20). Esses achados foram mais graves em criangas
tratadas com altas doses de glicocorticoide (21).

Adultos com sindrome nefrética sem comprometimento da funcéo renal podem
apresentar baixos niveis de 25(0OH)D3 (21). Porém, em relagéo a 1,25 (OH),D3 os dados
sdo contraditorios (22,23,24).

Ha cinco estudos que realizaram bidpsia 6ssea e andise histomorfométrica em
pacientes adultos com sindrome nefrética. Lim et al. estudando sete pacientes,
verificaram bidpsias 6sseas normais em 85,7% (25). Ja Malluche et al. constataram
presenca de osteomalécia em 50% dos seis pacientes estudados e doenca mista nos
outros 50% (26). Recentemente, Mittal et al. mostraram incidéncia de osteomalacia em
56,7% e doenca mista em 10% dos pacientes (27). Tessitore et al. observaram que 76%
de seus pacientes apresentavam histologia normal, 17%, osteomalécia e 7%, doenca
mista (28). Por outro lado, Korkor et al. ndo encontraram nenhuma alteragdo 6ssea nos
seis pacientes estudados (29). Na tabela 1 estdo descritos os pardmetros clinicos e os

resultados de bidpsia 6ssea desses cinco estudos.



Tabela 1: Estudos em Pacientes com Sindrome Nefrética

Lin?® Madluche®® Mitta?’ Tessitore®® Korkor?®

NUmero de pacientes 7 6 30 29 6
Proteindria (g/24h) 7.4 9,4 7,3 8,1 84
Clearance de creatinina (mL/min) 89 113 103 103 101
PTHi (pg/mL) NR 0 « « «
25(0H)D3 (ng/mL) NR N/ N/ N/ N/
1,25(0H),Ds (pg/mL) NR NR « « «
Bidpsia Gssea
Normal (%) 85,7 0 333 76 100
Osteomal &cia (%) 0 50 56,7 17 0
Mista (%) 0 50 10 7 0
Outros (%) 14,3 0 0 0 0
Tempo de doenca (meses) ND 1 35 ND

NR = ndo realizado
ND = nao descrito
« = valores normais para o método
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Verificamos que os resultados destes cinco trabalhos sdo conflitantes, sendo que
em trés, a casuistica era pequena (25,26,29), dois ndo descreveram o tempo de sindrome
nefrética (25,28) e um incluiu pacientes cujo diagnostico era muito precoce (26). Um
achado constante nestes estudos foi 0 de valores baixos de 25(0OH)Ds. Os achados de
biopsia 6ssea também sdo dispares: normais entre zero a 100%, osteomal&cia entre zero

a 56% e doenca mista entre zero a 50%.

Marcadores Bioquimicos de Formacdo e Reabsorcdo Ossea em Sindrome

Nefr 6tica.

Visando avaliar a formacdo e a reabsorcdo Ossea através de métodos ndo
invasivos, tém se buscado paréametros bioquimicos que tenham correlacdo com os dados
histomorfomeétricos de biopsia 6ssea. Os marcadores de formagdo mais estudados séo a
fosfatase alcalina frac@o Gssea e a osteocalcina e os de reabsorcdo, a piridinolina e a
deoxipiridinolina (30).

A fosfatase acalina € uma proteina glicosilada produzida em cinco 6rgéos
diferentes que sdo: figado, 0sso, rins, intestinos e placenta (30). A fosfatase acalina
fracdo Gssea € produzida por osteoblastos e precursores de osteoblastos e por esse
motivo tornouse marcador de formagdo Ossea e atividade osteobl astica (30).

A osteocalcina € a proteina ndo colagena mais abundante na matriz 0ssea e
também é produzida pelo osteoblasto (30). A piridinolina e a deoxipiridinolina sdo
marcadores de quebra do colageno tipo | e Il e sua excregdo urindria teria correlagéo

com reabsorcao 6ssea (30).
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Alguns trabalhos redizados em pacientes com insufuciéncia renal crénica néo
encontraram correlacdo desses marcadores com a histologia 6ssea (31,32). Estudo
realizado por Parker et al. em mulheres transplantadas renais demonstrou correlacéo da
superficie osteobléstica com osteocalcina e piridinolina (33).

Em ratos com sindrome nefrética induzida pela puromicina, observouse um
aumento de osteocalcina e piridinolina, sugerindo uma maior remodelacdo 0ssea (34).

Nos pacientes nefréticos em uso de glicocorticoides observouse aumento da
deoxipiridinolina e queda importante nos niveis de osteocalcina apos trés meses de
terapia, demonstrando uma aceleracdo na reabsor¢do e uma supressdo na osteogénese

provocada pelo uso do glicocorticoide (35).

Estudo de Osteoblastosin Vitro

Estudos de céulas 6sseas "in vitro" sdo realizados para investigacdo bioquimica
e fisiolégica da formagdo 6ssea, para o entendimento das bases moleculares e celulares
das doencas Gsseas e para avaliagdo de possiveis terapéuticas.

A obtencdo de cultura pura de osteoblastos (cultura primaria) € uma tarefa dificil,
pois no preparo do fragmento 6sseo para o cultivo dos osteoblastos pode ocorrer
contaminacdo com células de medula Gssea, fibroblastos e adipdcitos. Por esse motivo
existem técnicas para caracterizar e diferenciar os osteoblastos dessas outras células.

Entre os métodos descritos para caracterizacdo de osteoblastos estéo a deteccdo
da atividade de fosfatase acalina e a capacidade de mineralizacdo da céula (36), bem

como producdo de AMPc ap6s estimulo com PTH e a producdo de osteocalcina apds
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estimulo com 1,25(0H),D3 (37). A pesquisa de fosfatase alcalina pode ser realizada por
métodos qualitativos, isto € detectando os osteoblastos através de coloragdo por
histoquimica e quantitativos, por dosagem através de método colorimeétrico.

S0 poucos os estudos de cultura de células Gsseas em pacientes com sindrome
nefrética. Freundlich et al. demonstraram que a incubagdo de osteoblastos normais com
soro de criangas nefréticas aumentava a atividade de fosfatase alcalina e a expresséo de
RANKL quando comparada com soro de criangas normais (38), sendo mais um dado

gue sugere haver alteracdo do metabolismo Gsseo nesses pacientes.

1.1- Objetivos

Assim, havendo dados t&o controversos e estudos ainda escassos sobre 0 assunto,
propusemos este trabalho com os seguintes objetivos:

1- Avaliar as consequiéncias da proteinUria sobre o metabolismo 0sseo:

a) andisando pardmetros histomorfométricos do tecido Osse de pacientes
proteindricos obtido por bidpsia 0ssea e analisando 0 comportamento in vitro dos
osteobl astos desses pacientes.

b) estudando as consegiéncias da proteindria sobre os nivels séricos da

25(0H)Ds € 1,25(0H):Ds.

Nossa hipotese € de que existiria uma doenca Gssea nesses pacientes, secundaria

a perda rena de 25(0OH)D3; e que o conhecimento dessa seria importante ja que sao
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pacientes que terd0 seu metabolismo 0Osse0 ainda mais agredido por futuras

Imunossupressdes e/ou insuficiénciarenal.

2 -PACIENTESE METODOS

Foram incluidos pacientes portadores de glomerulopatia priméria (GP) que
obedeciam aos seguintes critérios:

1- Comprovacao histolégica da GP.

2- Proteindriamaior ou igual a 1,5 g/dia.

3- Creatinina sérica menor que 2mg/dL ou clearance de creatinina superior a 55
mL/min/1,73n?.

4- Homens até 55 anos e mulheres até 40 anos.

5 Nao ter usado glicocorticéide ou outro imunossupressor ha pelo menos seis
meses.

6- Tempo minimo de doenca renal de sei's meses.

Excluiram-se os pacientes que estivessem em uso de medicacles que alterassem
0 metabolismo 0sseo (como por exemplo, anticoagulantes orais e anticonvulsivantes),

gue estivessem recebendo suplementacdo de cécio ou vitamina D ou usado

glicocorticéide ou outra imunossupressao ha menos de seis meses do inicio do protocolo

e os portadores de doenca da tiredide.
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Os pacientes foram mantidos com as seguintes medicagdes. inibidor de ECA,

blogqueador do receptor AT1 da angiotensina Il, furosemida e outros hipotensores

excluindo-se hidroclorotiazida.

2.1- Estudo bioquimico

b)

O estudo biogquimico constou de:

dosagens séricas de: creatinina (Pcr), calcio total [valor de referéncia (vr) de 8,5
10,5 mg/dL], clcioiénico (vr de 4,8-5,4 mg/dL), fosforo (vr de 2,3-4,6 mg/dL) e
eletroforese de proteinas por métodos habituais. Fosfatase alcalina fracdo Gssea
(vr até 20% da fosfatase tota) medida através de método de separacdo
eletreforética, 25(0OH)Ds (vr de 8,9 — 46,7 ng/mL) e 1,25 (OH),Ds (vr de 15,9 —
55,6 pg/mL) medidas por radioimunoensaio (39), PTH intacto (vr de 11-
62pg/mL) medido por radioimunoensaio (Cis-Bio International ELSA PTH, Gif-
sur-Yvette France) e osteocalcina medida também por radioimunoensaio (Cis

Bio Internacional) com os valores de referéncia indicados pel o fabricante.

dosagens urin&rias de: creatinina (Ucr), sodio, proteintria e calcidria por
métodos habituais e padrdes convencionais. A caciuria foi considerada como
normal em valores de 2,5 mg/Kg/dia como relatado em populacdo brasileira (40).
A filtracdo glomerular foi medida através do clearance de creatinina, utilizando-
se aformula Ucr x V/ Per x 1440, corrigida para superficie corpérea, em urina de

24h com coleta de sangue ao final.
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2.2- Inquérito Nutricional

Os pacientes preencheram um inquérito nutricional de trés dias, cujos dados
foram analisados através da aplicacéo de um programa de computador desenvolvido pela

Universidade Federal de S&o Paulo.

2.3- Bidpsia Ossea

A bidpsia 0ssea foi realizada em 0sso iliaco, dois centimetros posterior e dois
abaixo da crista iliaca antero-superior, utilizando trefina elétrica (Gaulthier Medical,
Rochester, EUA). Foi utilizada sedagdo com midazolan 7,5mg intramuscular e anestesia
local com lidocaina 2% sem vasoconstritor. No ponto indicado, foi realizada incisgo de
aproximadamente dois centimetros na pele e tecido subcutdneo, introduzido o
divulsionador e através dele um mandril que se fixa a superficie 0ssea. Através do
mandril introduziuse a trefina el étrica para retirada de fragmento ésseo de + 2 cm.

Os paréametros histomorfométricos foram divididos em estéticos/estruturais e
dindmicos e seguiram a nomenclatura padronizada pela American Society of Bone and
Mineral Research, traduzida para o portugués, com exce¢do das abreviagdes. Os valores
de controles normais estéticog/estruturais sdo de dos Reis et al. (41) e os dinamicos de
Melsen et al. (42).

Antes da bidpsia os pacientes receberam tetraciclina 20mg/Kg por via oral, em

duas tomadas por trés dias, havendo um intervalo de dez dias, apds o qual, repetia-se a
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tetraciclina na mesma posologia e tempo. A bidpsia era realizada entre o terceiro e o
quinto dia apds o final da segunda tomada de tetraciclina. Essa medicagdo promove uma
marcagd0 No 0ss0 que é utilizada para analisar os pardmetros dinamicos da

histomorfometria.

2.4~ Processamento do Tecido Osseo e Andlise Histomorfométrica

Parte do tecido 6sseo foi fixado em mistura de dcool a 70% e metil- metacrilato.
Cortes de 5 nm foram obtidos com auxilio de um micrétomo de impacto Polycut S
(Leika, Alemanha) com navalha de tungsténio e corados com azul de toluidina 0,1%, pH
6,4 (Sigma Chemical, St. Louis, EUA), para andise histologica convencional
(parémetros estaticos/estruturais), utilizando-se microscopio (Nikon, Labophot2A),

cursor, placa digitalizadora e o software Osteomeasure (Osteometrics, Inc, Atlanta,
EUA). Outros cortes de 10 mm, ndo corados, foram obtidos para analise das marcacdes

pelatetraciclina (parametros dinamicos), empregando-se uma fonte de luz ultravioleta.

2.5-Cultura de osteoblastos

Foi realizada a partir de fragmento 6sseo proveniente da bidpsia, colocado em
meio de transporte (Dulbecco's Modified Eagle Medium - DMEM com tampé&o HEPES
25 mM; 500ng/mL de Ampiciling, 500ng/mL de Estreptomicina e 3nmg/mL de

Anfotericina B) e levado até camara de fluxo laminar onde foi cortado em fragmentos
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menores (1 mm®), que foram lavados com PBS (tamp&o fosfato salina) inlimeras vezes
para a retirada de células da medula éssea. Os fragmentos foram distribuidos em placas
de Petri de poliestireno (Nunc, Ilinois, EUA) nas quais adicionou-se 10 mL de meio de
cultivo celular [DMEM, suplementados com 100ng/mL de Ampicilina, 100my/mL de
Estreptomicina, 2,5mg/mL de Anfotericina B e 10% de soro fetal bovino — SFB
(Cultilab, Campinas, Brasil)].

As placas foram cultivadas a 37°C em estufa contendo CO, a 5%, trocando-se o
meio trés vezes por semana, durante aproximadamente duas semanas. ApOs esse
periodo, os fragmentos iniciais foram retirados da placa de Petri e as células obtidas
foram mantidas até atingirem confluéncia. A seguir, as células foram dissociadas com
ATV (Tripsina 0,2% + Versene 0,02% - Instituto Adolfo Lutz, S&o Paulo, Brasl) e
cultivadas em garrafa de 25 cnf com 0 mesmo meio de cultivo celular. Apos nova
confluéncia, as células foram novamente dissociadas com ATV e separadas em trés
aliquotas. A primeira foi semeada em |aminas de vidro por 24h para caracterizacéo de
osteoblastos com a coloracdo da fosfatase alcalina. A segunda foi semeada em placa de
seis wells para avaliacdo da capacidade de mineralizacdo e atividade de fosfatase
acalina, e a terceira aliquota semeada em placas de 24 wells tratadas com timidina para
avaliacdo da proliferacéo celular.

Na cultura primaria, 0os osteoblastos podem perder progressivamente suas
caracteristicas fenotipicas apds seqiiéncias de dissociacdo com ATV (quebra das suas
ligacOes intercelulares) (43). Essas sequiéncias sdo chamadas passagens e realizadas com

0 objetivo de aumentar o nimero de células para a feitura dos diversos experimentos.
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Por esses motivos, para termos certeza de suas caracteristicas fenotipicas, os

osteoblastos foram avaliados ap6s duas passagens.

2.5.1-dentificacéo dos osteoblastos em cultura

Para comprovacdo de que as células estudadas eram predominantemente
osteoblastos, utilizamos dois métodos:
a) Capacidade de Mineralizacéo

Apbs semeadura na placa de seis wells aguarda-se a confluéncia das células. A
seguir adiciona-se meio DMEM suplementado com 100 ng/mL de &cido ascorbico
(Sigma), 5 mM de b-glicerofosfato (Sigma), antibidticos (100ng/mL de Ampiciling,
100mg/mL de Estreptomicina e 2,5ng/mL de Anfotericina B) e 10% de soro fetal bovino
— SFB e deixa-se a cultura correr por 21 dias, trocando-se esse meio trés vezes por
semana. Apds esse tempo fixamos com formaldeido diluido em PBS por 5 minutos.
Coramos com Vermelho de Alizarina 1% (Merck), pH= 6,3, por mais 5 minutos.
Lavamos com &gua destilada e observamos em microscopio a presenca dos nédulos

6sseos (figura 3%).
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Figura 3*- Caracterizacéo dos osteoblastos quanto a for magéo de nédulos 6sseos.
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b) Coloracdo das Céulas para Fosfatase Alcalina por Histoquimica Enzimatica
Solucdo A: Dissolvemos 0,025g de Naphthol Phosphate AS-MX (Sigma, St
Louis, USA) em 500m de N,N Dimetilformamida - CsH;NO (Merck); adicionamos
0,059 de 4-cloro-2- metilbenzenediazonium sa - Fast Red - CiyHi1IN4O.Cl.ZnCly;
completamos para 50 mL de TrisHCI 0,05M. A seguir, agitamos e filtramos a solucéo.
Método: a aliquota semeada em |amina de vidro é submetida a lavagem com PBS por 5
minutos e em seguida adiciona-se a solugdo A cobrindo toda lamina. Incuba se por 30
minutos a 37°C. Nova lavagem com PBS é realizada e a seguir utiliza-se formaldeido a
4% por 5 minutos para fixagdo. A lamina é lavada com &gua destilada, montada com
glicergel (Merck) e levada ao microscopio. Os osteoblastos sdo visualizados em cor

vermelha, (figura 3).

Figura 3-Caracterizagio dos osteoblastos quanto a color agio de fosfatase alcalina

por histoquimica.
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2.5.2- Avaliacdo dos Osteoblastos dos Pacientes.
a) Proliferacdo Celular

Foi analisada a proliferacdo celular pela incorporagdo de H- Timidina ao DNA
celular. Conforme descrito anteriormente, os osteoblastos foram cultivados por nove
dias, apés a segunda tripsinizacdo. A seguir, S7Ci/mL de *H- Timidina (Amersham
Pharmacia Biotech Brasil Ltda, SP, Brasil) foram adicionados as placas de cultura,
aguardando- se duas horas, para entdo serem lavadas com PBS, precipitadas com 5% de
acido tricloroacético (TCA), ressuspensas em 300mL de 0,2N NaOH/0,3% sarcosil e
neutralizadas com 2L &cido acético glacia a 100%. O lisado celular (100mL) foi
trarsferido para tubos com 5 mL de liquido de cintilagdo e a incorporagdo de °H-

Timidinafoi determinada utilizando-se um contador de cintilagdo beta Beckman modelo

L S6200 (Beckman Instruments, Palo Alto, EUA). A incorporacgo de 3H- Timidina foi

expressa em desintegragoes por minuto (dpm) por well.

b) Atividade de Fosfatase alcalina

As placas de seis wells foram colocadas em gelo e os wells lavados com PBS,
seguido da adicdo de 500l de agua destilada gelada. As células foram descoladas da
placa por agdo mecéanica, sonicadas por 30 segundos e depois centrifugadas por 30 min
em 2000 rpm. Sobrenadante e precipitado foram armazenados em freezer a -20°C, para
posterior andlise da atividade de fosfatase acalina e dosagem das proteinas,

respectivamente. A atividade de fosfatase acaina foi determinada por método
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colorimétrico, usando-se p-nitrophenylphospate como substrato, e os resultados

expressos por unidade de atividade enzimética por litro por mg de proteina (Ul/L/mg).

Os resultados obtidos da cultura dos osteoblastos dos pacientes foram
comparados aos da cultura de osteoblastos normais, obtidos a partir de fragmentos
0sseos de individuos doadores cadaveres de 6rgdos e pareados quanto a idade e sexo. A
cultura dos osteoblastos desses individuos seguiu todas as etapas e metodologias

descritas acima

AndliseEstatistica

Os resultados foram apresentados em média + desvio padréo (DP). Comparagdes
entre os grupos foram feitas aplicado-se o test t Student ndo pareado e quando a amostra
ndo tinha distribuicdo normal aplicamos o teste de Mann-Whitney para essas
comparagoes. As correlacfes foram obtidas pela andlise de correlacdo de Pearson ou
Spearman quando apropriado. Vaores com significancia foram considerados quando
p<0,05.

Algumas figuras (gréficos) tiveram valores do eixo x expressos em logaritmo,
para melhor visualizagéo dos resultados.

Este trabalho foi aprovado pela comissdo de ética, protocolo HC 183/00, e os
pacientes assinaram um consentimento, apds serem devidamente informados sobre o

estudo.
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3- RESULTADOS

Foram estudados 17 pacientes (11 homens e 6 mulheres) com média de idade de
37 + 9 anos. A bidpsia renal, 12 pacientes apresentavam glomerulonefrite membranosa,
1 glomerulonefrite membranoproliferativa, 3 glomeruloesclerose segmentar e focal e 1

nefropatiadalgA.

3.1- Resultados Bioguimicos e avalia¢do nutricional

A média de creatinina plasmatica foi de 1,0 + 0,2 mg/dL (0,7 a 1,7), o clearance
de creatininade 84 + 20 mL/min/1,73nt (56 a 120), aproteiniriade 7,5+ 4,5 g/dia (1,5
al7,3) eotempo de doenca de 38 + 41,1 meses (8 a 156). Natabela 2 estéo descritas as
demais caracteristicas bioquimicas dos pacientes.

Doze pacientes apresentavam proteindria elevada, 9,4 + 4 g/dia, associada a
albumina sérica baixa 1,7 + 0,5 g/dL e cinco apresentavam proteindrias mais baixas, 2,8
+ 1,2 g/dia, sendo que quatro desses com albumina serica normal, 3,6 + 0,8 g/dL. Sete
pacientes utilizaram imunossupressao e o tempo médio de interrupcéo da medicacéo até
o0 inicio do protocolo foi de 25 meses (6 a 36) e 0os demais ndo receberam tratamento

IMUNOSSUPressor.



Tabela 2. Caracteristicas gerais dos pacientes.

Pacientes Idade Pcr Alb Catotal Cai P PTHi 25(0H)Ds  1,25(0OH),Ds Prot Cau Nau
(mg/dL) (g/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (pg/mL) (ng/mL) (pg/mL) (g/dia) (mg/Kg/dia) (mEg/dia)
1 33 0,8 18 7,8 4.8 47 20 144 43,7 9,7 0,2 105
2 31 11 12 7,0 51 5,0 25 27,6 28,9 9,0 0,1 364
3 39 1,7 18 7,5 4,8 3,7 58 12,2 122 11,3 0,1 129
4 43 0,8 2,0 8,5 49 31 175 17,2 40,2 17,3 0,1 133
5 19 0,9 4.2 10,1 52 4,1 19 29,0 NR 1,5 1,7 189
6 45 1,0 35 91 53 33 10 35,1 67,7 3,9 1,1 252
7 42 15 4,5 10,0 54 3,2 30 37,7 410 4,1 1,2 175
8 40 0,7 23 8,3 4,6 49 17 15,2 136 2,8 1,0 116
9 38 0,9 11 8,2 5,3 4,5 27 5,02 188 6,2 0,1 49
10 45 14 2,0 7,6 4.8 4.4 38 16,2 223 6,2 0,1 129
11 A 1,0 35 9,3 51 34 10 355 15,6 1,6 0,5 122
12 41 1,3 15 8,2 4.8 59 A 9,1 46,0 154 0,2 127
13 28 11 2,1 8,8 51 4,3 35 124 439 55 0,2 66
14 32 1,2 09 7,7 5,0 3,8 10 8,5 14,7 8,1 1,7 160
15 55 1,7 2,6 8,3 5,0 34 26 15,2 575 9,6 0,02 164
16 25 0,7 2,6 8,7 53 41 10 12,6 34,6 4,0 0,5 58
17 47 13 1,3 7,3 477 50 62 10,7 134 10,9 0,05 144
MédiaztDP 37+9 10+02 23+1 83+08 50+x02 41+07 263+56 184+ 103 32,1+ 17,2 75+45 04+ 0,5 146+ 75

Alb = albumina, Ca = célcio, Cai = calcio ionizado, P = fésforo, Prot = Proteindria, Cau = calcio urinario, Nau = sodio
urindrio; NR= nédo realizado; Valores normais de: PTH (11-62pg/ml), 25(0OH)D; (8,9-46,7 ng/ml), 1,25(0OH),D; (15,9
55,6pa/ml), Cai (4,8 —5,4ma/dL) e P (2,3 -4,6 ma/dL).

Ve
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Em dois pacientes a concentracdo de calcio idnico estava abaixo do normal. A
concentracao sérica de 25(0OH)D3 estava reduzida em dois pacientes e a de 1,25(0OH) ;D3
em cinco.

Com relacdo a calcilria constatamos uma baixa excregdo de céalcio que se
correlacionou negativamente com a proteindria (r = - 0,52, p = 0,03) e positivamente
com aabuminasérica(r=0,5, p=0,02) figuradeb.

Houve correlacdo positiva entre a 25(0OH)Ds e abumina sérica (r = 0,8, p <
0,0001) - figura 6 e negativa com a proteindria (r = -0.4, p=0.04) - figura 7.

Comparando os pacientes mais proteindricos (n=12) com os de menor proteindria

(n=5), observamos que o primeiro grupo apresentava menor nivel de 25(0OH)Ds; em

relacdo ao segundo, 13,4 + 5,6 vs 30,5 £ 9,1 ng/mL, p = 0,0003 respectivamente.

Figura4

Calciuria e Proteinuria de Pacientes com GP
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Calciuriae Albumina Sérica de Pacientes com GP

Albumina Sérica (g/dL)

Figura 6
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Figura7

Proteinuria e 25(0OH)D; de Pacientes com GP
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A baixa excrecdo urinéria de célcio poderia ser explicada por baixa ingestéo.
Assim sendo, realizamos a avaliacdo nutricional dos pacientes, que foi obtida através de
inquérito respondido por 10 pacientes e que mostrou uma ingestédo de calcio baixa,
porém, semelhante a encontrada em controles brasileiros de pesquisa realizada por
Martini et al. que é de 457 + 363 mg/dia (40). Sete pacientes reacusaram a responder ao

inquérito nutricional. N& houve relacdo entre os valores de ingestdo de calcio com

nenhum parametro estudado.
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Tabela 3- Inquérito nutricional, ingestao de calcio por dia

Pacientes  Calcio (mg/dia)

1 434,92
2 1303,06
3 427,10
6 894,5
8 486,0
9 783,8
10 366,1
12 1069,0
13 430,0
16 305,4

médiatDP  593,6 + 374,3

3.2- Resultados Histomor fométricos

Na tabela 4 estéo os resultados histomorfomeétricos dos 17 pacientes estudados.
Comparando nossos resultados com os valores normais (tabela 5), observamos que
NOSS0S pacientes apresentaram menor volume 6sseo (BV/TV) = 20,9 £ 145vs 26,8 +
59 %, p =0,0008, menor volume ostedide (OV/BV) =09 £ 0,7vs2+ 14%, p=
0,0022; menor espessura ostedide (0.Th) =6,4 + 28 vs 11,5+ 3,2 mm, p < 0,0001; e

maior numero de osteoclastos (0Oc.S/BS) = 0,35 + 0,6 vs 0,05+ 0,1 %, p = 0,0016.
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Além disso, observamos perda da conectividade com menor numero de traves
(Tb.N) =1,7 £ 0,2vs 2,0 + 0,3 mm, p = 0,004 e maior separacdo entre as traves
(Tb.Sp) =475,5 + 96,4 vs 368,3% 86,2 mm, p = 0,0002, (tabela 5).

Também apresentaram menor superficie mineralizante (MS/BS) = 4,6 £ 3,1vs
13,5+ 6 %, p < 0,0001 e menor taxa de formacéo 6ssea (BFR) 0,03 = 0,04 vs 0,09 +

0,05, p < 0,0001, (tabela 6).



Tabela 4. Dados histomorfométricos da biopsia 6ssea

Pacientes BV/TV ~ OV/BV O.Th 0SBS ESYBS Ob.SBS 0OcSBS MSBS MAR BFR/BS Aj. AR MIT Th.Th Th.N Th.Sp
(%) (%) (mm) () (%) *0) () (%) (d) (i/ nf/d) () () (mm) (fmm) (mm)

1 30,1 0,20 5,9 3,0 1,2 0,36 0,15 1,63 0,45 0,007 0,24 25 118,6 2,53 275,3
2 21,0 0,46 7,1 4,8 29 159 027 4,08 0,56 0,030 047 15 1235 1,70 462,8
3 22,2 0,83 6.4 11,6 0,3 155 0,00 5,03 0,60 0,030 0,27 24 1189 1,86 416,0
4 19,2 0,87 53 12,1 3,3 3,03 034 4,48 041 0,018 0,15 35 139,3 1,38 583,3
5 20,5 0,45 4,0 9,7 0,4 2,68 0,00 9,57 0,70 0,060 0,74 6 112,7 181 437,1
6 23,3 0,48 6,0 9,0 0,6 113 0,07 3,09 0,62 0,019 021 28 1344 1,74 440,2
7 215 2,40 8,5 18,3 1,3 2,73 0,4 7,43 0,50 0,040 0,20 42 121,9 1,76 445,5
8 199 2,40 14,3 9,1 4,7 5,53 0,00 10,52 0,86 0,090 0,99 15 114,7 1,73 460,1
9 10,9 0,68 3,8 15,7 0,0 053 0,00 554 0,42 0,023 0,15 25 85,0 1,28 691,4
10 16,1 0,76 5,6 6,7 0,9 2,69 0,19 4,4 0,6 0,028 0,36 13 115,0 1,40 598,3
1 241 0,15 9,1 1,0 3,6 0,3 0,3 2,0 0,9 0,018 1,66 5 123,0 1,95 387,2
12 21,8 2,13 8,6 14,8 16,8 7,0 2,6 10,6 1,6 0,170 118 7 135,0 161 489,0
13 257 0,82 9,3 5,8 4,8 1,7 0,2 1,2 0,7 0,009 0,16 58 144,0 1,78 414,7
14 19,9 0,45 3,1 6,9 6,3 2,6 0,4 2,5 0,6 0,016 0,24 13 98,8 2,01 397,3
15 17,6 1,63 57 15,8 1,8 2,3 0,2 3,7 0,5 0,021 0,13 43 117,6 1,47 558,5
16 26,8 0,05 2,4 19 2,2 04 0,4 14 0,5 0,008 042 5.8 195,0 1,37 531,13
17 15,2 0,53 4,6 59 1,6 1,0 01 21 1,7 0,038 0,63 73 89,2 171 494,20
Médiat 20,9 0,9 6,4 8,9 31 21 0,35 4,6 0,7 0,03 0,48 21,7 122,8 1,7 475,5
DP +45 +07 28 +51 £39 +18 +06 *31 +0,3 +0,04 +04 +15,6 +245 +£02 +96,5

BV/TV= volume ésseo; OV/BV= volume ostedide; O.Th= espessura ostedide; OSBS= superficie ostedide; ESBS= superficie reabsorvida;
ObS/BS = superficie osteoblastica; OcSBS= superficie osteoclastica; MSBS= superficie mineralizante;, MAR= taxa de aposicao mineral;
BFR/BS= taxa de formacdo O0ssea; Aj.AR= taxa de formac&o 6ssea corrigida; MIT= intervalo de tempo para mineralizacdo; Th.Sp= sepracéo
dastraves; Tb.N= numero de traves; Th.Th= espessura das traves.

0€



Tabela5s - Parametros Histomofor métricos Estaticos e Estruturais

BV/TV 0OV/BV O.Th 0SBS ESBS Ob.SYBS 0OcSBS Thb.Th Th.Sp Th.N
% % mm % % % % nmm mm /mm

Pacientes 20,9+45 0,9+0,7 6428 89+51 3,139 21+18 0,35+0,6 122,8+24 4755+96,5 1,7+0,2

Controles 26,8+59 2,014 11532 11,7¢7,1 2,0+1,3 13+16 0,05+0,1 131,6+27 368,3+86,2 2,0+0,3

p 0,0008 0,0022 < 0,0001 ns ns ns 0,0016 ns 0,0002 0,0045

BV/TV= volume 6sseo; OV/BV= volume ostedide; O.Th= espessura ostedide; OSBS= superficie ostedide; ESBS= superficie
reabsorvida; ObS/BS = superficie osteoblastica; OcSBS= superficie osteoclastica; Th.Sp= sepracao das traves, Th.N=
numero de traves, Th.Th= espessura das traves.

1€
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Tabela 6- Par ametr os Histomor fométricos Dinamicos

MS/BS MAR BFR/BS Aj.AR MIT
% nm/d mm®/nmm?/d nmm/d d
Pacientes 46+31 0703 0,03+ 0,04 048+04 21,7+156
Controles 135+6 0,65+0,12 0,09 + 0,05 05+0,2 225+ 25
p < 00,0001 ns <0,0001 ns ns

MSBS= superficie mineralizante; MAR= taxa de aposi¢cado mineral; BFR/BS= taxa
de formacdo Ossea; Aj.AR= taxa de formacdo Ossea corrigida; MIT= intervalo de
tempo para mineralizagao.

Portanto, a histomorfometria éssea dos nossos pacientes é consistente com
um baixo remanegjamento 6sseo, caracterizado por menores valores de BV/TV,
OVITV, O.Th, BFR e MSBS e por dteracbes da microarquitetura oOssea,
representadas pela perda de conectividade das traves 6sseas e menor nimero de
traves.

Os achados de baixo volume 6sseo (BV/TV) foram téo importantes que em
uma paciente atingiu nivel critico para fratura (BV/TV menor que 11%). Esta
paciente também apresentava o menor nivel Frico de 25(0OH)Ds (5,02 ng/mL).

Pacientes menos proteinudricos (n=5) também apresentaram alteracdes 0sseas
guando comparados aos controles, tais como: menor BV/TV 21,8+ 1,7 vs 26,8 + 5,9
%, menor O.Th 84 + 3,8 vs 11,5 + 3,2 mm, menor MS/BS 6,5 + 3.8 vs 13,5 + 6 %,
menor BRF 0,04 + 0,03 vs 0,09 + 0,5 nmt/mm?/d e maior separac3o entre as traves
Osseas 434,1 + 27,6 vs 368,3 + 86,2 mm. Nao foi possivel a andlise estatistica entre
esses dois Ultimos grupos devido ao nimero reduzido de pacientes num dos grupos.

Em relacdo a complicacbes pOs biopsia 6ssea, doze pacientes ndo tiveram

complicagdes, quatro tiveram dor leve e uma paciente teve pequeno hematoma local.



3.3- Resultados dos M ar cador es Bioquimicos de For magéo Ossea

Em relacdo aos marcadores bioquimicos de formacdo Ossea, verificamos que
a osteocalcina encontrava-se dentro dos valores de normalidade em todos os
pacientes (tabela 7). N&o detectamos correlacdes deste parametro com os resultados
bioguimicos ou de histomorfometria.

A fosfatase alcalina fracdo Gssea encontrava-se elevada em 10 pacientes
(tabela 7) e também ndo encontramos correlactes deste parémetro com os resultados

histomorfométricos e bioquimicos.



Tabela 7- Mar cador es Biogquimicos de For macéo Ossea.

Pacientes Osteocalcina Fosfatase alcalina fracéo Ossea
(ngmL) (%)

1 9,0 23,20
2 18,2 29,30
3 8,1 20,10
4 37,8 17,9
5 20,6 18,60
6 16,5 18,90
7 10,8 NR

8 8,5 29,80
9 12,0 33,20
10 43,3 16,00
11 7,8 18,80
12 21,5 21,80
13 15,4 23,80
14 18,1 24,70
15 20,9 26,2
16 10,3 19,0
17 17,8 21,10

M édiatSD 17,4 + 10 226+5

Valor normal de osteocalcina considerado para idade e sexo = 5,2 a 39,4 ng/ml.
Valor normal de fosfatase alcalina fracdo 0ssea = até 20% da fosfatase total.
NR= n&o realizado.



3.4- Resultados de Cultura de Osteoblastos

Dos 17 fragmentos Osseos colocados em cultura, trés ndo apresentaram
células e em um houve contaminagdo. Oito fragmentos de controles foram col ocados
em cultura, sendo trés descartados por ndo preencherem as caracterizacOes dos
osteoblastos ja descritas. Foram considerados portanto os resultados das culturas de
osteoblastos de 13 pacientes e 5 controles. Os osteoblastos dos pacientes mostraram
uma proliferacdo celular menor quando comparado ao grupo controle, 910,2 + 437,1
vs 2261 + 1121 dpm/well p= 0,0016 respectivamente, (figura 8).

N& houve correlacdo da proliferagcdo celular com pardmetros de
histomorfometria, porém houve correlacdo com os niveis séricos de 25(0OH)Ds dos
pacientes, r = 0,6 p=0,02, (figura9).

Os resultados de fosfatase alcalina das cdulas foi de 5 + 4,3 Ul/L/mg, ndo

sendo diferente em relagéo aos controles, 5,2 Ul/L/mg.
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4 —-DISCUSSAO

Este estudo demonstrou que pacientes com proteinUria apresentam baixo
remanegjamento 0sseo e ateragBes de microarquitetura, bem como diminuicdo da
proliferacéo dos osteoblastos in vitro. Uma possivel explicago para essas alteractes
estaria relacionada ao metabolismo da vitamina D.

A vitamina D € um horménio que tem a importante funcdo de manter a
homeostase do metabolismo do célcio e dos 0ssos (44). Seus metabdlitos sdo
lipofilicos e quando presentes na circulacdo sanguinea estéo obrigatoriamente ligados
a uma proteina (44). Segundo Hosogame (2003) a principal proteina carreadora
desses metabdlitos é a PCV D, que apresenta alta afinidade pela 25(0OH)Ds.

Os valores de normalidade da 25(0OH)D3, metabdlito usado para avaiar os
estoques de vitamina D (12), ainda sdo conflitantes. Thomas et al. estudando uma
populagdo ndo selecionada de pacientes de um hospital geral, encontrou uma relagdo
entre os niveis séricos de PTH e de 25(0OH) D3, onde niveis abaixo de 15 ng/mL de
25(OH)D3 foram relacionados a valores elevados de PTH (45). Outros autores
admitem como concentracdo adequada de 25(OH)Ds vaor acima de 30 ng/mL, visto
gue niveis menores favorecem o aumento de PTH (46). Considerando esses critérios,
a maioria dos nossos pacientes teriam nivels inadequados de 25[OH]Ds.

Em nosso estudo, a correlacdo positiva dos niveis de 25(OH)Ds com a
albumina sérica e negativa com a proteintria, bem como, menores niveis séricos
desse metabdlito nos pacientes mais proteindricos quando comparados aos menos
proteindricos demonstram a perda urinaria dessa vitamina, fato também observado

em outros estudos (47). Essa perda urinaria aém de ser secundaria a0 aumento da



permeabilidade glomerular pode estar associada a uma incompl eta reabsor¢ao tubular
do complexo 25(0OH)D3-PCVD, como foi demonstrado em ratos albuminuricos, onde
a grande carga de albumina filtrada competiria com a PCVD nos receptores comuns,
sistema megalina — cubilina (44).

A concentracdo de 1,25(0OH),D3 foi normal em 70% dos nossos pacientes.
Valores séricos normais de 1,25(0OH),D3; em pacientes com deficiéncia de 25(OH)Ds
poderiam ter cuas explicacOes. primeiro, pela acdo do PTH que inibiria a enzima
24[ OH]ase responsavel pela degradacdo da 1,25(0OH),D3; em metabdlitos inativos
(44,48) e segundo, por ser a concentracdo sérica da 25(OH)D3 mil vezes maior que a
da 1,25(0OH),Ds3, assim, quedas de até 1/3 nos niveis séricos da 25(0OH)D3 ainda
seriam suficientes para manter niveis normais de 1,25(0OH),D3 (44). Nordin et al. em
recente revisdo, concluiram que existe uma correlacdo bifasica entre as
concentracdes séricas de 25(0OH)Ds e 1,25(0OH),D3. Dessa forma, os niveis séricos de
25(0OH)D3 se correlacionariam positivamente com os niveis de 1,25(OH),D3, uma
vez que a primeira é precursora da segunda, porém, diante de concentracOes
reduzidas de 25(OH)Ds; a correlagdo com a 1,25(0OH),D3 seria negativa, pois 0s
nivels séricos da 1,25(OH),D3; estariam mantidos pela acdo do PTH (49). Esses
dados ndo puderam ser comprovados em nosso estudo, provavelmente pelo nimero
reduzido de pacientes incluidos.

Com relagdo a calcitria encontramos em Nnossos pacientes uma correlacéo
negativa com a proteindria e positiva com albumina sérica e, em média, valores
inferiores a controles brasileiros (40). Relatos de literatura mostram resultados
semel hantes aos que encontramos (15,17). Vale lembrar que varios fatores poderiam

estar envolvidos na excregdo renal de célcio como, por exemplo, a excrecdo de sodio,
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alimentagdo, fluxo urinério, os niveis séricos de PTH e 1,25(0OH),Ds3 (3). Em nossos
pacientes a excrecdo de sodio ndo apresentou correlagdo com a calcilria e a ingestéo
de célcio dos pacientes foi semelhante a controles de estudo brasileiro (40). Assim, a
correta fisiopatogenia da hipocalcitria nestes pacientes permanece indefinida, porém
€ sabido que aumentos de 25(OH)D3 induzem hipercalciUria enquanto deficiéncias,
hipocalcitria. Desse modo, nossos dados de hipocalcitria estdo de acordo com o
déficit de 25(OH)D3 que estes pacientes apresentam (3,50).

As adteragbes encontradas na histomorfometria 6ssea poderiam  ser
decorrentes da deficiéncia de 25(OH)Ds e 1,25(0OH),D3. Essa deficiéncia diminuiria
a absorcdo intestinal de célcio, o que estimularia o PTH e a propria 1,25(0OH),D3 a
promoverem osteoclasteogénese (12). O aumentando da mobilizagdo do calcio dos
0ss0s pelos osteoclastos resultaria nas ateraces descritas na histomorfometria 6ssea
(12). Hosogane et al. estudando ratos deficientes em vitamina D, encontraram
alteracdes Osseas semelhantes as do nosso estudo (44). A presenca de osteomalacia
encontrada em outros estudos (26,27), poderia ser um reflexo de nivels séricos mais
baixos de 25(0OH)Ds em comparacdo aos observados em nossos resultados. Outro
dado em relacdo a osteomalécia € de Chan et al. que estudando ratos nefréticos
atribuiram a auséncia de osteomalécia ao curto tempo de sindrome nefrética (17). E
de relevancia salientar que alteracOes Osseas estavam presentes, mesmo nos pacientes
com proteindria menos intensa, sugerindo que essas ateracbes ndo dependem
somente da intensidade da proteinria, mas também de sua manutencéo ao longo do
tempo.

Ndo podemos atribuir as ateragdes Osseas encontradas ao uso de

IMuNOSsUpresséo, porque pacientes que nunca tinham usado imunossupressao (n=



10) também apresentaram alteracOes 0sseas. Por esses motivos, os resultados foram
atribuidos inicialmente a proteindria.

Em nosso protocolo havia notivagdes de confrontar medidas de marcadores
bioquimicos do turnover ésseo ja consagrados com resultados de bidpsia 6ssea, a fim
de avaliar sua utilizagdo no diagndstico da doenca 6ssea. Estudos desses marcadores
em sindrome nefrética sGo escassos. Trabalho experimental em ratos nefréticos
mostrou um aumento de osteocalcina e piridinolina sugerindo que poderia haver um
turnover 6sseo aumentado (34). No presente trabalho, os marcadores bioguimicos de
formacdo Ossea, osteocalcina e fosfatase acaina fracdo Ossea, ndo se mostraram
Uteis para detectar alteragdes do metabolismo 6sseo na sindrome nefrética, pois ndo
houve nenhuma correlacéo entre esses marcadores e os resultados de bioquimica ou
histomorfometria 6ssea, e nem tampouco alteracdes importantes de seus valores.

Este trabalho é pioneiro na realizacdo de cultura de osteoblastos de pacientes
proteindricos. A diminuicdo da proliferacdo osteoblastica corrobora com a
diminuicio da remodelacdo Ossea detectada na histomorfometria. Trabalhos
envolvendo culturade osteoblasto e histomorfometria 6ssea foram desenvolvidos em
pacientes com insuficiéncia renal crénica, onde pacientes com doenca Ossea
adindmica cursavam com menor proliferacéo de osteoblastos (51,52). Recentemente
Freundlich et al. incubando osteoblastos normais com soro de criangas nefréticas
observaram um aumento de fosfatase alcalina e RANK| no sobrenadante de cultura,
correlacionando esses achados a um aumento da atividade osteoblastica (38). Em
nosso estudo ndo encontramos diferenca na fosfatase dcalina do sobrenadante de
cultura entre pacientes e controles, porém, poderia ser decorrente do pequeno nimero

de pacientes estudados.
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Os achados deste estudo corroboram com a existéncia de comprometimento
0sse0 nos pacientes proteindricos, porém, a deficiéncia de 25(OH)D3 ndo explica
todas as ateracOes. Outros fatores poderiam ser implicados, entre eles, a perda da
PCVD, que parece ter uma agdo direta na atividade da vitamina D como € sugerido
em estudo experimental (11), a hipoalbuminemia visto que € um importante fator
tréfico, além de perdas urinarias de fragbes do horménio do crescimento como
insulina like grouth factor (IFG), fatores inflamatérios e interleucinas.

A reposicéo de vitamina D nos pacientes proteindricos ainda ndo € consenso,

entretanto, frente aos nossos resultados, tal reposicdo merece atencao do nefrol ogista.

Assim nossos dados apontam para a existéncia de doenca dssea em pacientes
proteindricos, por provavel perda urinaria de 25(OH)Ds, que € o maior substrato para
a forma ativa de vitamina D, contudo mais estudos para o entendimento da

fisiopatol ogia dessas ateragdes 0sseas ainda S&o necessarios.

Em resumo pacientes glomerulopatas proteinaricos com fungéo renal normal
apresentam:
- baixa excrecdo urinaria de célcio com correlagdo positiva com abumina
sérica e negativa com a proteindria.
- Correlacdo positiva entre 25(OH)D3 e albumina sérica e negativa com a
proteindria.
- Histomorfometria 6ssea compativel com doenca de baixo remanegjamento e

comprometimento da microarquitetura.
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- Baixaproliferagdo celular de osteoblastos quando em cultura, com correlagéo
positiva com niveis séricos de 25(0OH)Ds. Sendo estas comprovacdes inéditas

na literatura.

Como conclusdo, nossos achados sugerem fortemente que ha ateracéo do
metabolismo 0sse0 em pacientes proteindricos, por provavel perda urinaria de
25(0OH)D3. Assim sendo, devemos ficar atentos para a doenca 6ssea em pacientes
com proteindrias atas e/ou prolongadas, mesmo se ndo forem associados

IMuUNOSSUpressores ao tratamento.
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