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Lista de Abreviaturas

DRC — Doenca Renal Crbnica

TFG — Taxa de Filtracdo Glomerular

VE — Ventriculo Esquerdo

HVE — Hipertrofia de Ventriculo Esquerdo

HD — Hemodialise

ECA — Enzima Conversora da Angiotensina

m-TOR - do inglés: mammalian target of rapamycin
BRA — Bloqueador de Receptor de Angiotensina

PCR — Proteina C Reativa

IL-6 — Interleucina 6

MCP-1 — do inglés: monocyte chemoattractant protein-1
TNF-a — do inglés: tumoral necrosis factor-a

25(0OH)D; — 25 Hidroxivitamina D, Calcidiol
1,25(OH),D; — 1,25 Dihidroxivitamina D, Calcitriol
TGF-B1 — do inglés: transforming growth factor B (beta) 1
FGF-23: do inglés: Fibroblast growth factor 23

VDR - do inglés Vitamin D receptor

PTHi — paratorménio molécula intacta



Resumo

Introducao: Hipovitaminose D (25(0OH)D) é fator de risco para doenca cardiovascular
(DCV) na populagdo em hemodialise (HD). Pelos efeitos desta vitamina na ativagdo de
receptores sistémicos no sistema imune e miocardico, pacientes com hipovitaminose D
apresentariam inflamagao sistémica e alteragbes miocardicas mais acentuadas que
poderiam ser revertidas pela replecdo com Colecalciferol. Objetivos: identificar a
prevaléncia de hipovitaminose D em pacientes de HD com niveis baixos de PTHi e sua
associacao com inflamacdo e parametros ecocardiograficos, e analisar 0 impacto do
tratamento de seis meses, com Colecalciferol, nas variaveis do metabolismo mineral, em
biomarcadores de inflamacado sistémica e nos pardmetros ecocardiogréaficos
(miocardiopatia).

Materiais e Métodos: Foram estudados pacientes em HD com PTHi < 300 pg/ml, néo
recebendo Vit D e sem manifestacdo clinica de DCV. 25(0OH)D foi quantificada por
quimioluminescéncia e niveis < 30ng/ml definiram hipovitaminose D. Proteina C reativa
(PCR) (Nefelometria), Interleucina-6 (IL-6; ELISA) e albumina sérica foram usadas como
marcadores inflamatérios. Ecocardiograma realizado em dia interdialitico avaliou fungéo
sistdlica e diastblica e padrao geométrico do miocardio. Os exames laboratoriais € o
exame de ecocardiograma foram realizados no inicio do estudo (previamente a

administracdo de Colecalciferol) e apos seis meses de tratamento.

Resultados: Estudamos 61 pacientes (56x15 anos, 52% masculino, 93% brancos, 31%
diabéticos) em hemodialise por 23 (3-50) meses. 46 pacientes (75%) apresentavam
hipovitaminose D, mais freqlentemente observada entre diabéticos e mulheres. A
propor¢éao de pacientes com PCR > 3 mg/L entre aqueles portando hipovitaminose D foi
maior (73%) quando comparada aos com niveis normais de 25(OH)D (43%; p< 0,05).
Observamos uma correlagdo positiva entre niveis de albumina e os de 25(0OH)D; (r =
0,34; p = 0,007) e os niveis de IL-6 e os de 25(OH)D nao se correlacionaram. Ao
ecocardiograma, pacientes portadores de hipovitaminose D apresentaram maior
espessura relativa de parede de VE (0,48 £ 0,11mm vs. 0,42 = 0,10mm; p =0,05) e
menores didmetros diastélico (49,8 + 6,2mm vs. 54,7 + 5,8mm; p=0,013) e sistélico desta
cavidade (31,9 £ 5,7mm vs. 36,8 = 7,2mm; p=0,012) quando comparados aos pacientes
com niveis normais de Vit D. Os pacientes com hipovitaminose D que puderam ser
seguidos por seis meses (N = 30, 58+15 anos, 95% brancos, 53% feminino, 33%
diabéticos) em HD por 25 (4-50 meses) foram tratados com Colecalciferol 50.000Ul
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semanais por 12 semanas e a seguir por mais 12 semanas com 20.000 Ul semanais.
Apébs 12 semanas ocorreu aumento de 25(0OH)D (18,1+6,6 x 46,2£14,4 ng/ml; p < 0,0001)
e reducao em PCR (mediana de 0,62 x 0,32 mg/L ; p = 0,03). Nenhum efeito significativo
foi observado nos niveis séricos médios de calcio, fésforo, albumina e hemoglobina. Apés
24 semanas, os niveis de 25(0OH)D permaneciam adequados (18,1+6,6 x 40,4 + 10,4;p <
0, 0001), os niveis de PCR mais baixos (mediana de 0,62 x 0,50; p = 0,04) e os valores
médios de IL-6 se reduziram significativamente (mediana de 6,44 x 3,83 pg/ml; p = 0,018).
Os valores médios de calcio sofreram, apds 24 semanas de tratamento, elevagao
significativa (9,0 £ 0,6 x 9,4 + 0,6 mg/dl; p = 0,02). Ao ecocardiograma, apés 24 semanas
de tratamento, observamos redugéo significativa no indice de massa de VE (175,1 £ 63,1
X 159,0 + 55,2 g/m?; p=0,035) e nenhuma alteracdo significativa nos demais parametros
ecocardiograficos quando comparados ao “baseline”.

Conclusodes: Hipovitaminose D em pacientes de hemodialise com niveis baixos de PTHi
associou-se a resposta inflamatéria mais intensa e a um padrao geométrico concéntrico
de VE. Suplementacdo com Colecalciferol em pacientes de HD foi eficiente, determinou
abrandamento do processo inflamatério sistémico, algum impacto em variaveis do
metabolismo mineral e causou redugdo no indice de massa de VE, potencialmente
colaborando para regressao da miocardiopatia associada a doenca renal crénica.



Abstract

Background: Hypovitaminosis D (25(0OH) D5 deficiency) is a cardiovascular risk factor in
chronic kidney disease hemodialysis (HD) population, for its potential actions on systemic
vitamin D receptors present in immune system and myocardium. We hypothesize that HD
patients may present a more pronounced inflammatory response and uremic
cardiomyopathy, even in the presence of low iPTH levels. Thus, the aim of this study was
to identify hypovitaminosis D in hemodialysis patients with low iPTH levels and to analyze
its association with systemic inflammation and echocardiographic parameters.
Additionally, verify the impact of 24 weeks of Cholecalciferol supplementation on mineral
metabolism parameters, inflammatory markers and echocardiographic variables.

Subjects and Methods: Patients on HD with iPTH lower than 300pg/ml not receiving
vitamin D therapy were recruited. Hypovitaminosis D was defined when (25(OH)D) levels
were <30ng/ml. High-sensitivity C-reactive protein (hs-CRP), Interleukin-6 (IL-6) and seric
albumin were used as inflammation markers. Echocardiograms were performed in an
interdialytic mid week day. Subsequently, hypovitaminosis D patients received a 24 —week
supplementation period with Cholecalciferol and the impact on mineral metabolism
parameters, inflammatory markers and echocardiographic variables were analyzed. The
biochemical analyses (including mineral metabolism markers) were done before and after
three and six months of Cholecalciferol supplementation

Results: Sixty-one patients (mean age of 56+15 years-old, 52% males, 93% caucasians,
31% diabetic) were included, and 75% presented hypovitaminosis D. Inflammation was
more prevalent among those with hypovitaminosis D, and these patients presented higher
relative wall thickness (0.48 £ 0.11mm vs. 0.42 + 0.10mm; p =0.05) and lower left
ventricular (LV) diastolic (49.8 + 6.2mm vs. 54.7 £ 5.8mm; p=0.013) and systolic (31.9
5.7mm vs. 36.8+£7.2mm; p=0.012) diameters. During the follow-up period 30 patients were
treated for the entire period and there was a significantly increased in serum 25(OH)D
levels at 3 months of Cholecalciferol supplementation (18.1 + 6.6 vs 46.2 + 14.4 ng/ml; p <
0.001) and a significantly reduction on hs-CRP levels (median 0.62 vs 0.32 mg/L; p =
0.02). After 6 months on supplementation 25(OH)D levels were still on normal range (18.1
+ 6.6 vs 40.4 £ 10.4 ng/ml; p < 0.001), hs-CRP on lower levels (median 0.62 vs 0.50 mg/L;
p = 0.04) and there was a reduction on IL-6 levels (median 6.44 vs 3.83 pg/ml; p = 0.018).
There was not significantly change on alkaline phosphatase, iPTH, phosphorus and seric
albumin levels, but there was a slightly and significantly increasing on calcium levels after
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six months on Cholecalciferol supplementation (9.0 £ 0.6 vs 9.4 + 0.6 mg/dl; p = 0.02). Left
ventricular mass index was significantly reduced at the end of supplementation (175.1
63.1 vs 159.0 + 55.2 g/m?; p = 0.03).

Conclusions: Hypovitaminosis D is associated with inflammation and concentric
geometric pattern of the left ventricle, even in the absence of high iPTH levels.
Cholecalciferol supplementation in HD patients was safe and efficient to correct
hypovitaminosis D, and established little impact on mineral metabolism markers.
Additionally, we observed mitigation of systemic inflammation, with reduction on hs-CRP
and IL-6 levels, and reduction of left ventricular mass index, suggesting an anti-
inflammatory action and possibly improvement of cardiac dysfunction.



Agradecimentos

Antes de tudo e de todos gostaria de agradecer ao apoio que recebi de minha familia.
Minha esposa Vanessa Flumignan Bucharles sempre esteve disposta a me ajudar
nas tarefas do dia a dia com nossas filhas Anna Carolina e Mellissa, me garantindo o
tempo livre necessério para a progressao de meus estudos. A presencga das trés em
minha vida certamente me garante o félego para que as tarefas diarias sejam vencidas

com mais facilidade e para que eu almeje sempre mais uma conquista.

A minha mae Marilena Gardano Bucharles e meu pai, ja falecido, José Elias

Bucharles Filho, que me garantiram a educacdo e cuidados para que hoje eu
estivesse onde estou. Ao meu sogro lzidoro Flumignan e minha sogra Eiko
Flumignan que muito pacientemente sempre me trataram como filho, ao me

acolherem em sua familia 16 anos atras.

As minhas irmas Daniela e Andréa e ao meu irmdo Luciano, que sempre me
auxiliaram em todas as etapas da minha vida profissional e pessoal, dando conselhos,
apoio econdémico ou simplesmente servindo de apoio emocional, meu carinho e

agradecimento eterno.

Ao meu orientador Prof. Dr. Roberto Pecoits-Filho. Jamais tive a oportunidade até
hoje de trabalhar com colega em tao elevado grau de profissionalismo, competéncia,
sensibilidade e sabedoria. Roberto sempre me manteve focado, orientando o

caminho certo a ser seguido. Jamais me deixou esmorecer, quando as dificuldades
apareciam e sempre esteve a minha disposi¢cao. Orgulho-me muito de té-lo escolhido
como orientador. Agradeco a oportunidade de ser seu aluno.



Ao meu co-orientador Dr. Silvio Henrique Barberato, cardiologista e
ecocardiografista de indiscutivel competéncia, também sempre esteve préximo me
orientando e discutindo nosso e outros trabalhos com os quais tive oportunidade de

compartilhar seus conhecimentos.

A Prof? Dr?2 Andréa Stinghen, excelente profissional e amiga, com quem pude
trabalhar no laboratério da pés-graduagéo e que foi a responséavel pelas analises dos

marcadores inflamatérios de nossos estudos.

Aos amigos Fabio Branco e Betina Gruber, a época alunos da Prof2 Andréa, pela
dedicacgéao junto ao laboratério da pds-graduacao e participacao ativa nos resultados dos

estudos.

Aos meus colegas de trabalho no Instituto do Rim do Parana Luis Gustavo Buselato,
Gina Moreno Gordon e Fabiola Costa, que sempre estiveram a disposicao para me
substituir nas unidades de dialise para que eu pudesse desenvolver meus trabalhos e

comparecer as aulas teéricas na PUCPR.

A todos os professores da pos-graduacao da PUCPR com quem tive a
oportunidade de aprender (e foram muitos). Nao posso deixar de reconhecer a
importancia de cada um na formacao desse aluno que agora completa mais uma

etapa na nossa longa jornada.

Aos Diretores das unidades de didlise participantes do nosso estudo, Dr. José Rubens
Carvalho, Dr. Hélio Vida Cassi e Dr. Sérgio Marks, destacados nefrologistas de

nossa cidade.



A toda equipe de enfermagem que trabalha nas unidades de dialise: Unidades Buenos
Aires, Santa Casa, UNIRIM e Sao José, pelo apoio e cuidados com as amostras de
sangue coletadas durante o estudo. Quero aqui destacar os nomes Elias da Silva,
Clarice Anselmo dos Santos, Lourdes de Fatima da Silva ,Enf? Caroline Aurora Franco,
Marcia Cléia Duarte, Marcos Bassani, Lilian Kalarga, Rociane da Silva, Sivanildo

Campos, Crecié de Fatima Chaves, Silvana Cardoso, Silvana Fernandes.

Aos meus pacientes, que se submeteram aos testes propostos, sempre com disposi¢ao
e alegria, vocés que sao a razao principal de meus estudos, meu respeito a todos vocés.

Ao CNPq, que através de projeto apresentado aos seus respeitaveis comités

avaliadores, me agraciou com uma bolsa de estudos utilizada durante a minha formacao.

Direta ou indiretamente outras tantas pessoas participaram de alguma forma da
execucao desse estudo. Nao posso aqui listar todas, mas certamente me lembrarei com

carinho de cada uma delas.

10



Sumario

Introducao 12
Objetivos 37
Materiais e Métodos 38
Resultados 46
Primeiro Artigo 47
Segundo Artigo 70
Conclusoes 90
Consideracoes Finais 92
Anexos 103

Referéncias 112

11



1) INTRODUCAO

Define-se doenca renal crénica (DRC) como a presenca de dano permanente e
progressivo do tecido renal por um periodo superior a trés meses, incluindo-se
nesta definicdo anormalidades estruturais ou funcionais (1). Adicionalmente, a
verificagdo de taxa de filtragdo glomerular (TFG) abaixo de 60 ml/min/1,73m? de
superficie corporal, estando presente ou ausente dano renal, também caracteriza

esta condi¢éo patoldgica.

A doenca renal crbnica, em geral de carater progressivo, € classificada em
cinco estagios potencialmente evolutivos, levando-se em conta a taxa de filtragcao
glomerular observada e seguida prospectivamente. Alguns estudos
observacionais realizados até o0 momento sugerem que a prevaléncia de pacientes
portadores de doenca renal crénica em qualquer estagio de evolugcado é muito alta
(2), atingindo até 10% da populacao geral. Um dos grandes interesses no estudo
desta patologia nefroldgica reside no fato de que a presenca é determinante para
elevagdo substancial no risco cardiovascular, operando como um multiplicador
desse risco. A doenca renal em estagio final de evolugcao ou DRC estagio V esta
associada com um aumento de 10 a 20 vezes na mortalidade cardiovascular
quando comparado a populagao geral, sendo que morte subita de origem cardiaca

€ responsavel por grande parte dessas mortes (3).

Doenca Renal Crénica e Risco Cardiovascular

Estudos prospectivos revelam que em qualquer fase de evolucdo da doencga renal
cronica existe maior probabilidade de que o paciente sofra um evento
cardiovascular fatal antes de progredir para um novo estagio da doenca (4). Na
medida em que ocorre progressiva queda na TFG, ocorre aumento exponencial no
risco cardiovascular, especialmente ligado ao fato de que o paciente portador de
doenca renal cronica exibe uma marcada disfuncao imunoldgica, presente desde

as fases iniciais da doenca e que contribui diretamente para diversas
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complicacées crénicas como aterosclerose acelerada, disfuncdo miocardica e

calcificagdes vasculares (5).

Consequientemente, as doencas cardiovasculares se constituem nas
principais causas de morbidade e mortalidade em pacientes portadores de doenga
renal crénica, sendo responsaveis por quase 40% das hospitalizacées e 50% das
mortes nesta populacéo, incluindo-se aqui aqueles pacientes com doenca renal
em estagio V de evolucao ou em didlise (6). Do ponto de vista anatomopatol6gico
doenca cardiaca isquémica, insuficiéncia cardiaca congestiva e miocardiopatia
sao responsaveis pela maior parte das mortes de origem cardiovascular na
populacdo em terapia renal substitutiva (7-9). Ao tempo de entrada em tratamento
dialitico crénico, 22% dos pacientes exibem historia de angina pectoris ou infarto
agudo do miocardio prévio (8) e 31% se apresentam com insuficiéncia cardiaca

congestiva (9).

Muito embora exista uma elevada prevaléncia de fatores de risco de
Framingham (dislipidemia, tabagismo, diabetes mellitus e hipertensao arterial)
neste segmento populacional portador de DRC, as elevadas taxas de mortalidade
nao podem ser explicadas adequadamente apenas pela presenca desses fatores.
Em estudos observacionais feitos com grande numero de pacientes renais
crénicos em hemodialise e que sofreram eventos cardiovasculares, observou-se
que fatores tradicionais como dislipidemia e hipertensao arterial sistolica pré -
dialitica nao estiveram fortemente associados com doenca arterial coronariana,
doenca cerebrovascular e doenca vascular periférica (10). Baseado nessas
informagbes e em outros estudos epidemioldgicos postula-se que fatores de risco
nao tradicionais e/ou peculiares da uremia como anemia, toxicidade urémica,
inflamacédo sistémica e, mais recentemente, disturbios do metabolismo mineral
possam ser ainda mais importantes na fisiopatologia da doencga cardiovascular

relacionada a DRC.
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Miocardiopatia e Doenca Renal Crénica

A anormalidade cardiovascular mais freqlentemente vista na populacdo em
dialise de manutencéao é a hipertrofia de ventriculo esquerdo (HVE), presente em
até 75 % dos pacientes que iniciam tratamento por hemodidlise (HD) (11) e
associando-se comumente a eventos cardiovasculares adversos (12, 13). Além de
ser um achado comum, esta alteracao ventricular desenvolve-se precocemente no

curso da doencga renal cronica.

Um estudo observacional com 175 pacientes portando doencga renal cronica
em diversos estagios de evolucdo revelou prevaléncia de HVE de 26% em
pacientes com taxa de filtragdo glomerular > 50 ml/minuto, 30% quando a taxa de
filtragdo glomerular estava entre 49 e 25 ml/ml e de 45% ou mais quando havia

severo “déficit” de fungao renal (14, 15).

A presenca dessa alteracao individual do ventriculo esquerdo esta associada
com o desenvolvimento subsequente de insuficiéncia cardiaca congestiva de tipo
sistolico e diastoélico na populacdo em dialise (9), bem como opera como um fator
de risco independente para arritmias cardiacas, morte subita e isquemia
miocardica (7). A miocardiopatia relacionada a doenca renal apresenta certas
peculiaridades em relagdo aquela observada fora do ambiente urémico e os
fatores fisiopatogénicos que predispde os pacientes portadores de DRC ao
desenvolvimento de hipertrofia de ventriculo esquerdo sao multiplos e podem ser
classificados em trés categorias: a) fendmenos de pré-carga, b) fendbmenos de
pbs-carga e c) fenbmenos nao relacionados as alteracdes de pré ou de pos-carga

(16, 17).

Dentre os fenbmenos de pré-carga destacam-se a expansdo cronica de
volume extracelular, a presenca de anemia e a criacdo de shunt arteriovenoso
para hemodialise, cujo impacto na parede ventricular esquerda determina um
padrdo de hipertrofia miocardica ou de remodelamento de tipo assimétrico ou
excéntrico, visto em cerca de 30% da populagdo em HD (18). A sobrecarga de
volume ou expansao crénica de volume de espacgo extracelular contribui para o
desenvolvimento de hipertrofia de ventriculo esquerdo tanto por seus efeitos na
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pressao arterial sistémica quanto pela prépria hiperhidratacao (19). A importancia
do adequado controle da volemia em pacientes de hemodialise pode ser
documentada pela observacdao em paralelo de regressao nos niveis tensionais e
reducdo nas dimensdes de VE que se seguem a um rigoroso regime de
ultrafiltracéo e reducao na ingestéao de sal (20).

Anemia determina importantes conseqiéncias deletérias para a fungao e
estrutura do miocardio, especialmente quando os niveis de hemoglobina
encontram-se consistentemente abaixo de 10 g/dl (21), o que resulta em
compensatorios aumentos de freqiiéncia cardiaca e no volume de sangue ejetado
na aorta, causando aumento no débito cardiaco e na contratilidade cardiaca por
aumento na atividade simpética (22), alteragdes fisiopatoldégicas que colaboram
para o desenvolvimento de hipertrofia miocardica. A correcdo da anemia com
alfaepoetina pode reduzir o débito e a freqiiéncia cardiaca, induzindo, pelo menos

em parte, regressao da HVE.

Finalmente, a criagdo de um “shunt” arteriovenoso como acesso vascular
definitivo para hemodidlise (HD) € parcialmente responsavel pela dilatagao
ventricular e por um estado de alto débito visto nesses pacientes em HD. A
presenca de fistula arteriovenosa de elevado fluxo sanguineo determina reducao
na resisténcia vascular periférica, e a pressao arterial € mantida através de
elevacao no débito cardiaco, em decorréncia de um aumento na freqiiéncia e no

trabalho cardiaco (18).

Com relacao aos fenbmenos de pods-carga, aqueles que operam como
determinantes potenciais para HVE sao hipertensdo arterial sistémica, tanto
sistolica quanto diastdlica, elevada resisténcia arterial sistémica (arteriosclerose) e
ativacdo do sistema renina-angiotensina intracardiaco (23). Este ultimo processo
pode estar relacionado a hipertrofia de VE e mesmo fibrose miocéardica
independentemente da presenca de alteragbes na poés-carga (17). Os fatores
relacionados com aumento de pds-carga resultam num padrao de remodelamento
ou hipertrofia de VE de tipo concéntrico (16), observado em até 45% dos

pacientes em hemodialise (18).
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Dentre os fendbmenos nao relacionados com pré e pdés-carga, ou seja, de
desarranjos em sistemas de mediadores celulares, é importante ressaltar que em
pacientes submetidos a terapia dialitica cronica, o grau de hipertrofia de VE
correlaciona-se também com a atividade plasmatica de renina (24). Além disso, o
potencial efeito da hiperatividade do sistema renina-angiotensina na patogénese
das alteragdes miocardicas em pacientes de hemodidlise foi demonstrado pelo
efeito do bloqueio desse sistema em estudos experimentais (25) e por regressao
de hipertrofia de VE que ocorre com o uso de drogas inibidoras da enzima
conversora da angiotensina (ECA), regressdo essa mediada por efeitos nao

diretamente relacionados ao controle de presséo arterial (26).

Na maior parte das vezes a hipertrofia miocardica vista na doenga renal
cronica se desenvolva em padrées ecocardiograficos isolados, de hipertrofia
concéntrica ou excéntrica, porém € importante ressaltar que as mesmas podem
até coexistir, como resultado de uma combinacdo de sobrecargas de pressao e
volume associadas (18) e pela presenca dos demais fatores ja citados

anteriormente.

A hipertrofia ventricular que se desenvolve no ambiente urémico apresenta
certas peculiaridades e se caracteriza ndo somente por aumento na massa de
cardiomidcitos, mas também por exacerbada fibrose intersticial (27), caracterizada
histopatologicamente por um rapido incremento na sintese de coladgeno e um
aumento desproporcional na matriz extracelular (28). A ativacdo de fatores de
crescimento locais estimulando a proliferacdao e maior atividade de fibroblastos
cardiacos se deve a uma combinacdo de fatores, entre os quais se destacam
isquemia miocardica, exacerbada liberagdo de catecolaminas, além de
hiperatividade do sistema renina-angiotensina-aldosterona (29).
Concomitantemente, observam-se modificagdes nos vasos cardiacos resultantes
de reducdo na complacéncia (arteriosclerose) e de aterosclerose de
microcirculagdo, que favorecem, respectivamente, hipertrofia e, adicionalmente,

isquemia miocardicas (27, 30).
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Assim, as trés modificacbes ou lesdes que constituem o processo de
remodelamento do miocardio de pacientes renais cronicos (hipertrofia de
cardiomidcitos, fibrose miocardica e espessamento das artérias e arteriolas
intramurais) sao anormalidades freqlientes em bidpsias ou necropsias de
pacientes portadores de DRC (31, 32). O resultado dessa combinagéo,
especialmente exagerada fibrose miocardica, se traduz pelo desenvolvimento de
disfungéo diastdlica, cuja prevaléncia € muito maior entre pacientes portadores de

DRC do que entre aqueles sem doenca renal crbnica (33).

Embora os agentes etiolégicos que colaboram para as modificacoes
deletérias de VE na uremia, como delineado, sejam multiplos, existe evidéncia
crescente sugerindo que outros fatores néo relacionados aos fenébmenos de pré e
de poés-carga tradicionais, como sistemas de mediadores celulares, também
devam estar envolvidos na geracdo de HVE no ambiente urémico. Dentre esses
processos destacam-se a ativagdo de m-Tor (mammalian target of Rapamycin)
(34), o processo de inflamacdo sistémica de baixo grau (16) e disturbios do
metabolismo mineral, particularmente o “déficit” de ativacdo sistémica de

receptores para vitamina D, em decorréncia de hipovitaminose D (35).

Miocardiopatia na DRC: Papel da Hipovitaminose D

Evidéncias ligando a deficiéncia de vitamina D a doengas cardiacas existem ja ha
algum tempo, porém a importancia dessa associagao vem se tornando mais clara
na medida em que os mecanismos moleculares envolvidos nas agbes da vitamina

D no leito cardiovascular vao sendo elucidados (36).

Acredita-se que tanto o0 excesso de horménio das paratiredides
(hiperparatireoidismo secundéario) quanto a hipovitaminose D, muitas vezes
associada ao primeiro, pode ocasionar modificagées estruturais e funcionais no
leito cardiovascular no ambiente urémico (tabela 1). Operando por mecanismos
fisiopatologicos variados, os resultados finais incluem o desenvolvimento de
hipertrofia de cardiomidcitos, geracdo de disfuncdo ventricular esquerda e

fendbmenos de calcificagcbes vasculares e valvulares. A vitamina D parece
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desempenhar um papel crucial na organizacdo do tecido cardiaco, através da
regulacdo dos niveis de calcio intracelulares, proliferagdo, diferenciacdo e
maturacao de cardiomiécitos e seu “déficit” poderia resultar em desorganizacao
estrutural das células contrateis cardiacas.

Tabela 1 — Potenciais efeitos deletérios que o hiperparatireoidismo e a
hipovitaminose D determinam sobre o tecido miocardico e leito

cardiovascular .

Hiperparatireoidismo Hipovitaminose D
1 Presséo arterial 1 Presséo arterial
1 Conteldo citoplasmatico de calcio 1 Producgéo de PTH

1 Forca de contracao 1 Massa ventricular

1 Massa ventricular 1 Conteldo de colageno do miocardio

1 Fibrose intersticial 1 Proliferacéo celular

1 Processo aterosclerético 1 Processo aterosclerético por | HDL e APO-A

1 Calcificagdes valvares 1 Calcificagdes valvares (excesso de Vitamina D)

? Calcificagao miocardica

* Modificado de Rostand, S.G. Kidney International, 1999.

Revisdes de literatura médica (37-39) exploram os efeitos bioldgicos da Vitamina
D e a ativacdo de seus receptores sistémicos nos processos celulares que
governam a integridade e a saude do endotélio vascular, revelando um grande
nuamero de agdes desta vitamina nao relacionadas ao tecido 6sseo. Existe, de
fato, uma ampla distribuicdo de receptores teciduais para vitamina D no organismo
(tabela 2) e em diversos tipos celulares suas fungdes estdo bem definidas, como
no tecido renal, sistema imune e em cardiomiécitos. A inativagdo de receptores
para vitamina D em modelos experimentais (40, 41) determinou um sustentado

aumento na expressao tecidual de renina, além de maior producdo de
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angiotensina I, o que resultou em hipertensao arterial e hipertrofia miocardica. Por
outro lado, em modelos animais com hipertrofia de VE induzida por ingestdo
excessiva de sal, a administracdo de analogos de vitamina D determinou a
regressao da hipertrofia por mecanismos independentes do controle de pressao
arterial (42, 43).

Tabela 2. Distribuicao de Receptores Sistémicos para Vitamina D*.

Sistema Tecidos
Enddcrino Paratire6ides, Células B Pancreas, Células C Tiredide
Cardiovascular Células musculares lisas arteriais, Cardiomiocitos
Musculoesqueléticas Osteoblastos, Condrocitos, Musculatura Estriada
Renal Tabulos, Aparelho Justa-glomerular (renina), Podocitos
Gastrointestinal Esb6fago, Estébmago, Intestinos, Figado
Imune Células T, Células B, Medula Ossea, Timo
Respiratorio Células alveolares pulmonares
Pele Queratinécitos, Foliculos pilosos

*Modificado de Andress, D.L. Kidney International, 2006.

Em pacientes sob tratamento por hemodidlise, diversos trabalhos chamam
atencdo para os efeitos benéficos da administragdo de vitamina D nas funcbes
sistolica e diastdlica do ventriculo esquerdo (44) e na reducao da hipertrofia
ventricular (45, 46), além de influenciar beneficamente o conteddo de colageno do
coracao e a maturacao do tecido cardiaco (36). Assim, a deficiéncia de vitamina D
poderia predispor ao desenvolvimento de HVE por diversos mecanismos
fisiopatoldgicos, incluindo prejuizo na contratilidade cardiaca, aumento no
conteudo de coldgeno do miocardio (36), alteracdo na expressdo protéica das
cadeias de miosina (47) e ativagdo do eixo renina-angiotensina-aldosterona (37,
40).
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As trés lesdes que constituem o remodelamento estrutural do miocardio observado
em pacientes portadores de DRC sao hipertrofia miocardica, fibrose intersticial e
espessamento intramural de artérias e arteriolas (31, 32). Fibrose miocardica
ocorre como conseqiéncia de um excessivo acumulo de fibras colagenas,
especialmente colageno de tipo | e IV, no intersticio e ao redor das artérias e
arteriolas intramiocardicas. O acumulo desse tecido resulta de um desequilibrio
entre a sintese exagerada por miofibroblastos e degradacédo reduzida pelas
metaloproteinases (48). Varios fatores desencadeantes podem participar da
geragdao de fibrose miocardica no paciente portador de DRC. Alguns desses
fatores poderiam ser mais importantes em estagios inicias da doenca renal
(inflamagéao, estresse oxidativo e sobrecarga de volume), enquanto outros, como
anemia, hiperparatireoidismo e déficit de vitamina D agiriam em fases mais
avangadas da DRC (49).

O diagnéstico das alteracbes miocardicas através do exame de
ecocardiografia (figura 1) € uma importante ferramenta para caracterizagdo mais
apropriada do risco cardiovascular, estimando a prevaléncia de patologias
cardiacas primarias, determinando progndéstico e avaliando o resultado de
intervengdes que possam resultar em atenuagdo de hipertrofia de VE (50).
Tradicionalmente o0 modo M e o ecocardiograma bi-dimensional permitem uma
acurada analise da massa ventricular esquerda, bem como de suas dimensdes
cavitérias e fungao sistélica. Adicionalmente, técnicas geradas a partir do Doppler
tecidual podem gerar informagcbes a respeito do relaxamento ventricular em
diastole e o comportamento da funcao diastélica (presengca ou auséncia de

disfungao).

Inflamacao Sistémica e Doenca Renal Crénica

Inflamacao sistémica freqlentemente acompanha a doenca renal crénica por
diversos mecanismos fisiopatologicos, dentre as quais destacamos a redug¢ao no
clearance renal de citoquinas proé-inflamatérias, comorbidades associadas
(diabetes mellitus e doengas renais inflamatorias) e fatores associados ao proprio
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tratamento dialitico (exposicao do sangue as membranas de dialise e produtos
sintéticos) (51). Em pacientes portadores de doenca renal em seus diversos
estagios observa-se progressivo aumento nos niveis de proteina C reativa ultra-
sensivel (PCR) de forma paralela ao curso da prépria doenca renal (52, 53),
enquanto em pacientes sob tratamento hemodialitico os niveis médios de
proteina-C reativa sdo maiores do que controles da populagdo geral (54). O
estudo desse processo inflamatério sistémico é importante na presenca de doenca
renal crdnica, pois 0 mesmo estd intimamente relacionado a mecanismos e
progressao de doenca aterosclerotica, agravamento da condi¢do cardiovascular e

relacionado a desnutricao.

Associacbes entre niveis séricos elevados dos biomarcadores PCR e
Interleucina-6 (IL-6) e mortalidade por doencas cardiovasculares ja estao
adequadamente estudados na literatura médica nefrologica (55-62),
especialmente entre pacientes portadores de DRC em suas varias fases de
evolugdo. Rao M e cols (58) estudaram 206 pacientes renais crénicos em
hemodidlise e observaram que elevados niveis plasmaticos de IL-6 estiveram

intimamente associados a comorbidades e & mortalidade cardiovascular.

De maneira semelhante, Iseki K e colaboradores (60), acompanharam 163
em hemodidlise crénica por cinco anos e observaram que os maiores valores de
PCR (> 10 mg/L) estiveram fortemente associados a mortalidade por todas as
causas, independentemente de outras possiveis varidveis impactantes em
mortalidade, como presenca de hipoalbuminemia, idade avangcada e diabetes

mellitus.

Honda H e colaboradores (56), utilizando como ferramenta de analise os
biomarcadores cardiovasculares IL-6, PCR e albumina sérica, analisaram dados
laboratoriais e clinicos de 173 pacientes, desde sua entrada em tratamento
dialitico crénico e, apdés um periodo médio de observacdo de 26 meses,
concluiram que todos esses marcadores estiveram associados com desnutri¢cao,
doenca cardiovascular e mortalidade, muito embora os niveis de |IL-6 tenham se
mostrado mais fortemente relacionados aos desfechos clinicos estudados.
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Aumento nos niveis de PCR, ainda que durante uma sessao de hemodialise, pode
se apresentar como preditor de mortalidade cardiovascular (63), enquanto
dosagem de PCR imediatamente antes de transplante renal se constitui em
ferramenta de apoio para avaliar progndstico geral e cardiovascular do paciente
(64).

O biomarcador Interleucina-6 estimula a producdo hepatica de proteina C
reativa, maior sintese de proteina quimioatratora de monécitos (MCP-1) por
macrofagos e também maior expressdo de moléculas de adesao e citoquinas,
esta ultimas pelas células endoteliais (65). Além destas fontes tradicionais, a
producdo adipocitaria de IL-6 explica em parte a associacdo entre adiposidade
abdominal e aumento nos niveis de PCR na doenga renal cronica (66). De
maneira semelhante ao comportamento da PCR, elevados niveis séricos de IL-6
se correlacionam negativamente com a taxa de filtracdo glomerular (52, 53), séo
significativamente maiores em pacientes em hemodidlise do que em controles
saudaveis (67) e operam como fortes preditores de mortalidade cardiovascular em

pacientes de hemodialise (58, 68).

Um melhor entendimento de como esse processo inflamatorio se desenvolve,
a determinacao de novos fatores que colaboram para o seu surgimento, além da
criagdo de estratégias terapéuticas que possam atenua-lo pode causar efeitos

favoraveis em abrandamento do risco cardiovascular ligado a DRC.

Inflamacao Sistémica e DRC: Papel potencial da Hipovitaminose D

A descoberta de que macréfagos ativados produzem 1,25 Dihidroxivitamina D
(calcitriol) e que diversos tipos celulares do sistema imune expressam receptores
para vitamina D sugere que o sistema enddcrino relacionado a essa vitamina deve
exercer influéncia sob a regulacdo do sistema imunolégico (69, 70).
Adicionalmente, hipovitaminose D parece estar intimamente relacionada a génese
de doencas mediadas por desregulacdo do sistema imune, como doengas
inflamatodrias intestinais, asma e esclerose multipla, além de processos infecciosos

crbnicos como tuberculose (71).
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Uma possivel interagcao do sistema imune com a vitamina D (calcitriol) € bastante
atraente em modelos “in vitro” (72, 73), onde esta vitamina exerceu efeito inibidor
sobre a expressao de fator de necrose tumoral - alfa (TNF-alfa) em macréfagos,
reduzindo, também, a expressado de outros mediadores pro- inflamatérios. Além
disso, a vitamina D parece exercer efeito direto sobre as células mononucleares,
modulando a producgao de citoquinas envolvidas no processo de aterogénese e de
calcificagcdo vascular (74-76), resultando em uma melhor orquestragéo do sistema
imunoldgico e um perfil de produgcéao de citoquinas com menor potencial gerador

de inflamacéao sistémica.

Alguns estudos recentes (77-82) observaram os efeitos que a deficiéncia de
vitamina D pode determinar em marcadores teciduais renais de inflamagéo e quais
os possiveis efeitos benéficos bioquimicos que a administracdo de analogos de

vitamina D pode produzir no processo inflamatorio renal.

Pacientes portadores de diversas formas de doenca renal crénica, com
inflamacdo em atividade do parénquima renal e baixos niveis de 1,25
dihidroxivitamina D, apresentaram aumento na excregao urinaria de MCP-1,
aumento na expressao tecidual desse biomarcador e maior infiltracdo de
macrofagos quando comparados a pacientes com doenca renal crénica de causa
isquémica, sugerindo que o déficit de vitamina D possa colaborar para o processo

inflamatorio do tecido renal na doenca renal cronica (83).

Em modelos animais de uropatia obstrutiva onde predominam lesdes tubulo-
intersticiais a utilizagao de Paricalcitol, um andlogo de vitamina D ativada, em
comparagdo com placebo, atenuou significativamente o processo de fibrose
intersticial, reduzindo a deposicao de colageno de tipo | e lll, além de reduzir a
expressao do fator de crescimento tecidual beta (TGF-B1) e seu receptor tecidual,

preservando em parte a integridade epitelial tubular (77).

Estudos em pacientes portadores de DRC nao dialitica sugerem que a
vitamina D possa apresentar um papel atenuador em progressao de doenca renal
em transplantados renais (78). Em pacientes apresentando doenca renal crbénica
em estagios Illl e IV de evolugdo, a utilizagdo de Paricalcitol determinou
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significativa reducao em proteindria, independente do uso de drogas bloqueadoras
do sistema renina-angiotensina-aldosterona (79). Os efeitos diretos da vitamina D
no processo inflamatério (80), na proliferacdo de células mesangiais (81) e nas
células tubulares proximais (82) podem ter sido os responsaveis pelos efeitos
observados. Como os tubulos proximais correspondem ao sitio renal de sintese de
calcitriol, uma adequada ativacao de receptores de vitamina D a esse nivel pode
ser necessaria para se manter a integridade estrutural e funcional desse segmento

tubular.

Fisiologia da Vitamina D e Suas Outras Funcoes Sistémicas

Com o progressivo declinio na taxa de filtracdo glomerular, grande parte dos
pacientes portadores de doenca renal cronica passa a apresentar alteragdes do
metabolismo mineral, como a deficiéncia na producdo de vitamina D ativada,
diminuicdo da excrecao de fésforo, hipocalcemia, elevagdo dos niveis do fator de
crescimento derivado de fibroblastos — 23 (FGF-23) e hiperparatireoidismo
secundario, determinando alteracbes Osseas, calcificacdes em tecidos moles e
outras alteragcdes metabdlicas que causam importante morbi-mortalidade nessa
populacao (84). Embora historicamente a osteodistrofia e as anormalidades na
funcdo das paratiredides sejam os principais achados clinicos, complicacdes
cardiovasculares e calcificacdes extra-esqueléticas no leito cardiovascular vém
sendo cada vez mais reconhecidos como fatores intimamente relacionados aos
disturbios do metabolismo mineral, sendo 0 adequado manejo destas alteracoes
importante para a redugdo de morbi-mortalidade dessa classe de pacientes (85,
86).

Atualmente, pelas suas importantes repercussdes clinicas e por sua
complexa fisiopatologia, essa ampla variedade de disturbios clinicos e
laboratoriais relacionados ao metabolismo mineral ndo pode ser qualificada mais
como osteodistrofia renal e é mais bem definida com o termo desordens do
metabolismo mineral e ésseo relacionados a doenga renal cronica (85), conforme

recentemente estabelecido em literatura médica.
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Tradicionalmente, a vitamina D tem sido associada primariamente com a saude do
tecido ésseo e ja estd bem estabelecido que a deficiéncia de vitamina D determina
raquitismo em criangcas e osteomalacia e osteoporose em adultos (87). Contudo,
atualmente, sabe-se que niveis séricos adequados de vitamina D também séao
importantes para o bom funcionamento de diversos tipos celulares, incluindo o

leito cardiovascular e o sistema imunolégico (88).

Do ponto de vista fisiologico, a vitamina D € um pré-horménio produzido
normalmente na pele através de um processo fotolitico sobre o 7-
dehidrocolesterol, que se converte em pré-vitamina D, a qual é posteriormente e
lentamente isomerizada na pele em vitamina D. Esta forma, biologicamente inerte,
¢é liberada da pele e transportada ao figado ligada a proteina especifica (ligadora
da vitamina D) e onde a mesma sofre uma conversdao enzimatica em 25
hidroxivitamina D (25 (OH) D). A liberacao da forma 25(OH)D no plasma também
se segue a uma ampla ligacdo com sua proteina carreadora e esse complexo
proteina — vitamina D, apés sofrer filtracdo glomerular, ganha acesso as células
tubulares proximais, aonde sofre acdo da enzima 1a — hidroxilase, resultando na
sintese de 1,25 Dihidroxivitamina D3, a forma ativada da mesma e que age
através de um receptor nuclear em diversos tipos celulares gerenciando inUmeras

fungbes biologicas no organismo (89)

A vitamina D exerce suas fungdes teciduais através da interacdo da mesma
com receptor especifico denominado receptor para vitamina D (VDR) membro de
uma familia de receptores nucleares que ativa a transcricado génica intracelular
uma vez que € estimulado. Assim como outros membros dessa familia, os VDR
formam um dimero com o receptor para o acido retindico. O resultado final é o
estimulo ou inibicdo da sintese de diversas proteinas ou substancias que estéo,

pelo menos em parte, reguladas pela agéao do calcitriol.

Dentre as diversas acGes moleculares da vitamina D observa-se que a
mesma é responsavel pela regulacado de proliferacao de diversos tipos celulares,
diferenciacédo, apoptose e angiogénese (90), reduzindo a proliferacdo de células
normais e de células tumorais, além de induzir sua diferenciacao final (89, 90).
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Adicionalmente, em modelos experimentais e em seres humanos, a vitamina D
inibiu a sintese de renina (91), determinou aumento na secrecao pancreatica de

insulina (92) e melhora na contratilidade de cardiomidcitos (88).

A forma hormonal da vitamina D (1,25 Dihidroxivitamina D - calcitriol)
também age como um potente imunomodulador (89, 93). Mondcitos € macrofagos
expostos a um lipopolissacarideo de parede bacteriana ou ao proprio
Mycobcterium tuberculosis promovem maior expressao dos genes que controlam
a sintese do receptor para vitamina D e da atividade de 1a-hidroxilase, que
converte 25 hidroxivitamina D em sua forma hormonal. Como resultado, ocorre
aumento na producao de 1,25 dihidroxivitamina D e aumento na sintese de
catelicidina, um peptideo que apresenta intensa agdo contra M. tuberculosis e

contra outros agentes infecciosos (94).

Fica claro, desta maneira, que a hipovitaminose D parece ndo estar apenas
associada a um maior risco no desenvolvimento de osteoporose e,
subseqliientemente, de fraturas, mas também parece associar-se a uma maior
prevaléncia de doencgas cardiovasculares, de alguns tipos de tumores, de doencas
auto-imunes e de doencas infecciosas crbnicas (94, 95). Direta ou indiretamente a
vitamina D regula a atividade de aproximadamente 200 genes, podendo atuar
como regulador enddécrino negativo para o sistema renina-angiotensina-
aldosterona (40), inibir a liberacdo de citoquinas inflamatérias (IL-1, IL-4, IL-6 €
TNF-alfa) a partir de macréfagos e células T ativadas, e modular a expressao de
metaloproteinases teciduais por macréfagos ativados (37), sendo que estas
funcbes estdo intimamente relacionadas aos processos de remodelamento

cardiovascular.

A dosagem da forma 25-hidroxivitamina D (calcidiol) se constitui na
ferramenta mais adequada para a afericao do real nivel de vitamina D no
organismo (87, 94, 96) e avaliagdo de seus estoques, pois é a principal forma
circulante da mesma. Sua meia vida na circulacdo é de aproximadamente duas

semanas, enquanto a forma ativada da vitamina D (1,25 Dihidroxivitamina D3)
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exibe meia vida de apenas 4 horas. Além disso, 25 hidroxivitamina D apresenta
uma concentragdo plasmatica 1000 vezes maior que sua forma ativada (87).

Embora diversos métodos bioquimicos estejam disponiveis para sua
quantificacdo (97, 98), um dos métodos mais freqlentemente utilizados € o de
DiaSorin LIAISON, que opera um método analitico quimioluminescente onde a
vitamina D é dosada a partir da sua ligacdo com anticorpos anti-25(OH)D3
(quantificando tanto ergocalciferol quanto colecalciferol) e que apresenta elevadas
taxas de concordancia aos outros métodos existentes na literatura. Além disso, o
método DiaSorin LIAISON ndo subestima a concentracdo de Ergocalciferol,
situacao que foi verificada com outros métodos (99). Este método apresenta, em
média, baixos coeficientes de variabilidade intra e interensaio (98), 0 que em
linhas gerais resulta em grande confiabilidade dos resultados. Ainda assim é
importante ressaltar que uma modesta variabilidade pode ocorrer entre diferentes
laboratérios, especialmente se métodos diferentes forem utilizados, € que a
utilizacdo de um calibrador para os métodos disponiveis poderia reduzir essas

variabilidades (100), de acordo com dados observados em um estudo clinico.

Mesmo ainda nao existindo um consenso sobre quais seriam 0s niveis
séricos ideais de vitamina D no organismo, muitos estudiosos no assunto definem
deficiéncia de vitamina D como a presengca de niveis séricos de 25(OH)Dj;
menores do que 20 ng/ml e caracterizam como insuficiéncia de vitamina D niveis
séricos de 21-29 ng/ml. Assim, os niveis séricos ideais seriam de pelo menos 30
ng/ml (101) e consideram-se como hipovitaminose D as situagdes em que o nivel
sérico de 25(OH)D3; estiver abaixo de 30 ng/ml. Esta definicdo esta pautada
principalmente em estudos clinicos que tem como foco a saude 6ssea, sendo que
niveis de pelo menos 30 ng/ml sdo responsaveis por adequadamente suprimir a
atividade paratireocidiana em pacientes sem perda crénica de fungdo renal,
determinar suficiente absorcdo intestinal de calcio e garantir uma satisfatoria
densidade mineral 6ssea (102). Entretanto, os mesmos valores acima citados
também parecem ser os minimos necessarios para que a incidéncia de doencas
nao relacionadas ao tecido 6sseo como neoplasias e hipertensao arterial sejam

atenuadas (101).
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Hipovitaminose D e Doenca Renal Crénica

A literatura médica recente vem confirmando que ndo s6 o defeito na
transformacédo da vitamina D em sua forma ativa (calcitriol), mas também a
prevaléncia de hipovitaminose D (calcidiol) na populacdo em geral (94, 96, 103) e
na populacado de pacientes com doenca renal crdonica em estagio avancado (104,
105) ou inicial (106, 107) é bastante elevada e que esse disturbio do metabolismo
mineral pode estar associado a doencgas cardiovasculares mesmo na presenca de
leve prejuizo da funcao renal (108). As relacdes existentes entre o quadro de
deficiéncia e insuficiéncia de vitamina D e as varidveis do metabolismo mineral
sao conflitantes e parecem estar na dependéncia do estagio de DRC em que os

pacientes se encontram.

Del Valle e colaboradores (104), estudando 84 pacientes em hemodidlise
que nao estavam recebendo suplementacdo com vitamina D, observaram uma
prevaléncia de hipovitaminose D da ordem de 76,1% e nao foram observadas
relagdes entre os niveis de vitamina D e niveis séricos de PTH, calcio e fosforo.
Os niveis de vitamina D encontrados foram, em média, maiores entre os homens
do que entre as mulheres, e foi observada uma correlagdo positiva e significativa
entre os niveis séricos de 25(0OH)D3 e os niveis séricos de albumina.

Mucsi e colaboradores (105), analisando 69 pacientes em hemodidlise
crbnica, observaram uma elevada prevaléncia de deficiéncia de vitamina D (59%
de pacientes com niveis séricos de 25(OH)Ds < 20 ng/ml) e uma correlagao
inversa e significativa dos niveis de vitamina D com niveis de PTH, bem como

uma correlagao positiva dos valores de 25(OH)D3 com a densidade mineral 6ssea.

LaClair e colaboradores (106) estudando pacientes portadores de DRC em
diferentes estagios de evolugdo, mas ainda ndo em tratamento dialitico crdnico,
determinaram uma prevaléncia de hipovitaminose D de 71% entre aqueles com
moderada perda de fungédo renal e de até 87% entre portadores de estagios
avancados de DRC. Niveis mais baixos foram observados, em média, entre as
mulheres, assim como niveis mais elevados foram observados entre caucasianos.

Correlacao inversa com PTH e positiva com calcio sérico também foi observada.

28



Gonzalez e colaboradores (107), também estudando pacientes portadores de
DRC em diferentes estagios (43 casos) e 103 pacientes em hemodialise
verificaram, entre esses Ultimos, que a prevaléncia de déficit de 25(OH)D3 foi de
97%. Nao foi observada correlacao entre esses niveis e 0s niveis séricos de PTH,

bem como com os niveis séricos de albumina.

Recente revisdo de literatura confirma esses dados (109) e outro trabalho
explora a prevaléncia de hipovitaminose D na populacdao portadora de DRC em
estagios Il — V, mesmo em regides do planeta submetidas a maiores periodos de
exposicao ao sol, como o nosso pais (110). Pacientes em hemodialise e em
dialise peritoneal (111) exibem semelhante risco de desenvolver déficit de 25
hidroxivitamina D (hipovitaminose D), em funcéo de restricbes na dieta, anorexia,
baixa exposicdo ao sol e, entre pacientes em didlise peritoneal, a perda de
metabdlitos da vitamina D pelo efluente dialisato parece ser significativa (112) e se
constitui em fonte adicional de perda vitaminica. Outros processos como ma-
absorgcdo intestinal, sindrome nefrético, obesidade e doenca hepatica crénica

aparecem como fatores de risco associados ao quadro (109).

Como ja anteriormente apresentado, a hipovitaminose D ndo esta ligada
somente a disturbios do metabolismo mineral, mas também exibe associacao com
maior risco no desenvolvimento de doengas cardiovasculares tanto na populagao
geral (87, 95), quanto na populacédo de pacientes em tratamento dialitico (113) e
uma reducdo no processo de ativacdo do receptor da vitamina D (VDR) foi
acrescentada na lista de disturbios associados a fisiopatologia da DCV no
paciente com DRC, por mecanismos que ainda ndo estdo muito bem

estabelecidos (39).

Utilizacao de Vitamina D (formas ativada e nutricional) na populacao em
terapia renal substitutiva

Estudos retrospectivos e de coorte (114-119) apontam para um prognéstico mais
favoravel e menores taxas de mortalidade em pacientes renais cronicos em

terapia hemodialitica que fizeram uso de vitamina D ativada ou de andlogos desta
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vitamina, em comparacao com aqueles que nao o fizeram. Os mecanismos que
norteiam esses resultados parecem ser independentes dos potenciais beneficios
esperados no metabolismo mineral, provavelmente ocorrendo por ativacao
sistémica de receptores para vitamina D, particularmente no miocéardio e no
endotélio vascular (39). Em pacientes portadores de DRC em estagios iniciais ou
fase pré-dialitica a utilizagcao de vitamina D ativada quando comparada a nenhum
tratamento também esteve associada a reducdo de mortalidade por todas as
causas e uma tendéncia a menores taxas de progressao para doenga renal em

estagio final de evolugéao (120).

Apesar dos achados benéficos para esta classe de pacientes com a
utilizacdo da vitamina D, os mecanismos fisiopatolégicos exatos mediando esses
resultados nao estdo elucidados, assim como a relagdo existente entre
hipovitaminose D, inflamagéao sistémica e funcao cardiovascular de pacientes em

tratamento hemodialitico que nao apresentam elevados niveis de paratorménio.

Habitualmente os niveis séricos de vitamina D nao sdao monitorados na
populacao em tratamento dialitico e a utilizacao de vitamina D neste contexto esta
baseada em diretrizes clinicas que estudam o impacto de sua administracdo em
marcadores bioquimicos do metabolismo mineral. Até recentemente, as diretrizes
abordando os disturbios do metabolismo mineral e 6sseo na DRC orientavam a
verificacdo dos niveis séricos de 25(0OH)D; apenas se estivessem presentes
elevagdes nos niveis de paratorménio, especialmente em pacientes com DRC em
estagios lll e IV de evolucao. Nao se recomendava, até recentemente, a avaliagao
da hipovitaminose D na populagao em dialise (121).

Atualmente, novas diretrizes nessa area foram estabelecidas (122) e a
avaliacdo dos niveis séricos de vitamina D passou a ser recomendada néao s6
para pacientes portadores de DRC estagios Ill-V, mas também para aqueles em
didlise. Sugere-se, também, que os pacientes nos quais a hipovitaminose D seja
identificada, recebam tratamento de forma semelhante a populagédo geral. Dessa
maneira, ainda existe pouca informagao disponivel na literatura a respeito da

prevaléncia de hipovitaminose D neste cenario clinico-laboratorial (pacientes com
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niveis baixos de PTHi em estagio 5 de DRC), bem como do impacto da correcao
da hipovitaminose D em biomarcadores inflamatérios e na miocardiopatia de
pacientes em hemodialise com niveis baixos de PTHi, pois esta € uma populagao

gue habitualmente nao é rastreada para a deficiéncia vitaminica em questao.

Uma estratégia emergente de tratamento da hipovitaminose D na DRC é a
administracao de altas doses de Ergocalciferol ou Colecalciferol (123), motivada
por baixos custos, bom perfil de tolerabilidade e administragdo de vitamina D em
sua forma mais fisioldgica. Esta terapia objetiva oferecer quantidade suficiente de
25(0OH)D3 para producao extra-renal da forma ativa da vitamina D (1,25(OH).D3)
nos multiplos tecidos e tipos celulares que expressam a enzima 1-a hidroxilase
(109), incluindo miocardio e células do sistema imune. Ainda existem poucos
estudos analisando a eficiéncia, perfil de seguranca e efeitos da administracao de
vitamina D nutricional para pacientes portando DRC em hemodialise (109).
Embora as populagdes estudadas tenham sido pequenas, a maior parte dos
pacientes envolvidos em projetos de suplementagédo de vitamina D se beneficia da
mesma, corrigindo adequadamente seus niveis séricos para valores > 30 ng/ml,
estimados como adequados estoques de vitamina D tanto na populagdo geral

como na populacdo em terapia dialitica (94, 110).

Alguns estudos publicados até o momento discutem sobre a administragao
de Colecalciferol (vitamina D3) em pacientes de hemodialise e seu impacto nos
niveis séricos de vitamina D e nas variaveis do metabolismo mineral (123), em
marcadores inflamatérios (15) e na miocardiopatia (15, 124). Tokmak F et al (123)
num estudo realizado na Europa com 64 pacientes em hemodialise observou que
a administracdo prolongada (por 24 meses) de Colecalciferol determinou um
aumento significativo nos niveis séricos médios de calcidiol e elevacao
significativa na calcemia média do grupo. Nao observou, também, alteracbes
significativas nos valores médios de fosforo, produto célcio-fésforo e nos niveis de

paratormaénio.

Em outro estudo incluindo pacientes de hemodidlise Coratelli P. et al (124)

observaram que a administracdo de Colecalciferol determinou um impacto
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favoravel na fungao sistélica miocardica, muito embora os efeitos benéficos para a
funcéo cardiaca possam ser explicados também pela reducao nos valores médios
de PTHi que ocorreram de maneira significativa.

Matias P.J. et al (15) observaram que em pacientes de hemodidlise, com
muitos apresentando hiperparatireoidismo secundario e doencgas cardiovasculares
prévias, a administracao de Colecalciferol a 158 pacientes por periodo de 1 ano
esteve associada a diversos beneficios, como reducao na massa de VE, reducao
nos niveis séricos médios de proteina C reativa, elevacao dos valores médios de
albumina sérica e, também, a menores necessidades de utilizacdo de drogas para
o controle do hiperparatireoidismo secundario (vitamina D ativada) e drogas
estimuladoras de eritropoiese (Darbepoetina). Naquele estudo, os valores médios
de calcio e fésforo sofreram reducao significativa, fato explicado pelos autores
pelo menor uso de vitamina D ativada e possivelmente pelo efeito nos valores de

calcio total que sao determinados pela elevacao de albumina sérica.

Saab G et al (125) também estudaram a prevaléncia de hipovitaminose D
numa populagdo de pacientes estaveis em tratamento hemodialitico crénico e a
segurancga e eficacia da administracdo mensal de Ergocalciferol. Numa coorte de
119 pacientes em terapia hemodialitica, 91% da populacdo se apresentou com
niveis séricos < 30 ng/ml e a replegcdo com Ergocalciferol, na dose de 50.000 Ul
mensais, foi eficaz em corrigir a hipovitaminose D em 95% dos pacientes.
Adicionalmente, ndo foram verificados episddios de hipercalcemia e as
necessidades de drogas estimuladoras da eritropoiese foram reduzidas em
aproximadamente 65% dos pacientes.

Em outro estudo, realizado em pacientes portadores de DRC em estagios lll
e IV de evolugdo, a administragdo de Ergocalciferol em doses ajustadas pelo nivel
sérico de 25 (OH)D3; determinou reducdo média significativa nos niveis de
paratorménio em pacientes de estagio Ill, mas o mesmo efeito ndo se verificou em
pacientes portando DRC em estagio IV (126), a despeito da normalizagdo nos

niveis séricos de vitamina D.
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Adicionalmente, Al-Aly Z et al (127) observaram resultados semelhantes, ao
avaliar o impacto do tratamento com Ergocalciferol, na dose de 50.000 Ul
semanais por 12 semanas e 50.000 Ul mensais por mais trés meses, em
pacientes portadores de DRC Ill e DRC IV. Neste ultimo estudo, realizado em 66
pacientes que apresentavam hipovitaminose D, apenas entre aqueles com DRC
em estagio lll se observou redugéao significativa nos niveis de PTHi. Episédios de
hipercalcemia associados a administracdo de vitamina D ndo foram observados.
Uma possivel explicacdo para esse fato (reducdo de PTHi apenas no grupo com
DRC Ill) parece residir numa provavel resisténcia a incorporacdo de 25
hidroxivitamina D pelas células no ambiente urémico (128), resisténcia essa
parcialmente corrigida pela administracao de calcitriol. Assim, o efeito bioldgico da
forma nutricional da vitamina D nas glandulas paratirebides de pacientes com
DRC mais avang¢ada seria menos pronunciado.

Ainda nao se tem bem estabelecida qual a melhor estratégia (droga) para a
correcao da hipovitaminose D (Ergocalciferol ou Colecalciferol) e nem qual a
melhor dosagem ou qual a duracdo de tratamento que deve ser estabelecida.
Diversos estudos que focaram em dose semanal e tempo de administracédo, que
nao sao uniformes por estudarem populagdes tanto em estagios de DRC Ill e IV
quanto outras populagdées em HD e didlise peritoneal, apresentam tratamentos
que incluem doses semanais variando de 800 Ul até 100.000 Ul, e tempo de
tratamento de quatro até vinte e quatro semanas ou mais (127, 129-131). Muito
embora tanto Ergocalciferol quanto Colecalciferol pare¢cam ser clinicamente
eficientes em corrigir 0os baixos niveis séricos de vitamina D, acredita-se que
Colecalciferol possa ser mais eficiente (132), exibindo maior poténcia e maior
duracao de acao em estudo com voluntarios sadios.

Existem poucos estudos observando os efeitos do tratamento da
hipovitaminose D em marcadores do metabolismo mineral (125, 130) entre
pacientes de didlise, e particularmente nenhum ainda que observe o impacto em
marcadores inflamatérios e em variaveis ecocardiograficas, numa populacdo que
nao apresenta doenca cardiovascular sintomatica e sem alteragdes importantes

no metabolismo mineral (auséncia de hiperparatireoidismo). Alguns poucos
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estudos em literatura médica observaram o impacto da administragcdo de vitamina
D nao ativada (Ergocalciferol ou Colecalciferol) em pacientes de hemodialise com
doenca cardiovascular prévia, bem como suas potenciais repercussoes

miocardicas (15, 124).

Assim, a prevaléncia de hipovitaminose D, a conseqiente inadequada
ativacao sistémica de seus receptores e seu impacto cardiovascular (figura 2) nao
esta ainda muito bem caracterizada na populagdo em hemodialise, especialmente
entre aqueles pacientes que se apresentam com niveis de PTH abaixo de 300
pg/ml. Desta maneira, nossa hip6tese inicial é de que exista uma maior
prevaléncia de alteracbes na fungdo miocardica, bem como uma resposta
inflamatéria mais intensa em pacientes de hemodidlise que apresentem
hipovitaminose D, documentada pela forma 25 (OH)D3;, e que nao apresentem
elevados niveis de PTH para este estadgio de evolugdo da DRC (em HD). Na
seqliéncia, estudaremos o comportamento desses biomarcadores inflamatérios,
das variaveis ecocardiograficas e dos marcadores do metabolismo mineral frente
a administracdo de Colecalciferol, apdés uma provavel correcdo da hipovitaminose
D.
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Figura 1 — Imagem ecocardiografica de paciente renal crénico em programa
hemodialitico e portador de importante hipertrofia de ventriculo esquerdo

(gentilmente cedida pelo Dr. Silvio Barberato, MD, PhD).
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Deficit de Ativagdo de Receptores Sistémicos
Vitamina D na Doenga Renal Cronica
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Figura 2: Potenciais conseqiiéncias da hipovitaminose D no sistema imune e aparelho
cardiovascular. Deficiéncia de ativacao destes receptores a nivel monocitario esta implicada
diretamente na génese de um perfil inflamatério de producéo de citoquinas, favorecendo
processo aterosclerético. Da mesma forma, ocorrem diversas alteracées fisiopatoldgicas
relacionadas a modificacOes deletérias para o miocardio, em especial acentuacao de fibrose
miocardica.

Legenda da Figura 2:

Sistema R-A-A = Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona
IL-1 = Interleucina -1;

IL-6 = Interleucina 6;

PCR = Proteina C reativa;

TNF-a = Fator de Necrose Tumoral —alfa

INF-y = Interferon gama

IL-10 = Interleucina 10

IL-4 = Interleucina 4

IL-5 = Interleucina 5

HVE = Hipertrofia de Ventriculo Esquerdo
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2) OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliar a associagado da hipovitaminose D com marcadores do metabolismo
mineral e 0sseo, biomarcadores de inflamagdo sistémica e em variaveis
ecocardiograficas de pacientes em hemodialise que apresentam
hipovitaminose D associada a niveis baixos de PTH, e que ndo apresentem

doenca cardiovascular sintomatica.

Objetivos especificos

Avaliar as associagbes da hipovitaminose D com variaveis tradicionais do
metabolismo mineral e 06sseo (Calcio, Fosforo, Fosfatase Alcalina e

Paratorménio);

Avaliar as associagbes da hipovitaminose D com biomarcadores de
inflamacg&o sistémica (Albumina sérica, Proteina C Reativa e Interleucina -
6);

Avaliar as associacbes da hipovitaminose D com parametros
ecocardiograficos selecionados (indice de massa de ventriculo esquerdo,
diametro diastdlico de VE, diametro sistdlico de VE, parametros de fun¢céo
sistolica e diastolica);

Avaliar o efeito que a administragdo de Colecalciferol pode determinar nas
variaveis do metabolismo mineral, biomarcadores inflamatdrios e
pardmetros ecocardiograficos de pacientes em hemodialise portando
hipovitaminose D, niveis baixos de PTHi e sem doencga cardiovascular

prévia;
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3) MATERIAIS E METODOS

3.1 Recrutamento dos pacientes e aspectos gerais

A populacdo escolhida para realizagdo do estudo era constituida de trezentos e
oitenta e quatro pacientes renais crdnicos em tratamento hemodialitico regular em
quatro unidades de terapia renal substitutiva. As unidades participantes foram o
Instituto do Rim do Parand em sua sede principal, a unidade de hemodidlise da
Santa Casa de Misericordia de Curitiba, a unidade de dialise UNIRIM — Unidade
renal do Portdo e a Clinica de Doencas Renais de Sao José dos Pinhais. Os
pacientes eram submetidos a um regime semelhante de manejo clinico e sob

mesmos protocolos de tratamento.

Objetivando-se a potencial participacdo no estudo, o prontuario de todos os
pacientes era submetido a revisdo. A sua condigdo clinica no momento da
possivel inclusdo no estudo era avaliada, realizava-se questionamento direto a
respeito dos medicamentos em uso e 0 medico assistente responsavel pelo
paciente era entrevistado, para se confirmar os critérios iniciais de elegibilidade
para o estudo. A partir dessa populagdo inicialmente avaliada, aplicamos os

critérios para inclusao no estudo que foram:

Criterios de Inclusao:

e Pacientes estaveis em tratamento hemodialitico ha pelo menos noventa dias;
e Idade de pelo menos dezoito anos;

e Auséncia de sinais laboratoriais de hiperparatireoidismo (PTHi < 300 pg/ml);
e Nao utilizagdo de vitamina D ou analogos ha pelo menos um ano;

Uma vez aplicados estes critérios de inclusdo, nossa populacdo para estudo
(portando niveis baixos de PTHi e na estarem utilizando vitamina D) passou a ser
constituida de cem pacientes. Desse total, trinta e nove pacientes foram excluidos
do estudo por apresentarem algum dos critérios abaixo listados:
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Critérios de Exclusao:

e Presenca de eventos cardiovasculares maiores prévios (acidente vascular
encefalico, cirurgias de revascularizagcdo miocardica, procedimentos de
angioplastia transluminal percutdnea de coronarias), amputagbes de membros

inferiores ou angina pectoris de inicio recente;

e Presenca de processos infecciosos ou inflamatérios agudos, nos ultimos trinta
dias antes da inclusdo no estudo ou ser portador de condi¢des inflamatoérias
croénicas como Lupus Eritematoso Sistémico e doengas neoplasicas, bem como

uso recente de drogas antiinflamatérias nao hormonais ou corticoides;
e Recusa em assinar o termo de consentimento;

Essa populacao recrutada para o estudo era submetida a trés sessdes de
hemodialise semanais, com duracdo de quatro horas cada sessao, utilizando-se
membranas dialisadoras de polisulfona e dialisato a base de bicarbonato. Todos
0S pacientes se submetiam ao tratamento através de fistula arterio-venosa nativa
como acesso vascular definitivo para hemodidlise e os niveis de hemoglobina
eram monitorados mensalmente para se atingir os parametros recomendados
pelas diretrizes internacionais com a utilizacdo de Alfaepoetina. Todos os
pacientes, com excecao de um deles, utilizavam drogas anti-hipertensivas, sendo
que as drogas mais comumente utilizadas eram inibidores da enzima conversora
da angiotensina e bloqueadores de receptor de angiotensina (55%), bloqueadores
de canais de célcio (50%) e betabloqueadores (33%).

Os pacientes utilizavam como medicamentos quelantes de fésforo Cloridrato
de Sevelamer (34% da populacdo estudada) e Carbonato de Célcio (66% da
populacdo analisada). A pressao arterial dos pacientes era aferida imediatamente
antes da entrada em dialise, ap6s pelo menos 10 minutos sentados em repouso e
protocolarmente, a cada hora transcorrida da sessdo regular sendo executada.
Com a finalidade de se estabelecer a pressao arterial sistélica e diastdlica médias
de cada paciente, utilizamos os valores médios de pressdo arterial obtidos
imediatamente antes das sessdes de didlise de meio de semana durante 0 més
em que 0s pacientes passavam pelas analises bioquimicas e ecocardiograficas.
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Durante 0 més em que os pacientes eram avaliados através de ecocardiograma
transtoracico, os mesmos eram submetidos a coleta de amostras de sangue,
imediatamente antes da segunda sessdao de hemodialise da semana, para
dosagem dos marcadores de metabolismo mineral e ésseo e dos biomarcadores
inflamatorios. O intervalo médio de tempo entre a realizacdo do ecocardiograma e
a obtencdo das amostras de sangue era de quinze dias. O material (sangue)
inicialmente obtido era submetido a centrifugacao por 5 minutos a 5.000 RPM para

isolamento do soro apds coagular.

3.2 Variaveis do Metabolismo Mineral

Ap6s a coleta de amostra de sangue conforme protocolo acima descrito, uma
parte do mesmo era centrifugada, o soro era separado e este era congelado e
enviado a laboratério de apoio para dosagem de duas formas da vitamina D, 25
hidroxivitamina D (calcidiol) e 1,25 dihidroxivitamina D (calcitriol). Este soro ficou
em parte estocado nas dependéncias do Laboratério de Pés-Graduacdo da
PUCPR, a -70° C, para dosagem de Interleucina-6, e uma parte foi enviada a
laboratério de apoio externo a universidade, para dosagem dos dois metabdlitos

da vitamina D citados e dosagem de Proteina C Reativa.

Os niveis séricos de 25 hidroxivitamina D foram quantificados por método
quimioluminescente (Diasorin LIAISON) automatizado, com coeficientes de
variabilidade intra-método e inter-métodos de 4 e 6% respectivamente (98).
Hipovitaminose D foi definida quando os niveis séricos de 25(0OH)D3; encontravam-
se abaixo de 30 ng/ml. Valores considerados como deficientes eram aqueles
abaixo de 20 ng/ml e insuficiéncia foi caracterizada quando havia valores entre 21
e 29 ng/ml. Niveis séricos normais foram considerados quando se apresentavam
entre 30-60 ng/ml (94). Os niveis séricos de 1,25 dihidroxivitamina D foram
quantificados por Radioimunoensaio (1,25 — Dihydroxyvitamin D RIA KIT DiaSorin)
e os valores normais foram considerados quando maiores ou iguais a 15,8 pg/mi.
Niveis séricos abaixo desses valores eram considerados como de deficiéncia de
1,25 (OH)2D3, baseado na bula do KIT utilizado para dosagem dessa variavel. Os
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niveis séricos de paratormbénio (PTHi 1-84) foram mensurados por
Radioimunoensaio, cujos valores normais encontravam-se na faixa de 12-65
pg/ml). Os valores de calcio total (método colorimétrico), fésforo (molibdato de
amoénio) e fosfatase alcalina (método cinético com emprego de p-nitrofenilfosfato
de sddio) foram mensurados por métodos tradicionais.

3.3 Biomarcadores Inflamatorios

Os biomarcadores inflamatérios utilizados para aplicagdo no estudo foram
Albumina sérica, Proteina C reativa ultra-sensivel e Interleucina-6. As mesmas
amostras de sangue utilizadas para obtencdo das dosagens dos marcadores do
metabolismo mineral foram utilizadas para a dosagem dos biomarcadores
inflamatoérios. Albumina sérica e Proteina C reativa foram analisadas em
laboratério externo de apoio a universidade (DASA — Diagnédsticos da América /
Laboratérios Frischmann Aisengart). Albumina sérica foi quantificada por método
tradicional (método colorimétrico — verde de bromocresol). Proteina C reativa ultra-
sensivel foi quantificada por método de Nefelometria (mede a aglutinacdo de
particulas de latex recobertas com anticorpos anti-proteina C reativa pela
intensidade de luz refletida, com limite de deteccdo 0,0175mg/dl). Pacientes
apresentando niveis de PCR acima de trés mg/L foram considerados como
portando inflamacao sistémica. Interleucina - 6 foi quantificada por método
imunoenzimatico tradicional (ELISA) nas dependéncias do laboratério de pos-
graduacao da PUCPR.

3.4 Ecocardiograma

Todos os exames foram realizados por examinador unico em dia interdialitico
(somente quartas ou quintas-feiras) com horario marcado entre 12 e 18 horas,
como previamente recomendado (8). Utilizamos ecocardiégrafo Agilent Sonos HP
5500 (Hewlett-Packard, Palo Alto, CA, EUA) equipado com transdutor de 2,5 —4
MHz, capaz de operar com imagem fundamental e segunda harménica, para

realizar estudo aos modos M, bidimensional e Doppler (pulsatil, continuo, colorido
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e tecidual). De acordo com a convencao de Penn (133), as seguintes medidas
lineares foram obtidas ao modo M: espessura do septo interventricular, espessura
da parede posterior, didametro diastélico final e diametro sistélico final do VE.

A massa do VE foi obtida por meio da equacdo de Devereux (134) e
indexada pela altura em metros elevada a poténcia de 2,7, diagnosticando
hipertrofia quando o indice de massa do VE (IMVE) foi maior que 51 g/m?’ (135).
Para a definicao do padrao geométrico do VE, calculamos a espessura relativa de
parede pela férmula: (2 x espessura média da parede)/ didmetro diastolico final do
VE; onde espessura média = (espessura do septo interventricular + espessura da
parede posterior na diastole)/2. O valor de referéncia foi 0,45, separando
hipertrofia excéntrica (abaixo de 0,45) da concéntrica (acima de 0,45) (136).
Quando IMVE estava normal e espessura relativa aumentada, classificamos como

remodelamento concéntrico (136).

A funcao sistélica do VE foi analisada pelo calculo da fragcdo de ejecao pelo
método de Simpson modificado cujo limite inferior foi definido em 55% (137). As
velocidades do fluxo transvalvar mitral foram registradas no corte apical de quatro
camaras com a amostra do Doppler pulsatil posicionada entre as extremidades
das cuspides da valvula mitral, solicitando-se ao paciente respiracdo calma e
controlada. De acordo com as recomendacdes da Sociedade Americana de
Ecocardiografia (138), medimos as velocidades de enchimento rapido precoce (E),
velocidade de contragdo atrial (A), relagdo E/A e o intervalo de tempo de
desaceleracdo da onda E (TD). O TD < 140 ms, associado com padrdao de

enchimento restritivo, foi classificado como anormal (139).

As velocidades do anel mitral ao Doppler tecidual foram registradas no corte
apical de quatro cadmaras com uma amostra de volume de um a dois mm na
juncdo das paredes septal (140) e lateral (141) do VE com o anel mitral. A partir
da média dos dois locais, determinamos as velocidades diastélicas precoce (E’) e
tardia (A’) do anel, além das relagdes E’/A’ e E/E’. Disfungao diastdlica foi definida
como: (1) E/A < 1 (alteragdo do relaxamento); (2) E/A > 2 (fluxo restritivo); (3) E/A
entre 1 e 2 em associacao a E/E’ > 10 (pseudonormalizagao) (142). O tamanho do
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AE foi avaliado pela dimensao anteroposterior ao bidimensional (anormal quando
> 40 mm para homens e > 38 mm para mulheres)(137); e pelo célculo do volume
usando a planimetria bidimensional por técnica de Simpson biplanar (143), no
quadro precedente a abertura da valva mitral. O indice do volume de AE (IVAE) foi
obtido pela razao entre o volume de AE e a superficie corporea (144), sendo que
valores acima de 32 ml/m? tém sido indicativos de maior risco cardiovascular (145-
148). Todas as medidas Doppler ecocardiograficas apresentadas no estudo
correspondem a média de trés ciclos cardiacos.

3.5 Analise Estatistica

Os pacientes apresentando deficiéncia e insuficiéncia de vitamina D, baseado nos
niveis séricos de 25(0OH)D3, foram agrupados (hipovitaminose D) e comparados
com 0s pacientes que apresentavam niveis normais da vitamina em questao.
Todas as andlises foram realizadas com programa estatistico JMP Windows 8.0
(SAS Institute Inc USA). No estudo transversal os dados obtidos eram
apresentados como médias e seus respectivos desvios-padrdo ou mediana
dependendo de sua distribuicdo. Para comparag¢des de médias entre dois grupos
distintos foram utilizados testes t de Student ou Mann-Whitney teste. Coeficientes
de correlacdo de Pearson foram utilizados para se verificar as relagées entre
parametros bioquimicos (como varidaveis continuas). Propor¢cdées foram
comparadas por teste de Qui-quadrado. Coeficiente de correlacdo de Kappa foi
utilizado para se estudar a concordancia entre duas variaveis (25 hidroxivitamina
D e 1,25 dihidroxivitamina D) apresentadas como variaveis categéricas. Analise
multivariada foi realizada com o objetivo de se avaliar os efeitos da hipovitaminose
D nas variaveis ecocardiograficas. Na fase prospectiva foi utilizado teste t pareado
ou ANOVA para se estudar diferengcas entre as médias das variaveis continuas
antes e apés a suplementagdao com Colecalciferol.
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3.6 Colecalciferol — Farmacocinética da medicacao empregada no estudo.

A suplementacdo com as formas de vitamina D denominadas nutricionais pode
ocorrer tanto com Ergocalciferol quanto Colecalciferol. Apés a absorcao pela
mucosa intestinal, esse principio vitaminico é transportado pelo sangue ligado a
sua proteina carreadora e € transportado até o figado. Neste 6rgéao, o
colecalciferol é hidroxilado no carbono 25 pela enzima 25-hidroxilase, dando
origem ao 25-hidroxi-D3 [25-(OH)D3], enquanto que o ergosterol (Ergocalciferol)
evolui para 25-hidréxi-ergocalciferol (25-(OH)D2). Essa primeira hidroxilagao
enzimatica NADP-citocromo dependente (P450-redutase) se desenvolve no
sistema microssomal hepatico, tal como acontece com os esteréides e com
diversas drogas, sendo considerada inversamente proporcional a quantidade de
pigmento da pele e diretamente proporcional a quantidade de exposicao a luz
solar5. A regulacédo da hidroxilagdo é dependente do conteudo hepatico de 25-
(OH)D3, dai ser considerada como uma forma de vitamina D de significativa

importancia, uma vez que sua presenca no figado reflete a respectiva reserva.

Estes compostos, mesmo em concentracdes fisiologicas, tém pouca
atividade biolégica, necessitando de uma segunda etapa metabdlica para
tornarem-se ativos, dai porque, uma vez concluida a primeira hidroxilacao
hepatica, o produto 25-(OH)D3 unido a proteina transportadora que tem alta
afinidade e especificidade por esse metabdlito, a transcalciferina - uma alfa
globulina também sintetizada pelo figado. Apenas uma infima quantidade de 25-
(OH)D3 é encontrada livremente, uma vez que o maior percentual se combina a
fracdo protéica para ser transportada até os rins, onde no tubulo contornado
proximal sofre a segunda hidroxilagdo em nivel do carbono 1, mediante a agao
catalitica da 1-a-hidroxilase [14(OH)ase] resultando no 1,25- diidroxicolecalciferol
[1,25-(OH)2D3].
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HO

Estrutura Bioquimica de Colecalciferol

Figura e adaptacao do texto provenientes da publicacao:
Vitamina D, uma abordagem molecular. Danilo BARRAL, Adna Conceicao

BARROS e Roberto Paulo Correia de ARAUJO, Pesq Bras Odontoped Clin
Integr, Joao Pessoa, 7(3):309-315, set./dez. 2007.
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4) RESULTADOS

12 Artigo — Apresentado durante a execucdo e defesa da Dissertacao de
Mestrado em Ciéncias da Saude da PUCPR, em Abril de 2010 e aceito para
publicacao em Dezembro de 2010 no periodico Nephron Clinical Practice

22 Artigo — Artigo submetido ao periodico Journal of Renal Nutrition e
encontra-se em processo editorial no momento (Fevereiro de 2011).
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ABSTRACT

Background: Vitamin D (25(OH)D) deficiency is a cardiovascular risk factor in the
hemodialysis (HD) population. The aim of this study was to identify
hypovitaminosis D in HD patients without signs of hyperparathyroidism and to
analyze its association to inflammation and echocardiographic alterations.

Methods: Patients on HD with iPTH lower than 300pg/ml not receiving vitamin D
therapy were recruited. Hypovitaminosis D was defined when (25(OH)D) levels
were <30ng/ml. High-sensitivity C-reactive protein (hs-CRP), Interleukin-6 (IL-6)
and seric albumin were used as inflammation markers. Echocardiograms were

performed in an interdialytic mid week day.

Results: Sixty-one patients (mean age of 5615 years-old, 52% males, 93%
caucasians, 31% diabetic) were included, and 75% presented hypovitaminosis D.
Inflammation was more prevalent among those with hypovitaminosis D, and these
patients presented higher relative wall thickness (0.48 + 0.11mm vs. 0.42 +
0.10mm; p =0.05) and lower left ventricular (LV) diastolic (49.8 £ 6.2mm vs. 54.7 +
5.8mm; p=0.013) and systolic (31.9 £ 5.7mm vs. 36.8+7.2mm; p=0.012) diameters.

Conclusions: Hypovitaminosis D is associated with inflammation and concentric
geometric pattern of the left ventricle, even in the absence of high PTH levels.
Vitamin D repletion (aiming to reduce cardiovascular complications) should also be
considered in hemodialysis patients with normal or low PTH levels.
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Introduction

Cardiovascular disease is the leading cause of death in chronic kidney disease
(CKD) patients (1) and although traditional cardiovascular risk factors
(hypertension, diabetes, dyslipidemia) are frequent in the dialysis population, the
pathogenesis of cardiovascular disease in CKD involves the interplay of traditional
risk factors and uremia-related factors, such as mineral metabolism disorders (2)
and systemic inflammation (3).

Vitamin D receptors (VDR) are found ubiquitously throughout the body and
most tissues and many cells possess the enzymatic mechanism to convert the
primary circulating form of vitamin D, 25 hydroxyvitamin D> (calcidiol) into the
active form 1,25 dihydroxyvitamin D3 (calcitriol) which acts through a nuclear
receptor to carry out its many functions, related to mineral metabolism and several
noncalcemic actions (4). Local calcitriol production depends on level of circulating
25(0OH) D, which is the barometer for vitamin D status. Patients with CKD in all
stages have a high prevalence of hypovitaminosis D (5, 6), and there is preliminary
evidence from observational studies suggesting beneficial cardiovascular effects of
vitamin D therapy in uremia (7, 8). The reasons for these associations are largely
unknown and may be related to the impact of the lack of VDR activation in the

cardiovascular system.

From the cardiovascular viewpoint, hypovitaminosis D appears to predispose
hypertension, left ventricular hypertrophy, congestive heart failure, and chronic
vascular inflammation (9). First, a state of systemic inflammation, commonly
assessed by serum C-reactive protein levels is observed in approximately 40-50%
of patients in ESRD and associations between inflammation and cardiovascular
mortality are well documented in medical renal literature (10). Biomarkers of
inflammation are considered today important tools to monitor cardiovascular risk.
The interplay between vitamin D and systemic inflammation is observed in
experimental models, in which cytokine production may be related to vitamin D
action upon monocytes and macrophages, modulating the immunological system,
and thus determining a more anti-inflammatory profile of cytokine network (11, 12).
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Second, left ventricular hypertrophy (LVH) is the most frequent cardiac alteration in
chronic kidney disease patients (13) and this pathological condition in uremia has
been described as a complex myocardiopathy with peculiar causes and
consequences in the myocardial structure, that include fibrosis, apoptosis and
capillary degeneration. The pathogenesis of LVH has been extensively studied in
uremia and although traditional risk factors such as fluid overload, hypertension
and anemia are among the most important, alone these factors cannot fully explain
the changes observed in the uremic myocardium. Hypovitaminosis D is an
important candidate, since it acts as a negative endocrine regulator of rennin-
angiotensin synthesis, which induces not only hypertrophy, but also inflammatory

changes in the myocardium, that may lead to cardiac fibrosis (14, 15).

Until recently, traditional guidelines recommend measuring 25(OH)D levels
in CKD stages 3 and 4 only if iPTH levels were elevated, and no guidelines were
given for measuring hypovitaminosis D in dialysis CKD patients, particularly in
patients presenting low iPTH levels (16). Although there has been a recent
recommendation to monitor and treat hypovitaminosis D in CKD despite of signs of
hyperparathyroidism, this recommendation does not find support in clinical studies
until the present (17). We hypothesize that HD patients may present a more
pronounced inflammatory response and uremic cardiomyopathy, even in the
presence of low iPTH levels. Thus, the aim of this study was to identify
hypovitaminosis D in hemodialysis patients with low iPTH levels and to analyze its

association with systemic inflammation and echocardiographic parameters.

Material and Methods

The study population consisted of 384 patients followed in four dialysis units under
the same management and clinical protocols. All adult patients with iPTH <300
pg/ml, no previous history of cardiovascular disease (to avoid the myocardiac
consequences of coronary artery disease, vascular peripheral disease and chronic
heart failure) were eligible for inclusion. Patients presenting systemic inflammatory

diseases (systemic lupus erythematosus), acute (urinary tract infections,
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pneumonia, vascular access infections) or chronic infectious conditions
(tuberculosis) and malignancy were excluded from the study, based on their
clinical conditions and medical history.

The study was carried during the months of April, May and June, 2009 (late fall
and winter) in Curitiba, Brazil. All patients were submitted to four hour, three times
weekly hemodialysis sessions, with polysulfone membranes and bicarbonate
dialisate. Dialysis dose was delivered to achieve a Kt/V above 1.2. Hemoglobin
levels were monitored to achieve K/DOQI recommended parameters. None of the
patients were receiving vitamin D therapy for at least one year or were naive to
vitamin D supplementation. All patients except one received anti-hypertensive
therapy (55% angiotensin-converting enzyme inhibitor or angiotensin receptor
blocker, 50% calcium channel blockers). Sevelamer (34%) or calcium carbonate
(66%) was used as phosphate binders.

Blood pressure was evaluated immediately before all midweek hemodialysis
sessions (average of 4 measurements) on the month of biochemical and
echocardiographic analysis. Pulse pressure (PP) was calculated using the formula
PP = SBP-DBP, on the basis of blood pressure evaluated shortly before the HD
sessions simultaneously to the collection of samples and the echocardiographic
evaluation. All patients were submitted to a standardized study protocol previously
approved by the ethics committee of our institution. All patients signed an informed
consent before entering the study.

Blood Chemistries

All blood samples in our study were obtained immediately before the middle week
dialysis session, on average fifteen days before the echocardiographic analysis,
and included determination of serum albumin, hemoglobin, alkaline phosphatase,
serum high-sensitive C-reactive protein (hs-CRP), serum phosphate and calcium.
Interleukin-6 (IL-6) was measured by the ELISA technique and hs-CRP by
nephelometry (3). Inflammation was defined when hs-C-reactive protein was >
3mg/I (following the American Heart Association to define patients at high risk of
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CVD). Serum parathormone (iPTH 1-84) was measured by RIA (normal levels
range 12-65 pg/ml).

Since the major circulating metabolite of vitamin D is 25(OH) D, levels of this
substance were used to determine adequacy of vitamin D stores. Serum 25(OH)D
was determined by chemiluminiscence method DiaSorin LIAISON 250H Vitamin D
assay (18), with an intraassay and interassay coefficients of variability of, on
average, 4% and 6% respectively (19). 1,25 Dihydroxyvitamin D levels were
determined by radioimmunoassay (1,25 —Dihydroxyvitamin D RIA KIT; DiaSorin).
Hypovitaminosis D was defined when 25(OH) D levels were < 30 ng/ml (deficiency
< 20 ng/ml and insufficiency when 21-29 ng/ml). Levels = 30 — 60 ng/ml was
defined as normal (4). Levels of 1, 25 Dihydroxyvitamin D3 (1,25(OH).D3) was
considered normal when = 15, 8 pg/ml and deficient when < 15, 8 pg/ml (as
indicated by the manufacturer).

Echocardiographic Analysis

Echocardiograms were performed on the interdialytic day, midweek, between 8
a.m. and 1 p.m., as previously recommended (20). The same experienced
cardiologist (S.H.B.) performed all examinations using a commercially available
ultrasound system (Envisor CD Phillips Ultrasound) equipped with a 2.5 MHz
transducer. According to the Penn convention (21) linear measurements were
obtained from M-mode calculations. The LV mass was calculated (22) and indexed
by height in meters at the power of 2.7 (height®*’), diagnosing LVH when > 51
g/height®’ (22). The combination of LV mass index and relative wall thickness (2*
mean wall thickness/ LV diastolic diameter) defined four LV geometric patterns:
normal geometry, concentric remodeling, eccentric and concentric LV hypertrophy.
Relative wall thickness reference cutoff value 0.45 (23, 24) separated eccentric
(below) from concentric (above) LV hypertrophy. Concentric remodeling was
defined by normal LV mass plus an increased relative wall thickness. Ejection
fraction was calculated by Simpson’s method and Doppler mitral flow velocities
were recorded from the apical four-chamber view as recommended by the
American Society of Echocardiography (23).
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Peak early (E) and atrial (A) transmitral velocities, E/A ratio, and deceleration time
of early diastolic filling (DT) were measured. TDI of annular mitral velocities were
obtained with a small (2 mm) sample volume placed sequentially at the septal and
lateral junction of the LV wall with the mitral annulus (25). Early (E’) and late (A’)
diastolic mitral annulus velocities, E’/A’ ratio, and E/E’ ratio displayed in our study
represent the mean value between the two sites. All velocities and intervals were
averaged over three cardiac cycles. Diastolic dysfunction was defined by: (1) E/A <
1; (2) E/A > 2; or (3) E/A between 1 and 2 with concomitant E/E’>10. Left atrial
volume was determined through two-dimensional biplane Simpson’s method (24).
Measurements were done in end systole, and indexed both to BSA (LAVi-BSA)
and height®’ (LAVi- height®’) (26). Normal LAVi-BSA has been determined to be
22 + 6ml/m? , however a cutoff value of 32 ml/m? was indicative of major

cardiovascular risk (27).

Statistical Analyses

Patients with vitamin D deficiency and insufficiency, based on 25 hydroxyvitamin D
levels, were studied in the same group and compared with patients with vitamin D
normal levels. All tests were performed using JMP Windows 8.0 (SAS Institute Inc
USA). Data are expressed as means = SD or median, depending on the
distribution. Univariate Pearson correlation coefficients were used to assess the
relationship among biochemical parameters. Proportions were compared by Chi
Square test. To compare means in two different groups we used the Student’s t-
test or the Mann-Whitney test. The Kappa coefficient test was used to assess
agreement between 2 continuous variables. Multivariate analysis was performed
with the objective of evaluating the impact of hypovitaminosis D on
echocardiographic variables. We considered a p value < 0.05 as statistically

significant.
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Results
Patients Characteristics

The baseline clinical and biochemical characteristics of our patients are reported
on Table 1. Out of the original population, sixty-one patients fulfilled the inclusion
criteria. These patients were on hemodialysis for at least 3 months (median 23;
range 3-50 months) had as primary kidney disease hypertension (36%), diabetes
mellitus (31%), chronic glomerulonephritis (19%), polycystic kidney disease (6%)
and other causes (4%). There were forty six patients with hypovitaminosis D and
fifteen (15) patients with vitamin D normal levels.

When we compared patients with and without hypovitaminosis D (Table 1),
there were no differences in mean age, time on dialysis, prevalence of
hypertension (95% in each group) and hemoglobin levels (11.8 £ 1.5 vs. 12.1 £ 2.0
g/dl). Additionally, there were no differences in serum levels of calcium (9.1 £ 0.7
vs. 9.4 + 0.7 mg/dl), phosphorus (4.6 £ 1.1 vs. 4.7 + 1.8), alkaline phosphatase
(81.4 £ 32.3 vs. 67.8 + 24.4 UI/L), intact PTH (134 + 76 vs. 141 + 84 pg/ml) and
1,25(OH)2 D3 levels (21.8 £ 10.7 vs. 23.0 £ 16.6 pg/ml; p = NS); however, there
was a significant difference in 25(OH)D mean levels (17.8 £ 6.2 vs. 40.7 £ 6.2
ng/ml; p < 0.001) and in the prevalence of diabetes (41% vs. 13%; p < 0.05). In
addition, there were no statistical differences on systolic blood pressure mean
levels, prevalence of angiotensin receptor blocker and angiotensin converting
enzyme prescription and number of anti-hypertensive drugs in use in each group
analyzed. Diastolic blood pressure mean levels were, additionally, higher in the
normal vitamin D group (p= 0.03; Table 1). Pulse pressure was not significantly
different between the two groups of patients (Table 1).

Serum 25(0OH) D and 1,25(OH), D3 did not correlate (overall agreement cases
41%, Kappa coefficient < 0.4) and serum 25(OH)D was below the recommended
sufficiency values in 75% of our hemodialysis patients which was more frequently
observed in diabetics and females. Fourteen patients were classified as insufficient
for vitamin D “status” and thirty-two patients had vitamin D deficiency (levels below
20 ng/ml). No correlation was found between 25(OH) D levels and PTH, calcium
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and phosphate levels. In addition, no correlation was observed between 25(OH) D
levels and body mass index.

Inflammation Biomarkers and Vitamin D “Status”

Systemic inflammation based on high-sensitivity CRP > 3 mg/l was observed in
67% of our population (41 patients, 20 men and 21 women). The proportion of
inflamed (hs-CRP > 3mg/L) patients among those with 25(OH)D deficit was higher
(73%) when compared to 25(OH)D repleted patients (43%, Chi Square 3,9; p <
0.05; figure 1). Accordingly, there was a positive correlation between seric albumin
and 25(0OH) D in plasma (r = 0.34; p = 0.007). Although there was a strong
correlation between hs-CRP and IL- 6 (r = 0.71; p < 0.001), when these variables
were studied as continuous, IL- 6 levels did not correlate to 25(OH) D levels. When
we compared patients with normal 1,25 (OH). D3 levels to patients with 1,25 (OH),
D3 deficit, we did not observe any statistically significant difference in hs-CRP
(median 0,39 vs 0,97 mg/L; p = 0.06) and interleukin-6: (median 6,11 vs 8,22
pag/ml; p = 0,40), but there was a significant difference on albumin levels (4.3 + 0.3
vs 3.9 £ 0.4g/dl; p < 0.01)

Echocardiographic parameters and vitamin D “Status”

LVH was observed in 84% of the study sample, systolic dysfunction in 16%,
diastolic dysfunction in 68% and valvular calcification in 20% (Table 2). Patients
with hypovitaminosis D presented lower left ventricular (LV) diastolic (49.8 + 6.2
mm vs. 54.7 £ 5.8 mm; p=0.013) and systolic (31.9 £ 5.7 mm vs. 36.8 £ 7.2 mm;
p=0.012) diameters as well as higher relative wall thickness (0.48 + 0.11 vs. 0.42
0.10; p =0.05) compared to patients with normal levels of 25(OH) D (figures 2 and
3). There were no differences regarding 25(OH) D deficit in patients with or without
systolic dysfunction, diastolic dysfunction and valvular calcification. Finally, there
was no association between left ventricular mass index and 25(0OH) D status (table
2).

After adjustment for age, female gender and diabetes, the presence of
hypovitaminosis D was still associated with lower LV systolic diameter (p = 0.003)
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and a trend toward relative wall thickness (p=0.06). The same echocardiographic
parameters studied did not correlate to 1,25 (OH).D3 levels, when we compared
patients with 1,25 (OH).D3 deficit to those with normal levels.

Discussion

Vitamin D deficiency has recently emerged as a cardiovascular risk factor in
chronic kidney disease by mechanisms that are not fully understood, but that may
involve inadequate VDR activation on cardiovascular tissue (28, 29) and in the
immune system. The main results of our study indicate that hypovitaminosis D may
be related to more pronounced systemic inflammation and to left ventricular
concentric geometric pattern in a selected group of hemodialysis patients with low

iPTH levels and no previous history of cardiovascular disease.

According to several studies performed in CKD patients, both those on
dialysis (including the present study) and non-dialysis patients, there is a very high
prevalence of hypovitaminosis D (5, 6, 30) and our findings corroborate with those.
This high prevalence can be explained in part by the presence of risk factors for
vitamin D deficiency among dialysis patients such as decreased appetite, dietary
restrictions, and decreased sunlight exposure. We observed a high prevalence of
hypovitaminosis D among female gender when compared to males, which was
observed by others (5). There is no definitive explanation for this finding, although
hormonal differences may be implicated.

No study until the present have addressed this issue focusing in the
population low iPTH levels, a population that is not routinely screened for
hypovitaminosis D according to traditional guidelines (16). Only recent guidelines
(17) recommend the measurement of 25(OH) D levels in CKD stage 3-5 and
dialysis patients, independently of iPTH levels, and replacement with ergocalciferol
or cholecalciferol in those who present hypovitaminosis D. It is important to point
out that there are no consistent background information supporting the need for
screening of hypovitaminosis D in the dialysis population with low iPTH and its

association with asymptomatic cardiovascular disease and inflammation. Our
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results support the active screening of hypovitaminosis in all patients with CKD,
due to the high prevalence and potential cardiovascular consequences (discussed
bellow) of hypovitaminosis D in the absence of mineral metabolism disorders.

We observed not only a high prevalence of hypovitaminosis D, but also an
association between inflammation and vitamin D deficiency in hemodialysis
patients. In our study we found a positive correlation between 25(OH)D levels and
seric albumin, which was in accordance to previous findings (5, 31). Additionally,
we observed a significant association between hypovitaminosis D and hs-CRP
levels > 3 mg/L, reinforcing the association of vitamin D deficit with systemic
inflammation in hemodialysis patients. Similarly, a recent study (31) performed in
hemodialysis patients reported that 25(OH)D3 levels were negatively correlated to
C-reactive protein levels and positively correlated to albumin levels, findings that
are in accordance with our results. However, it’s important to point out that while in
the present study patients were not receiving any form of vitamin D therapy for at
least one year, theirs had 47% of the population using activated vitamin D.
Morever, in that study, there were 29% of patients with definitive coronary artery
disease, including patients with past acute myocardial infarction, a clinical
condition that could determine left ventricular geometric abnormalities, different
form our population who had no past documented history of coronary artery

disease.

Systemic inflammation is frequently observed in dialysis patients and this
abnormality is a significant predictor of death in this population (10). Although
many factors are responsible for this state of inflammation in the dialysis
population, hypovitaminosis D represents an unrecognized (and potentially
reversible) factor playing a role in the generation of this inflammatory state. Indeed,
some intriguing connections between systemic inflammation and vitamin D
deficiency emerged from experimental studies, in which vitamin D could potentially
generate a better profile of cytokine network, reducing the expression of such
biomarkers as IL-6, IL-1 and IFN-gamma and promote up-regulation of the anti-
inflammatory cytokine IL-10 (11, 12, 32). The association between hypovitaminosis
D and inflammation observed in the present study may indicate that the correction
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of this disturbance may be an anti-inflammatory therapy, with potential benefits in
the immune and cardiovascular system. This hypothesis needs to be tested in

intervention studies.

Left ventricular hypertrophy is the most frequent abnormality observed in CKD
patients and is associated with high mortality (13). Although LVH has been
traditionally linked to myocardial hypertrophy (i.e. due to hypertension), in uremia it
has been described as a complex myocardiopathy with peculiar causes and
consequences in the myocardial structure that include fibrosis, apoptosis and
capillary degeneration leading to remodeling. Some studies evaluated the long-
term evolution of cardiomyopathy in peritoneal dialysis patients (33) and in
hemodialysis patients (34) and found that left ventricular mass increased during
long-term follow up, but mass-to-volume ratios increased more significantly,
suggesting that progressive wall thickening was the primary evolutionary pattern.
The common association between concentric hypertrophy and myocardial fibrosis
as a consequence of pressure load has been proposed in the uremic population
(35).

Myocardial disease in uremia may be related to vitamin D deficiency, as
observed in some animal models, by increasing myocardial collagen content and
indirectly through calcium, altering myosin protein expression, inducing impaired
cardiac contractility (15). Vitamin D plays a role in cardiac cell contraction,
proliferation, differentiation, and furthermore it may play a role in the maintenance
of vascular tone and cardiac output (36). Decreased VDR activity increased renin
levels and blood pressure and has caused left ventricular hypertrophy in
experimental models, which will undergo inflammatory changes mediated by
angiotensin that will induce fibrosis as a result of the inflammatory process (14,
36).

Left ventricular remodeling describes the process by which the heart changes
its size, geometry and function over time (24). In HD patients with no symptomatic
cardiac disease, the development of a progressive concentric left ventricular
geometric pattern was common and not consistently related to traditional risk
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factors including arterial hypertension and anemia (37). This observation points to
the fact that nontraditional cardiovascular risk factors, such as hypovitaminosis D,
could play a role in the development of concentric left ventricle hypertrophy. The
characteristics of our study design, that excluded patients with past history of CVD
reinforces that the structural changes in the myocardium of the patients are
potentially related to decrease in VDR activation, and not consequences of the
baseline disease.

In our study we observed reduced LV dimensions and increased relative wall
thickness in patients with hypovitaminosis D, findings that are related to an altered
concentric geometric pattern of the left ventricle (which includes concentric
remodeling and concentric hypertrophy). The fact that patients with
hypovitaminosis D present a distinct geometric echocardiographic pattern points to
the fact that these differences may be due to the lack of activation of cardiac VDR.
Interestingly, patients with and without hypovitaminosis D presented similar
prevalence of co-morbidities (including hypertension), hemoglobin and concomitant
treatment. Moreover, the echocardiographic abnormalities observed were still
present after the adjustment for gender, age and diabetes, although differences in
relative wall thickness among our two groups did not reached statistically
significance. Based on these findings and the strict selection criteria (low iPTH and
no history of CVD), we suggest that the echocardiographic findings of a distinct
geometric pattern in patients with hypovitaminosis D may be related to an early
stage of uremic myocardiopathy, for which hypovitaminosis D potentially may play

a pivotal role.

Intervention studies corroborate our hypothesis that hypovitaminosis D is
involved with myocardiac consequences. In CKD patients with high iPTH levels,
treatment with a vitamin D analogue resulted in regression of myocardial
hypertrophy and improvement in cardiac systolic and diastolic function (38). More
recently, in a study of hemodialysis patients (including those receiving activated
vitamin D and with previous cardiomyopathy) cholecalciferol supplementation in

vitamin D deficient hemodialysis patients resulted in attenuation of inflammation
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and reduced left ventricular mass, suggesting improvements on specific markers of
cardiovascular risk in CKD (39).

In summary, patients with hypovitaminosis D present more pronounced
inflammation and signs of left ventricular concentric remodeling, even in
hemodialysis patients with low iPTH levels and with no symptomatic cardiovascular
disease. We hypothesize that, due to its pathogenic potential and based on our
preliminary results, hypovitaminosis D (independent of PTH) may play a role in the
progression of the structural changes of the heart in CKD patients.
Hypovitaminosis D screening and repletion should also be considered in
hemodialysis patients with normal and low iPTH levels, aiming to reduce

cardiovascular complications.
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Table 1. Baseline clinical and biochemical characteristics of the study population.

Variables Total population VIT D Deficit VIT D Normal P
N = 61 N =46 N=15 value*
Age (years) 56 + 15 56.6 + 15.6 54.2 +13.6 0.59
Male Sex (%) 52 39 73 0.03
Caucasian (%) 93 91 100 0.56
Mean time in Hemodialysis (months) 19 17 24 0.29
Diabetic (%) 31 41% 13% <0.05
Systolic blood pressure (mmHg) 136 £ 16 140 £ 12 135+£17 0.33
Diastolic blood pressure (mmHg) 8317 8117 865 0.03
Pulse pressure (mmHg) 53 £13 52 £ 14 55+9 0.35
Body Mass Index (Kg/m®) 23.51£4.0 23.6 £4.0 23.314.3 0.82
Hemoglobin (g/dl) 12.2+ 3.4 11.8+1.5 12.1+2.0 0.50
Angiotensin receptor blocker 17% 15% 27% 0.43
Angiotensin conversion enzyme inhibitor 37% 43% 20% 0.13
Number of anti-hypertensive drugs 1.50 £0.94 1.50£0.8 1.53+1.1 0.81
Mineral Metabolism Parameters
Serum Calcium (mg/dl) 9.210.7 9.1%£0.7 9.4 +0.7 0.15
Serum Phosphate (mg/dl) 49114 46+1.1 47+1.8 0.76
iPTH (pg/ml) 139 £ 82 134 £ 76 141 +84 0.78
Alkaline Phosphatase (UI/L) 78 £30 81.4£32.3 67.8 £24.4 0.11
25 hydroxyvitamin D3 (ng/ml) 23.4 +£11.7 17.8 £6.2 40.7 £ 6.2 < 0.001
1,25 dihydroxyvitamin D3 (pg/ml) 221 +123 21.8 £10.7 23.0£16.6 0.74
Inflammatory Markers
Serum Albumin (g/dl) 4.23 £0.47 41%0.5 43 0.3 0.14
High-sensitivity CRP (mg/l) 0.53 (0.05 — 29.6) 0.61(0.05-29.6) | 0.29 (0.06 — 15.5) 0.13
Interleukin-6 (pg/ml) 6.78 (0.99-19.5) 6.46(1.36-19.58) 8.77(0.99-19.5) 0.53

Data expressed as means and = DP or median (range)
* p values between VIT D Deficit (hypovitaminosis D) and VIT D Normal groups
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Table 2. Echocardiographic parameters evaluated in the study population.

Entire Population VIT D Deficit VIT D Normal
Variables N = 61 N =46 N=15 P value*

Systolic Dysfunction (%) 16 11 29 0.195
Diastolic Dysfunction (%) 68 74 64 0.505
Relative wall thickness 0.46 £0.10 0.48 £ 0.11 0.42+0.10 0.050
Systolic left diameter (mm) 33.2+6.3 31957 36.8+5.8 0.013
Diastolic left diameter (mm) 50.9+6.3 498 +6.2 547 +7.2 0.012
Left ventricular hypertrophy (%) 84 84 86 1.0

Valvular calcification (%) 20 20 14 1.0

Left ventricular mass (g/m°) 172 £74 167 + 61 177 £ 57 0.590

Data expressed as means and + DP;

* p values between VIT D Deficit and VIT D Normal groups.
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Figure1. Proportion of inflammed patients (hs-CRP > 3 mg /L) among

patients with and without 25(OH) D3 deficit .
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Figure 2. Systolic (SLVD) and Diastolic (DLVD) left ventricular diameters (mm) in

patients with and without 25(OH) D3 deficit.
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Figure 3. Relative wall thickness in patients with and without vitamin D deficit.
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ABSTRACT

Introduction: Vitamin D (25(OH) D) deficiency (hypovitaminosis D) is highly prevalent in
chronic kidney disease (CKD) patients and is potentially involved with complications in the
hemodialysis (HD) population. The aim of this study was to evaluate the impact of
cholecalciferol supplementation on biomarkers of mineral metabolism, inflammation and
cardiac function in a group of hemodialysis patients presenting hypovitaminosis D and low
parathyroid hormone (iPTH) levels.

Material and Methods: HD patients with iPTH lower than 300pg/ml, not receiving vitamin
D therapy and presenting 25(OH)D levels <30ng/ml were enrolled in this prospective
study. High-sensitivity C-reactive protein (hs-CRP), Interleukin-6 (IL-6) and serum albumin
were used as inflammatory markers. Echocardiograms were performed in an interdialytic

midweek day at the baseline and after 6 months of cholecalciferol supplementation.

Results: 30 patients were included in the analysis. We observed a significantly increase in
serum 25(0OH)D levels after 3 months (18.1 + 6.6 vs 46.2 + 14.4 ng/ml; p < 0.001) and
after 6 months of cholecalciferol supplementation (18.1 + 6.6 vs 40.4 + 10.4 ng/ml; p <
0.001). There was not significantly change on alkaline phosphatase, iPTH, phosphorus
and seric albumin levels, but there was a slightly but significantly increasing on calcium
levels after six months of cholecalciferol supplementation (9.0 + 0.6 vs 9.4 £ 0.6 mg/dl; p =
0.02). Additionally, we observed a significantly reduction on hs-CRP levels after 3 months
(median 0.62 [0.05 — 29.6] vs 0.32 [0.02 — 3.13] mg/L; p = 0.02) and after 6 months of
cholecalciferol supplementation (median 0.62 [0.05 - 29.6] vs 0.50 [0.02 — 5.66] mg/L; p =
0.04), as well a significant reduction on IL-6 levels (median 6.44 vs 3.83 pg/ml; p = 0.018)
after 6 months of supplementation. Left ventricular mass index (LVMI) was significantly
reduced at the end of supplementation (175 + 63 vs 159 + 55 g/m?; p = 0.03).

Conclusions: Cholecalciferol supplementation in HD patients is safe and efficient to
correct hypovitaminosis D and establishes little impact on mineral metabolism markers.
Additionally, we observed a reduction in important surrogate markers of cardiovascular
risk, namely systemic inflammation and left ventricular hypertrophy (LVH), suggesting an
anti-inflammatory action and possibly improvement of cardiac dysfunction.
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Introduction

Cardiovascular disease (CVD) is a major cause of morbidity and mortality in CKD (1) and
although traditional cardiovascular risk factors (hypertension, diabetes, dyslipidemia) are
frequent in these patients, the pathogenesis of CVD involves the interplay of traditional risk
factors and uremia-related factors, such as mineral metabolism disorders (2) and systemic
inflammation (3).

Hypovitaminosis D is frequently observed among CKD patients, particularly those
on HD treatment (4-6). Vitamin D receptors (VDR) are found ubiquitously throughout the
body and most tissues and many cells possess the enzymatic mechanisms to convert
vitamin D into the active form 1.25 dihydroxyvitamin D (calcitriol). Indeed, activation of
VDR exhibits classic actions related to bone and mineral metabolism and other called non
calcemic actions, specially on cardiovascular system and many different cels of immune
system (7, 8), potentially acting as a cell-differentiating factor and antiproliferative agent
(9). Indeed, hypovitaminosis D has been recently associated with higher risk of CVD in
CKD and in the general population (10-12).

Recently, mineral metabolism guidelines recommend the measurement of 25(OH)
vitamin D levels in CKD stage 3-5 and dialysis patients, independently of parathormone
(iPTH) levels, and replacement with ergocalciferol or cholecalciferol in those who present
hypovitaminosis D (13). However, there is no consistent background information
supporting the need for screening of hypovitaminosis D in the dialysis population with low
iPTH and its association with asymptomatic cardiovascular disease and inflammation.
Moreover, the impact of hypovitaminosis D correction on HVE and inflammation, both
surrogate markers of CVD, has not been demonstrated in the literature, particularly in
patients with low levels of iPTH.

Thus, the aims of this study were to evaluate the effects of oral cholecalciferol
supplementation on mineral metabolism parameters, inflammation biomarkers and
echocardiographic variables in CKD hemodialysis patients with hypovitaminosis D and low
iPTH levels.
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Material and Methods

Study Design
This was a prospective study of stable hemodialysis patients from a single renal
replacement therapy center, during fall and winter in Brazil.

Population

A total population of 384 HD patients was screened for the study. Previous history of CVD,
iPTH levels > 300pg/ml and utilization of vitamin D or analogs supplementation were used
as exclusion criteria. Additionally, we excluded patients with inflammatory conditions,
including malignances, chronic infections and autoimmune diseases. Out of the original

population, forty-five patients fulfilled the inclusion and exclusion criteria.

All patients underwent dialysis sessions with polysulfone low-flux membranes and
the dialisate calcium concentrate was 3.5 meqg/L during the study. Dialysis dose was
delivered to achieve a Kt/V above 1.2. Hemoglobin levels were monitored to achieve
K/DOQI recommended parameters and all patients were on alphaepoetin. The target for
ferritin was between 200 and 800 ng/ml and intravenous iron saccarate was used when
needed. Patients who were lost during follow-up were also excluded from final analysis
(eight patients underwent renal transplantation, two patients died from cardiovascular
causes, four patients changed to peritoneal dialysis and one patient was transferred to

other dialysis facility).

Systolic blood pressure (SBP) and diastolic blood pressure (DBP) were measured in
midweek HD sessions before the study beginning and in the last month of cholecalciferol
supplementation. Pulse pressure (PP) was calculated using the formula PP = SBP-DBP,
on the basis of blood pressure evaluation shortly before the HD sessions. Antihypertensive
therapy, especially use of angiotensin-converting enzyme inhibitors (ACEls) and
angiotensin Il receptor blockers (ARBs) were evaluated before and after cholecalciferol
supplementation, as well was therapy with statins.

Oral cholecalciferol was prescribed once a week (50.000 Ul) in the first 12 weeks
of the study and 20.000 Ul, once a week, in the last 12 weeks. To monitor compliance,
dialysis nurses administered cholecalciferol immediately after HD sessions.
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Biochemical Analysis

All the biochemical variables were measured before the beginning of supplementation and
at the end of the study (six-month period observation). Blood samples to measure serum
calcium, phosphorus, alkaline phosphatase, hemoglobin, seric albumin and to determine
KT/V were obtained immediately before the first middle week dialysis session in the
beginning and at the last middle week dialysis session in the last month of the study.

Serum 25(0OH) vitamin D was determined by chemiluminiscence method (DiaSorin
LIAISON 250H Vitamin D assay) (14) , with an intraassay and interassay coefficients of
variability of, on average, 4% and 6% respectively. The normal range for 25(OH) D utilized
was 30-60 ng/ml and toxic levels > 150 ng/ml. Total iPTH (1-84) was evaluated by a radio-
immune assay (RIA), with normal range values of 12-65 pg/ml. Serum albumin was
measured using a colorimetric assay. Interleukin-6 (IL-6) was measured by the ELISA
technique and high sensitive C - reactive protein (hs-CRP) by nephelometry (3).

Echocardiographic Analysis

Echocardiograms were performed on the interdialytic day, midweek, between 8 a.m. and 1
p.m., as previously recommended (15). The same experienced cardiologist (S.H.B.)
performed all examinations using a commercially available ultrasound system (Envisor CD
Phillips Ultrasound) equipped with a 2.5 MHz transducer. The echocardiographist was
blinded to patient’s clinical and laboratory condition (pre and post — cholecalciferol
administration). According to the Penn convention (16) linear measurements were
obtained from M-mode calculations. The LVMI was calculated using the Devereux formula
(17) and indexed to body surface area. The combination of LVMI and relative wall
thickness (2* mean wall thickness/ LV diastolic diameter) defined four LV geometric
patterns: normal geometry, concentric remodeling, eccentric and concentric LVH. Relative
wall thickness reference cutoff value 0.45 (18, 19) separated eccentric (below) from
concentric (above) LVH. Concentric remodeling was defined by normal LV mass plus an
increased relative wall thickness. Ejection fraction was calculated by Simpson’s method
and Doppler mitral flow velocities were recorded from the apical four-chamber view as
recommended by the American Society of Echocardiography (18).

Peak early (E) and atrial (A) transmitral velocities, E/A ratio, and deceleration time of
early diastolic filling (DT) were measured. TDI of annular mitral velocities were obtained
with a small (2 mm) sample volume placed sequentially at the septal and lateral junction of
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the LV wall with the mitral annulus (20). Early (E’) and late (A’) diastolic mitral annulus
velocities, E’/A’ ratio, and E/E’ ratio displayed in our study represent the mean value
between the two sites. All velocities and intervals were averaged over three cardiac cycles.
Diastolic dysfunction was defined by: (1) E/A < 1; (2) E/A > 2; or (3) E/A between 1 and 2
with concomitant E/E’>10. Left atrial volume was determined through two-dimensional
biplane Simpson’s method (19). Measurements were done in end systole, and indexed
both to BSA (LAVi-BSA) and height®’ (LAVi- height*’) (21). Normal LAVi-BSA has been
determined to be 22 + 6ml/m?, however a cutoff value of 32 ml/m?was indicative of major
cardiovascular risk (22).

Statistical Analysis

All tests were performed using JMP Windows 8.0 (SAS Institute Inc USA). Variables were
expressed as frequencies for categorical variables, mean values with SD for those
normally distributed and median values with interquartile ranges for those non-normally
distributed variables. Comparison among variables at baseline, 3 and 6 months of
cholecalciferol supplementation was performed with  ANOVA or Friedman repeated
measure analysis. Comparison between variables at baseline and after 6 months of
supplementation was performed using paired t Student test or Wilcoxon Signed Rank Test.
We considered p < 0.05 as statistically significant.

Results
The final analysis of the study included 30 patients with mean age of 59 £ 15 years, 53%
females, on hemodialysis for a median of 23 (range 4-60) months. Ten patients (33%)
were diabetic and all but one patient were on antihypertensive therapy. The baseline
clinical and biochemical characteristics of our study population are reported on table 1.
After six months of cholecalciferol supplementation there were no changes on
hemoglobin levels, use of antihypertensive therapy, statins and alphaepoetin use, as well
as systolic, diastolic, and pulse pressures (table 1).

Moreover, we observed a significant increase in serum 25(OH) vitamin D levels
after 3 months (18.1 + 6.6 vs 46.2 = 14.4 ng/ml; p < 0.001;) and after six months of
cholecalciferol supplementation (18.1 £ 6.6 vs 40.4 + 10.4 ng/ml; p < 0.001; table 2 and
figure 1), with most patients presenting normal 25(OH) vitamin D. There was not a
significantly change on alkaline phosphatase, iPTH and phosphorus, but there was a
significant increase in calcium levels after six months of cholecalciferol supplementation,
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compared to baseline values (9.0 = 0.6 vs 9.4 + 0.6 mg/dl; p = 0.02; table 2). Only two
patients presented calcium levels = 10.5 mg/dl after 3 months of supplementation and one
presented calcium levels = 10.5 mg/dl after 6 months.

Additionally, we observed a significant reduction on hs-CRP levels after 3 months
(median 0.62 [0.05 — 29.6] vs 0.32 [0.02 — 3.13] mg/L; p = 0.02) and after 6 months of
cholecalciferol supplementation (median 0.62 [0.05 - 29.6] vs 0.50 [0.02 — 5.66] mg/L; p =
0.04), as well as a significant reduction on IL-6 levels (median 6.44 [1.36 — 19.58] vs 3.83
[0.78 — 19.45] pg/ml; p = 0.018) after 6 months of cholecalciferol supplementation (table 3
and figure 2). There was not change on serum albumin levels before and after
supplementation (table 3).

At echocardiographic evaluation, we observed that LVMI was significantly reduced at
the end of supplementation (175.1 £ 63.1 vs 159.0 + 55.2 g/m?; p = 0.03; figure 3 and table
4). There were no significant changes in mean systolic and diastolic left ventricular
diameters, as well on relative wall thickness. We also observed no significant changes in
the prevalence of systolic and diastolic dysfunction, as well on valvular calcification when

we compared the baseline with 6 months of cholecalciferol supplementation.

Discussion

Cardiovascular disease is the main cause of death in CKD patients (23), and many
traditional and non-traditional risk factors, including disturbances of mineral metabolism,
are involved in the pathogenesis of CVD in uremia (24). In the present study we observed
that HD patients with hypovitaminosis D and low iPTH levels presented a reduction in
biomarkers of inflammation and in LVMI after 6 months of supplementation with
cholecalciferol.

Hypovitaminosis D is a very common finding in CKD hemodialysis patients (6), in
patients not on dialysis therapy (25) as well as in the general population (26) . The interest
in studying the mineral effects of supplementation with calciferols in CKD patients with low
vitamin D levels has increased after two recent finds: first, although kidneys are the
primary site for 1- a hydroxylation of vitamin D, this enzyme was localized in a wide
variety of tissues that present the enzymatic machinery to produce 1.25(0OH).D, pointing to
the importance of vitamin D status specially on cardiovascular and immune system.
Second, several studies demonstrated an association between hypovitaminosis D and
cardiovascular risk in CKD patients and in the general population (11, 12) by mechanisms
that are not fully understood. Indeed, these mechanisms may involve inadequate VDR
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activation in the cardiovascular tissue (8, 26) and the immune system. Because immune
deregulation and are extremely common CVD in CKD population, (24) the potential
benefits of vitamin D supplementation may be greater than in the other group of patients.

The replacement of 25(0OH) vitamin D in CKD hemodialysis patients has been
previously studied (27-29), focusing on safety, effectiveness and effects on mineral
metabolism parameters. Similar to previous reports (29), we observed that cholecalciferol
was efficient in normalizing serum 25(OH) D levels and showed no major side effects on
mineral metabolism, although we observed that two patients showed hypercalcemia after 3
months, and only one after 6 months of cholecalciferol supplementation.

There are descriptions of associations between systemic inflammation and vitamin D
deficiency in experimental studies. Vitamin D could potentially induce a better profile of
cytokine network, decreasing the expression of IL-6, IL-1 and IFN-gamma and promoting
up-regulation of the anti-inflammatory cytokine IL-10 (30-32). In humans, systemic
inflammation is frequently observed in dialysis patients is a significant predictor of mortality
in this population (33). Although multiple causes are most likely involved, hypovitaminosis
D represents an unrecognized (and potentially reversible) factor playing a role in the
generation of this inflammatory state. Our results showed a significant reduction in hs-CRP
and in IL-6 levels after cholecalciferol supplementation, which is in agreement with a
previous report (34) (35). This could reflect an anti-inflammatory effect of vitamin D and a
potentially represents a new therapeutic opportunity to reduce systemic inflammation and
mortality in CKD hemodialysis patients (36).

Left ventricular hypertrophy (LVH) is the most frequent cardiovascular abnormality in
hemodialysis patients and is a strong predictor of mortality in this population (37, 38). The
pathogenesis of LVH has been extensively studied in uremia and although traditional risk
factors such as fluid overload, hypertension and anemia are involved, they cannot fully
explain the changes observed in the uremic myocardium. Hypovitaminosis D potentially
plays a significant role, since 1.25(OH) vitamin D acts as a negative regulator of renin-
angiotensin synthesis, which induces inflammatory changes in the myocardium, leading to
hypertrophy and fibrosis (39, 40). In our study we observed a significantly reduction in LVH
after six-months on cholecalciferol treatment. There are indeed, previous studies
observing the impact of 1.25(OH) vitamin D (41, 42) and cholecalciferol on myocardial
mass and function (34, 43), but these studies included patients with several degrees of
myocardial dysfunction, including patients with coronary artery disease, and patients with
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secondary hyperparathyroidism, which were receiving concomitant 1.25(OH) vitamin D
therapy.

In CKD patients, excessive iPTH influences cardiovascular structure and function
(44), inducing an increase LVH through cardiomyocytes hypertrophy and interstitial
fibrosis. 25(OH) vitamin D (cholecalciferol) therapy induced a reduction in LVH in parallel
to a decrease in iPTH levels (34, 43). The present study sheds light in this area, isolating
the deleterious action of iPTH to the myocardium, since the studied patients presented at
the baseline already low iPTH levels, which were further decreased after vitamin D
supplementation. Indeed, this is the first report of a reduction in LVH in a selected group of
patients without previous history of CVD, low levels of iPTH (supposedly without
hyperparathyroidism) and not receiving any form of vitamin D, suggesting a direct effect of
25(0OH) vitamin D on myocardial cells, where it can act as an antiproliferative and cell-
differentiating factor (8, 45).

Our study has some limitations, since it did not include a control group, had a
relatively low number of patients and presented a short time of follow up to capture
echocardiographic changes. However, maintaining patients with hypovitaminosis D in
placebo treatment would present ethical issues. Also, selecting a population with low iPTH
levels and without vitamin D therapy definitely limits the recruitment of eligible patients. We
believe that this highly selected population indeed represents an opportunity to analyze the
effects of vitamin D supplementation that are not related to mineral metabolism actions.
Further studies will need to address the long term effects of vitamin D supplementation on
the myocardiac function and structure.

In conclusion, cholecalciferol supplementation in HD patients is safe and efficient to
correct hypovitaminosis D with little impact on mineral metabolism. Additionally, there was
a reduction in important surrogate markers of cardiovascular risk, namely systemic
inflammation and LVH. This study suggests that vitamin D plays a pivotal role in uremic
CVD and its supplementation should be considered even in the absence of mineral
metabolism disorders, once hypovitaminosis is detected.
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Table 1. Clinical and biochemical parameters before and after 6 months of cholecalciferol

supplementation.

Baseline 6 months P
Hemoglobin (g/dl; mean + SD) 11.7+1.4 124 +1.4 N/S
KT/V 1.4+0.3 1.4+0.3 N/S
Alphaepoetin (Ul/kg/week; median- range) 122 (31-247) 120 (44-250) N/S
Antihypertensive therapy (%) 96 96 N/S
ACEls (%) 56 60 N/S
ARBs(%) 3 3 N/S
Statins (%) 56 56 N/S
SBP (mmHg; mean + SD) 139 £ 16 138 £ 20 N/S
DBP (mmHg; mean = SD) 82+8 8319 N/S
Pulse Pressure (mmHg; mean = SD) 57 +12 54 + 14 N/S
Dry weight (kg; median- range) 69 (48-88) 69 (48-90) N/S
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Table 2 - Mineral metabolism parameters before and after 6 months of cholecalciferol
supplementation.

Baseline 6 months p
25(0OH)D (ng/ml; mean £ SD) 18.1£ 6.6 40.4£10.4 < 0.001
Calcium (mg/dl; mean + SD) 9.0+0.6 9.4+0.6 0.02
Phosphorus (mg/dl; mean £ SD) 48 1.1 51+£1.7 N/S
Alkaline Phosphatase (Ul/L; mean = SD) 78.1 £29.6 80.5 + 36.6 N/S
Intact Parathormone(pg/ml; mean + SD) 165 + 80 184 + 139 N/S
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Table 3 - Inflammation biomarkers before and after 6 months of cholecalciferol

supplementation.

Baseline 6 months p
Serum Albumin (mean + SD) 4204 4.3x0.3 N/S
hs-CRP(mg/L; median-range) 0.62 (0.05 — 29.6) 0.5 (0.02 — 5.66) 0.04
3.83(0.78 — 19.45) 0.018

IL-6 (pg/ml; median-range)

6.44 (1.36 — 19.58)
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Table 4. Echocardiographic parameters at the baseline and after 6 months of

cholecalciferol supplementation.

Baseline 6 months p
LVM index (g/m”; mean + SD) 175.1 £63.1 159.0 + 55.2 0.03
Systolic Dysfunction (%) 10% 13% N/S
Diastolic Dysfunction (%) 80% 76% N/S
Valvular Calcification (%) 26% 30% N/S
Relative wall thickness 0.48 £ 0.1 0.48 £0.08 N/S
Systolic left ventricular diameter (mm) 325 3514 N/S
Diastolic left ventricular diameter (mm) 515 50+4 N/S

82




Figure 1. 25(0OH) D levels at the baseline and after 3 and 6 months of cholecalciferol

supplementation.
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Figure 2. Interleukin-6 levels at the baseline and after 6 months of cholecalciferol

supplementation.
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Figure 3. Left ventricular mass index (g/m® at the baseline and after 6 months of

cholecalciferol supplementation.
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5) CONCLUSOES

A prevaléncia de hipovitaminose D em pacientes de hemodidlise que
apresentam niveis baixos de paratormdnio € bastante significativa e este
padrao foi mais freqientemente observado entre mulheres e diabéticos, em

acordo com outros dados de literatura ja previamente publicados;

Nao observamos correlacdes entre os niveis séricos de 25(0OH)D3 e os demais
marcadores do metabolismo mineral (célcio, fésforo, fosfatase alcalina e
paratorménio); 25(0OH)D; e 1,25(0OH).D3 também nao apresentaram uma

significativa correlacéo entre si;

Essa populagdo de pacientes em hemodidlise, mesmo livre de eventos
cardiovasculares prévios, se apresenta com numerosas modificacoes

ecocardiograficas e elevada prevaléncia de inflamacgao sistémica;

Entre os pacientes portadores de hipovitaminose D a prevaléncia de
inflamacéo sistémica avaliada por biomarcadores tradicionais € muito mais
significativa que a prevaléncia de inflamagéao sistémica entre pacientes que

apresentam niveis normais de vitamina D;

Os valores de PCR estiveram fortemente relacionados aos de 25(OH)D3, assim
como os niveis de Albumina sérica; apesar de termos observado uma forte
correlacédo entre PCR e IL-6, os niveis desse ultimo biomarcador e os niveis de
25(0OH)D3 nao se correlacionaram;

Os pacientes portadores de hipovitaminose D apresentaram, em média,
menores dimensdes cavitarias de ventriculo esquerdo e maior espessura
relativa desta cavidade quando comparados aos pacientes com niveis normais
de vitamina D. Esses achados permaneceram significativos (clinica ou

estatisticamente) mesmo apds avaliagao por modelo multivariado;

Esses resultados sugerem um papel potencial para a hipovitaminose D na
fisiopatologia da doenca cardiovascular relacionada a doenca renal crénica por
mecanismos que parecem ser independentes dos desarranjos do metabolismo

mineral;
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+ O tratamento da hipovitaminose D com Colecalciferol administrado por um
periodo de seis meses foi seguro e eficiente, tendo sido bem tolerado por todos os
pacientes;

» A administracao de Colecalciferol e a consequente correcao da hipovitaminose D
determinou impacto adverso em marcadores do metabolismo mineral, provocando
alguns casos (10%) de hipercalcemia 90 dias apds o inicio da administracao da
droga e um caso (3%) ap6s 180 dias de uso da droga;

* Observamos, adicionalmente, que a administragdo de Colecalciferol nao
determinou alteracdes significativas em importantes variaveis do metabolismo
mineral relacionadas ao remodelamento ésseo (Paratorménio e Fosfatase

Alcalina);

* A utilizagdo de vitamina D ndo ativada determinou abrandamento no processo
inflamatério sistémico, com reducbées em média nos valores de Proteina C
Reativa; ndo observamos, porém, mudanga significativa nos valores médios de

Albumina sérica;

« Os efeitos cardiovasculares, especificamente a nivel miocardico, da
administracdo de Ergocalciferol foram significativos, com reducdo nos valores

médios do Indice de Massa de Ventriculo esquerdo, avaliado por Ecocardiograma;

» Esses achados clinicos verificados em marcadores do metabolismo mineral, em
parametros inflamatérios e em variaveis ecocardiograficas apdés 180 dias de
administracdo de Ergocalciferol, sugerem que entre os pacientes de hemodiélise
portadores de hipovitaminose D em com niveis baixos de PTH a administracao de
vitamina D foi segura, eficaz, determinou minimo impacto adverso no metabolismo
mineral e promoveu abrandamento de inflamagédo sistémica e melhora em
variaveis ecocardiograficas, potencialmente colaborando para regressdao da

miocardiopatia associada a doencga renal crénica;
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6) CONSIDERACOES FINAIS

Os principais resultados desses dois estudos realizados confirmam algumas
informagdes j& previamente observadas na literatura médica, especialmente uma
elevada prevaléncia de hipovitaminose D (104-107) em pacientes portadores de
DRC em diferentes estagios e entre aqueles em terapia hemodialitica crdnica.
Deficiéncia e insuficiéncia de vitamina D nessa populagdo de pacientes sao
anormalidades bioquimicas bastante freqlentes, e que foram vistas em 75% de
nossos casos. A maior parte dos estudos feitos até o momento sugere que a
prevaléncia de hipovitaminose D na populacao portadora de DRC é ainda maior
do que aquela observada na populacdo geral e mesmo em paises ensolarados
como o Brasil este achado é bastante freqtente (110).

De maneira semelhante a outros estudos (104, 107), ndo foram observadas
correlagdes entre niveis séricos de 25(0OH)D3; e os niveis séricos das demais
variaveis do metabolismo mineral: célcio, fésforo, fosfatase alcalina e
paratorménio. Também nao foram observadas correlacdes entre os niveis séricos
de 1,25(0OH)D3 e os niveis das mesmas variaveis.

Nenhum estudo até o momento, baseado nas informagbes até entédo
disponiveis, estabeleceu como foco de interesse a verificagdo do déficit de
vitamina D e suas possiveis associagcdes com inflamacéo sistémica e funcao
miocardica em uma populacao de pacientes portadora de baixos niveis de PTH, ja
que até recentemente, ndo existiam recomendacdes formais de diretrizes

internacionais justificando ou sugerindo essa avaliagéo.

Embora muitos dos fatores de risco tradicionais para doenga cardiovascular
sejam habitualmente vistos na populacao em dialise crénica, diversos fatores de
risco ndo tradicionais aparecem com real importdncia no estabelecimento de
maior risco cardiovascular nesse segmento populacional, especialmente
inflamagao sistémica (56, 58, 60). Dentre os biomarcadores cardiovasculares
disponiveis para pratica diaria e pesquisas clinicas, Interleucina-6 (IL-6) e Proteina
C Reativa (PCR) tem se mostrado muito Uteis na caracterizagao e estratificagcao
de risco cardiovascular em pacientes de hemodialise.
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No estudo aqui apresentado, a presenca de hipovitaminose D esteve intimamente
relacionada a presenca de inflamacdo sistémica, que foi avaliada pelos
biomarcadores proteina C reativa, Interleucina-6 e por niveis séricos de albumina.
A propor¢gdo de pacientes apresentando niveis de PCR > 3 mg/L foi
significativamente mais alta (73%) no grupo de pacientes portando déficit de
25(0OH)D3; quando comparado com o grupo de pacientes que apresentava niveis
normais da vitamina em questao (43%; p < 0.05). Adicionalmente, observamos
uma correlacao positiva e significativa entre niveis séricos de 25(0OH)Ds e niveis
séricos de Albumina (r = 0.34; p = 0.007). Embora os niveis séricos de
Interleucina-6 tenham se correlacionado fortemente com os de proteina C reativa
(r=0.71; p < 0.001), os niveis séricos de 25 (OH)D3 n&o se correlacionaram com
os de IL-6.

Diversos ensaios clinicos, modelos animais e estudos experimentais, além
de revisdes de literatura apresentam os possiveis mecanismos através dos quais
a vitamina D e o sistema imune podem interagir. As células T *“helper”
desempenham papel central em todas as respostas imunoldgicas dependentes de
antigenos especificos e tanto as células Th1 quanto Th2 sdo alvos das agdes
sistémicas da 1,25(0OH).Ds. Células T quiescentes CD4" expressam VDR em
baixas concentragbes, que aumentam em até cinco vezes apos sua ativagao
(165).

Cohen-Lahav M e colaboradores (72) demonstraram em analises “in vitro”
que 1,25(0OH).Ds; reduz a expressdao de TNF-a em macréfagos, por inibir a
atividade de NFKappa B, um importante fator de transcricdo para TNF-a e para
outros mediadores inflamatérios. Estes achados sugerem, segundo os autores,
que a vitamina D poderia, pelas propriedades observadas, funcionar como um

agente antiinflamatério.

Takahashi K e colaboradores (73) também observaram um potencial efeito
antiinflamatério de 1,25(0OH).Ds, verificando um efeito inibitério desta vitamina na
producdo de Interleucina-8 (IL-8) em cultura de células de sangue humano.
Panichi V e colaboradores (74) estudaram os efeitos do calcitriol em um modelo
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“‘in vitro”, por incubagao de células mononucleares com lipopolisacarideos em
pacientes portadores de DRC em HD, e observaram que calcitriol inibiu a sintese
de TNF-a e de IL-2 beta num padrdao dose-dependente, sugerindo um possivel

papel imunomodulatério da vitamina D.

Zehnder D e colaboradores (83) observaram, em um estudo com 174
pacientes em diferentes estagios de DRC, que os niveis séricos de 1,25(0OH).D3
estiveram inversamente e significativamente correlacionados com a producéo de
MCP-1 urinario e com infiltracao de macréfagos no tecidual renal.

Tan X e colaboradores (77) avaliaram um modelo animal de uropatia
obstrutiva e os potenciais efeitos da administragcdo de Paricalcitol (um analogo
sintético da vitamina D) nas lesbes tubulo-intersticiais renais. Comparado aos
controles, a utilizacdo de Paricalcitol significativamente atenuou o processo de
fibrose intersticial, reduzindo o volume intersticial e a deposicdo tecidual de
colageno.

Agarwal R e colaboradores analisaram 220 pacientes portadores de DRC
em estagios lll e IV de evolugdo em trés estudos clinicos randomizados e
controlados por placebo, objetivando analisar a seguranca e a eficacia de
Paricalcitol na forma oral em reduzir proteinuria, um conhecido marcador de risco
cardiovascular. Todos os pacientes apresentavam, também, hiperparatireoidismo
secundario. Apés um periodo de tratamento de até 24 semanas, 0os grupos de
pacientes que receberam Paricalcitol apresentaram, em média, significativas
reducdes de proteindria, quando comparados a placebo. O abrandamento nos
niveis de proteinuria ocorreu de forma independente da utilizagdo concomitante de

drogas bloqueadoras de receptores de angiotensina e inibidores da ECA.

Recentemente, Fishbane S (166) estudando 61 pacientes portadores de
variados estagios de DRC e com proteinuria > 400 mg/dia observaram, também,
que a utilizagdo de Paricalcitol oral reduziu a excregdo urinaria de proteinas de

forma significativa, quando comparado a placebo.

As conclusbes finais desses trabalhos citados, realizados tanto em modelos
experimentais quanto em seres humanos portadores de DRC em variados
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estagios de evolucao, confirmam a influéncia em potencial da vitamina D nos tipos
celulares envolvidos no processo de inflamacao sistémica (sistema imune) e
sugerem potenciais beneficios (efeitos pleiotropicos) da utilizagdo de vitamina D
ou de seus analogos para atenuacao do processo inflamatério intra-renal ou
sistémico.

Ap6s avaliacdo ecocardiografica dos pacientes deste estudo, pudemos
observar uma elevada prevaléncia de hipertrofia de ventriculo esquerdo, tanto na
populacdo portadora de hipovitaminose D quanto entre aqueles que se
apresentavam com niveis normais dessa vitamina. A alteragdo ecocardiogréfica
mais freqientemente observada foi hipertrofia concéntrica de VE, vista em 59 %
dos pacientes, enquanto hipertrofia excéntrica foi observada em 25% dos casos.
Os demais casos foram de ecocardiogramas normais (11% dos casos) e
observamos trés casos de remodelamento de VE sem aumento de massa
ventricular (5%). Disfungdo diastdlica também foi uma anormalidade
ecocardiografica muito observada entre estes pacientes (68% dos casos), de

forma semelhante a outros estudos publicados (151, 167).

Hipertrofia de ventriculo esquerdo na populagado em terapia dialitica cronica é
a anormalidade cardiovascular mais freqientemente vista (18) e exibe um
potencial progndstico de adversidade muito significativo. Embora diversos fatores
de risco para o desenvolvimento da miocardiopatia relacionada a doenca renal
cronica ja tenham sido muito bem estudados, incluindo os conhecidos fenbmenos
de pré-carga e pos-carga (16), o impacto cardiovascular dos disturbios do
metabolismo mineral, em especial o papel do déficit de ativacao dos receptores de
vitamina D no leito cardiocirculatério, vem merecendo especial interesse nos
ultimos anos (35, 38, 39).

Embora o0s reais mecanismos responsaveis pela associagdo entre
hipovitaminose D e doencgas cardiovasculares ndo estejam ainda claramente
elucidados, existem evidéncias de que a ativagao sistémica de receptores para
vitamina D pode ser importante para inibir mecanismos fisiopatolégicos
decorrentes da falta dessa vitamina (39). A vitamina D parece exercer diversos
efeitos no crescimento e desenvolvimento do tecido miocardico (36). Walters M. R.
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e colaboradores (168) demonstraram que a incorporacao de calcio pelas células
dos cardiomidcitos é em parte regulada pela vitamina D, num efeito mediado pelo
receptor nuclear dessa vitamina, o que exigiu transcricdo e sintese de proteinas. O
déficit de vitamina D pode determinar uma mudanca no padrao de distribuicao das
cadeias de miosina no musculo cardiaco, favorecendo a formagéo de isotipos V1,
o que ja foi demonstrado ser um fator que determina alteragdo na contratilidade
dos miécitos, em animais de experimentacao (169, 170).

O'Connell T. D. e colaboradores (171), estudando cardiomiocitos
ventriculares de ratos, observaram que calcitriol deve participar da maturacédo de
células miocardicas, através de um mecanismo que envolve ativagdo de proteina
quinase, bloqueando a maturacdo das células musculares, mantendo-as em

estado imaturo.

No presente estudo observamos que a presenca de hipovitaminose D esteve
associada a alteracdes ecocardiograficas compativeis com um padrao geométrico
de remodelamento concéntrico de ventriculo esquerdo, pelo achado de aumento
de espessura relativa de parede de VE, acompanhada de menores dimensdes
sistolica e diastolica dessa cavidade. Adicionalmente, ndo observamos relacao
entre 0 padrao de hipovitaminose D e indice de massa ventricular esquerda, que
apresentou resultado semelhante nos dois grupos estudados.

E relevante lembrar que a esta populacdo em andlise foi constituida de
pacientes que ndao haviam sofrido eventos cardiovasculares maiores no passado,
e que apresentavam, em média, niveis adequados de hemoglobina (12,2 = 3,4
g/dl), pressao arterial em niveis préximos dos ideais para a populacao em dialise
(pressao arterial sistélica média de 136x16 mmHg e pressao arterial diastélica
média de 83+7 mmHg) e uso, em média, de um numero pequeno de drogas anti-
hipertensivas. De fato, ndo observamos diferencas entre os grupos quando
comparamos nivel sérico médio de hemoglobina, valores médios de pressao
arterial sistélica, bem como numero e tipo de drogas anti-hipertensivas em uso
(inibidores da ECA e BRA), varidveis que, classicamente, podem determinar
alteracdes ou modificacdes no padrao geométrico de VE.
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Adicionalmente, os niveis médios de pressao arterial diastélica foram ainda mais
baixos entre os pacientes que apresentavam hipovitaminose D. Dessa maneira,
esses achados ecocardiograficos poderiam sugerir a presenca de um padrao de
remodelamento concéntrico associado ao déficit de vitamina D por estarmos,
eventualmente, diante de um quadro ecocardiografico que anteceda o de
verdadeira hipertrofia concéntrica, ou antes, poderiamos estar observando um
quadro mais precoce da miocardiopatia urémica, no qual o déficit de vitamina D
poderia ocupar um papel central. Devido ao carater transversal do estudo, ndo é
possivel a certificagdo dessa hipétese e estudos prospectivos focando padrbes
ecocardiograficos de hipertrofia ventricular na populagdo portadora de DRC
associada a hipovitaminose D devem ser estimulados, objetivando caracterizar

melhor o padréo ecocardiografico aqui observado.

Por fim, dentre os nossos resultados, destacamos a presenca de uma
elevada prevaléncia de déficit de vitamina D entre os pacientes diabéticos de
nossa populacdo. A literatura médica apresenta diversos estudos que apontam
para uma relacao significativa entre o déficit de vitamina D e o risco no

desenvolvimento de Diabetes Mellitus e da Sindrome Metabdlica (92, 172-174).

Chiu KC e colaboradores (92) observaram, em estudo clinico com 126
pacientes nao diabéticos, que os niveis séricos de 25(0OH)D3 estiveram fortemente
e positivamente associados com um indice de sensibilidade a insulina e
negativamente relacionados com os niveis plasmaticos glicémicos, apds teste oral
de tolerancia a glicose, sugerindo acao benéfica da vitamina D na sensibilidade a
insulina e que o déficit da mesma vitamina pode afetar as fungdes das células
beta pancreaticas. Em outro estudo, avaliando pacientes com déficit de vitamina D
e 0 potencial impacto da correcdo do mesmo na homeostase glicémica (175), ndo
se observou qualquer efeito na glicemia, nas concentracées de insulina e na

sensibilidade a insulina.

Diversas relagcées em potencial entre a presenca de déficit de vitamina D e o
desenvolvimento de Diabetes Mellitus de tipos | e Il j& foram observadas e
discutidas na literatura (176). A replecao com vitamina D em pacientes diabéticos
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de tipo Il e portadores de hipovitaminose D determinou melhora no controle
glicémico e na secrecao de insulina, sugerindo um papel em potencial da vitamina
D no desenvolvimento de Diabetes tipo II (172). Estudo observacional em
mulheres menopausadas (177) revelou que, em média, os niveis de 25
hidroxivitamina D eram consistentemente mais baixos entre as pacientes
diabéticas, assim como a prevaléncia de deficiéncia severa (<5 ng/ml) desta
vitamina e os valores da ingesta diaria de calcio, ndo se podendo, contudo,

estabelecer relacdes de causa e efeito nos achados daquele estudo.

Recente meta-analise publicada, relacionando déficit de vitamina D com o
desenvolvimento de sindrome metabdlica, (173) concluiu que niveis elevados de
vitamina D em populagdes de meia idade e idosos funcionaram como protetores
contra o desenvolvimento de doenga cardiovascular, Diabetes Mellitus de tipo Il e
Sindrome Metabdlica. Muito embora ndo se pudesse estabelecer real nexo causal
entre ambas, os autores acreditam que intervengdes objetivando o tratamento do
déficit de vitamina D na populacdo adulta poderiam resultar em beneficios

metabdlicos e cardiovasculares.

Os achados desse estudo sugerem que uma parcela significativa da
populacao em terapia hemodialitica crénica pode estar exposta a hipovitaminose
D e aos seus potenciais efeitos deletérios sobre o leito cardiovascular e sistema
imune, pela inadequada ativacao dos receptores sistémicos para vitamina D. Até
recentemente, o déficit de vitamina D na populacdo em terapia hemodialitica
cronica nao era formalmente estudado, ja que as diretrizes até entdo vigentes nao
traziam informacdes que objetivamente orientassem a sua procura (121). Em 2009
novas diretrizes para o tratamento dos disturbios do metabolismo mineral e 6sseo
na doencga renal crdnica (122) passaram a sugerir que o nivel sérico de vitamina D
fosse ativamente verificado em pacientes renais crénicos em estagios 3-5 (e em
didlise) da doenca renal crénica, independentemente dos niveis de paratorménio,
e que este déficit observado deve ser tratado, utilizando-se das mesmas
estratégias aceitas para a populacao geral.
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Conclui-se que pacientes em hemodialise portadores de déficit de 25
hidroxivitamina e sem niveis elevados de paratorménio apresentaram mais sinais
de inflamagao sistémica e menores dimensdes de VE, além de maior espessura
relativa de parede dessa cavidade, o que sugere que o déficit de 25
hidroxivitamina D pode estar associado a inflamacdo sistémica e com padréo
geométrico ecocardiografico de remodelamento concéntrico de VE. Esses
resultados sugerem que déficit de vitamina D (hipovitaminose D) pode estar
envolvido na doenga cardiovascular relacionada a DRC por mecanismos nao

relacionados ao metabolismo mineral.

Acreditamos, assim como as diretrizes atuais sugerem, que 0s niveis séricos
de vitamina D devam ser ativamente verificados na populacdo em terapia por
hemodidlise crbnica, mesmo quando 0s niveis de paratorménio estiverem dentro
dos limites recomendados para esta fase de evolugdo da DRC, objetivando-se
reducao nas complicacdes cardiovasculares desse segmento populacional através
de adequada suplementacdo de vitamina D nos casos em que se confirme tal
déficit.

Na segunda etapa do estudo (fase prospectiva), os pacientes portadores de
hipovitaminose D inicialmente identificados foram suplementados com
Colecalciferol (vitamina D3) por um periodo de seis meses e os efeitos desse
tratamento foram analisados levando-se em consideracdo 0s mesmos marcadores
e variaveis anteriormente estudados. Nas primeiras doze semanas de tratamento
os pacientes receberem doses de 50.000 Ul semanais de Colecalciferol e nas
doze semanas subsequentes doses de 20.000 Ul semanais, sempre apds as
sessbes de hemodidlise de meio de semana, administradas diretamente pela
equipe de enfermagem, garantindo aderéncia total por parte dos pacientes. As
razbes que hoje suportam a necessidade de suplementacdo da forma nutricional
da vitamina D na DRC compreendem a necessidade de garantir adequado
substrato para a producédo de vitamina D na forma 1,25(OH).D3; nos estagios Il e
IV da DRC e para prover quantidade suficiente de 25(OH)D3 para os tecidos extra-
renais, incluindo o leito cardiovascular e diversos tipos celulares do sistema

imune.
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Existem poucos estudos analisando a eficiéncia, perfil de seguranca e impacto da
administracdo de vitamina D nutricional para pacientes portando DRC em
hemodidlise (109). Embora as populacdes estudadas sejam pequenas, a maior
parte dos pacientes envolvidos em projetos de suplementacdo de vitamina D se
beneficia da mesma, corrigindo adequadamente seus niveis séricos para valores >
30 ng/ml, estimados como adequados estoques de vitamina D tanto na populagao
geral como na populagdo em terapia dialitica (94, 110).

No presente estudo, os valores médios de 25(OH)D; sofreram um
incremento significativo apés 90 e 180 dias de suplementacdo com Colecalciferol
quando comparados aos valores observados no inicio do estudo. Muito embora os
niveis médios em 180 dias tenham permanecido dentro da faixa alvo
recomendada, ou seja, valores séricos > 30 ng/ml, os valores médios apés 90 dias
de suplementacao foram significativamente maiores do que os valores observados
apds 180 dias de tratamento (46.2 + 14.4 x 40.4 + 10.4 ng/ml; p = 0.02). Esses
achados provavelmente estdo relacionados a mudangca de estratégia de
suplementacdo com Colecalciferol que foi adotada apds 90 dias de tratamento,
quando a dose semanal foi reduzida para 20.000 Ul. Assim como em outros
estudos, nenhum episédio de intoxicacao pela vitamina D foi observado (valores =

150 ng/ml acompanhados de hipercalcemia) (94).

Especificamente, analisando-se os resultados dos valores de calcio e de
paratorménio, observamos alguns poucos episédios de hipercalcemia (valores de
calcio sérico = 10,5 mg/dl). Detectamos dois casos de pacientes com valores de
célcio =2 10,5 mg/dl apés trés meses de administragao de Ergocalciferol e um caso
entre trés e seis meses (ao final do estudo). Adicionalmente, os valores médios de
PTHi, bem como os valores médios de fosfatase alcalina, nao sofreram alteragdes
significativas comparando-se os valores antes e apds intervengao com vitamina D.
Estas observacdes estdo de acordo com as vistas em outro estudo realizado em
pacientes de hemodialise que receberam altas doses de Colecalciferol por periodo
de até nove meses (123). Estes resultados podem sugerir que a droga apresenta
um razoavel perfil de seguranca e que apenas em estagios mais precoces da
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DRC as glandulas paratireéides responderiam & administracdao de vitamina D na

forma n&o ativada (nutricional).

A miocardiopatia associada a doenca renal crdnica exibe uma fisiopatologia
complexa, num cenario onde os fenébmenos de pré-carga, fenébmenos de pds-
carga e alteracées hormonais e sistémicas nao relacionadas a esses fenbmenos
parecem exercer papel crucial no seu desenvolvimento (16, 17) e a geracao de
novas estratégias de mais facil e segura aplicabilidade precisam ser exploradas
com o intuito de se determinar impacto em reducdo de morbi-mortalidade
cardiovascular na uremia. Dentre essas possiveis estratégias encontra-se a
ativacao sistémica de receptores para vitamina D no leito cardiovascular,
especificamente a nivel miocardico, objetivando-se atenuacdo do processo de
fibrose intersticial e da hipertrofia de cardiomidcitos. No presente estudo, assim
como observado em estudo semelhante (15), a administracdo de vitamina D na
forma nutricional determinou uma reducdo média na massa ventricular esquerda,
sem, contudo, alterar o modelo geométrico inicialmente observado de
remodelamento concéntrico, presente na etapa inicial do estudo. Essa redugéo no
indice de massa de VE ocorreu de forma independente dos valores de pressao de
pulso, nivel médio de hemoglobina e uso de drogas anti-hipertensivas com
potencial para determinar impacto no remodelamento ventricular esquerdo com
inibidores da ECA e bloqueadores de receptores de angiotensina (BRAs). Os
efeitos verificados podem ter ocorrido por atenuacdo do processo de fibrose
intersticial, motivados ou n&o por bloqueio do sistema renina-angiotensina

determinado pela administracao de Colecalciferol

Inflamagéo sistémica no contexto de DRC é fenémeno freqlentemente
observado, apresenta multiplas etiologias e esta associada a morbi-mortalidade
cardiovascular. A atenuagdo desse processo inflamatério €, assim, desejavel,
porém as estratégias terapéuticas nessa area ainda sdo muito restritas. Uma
dessas estratégias com potencial terapéutico atraente € a correcdo da
hipovitaminose D. Em decorréncia de multiplas interacoes entre o sistema imune e
a vitamina D, a geracdo de um perfil de citoquinas com menor potencial de

geracdao de aterosclerose emerge como alvo terapéutico a ser mais bem
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explorado. Nossos resultados mostram que a administracdo de Colecalciferol
determinou abrandamento do processo inflamatério sistémico, de forma
semelhante aos resultados de outro autor (15), com reducdo em média nos
valores de PCR apés 90 e 180 dias de administracao de vitamina D e reducao, em
média, dos valores de Interleucina-6, este ultimo, resultado novo e ainda nao

observado nas publicagdes em literatura médica até o presente momento.

Em conclusao, a administracao de Colecalciferol a pacientes de hemodiélise
com niveis baixos de PTHi foi segura, eficiente e determinou um pequeno impacto
em variaveis do metabolismo mineral (alguns episédios de hipercalcemia). Além
disso, por seus potenciais efeitos pleiotrépicos relacionados ao sistema imune e
aparelho cardiovascular, a corregdo da hipovitaminose D causou um
abrandamento do processo inflamatorio sistémico, com redugdo em média dos
niveis de PCR e de Interleucina-6 e impacto favoravel na fungdo miocardica, com
reducdo em média no indice de massa de VE ap6s a suplementacdao com
Colecalciferol. Esses achados sugerem que o nivel de 25 hidroxivitamina D deve
ser ativamente verificado na populagdo em tratamento por hemodialise e que os
pacientes portando hipovitaminose D devem ser tratados, objetivando-se reduzir o

risco cardiovascular relacionado a DRC.
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7. ANEXOS

7.1 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
7.2 Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa - PUCPR

7.3 Producéo Cientifica Concomitante aos Projetos de Mestrado e

Doutorado
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7.1 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Eu ;
RG n® , estou sendo convidado a participar de um estudo denominado:

“Relagcao entre niveis séricos de 25-hidroxivitamina D3, achados ecocardiograficos e
marcadores inflamatérios em pacientes de hemodialise sem hiperparatireoidismo

secundario”.

Sei que para 0 avango da pesquisa a participagao de voluntarios é de fundamental
importancia. Caso aceite participar desta pesquisa eu serei submetido a coleta de sangue
para analise dos meus niveis de vitamina D, marcadores bioquimicos de inflamagéao
sisttmica e exame de ecocardiograma transtoracico para adequada avaliagao
cardiovascular que o trabalho planeja realizar. A coleta da amostra de sangue sera feita
imediatamente antes de uma de minhas sessoes regulares de hemodidlise e sendo assim
sei que nenhum dano ocorrerd ao meu organismo com a realizacao desses exames. O
exame de ecocardiograma tem por finalidade avaliar as condigdes do meu coracao € sei
que esse exame também nado produz nenhum dano ao meu corpo. Eu e minha familia
receberemos todas as informagdes necessarias a respeito do andamento do trabalho e de
seus resultados. Eu serei monitorado durante todo o periodo do estudo por exames
regulares de rotina, que todos os pacientes renais crénicos realizam, com relacao a
variaveis clinicas do tratamento hemodialitico, como KT/V (qualidade da didlise oferecida,
niveis de pressao arterial, niveis de hematécrito € hemoglobina) e outros parametros
usados regularmente em meu tratamento habitual. Estou ciente de que minha privacidade
sera respeitada, ou seja, meu nome, ou qualquer outro dado confidencial, sera mantido
em sigilo. A elaboragéo final dos dados sera feita de maneira codificada, respeitando o
imperativo ético da confidencialidade.

Estou ciente de que posso me recusar a participar do estudo, ou retirar meu

consentimento a qualquer momento, sem precisar justificar, nem sofrer qualquer dano.

Os pesquisadores envolvidos com o referido projeto sdo, Dr. Sérgio Gardano Elias
Bucharles, CRM 14292- PR, médico Nefrologista da Santa Casa de Curitiba e do Instituto
do Rim do Parana e o Dr. Roberto Pecoits-Filho, médico Nefrologista da PUC-PR com
quem poderei manter contacto pelos telefones: 99658708 — 33119400 e 33226967. Estao
garantidas todas as informagdes que eu queira saber antes, durante e depois do estudo.
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O objetivo dos pesquisadores é estabelecer uma correlagao direta entre deficiéncia
de vitamina D e alteracdes cardiacas e de inflamacdo no meu corpo e poderei me
beneficiar da inclusdo neste projeto uma vez que se detectem essas alteracbes e as
mesmas sejam adequadamente identificadas e tratadas. Caso meus niveis de vitamina D
se encontrem abaixo dos valores normais, eu serei tratado e novos exames serao feitos
apds esse tratamento, com o objetivo de se estabelecer melhoras clinicas em meu

organismo.

Li, portanto, este termo, fui orientado quanto ao teor da pesquisa acima mencionada e
compreendi a natureza e o objetivo do estudo do qual fui convidado a participar.
Concordo, voluntariamente em participar desta pesquisa, sabendo que nao receberei nem
pagarei nenhum valor econémico por minha participagao.

Assinatura do sujeito de pesquisa

Assinatura dos pesquisadores

Curitiba de de 2008.
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7.2 Aprovacio pelo Comité de Etica em Pesquisa PUCPR

PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO PARANA
Nicleo de Bioética
Comité de Etica em Pesquisa

PARECER CONSUBSTANCIADO DE PROTOCOLO DE PESQUISA

Parecer N° 0001428/08 Protocolo CEP N° 2049

Titulo do projeto Relagdo entre nlveis séricos de 25-hidroxivitamina D3, achados Grupo III
ecocardiograficos, marcadores inflamatérios e de disfungéo endotelial em pacientes Versdo 3
de hemodialise.

Protocolo CONEP 0319.0.084.000-07 Pesquisador responsavel Roberto Pecoits Filho

Instituicdo

Objetivos

Objetivo geral

o Caracterizar os niveis séricos de vitamina D3 e suas correlagdes com a fungdo cardiovascular, a inflamacgo sistémica e
disfung&o endotelial em um grupo de pacientes estaveis em hemodiélise.

Objetivos especificos:

o Identificar a prevaléncia de deficiéncia e insuficiéncia de vitamina D em pacientes de hemodialise;

o Avaliar a fungdo miocardica destes pacientes através de exame de ecocardiograma transtoracico;

o Mensurar a concentragdo plasmatica de marcadores de inflamagdo sistémica e vascular (disfungdo endotelial);

o Estabelecer correlagBes entre niveis séricos de 25-hidroxivitamina D3, disfungdo ventricular esquerda e marcadores de
disfuncdo endotelial e inflamatdrios em pacientes renais cronicos em terapia hemodialitica.

Comentarios

A pesquisa insere-se em estudo transversal, baseado em uma populagdo de aproximadamente cem pacientes em terapia
hemodialitica crénica, de quatro centros de terapia renal substitutiva

Consideragbes

A metodologia foi adequada pelo pesquisador no atendimento de todas as pendéncias indicadas.

Tetmo de consentimento livte e esclarecido

Esta de acordo com o proposto.

Recomendagdes

Recomendamos atualizar o cronograma no més para a realizagdo dos eventos.

Anexar ao protocolo um Termo de Compromisso do orientador, de aceite dos pagamentos de todos os exames através
do Adicional de Bancada de Bolsa de produtividade em Pesquisa do CNPQ, em seu poder, para dirimir qualquer divida a
respeito da pendéncia anterior apontada no orgamento.




Parecer N° 0001428/08 Protocolo CEP N° 2049

Titulo do projeto Relacdo entre nlveis séricos de 25-hidroxivitamina D3, achados Grupo III
ecocardiograficos, marcadores inflamatérios e de disfungéo endotelial em pacientes Versdo 3
de hemodiilise.

Protocolo CONEP 0319.0.084.000-07 Pesquisador responsével Roberto Pecoits Filho

Instituicdo

Conclusdes

Protocolo Aprovado com recomendagdes

Devido ao exposto, o Comité de Etica em Pesquisa da PUCPR, de acordo com as exigéncias das Resoluges Nacionais
196/96 e demais relacionadas a pesquisas envolvendo seres humanos, em reunido realizada no dia: 09/04/2008,
manifesta-se por considerar o projeto Aprovado com recomendacées.

Situagdo Aprovado com recomendagdes

Lembramos aos senhores pesquisadores que, no cumprimento da Resolugio 196/96, o Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) devera receber relatérios anuais sobre o andamento do estudo, bem como a qualquer tempo e a critério do
pesquisador nos casos de relevancia, além do envio dos relatos de eventos adversos, para conhecimento deste Comité.
Salientamos ainda, a necessidade de relatdrio completo ao final do estudo.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP-PUCPR de forma clara e sucinta,
identificando a parte do protocolo a ser modificado e as suas justificativas.

Se a pesquisa, ou parte dela for realizada em outras instituigdes, cabe ao pesquisador n#o inicid-la antes de receber a
autorizagdo formal para a sua realizagdo. O documento que autoriza o inicio da pesquisa deve ser carimbado e assinado
pelo responsavel da instituicdo e deve ser mantido em poder do pesquisador responsavel, podendo ser requerido por
este CEP em qualquer tempo.

Curitiba, 09 <d_§; Abrvihlmc'iﬁ 3008.

Prof. Dr. Sergio Surugi de Siqueira
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa

PUCPR
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7.3 Producao Cientifica Concomitante ao Doutorado

7.3.1) Artigos completos publicados em periddicos e capitulo de livro

a) Characteristics and Causes of Inmune Dysfunction related to Uremia and
Dialysis. Aline Borsato Hauser, Andréa E.M. Stinghen, Sawako Kato, Sérgio
Bucharles, Carlos Aita, Yukio Yuzawa e Roberto Pecoits-Filho. Artigo publicado
pelo periédico Peritoneal Dialysis International, 2008; 28(S3):S183-5187.

b) Immune Mechanisms Involved in Cardiovascular Complications of Chronic
Kidney Disease. Andréa E. M. Stinghen, Sérgio Bucharles, Miguel Riella e
Roberto Pecoits-Filho. Artigo publicado pelo periédico Blood Purification, 2010;
29:114—-120.

c) Efeitos Pleiotropicos da Vitamina D na Doenca Renal Crbnica. Sérgio
Bucharles, Simone Gongalves e Roberto Pecoits-Filho. Texto publicado como
capitulo do livro Atualidades em Nefrologia, Prof. Jenner Cruz, 102 Edicao,
2008, e gentilmente revisado pela Prof2 Dra. Melani Custodio.

d) Doenca Renal Crénica: Mecanismos de Progressao e Abordagem
Terapéutica. Sérgio Bucharles e Roberto Pecoits-Filho. Artigo de revisdo
publicado pelo periddico Jornal Brasileiro de Nefrologia, 2009 (31) Supl 1: 6-12.

e) Avaliacao e Manejo da Doenca Cardiovascular em Pacientes com Doenca
Renal Crénica. Sérgio Bucharles, Alexandre M. Varela, Silvio Henrique Barberato
e Roberto Pecoits-Filho. Artigo de revisdao publicado pelo periédico Jornal
Brasileiro de Nefrologia, 2010; 32(1):120-127.

f) Prevaléncia e Impacto Prognéstico da Disfuncao Diastélica Avancada na
Doenca Renal Cronica em Hemodialise. Silvio Henrique Barberato, Sérgio
Bucharles, Admar Sousa, Costantino O. Costantini, Costantino R.F. Costantini e
Roberto Pecoits-Filho. Artigo publicado pelo periédico Arquivos Brasileiros de
Cardiologia, 2010.
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g) Sevelamer decreases systemic inflammation in Parallel to a Reduction in
Endotoxemia. Andréa E.M. Stinghen, Simone Gongalves, Sérgio Bucharles,
Fabio Branco, Betina Grber, Aline Hauser e Roberto Pecoits-Filho. Artigo
publicado pelo periédico Blood Purification, 2010.

h) Solucao de Calcio a 2,5 meq/L em pacientes de dialise peritoneal com
niveis de PTH inferiores a 150 é eficaz no restabelecimento dos valores de
PTH preconizados pelas diretrizes atuais. Thyago Moraes, Sérgio Bucharles,
Silvia Carreira Ribeiro, Ricardo Frumento, Miguel Riella e Roberto Pecoits-Filho.
Artigo publicado pelo periddico Jornal Brasileiro de Nefrologia, 2010.

i) A Gut Feeling on Endotoxemia: Causes and Consequences in Chronic
Kidney Disease. Aline Hauser, Andréa E.M. Stinghen, Simone Gongalves, Sérgio
Bucharles e Roberto Pecoits-Filho. Artigo de revisao (mini-review) publicado pelo
periédico Nephron Clinical Practice, 2010.
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7.3.2) Artigos completos aguardando publicacao:

a) Associacdo entre Inflamacéo Sistémica e Dilatacdo do Atrio Esquerdo em
Pacientes sob Hemodialise (HD) Cronica sem Antecedentes de Doenca
Cardiovascular (DCV). Silvio Henrique Barberato, Sérgio Bucharles, Admar
Sousa, Costantino O. Costantini, Costantino R.F.Costantini e Roberto Pecoits-
Filho. Artigo enviado ao periédico Arquivos Brasileiros de Cardiologia, em
2010, aguardando revisao.

b) Hypertension and Chronic Kidney Disease Stage V: Pathophysiology and
Treatment. Sérgio Bucharles, Krissia K.S. Wallbach, Emilton Lima Junior e
Roberto Pecoits-Filho. Artigo de revisdo enviado ao periddico International

Journal of Hypertension, 2010 e aguardando revisao.
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7.3.3) Apresentacoes dos Resultados dos Projetos de Mestrado e Doutorado

em Congressos Nacionais e Internacionais:

a) 25 Hydroxyvitamin D Deficit is Associated with Systemic Inflammation and
Concentric Myocardial Geometric Pattern in Hemodialysis Patients without
Secondary Hyperparathyroidism. Apresentado na forma de pdster durante
Congresso Mundial de Nefrologia, Mildo, Itélia, 2009.

b) Deficiéncia de Vitamina D se associa a Alteracoes Ecocardiograficas em
pacientes de Hemodialise: Estudo inicial. Apresentado como Tema Livre Oral
durante Congresso Sul Brasileiro de Cardiologia, 2009 em Curitiba e premiado

como melhor tema livre em apresentagao oral — Prémio Prof. Arnaldo Moura.

c) Deficiéncia de 25 hidroxivitamina D se associa a inflamacao sistémica e a
remodelamento concéntrico de ventriculo esquerdo em pacientes de
hemodialise sem hiperparatireoidismo secundario. Apresentado como Tema
Livre Oral no Congresso da Sociedade Latino-americana de Nefrologia, Cidade do
México, Abril de 2009.

d) Colecalciferol corrige hipovitaminose D e atenua inflamacao sistémica em
pacientes de hemodialise com niveis baixos de PTHi. Apresentado como tema
livre oral durante o Ill Congresso Sul Brasileiro de Nefrologia em Blumenau —
Novembro de 2009 e premiado como melhor tema livre na categoria trabalhos de

medicina.

e) Hipovitaminose D e Doenca Renal Cronica: Impacto na Inflamacao
Sistémica e na Miocardiopatia de Pacientes em Hemodialise com niveis
baixos de PTHi. Apresentado como tema livre oral no XXV Congresso Brasileiro

de Nefrologia em Vitéria-ES, no més de Setembro de 2010.
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