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Neves CL. Andlise da doenca 6ssea ap0s o transplante renal estavel: elevada
prevaléncia de doenca mista. [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo; 2007. 82p

Introducédo: Os corticosterdides e a persisténcia do hiperparatiroidismo sdo os
principais fatores envolvidos na perda de massa 0ssea de pacientes ao longo
do primeiro ano de transplante renal (TR).Os estudos no TR tardio sdo muito
contraditérios,uma vez que as populacdes avaliadas foram heterogéneas.Os
resultados revelaram diminui¢do da formacg&o e aumento da reabsorcdo 6ssea
além de defeito na mineralizagéo.

Objetivos: 1) Avaliar o metabolismo mineral e o tecido 60sseo apds 0 segundo
ano de transplante renal em pacientes com boa funcdo do enxerto e sem
fatores de risco para a perda de massa éssea. 2) Determinar 0os possiveis
fatores determinantes da massa e remodelacédo 6ssea. 3) Estudar a atividade
funcional dos osteoblastos “in vitro”.

Métodos: Avaliamos 27 pacientes transplantados renais com idade entre 18 a
50 anos (36,4 + 8,9 anos) boa funcdo do enxerto (clearance de creatinina >
50ml/min), recebendo 0 mesmo esquema imunossupressor desde o inicio do
TR e doses minimas de corticosterdides. Todos apresentavam funcao gonadal
normal. Excluimos o0s pacientes submetidos a paratiroidectomia, que
receberam tratamento prévio com calcio, vitamina D ou bisfosfonato. Os
pacientes foram submetidos a avaliacdo clinica, laboratorial, densitometria
ossea (DO) e biopsia 6ssea da crista iliaca. Foi realizado cultura de células de
osteoblastos, obtidos da biopsia O0ssea, e analisada a taxa de proliferacéo
celular e expressao de fosfatase alcalina.

Resultados: A hipercalcemia esteve presente em 40% dos pacientes,
hipofosfatemia em 26% e 15% apresentavam acidose metabodlica. Nos
pacientes em uso de tacrolimus (FK) os niveis de fosforo sérico foram
significativamente inferiores aos do grupo ciclosporina (CSA) (p=0.019). Os
niveis de PTH estavam adequados para a funcdo renal na maioria dos
pacientes, entretanto 30% tinham niveis superiores a 65 pg/ml. Os niveis de
osteoprotegerina (OPG) (85%) e deoxipiridinolina (DPD) (95%) estavam
elevados na maioria dos pacientes Quanto aos valores de 25(0OH) D (25,4 = 8,7
ng/ml) os mesmos encontravam-se reduzidos em 63% dos pacientes. Nao
houve perda Ossea significativa pela analise do score Z lombar (-0,9 + 1,5) e do
femur (-0,8 £ 1,1), porém em 26% dos pacientes diagnosticamos osteoporose
pela densitometria. A média do volume ésseo estava dentro da normalidade,
porém, 30% dos pacientes apresentavam reducédo do BV/TV. Nossos pacientes
tinham aumento da separacgéo e diminuicdo do nimero das trabéculas 6sseas,
além de aumento das superficies osteoide, osteoblastica, de reabsorcdo e
osteoclastica. Em cerca de 60% dos pacientes observamos diminuicdo da taxa
de formacdo 6ssea e em 85% deles da superficie mineralizante. Retardo na
mineralizacdo 6ssea foi observado em 46% dos pacientes. Insuficiéncia de
25(0OH) D cursou com defeito de mineralizagdo em todos os pacientes. Os
osteoblastos em cultura apresentaram elevada taxa de proliferacdo apesar da
diminuida expressédo de fosfatase alcalina. A proliferagédo celular foi maior no
grupo FK que CSA (p=0,0007). O PTH foi o determinante independente do
fésforo sérico (p=0,042), DMO lombar (0,044) e volume ostedide (p=0,001).
Conclusfes: Apés dois anos de transplante renal estavel no qual, os principais
fatores de risco para perda de massa 0ssea, foram afastados nenhum paciente



apresentava tecido 0sseo normal. Encontramos, predominantemente,
diminuicAo da formacdo, aumento da reabsorcdo Ossea e defeito de
mineralizagédo caracterizando a presenca de doenca mista. Esses achados se
devem provavelmente a hipofosfatemia, persisténcia do hiperparatiroidismo,
insuficiéncia de 25(OH) D e a acao de drogas imunossupressoras.

Descritores: 1.Transplante renal 2.0Osteodistrofia renal
3.0steoblastos/Fisiologia 4.Calcifediol 5.Hiperparatireoidismo 6. Hipofosfatemia
7. Imunossupressores 8. Densidade 0ssea
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Introdugdo 1

1 INTRODUCAO

Atualmente no Brasil, cerca de 1,6 milhdes de individuos apresentam
algum grau de doenca renal crénica (DRC), setenta mil encontram-se em
programa de terapia renal substitutiva (hemodialise ou didlise peritoneal) e
aproximadamente 33 mil sdo elegiveis para transplante renal aguardando
um 6rgdo’. Em 2005, 3362 transplantes renais foram realizados no Brasil. A
melhora na qualidade de vida e diminuicdo da morbidade fazem do
transplante renal a melhor alternativa de tratamento desses pacientes.
Entretanto, apesar do sucesso dessa terapia, essa populacdo apresenta
elevada incidéncia de complicagbes, como doencas cardio-vasculares,
metabolicas (dislipidemias, diabete melito e doenca 0ssea) e neoplasicas. A
persisténcia da doenca 6Ossea apOs o transplante é frequente, piora a

gualidade de vida e aumenta a morbi-mortalidade.

1.1 Distarbios do metabolismo mineral nadoencarenal crénica

As modificacdes sistémicas decorrentes de alteracdes do metabolismo
mineral [calcio (Ca), fosforo (P), paratorménio (PTH) e vitamina D] da
remodelacdo, mineralizacdo, volume, resisténcia, crescimento 0sseo, bem
como a presenca de calcificacdes vasculares e/ou ectopicas compdem o que
se define atualmente como os distarbios do metabolismo mineral na doenca
renal cronica (DMM-DRC). O termo Osteodistrofia Renal (OR) € usado para

definir as alteracdes 6sseas desses pacientes®.
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s

A biépsia Ossea € considerada como o método diagndstico mais
preciso para avaliar e diferenciar os diversos tipos de OR. A taxa de
formacdo Ossea, parametro obtido da analise histomorfométrica, é o indice
normalmente utilizado para classificar a OR em doenga de alta ou baixa
remodelacdo. A doenca 6ssea de alta remodelacdo é representada pela
Osteite Fibrosa (OF), manifestacdo 6ssea do hiperparatiroidismo; e a de
baixa remodelacdo, pela Doenca Ossea Adinamica (DOA) e Osteomaléacia
(OM), que também apresentam defeito de mineralizacdo. O estado
intermediério entre a alta e a baixa remodelacdo é denominado de Doenca

Mista, atualmente classificada como de alta remodelacéo®.

1.2 Doenca 6ssea ap0s o transplante renal

O transplante renal (TXR) bem sucedido geralmente corrige ou melhora
os DMM-DRC.

Porém muitos pacientes persistem com alteracdes 0sseas, resultado de
uma complexa interposicéo de diferentes fatores. Dentre eles, vale ressaltar
a resolucéo incompleta dos DMM-DRC devido ao funcionamento deficiente
do enxerto e a acdo de drogas imunossupressoras.

Os transplantados também estéo sujeitos aos mesmos fatores de risco
para perda de massa 0ssea, isto €, 0 desenvolvimento de osteoporose,
observados na populacao geral, ou seja, idade, sexo, raca, hipogonadismo,
estado nutricional e atividade fisica. Segundo a Organizacdo Mundial da
Satde (OMS)*, a OP caracteriza-se pela diminuicdo da massa 6ssea e por

alteracbes na microarquitetura desse tecido. Estudos realizados em
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mulheres caucasianas originaram os indices que a OMS utiliza para definir
osteopenia (escore T entre -1 a -2.5 DP) e osteoporose (escore T < -2.5 DP).
A definicdo de OP na populacéo transplantada necessita ser mais ampla,
distinta da utilizada para a populagéo geral e estabelecida pela OMS, pois
esses pacientes apresentam particularidades.

O National Institute of Health (NIH)®> definiu a doenca 6ssea apos o

transplante como “.. alteracdo esquelética que compromete a integridade
O0ssea predispondo a fratura. A integridade compreende: densidade e
qualidade oOssea.” Por isso, “a integridade 6ssea e o0 risco de fraturas
deverdo ser avaliados pela combinacdo da densidade, arquitetura,
remodelacéo, alteracdes pregressas ao transplante e a eficiéncia como as
lesbes do tecido G6sseo foram corrigidas”. A bidpsia 6ssea (BxO) seria o
método de escolha para o diagnostico de osteoporose pois forneceria
informagdes que contemplam esses aspectos. Entretanto, como a densidade
mineral 6ssea (DMO) é um método nao invasivo e muito difundido, a maior
parte dos estudos utiliza essa técnica diagndstica na populacao
transplantada.

As principais consequéncias da diminuicdo da massa 0ssea sdo maior
risco de fraturas e maior incidéncia de doencgas cardio-vasculares (DCV). A
prevaléncia de fraturas entre transplantados renais varia de 7 a 24%, de
acordo com a presenca de fatores, como: idade avancada, tempo de DRC,
tempo de TxR, presenca de diabete melito, neuropatia e vasculopatia

periférica, menopausa e dose acumulada de corticoides®”®%° Em um

estudo populacional’, o risco de fraturas nesta populagédo chegou a ser 5
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vezes maior que na populacdo geral, sendo até 23 vezes maior quando
analisada na coluna vertebral. A DMO normal em pacientes transplantados
nao afasta o risco de fratura, visto que pode haver akeracdes na integridade
O0ssea ndo detectadas pela densitometria. Nesta populacéo, a correlacédo
entre DMO e risco de fratura ndo esta estabelecida®**.

Apesar de tradicionalmente OP e DCV serem vistos como entidades
distintas que aumentam em prevaléncia conforme a idade, varias evidéncias
sugerem mecanismos fisiopatolégicos comuns. Atualmente, a pos-
menopausa, idade avancada, dislipidemia, estresse oxidativo, inflamacéo,
hiperhomocisteinemia, hipertensédo arterial e diabete melito sado fatores de
risco para DCV e OP*, Estudo com 5050 voluntarios normais com idade
entre 50 e 79 anos demonstrou que aqueles individuos com antecedentes de
infarto agudo do miocéardio apresentavam 1,28 vezes mais chance de ter
DMO reduzida®®. Outro estudo que envolveu 2576 mulheres menopausadas,
com meédia de idade de 66,5 anos e acompanhamento de 4 anos, revelou
gue aquelas com osteoporose tiveram 3,9 vezes mais risco de desenvolver
eventos cardio-vasculares'*. Entre os transplantados renais, a DCV ainda é
a principal causa de morbi-mortalidade.

Nos ultimos anos varios estudos avaliaram as alteracfes 0sseas apds o
transplante renal, empregando a densitometria e/ou a bidpsia 6ssea.

A Tabela 1 resume os resultados dos estudos realizados nos ultimos 10

anos que utilizaram a biopsia para andlise da doenca dssea apls o

transplante .
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Tabela 1 - Estudos clinicos que utilizaram a bidpsia Ossea para andlise da
doenca 6ssea apoés o transplante, nos ultimos 10 anos

AUTOR, ANO Ne de TEMPO TX FUNCAO ALTERACOES OSSEAS
PACIENTES RENAL ENXERTO

Rolla, 2006™

20

99,6 £22,8m

1,5+0,14 mg/dl

35% Osteoporose
30% OF

30% OM

5% Normal

Abdallah,
2006

13

12m

1,6 £ 0,5 mg/di

Pacientes com DOA na didlise
50% BX normal e 50% com
graus diferentes de DOA.

Cruz, 2004™'

20

1,15 mg/dl

55 9% DOA

40% Doenca leve
5% OM

10% Intox AL
15% Ferro

Cueto

Manzano,
2003

25

140 £75m

1,39 mg/di

42% Doencga Mista
29% DOA

17% OF

12% Normal

Rojas, 2003~

20

0.7-5.3m

1,3+ 0,2 mg/di

35% OF

30% Doenca Mista
15% DOA

10% Osteoporose
5% OM

5% Normal

Montalban,
2003%

29

156 + 40m

1,3+ 0,33 mg/dl

75,8% Remodelacdo Normal
13,8% Alta remodelacao
10,3% Baixa remodelagdo
34,5% Retardo mineralizagéo
6,8% Intox AL

24% osteoporose lombar

45 % osteoporose fémur

Parker, 2002%*

37

96+13.2m
(12-216 m)

1,4 + 0,08 mg/dl

51,3% OF
37,8% DOA
5,4% OM
5,4% Normal

Monier-
Faugere,
2000%

57

67.2+9.6m
(6-324m)

1,68 £ 0,11 mg/d

56,1% Osteoporose

45,6% Baixa remodela¢éo
28,1%Remodelacéo normal
26,3% Alta remodelagéo
87,5% Retardo da
Mineralizacdo

36,8% OM

0% Ferro / 15,8% Intox AL

Carlini, 2000°°

25

90+£68.4m

1,3 £ 0,1 mg/dl

44% Osteoporose
66% ? BFR e ? Mlt
0% Ferro nem AL

Martins, 2000°*

6m

1,2+ 0,3 mg/dl

50% OF

12,5% DOA

37,5% Normal

12,5% Defeito mineralizagao e
osteoporose

Cueto-
Manzano,
1999%

45

127 + 70m

1,44 % 0,25 mg/dl

46,5% Doenca mista
23,2% DOA

13,9% OF

16,3% Normal

Velasquez-
Forero, 1996%

16

84 m

1,1+0,2 mg/dl

75% DOA e defeito de
mineralizagdo

DOA: doenca 6ssea dinamica; OM: osteomalacia; Intox AL: intoxicacdo por aluminio; OF:
osteite fibrosa; BFR/BS (umslumzldia): taxa de formacao 6ssea; Mlt (dias): intervalo de tempo
para mineralizacao.
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1.3 Patogenia da doenca 6ssea ap0s o transplante renal

1.3.1 Hipercalcemia e hiperparatiroidismo persistente

A hipercalcemia € uma alteracao freqiente apos o TxR, geralmente
secundaria a persisténcia de niveis elevados de PTH. O PTH estimula a
sintese de calcitriol, que aumenta a absorcdo intestinal de Ca, além de
aumentar a reabsorcdo 6ssea e, portanto, a calcemia. A correcdo da uremia
e a normalizacdo dos niveis de P melhoram a mobilizacdo de Ca do
esqueleto através da correcao da resisténcia éssea ao PTH. A reabsorcéo
de calcificacbes em tecidos moles, imobilizacdo prolongada, altas doses de
corticéide e hipofosfatemia contribuem para a manutencao da hipercalcemia.

A prevaléncia de hipercalcemia nos primeiros 3 meses ap6s o0 TxR
varia de 45 a 52%, dependendo dos niveis de PTH e da funcdo do

enxerto?’%8,

No final do primeiro ano, a prevaléncia diminui para 10 a
45%282° A hipercalcemia pode favorecer a disfuncdo precoce do enxerto,
aumentando em 25 vezes o0 risco de retardo no funcionamento do
transplante®. Tardiamente, a nefrocalcinose pode ser um fator de risco para
o desenvolvimento de nefropatia cronica do transplante®'. Raramente, a
hipercalcemia pode ser a causa de calcifilaxia no pés-transplante renaf?.

Os niveis de PTH tendem a diminuir rapidamente com o funcionamento
do enxerto. A queda é mais lenta nos 3 a 6 meses seguintes, estabilizando

no final do primeiro ano®. A prevaléncia do hiperparatiroidismo no final do

primeiro ano varia de 17 a 28%%.
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Os principais preditores da persisténcia do hiperparatiroidismo sao
tempo de DRC, niveis elevados de PTH prévios ao transplante, tamanho das
glandulas paratiroideanas, presenca de hiperplasia nodular, recuperacéo
incompleta da funcdo do enxerto, diminuicdo da absorgéo intestinal de Ca
pelo uso de corticéides e diminuicdo dos niveis ou resisténcia a acdo da
25(0OH) D e 1,25(0OH), D?728:29.3334

A persisténcia do hiperparatiroidismo favorece a hipercalcemia e a

1735 o tardia®®3"2, Entretanto, Casez JP e

perda de massa 0ssea precoce
cols, avaliando a densidade mineral 6ssea do corpo total, membros e tronco,
de pacientes com niveis d& PTH superiores a 109 pg/mP’, encontraram
recuperacdo ou estabilizacdo da perda 6ssea apdés o primeiro ano do
transplante. Esses autores sugerem a presenca de um efeito anabdlico do
PTH no tecido 6sseo.

A minoria dos pacientes transplantados (1,4 a 17,2%) necessita de
paratiroidectomia (PTX)**4%4! As principais indicaces para PTX sdo
hipercalcemia sintomatica ou assintomatica acompanhada por niveis
elevados de PTH. Os niveis de PTH ideais sdo aqueles recomendados para

os diferentes niveis de DRC e devem ser levados em consideracdo na

indicacdo de PTX*.

1.3.2 Drogas imunossupressoras
1.3.2.1 Corticoides
O corticoide é uma droga deletéria ao tecido O6sseo, mesmo em

individuos sem antecedentes de doencas 6sseas metabdlicas®.
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Os corticoides apresentam varios efeitos nas células 6sseas. Contudo,
seu efeito prejudicial mais evidente é sobre os osteoblastos e, portanto,
sobre a formacdo Ossea. Os corticéides diminuem o numero de
osteoblastos, através da menor diferenciacdo das células mesenquimais e
da inducdo de apoptose de osteoblastos e ostedcitos*. Além desses efeitos,
inibem a funcdo dessas células, diminuindo a sintese de colageno tipo 1,
osteocalcina, proteinas morfogenéticas do osso (BMPs), fator de

crescimento transformante R (TGF-b) e fator de aescimento semelhante a

insulina (IGF-1)°. Estimulam indiretamente a osteoclastogénese, através do
aumento da sintese do ligante do receptor ativador do NFKkB (RANKL) e da
diminuicdo da osteoprotegerina (OPG)*.

Os corticéides também favorecem o desenvolvimento ou perpetuacao
do hiperparatiroidismo secundario por diminuir a absorcao intestinal de Ca e
aumentar a calcidria. Sdo drogas que também nhduzem o hipogonadismo
hipogonadotrofico, diminuindo a acao tréfica dos hormdnios sexuais sobre o
tecido 0sseo.

Os efeitos dos corticoides no metabolismo 60sseo de pacientes
transplantados Eenais sédo precoces. Julian e cols.*® em estudo prospectivo
demonstraram perda de 6,8% da massa 0ssea, avaliada pela DMO, apos 6
meses do TxR. Esses mesmos autores realizaram bidpsia déssea e o0s
resultados revelaram sinais da acdo dos corticoides, ou seja, diminuicdo da
formacao e aumento da reabsor¢do 6ssea. A perda de massa Gssea precoce
e tardia foi correlacionada, em outros estudos, ao uso de corticoide e

47,48,49

documentada por densitometria e biépsia 6ssea'®?®. Varios protocolos
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de imunossupressdo usam doses reduzidas ou preconizam interrupgéo
precoce dos corticoides apos o transplante, sem prejuizo para a funcdo do
enxerto e com diminuicdo da perda 6ssea, bem como menor incidéncia de

necrose éssea e fraturas®.

1.3.2.2 Ciclosporina (CSA), Tacrolimus (FK) e outros imunossupressores

Os inibidores de calcineurina, como CSA e FK, atuam nas células
Osseas através de mecanismos complexos e pouco compreendidos.

Estudos experimentais em camundongos tratados com CSA
demonstraram que a mesma estimula a remodelacao éssea, intensificando a
reabsorcdo em detrimento da formacdo®®*2. Em outro estudo, também em
camundongos, apesar do aumento na concentracao sérica de 1,25(0OH).D e
osteocalcina, os animais mantiveram reabsorcdo 6ssea aumentada®.

Avaliando osteoblastos em cultura, demonstrou-se que a CSA foi capaz
de diminuir a proliferacéo e aderéncia dessas células®**°. Outros trabalhos
revelaram que a CSA diminuiu a atividade da fosfatase alcalina e a sintese
de proteinas da matriz extracelular como colageno tipo 1°**°. Hofbauer e
cols®" evidenciaram que ratos expostos a CSA e FK, apresentavam
diminuicdo do RNA mensageiro (RNAm) da OPG e aumento do RNAm do
RANKL em células do estroma da medula 0ssea. Nesse mesmo estudo, a
CSA também diminuiu o RNAm da OPG em cultura de células musculares
lisas coronarianas.

Héa outros mecanismos que explicam o aumento da reabsorcdo 0ssea

promovido pela CSA. Wimalawansa e cols sugerem que a CSA induziria a
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reabsorcéo através do aumento da sintese do 6xido nitrico®®. Essa droga
ndo foi capaz de inibir a sintese de interleucina-6 (IL-6, um fator
osteoclastogénico) pelos osteoblastos® e o transporte acido nas vesiculas
da membrana celular dos osteoclastos®.

Paradoxalmente, em estudo clinico, Westeel e cols® encontraram uma
estabilizacdo da DMO de pacientes transplantados renais entre 3 a 24
meses apos o transplante. Relacionaram esse achado a uso de doses
elevadas de CSA e reducdo do corticoide, independente da funcéo renal,
dos niveis séricos de PTH e da vitamina D. Alguns autores sugerem que o
estimulo da remodelacdo O6ssea, secundario ao uso de CSA,
contrabalancaria o efeito inibitério do corticéide sobre a formagao 6ssea® 2.

Com relagdo ao FK, os estudos experimentais sdo contraditérios;
alguns demonstram induc&o de hipocalcemia com aumento do PTH>! e de
marcadores de reabsorcdo®, além de reducdo significativa da espessura
trabecular quando comparados aos animais tratados com CSA. Por outro
lado, outros estudos® revelaram menor reducdo da DMO em animais
tratados com FK. Os autores atribuiram esse efeito a maior sintese de IGF-
1. Abdelhadi e cols® relataram diminuicdo do conteido mineral 6sseo e do
volume trabecular em camundongos, cujo efeito foi dose-dependente tanto
para CSA quanto parao FK.

Alguns autores chamam atencdo para um provavel potencial
osteogénico do FK sobre enxertos 6sseos em camundongos®®®”% Essa

acao foi atribuida a capacidade do FK em induzir diferenciacdo osteoblastica

a partir de células mesenquimais. Esse estudo demonstrou também
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aumento da expressao e atividade da fosfatase alcalina (FA) e osteocalcina
(OC), que foi potencializado pela BMP-4%°.

Recentemente, evidenciou-se efeito direto de CSA e FK sobre
osteoblastos e osteoclastos. Sun e cols. demonstraram a presenca de
calcineurina nos osteoblastos, proteina que atuaria na expressao de
marcadores de diferenciagdo dessa linhagem celular como o fator
transcricional Cbfal / Runx 2 (core-binding factor alphal), além de outras
proteinas como a FA, sialoproteina e OC™®. Sabe-se que tanto CSA como
FK séo inibidores da calcineurina. Koga e cols sugerem que o NFAT (fator
nuclear de células T ativadas), assim como o NFkB, atuam no programa
transcricional dos osteoblastos, estimulando a producéo de colageno 1, acao
que seria inibida pelo FK’. Varanasi e cols demonstraram a presenca da
FKBP-12 nos osteoblastos. Trata-se de wuma imunofilina citosolica
responsavel pela acdo do FK, estando relacionada a supressdo da
expressdao do RNAm do Cbfal e o gene OSTERIX, co-fator transcricional

para expressdo do Cbfal’?. A figura 1 resume os possiveis mecanismos de

acao da CSA e do FK nas células osteoblasticas.
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Figura 1 - Mecanismo de acdo da CSA e do FK nas células
osteoblasticas.

Nos osteoclastos, a CSA e o FK, através da inibicdo da calcineurina,
levariam a uma diminuicéo da diferenciacdo mediada pelo NFAT e NFkB™:"3,
Acredita-se que a inibicdo da diferenciacdo dos osteoclastos, também seja
mediada pela inducdo de apoptose de células precursoras’®. Para justificar o
aumento da reabsorcdo Ossea induzida pela CSA e FK, Sun e cols
demonstraram que a inibicdo da calcineurina estimularia a funcdo de
osteoclastos maduros’™. A figura 2 resume os provaveis mecanismos de

acdo da CSA e do FK nas células osteoclasticas.
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Figura 2 - Mecanismo de acdo da CSA e do FK nas células osteoclasticas.

H& muita divergéncia com relacdo aos efeitos da CSA e do FK sobre a
perda O0ssea de pacientes transplantados. Estudos clinicos prospectivos
sugerem que no primeiro ano apos TxR e de figado, o tacrolimus promoveria
uma menor perda de massa 6ssea que a CSA’"’8. Qutros estudos com
transplantados cardiacos salientam importante perda 6éssea com o0 uso do
FK®. H& ainda aqueles que demonstram n&o haver diferenca do tipo de
imunossupressdo na DMO no TxR tardio®’. Entretanto, esses estudos
avaliaram um numero pequeno de pacientes e nao foram desenhados para
investigar os efeitos dos imunossupressores sobre o tecido 6sseo.

A rapamicina tem sido relatada como um imunossupressor capaz de
diminuir a perda 6ssea em camundongos®?. Outros estudos relatam estimulo
a proliferacao de osteoblastos, aumentando a atividade de FA e a expressao
de osteopontina e osteocalcina®®. Em cultura de osteoblastos, a rapamicina,
aumentou a expressdo do RNAm da OPG®’ e inibiu a diferenciacéo e funcéo
de osteoclastos®?. Campistol e cols, em estudo aberto e randomizado,

demonstraram que o0s pacientes em uso de CSA apresentavam aumento dos
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marcadores de remodelacdo éssea quando comparados aos que utilizaram

rapamicina®3.

1.3.2.3 Situagao hormonal

Os estrogenos influenciam inimeros processos fisiologicos, incluindo a
reproducdo, saude cardiovascular, integridade Ossea, cognicdo e
comportamento. Por isso, podem estar implicados no desenvolvimento ou
progressao de varias doengas como cancer (mama, ovario, endométrio e
célon), osteoporose, doencas neuro-vegetativas, cardio-vasculares,
resisténcia a insulina e obesidade.

Poucos estudos abordam a insuficiéncia gonadal como causa de perda
de massa 6ssea em mulheres transplantadas. Cueto-Manzano e cols
estudaram 30 pacientes transplantados, sendo 13 mulheres menopausadas,
com uma média de 13 meses de transplante. Os pacientes realizaram
densitometria e bidpsia 6ssea. Nas mulheres, os niveis de estradiol foram
preditores independentes da superficie osteoblastica, superficie ostedide e
espessura trabecular®®. Em analise retrospectiva de 67 pacientes, com 6 a
20 anos de TxR, o estado pds-menopausal esteve associado com reducao
da DMO lombar. Entre as mulheres menopausadas, os niveis reduzidos de
estradiol e elevados de hormdnio luteinizante (LH) se correlacionaram com a
intensidade da perda 6ssea avaliada pela DMO®. N&o h& estudos com
intervencdo terapéutica (terapia de reposicdo hormonal — TRH) em

transplantadas renais.
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1.3.2.4 Hipofosfatemia

A hipofosfatemia é frequente nos pacientes transplantados. Cerca de
50 a 80% desenvolvem hpofosfatemia severa entre 2 semanas a 3 meses
do pés-operatério®. Essa alteracéo é atribuida & diminuicédo da reabsorcéo
tubular e absorcéo intestinal de fosfato. O transporte tubular proximal de
fosfato € um mecanismo ativo, Na-dependente, realizado pelos co-
transportadores do tipo lla, presentes na borda em escova.

Os principais mecanismos responsaveis pela hipofosfatemia seriam a
persisténcia do hiperparatiroidismo, a necrose tubular aguda, a deficiéncia
relativa de 1,25 (OH).;D, o uso de corticéides e de ciclosporina®, além de
fatores séricos circulantes (fosfatoninas: FGF-23 - fator de crescimento do
fibroblasto), que aumentam a fracdo de excrecdo de fosforo por inibir o co-
transportador Na/Pi tipo 1a®’. A hipofosfatemia pode contribuir para o retardo

17,22

da mineralizagdo, osteopenia "““, indugdo da apoptose dos osteoblastos e

da reabsorcéo 6ssea’.

1.3.2.5 Disturbios do metabolismo da vitamina D

S&0 poucos os estudos que avaliaram os niveis de 25 OH)D e 1,25
(OH)2 D no transplante renal, correlacionando-os com a DMO, marcadores
de remodelacéo ou dados de bidpsia 6ssea. Querings e cols® avaliaram 31
pacientes em diferentes periodos apés TxR, no final do inverno e com boa
funcéo renal. Os niveis de 25 (OH) D foram menores quando comparados
aos controles; porém, ndo demonstraram nenhuma correlagdo com o0s

parametros de remodelacdo O6ssea. A deficiéncia de 25 (OH) D pode ser
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mais um fator de risco para a persisténcia do hiperparatiroidismo apoés
TXR*. Com relacdo a 1,25 (OH), D, Sevaux e cols® estudaram
prospectivamente 61 pacientes transplantados renais durante 6 meses.
Todos apresentavam niveis reduzidos de 1,25 (OH), D no momento do
transplante. Apesar da elevacdo dos niveis séricos dessa vitamina apos 3 e
6 meses do transplante, cerca de 64% e 47% dos pacientes,
respectivamente, mantinham niveis abaixo do recomendado. A deficiéncia
de calcitriol no final do primeiro ano do transplante pode ser preditor de
perda 6ssea lombar tardiamente®!.

Com relagao ao polimorfismo do receptor da vitamina D, alguns autores
encontraram menor perda de massa 0ssea, mesmo na presenca de niveis
elevados de PTH, em pacientes com o genétipo bb%°?.

Alguns estudos associaram a presenca de retardo na mineralizacao
Ossea, detectada em transplantados tardios, com resisténcia a acdo da
vitamina D?%%2,

Vérios estudos analisaram a doenca Ossea apds o transplante renal,
especialmente no primeiro ano. A maioria deles demonstraram sinais de
hiperparatiroidismo ou doenca adinamica, provalmente refletindo a doenca

17,24,46

Ossea presente na fase da didlise , além de alteracbes Osseas

atribuidas & acéo dos corticosterdides®#®.

Os trabalhos que avaliaram a doenca ¢ssea apds esse periodo séo
muito heterogéneos e descrevem um predominio de baixo remanejamento
associado a defeito de mineralizacd0?® ou doenca mista com aumento do

nimero de osteoclastos®®, osteoblastos e do volume ostedide®®?>?3, A
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osteoporose apresentou uma prevaléncia de 12 a 56%'>222324 A correlacéo
dos achados histomorfométricos com a dose acumulada de corticoide é
variavel™®?*?®, Nao houve correlacdo entre a densitomeria Gssea e
marcadores 0Osseos, como o PTH, nem entre a 1,25 (OH), D e a
histomorfometria>?°?223, Dentro de uma mesma série de pacientes houve
muita variabilidade com relacdo ao tempo de transplante, a funcdo do
enxerto renal e a inclusdo de mulheres menopausadas; fatores que
interferem na remodelacdo Ossea. Nesses estudos, encontramos um
predominio de doenca de baixa remodelacédo ou de doenca mista.

Ainda ha muita controvérsia quanto a influéncia independente de todos

os fatores aqui apresentados, sobre a doenca éssea do transplante tardio.
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2 OBJETIVOS

* Principal

Avaliar o metabolismo mineral e o tecido 6sseo de pacientes adultos
jovens transplantados renais, ap6s o segundo ano, com fungéo preservada,
imunossupressdao mantida desde inicio do transplante e utilizando dose

minima de corticosteroide.

* Secundarios

Estabelecer o0s possiveis fatores, clinicos ou laboratoriais,
determinantes da massa e remodelacao éssea.

Avaliar “in vitro” as caracteristicas funcionais dos osteoblastos obtidos

de fragmentos de osso trabecular da bidpsia 6ssea desses pacientes.
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3 METODOS

3.1 Selecao dos pacientes

No periodo de janeiro de 2003 a dezembro de 2004, avaliamos 520
prontuarios de pacientes submetidos a transplante renal na Unidade de
Transplante Renal do Servico de Urologia do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo. Desses, 260 foram
excluidos devido a idade, ou seja, apresentavam menos de 18 anos ou mais
de 50 anos. Quarenta pacientes perderam o0 enxerto ou evoluiram para
Obito, ainda com enxerto funcionante. Cinglienta e sete foram excluidos
porque o esquema de imunosupressdao foi modificado ao longo do
seguimento. Trinta e quatro pacientes foram excluidos, pois apresentavam
clearance de creatinina inferior a 50 ml/minuto. Pacientes que receberam
duplo transplante (rim-pancreas ou rim figado), que foram previamente
paratireoidectomizados, mulheres na menopausa e aqueles tratados com
bisfosfonatos e/ou analogos da vitamina D nos Ultimos 6 meses também
foram excluidos. Dessa forma, restaram 125 pacientes. Somente 44
completaram a avaliacdo clinica, laboratorial, além de realizarem
densitometria 0ssea. Vinte e sete pacientes concordaram em realizar a
bidpsia 6ssea, sendo essa a amostra final desse estudo.

Esse estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica para Andlise de

Projetos de Pesquisa — CAPPESQ da Diretoria Clinica do Hospital das
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Clinicas e da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo

(Protocolo de Pesquisa n°® 848-03).

3.2 Avaliacgao clinica da doenca 6ssea

Inicialmente o0s pacientes responderam a um questiondrio sobre
antecedentes de doenca Gssea no periodo da dialise e apds o transplante
renal (anexo A). Os parametros clinicos analisados foram: idade, sexo, raca,
causa da DRC, tempo em didlise, fratura 6ssea no periodo da dialise
(espontédnea ou por minimo trauma), nimero de transplantes, tempo de
transplante, tipo de doador, fratura 6ssea apés o transplante (espontanea ou
por minimo trauma), dose acumulada de corticosterdides até a inclusdo no

estudo, além do calculo do indice de massa corpoérea (IMC).

3.3 Avaliacao laboratorial

Analisamos a creatinina sérica e calculamos a funcdo renal pelo
clearance de creatinina atraves da equacdo de Cockroft-Gault. Foram
avaliadas as concentracfes séricas de calcio (Ca), fosforo (P), paratorménio
(PTH), albumina, bicarbonato em sangue venoso, fosfatase alcalina total e
fracdo 6ssea, deoxipiridinolina, 25 (OH) D, 1,25 (OH), D, tiroxina (T4 livre) e
horménio tireo-estimulante (TSH), prolactina, horménio luteinizante (LH),
hormonio foliculo-estimulante (FSH), estradiol, progesterona, testosterona,
osteoprotegerina (OPG). As mulheres foram orientadas a colher os

horménios sexuais até o 3° dia apés o inicio da menstruacdo, na fase
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folicular ou pré-ovulatéria. No Anexo B encontram-se os valores normais de

referéncia e o método de dosagem desses parametros.

3.4 Avaliacdo da densitometria 6ssea

A densitometria da coluna lombar e do fémur foi realizada com aparelho
da marca Hologic QDR 2000°® através do método de DEXA (Dualenergy X-
ray absorptiometry). A densidade mineral 6ssea foi mensurada em valor
absoluto (g/cm?), “score” T (quando comparamos com individuos jovens no
pico da massa 6ssea) e Z (Qquando comparamos com individuos do mesmo
sexo e mesma faixa etaria), fornecidos em desvio-padrdo da média.
Optamos pelo “score” Z. Nesse estudo avaliamos os valores da densidade

mineral 6ssea de L1-L4 e fémur total.

3.5 Bidpsia 6ssea e analise histomorfométrica

A bidpsia Ossea foi realizada no osso iliaco direito ou esquerdo (lado
contrario ao enxerto renal), 2 cm posterior a espinha iliaca antero-superior e
2 cm abaixo da crista iliaca, utilizando trefina elétrica (Gaulthier Medical,
Rochester, EUA). Os pacientes recebiam sedacdo leve com midazolam
7,5mg intramuscular e anestesia local com lidocaina 2% sem vasoconstritor,
injetando-se 15ml na pele, tecido celular subcutaneo, musculo e peridsteo da
tabua externa e 5ml no periosteo da tabua interna do osso iliaco. No ponto
indicado acima, realizamos incisdo de aproximadamente 1 cm na pele e
tecido subcutaneo. Apods o afastamento dos planos musculares, o mandril foi

fixado a superficie 0ssea (periosteo). Através do mandril introduzimos a
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trefina elétrica, retirando um fragmento de £ 1 cm de comprimento por 0,8cm
de largura, onde se identificavam as duas corticais e 0sso trabecular. O
fragmento Osseo foi colocado em meio de cultura estéril (Dulbecco's
Modified Eagle Medium — DMEM - com tampao HEPES 25 mM, 500 ng/mL
de Ampicilina, 500 ng/mL de Estreptomicina e 3 ng/mL de Anfotericina B).

Antes da bidpsia, os pacientes receberam Tetraciclina 500mg por via
oral de 12/12h, em duas tomadas de 3 dias, com 10 dias de intervalo entre
as mesmas.

Apbs a retirada dos fragmentos para obtencdo de células para cultura,
o tecido 6sseo foi processado conforme protocolo:

a) Fixacéo no etanol 70% por 3 dias.

b) Permanéncia no etanol 100% por 3 dias.

c) Permanéncia no Tolueno por 1 dia.

d) Permanéncia na solugdo A (75% metilmetacrilato + 25%

dibutilftalato) por 3 dias.

e) Permanéncia na solucdo A + perdxido de benzoila 1% por 3 dias.

f) Permanéncia na solucao A + peroxido de benzoila 2% por 3 dias.

g) Transferéncia do fragmento para um frasco de vidro e deixado em
estufa a 37°C por 24h, periodo em que ocorre a polimerizacdo do
metilmetacrilato. O fragmento incluido na solucdo de metilmetacrilato foi
cortado em micr6tomo de impacto Policut S (Leica Microsystems GmbH
Wetzlar, Alemanha) com navalha de tungsténio e dele obtidos cortes de 5nm
gue foram corados com azul de toluidina 0,1%, pH 6,4 (Sigma Chemical, St.

Louis, EUA). Outros cortes de 10 mm ndo corados, foram utilizados para
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andlise das marcacdes de tetraciclina, empregando-se uma fonte de luz
ultravioleta.

A andlise histomorfométrica avaliou parametros estruturais, de
formacdo e de reabsor¢cdo Ossea, além de paradmetros dindmicos que
analisaram a mineralizacdo 6ssea. Os parametros seguiram a nomenclatura
padronizada pela American Society of Bone and Mineral Research
(ASBMR), traduzida para o portugués, com excecdo das abreviacdes®. Os
valores normais dos parametros estruturais, de formacdo e de reabsorcao
6ssea foram obtidos de dados de Dos Reis e cols® e os dinAmicos de
Melsen e cols® (anexo C). Para leitura dos parametros histomorfométricos
utilizamos microscépio Nikon Labophot2A e o software Osteomeasure
(Osteometrics, Inc, Atlanta, EUA). A quantificacdo da biopsia se fez entre as
duas regifes corticais, com aumento de 125x. Os parametros analisados
foram:

a) Parametros estruturais

Volume 6sseo (BVITV %): volume ocupado pelo osso trabecular,
mineralizado ou ndo, expresso em porcentagem do volume ocupado pelas
traves e pela medula 6ssea.

Espessura das traves (Tb.Th um): espessura das trabéculas 0sseas,
em micrometro.

Separacdo das traves (Tbh.Sp um): distancia entre as trabéculas
Osseas.

Numero de traves (Tb.N /mm): ndmero de trabéculas Osseas, por

milimetro do tecido, expressa a densidade trabecular.
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b) Parametros de formacao 6ssea

Volume ostedide (OV/BV %): volume ocupado pelo 0sso néao
mineralizado (ostedide), expresso em porcentagem do volume ocupado
pelas traves e pela medula éssea.

Espessura ostedide (O.Th um): a espessura, em micrébmetro, da
matriz ostedide depositada.

Superficie ostedide (OS/BS %): porcentagem da superficie 6éssea
trabecular recoberta por matriz ostedide.

Superficie osteoblastica (Ob.S/BS %): porcentagem da superficie
trabecular recoberta por osteoblastos ativos, em relacédo a superficie total de
traves 0sseas.

c) Parametros estéaticos de reabsorcao 6ssea
Superficie de reabsorcdo (ES/BS %): porcentagem da superficie

trabecular recoberta por lacunas de Howship.

Superficie osteoclastica (Oc.S/IBS %): porcentagem da superficie
trabecular em contato com osteoclastos, em relagdo a superficie total de
traves 0sseas.

d) Parametros dinamicos

Taxa de aposicdo mineral (MAR pm/dia): distancia entre os bordos
de duas marcacgles pela tetraciclina dividida pelos dias decorridos entre as
duas marcacoes.

Superficie mineralizante (MS/BS %): porcentagem de superficie

trabecular recoberta por duplas e simples marcacdes pela tetraciclina, em

relacé@o a superficie de traves 0sseas.
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Taxa de formacdo 6ssea (BFR/BS pm3/um?#/dia): produto entre a taxa
de aposicao mineral e superficie mineralizante.

Taxa de formacdo 0ssea ajustada/corrigida (Aj.Ar um/dia): taxa de
formacédo Ossea dividida pela superficie ostedide.

Intervalo de tempo para mineralizacdo (Mlt dias): intervalo de tempo

médio para deposicdo e a mineralizacao de certo volume de matriz ostedide.

O volume désseo (BV/TV) foi utilizado para descriminar os pacientes
que perderam tecido ésseo (RVO) daqueles que o mantiveram (NVO).
Pacientes cujo BV/TV era menor que 1 desvio-padrdo OP) da média dos
controles apresentavam perda oOssea. A média do BV/TV nos homens
normais foi de 25,8 = 5,8% e nas mulheres 23,5 + 7,5%. Assim, neste estudo
homens e mulheres com BV/TV menor que 20,0% e 16%, respectivamente,
apresentavam perda 6ssea. Todos os parametros histomorfométricos foram
considerados como alterados se estivessem acima ou abaixo de 1 DP (um
desvio-padréo) da média. A formacéo Ossea foi avaliada através da taxa de
formacédo (BFR/BS), ou seja, pacientes com BFR/BS = 0,05 pums3/pumz2/dia

apresentavam diminuicdo da formacao 0ssea.

3.6 Cultura de células para obtencéo de osteoblastos (anexo D).

Em ambiente estéril sob fluxo laminar, retiramos da bidpsia 6ssea
pequenos fragmentos de aproximadamente 1 mm?® do osso trabecular. Os
fragmentos foram lavados com PBS (tampéao fosfato salino) para a retirada

de células da medula 6ssea. A seguir, foram distribuidos em placa de Petri
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de poliestireno 100mm?2 (Nunc, llinois, EUA) na qual foram adicionados 10

mL de meio de cultivo DMEM suplementados com 100ng/mL de Ampicilina,
100ng/mL de Estreptomicina, 2,5ng/mL de Anfotericina B e 10% de soro

fetal bovino — SFB (Cultilab, Campinas, Brasil) = (DMEM + SFB +

ANTB)=(DMEM suplementado).

As placas foram cultivadas a 37°C em estufa de CO; a 5%, trocando-se
0 meio de cultura trés vezes por semana. Apos um periodo de 2 a 3
semanas, os fragmentos foram retirados e as células mantidas em meio de

cultura até atingir confluéncia.

Uma vez confluentes as células foram dissociadas com solugcdo de
Tripsina 0,5 g/L (1:250)/EDTA 0,2 g/L (Invitrogen Corporation, Sdo Paulo,
Brasil). Uma aliquota foi transferida para novo cultivo em garrafa de 75 cm?
(NUNC, lllinois, EUA) com DMEM + SFB + ANTB (12 passagem). Outra
aliquota foi utilizada para realizacdo de histoquimica para fosfatase alcalina,
visando demonstrar se na amostra havia predominio de osteoblastos. O
restante foi congelado em meio de congelamento composto de 80% soro
fetal bovino , 10% de DMEM e 10% de DMSO - Dimetil sulféxido, a -70°C,

durante 24 horas e posteriormente, armazenada em nitrogénio liquido.

Ap6s confluéncia nas garrafas de 75cm?, as células foram novamente
dissociadas com solugéo de Tripsina/EDTA (22 passagem). Uma aliquota de
células foi dividida e semeada em placas de 6 orificios (NUNC, lllinois, EUA)
para avaliacdo da formacdo de nodulos ésseos, coloracdo para fosfatase
alcalina através de histoquimica enzimatica, e para adipocitos (Oil red 0,5%).

O restante das células foi congelado, conforme descrito anteriormente.



Métodos 27

Nesse estudo também foi avaliada a proliferacdo celular pela incorporacéo

da ®H-Timidina e a expresséo de fosfatase alcalina pela citometria de fluxo.

3.7 Caracterizagao preliminar dos osteoblastos em cultura

Utilizamos 2 métodos para demonstrar que nossas amostras eram
constituidas predominantemente por osteoblastos e um método para

descartar a presenca de adipdcitos.
a) Histoquimica parafosfatase alcalina

Empregamos a técnica de histoquimica — método enzimético para
avaliar expressao de fosfatase alcalina e caracterizacdo das células. O meio
de cultura foi aspirado, as células lavadas com PBS e em seguida tratadas
com a Solucao A [0,025g de Naphthol Phosphate AS-MX (Sigma, St Louis,
EUA), 0,05g de 4-chloro-2-methylbenzenediazonium salt - Fast Red
(Sigma,St Louis, EUA) dissolvidos em 500m de N,N Dimetilformamida -
(Merck, Darmstadt, Alemanha) e completados com 50 ml de Tris-HCI 0,05M].
Com essa solucéo, as células foram incubadas por 30 minutos a 37°C. Em
seguida foram lavadas com PBS e fixadas com formaldeido 4%. As células
foram visualizadas ao microscépio e a cor vermelha na superficie das

mesmas revela a presenca da fosfatase alcalina (Figura 3).
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Figura3 - Expresséo de fosfatase alcalina em osteoblastos obtidos de
cultura de explante ésseo (histoquimica - enzimatica)

b) Formacao de nddulos 6sseos

A capacidade dessas células precipitarem ou ndo o calcio foi avaliada
com de células da 22 passagem. Distribuimos 1x10° células/orificio em placa
de 6 orificios, em meio de cultivo com DMEM + SFB + ANTB. Apss a

confluéncia das células, adicionamos ao meio de cultivo 100ng/mL de acido
ascorbico (Sigma, St Louis, EUA) e 5mM b-glicerofosfato (Sigma, St Louis,

EUA) — meio de diferenciacdo, em 4 dos orificios da placa, sendo que 2 dos
orificios serviram como controle. Os demais orificios foram corados para
fosfatase alcalina (histoquimica) e “Oil red”. Apos 21 dias de estimulo com
meio de diferenciacdo, fixamos as células com fomaldeido a 4% e coramos
com Vermelho de Alizarina 1% (Merck, Darmstadt, Alemanha), pH= 6,3, por
15 minutos. Lavamos com agua destilada e observamos os depdésitos de

calcio ao microscopio optico (Figura 4).
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Figura 4 - Coloracéao vermelho de Alizarina positiva (+) em osteoblastos
estimulados com b-glicerofosfato (5mM) e acido ascoérbico
(200ng/ml). CN: controle negativo

c) Coloracdo com Oil Red para exclusao de adip6citos

Para descartar a presenca de adipdcitos utilizamos a coloracao de “Oil
Red” a 0,5% (Sigma, St Louis, EUA) em isopropanol (Merck, Darmstadt,
Alemanha) - solucdo estoque. Apds a confluéncia das células, essas foram
lavadas com PBS e coradas com a solucao estoque de “Oil Red” diluida a 60
% em &gua destilada, durante 1 hora, acompanhando-se a coloracdo no
microscopio Optico. Apos esse intervalo de tempo, as células foram lavadas
com isopropanol diluido a 60% em &gua, durante 2 segundos. ApGs essa
lavagem, as células foram novamente lavadas com agua destilada. Para
coloracdo dos nucleos, utilizamos hematoxilina segundo Mayer (Merck,

Darmstadt, Alemanha), durante 1 minuto, lavando as células a seguir.

3.8 Avaliacao daproliferacéo celular

Avaliamos a proliferacéo celular através da incorporacéo de *H-timidina
no DNA de células obtidas da 12 passagem, semeadas em garrafas de

cultivo (75cm?) até atingir confluéncia. Em seguida, as células foram
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retiradas e distribuidas em placas de 24 orificios (1,8x10* células em cada
orificio) com meio de cultivo. No 10° dia as células foram mantidas por 12-16
horas com meio de cultivo e sem adicdo de soro fetal bovino. No 11° dia da
cultura, acrescentamos 5nCi/ml de 3H-timidina (Amersham Pharmacia
Biotech Brasil Ltda, SP, Brasil) por 2 horas. Retiramos o meio com timidina,
as células foram lavadas com PBS, o DNA foi precipitado com 5% de acido
tricloroacético — TCA (Merck, Darmstadt, Alemanha) e ressuspenso com
300m de 0,2N NaOH/0,3% sarcosine (Serva, Heidelberg, Alemanha).
Transferimos 60ul desse homogeneizado para um frasco de cintilacdo com
3ml de liquido de cintilacdo (Amersham Pharmacia Biotech Brasil Ltda, SP,
Brasil) estabilizado com acido acético glacial (Merck, Darmstadt, Alemanha).
A incorporacéo de ®H-timidina foi avaliada em um contador de cintilaco beta

Beckman modelo LS6200 (Beckman Instruments, Palo Alto, EUA).

Os resultados foram comparados aos obtidos com osteoblastos de

biépsias de 10 individuos normais pareados por idade e sexo.

3.9 Avaliacdo da expresséao de fosfatase alcalina

Avaliamos a intensidade média de fluorescéncia pela citometria de
fluxo, emitida por anticorpo dirigidos contra a fosfatase alcalina presente na
superficie das células osteoblasticas, conjugados com isotiocianato de
fluoresceina (FITC).

Os osteoblastos de individuos normais e dos pacientes (obtidos de

amostras com coloracdo positiva para fosfatase alcalina-histoquimica) foram



Métodos 31

incubados durante 10 minutos a 4°C com 10ul de IgG humana ndo imune a
10mg/ml (Sigma Aldrich, St Louis, EUA), visando bloquear receptores da
porcdo Fc das imunoglobulinas. Para avaliacdo da quantidade de fosfatase
alcalina, as células foram novamente incubadas por 30 minutos a 4°C com
10pg/ml do anticorpo monoclonal anti-fosfatase alcalina humana (Mab-
3H414, 1gG;) (USBiological, Massachusetts, EUA) e sua auto-fluorescéncia
foi determinada através da marcacdo com controle isotipico IgG, de
camundongo (R&D Systems, Minneapolis, EUA). Em seguida, as células
foram lavadas duas vezes com PBS contendo 1% de BSA (albumina de soro
bovino) (Sigma, St Louis, EUA) e 0,1% de azida sédica (Sigma, St Louis,
EUA) e centrifugadas por 5 minutos a 4°C e 1200rpm. Na etapa seguinte, as
células foram incubadas com 10ul de GAM-FITC, anticorpo de cabra anti-
imunoglobulina de camundongo conjugado com isotiocianato de fluoresceina
a 50ug/ml (Molecular Probes, Oregon, EUA). As células foram lavadas com
PBS contendo 1% de BSA e 0,1% de azida sddica por duas vezes. A analise
foi realizada no citdbmetro FACScalibur (Becton Dickinson, San Diego,
Califérnia, EUA) e com o programa CellQuest® (Becton Dickinson, San
Diego, California, EUA).

Os resultados foram comparados aos obtidos com osteoblastos de

biépsias de 10 individuos normais pareados por idade e sexo.

Principio _da citometria _de fluxo: Células pré-incubadas com

anticorpos ligados a um fluorocromo sao absorvidas pelo fluxo de aspiracdo
do aparelho FACScalibur. Cada célula marcada passa diante de um raio

laser. Este desvia o fluorocromo em angulos grandes ou pequenos, que
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correspondem ao tamanho e a granulosidade das células. A seguir, 0s
fluorocromos séo excitados pelos raios laser a Argbnio e pelo fotodiodo, o
gue permite quantificar a emissao de fluorescéncia. O sinal é amplificado e
transformado em sinal elétrico, que, por sua vez, pode ser interpretado pelo
programa Cellquest. A autofluorescéncia das células ndo marcadas serve

como controle negativo do experimento.

3.10 Analise estatistica

Os resultados sdo apresentados como média = desvio padrao
(MS£DP). Utilizamos o software Prism verséo 4.0 (GraphPad Software, Inc.,
San Diego, CA, USA). Os parametros estudados foram avaliados quanto ao
tipo de distribuicdo. Utilizamos o teste de Pearson para correlagdes simples
entre variaveis de distribuicio normal e o teste ndo-paramétrico de
Spearman para variaveis sem distribuicdo normal. A comparagdo entre os
grupos experimentais se fez com teste ‘t” de Student ndo-pareado (com
correcdo de Welch quando necessario), se apresentavam distribuicao
normal ou através do teste ndo paramétrico de Mann-Whitney, para variaveis
sem distribuicdo normal. Os pacientes com e sem perda de tecido 0sseo
foram comparados aos individuos controles pelo teste de ANOVA, seguida
do pos-teste, quando necessario. As variaveis também foram comparadas
pela distribuicdo de eventos entre dois grupos de pacientes através do teste
exato de Fisher ou teste Qui-Quadrado. Com o software SPSS for Windows
versdo 10.0.1 (Copyright® SPSS Inc. 1989-1999, Chicago, IL, USA)

realizamos a regressao linear multipla. Todas as variaveis que atingiram o
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nivel de significancia na analise univariada com p<0,15, foram incluidas no
modelo de regresséao linear. As variaveis que ndo apresentavam distribuicao
normal foram previamente transformadas para serem analisadas. Foi

considerado significativo valor de p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Aspectos clinicos

Os resultados serdo apresentados no grupo total de pacientes (N=27)

bem como naqueles com volume ésseo normal (NVO) e reduzido (RVO). Na

tabela 2 resumimos os dados clinicos.

Tabela 2 - Parametros clinicos no grupo geral e divididos conforme perda
de tecido 6sseo avaliada pelo BV/TV

Parametros clinicos TOTAL Pacientes NVO Pacientes RVO
Numero de pacientes 27 19 8
) 12 (44,4%) / 6 (31,6%) / 6 (75%) /
: M/F
Sexo: M/ 15 (55,6%) 13 (68,4%) 2 (25%)
Idade (anos) 36,4 +8,9 35+8,9 39,6 +84
IMC (kg/cm?) 246+49 25,3+5,0 227+46
CausadalRC
GNC 11 (40,8%) 9 (47,4%) 2 (25%)
HAS 3(11,1%) 1 (5,3%) 2 (25%)
DM 1 (3,7%) 1 (5,3%) 0
PNC/ITU 3(11,1%) 2 (10,5%) 1 (12,5%)
RP 1 (3,7%) 1 (5,3%) 0
Indeterminada/Outras 8 (29,6%) 5 (26,3%) 3 (37,5%)
Tempo em dialise
(meses) 40,2+ 329 38,3+34,9 4477 + 295
Tempo em transplante
(meses) 31,1+44 31,8+4,8 292+23
i . 18 (66,7%) / 14 (73,7%) / 4 (50%) /
D :
oador: vivo/cadaver 9 (33.7%) 5 (26.3%) 4 (50%)
Pacientes com fratura
referida no periodo da 1 1 0
dialise
Pacientes com fratura
referida no periodo do 0 0 0
transplante
Dose de Prednisona 72+13 71+14 74+07

acumulada (g)

BV/TV: volume 6sseo; M/F: masculino/feminino; IMC: indice de massa corpérea; GNC: glomerulonefrite crénica; HAS: hipertensédo

arterial sistémica; DM: diabetes mellitus; PNC/ITU: pielonefrite cronica/infecgéo do trato urinario; RP: rins policisticos
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A média da idade dos pacientes foi de 36,4 + 8,9 (18 a 50) anos com
predominio de individuos da raga branca (63%) e do sexo feminino (55,6%).
A obesidade, determinada pelo IMC >25, foi observada em 42,3% dos
pacientes. Nos pacientes com RVO, 75% deles eram homens e 25% eram

obesos.

A principal etiologia da DRC foi a GNC em 40,8%, sendo que 36,4%
deles utilizaram corticosteréide no periodo pré-didlise. O tempo médio em
didlise no grupo geral foi de 40,2 = 32,9 meses (variando entre 5 a 136

meses).

O tempo médio de transplante até a inclusdo no estudo foi de 31,1 +
4,4 meses (variando de 25 a 43 meses). A maioria dos pacientes recebeu o
enxerto de doadores vivos (66,7%) e apenas 2 deles se submeteram a mais
de um transplante. Um Unico paciente apresentava, como etiologia da DRC,
diabete melito (DM). Porém, dois outros desenvolveram DM apés o
transplante renal, e ambos estavam no grupo NVO. O tempo de transplante
no grupo NVO foi maior que no RVO, porém essa diferenca néo foi

significativa (p=0,07).

Como esquema de imunossupressao, 14 pacientes (51,9%) receberam
FK x PRED (prednisona) x MMF (micofenolato mofetil), 10 (37%) foram
tratados com CSA x PRED x MMF, 2 (7,4%) com CSA x PRED x AZA
(azatioprina) e 1 (3,7%) com FK x PRED x AZA. Entre os pacientes com
RVO, 75% deles estavam em uso de FK. Apenas 1 paciente (3,7%) referiu
fratura no periodo da dialise, nenhum paciente referiu fratura apos o

transplante.
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4.2 Exames bioquimicos

Na tabela 3 apresentamos os resultados dos exames bioquimicos.

Tabela 3 - Parametros bioguimicos no grupo geral e divididos conforme
perda de tecido 6sseo avaliada pelo BV/TV

Parametros bioquimicos -I(-,\?I??L) Patl:\:\e/g[es Pag\e/notes
(N=19) (N=8)
Creat. (mg/dl) 1,14 £ 0,25 1,1+0,2 1,3+0,3
Ca T (mg/dl) 10,0+ 0,6 9,9+0,6 10+0,6
Cai (mg/dl) 54+0,3 54103 53%0,3
P (mg/dl) 2,9+0,7 3,0+0,7 28%0,5
PTH (pg/ml) 59,9 + 31,4 62,4 32,8 54,1 + 28,9
Bic. (mEq/l) 23,9+ 3,0 23,4+ 3,0 253+2,7
C'%‘gcfgf;tt(ggt ”I"ti”) 75,6+ 225 77,9+ 20 69,2 + 28,9
C?!S'.Z{;a d(;“gﬁ‘;h) 113,6+102,2 1134+107,2  1142+961
25 (OH) D (ng/ml) 254 +8,7 23,2 +7,8* 30,6 + 9,0
1,25(0H), D (pg/ml) 64,4 + 28,8 63,9 29,7 65,7 + 28,7
FA (U/l) 82,4 + 26,4 81,6 28,1 84,4 + 23,7
FA 6ssea (U/l) 20,0+9,1 18,8+ 6,3 22,8+139
OPG (pmol/l) 3,39 £ 2,67 31%25 39%32
Deox(irﬁ’ri;igli/?)o””a 5,02 £ 0,77 50+0,8 49+0,8

BV/TV: volume 6sseo; Creat: creatinina; Ca T: célcio total; Ca i: célcio idnico; P: fésforo; PTH: paratormdnio; Bic: bicarbonato

sérico no sangue venoso; FA:fosfatase alcalina; OPG: osteoprotegerina; DEOXI : deoxipiridinolina sérica
* 25-OH vit NVO x 25-OH Vit RVO (p=0,04)

A creatinina sérica variou de 0,6 a 1,8 mg/dl. No grupo total, 6
pacientes (22,2%) apresentaram elevacéo do calcio total (>10,5 mg/dl) e 11
(40,7%) do calcio ibnico (>5,3 mg/dl). A albumina sérica foi normal em todos
0S pacientes. Sete pacientes (26%) apresentaram hipofosfatemia (<2,5

mg/dl). Porém, nos pacientes que usaram FK, as concentracdes de fosforo
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sérico foram significativamente inferiores aqueles em uso de CSA (2,7 £ 0,5
x 3,3+ 0,7) (p=0,019). Somente 1 paciente (3,7%) mantinha PTH maior que
100 pg/ml para clearance de creatinina superior a 50mi/min, limite superior
de normalidade segundo NKF-DOQI. No entanto, oito pacientes (30%)
apresentaram PTH maior que 65 pg/ml, considerado o limite superior do
teste. Quanto ao bicarbonato sérico, 2 pacientes ndo realizaram a
gasometria venosa; dentre os que fizeram, 9 pacientes (36%), apresentavam
valores abaixo da normalidade (<23 mEq/l) e em apenas 3 (12%) o pH

sérico era inferior a 7,32.

O clearance de creatinina calculado pela equacao de Cockcroft-Gault
variou de 54,1 a 134,7 ml/min. Quanto a calcidria de 24h, dois pacientes néo
realizaram adequadamente a coleta; nos demais, observamos uma variacao
de 9 a 401 mg/24h. Apenas 1 paciente apresentava calcidria superior a

300mg/dia.

Os niveis séricos de 25 (OH) D variaram entre 10,4 a 49 ng/ml.
Segundo o NKF-DOQI, em 10 pacientes (37%) 0s niveis séricos eram
adequados (>30 ng/ml). Porém, 14 pacientes (51,9%) apresentavam
insuficiéncia (15-30 ng/ml) e 3 (11,1%) deficiencia (<15 ng/ml). A
concentracao de 1,25 (OH), D variou entre 17,7 a 134,6 pg/ml. Os pacientes
NVO apresentavam niveis séricos de 25 (OH) D menor que os com RVO
(23,2 £+ 7,8 x 30,6 = 9,0) (p=0,04). Porém, quando classificamos estes
pacientes em insuficientes ou ndo em 25 (OH) D (<30 ng/ml e = 30 ng/ml,
respectivamente), ndo obtivemos diferenca significativa entre os pacientes

NVO e RVO.
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A FA variou de 41 a 134 U/l, sendo que 7,4% apresentavam FA
elevada (>120 U/l). A FA o6ssea variou de 9,5 a 54,5 U/l, onde 1 paciente
apresentava niveis elevados (>38 U/l). A OPG variou de 1,23 a 12,72 pmol/l
e 85,2% dos pacientes apresentavam niveis elevados de OPG (>1,8 pmol/l).
A DEOXI variou de 3,07 a 6,28 nmol/l, sendo que 95,4% deles

apresentavam niveis elevados (>3,2 nmol/l).

4.3 Exames hormonais

Na tabela 4 demonstramos os resultados das dosagens hormonais
distribuidos conforme o sexo. Nao separamos pela perda 6ssea, pois havia

poucas mulheres no grupo osteoporatico, ndo permitindo anélise estatistica.

Tabela 4 - Dosagens hormonais conforme o sexo

Hormoénio Mulheres (N=15) Homens (N=12)
T4l (ng/dl) 1,15+ 0,15 1,18 +£0,11
TSH (uU/ml) 2,05 +0,82 2,44 + 1,27
FSH (UI/) 6,4+3,6 52147
LH (UI/l) 53+6,5 6,8+7,0
Estrog. (pg/ml) 91,4+85,6 -
Test. (ng/ml) - 637,9 + 367,8
Prolact. (ng/ml) 8,8+3,7 73+3,3

. " ]
T4l: T4 livre; TSH: hormdnio tireo-estimulante; FSH: hormanio foliculo estimulante; LH: hormdnio luteinizante; Estrog.: estrogénios
totais; Test.: testosterona; Prolact.: prolactina.

As mulheres apresentavam niveis de T4 livre 0,9 a 0,5 ng/dl) e TSH
(0,86 a 3,82 pU/ml) dentro da normalidade. Duas (13,3%) pacientes
cursavam com FSH (1,5 a 13,8 Ul/l) elevado (>9,3 Ul/l), porém com niveis

inferiores aos observados na menopausa. Nessas pacientes 0s niveis de
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estrégeno eram normais (35,6 a 371 pg/ml) assim como em todas as
mulheres do grupo. Apenas 1 paciente (6,7%) apresentou elevagdo da

prolactina (>14,5ng/ml).

Em todos os homens, os niveis de T4 livre (1,05 a 1,39 ng/ml) foram
normais. Dois pacientes (16,7%) apresentavam elevacdo do TSH (1,06 a
4,78 pU/ml), porém com T4 livre normal. Um paciente apresentou LH (2,2 a
27,9 Ul/l) elevado (>9,2 Ul/), apesar de nivel de testosterona normal (165 a
1417 ng/ml). Um paciente apresentou testosterona diminuida (<270 ng/dl),
apesar de LH normal. Neste paciente foi dosada a fracdo livre da
testosterona que estava normal. Um paciente apresentou hiperprolactinemia

(>11,5 ng/ml).

4.4 Densitometria 6ssea

Na tabela 5 apresentamos os resultados das medidas de densidade

mineral 6ssea.

Tabela5 - Densidade mineral 6ssea no grupo geral e divididos conforme
perda de tecido 6sseo avaliada pelo BV/TV

DMO/Score 7 '(I"\(I)I;L) Paci(egielsg)NVO Pacieirllltzeg) RVO
Fémur (g/cm?) 0,860 £+ 0,157 0,895+ 0,156 0,776 + 0,134
Score Z (fémur) -0,8+1,1 -05+1,0 -1,5+0,9*
Lombar (g/cm?) 0,961 + 0,142 0,979+ 0,142 0,916 + 0,141
Score Z (lombar) -09+15 -06+1,3 -1,8+1,6

DMO: densidade mineral 6ssea; * score z F NVO x score z F RVO (p=0,022)
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A densidade mineral 6ssea no fémur do grupo geral variou de 0,616 a
1,323 glcm? (Score Z -2,64 a 1,93) e na coluna lombar de 0,744 a 1,207
g/cm? (Score Z -3,63 a 1,56). O resultado da DMO no fémur do grupo geral
revelou 12 pacientes (44,4%) osteopénicos e 1 (3,7%) osteoporético. O
resultado da DMO na coluna lombar do grupo geral mostrou 7 pacientes
(25,9%) com osteopenia e 6 (22,2%) com osteoporose. Sete pacientes
(26%) apresentaram osteoporose pela densitometria, em pelo menos um

dos locais avaliados.

Analisando os pacientes divididos conforme a perda ou ndo de tecido
0sseo observamos que o0s pacientes NVO apresentaram maior DMO no
fémur que no grupo RVO, porém essa diferenca ndo foi significativa
(p=0,07). O score Z do fémur foi menor nos pacientes NVO (p=0,02).
Quando analisamos esse score na coluna lombar, os pacientes NVO
apresentavam niveis maiores que os RVO, porém sem significancia

estatistica (p=0,06).

4.5 Histomorfometria 6ssea

Os resultados obtidos da analise histomorfométrica da bidpsia 6ssea
estdo descritos nas tabelas 6, 7, 8 e 9. Em um paciente n&o foi possivel
realizar a leitura dos parametros dinamicos pela auséncia de marcacao pela

tetraciclina. A média da &rea analisadas nas biépsias foi de 32,9 + 8,5 mm?.
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Tabela 6 - Resultados da histomorfometria 6ssea (parametros estruturais)

no grupo geral e divididos conforme perda de tecido GOsseo
avaliada pelo BV/TV

Parametros TOTAL Pa?\;\e/notes Pag\e/rges Ind|V|dy(g3s
estruturais (N=27) normais
(N=19) (N=8)
Volume 0sseo N
(BVITV)% 22,2+6,9 253+5.3 14,8 +4,0 24,7 £ 6,7
Espessura das .
traves (Th.Th)um 131,3 £ 26,6 140,3 £ 25,8 110+12,9 127,8 + 28,4
Separacgao das s
traves (Tb.Sp)um 508 + 204 § 433 +137 686 + 236 415 +144
Numero de Traves 1,69 £ 0,46 88 1,83 £ 0,40 1,36 + 0,42 # 1,93+0,44

(Tb.N) /mm

*BV/TV NVO x BV/TV RVO (p<0,0001) ; ** Tb.Th NVO x ThTh RVO (p=0,0005) ; ***Th.Sp NVO x Th.Sp RVO (p=0,019);
§Tb.Sp pacientes x Th.Sp normais (p=0,038) ; §§Th.N pacientes x Th.N normais (p=0,030); #Tb.N NVO x Th.N RVO (p=0,011).

N&do houve diferenca no volume 6sseo (BV/TV) e na espessura

trabecular (Tb.Th) dos pacientes do grupo geral quando comparados aos

individuos normais. Porém, 8 pacientes (30%) apresentavam diminuicdo do

BV/TV (RVO) e 2 (7,4%) da Th.Th. A separacdo (Tb.Sp) e o nimero de

trabéculas (Tb.N) foram, respectivamente, maiores e menores nos pacientes

gue nos individuos normais. No grupo com RVO, além de BV/TV menor

(p<0,0001) encontramos maior separacao entre as traves (Tb.Sp) (p=0,019),

menor namero (Tb.N) (p=0,011) e espessura das traves Osseas (Th.Th)

(p=0,0005).
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Tabela 7 - Resultados da histomorfometria 6ssea (parametros de formacgéao)

no grupo geral e divididos conforme perda de tecido Gsseo
avaliada pelo BV/TV

Parametros de TOTAL Paﬁ\e/gtes Pag\e/rges Ind|V|dy%35
formacéao (N=27) normais
(N=19) (N=8)

Volume osteoide 371 + 4.90 36454 40+38 233+255
(OV/BV)% ’ - 1 1 - ’ ’ - ’ 1 - ’
Espessura .

ostedide (O.Th)um 8,47 + 2,57 9,0+2,3 70x2,7 11,58 + 3,62
Superficie ostedide N
(OS/BS)% 22,4 +18,2 20,8 +17,6 26,2 + 20,1 125+ 11,6
Superficie
osteoblastica 3,78 £ 2,03 *** 38+x21 3,7+1,8 1,47 £ 2,84

(Ob.S/BS)%

*0O.Th pacientes x O.Th normais (p<0,0001); **OS/BS pacientes x OS/BS normais (p=0,013) ;
***Qb.S/BS pacientes x Ob.S/BS normais (p<0,0001)

Quando analisamos os parametros de formacdo éssea, observamos

gue o volume ostedide (OV/BV) nédo foi diferente dos controles (p=0,08);

porém, 6 pacientes (22,2%) apresentavam aumento desse parametro. As

superficies osteodide (OS/BS) e osteoblastica (Ob.S/BS) foram mais elevadas

nos pacientes, enquanto a espessura osteodide (O.Th) foi menor. Os

pacientes NVO apresentavam maior espessura ostedide (O.Th), quando

comparados aos RVO,

sem significancia estatistica (p=0,059). Nos

pacientes NVO a superficie ostedide (OS/BS) foi maior que a dos individuos

normais, porém sem significancia estatistica (p=0,067).
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Tabela 8 - Resultados da histomorfometria Ossea (parametros de
reabsorcao) no grupo geral e divididos conforme perda de tecido
0sseo avaliada pelo BV/TV

Parametros de TOTAL Pa(,‘;ll\e/gtes Pag\e/gtes Iggmgfs%ss
reabsorcéo (N=27) _ _
(N=19) (N=8)
Superficie
reabsorvida 31+17% 32+19 28+173 21+19
(ES/BS)%
Superficie
osteoclastica 0,41+0,34 tt 0,42 + 0,40 0,37 +0,18 0,04 +0,11
(Oc.S/IBS)%

TES/BS pacientes x ES/BS normais (p=0,018); 1Oc.S/BS pacts x Oc.S/BS normais (p<0,0001)

A analise dos parametros de reabsorcéo revelou que as superficies de
reabsorcdo (ES/BS) e osteoclastica (Oc.S/BS) também foram
significativamente mais elevadas nos pacientes do grupo geral quando
comparadas aos controles. Trinta e trés por cento dos pacientes cursavam
com aumento da ES/BS. Nao houve diferenca entre os parametros de

reabsorcéo nos grupos NVO e RVO.
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Tabela 9 - Resultados da histomorfometria 6ssea (parametros dinamicos)
no grupo geral e divididos conforme perda de tecido 0sseo
avaliada pelo BV/TV

Parametros TOTAL Pacientes Pacientes Individuos

Arame " NVO RVO normais®
Dinémicos (N=26) (N=18) (N=8)
Superficie
mineralizante 571+3,46* 51+29 71+43 15+6,5
(MS/BS) %

Taxa de aposicao
mineral (MAR) um/dia 0,96+042* | 0,99+047 | 0,89+0,29 | 0,65+0,12

Taxa de formacéao
O0ssea (BFR/BS) 0,05+0,03** | 0,04+0,03 | 0,05+0,03 | 0,10+0,05
ums3/umz/dia

Taxa de formacéao
corrigida (Aj.Ar) 037+028t | 0,37£0,27 | 0,38+£0,32 | 0,50+0,20
um/dia

Intervalo de tempo
para mineralizagao 599+893 tt | 60,1+£852 | 59,7+104,0| 225+25
(MIt) dias

= ————— — ———— — —— ——
*MS/BS pacientes x MS/BS normais (p<0,0001) ; **MAR pacientes x MAR normais (p=0,011); ***BFR pacientes x BFR normais

Er%?A%Og;)c;iemes x Aj.Ar normais (p0,046) ; t1MIt pacientes x MIt normais (p=0,046).

Nos parametros dinamicos, os pacientes do grupo geral apresentavam
aumento na taxa de aposicdo mineral (MAR) e diminuicdo da superficie
mineralizante (MS/BS). A taxa de formacdo O6ssea (BFR) estava diminuida
em 60% dos pacientes. O intervalo de tempo para mineralizacdo (Mlt) estava
aumentado no grupo geral em relacdo aos normais, em 46% dos pacientes.
Os pacientes do grupo NVO apresentavam maior intervalo de tempo para
mineralizacdo que os do grupo RVO, sem significancia estatistica (p=0,07).
Todos os pacientes com reducdo dos niveis de 25(OH) D, apresentavam

retardo na mineralizacao 0ssea.
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4.6 Proliferacéo e expresséo de fosfatase alcalina das células
osteoblasticas

As células em cultura apresentaram coloracdo positiva para fosfatase
alcalina e o vermelho de alizarina demonstrou que houve precipitacdo de
calcio dessas células. A coloracao pelo “Oil Red” foi negativa nas amostras
de cultura. Assim, em todas as culturas de células que confirmaram a
predominancia de células osteoblasticas realizamos 0s experimentos de
expressdo de fosfatase alcalina, pela citometria de fluxo, e a taxa de

proliferacéo celular, representadas na tabela 10.

Tabela 10 - Expressdo de fosfatase alcalina e proliferacdo das células
osteoblasticas no grupo geral e divididos conforme perda de
tecido 6sseo avaliada pelo BV/TV

Pacientes

Pacientes

TO;FAL NVO RVO Individu_os
(N=25) (N=17) (N=8) normais
Expresséo de FA
(intensidade média | 29,1+22,4 28,8 + 23,4 29,7 +£21,8 57,8 + 40,5
de fluorescéncia)
Taxa de
proliferacéo celular | 154,6 + 111 * | 109,7 + 63,5 | 178,3+ 179,5 76,7 + 32,6
(cpm)

* Pacientes x normais (p<0,0001)

A expressao da fosfatase alcalina foi numericamente inferior no grupo
geral do que nos normais, embora ndo se tenha obtido significancia
estatistica (p=0,059). A taxa de proliferacdo dos osteoblastos foi
significativamente maior nas células osteoblasticas obtidas de pacientes. Os

osteoblastos dos pacientes em uso de FK apresentaram maior taxa de

proliferacdo em relacdo aqueles em uso de CSA (181,2 + 130,3 cpm x 120,8
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+ 67,4 cpm) (p=0,0007). Nao houve diferenca estatistica entre os grupos
NVO e BVO quanto a expressdo de fosfatase alcalina nas células

osteoblasticas e a proliferacéo celular.

Para a analise das correlacdes, consideramos os pacientes do grupo
geral, visto que o numero de pacientes no grupo RVO era reduzido. A tabela
11 descreve as correlacbes entre o PTH e os parametros clinicos e

bioquimicos.

Tabela 11 - Correlacfes entre o PTH e pardmetros clinicos e bioquimicos

Variaveis r p
Fésforo -0,48 0,011
Tempo em dialise 0,41 0,031

O indice de massa corpoérea (IMC) apresentou correlagdo positiva com
a DMO lombar (r=0,67, p=0,0002) e o score z (r=0,65, p=0,0003); bem como

a DMO fémur (r=0,66, p=0,0002) e o score z (r=0,69, p<0,0001).

As correlacbes da DMO e parametros clinicos e bioquimicos foram

observados na coluna lombar e fémur (tabelas 12 e 13).
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Tabela 12 - Correlagbes da DMO lombar com parametros clinicos e

bioquimicos
Variaveis r p
IMC 0,67 0,0002
Fosfatase alcalina -0,42 0,027
Fosfatase alcalina 6ssea -0,39 0,041
Deoxipiridinolina -0,43 0,045

IMC: indice de massa corpérea

Tabela 13 - Correlacbes da DMO do fémur parametros clinicos e

bioquimicos
Variaveis r D
IMC 0,66 0,0002
Clear. Creat.
Cockcroft-Gault 0,46 0,017

IMC — indice de massa corpdrea

Separamos os parametros histomorfométricos em estruturais (BV/TV,
Tb.Sp, Tb.N), de formacéo Ossea (OV/BV, OTh, OS/BS, Ob.S/BS, MS/BS,
MAR, BFR/BS, MIlt) e de reabsor¢cdo o6ssea (ES/BS, Oc.S/BS).

Correlacionamos cada grupo com o0s parametros clinicos, bioquimicos e

densitométricos.

A tabela 14 resume as correlacdes entre os parametros estruturais e 0s

parametros clinicos, bioquimicos e densitométricos.
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Tabela 14 - Correlagdes entre BV/TV, Tb.Sp e Tb.N com parametros
clinicos, bioquimicos e densitométricos

BV/TV Th.Sp Th.N
IMC r=0,55 r=-0,47 r=0,49
p = 0,003 p = 0,015 p = 0,010
DMO lombar r=0,49 r=-0,47 r=0,45
p = 0,008 p=0,013 p=0,017
DMO fémur r=0,58 r=-0,61 r=0,65
p = 0,001 p = 0,0007 p = 0,0002

IMC: indice de massa corpérea; DMO: densidade mineral éssea.

Nas tabelas 15 e 16 descrevemos as correlagdes entre os parametros

de formacéo e reabsorcéo 6ssea, com os parametros clinicos e bioquimicos.

Tabela 15 - Correlagdes entre OV/BV, O.Th, OS/BS, Ob.S/BS, MS/BS,
BFR/BS e MIt com parametros clinicos, bioquimicos e

densitométricos

ov/iBV O.Th 0Ss/BS Ob.S/BS
Iy r=0,59 ) r=0,55 r=0,59
Tempo em dialise b = 0,001 D = 0,002 b = 0,001
. r =-0,40
Fosforo - - D= 0,037 -
PTH r=0,74 r=20,55 r=20,68 i
p<0,0001 p = 0,002 p<0,0001
r=-0,49 i i i

Deoxipiridinolina p=0018

PTH: paratormbnio
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Tabela 16 - Correlacbes entre ES/BS e Oc.S/BS com parametros clinicos,
bioquimicos e densitométricos

ES/BS 0Oc.S/BS

IMC . 6(?641% o= 6?643%

Tempo transplante - I; z 0003;%

Dose acumulada pred - I; z 0004314
Fosforo pr::8,03570 )
Deoxipiridinolina pr::g’égf) -
DMO lombar ;;z 000211 -

IMC: indice de massa corp6rea; DMO: densidade mineral éssea; pred: prednisona.

A proliferacdo das células osteoblasticas correlacionouse
positivamente com os niveis séricos de 25 (OH) D (r=0,44, p=0,029) e
negativamente com a OPG (r= -0,41, p=0,044). Na tabela 17 demonstramos
as correlacbes entre a proliferacdo de osteoblastos e 0s parametros

estruturais da bidpsia 6ssea.
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Tabela 17 - Correlagdes entre BV/TV, Th.Sp e Tb.N com a proliferacao
de células osteoblasticas

BVI/TV Th.Sp Th.N
Proliferacéo de r=-043 =056 r=-0,57
células
osteoblasticas p=0,038 p = 0,004 p = 0,004

A seguir, apresentamos as regressfes lineares multiplas entre os
parametros bioquimicos (Tabela 18), densitométricos (Tabela 19) e

histomorfométricos (Tabela 20).

Tabela 18 - Regressodes lineares multiplas nos parametros bioquimicos

Variaveis Variaveis Coeficiente Valor de p
dependentes independentes
P PTH -0,374 0,042
Clear. Creat.
Cockroft-Gault -0,424 0,023
FA Tempo em didlise 0,404 0,024
1,25 (OH), D 0,361 0,042

P: fosforo; PTH: paratorménio; FA: fosfatase alcalina.

Tabela 19 - Regressodes lineares multiplas na densitometria 6ssea

"Variaveis = Variaveis = Coeficiente =~ Valordep
dependentes independentes
DMO lombar IMC 0,538 0,002
FA -0,417 0,008
PTH 0,326 0,044
DMO fémur IMC 0,653 0,0001

DMO: densidade mineral 6ssea; PTH: paratormonio; IMC: indice de massa corporea; FA: fosfatase alcalina
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Tabela 20 - Regressdes lineares multiplas nos parametros

histomorfométricos

Variaveis

Variaveis

dependentes independentes Coeficiente Valor de p
BVITV DMO fémur 0,581 0,002
Th.Sp DMO Fémur -0,615 0,001
Th.N DMO fémur 0,656 0,0001
ov/iBV PTH 0,590 0,001

Tempo em didlise 0,396 0,012
O.Th PTH 0,576 0,006
0OS/BS PTH 0,715 0,0001
ES/BS IMC -0,487 0,025
MS/BS DMO fémur -0,410 0,038
BFR/BS P 0,464 0,034
Mt Clear. Creat. 0.414 0,050

Cockroft-Gault

e
DMO: densidade mineral 6ssea; PTH: paratormdnio; IMC: indice de massa corporea; BV/TV: volume dsseo; Th.Sp: separagao

das traves; Th.N: nimero de traves; OV/BV: volume osteodide; O.Th: espessura ostedide; OS/BS: superficie ostedide; MS/BS:

superficie mineralizante; BFR/BS: taxa de formacdo ¢ssea; MIt: intervalo de tempo para mineralizacéo, ES/BS: superficie de

reabsorgao
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5 DISCUSSAO

O transplante renal bem sucedido melhora a qualidade de vida dos
pacientes com DRC e corrige os disturbios secundarios a uremia como
anemia, hipertensdo arterial, desnutricdo, acidose metabodlica e as
alteracbes do metabolismo mineral. Entretanto, a persisténcia do
hiperparatiroidismo, com consequente hipercalcemia e hipofosfatemia, e a
toxicidade oOssea das drogas imunossupressoras contribuem para o
desenvolvimento da doenca éssea pés-transplante.

Essa doenca tem sido muito estudada nos dltimos anos!®!’

, pois
aumenta as morbidades dessa populagdo, como desenvolvimento de
osteoporose e fraturas. Os estudos que avaliaram a doenca éssea no pos-
transplante apresentam resultados heterogéneos, uma vez que foram
realizados em tempos distintos em relacédo ao transplante, em populacdes
ndo selecionadas, com diferentes niveis de funcdo renal e recebendo

diferentes esquemas imunosupressores'®1820:22:23

Estudamos 27 pacientes transplantados renais tardios, com boa funcéo
do enxerto, recebendo o mesmo esquema imunossupressor desde o inicio
do transplante e doses reduzidas de corticosteroides. Nossos pacientes
eram jovens, sem insuficiéncia gonadal e tireodeana. Excluimos também
pacientes que receberam tratamento prévio para osteoporose e

paratiroidectomizados. Apesar da selecdo restritiva, nenhum paciente
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apresentava tecido 6sseo normal. Encontramos em 30% diminuicdo do
volume ésseo, 60% cursavam com diminuicdo da formacao éssea, em 33%
a superficie de reabsorcéo estava elevada e em 46% observamos defeito na
mineralizacdo. Assim, esses pacientes apresentavam um predominio de

doenca mista.

Vérios estudos!®??232% demonstraram resultados semelhantes, mesmo
sem adotar os critérios rigidos de sele¢cdo que empregamos, revelando que
a doenca Ossea poés transplante tardio se deve a outros fatores ou

predominantemente a acao das drogas imunosupressoras.

Encontramos elevada prevaléncia de hipercalcemia e hipofosfatemia
em nossos pacientes (40% e 26%, respectivamente), quando comparamos

com outros estudos®®3"%,

Esses dados sugerem a presenca de
hiperparatiroidismo. Apesar dos niveis de PTH estarem dentro da faixa de
normalidade para a funcao renal, 30% dos pacientes cursavam com PTH
acima do limite superior (65 pg/ml). Vale lembrar que a hipercalcemia
poderia também ser decorrente da reabsorcéo de calcificacdes extra-0sseas,
da hipofosfatemia, e da mobilizacdo do célcio ésseo pela acidose pois,
surpreendentemente, 12% dos pacientes eram acidoticos apesar da

adequada funcgao renal. Imunosupressores como a CSA e o FK favorecem o

aumento da reabsorcédo 0ssea, podendo contribuir para hipercalcemia.

O hiperparatiroidismo contribuiu para a hipofosfatemia, uma vez que
encontramos correlagdes entre o P e o PTH. Nao podemos afastar disfuncéo
tubular como causa da hipofosfatemia, pois ndo avaliamos a fosfaturia dos

pacientes. Nos pacientes que receberam FK, os niveis de fosforo eram
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inferiores aqueles em uso de CSA; porém, ndo detectamos diferencas
guanto a dose acumulada de prednisona, nivel do PTH e 1,25 (OH), D. A
hipofosfatemia nédo foi secundaria a deficiéncia de 1,25 (OH), D, pois a

concentracdo desse metabdlito era normal em todos os pacientes.

Um achado surpreendente foi a elevada porcentagem de pacientes
com insuficiéncia de 25 (OH) D (63%), refletindo talvez ingestdo alimentar,
exposicdo solar inadequadas®, ou aumento do catabolismo desse
metabolito pelos imunossupressores. Essa deficiéncia pode ter contribuido
para a manutencdo do hiperparatiroidismo e consequentemente
hipofosfatemia. Sabemos que a diminuicdo da 25 (OH) D € um importante

R33% onde a

fator de risco para a elevagédo do PTH, especialmente apés o Tx
reposicdo desse metabdlito nem sempre corrige os niveis de PTH®.
Recentemente, Ritter e cols®” demonstraram que a 25 (OH) D suprime a

sintese de PTH em células paratireodeanas por uma acao direta no receptor

de vitamina D.

Os marcadores de formacdo 6ssea FA e FAO encontravam-se dentro
da normalidade. Por outro lado, os niveis séricos de DEOXI, marcador de
reabsorcao, estavam elevados em 95% dos pacientes. O estudo de Coco e
cols. também encontrou resultados semelhantes®®. Os marcadores
bioquimicos tém sido muito empregados no diagndstico e seguimento das
doencas Osseas metabdlicas, principalmente por ndo serem invasivos. A
literatura é controversa quanto a correlacdo entre esses marcadores e a

densitometria e a histologia na doenca 6ssea apds o TxR?*:%1%° Enpquanto

Parker e cols?! ndo demonstraram correlacdo entre DEOXI e a reabsorcéo
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6ssea, Cayco e cols'®

evidenciaram que a piridinolina urinaria foi um
preditor da massa 0ssea, avaliada pela densitometria. Em nosso estudo,
tanto os marcadores de formacdo quanto os de reabsor¢cao apresentavam
correlacdo negativa com a DMO lombar, sugerindo que a remodelacéo
influenciou a massa é6ssea. Porém, somente a FA foi determinante da DMO
lombar. Os niveis séricos da OPG (osteoprotegerina) estavam elevados em
85% dos pacientes; no entanto, ndo encontramos correlacao entre a OPG,
marcadores de formacdo e reabsor¢cdo, bem como com 0s parametros
analisados na biopsia 6ssea. Nossos resultados diferem de Malyszko e

cols!%?

gue encontraram niveis normais OPG em relacdo a individuos
normais e demonstraram ainda correlacdo positiva da OPG sérica com o
tempo em dialise, os niveis de 25 (OH) D e marcadores de reabsor¢cdo em
transplantados renais. Sabemos que o sistema OPG, RANK e RANK-L atua
na remodelagcdo 0ssea, no sistema imune e vascular, participando inclusive
da calcificacéo vascular'®!%, Nos nossos pacientes, a OPG néo refletiu a
remodelacdo 6ssea. Como ndo avaliamos a presenca de calcificacbes
vasculares, ndo podemos afastar que essa elevacdo se relacione a

calcificacdo vascular como observado em outros estudos 19419,

A funcdo gonadal dos pacientes era normal. Apesar de alguns estudos
demonstrarem correlacdo dos niveis de estradiol com a DMO lombar e
parametros de formacdo na histomorfometria®®® ndo encontramos
correlacdo dos parametros hormonais com nenhum parametro bioquimico,

densitométrico ou histomorfométrico. Provavelmente, isto ocorreu porque

estavamos avaliando apenas pacientes sem disfungéo gonadal.
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Varios estudos avaliaram a perda de massa 6ssea no primeiro ano do
TXR através da densitometria. Alguns descrevem perdas 0sseas que
variaram de 4 a 10%°"*®, dependendo do local avaliado (coluna lombar ou
colo do fémur), sendo essas perdas correlacionadas com o
hiperparatiroidismo e a dose acumulada de corticosteréides*®'®. No TxR
tardio, os estudos que empregaram densitometria revelaram resultados
heterogéneos. A maioria deles demonstrou diminuicdo da DMO em qualquer
periodo ap6s o transplante, quando comparados & populacdo normal®3+48,
No entanto, a porcentagem de pacientes com osteoporose variou de 30 a
56934981100 Em nosso estudo, os pacientes apresentavam uma média de
31 meses de transplante (25 a 43 meses) e 26% deles foram diagnosticados
como osteoporéticos em pelo menos um dos locais analisados.

A velocidade da perda de massa Ossea ap0s o0 primeiro ano do
transplante é menor, tanto na coluna lombar como no colo do fémur344648:8,
Ap6s o segundo ano, a DMO lombar pode, manter-se estavef**36:81.106
diminuir*®®2®1 ou raramente aumentar?:%3348!_ 34 no colo do fémur, a perda
6ssea parece ser continua e constante3*¢381% Também nesses estudos os

principais determinantes da perda Ossea foram 0

34,35,63,107 34,36,48,49,62,81

hiperparatiroidismo e a dose acumulada de prednisona
Alguns trabalhos relatam que a deficiéncia de vitamina D®*%1%7 e a alta
remodelacdo 6ssea secundaria a CSA®H6283100 tamhém favorecem a perda

Ossea.

Nesse estudo, o IMC foi o principal determinante da DMO lombar e do

fémur. Essa associacao foi descrita em pacientes urémicos, osteoporoticos e
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também em transplantados renais'®. Acredita-se que a obesidade favoreca
a elevacado da leptina sérica que por sua vez, atuaria como um inibidor da

reabsorcédo 6ssea’®.

Observamos que quanto mais preservada a fungcédo renal, melhor a
DMO do fémur, demonstrando que a insuficiéncia renal, e conseglente
alteracdo da remodelacdo O6ssea € um fator que leva a perda de massa
6ssea nesses pacientes®. Um resultado interessante foi encontrar o PTH
como determinante independente da DMO lombar lembrando que nos
nossos pacientes os niveis de PTH eram inferiores a 100 pg/ml. Nossos
resultados contrastam com os obtidos por Casez e cols., que demonstraram
perda éssea nos primeiros 18 meses do transplante renal em pacientes com
niveis de PTH inferiores a 110 pg/ml no momento do transplante*3. Sabe-se
gue dependendo da concentracdo do PTH, esse horménio tem acéo
anabdlica no tecido dsseo; porém esse fato ainda néo foi demonstrado em
pacientes transplantados renais, efeito ja descrito em pacientes com DRC

leve a moderada®'®.

Quando analisamos o0s parametros estruturais do tecido 6sseo,
verificamos que nossos pacientes apresentavam alteracdo da
microarquitetura, ou seja, maior separacdo entre as traves (Tb.Sp) e
diminuicdo do namero de traves (Tb.N), apesar do BV/TV estar dentro dos
limites de normalidade. Esses achados refletem provavelmente um efeito
dos corticosterdides, pois essa droga pode aumentar a profundidade da

lacuna de reabsorcao perfurando as traves 0sseas e separando as mesmas.
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Somente 50% dos pacientes com diminuicdo do volume trabecular
diagnosticado na histomorfometria apresentavam densidade mineral 6ssea
diminuida na densitometria. Esse achado demonstra a baixa sensibilidade
da densitometria no diagnostico de osteoporose', confirmando que a
biopsia 6ssea, apesar de invasiva, ainda € o melhor método de se avaliar o
tecido 6sseo. Encontramos uma menor prevaléncia de perda de volume

)15,18,20,22,23,25

0sseo em relacdo a outros trabalhos (35-58% , provavelmente

pelo critério de selecdo dos pacientes ser restritivo. Na literatura, o tempo de

182225 3 dose acumulada de corticosterdides??, sexo masculino®

transplante
e marcadores de reabsorc&o?® foram determinantes do volume 6sseo. Em
nosso estudo, o IMC, DMO lombar e do fémur apresentaram correlacéo
positiva com o BV/TV e Th.N; porém, somente a DMO do fémur foi capaz de

predizer o volume 0sseo e a microarquitetura de nossos pacientes. Esses

resultados foram semelhantes aos de Carlini e cols?®.

Analisando os parametros de formacao 6ssea, verificamos um aumento
da superficie ostedide (OS/BS) e osteoblastica (Ob.S/BS). Alguns estudos

15,22,23

encontraram resultados semelhantes enquanto outros observaram

diminuicido do numero de osteoblastos!®?%?°,

Essa diferenca se deve
provavelmente & dose acumulada de prednisona®, menor nos nossos
pacientes. Nossos resultados revelaram uma correlacdo positiva do tempo

de didlise e do PTH com OV/BV, OS/BS, O.Th e Ob.S/BS, o que sugere

novamente, um efeito tréfico do PTH no tecido 6sseo.

Analisando os parametros de reabsorcdo encontramos aumento dos

mesmos em relacdo aos controles, resultado encontrado por varios
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autores!®18222325 Egses estudos demonstraram uma correlacdo direta da
DMO lombar®, sexo masculino®® e idade® com a superficie de reabsorcéo
(ES/BS). Em nossos pacientes, além do aumento da reabsorcdo Ossea,
observamos uma correlacdo negativa do IMC e DMO lombar com a ES/BS,
corroborando o fato que pacientes obesos apresentam menor reabsorgcao e
consequentemente maior DMO lombar'®®. No entanto, somente o IMC foi o
preditor independente da ES/BS. Na literatura, a superficie osteoclastica
(Oc.S/BS) correlacionou-se diretamente com marcadores de formacéo e
reabsorcdo® e idade'®; e indiretamente com o tempo em diélise®. Alguns
estudos sugerem que a 0Oc.S/BS tende a diminuir com o tempo em
transplante revelando que, com o passar do tempo, a diminuicdo da

reabsorcéo 6ssea favoreca a manutencdo da massa 6ssea>*'%,

A maioria dos estudos demonstram diminuicho da taxa de
formacao®?223%26  (BFR/BS) e  defeito de  mineralizacdo
6sseal®182223.2526112 pgcos trabalhos mostraram BFR normal®?'. Nossos
resultados s&o semelhantes, uma vez que 60% dos pacientes apresentavam
diminuicdo da formacdo Ossea. Apesar da diminuicdo da superficie
mineralizante (MS/BS), os osteoblastos apresentavam adequada taxa de
aposicao mineral (MAR), sugerindo um mecanismo compensatorio.
Provavelmente essa compensacao ndo é suficiente, pois ocorre diminuicao
da formacdo 6ssea e retardo da mineralizacdo, presente em 46% dos
pacientes. Alguns estudos atribuem esse retardo a reduzidos niveis de

I20,25

calcitrio e outros & acéo dos corticosteroides®?.
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Em nossos pacientes, o fosforo foi um determinante direto da taxa de
formacdo 6ssea sugerindo que a hipofosfatemia contribuiu para o retardo da
mineralizacdo. Observamos também que a funcédo renal foi um determinante
direto do intervalo de tempo de mineralizagdo (Mlt). Outros estudos
18,25

revelaram que o tempo de transplante?, sexo masculino e a deficiciéncia

do calcitriol?®?%25112

estariam relacionados ao retardo da mineralizacgéo.
Apesar da elevada prevaléncia de pacientes com deficiéncia de 25 (OH) D
(63%), ndo encontramos correlacdo com os indices que avaliaram a
mineralizacao 6ssea.

Vérios estudos compararam os indices histomorfométricos de formacéo
6ssea com as caracteristicas dos osteoblastos ‘in vitro"13114.115.116.117 ‘Eqge

€ o0 primeiro estudo que realizou essa comparacdo em pacientes

transplantados renais.

As células obtidas da biopsia 6ssea apresentavam fenétipo de
osteoblastos uma vez que expressavam fosfatase alcalina, analisada por
histoquimica enzimética e por citometria de fluxo, além de promover

precipitacdo de calcio quando estimuladas com &cido ascorbico e b-

glicerofosfato.

No nosso estudo a expressao da fosfatase alcalina nos osteoblastos
dos pacientes estava reduzida quando comparadas aos controles. Essa
reducdo ficou préxima da significancia. Apesar de ndo encontrarmos
correlagcbes entre a expressdo da fosfatase alcalina, e os parametros
histomorfométricos, pode-se supor que essa alteracdo tenha contribuido

para a diminuicdo da formacdo e mineralizacdo O0ssea observada nos
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pacientes. A diminuicdo dessa expressdo também poderia ser consequente
a acdo dos inibidores da calcineurina, CSA e FK, utilizados em todos os

pacientes’®.

A taxa de proliferacao celular dos pacientes foi superior aos controles,
sugerindo que essas células fossem menos diferenciadas’®. As correlacées
encontradas entre a proliferacdo e os parametros estruturais demonstraram
gue, mesmo proliferando mais intensamente, essas células ndo trabalhavam
adequadamente, uma vez que expressavam menos fosfatase alcalina o que

poderia diminuir a formacéo 6ssea levando as alteragfes estruturais.

As células obtidas de pacientes tratados com ciclosporina
apresentaram menor proliferacdo que a de pacientes tratados com FK.

66,67,68 a

Sabe-se que o FK é capaz de induzir diferenciacdo osteoblastica
partir de células mesenquimais o que poderia contribuir para 0 aumento da

proliferacao celular.

Em resumo, nosso estudo demonstrou que a doenca Ossea esta
presente mesmo em pacientes com funcdo adequada do enxerto, sem
disfuncdo gonadal, sem hiperparatiroidismo severo, e uso de doses

reduzidas de corticosteroides.

O principal achado histologico do tecido 6sseo desses pacientes foi a
diminuicdo da formacdo O&ssea. Esse achado esteve associado a
hipofosfatemia e diminuicdo dos niveis de 25 (OH) D. Portanto esses fatores
devem ser corrigidos mesmo nessa populagédo que se julgava de baixo risco

para a doenca 0ssea pos transplante.
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6 ANEXOS

Anexo A — Questionério aplicado aos pacientes

PROTOCOLO -- Perda 6ssea ap6s o TX Renal : CSA x TAC

DADOS CLINICOS Data consulta:
Nome: RG:

Idade: Data nasc:

Fone:

Sexo: ¥y Fem y Masc
Raca: ¥ Branco y Negro y Pardo y Amarelo

ANTECEDENTES DA DIALISE

CausadalRC: y HAS y DM y GN y RP y PNC/ITU y NF y Outros/desconhecida
DM: y sm ¥ nédo
Tempo total em didlise (meses): Tipo:y HD y DP
Fratura: y sm y ndo

Ne©:

Onde:
Antecedentesde ODR: y HP y DA y Al y ndosabe
Usode y desferal y vit. D § Ca ¥ bisfosfonatos ¥ TRH ¥ calcitonina
y fluoretos
PTX: y sim y ndo

Quando (mm/aa):

ANTECEDENTES DO TRANSPLANTE

N°deTXs y 1 y 2 y 3oumais
Data do Tx (mm/aa):
Doador: ¥ vivorelac. Y vivonaorelac. y cadaver
Esquemaimunossupressor: y Pred §y AZA y CSA y FK y Rapa y MMF
Queixasclinicas (relacionada a doenga 6ssea):
Usa: y anticoagulante y anticonvulsivante
Regeicdo: y sim y ndo n°
Fratura: y sim ¥ néo
NC:
Onde:
Quando (meses ap6s TX):
Menstruacdo: y ausente y presente
Tratamento para osteoporose: y bisfosfonatos y Vit.D y Ca y TRH
y calcitonina y fluoretos

Peso: IMC:
Alt:
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Anexo B - Valores de normalidade dos parametros laboratoriais e

métodos de dosagem

Par &metros Feminino Masculino Método de dosagem
Laboratoriais (vaores referéncia) (valores referéncia)
Creatinina 0,6-1,4 mg/dl 0,6-1,4 mg/dl Col orimétrico automatizado
Célciototal 8,5-10,5 mg/dl 8,5-10,5 mg/dl Colorimétrico automatizado
Célcioibnico 4,64-5,28 mg/dl 4,64-5,28 mg/d| Eletrodo ion sensivel
Fésforo 2,3-4,6 mg/dl 2,3-4,6 mg/dl Colorimétrico automati zado
Albumina 3550g/d 355,0 g/ Enzi mﬂﬁ;‘;ﬂgﬁ”w
Bicarbonato sérico 23-28mE/l 25-30mE/| Membrana ion seletivo
Paratormonio 11-62 pg/ml 11-62 pg/ml Imunoradiométrico
Clearance creatinina 90-130ml/min 90-130ml/min Col orimétrico automatizado
Calcitriade 24h 100-300 mg /24h 100-300 mg /24h Colorimétrico automatizado
Fosfatase alcalina 32-104 U/l 45-122 U/l Cinético automatizado
Fosfatase alcalina 6ssea 8-38 Ull 8-38 U/l Separagéo eletroforética
T 4livre 0,6-1,54 ng/dl 0,6-1,54 ng/dl Fluorimétrico
TSH 0,5-4,2 pu/ml 0542 Wu/ml Imunofiuorimerico Litra-
FSH 1,7-9,3Ul/ 1,0-12 U/l Imunofluorimétrico
LH 0,95-9,3 Ul/I 1,492 Ul/l Imunofluorimétrico
Estrégeno 35-184 pg/ml Fuorimétrico
Testosterona 271-965 ng/dl Fluoroimunoensaio
Prolactina 2,5-14,5 ng/ml 2,3-11,5 ng/ml Imunofluorimétrico
OPG 1,8pmol/l 1,8pmol/l ELISA
Deoxipiridinalina 3,43 nmol/l 3,25 nmol/l ELISA
25-OH vitamina D 8,9—46,7 ng/ml 8,9—46,7 ng/ml Radioimunoensaio

1,25-0H vitamina D

15,9 —55,6 pg/ml

15,9 - 55,6 pg/ml

Radioimunoensaio
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Anexo C— Parametros da histomorfometria 6ssea, com valores de
normalidade para cada sexo

Par @metr os Estaticos/Estruturais Valores de referéncia
Feminino M asculino
Volume 6sseo (BV/TV)% 235+75 25.8+58
Volume ostedide (OV/BV)% 16 +22 29+26
Espessura oste6ide(O.Th) um 11.1+36 12+36
Superficie ostedide (OS/BS)% 89 +88 15.8+12.8
Osteoblasto (Ob.S/BS)% 15+37 15+16
Superficie reabsorvida (ES/BS)% 22+24 19+12
Osteoclasto (Oc.S/BS)% 0.03 +0.07 0.05+0.17
Espessuradastraves (Th.Th)um 123.7 +26.7 1314 +29.8
Separacio dastraves (Th.Sp) pm 4438 +177.2 389.5 +102.8
NUmero de Traves (Th.N)mm 18 +05 20+04
Fibrose (FB.V)% 0 0
Par Ametr os Dinamicos Valores de referéncia
Feminino Masculino
Superficie mineraizante (MS.BS)% 12.0+5.0 18.0+8.0
Taxade aposicdo mineral (MAR) um/dia 0.65+0.12
Taxa de formagao dssea (BFR/BS) um?#/um?/dia 0.07 +0.03 0.13+0.07
Taxadeformaggo corrigida (Aj.AR) um/dia 0.50 +0.20
Intervalo de tempo paramineralizago (MLT) dias 23.7+27 21.3+23
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