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RESUMO

Vasco RFV. Efeitos dos diuréticos furosemida e hidroclorotiazida sobre o distUrbio
mineral e 0sseo da doenca renal cronica [tese]. S&o Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de Sao Paulo. 2019.

Introducdo: Pacientes com doenca renal cronica (DRC) apresentam com
frequéncia hipertensdo e como a retencdo de liquidos é um dos principais
mecanismos fisiopatolégicos, o uso de diuréticos € comum nesta populacao.
Enquanto os diuréticos tiazidicos estdo associados a reducdo da calciuria,
reducdo/manutencédo dos niveis paratorménio e aumento da densidade 0ssea, 0s
diuréticos de alca apresentam efeito oposto. Estes efeitos, embora conhecidos na
populagdo geral, ndo foram suficientemente avaliados em pacientes com DRC.
Objetivo: Este estudo propbe a avaliacdo da furosemida e hidroclorotiazida no
distdrbio mineral e ésseo da doenca renal crénica (DMO-DRC). Métodos: Ensaio
clinico randomizado para comparar o efeito de duas intervencdes, o uso de
diurético tiazidico (grupo HIDRO - hidroclorotiazida 25mg/dia) e o uso de diurético
de alca (grupo FURO - furosemida 40mg/dia) sobre o DMO-DRC. Incluidos
pacientes com DRC estagio 3, estaveis, em acompanhamento regular
ambulatorial. Apés um periodo de wash-out, os pacientes foram randomizados
para o grupo HIDRO ou FURO e seguidos prospectivamente a cada 3 meses por 1
ano, pelo mesmo observador, cego para a randomizacdo. Foram avaliadas
alteracdes bioguimicas séricas e urinarias no momento da inclusdo e a cada 3
meses; paratormonio e vitamina D foram avaliados na incluséo e a cada 6 meses;
marcadores de remodelacdo oOssea (CTX e PI1NP), densitometria
(absortometria radiol6gica com dupla energia- DXA) e tomografia computadorizada
guantitativa periférica de alta resolu¢cdo (HRpQCT) foram avaliados na incluséo e
apos 1 ano. Resultados: foram incluidos 40 pacientes [61,8 (54,73) anos, 65%
homens e 70% hipertensos], sendo 20 randomizados para cada grupo, 0s quais
apresentaram caracteristicas semelhantes apés a randomizagédo. Houve reducgéo
da calcidria e fracdo de excre¢do de calcio no grupo HIDRO e aumento no grupo
FURO, além de uma tendéncia ao efeito da medicacdo sobre a concentracdo de
calcio total, maior no grupo HIDRO. N&ao foi observada diferenca nos niveis de
paratorménio e 25-hidroxi-vitamina D, mas houve tendéncia a elevacdo de 1,25
dihidroxi-vitamina D no grupo FURO e reducao no grupo HIDRO. Houve elevacgao
de CTX, P1NP e fosfatase alcalina no grupo FURO e reducéo no grupo HIDRO.
N&o foi encontrada diferenca significativa na mudanca percentual da densidade
Ossea aferida pela DXA, apenas uma tendéncia a maior perda no 1/3 proximal do
radio distal, mais acentuada no grupo FURO. Na HRpQCT, no grupo FURO houve
aumento da area cortical e espessura cortical, além de tendéncia ao aumento da
densidade total e da densidade cortical, mas com reducéo da é&rea trabecular no
radio, enquanto no grupo HIDRO o efeito oposto foi observado. Resultados da
HRpQCT devem ser interpretados com cautela devido a dados incompletos.
Conclusao: Furosemida e hidroclorotiazida tiveram efeitos opostos sobre o0 DMO-
DRC em meédio prazo. Embora o paratormdénio ndo tenha se alterado
significativamente, a furosemida se relacionou com um aumento e a
hidroclorotiazida com reducdo da remodelacdo 6ssea, evidenciada pela CTX e
P1NP.

Descritores: diuréticos; furosemida; hidroclorotiazida; hiperparatireoidismo;
disturbio mineral e 6sseo na doenca renal cronica; densidade 0ssea.



ABSTRACT

Vasco RFV. Effects of diuretics furosemide and hydrochlorothiazide on chronic
kidney disease-mineral and bone disorder [thesis]. S&o Paulo: “Faculdade de
Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2019.

Introduction: Patients with chronic kidney disease (CKD) often have hypertension
and since fluid retention is a main pathophysiological mechanism, the use of
diuretic is common in this population. While thiazide diuretics are associated with
reduced calciuria, reduction/maintenance of parathyroid hormone levels and
increased bone density, loop diuretics have the opposite effect. Although these
effects are known in the general population, they have not been sufficiently
evaluated in patients with CKD. Objective: This study intends to evaluate the
effects of furosemide and hydrochlorothiazide in chronic kidney disease-mineral
and bone disorder (CKD-BMD). Methods: This was a randomized clinical trial
comparing the effect of two drugs, thiazide diuretic (hydrochlorothiazide 25mg/day
— HIDRO group) and loop diuretic (furosemide 40mg/day — FURO group) on the
CKD-MBD. We included patients with stage 3 CKD, stable, in regular outpatient
follow-up. After a washout period, patients were randomized to either the HIDRO or
FURO group and followed prospectively every 3 months for 1 year, by the same
observer, blinded to randomization. Serum and urinary biochemical changes were
evaluated upon the inclusion and every 3 months; parathyroid hormone and vitamin
D were evaluated at the inclusion and every 6 months; bone remodeling markers
(CTX and P1NP), densitometry (DXA) and high-resolution peripheral quantitative
computed tomography (HRpQCT) were evaluated at the inclusion and after one
year. Results: 40 patients [61,8 (54,73) years, 65% male and 70% hypertensive)
were included, and 20 were randomized to each group that presented similar
characteristics after randomization. There was a reduction of calciuria and fraction
of calcium excretion in the HIDRO group and an increase in the FURO group.
There was a tendency of the medication effect in the total calcium concentration,
which was higher in the HIDRO group. There was no difference in parathormone
and 25-hydroxy-vitamin D levels, albeit there was a tendency to increase of 1,25
dihydroxy-vitamin D in the FURO group and a reduction in the HIDRO group. CTX,
P1NP and alkaline phosphatase increased in the FURO group and reduced in the
HIDRO group. No significant difference was found in the percentage change of
bone density measured by DXA, only a tendency to greater loss in the proximal 1/3
of distal radius, more pronounced in the FURO group. Regarding HRpQCT, we
found an increase in cortical area and cortical thickness, in addition to a tendency
to increase of total density and cortical density, but with reduction of the trabecular
area in the radius, in the FURO group, whereas in the HIDRO group the opposite
effect was observed. Conclusion: Furosemide and hydrochlorothiazide had
opposite effects on the CKD-MBD in the medium-term follow-up. Although
parathormone did not change significantly, furosemide appears to be associated
with an increase and hydrochlorothiazide with reduced bone remodeling, evidenced
by CXT and P1NP.

Descriptors: diuretics; furosemide; hydrochlorothiazide; hyperparathyroidism;
chronic kidney disease-mineral and bone disorder; bone density.



1 Introducao



Introducéo 2

1 INTRODUCAO

Doenca renal crénica (DRC) é definida como queda da taxa de
filtracdo glomerular (TFG) abaixo 60 ml/min/1.73m2 ou presenca de
marcadores de lesdo renal, ou ambos, por pelo menos 3 meses. E
considerada um problema de saude publica (1). Suas principais causas séo
diabetes e hipertensdo arterial e foi associada a causa de morte em 1,5% da

populacdo mundial em 2012 (2).

Pacientes com DRC apresentam com frequéncia elevagao da pressao
arterial (PA), sendo a retengéo de volume um dos mecanismos associados.
Por esta razdo, o uso de diuréticos é prética difundida e recomendada nesta
populacdo (3). Diuréticos sdo drogas de primeira linha para tratamento de
hipertensdo, que agem em diferentes partes do tdbulo renal aumentando o
débito urinario por mecanismos diversos. Em geral, os diuréticos de al¢ca e
tiazidicos sdo os mais utilizados em pacientes com DRC devido a sua
capacidade de aumento da excrecao de potassio, dessa forma auxiliando no

controle de hipercalemia, que pode surgir nessa populacéo.

Na pratica clinica, pacientes com funcao renal mais comprometida
utilizam diuréticos de alca como a furosemida, mais potentes. Por outro lado,
aqueles com disfuncdo mais leve recebem como prescricdo diuréticos
tiazidicos, sendo a hidroclorotiazida o principal representante desta classe.
Apesar de historicamente ndo se prescrever tiazidicos em pacientes com
TFG < 30ml/min, atualmente esta classe de diuréticos é recomendada caso

0 paciente ndo apresente dificuldades no controle da PA ou sobrecarga de
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volume, devido a possibilidade deste diurético ter uma acéo anti-hipertensiva
independente da diurese, através de mecanismos como a vasodilatacdo

periférica (4).

Outra complicagdo importante associada a DRC é o disturbio do
metabolismo mineral e d&sseo (DMO-DRC), que inclui alteracdes
laboratoriais (no metabolismo do célcio, fésforo, paratorménio e vitamina D),
calcificagcbes anormais (como as calcificacdes vasculares e em outros
tecidos), além de alteracdes Osseas (anormalidades no remodelamento
0sseo, mineralizagdo, entre outros). Estas alterac6es sao responsaveis por

fraturas, doencga cardiovascular e mortalidade nesse grupo de pacientes (5).

O conhecimento sobre o desenvolvimento e progressao da DMO-DRC
nos estagios 3 a 5, antes da dialise, € relativamente escasso. No entanto,
desfechos desfavoraveis como o aumento de incidéncia de fratura e
mortalidade jA& sdo observados quando a TFG cai abaixo de 60
ml/min/1.73mz (6, 7). AlteragBes mais precoces incluem: aumento dos niveis
circulantes de fator de crescimento de fibroblastos (FGF-23) e deficiéncia de
vitamina D, seguidas por aumento do paratorménio (PTH) e da fracdo de
excrecao de fésforo a partir do estagio 3 (TFG < 60min/1.73m?2), e finalmente
em estagios mais avancados, alteracdes nos niveis de calcio e fésforo (8). A
elevacdo do PTH secundaria a queda da funcédo renal, definida como
hiperparatireoidismo (HPT) secundario, € uma alteracdo precoce na
evolucdo da DRC. Entretanto, a concentragéo de PTH ideal em cada fase da
doenca renal ainda é desconhecida. Previamente recomendado pelas

diretrizes K/DOQ)I, os niveis de PTH adequados eram de 35 a 70 pg/ml, 70 a
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110 pg/ml, e 150 a 300 pg/ml para os estagios 3, 4 e 5 respectivamente. As
diretrizes atuais do KDIGO recomendam que pacientes com aumento
progressivo de PTH ou persistentemente acima do valor de referéncia do
ensaio, devam ser avaliados quanto a hiperfosfatemia, hipocalcemia, alta
ingestdo de fosforo e deficiéncia de vitamina D. Além disso, o controle
dessas alteracbes com dieta ou quelantes, suplementacdo de calcio e/ou

vitamina D, correcédo de acidose metabdlica fazem parte da terapéutica atual
(5).

Existem inUmeros fatores que interferem no metabolismo mineral e
0sseo e sdo associados a um pior desfecho de estrutura Ossea,
independente da funcdo renal, como por exemplo o sedentarismo,
tabagismo, consumo de alcool, pos-menopausa, além de inumeros
medicamentos como corticosteroides, anticonvulsivantes, inibidor de bomba
de prétons, entre outros. Mais recentemente, os anti-hipertensivos tem sido
objetivo de estudos em populacdo de nao renais crbénicos, devido a relacdo
de HAS e elevacao do PTH (9). Entre as drogas estudadas, os diuréticos de
alca e os tiazidicos tem se destacado pelos efeitos opostos sobre o

metabolismo do calcio e calcilria, como sera explicado a seguir.
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1.1 Mecanismo de acéo dos diuréticos nos taubulos renais

Os diuréticos, principalmente os tiazidicos e diuréticos de alca, sédo
drogas muito utilizadas em pacientes com DRC para controles de PA e
estado edematoso, agindo em diferentes por¢des dos tabulos renais para
aumento do volume urinério. Os diuréticos de alga, como a furosemida,
agem na porgao espessa da alca de Henle, inibindo o cotransportador sodio-
potassio-cloro (NKCC) localizado na membrana apical, reduzindo a
reabsorcdo tubular de sédio e cloro. Os diuréticos tiazidicos, como a
hidroclorotiazida, agem no tdbulo contorcido distal, ligando-se ao
cotransportador sédio-cloro (NCC), inibindo também a reabsorcdo de sédio
e cloro. Ao inibir o transporte de sodio, aumentando sua excrecao, 0S
diuréticos aumentam consequentemente a eliminacdo de agua (solvente) e

o volume urinario (10).

Ao alterar a reabsorcdo de Na e Cl nos tubulos renais, os diuréticos
também alteram a reabsorcéo de outros ions, como o célcio. Em individuos
higidos, praticamente todo célcio filtrado pelos rins é reabsorvido ao longo
dos tubulos renais, em diferentes propor¢cées, como demonstrado pela
Figura 1 (11). A reabsor¢éo de 60-70% do calcio é feita pelo tabulo proximal
por 2 mecanismos: 1) mais de 80% ocorre por meio de difusdo passiva e
arraste do solvente, em paralelo a reabsorcao de sodio e agua; e 2) 10-15%

por transporte ativo regulado pelo PTH e calcitonina (12).
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TCP 1D Figura 1. Representacdo esquematica
da reabsorcdo de calcio pelos
diferentes segmentos do néfron. Calcio
filtrado pelos glomérulos é reabsorvido
60-70% em torno de 60-70% no tdbulo contorcido
proximal (TCP). Os seguimentos corticais
da alca de Henle (AH) reabsorvem em
torno de 20%, apenas na porcao
espessa. Aproximadamente 10% do
20% célcio filtrado é reabsorvido no tdbulo
AH OC contorcido distal (TCD), e 3-10% no duto
coletor (DC). Adaptado de Clin J Am Soc
K Nephrol 10, Renal Regulation of Calcium,
59% Phosphate, and Magnesium, Blaine et al
pag 1259, Julho, 2015.

© Copyright Clearance Center - Order License Id:
/ ’ 4600510185352.

U /7

No ramo espesso da alca de Henle, a reabsorcéo de calcio é em torno
20%, sendo realizada por via paracelular. A reabsor¢éo por via paracelular €
proporcional a “forca de arrasto” gerada pelo gradiente eletroquimico
transtubular. A reabsorcao de sodio e cloro através do NKCC na membrana
apical é eletroneutra, sendo que estes ions entdo transportados para a
corrente sanguinea pela membrana basolateral via bomba de sodio-
potassio-ATPase e canal de cloro. No entanto, a reabsor¢cdo de potéssio
pelo NKCC gera acumulo deste cation intracelular, que se difunde de volta
para o lumen tubular por canais especificos para potassio e muito
abundantes na membrana luminal, os canais de ROMK. Estabelece-se

assim um alto fluxo de potassio em direcdo ao lumen tubular, gerando
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potencial positivo no limen, enquanto a saida de cloro pelos canais de cloro
na membrana basolateral, aumenta a negatividade intersticial, dessa forma
propiciando um fluxo passivo de cations, como calcio e magnésio através
das juncdes intercelulares (Figura 2). Quando os diuréticos de alca inibem o
NKCC, este gradiente positivo do lumen tubular desaparece, reduzindo a

absorcao de célcio nessa porcéao tabulo renal (11).

CELULA DO RAMO ESPESSO DA ALGA DE HENLE

Na*
. Cl- -
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Figura 2. Representacdo esquematica da célula do ramo espesso da Algca de Henle e

0 mecanismo de acdo dos diuréticos de alca. A inibicdo do cotransportador sédio-
potassio-cloro (NKCC) reduz drasticamente a absor¢do de NaCl, e em consequéncia, a de
célcio e magnésio. Adaptado de Clin J Am Soc Nephrol 09, Physiology of the Thick
Ascending Limb, Mount pag 1975, novembro, 2014.

© Copyright Clearance Center - Order License Id: 4600510872282

No tubulo contorcido distal, o calcio € exclusivamente absorvido por
via transcelular, que corresponde a cerca de 5-10% do ion filtrado. Esta
absorcdo ocorre de forma ativa, contra o gradiente eletroquimico, em trés
etapas: primeiro, a entrada de célcio pela membrana apical através do
receptor potencial transiente vaniloide 5 (TRPV5). Segundo o calcio se

difunde pelo citosol ligado as calbindinas, e por fim ao chegar a membrana
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basolateral, ele € lancado na corrente sanguinea via trocador sodio-calcio
(NCX1) e bomba de calcio-ATPase (PMCALlb) (Figura 3). Os diuréticos
tiazidicos, ao inibirem o NCC, diminuem o transporte de cloro, o que resulta
em aumento da eletronegatividade luminal, levando a abertura dos canais
de célcio voltagem sensiveis (TRPV5) na membrana apical, e consequente
maior reabsorcao de calcio. Além disso, a diminuicédo do transporte de sodio,
aumenta a atividade do NCX1 e extrusdo do célcio para corrente sanguinea
pela membrana basolateral. Os tiazidicos também aumentam a reabsorcéo
de calcio no tubulo proximal ao causarem hipovolemia, estimulando maior
reabsorcdo de sodio e agua neste seguimento do tubulo e consequente

absorcao de célcio por transporte passivo e arraste do solvente (11).

CELULA DO TUBULO CONTORCIDO DISTAL

Lamen 1 e Sangue
Na- ATP '
Diurético » 3Na
Tiazidico 2K*
Cr
Mg*
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TRPM6 —{j > Mg”® Ca**
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TRPV5 —Lr)-» Ca* Ca ATPase
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Figura 3. Representacdo esquematica da célula do tubulo contorcido distal e o
mecanismo de acdo dos diuréticos tiazidicos. Os tiazidicos inibem o cotransportador
sédio-cloro (NCC), diminuindo assim a absorcdo transcelular de NaCl neste seguimento.
Adaptado de Clin J Am Soc Nephrol 10, Renal Regulation of Calcium, Phosphate, and
Magnesium, Blaine et al. pag 1261, Julho, 2015.

© Copyright Clearance Center - Order License Id: 4600510185352.



Introducéo 9

1.2 Efeitos dos diuréticos no metabolismo mineral e efeitos adversos

Partindo-se do mecanismo de acdo dos diuréticos, ora aumentando a
calcidria (no caso da furosemida), ora diminuindo-a (no caso dos tiazidicos),
€ de se esperar que o célcio sérico possa se alterar, mesmo que dentro da
faixa de normalidade, com consequente repercussdo na concentracdo de
PTH (13, 14). Dessa forma, em um estudo transversal comparando efeitos
de diversos anti-hipertensivos, 1888 individuos com funcao renal normal e
sem HPT primario foram avaliados; aqueles em uso de tiazidicos
apresentaram as menores concentracbes de PTH (44,4 vs. 46,9 pg/ml,
p<0,02), enquanto individuos em uso de diurético de alca apresentaram 0s
maiores valores (PTH 60,7 vs. 45,5 pg/ml, p<0,0001) (15). Confirmando
estes achados, um estudo randomizado mostrou que o diurético de alca
bumetanida, apds 1 ano de uso, aumentou a reabsorcédo éssea, através da
dosagem da concentracdo plasmatica de C-terminal telopeptide of type |
collagen (CTX) em associacdo com aumento na calcidria (17%) e
concentracdo de PTH (9%), quando comparados com placebo, sendo que 6
meses apos o término do tratamento os efeitos do diurético ainda estavam

presentes (16).

Outro estudo randomizado comparou diuréticos tiazidicos e diuréticos
de algca em um grupo de 40 mulheres ap6s a menopausa, com funcao renal
normal, que ja apresentavam osteopenia. Tiazidicos provocaram uma
diminuicdo do célcio urinario, um aumento nos niveis de calcio plasmatico,
um discreto aumento na 1,25 hidroxi-vitamina D (1,25(OH)2VitD), mas nao

houve alteracédo na concentracdo de PTH. Por outro lado, o diurético de alca
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aumentou a calciuria, o PTH e a 1,25(0OH).VitD, efeito relacionado ao

aumento da dose ao longo do estudo (17).

Os diuréticos assim como outras drogas apresentam efeitos adversos
que devem ser monitorados e corrigidos. A associacdo de diuréticos
tiazidicos com a incidéncia de hipercalcemia tem aumentado nas duas
Gltimas décadas, mas na maioria dos casos a concentracdo de célcio
retorna ao normal apds a suspensdo da droga, exceto nos casos de HPT
primario (18). Hiponatremia é mais comum com diuréticos tiazidicos do que
com os de alc¢a, pois eles aumentam a excrecdo de sodio e impedem a
capacidade maxima de diluicdo urinéria, enquanto preservam a habilidade
inerente de concentracdo. Ambas as classes de diuréticos sdo associadas a
hipocalemia, aumentando a secrec¢éo distal de potassio, e hipomagnesemia,
inibindo a reabsorcdo de magnésio. Alcalose metabdlica leve é comum em
usuarios de tiazidicos, enquanto alcalose metabdlica grave pode ser
observada com uso de diuréticos de alca. Hiperuricemia, hiperglicemia e

hiperlipidemia sdo mais comuns com uso de tiazidicos (10).

1.3 Impacto dos diuréticos sobre a densidade 6ssea e fraturas

O efeito dos diuréticos na densidade mineral éssea (DMO) e o
impacto sobre a incidéncia de fraturas tem sido alvo de muitos estudos nas
Gltimas décadas, principalmente em mulheres ap6s a menopausa. Os
tiazidicos tém sido associados a um aumento da DMO e menor risco de

fratura de quadril (19-21), enquanto diuréticos de alca aparentam ter efeito
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oposto (16, 22).

Os efeitos da furosemida na homeostase do calcio e metabolismo
0sseo sdo um pouco mais conhecidos do que os dos diuréticos tiazidicos.
Estudos demonstraram que o uso de furosemida em mulheres apds a
menopausa e com funcéo renal normal se associou a um aumento do risco
de fraturas de 1,5 a 4 vezes (23-25). Rejnmark et al. (2006) demostraram
uma diminuic&o significativa da DMO em 2% no fémur total e radio ultradistal
e 1,4% no corpo inteiro em um estudo randomizado placebo-controlado com
diurético de alca bumetamida em mulheres menopausadas, apds um ano de

uso da medicagéao (16).

Outro estudo também em mulheres pés menopausa observou que 0s
diuréticos tiazidicos promoveram melhora da DMO em 2 anos de uso de
hidroclorotiazida na dose de 50mg ao dia. O efeito benéfico se estendeu em
até 4 anos de uso, com aumento significativo da DMO em 0,9% no corpo
total e 1,4% no radio ultradistal, comparado com placebo (19). Quanto ao
risco de fraturas, a clortalidona foi associada a um menor risco de fraturas
de quadril (RR 0,79; 95% IC, 0,58-0,98), quando comparado ao lisinopril ou

anlodipino em 5 anos de seguimento (21).

Entretanto, mesmo se considerando acdes de diuréticos tiazidicos e
de algca em sentidos opostos na calcidria e no risco de fraturas, a literatura
mostra resultados conflitantes. Assim, embora a maior parte dos estudos
mostre que o uso de diuréticos tiazidicos diminui o risco de fraturas (26-29),

alguns mostram o inverso (23, 30). E possivel que o tempo para verificar o
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evento possa influenciar nestes resultados conflitantes, tendo um estudo
mostrado que os tiazidicos podem, agudamente, aumentar o risco de fratura
pelo aumento do risco de hipotensdo e queda, o que diminui com o tempo
de uso (31). Da mesma forma, ainda que a maioria dos estudos mostre
aumento do risco de fratura com o uso de diuréticos de al¢a (25, 32), alguns

estudos ndo conseguiram demonstrar este desfecho (33).

1.4 Impacto da DRC sobre a densidade e microarquitetura éssea

O esqueleto é um 6rgao metabolicamente ativo e tem um importante
papel na homeostase do calcio e fésforo, uma vez que armazena a maior
guantidade destes ions na forma de cristais de hidroxiapatita. A estrutura
O0ssea € composta de dois tipos de 0sso — o cortical e o trabecular. O osso
cortical é mais denso, responsavel pela sustentacdo do organismo, tem
baixa remodelacdo 6ssea e predomina nos 0ssos longos. Ja 0 0SSO
trabecular € menos denso, com traves ésseas (as trabéculas), tem maior
remodelacdo Ossea e € mais metabolicamente ativo que o 0sso cortical,

liberando rapidamente os minerais na insuficiéncia aguda, sendo o0 0sso

predominante nas vértebras (34).

No individuo adulto, o esqueleto esta em constante processo de
remodelacdo para reparo de estruturas danificadas e manutencdo da
homeostase mineral. Este processo exige uma coordenacéo fina realizada
pelos ostedcitos, células totalmente diferenciadas de osteoblastos e que,

com suas ramificacbes dendriticas, agem como sensores mecanicos para
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sinalizar e orquestrar a formacéao 6ssea, desempenhada pelos osteoblastos
e a reabsorcdo Ossea realizada pelos os osteoclastos (34). Para melhor
compreensao do impacto da DRC sobre o esqueleto, a fisiopatologia do

HPT secundario sera discutida a seguir com mais detalhes.

A medida que a funcdo renal se deteriora, com o intuito de evitar a
retencdo de fosforo, a producdo de FGF-23 pelos ostedcitos é um dos
eventos mais precoces. O FGF-23 requer a expressdo de seu receptor
associado a Klotho (FGR1-Klotho) para executar sua acéo, dessa forma age
no tabulo renal inibindo a reabsorcéo de fésforo e aumentando a reabsor¢céo
de célcio, além de reduzir a absorcdo intestinal de fosforo ao inibir a
ativacdo da 1,25(0OH).VitD e as paratireoides. No entanto, com a perda
progressiva da massa renal, os niveis de Klotho diminuem, reduzindo a acao
do FGF-23, assim como a producao renal de 1,25(OH)2VitD se reduz ainda
mais, ambos fatores inibitérios do PTH. Ainda em consequéncia dessas
alteracdes, ocorreria um aumento de fosforo e reducéo de célcio séricos, 0
que € contrabalanceado pelo maior estimulo e acdo do PTH. O PTH
cronicamente estimulado por sua vez age em 2 sitios: 1) No 0sso,
aumentando a sintese de FGF-23 e a liberacdo de Ca e P; 2) No rim,
aumentando a sintese de 1,25(0OH):VitD, reabsor¢cdo de Ca e excre¢do de
P. Dessa forma, os niveis de Ca e P se mantém normais até estagios mais
avancados da DRC, onde estes mecanismo compensatorios ndo sdo mais

suficientes para homeostase (35).

Diversos estudos demonstram que a queda na TFG esta associada a

menor qualidade e forca do 0sso. Isso se deve as diversas alteracbes
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metabdlicas e hormonais decorrentes da progressdo da DRC citadas acima
gue incluem hipocalcemia, hiperfosfatemia, deficiéncia de vitamina D, HPT,
além da acidose metabdlica, inflamacéo cronica, entre outros. O principal
mecanismo associado € a elevacdo cronica do PTH, que tem efeito
catabdlico sobre o0 osso cortical, causando erosdo subperiostal e
intracortical, além de ter um efeito anabdlico sobre o osso trabecular,

causando aumento na espessura e numero de trabéculas (36).

A bidpsia 6ssea é o0 padrdo ouro para determinacdo da qualidade do
0sso e determinacdo das anormalidades da remodelacao 6ssea decorrentes
da DRC, denominadas em conjunto de osteodistrofia renal, que compreende
as doencas de alta remodelacdo - como a osteite fibrosa a doenca mista - e
as de baixa remodelacdo - como doenca 6ssea adinamica e osteomalacia
(5). No entanto, por ser uma exame invasivo, outros métodos vem sendo
estudados como a afericdo de DMO pela densitometria por emissdo de raios
X de dupla energia (DXA) e a tomografia computadorizada quantitativa
periférica de alta resolucdo (HRpQCT), esta ultima capaz de quantificar a

densidade e a geometria do osso trabecular e cortical (37).

Em um estudo longitudinal com 53 pacientes com DRC estagios 2 a
5D, com seguimento de 1,5 anos, foi observado uma perda anual de DMO
aferida pela DXA no fémur total (-1,3%) e radio ultradistal (-2,4%). Esta
perda observada na DXA parece refletir a perda de o0sso cortical, como
observado na HRpQCT no radio dos mesmos pacientes, com perda
significativa de area cortical (-2,9%), densidade cortical (-1,3%), espessura

cortical (-28%) e aumento da porosidade cortical (4,2%) e da area trabecular
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(0,4%). Estas alteracdes foram associadas a maiores concentracdes de PTH
e maior remodelacdo O6ssea com aumento de marcadores de formacao
como a fosfatase alcalina 6ssea (FA0), osteocalcina e protocollagen of type-
1 N terminal propeptide (P1NP), assim como marcadores de reabsorcao

como tartrate-resistant acid phosphatase 5b (Trap5b) e CTX (38).

West et al. (2015) demonstraram, em uma amostra de 35 pacientes
pré-dialise em estagios 3 a 5 de DRC, que a DMO aferida pela DXA e
HRpQCT é baixa e a perda Ossea é acelerada naqueles que sofreram
fraturas subsequentes. Como preditores de incidéncia de qualquer fratura, a
DMO avaliada pela DXA do radio distal, o 1/3 ultradistal e 1/3 proximal do
radio, apresentaram as melhores areas sob a curva (AUC) na curva ROC
(0,74 e 0,70, respectivamente), enquanto a area cortical e a densidade
cortical do radio medida pela HRpQCT foram os melhores preditores, com
AUC 0,73 e 0,72 respectivamente (39). Por se tratar de um estudo com
amostra pequena de pacientes, o risco de fraturas em DRC depende de
novos estudos para validacdo e adocdo destes métodos pelas diretrizes.
Em 2015, uma meta-analise com 1782 pacientes renais crénicos estagios 3
a 5d, demonstrou que a DMO foi significativamente menor no colo do fémur,
coluna, no 1/3 proximal e ultradistal do radio em pacientes com fraturas,
guando comparados aqueles sem fraturas (40). Este dado juntamente com
outros estudos longitudinais levou a recomendacao pelo KDIGO em 2017 do
uso da DXA para afericdo de DMO em pacientes renais crénicos, embora
ainda haja muitos questionamentos quanto a modalidade dessas afericoes e

estratégias terapéuticas em pacientes em estagios mais avancados (41).



Introducéo 16

Dados sobre efeitos dos diuréticos sobre a microarquitetura 6ssea em

pacientes DRC néo foram reportados na literatura até o momento.

1.5 Uso de diuréticos e a DMO-DRC, possiveis mecanismos extra renais

envolvidos

O uso de diuréticos na DRC € muito frequente como pontuado
anteriormente, entretanto poucos estudos até o momento avaliaram o
provavel impacto destas medicacées na DMO-DRC, dentre eles destaca-se
o estudo CRIC publicado em 2011 (42). Este estudo avaliou 3616 pacientes
com DRC, mostrando que o uso de furosemida foi diretamente relacionado
ao aumento da calciuria, maior aumento do PTH (67,9 pg/ml, 95% IC 65,2 -
70,7) e, portanto, maior risco de desenvolvimento de HPT secundario (odds
ratio 2,1; 95% IC 1,7-2,6). O uso de tiazidico, por sua vez, mostrou efeito
inverso, diminuindo a calcidria e atenuando o aumento do PTH (50 pg/ml,
95% IC 47,8 - 52,3). Por se tratar de um estudo tipo coorte, portanto nao
randomizado, torna mais dificil a interpretacdo de causa-efeito. Além disso,
existe a possibilidade de que o efeito desses diuréticos sobre a calcidria ndo
seja 0 Unico mecanismo envolvido na alteracdo dos niveis de célcio e a

consequente acao na concentracdo de PTH.

Dados na literatura corroboram para a hipotese de uma acao extra
renal dos diuréticos sobre o metabolismo 6sseo. Primeiro ponto, o fato de
nao se ter descrito uma correlacéo entre a variacdo da calcidria e a variagcao
de PTH (42). NOs estudamos dados retrospectivos de 275 pacientes com

DRC entre os estagios 2 a 5, acompanhados no ambulatorio do Hospital das
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Clinicas, comparando o efeito de furosemida (FURO) e hidroclorotiazida
(HIDRO) no risco de HPT secundario. Demonstramos que a calcidria em
pacientes com DRC é baixa, independente do diurético em uso, sendo mais
baixa em estagios mais avancados de funcdo renal. Além disso,
observamos um risco de HPT secundario 6,2 vezes maior no grupo em uso
de furosemida comparado ao grupo HIDRO, mesmo ajustando-se para a

TFG (Apéndice 3) (43).

Segundo ponto a ser debatido é a descricdo de aumento do célcio
sérico apos uso de tiazidico por um periodo curto em pacientes andricos em
hemodialise, que foi demonstrado em um estudo em 1970 (44), cujo
mecanismo ainda desconhecido parece ter relagdo com a concentragao de
PTH, como uma condi¢cao permissiva para acdo renal desse diurético (45).
Em estudo recente, n6s demonstramos da mesma forma, em pacientes
anuricos em hemodialise, que o uso de tiazidico aumentou o célcio sérico
naqueles pacientes cujo PTH era maior que 300pg/ml, o que ndo ocorreu
naqueles com menores concentracfes de PTH. Nao foi possivel definir a
origem extra renal do célcio, se 0sso ou intestino (Apéndice 4) (46). A
possivel acdo 6ssea e intestinal dos tiazidicos € corroborada pelo achado
em estudo experimental, que a inativacdo do cotransportador sédio-cloro,
sensivel ao tiazidico, resultou em maior absorcdo intestinal de célcio e

diferenciacao de osteoblastos (47, 48).

Por fim, um tipo cotransportador sodio-potassio-cloro, o NKCC1,
sensivel a diurético de alca, foi encontrado em tecido de adenoma de

paratireoide humana, sugerindo que o estimulo direto deste diurético sobre
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as paratireoides possa estar envolvido no surgimento do HPT, porém mais

estudos sdo necessarios para confirmar esta hipétese (49).

1.6 Justificativa e interesse cientifico

A maioria dos estudos que se propuseram a estudar o efeito dos
diuréticos no metabolismo do calcio e metabolismo 6sseo foi feita na
populacao geral, com funcao renal normal. No cenario da DRC os dados de
literatura sdo escassos e as alteracdes descritas sdo ainda mais intrigantes,
uma vez que a propria funcdo renal interfere diretamente no metabolismo
0sseo e 0 uso dos diuréticos pode interferir de forma muitas vezes

imprevisivel.
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2 OBJETIVOS

Comparar o efeito de duas intervengdes, o uso de diurético tiazidico
(hidroclorotiazida) e o uso de diurético de alca (furosemida) sobre a DMO-

DRC durante o periodo de um ano de uso em pacientes com DRC estégio 3.

2.1 Objetivos especificos
Comparar o efeito de duas intervengdes sobre:

1. As anormalidades bioquimicas relacionadas a DMO-DRC: célcio,
fésforo, calcidria, fosfaturia, fosfatase alcalina, vitamina D, PTH;

2. Os marcadores de formacao e reabsorcéo 6ssea,;

3. A DMO avaliada pela DXA;

4. A DMO e microarquitetura éssea avaliada pela HRpQCT.



3 Casuistica e Métodos
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3 METODOS

3.1. DELINEAMENTO E POPULACAO DE ESTUDO

Trata-se de um estudo longitudinal, do tipo coorte prospectiva, com
intervencdo, em que foram recrutados pacientes em seguimento
ambulatorial no servico de Nefrologia do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina da Universidade de Sao Paulo (HC-FMUSP), desde agosto de
2015 até janeiro de 2019. Pacientes selecionados para pesquisa que
estavam em uso de hidroclorotiazida ou furosemida tiveram a droga
suspensa (periodo de washout) por pelo menos 30 dias, sendo entdo
randomizados para receberem hidroclorotiazida 25mg ou furosemida 40mg,
1 comprimido por via oral pela manh&. A dose escolhida foi baseada no uso
habitual para inicio de terapia, com menor risco de efeitos adversos
indesejaveis (50, 51). Além disso, estas sdo as apresentacdes de menor
concentracdo disponiveis na farmacia do HCFMUSP sem que haja
necessidade de quebrar o comprimido. O estudo foi cego para o
investigador, que prescrevia de acordo com sorteio de diurético A ou B,
entdo fornecido ao paciente pela enfermeira participante do estudo. Apés a
criacdo de uma lista de randomizacédo para diurético A e B, pacientes foram
alocados de forma seriada em blocos de 8 individuos para cada grupo de
diurético, onde foram pareados para idade (= 65 anos e < 65 anos), sexo e
funcao renal (estagio 3a e 3b).

Todos o0s pacientes receberam dose padrdo de reposicdo de

colecalciferol equivalente a 800Ul/dia durante todo o estudo.
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3.2. CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram incluidos todos os pacientes adultos, em seguimento
ambulatorial do HC-FMUSP que se encontravam no estagio 3 da DRC e que
concordaram em participar do estudo, com aceitacdo manifesta ao
assinarem o termo de consentimento livre e esclarecido. A fungao renal foi
determinada através de equacdo CKD-EPI (52) e deveria estar entre 30 e 60
ml/min/1,73m?, configurando estagio 3a ou 3b da DRC.

Este estagio foi escolhido por tratar-se da fase em que PTH comeca a
se elevar em pacientes com DRC e como proposta de ver a acdo dessas
medicacOes em fases mais precoces do HPT, ainda sem uso de analogos de

vitamina D.

3.3. CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos pacientes com as seguintes comorbidades: diabetes,
em vista que apresentam disturbios 6sseos especificos mais associados a
doenca de base (53), além de insuficiéncias cardiaca ou hepatica
importante, devido a necessidade de ajustes de dose de diuréticos durante o
estudo; também foram excluidos aqueles com PA sistélica < 100mmHg sem
uso de anti-hipertensivos, usuarios de corticoide, bifosfonatos, carbonato de

calcio, terapia hormonal e anticonvulsivantes nos ultimos 5 anos;
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3.4. PROTOCOLO DE PESQUISA

Pacientes foram mantidos em uso do diurético por 1 ano, com avaliacdo
clinica e laboratorial a cada 3 meses, e avaliacdo de estrutura 0ssea e
marcadores 6sseos no momento basal e apds 1 ano, conforme demonstrado
no desenho abaixo (Figura 4). A partir da andlise final dos resultados e
identificacdo dos grupos antes denominados A e B, definimos as analises
como grupos HIDRO e FURO, conforme o uso de hidroclorotiazida ou

furosemida, respectivamente.

Randomizagao
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] ] ]
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Figura 4. Desenho esquematico do estudo.

3.4.1 Avaliacdo de adesédo a farmacoterapia
Todos os pacientes foram orientados a tomar 1 comprimido da
medicagéo pela manha. Foi fornecida quantidade suficiente de comprimidos

para 3 meses e 0S pacientes receberam um envelope onde traziam as
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cartelas da medicacéo, incluindo as vazias. A cada retorno foi realizada a

contagem de comprimidos ingeridos.

3.4.2. Avaliagéo de efeitos colaterais

Ap0s a randomizacgéo, os pacientes retornaram no ambulatério a cada
3 meses, onde foram questionados de forma geral sobre efeitos colaterais
como tontura, episédios de queda ou caimbras. A pressao arterial foi medida
por método automatico, realizando 3 medidas, descartada a primeira
afericdo e realizada meédia das duas Ultimas. Em caso de hipotenséo,
considerada quando a PA sistélica era menor que 100 mmHg, a dose dos
demais anti-hipertensivos era reduzida. O diurético era suspenso em caso

de ndo tolerancia dos efeitos colaterais mesmo apos ajustes de medicacdes.

3.4.3. Avaliacao laboratorial

No momento da randomizacdo e a cada 3 meses foram coletados
exames bioquimicos no sangue (sodio, potassio, calcio ibnico, calcio total,
fésforo, magnésio, &cido urico, fosfatase alcalina, gasometria venosa,
creatinina, ureia, albumina) e em urina de 24h (célcio, sédio e fésforo). A
cada 6 meses foram dosados 25-hidroxi-vitamina D (DiaSorin, StilWater,
Minn., EUA) e PTH (Eletroquimiluminescencia, Cobas®, Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Alemanha) com valor de referéncia 15,0-65,0 pg/mL; A
analise de 1,25(0OH)2VitD (Quimioluminescéncia, DiaSorin, StilWater, Minn.,

EUA) foi realizada antes da randomizacao e ao final do protocolo, com valor
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de referéncia 19,9 -79,3 pg/mL.

Também foram realizadas coletas de material biolégico (soro e
plasma), armazenados em freezer a -80° C para analise de marcadores
0sseos de reabsorcéo e formacdo (CTX e P1NP), ao término do projeto,
realizado pela equipe especializada no Laboratério de Fisiopatologia Renal

(LIM-16) — grupo de Doenca Ossea Metabdlica;

3.4.4 Avaliagado da estrutura 6ssea

A estrutura 6ssea foi avaliada no momento da randomizacéo e apés 1
ano, realizada pelo Laboratério de Metabolismo 6sseo da Disciplina de
Reumatologia da FMUSP (LIM-17), com os seguintes métodos:

o HRpQCT (XtremeCT, Scanco Medical AG, Bruttisellen, Suica):
Exame realizado no radio e tibia distal do membro ndo dominante. A
HRpQCT é wuma técnica de imagem que usa processamento
computadorizado da atenuacdo de raios-X para a aquisicdo de imagens
seccionais, da mesma forma que uma tomografia computadorizada
convencional. A partir dos cortes é possivel a producdo de um modelo de
alta qualidade em trés dimensdes (3D), como demostrado na Figura 5. Este
exame fornece informacdes sobre a geometria, densidade e microarquitetura
0ssea, possibilitando a diferenciacdo entre osso cortical e osso trabecular
(54). Dentre os parametros mensurados, foi objetivo de estudo: DMO

volumétrica (mg HA/cm3), Area Cortical (mm2), DMO cortical (mm?2),
Espessura Cortical (mm), Area Trabecular (mmz), DMO Trabecular (mg

HA/cms), Espessura Trabecular (mm), NUumero de Trabéculas (1 mm),
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Espaco entre as trabéculas (mm), BV/TV.

Osso
Cortical

Osso
Trabecular

Figura 5. Imagem 3D do radio (A) e tibia (B) distal criada pela HRpQCT.
Representacdo esquematica do osso cortical e trabecular (C). Dados obtido
de paciente incluido no estudo.

o DXA (Hologic QDR4500; Hologic, Bedford, MA). Este exame foi
utilizado para avaliacdo da DMO (g/cm2) na coluna lombar (L1-L4) e fémur

total com seus respectivos T-scores, para avaliacdo de osteopenia a e

osteoporose segundo critérios da OMS (55), além da avaliacdo do radio

distal (ultradistal e 1/3 proximal) e corpo total (Figura 6).

Figura 6. Imagens geradas pela DXA para afericdo de DMO do fémur (A),
radio distal (B), corpo total (C) e coluna lombar (D). Dados obtido de
paciente incluido no estudo.
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3.5 COLETA E ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

As informacdes clinicas e demograficas dos sujeitos da pesquisa
foram colhidas no ato da inclusdo do paciente no presente estudo. Esses
dados foram registrados em protocolo padronizado, sob a forma de

questionario estruturado semifechado.

Para fins de tabulagcdo de dados, os individuos incluidos foram
identificados através do numero de entrada no protocolo de pesquisa, de
maneira que sua identidade fosse preservada durante o periodo de coleta de
dados e por ocasido da divulgacdo dos resultados nos veiculos cientificos

apropriados.

Variaveis continuas foram apresentadas como média + desvio padrao
(distribuicdo normal) ou mediana e interquartis (distribuicdo nao
paramétrica), sendo a comparacao entre os grupos feita através de teste t ou
Mann-Whitney, respectivamente. Por sua vez, as variaveis categoricas foram
apresentadas como numero absoluto e porcentagem com a comparacao
entre os grupos feita por qui-quadrado ou Fisher, de forma apropriada. A
comparacao entre os dois grupos (FURO E HIDRO) foi realizada por
General Linear Model (GLM) para medidas repetidas, com andlise dos
efeitos independentes da droga, do tempo e da interagdo tempo x
medicagcdo. Quando valores de p eram <0,05 o poOs-teste de Bonferroni foi
aplicado para identificar onde estava a diferenca. Para fins de validacéo
estatistica, adotamos intervalo de confianga de 95% e valor de p < 0,05

como diferencas significativas, nao aleatorias.
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Todos métodos de processamento estatistico de dados foram
realizados com o auxilio do software IBM SPSS Statistics Client for Trial 21.0

Mac OS Multilingual®.

3.5.1 Amostragem e calculo de poder

Célculo de amostra usando GPower 3.1.7, com poder do teste 80%
(erro B), nivel de significancia 5%, tamanho de efeito estimado em 0,31 (n2 =
0,09) para variacdo de PTH encontrada em publicacdo anterior, Apéndice 3
(n total 275, grupo HIDRO PTH 64 pg/ml vs. grupo Furo PTH 135pg/ml,
p<0.001), considerando o teste estatistico como ANOVA two-way, com 3
medidas repetidas de PTH em cada grupo (FURO e HIDRO), foi

determinada em um total de 30 individuos.



Casuistica e Métodos 30

3.6. ASPECTOS ETICOS

Todas as etapas do presente estudo foram desenvolvidas e aplicadas
em conformidade com os requerimentos do Comité de Etica em Pesquisa do
HC-FMUSP (namero parecer - CAPPesq 1.016.084), respeitando as Normas
de Pesquisa Envolvendo Seres Humanos (Res. CNS 196/96) do Conselho
Nacional de Saude. Também estd de acordo com os fundamentos
estabelecidos na Declaracdo de Helsinki (1964), ementa de Toquio (1975),
Veneza (1983) e Hong Kong (1989).

Todos os participantes tiveram pleno conhecimento dos objetivos e
meétodos do experimento, tendo manifestado seu consentimento por escrito
(TCLE), sendo devidamente notificados de que qualquer informacao
fornecida é estritamente sigilosa e que poderiam retirar seu consentimento a
qgualquer momento do decorrer da pesquisa.

O protocolo foi registrado no site da plataforma Clinical Trials sob

numero NCT03082742.
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4 RESULTADOS

As caracteristicas basais dos pacientes, no momento da incluséo no

estudo, estdo demonstradas na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas demograficas e bioquimicas antes da randomizacao

TOTAL Hidroclorotiazida  Furosemida =
(n=40) (n=20) (n=20)
Dados Demograficos
Idade (anos) 61,8 (54,73) 62,5 (58,73) 59,5 (49,73) 0,40
Homens, n (%) 26 (65) 14 (70) 12 (60) 0,51
Cor branca, n (%) 17 (42,5) 9 (45) 8 (40) 0,33
Doenca de Base
Hipertenséo, n (%) 28 (70) 15 (75) 13 (65) 0,47
Tabagismo Atual, n (%) 2(5) 1(5) 1(5) 0,81
Etilismo atual, n (%) 7(17,5) 5 (25) 2 (10) 0,21
Mulheres na Menopausa, n (%) 12 (85,7) 6 (100) 6 (75) 0,18
Fratura prévia (tltimos 10 anos), n (%) 1(2,5) 1(5) 0(0,0) 0,31
Historia de queda no ultimo ano, n (%) 2(5) 1(5) 1(5) 1,00
Atividade fisica, n (%) 14 (35,9) 7 (36,8) 7 (35) 0,91
Peso (kg) 74.9+142 77,2128 72,6+ 15,6 0,32
IMC (Kg/m?) 27,9+4;3 28,5+4,2 275+4,4 0,46
Medicamentos em uso
Diurético prévio a randomizacao 0,71
Diurético de Alga, n (%) 8 (20) 3(15) 5 (25)
Diurético Tiazidico, n (%) 20 (50) 11 (55) 9 (45)
Nenhum diurético, n (%) 12 (30) 6 (30) 6 (30)
Uso de Colecalciferol, n (%) 18 (45) 10 (50) 8 (40) 0,52
Bioquimica
Plasma
TFG - CKD-EPI (ml/min/1.73 m?) 43,8+8,0 43,6 + 8,7 44,0+7,3 0,89
Albumina (g/dl) 4,4+0,3 45+0,3 4,4+0,3 0,24
Célcio idnico (mg/dl) 5,0+0,2 50+0,2 50+0,2 0,86
Célcio Total (mg/dl) 95+0,3 9,6+04 9,4+0,3 0,18
Fosforo (mg/dl) 32+0,6 3,3+0,6 32+0,6 0,52
pH 7,35+0,04 7,35+0,04 7,35+0,04 0,91
Bicarbonato (mmol/L) 25,2+2,7 253+2,7 25,0+2,8 0,66
PTH (pg/ml) 74,2 +25,6 71,4 +£27,.2 77,1+£24.2 0,49
25(OH)VitD (ng/ml) 33,9+10,5 359+11,8 31,8+8,9 0,22
1,25(0H)2VitD (pg/ml) 44,5+ 13,3 45,1 +13,3 46,9 + 14 0,76
Fosfatase Alcalina (U/L) 70 (55, 83) 70 (54,79) 70 (54, 94) 0,56
Urina 24 horas
Calcio (mg/24h) 49,2 (21, 91) 52,3 (18, 91) 43,4 (22,116) 0,78
Célcio/Creatinina (mg/g) 52,2 + 38,8 46,3+ 32,5 58,1+44,4 0,34
Fosforo (mg/24h) 573,8 + 254,8 572,6 +222,9 575,2+288,9 0,98
Fragdo de Excrecgao de Calcio (%) 0,87 +£0,6 0,86 +0,5 0,91+0,7 0,65
Fracdo de Excrecao de Fésforo (%) 23,7+6,8 248+7,4 22,6 £6,2 0,36

Dados apresentados em média e desvio-padrdo, exceto quando especificado de outra forma.
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Os pacientes incluidos tinham uma mediana de idade de 61,8 anos,
sendo 45% idosos acima de 65 anos, a maioria do sexo masculino e brancos
(42,5% de brancos, 27,5% de pardos e 30% de negros), com sobrepeso
(47,5%) e obesos (30%), nivel de escolaridade entre 4 a 8 anos de estudo,
sedentarios, mas mantendo certa atividade laborativa atual (55% dos

pacientes).

Apenas duas mulheres incluidas no estudo ndo estavam na
menopausa, as demais apresentaram média de 17,9 anos pds-menopausa.
Observamos uma baixa prevaléncia de relato de quedas ou fraturas prévias.
A doenca de base predominante no estudo foi Hipertensdo Arterial e a
maioria dos pacientes estava em uso de diuréticos previamente a
randomizacdo, sendo necessario realizar wash-out em 28 pacientes antes
de iniciar a coleta de dados. N&do houve diferenca significativa entre os
grupos de estudo quanto ao uso atual de outros anti-hipertensivos, como
inibidores da enzima de conversdo da angiotensina, bloqueadores do
receptor da angiotensina I, bloqueadores de canais de calcio e beta

bloqueadores.

As caracteristicas demograficas e bioguimicas basais foram
semelhantes entre os grupos de estudo, destacando-se um PTH acima do
valor de referéncia (>65 pg/ml) em 55% da amostra e FE P% acima de 20%
em 78,9% da amostra. Apenas 1 paciente apresentava deficiéncia de
25(0OH)VitD (< 20ng/ml) e nenhum paciente apresentou niveis de 1,25

(OH)2VitD abaixo do valor de referéncia do método. Os valores de célcio e
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fosforo estavam dentro da normalidade e observa-se uma calcitria mais

reduzida.

Durante seguimento dos 40 pacientes randomizados, 5 pacientes
tiveram o protocolo de pesquisa interrompido (Figura 7), sendo dois do grupo
FURO aos 3 meses devido a efeitos adversos como tontura e fraqueza e
trés pacientes do grupo HIDRO (2 retiraram o consentimento e 1 apresentou
hipotensdo sintomatica). Nao observamos diferencas bioquimicas,
demograficas ou de exames de imagem entre 0s 5 pacientes excluidos e
agueles que permaneceram no estudo, exceto o nivel médio de Mg mais
baixo (1,80 vs. 1,98 mg/dl, p=0,043) naqueles que foram excluidos. A
adesao ao tratamento foi realizada com contagem de pilulas, a mediana do
HIDRO foi 94% (86; 100) % enquanto no FURO foi 96% (93;100) %, o que

nao foi diferente estatisticamente (p=0,19).
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N =130 pacientes DRC 3 foram convocados

h

N =80 compareceram
paraavaliacao

N =13 pacientes N = 27 excluidos por
recusaram questtes médicas ou
sociais

N =40 concordaram
em participardo
estudo

Randomizacdo

¢ \

[ N =20 Grupo HIDRO ] [ N =20 Grupo FURO ]

N = 1 (hipotensdo N = 2 (hipotensdo
sintomatica) sintomatica)
N =2 (retirou

consentimento)

N = 17 Grupo HIDRO [ N = 18 Grupo FURO ]

Figura 7. Fluxograma do estudo

4.1 Alteragbes bioquimicas, hormoénios calciotrépicos e

marcadores 6sseos durante o estudo
A Tabela 2 mostra os dados bioquimicos, hormonais e marcadores

0sseos dos pacientes no periodo basal e apés 1 ano de estudo.
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Tabela 2. Parametros laboratoriais basal e ap6s 1 ano, por grupo de estudo.

Hidroclorotiazida Furosemida P
Basal 1l ano Basal 1l ano H'IO:ILOH;/S' Tempo Interacao
Bioguimica
TFG 43,6 + 8,7 40,7+ 9,9 44,0+ 7,3 41,7+9,3 0,67 0,01 0,85
CaT (mg/dl) 96+04 9,7+04 9,4+0,3 9,4+0,6 0,06 0,75 0,66
Cal (mg/dl) 50+0,2 5,00+0,17 50+0,2 4,99+ 0,21 0,93 0,95 0,79
CaUr (mg/vol) 52,3 (18;91) 19,4 (14;45) 43,4 (22;116) 79 (35;105) 0,02 0,06 0,34
FE Ca% 0,8 (0,3;1,3) 0,4 (0,2;0,7) 0,6 (0,3;1,4) 1,3(0,9;1,8) 0,01 0,99 0,005
P (mg/dl) 3,3+0,6 3,3+0,5 3,2+0,6 3,3+0,7 0,53 0,55 0,34
FE P% 23,9 (22;31) 23,6 (20;30) 21,2 (19;27) 24,2 (21;33) 0,61 0,07 0,04
Na (mEg/L) 141,2+29 1409+ 2,6 142,0+29 142,7+2,5 0,22 0,87 0,04
K (mg/dl) 4,7+0,5 42+04 45+0,2 4,4+0,3 0,56 0,001 0,006
BIC (mmol/L) 253+2,7 26,6 +2,8 25,0+2,8 255+3,1 0,44 0,07 0,38
AU (mg/dl) 62+14 74+13 6,0+1,4 6,714 0,25 0,003 0,36
Alb (g/dl) 45+0,3 45+0,3 4,4+0,3 4,4+0,6 0,37 0,92 0,56
FA (U/L) 68,5 (55;78) 65 (58;73) 69,5 (54,94) 77 (61,93) 0,47 0,94 0,03
Hormdnios e Marcadores
PTH (pg/ml) 71,4+ 27,2 79,2 + 39,2 77,1+24,2 84,9 + 29,3 0,49 0,15 0,89
Rel CaT/PTH 0,15+ 0,05 0,16 £ 0,09 0,14 +£ 0,05 0,12 £ 0,04 0,09 0,97 0,49
25(OH)VitD (ng/ml) 359+11,8 35,1+10,4 31,2+8,9 32,4+8,2 0,14 0,89 0,52
1,25 (OH),VitD (pg/ml) 45,1+ 13,3 38,4+13,1 46,9 + 14 50,0 £ 10,6 0,19 0,47 0,06
Rel PTH/1,25 (OH).VitD 1,54 +£0,83 1,63+1,21 1,36 £ 0,58 1,49 +0,70 0,59 0,30 0,25
P1NP (ng/ml) 56,5 + 29,6 50,5+ 32,6 65,7 + 68,6 81,2+ 66,9 0,27 0,21 0,006
CTX (ng/ml) 0,39 + 0,20 0,31+0,24 0,40+ 0,52 0,44 + 0,46 0,60 0,24 0,01

Dados apresentados em média e desvio-padrao, exceto quando especificado de outra forma. TFG pelo CKD-EPI (mL/min/1.73 m2).
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Quanto as alteracdes bioquimicas, observa-se reducao da calciuria e
FE Ca% no grupo HIDRO e aumento no grupo FURO, efeito esperado de
cada droga (p<0,05). Houve uma tendéncia do efeito da medicacdo na
concentracéo de calcio total, maior no grupo HIDRO, assim como a relacao
CaT/PTH, com tendéncia a ser maior no grupo FURO. N&o encontramos
alteracbes na concentracdo de calcio idnico. Destaca-se ainda uma
interacdo ao longo do tempo e uso da droga quanto aos valores de FE P%,

com elevacédo no grupo FURO.

Dentre os efeitos colaterais possiveis de ambos os diuréticos,
observa-se uma reducao ao longo do tempo na concentracdo de potassio,
mas nenhum paciente apresentou hipocalemia durante o seguimento.
Destaca-se ainda aumento do 4cido Urico em ambos os grupos, sendo que
3 pacientes apresentaram queixa de dor articular, 1 do grupo HIDRO e 2 do
grupo FURO. Néo foram observados hipomagnesemia ou hiponatremia na

amostra estudada.

A Figura 8 representa graficamente as alteracBes bioquimicas
citadas previamente em cada periodo do estudo, tanto para valores
absolutos - com destaque para variagdo no calcio sérico e urinario (Figura
8E e 8G) - quanto para variacdo percentual em relagcdo ao basal - com
destaque para alteracbes na FA e FE P% (Figura 8L e 8P) - onde é

possivel observar os efeitos diferenciados de cada diurético.
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Figura 8. Efeito dos diuréticos sobre as alteracbes bioquimicas e

hormonios calciotr(’)picos. (A-H) Média + erro padrdo para valores absolutos de PTH, 25(OH)VitD,
TFG, FA, CaT, P, CaUr, FE P%. (I-P) Variagdo percentual em relagdo ao basal para mesmas variaveis.
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Figura 8 (cont.) Efeito dos diuréticos sobre as alteracdes bioquimicas e

horménios calciotrépicos. (A-H) Média + erro padrdo para valores absolutos de PTH, 25(OH)VitD,
TFG, FA, CaT, P, CaUr, FE P%. (I-P) Variagc&o percentual em relacdo ao basal para mesmas variaveis.
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Como demostrado na Tabela 2, notamos uma queda da TFG ao
longo do tempo de seguimento (p=0,01), o que ocorreu nos dois grupos de
estudo. N&o foi observada diferenca nos niveis de PTH e 25(OH)VitD, mas
houve tendéncia a elevagédo de 1,25(OH)2VitD no grupo FURO e redugéo
no grupo HIDRO. Nao houve diferenca na relagdo PTH/1,25(OH)2VitD entre
0S grupos. Quanto aos marcadores 0sseos, observa-se efeitos opostos
com elevacdo de CTX, PINP e FA no grupo FURO e reducédo no grupo

HIDRO com interacao significativa entre do tempo e medicacao.

A Figura 9 demonstra a mudanca percentual anual de
1,25(0OH)2VitD, CTX e P1NP, confirmando os achados de aumento destes

marcadores grupo FURO e efeito oposto no grupo HIDRO.

1,25(0H),VitD CTX PINP 25(0H)VitD PTH

20%

0%

Mudanga percentual anual

-20%

@@ Hidroclorotiazida
Bl Furosemida

Figura 9. Mudanca percentual anual (média £ erro padrdo) em relacédo ao
basal dos horménios calciotrépicos e marcadores 6sseos, por grupo de
estudo.
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Ao analisar a correlacdo entre os marcadores 0sseos € 0S
horménios calciotrépicos com as variaveis bioquimicas, nota-se uma
correlacéo direta da variacao percentual anual de 1,25(0OH)2VitD com a FE
Ca% (r=0,54 e p=0,012) e uma tendéncia com CTX (r=0,41 e p=0,06). A
variacdo percentual anual de PTH teve correlacdo inversa com a de calcio
total (r= -0,56 e p<0,001). A variacdo anual percentual da 25(OH)VitD néo
apresentou correlacdo significativa com as variaveis estudadas. CTX e
PINP também apresentaram correlacdo direta com a FE Ca% (r=0,36 e
p=0,045; r=0,41 e p=0,02, respectivamente) e FA (r=0,47 e p=0,004; r=0,51
e p=0,002, respectivamente). A variacdo da funcdo renal ndo apresentou

correlagdo com os hormdnios e marcadores estudados.
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4.2 Densitometria Ossea (DXA)

A densitometria 6ssea dos pacientes incluidos no estudo esta

demostrada na Tabela 3. Nesta amostra foi observado osteoporose em

5,1% dos pacientes, diagnosticada em 2 pacientes na coluna lombar,

ambos no grupo FURO. Também foi observada osteopenia em 11

pacientes (28,2%), na coluna lombar ou fémur total, sendo 5 pacientes do

grupo FURO e os demais do grupo HIDRO. Apds a randomizacdo, 0s

dados de densitometria basais dos pacientes em cada grupo de estudo

foram semelhantes.

Tabela 3. Dados de densitometria 6ssea antes da randomizacéo.

Todos Hidroclorotiazida  Furosemida P
Basal (n = 39) Basal (n = 19) Basal (n=20)

DMO em g/cm2

Coluna Lombar 1,05+ 0,15 1,08 £ 0,16 1,04 £ 0,15 0,46
T- Score -026+15 -0,08+1,5 -04+14 0,47
Fémur total 0,93+0,18 0,95+0,12 0,92 +£0,22 0,64
T-Score -0,38 +0,9 -0,4£0,7 -0,3+1,0 0,64
Radio - Ultradistal 0,47 £ 0,08 0,45+ 0,07 0,49 + 0,07 0,11
Radio - 1/3 proximal 0,74 +0,08 0,73 +0,08 0,75+ 0,08 0,58
Corpo Total 1,11 £ 0,09 1,10 £ 0,08 1,12+0,1 0,43

Dados apresentados em média e desvio-padréo, exceto quando especificado de outra forma

Dos 40 pacientes randomizados, obtivemos até o momento os dados

de DXA apés 1 ano de 15 pacientes do grupo HIDRO e 13 pacientes do

grupo FURO. A variagéo percentual de peso dos pacientes foi semelhante

entre os dois grupos (p=0,49), sendo a mediana do grupo HIDRO de 0,69%

(-1,3; 2,2) e a mediana do grupo FURO de 2,0% (-1,5; 4,6).
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Comparado a variacdo percentual da DMO em relacdo ao basal,
houve perda percentual significativa de DMO ap6s 1 ano no radio (-1,0%,
IC 95% -1,8 a -0,2; p=0,013) e seu terco proximal (-1,47%, IC 95% -2,5 a -
0,5; p=0,006), aumento na coluna (1,6%, IC 95% 0,65 a 2,7; p=0,002), e
uma tendéncia de perda no fémur (-0,9%, IC 95% -1,8 a 0,2; p =0,06) ao
longo do tempo. Quando comparamos 0s dois grupos de estudo, néo foi
encontrada diferenca significativa, apenas uma tendéncia maior de perda

de DMO no 1/3 proximal do radio, como demostrado na Figura 10.

T

Corpo Total  Coluna Lombar Femur total Radio 1/3 Radio Radio
Ultradistal

e

Mudanga percentual anual
Densitometria

Il Hidroclorotiazida Bl Furosemida

n=15 n=13

Figura 10. Mudanca percentual (média + erro padrdo) em 1 ano em
relacdo ao basal na DMO aferida pela DXA, por grupo de estudo.

4.3 Tomografia computadorizada quantitativa periférica de alta
resolucédo (HRpQCT)

Os parametros aferidos pela HRpQCT dos pacientes incluidos no

estudo estdo demostrados na tabela 4.
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Tabela 4. Dados de HRpQCT antes da randomizacao.
Todos Hidroclorotiazida Furosemida
Basal (n=38) Basal (n = 19) Basal (n =19) p
HRpQCT da Tibia
DMO volumétrica (mg HA/cmB) 280,7 £43,5 268,8 £51,6 292,5+£43,1 0,09
Area Cortical (mm?) 129,7 +22,8 129,5 +21,5 129,9 + 24,6 0,96
DMO Cortical (mg HA/cm®) 883,7 + 69,4 873,1+57,2 894,4 + 60,5 0,27
Espessura Cortical (mm) 12+0,2 1,16 £ 0,2 1,21+0,2 0,42
Area Trabecular (mmz) 640,9 £171,2 660,7 £ 173,6 621,0 £145,1 0,45
DMO Trabecular (mg HA/cm®) 148,0 + 36,7 138,5+ 29,8 157,5 + 41,2 0,11
Espessura Trabecular (mm) 0,07 £ 0,01 0,07+ 0,01 0,07+ 0,01 0,85
Numero de Trabéculas (Imm) 1,73+0,3 1,63+0,3 1,81+0,3 0,09
Espaco entre as trabéculas (mm) 0,53+0,1 0,56 +0,1 0,48+0,1 0,10
BVITV 0,12 + 0,03 0,11 + 0,02 0,13 +0,03 0,11
HRpQCT do Réadio
DMO volumétrica (mg HA/cm®) 303,1+50,8 273,6 £ 59,2 310,1+41,4 0,12
Area Cortical (mm?) 55,7 + 12,8 56,6 + 15,6 54,8 +9,4 0,68
DMO Cortical (mg HA/cm®) 833,7 +77,2 825,4 +91,5 842,6 +59,9 0,50
Espessura Cortical (mm) 0,69 +0,16 0,69 + 0,18 0,70+ 0,13 0,85
Area Trabecular (mmz) 285,2+92,4 297,7 £ 98,8 271,9+85,9 0,40
DMO Trabecular (mg HA/cma) 173,3+38,9 161,8 + 38,5 185,3 £ 36,5 0,07
Espessura Trabecular (mm) 0,07 £ 0,01 0,07 + 0,02 0,08 + 0,01 0,46
NUumero de Trabéculas (Imm) 1,94+0,3 1,86 £ 0,3 2,03+0,3 0,10
Espaco entre as trabéculas (mm) 0,43 (0,38;0,53) 0,49 (0,38;0,53) 0,41 (0,37;0,44) 0,67
BVITV 0,14 £ 0,03 0,13 +0,03 0,15 + 0,03 0,07

Dados apresentados em média e desvio-padréo, exceto quando especificado de outra forma.

N&o houve diferenca entre os parametros de densidade mineral ou

parametros estruturais basais entre os dois grupos de estudo.

Os dados de HRpQCT das mulheres incluidas no estudo (n = 14),

foram comparados, de acordo com a idade, com dados de referéncia de

mulheres saudaveis obtidos por Alvarenga et. al. (56), ndo tendo sido

encontrada diferenca entre 0S Qrupos.

Entretanto, observou-se uma
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tendéncia de menor DMO cortical na tibia (faixa 50-59 anos e acima 70
anos) e no radio (faixa 50-69 anos) de mulheres no presente estudo,

comparado com medianas do estudo acima citado (p = 0,07).

Dos pacientes randomizados, obtivemos até o momento os dados
de HRpQCT apods 1 ano de uso da medicacdo de 10 pacientes do grupo
HIDRO e 10 pacientes do grupo FURO, em virtude de manutencéo técnica
do aparelho. Comparando a variacdo percentual da HRpQCT em relacao
ao basal, ndo houve alteracao significativa de nenhum dos parametros ao

longo do tempo.

Na figura 11 esta representada a variacdo percentual em 1 ano dos

principais parametros com a comparacgao dos dois grupos de estudo.
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Figura 11. Mudanca percentual (média + erro padrédo) em 1 ano em
relacdo ao basal na DMO e parametros estruturais aferidos pela HRpQCT
da tibia (A) e radio (B), por grupo de estudo.
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Na Figura 11A, observamos na HRpQCT da tibia que os pacientes
do grupo HIDRO tiveram um aumento do numero de trabéculas (p=0,05) e
reducdo do espaco entre elas (p=0,008), quando comparados com
pacientes do grupo FURO, os quais apresentaram efeito oposto. Nos

demais parametros ndo observamos diferenca significativa entre os grupos.

Na Figura 11B, observamos que no grupo FURO houve aumento da
area cortical (p=0,02) e espessura cortical (p=0,02), além de tendéncia ao
aumento da densidade total (p=0,05) e da densidade cortical (p=0,05) no
radio, mas com reducdo da area trabecular (p=0,04), enquanto no grupo

HIDRO o efeito oposto foi observado.
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5 DISCUSSAO

No presente estudo, o uso dos diuréticos furosemida e
hidroclorotiazida apresentaram efeitos diversos e muitas vezes opostos
sobre o metabolismo mineral e 6sseo. Com a hidroclorotiazida, houve
reducdo da calcidria com tendéncia a maior calcio sérico total, efeito oposto
observado ao uso de furosemida. As concentracdes de PTH e 25(OH)VitD
mantiveram-se semelhantes nos dois grupos. O uso de furosemida foi
associado a um aumento de CTX, P1NP, 1,25 (OH)2VitD e fosfatase alcalina
quando comparado a variagdo percentual em relacdo ao uso de
hidroclorotiazida, que teve efeito oposto. Em ambos os grupos, observou-se
perda de densidade Gssea aferida pela DXA no 1/3 proximal do radio distal,
com tendéncia a maior perda no grupo FURO. Por outro lado, de forma
inesperada, foi observado aumento de éarea cortical e espessura cortical
aferida HRpQCT no radio no grupo FURO em relacdo ao grupo HIDRO.
Dados de microarquitetura 6ssea, porém, ndo foram obtidos na maioria da

amostra e este resultado deve ser interpretado com cautela.

Nossa amostra de pacientes no estagio 3 da DRC, apresenta uma
mediana de idade 61,8 anos, um pouco menor que estudos populacionais
(57), mas semelhante a estudos prévios sobre diuréticos nesta populacédo
(42, 43). A prevaléncia elevada de hipertensos € comum em pacientes
renais cronicos e nesta amostra foi responsavel por 70% das etiologias de

DRC, uma vez que nado foram incluidos diabéticos no estudo. Obesidade e

sobrepeso predominaram com 77,5% dos pacientes com IMC acima de 25
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(média de 27,9kg/m?), como observado em outros estudos, principalmente
devido a associa¢ao desta comorbidade com hipertensédo e DRC (58). Nossa
amostra foi constituida predominantemente por homens (65%), semelhante
ao encontrado no estudo CRIC, que tinha 55% de homens na amostra (42).
Assim, podemos salientar que a amostra estudada tem uma

representatividade dentro na populacéo de DRC, excluidos os diabéticos.

Alteracfes no metabolismo mineral e 6sseo se iniciam precocemente
na DRC e encontramos um PTH acima de 65 pg/ml em um pouco mais da
metade dos casos, além de FE P% maior que 20% na maioria dos
pacientes, mantendo concentracdes de fosforo e calcio dentro da faixa de

normalidade, como esperado para esse nivel de funcao renal (8, 57).

Apesar da alta prevaléncia de deficiéncia de vitamina D descrita em
pacientes com DRC (59), em nosso estudo apenas 1 paciente apresentava
niveis deficientes de 25(OH)VitD, provavelmente devido ao seguimento
regular em ambulatério de nefrologia, no qual esses niveis sdo monitorados
e reposicao é prescrita rotineiramente. Corroborando com esta explicacéo,
observamos que 45% da amostra j4 estava em uso de colecalciferol no
momento da randomizacdo. Nenhum paciente apresentou niveis de
1,25(0OH)2VitD abaixo do valor de referéncia, diferente do observado por
Levin et al., onde cerca de 20-45% dos pacientes no estagio 3 da DRC
apresentaram niveis inferiores a 22 pg/ml, o que foi associado com diabetes

e albumindria, além da perda funcéo renal (57).

Apesar da calciuria ja reduzida no momento da inclusao no estudo em

ambos os grupos, pacientes do grupo HIDRO cursaram com maior redugéo
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da calciuria (Figura 8G) e tendéncia a aumento do calcio sérico total (Figura
8E), quando comparados ao grupo FURO. No entanto, considerando esse
efeito sobre o calcio, esperava-se um aumento do PTH no grupo FURO e
reducdo no grupo HIDRO, o que nado ocorreu. Estudos observacionais
demostram um PTH mais elevado em pacientes em uso de diurético de alca
tanto naqueles com funcéo renal normal como naqueles com DRC, assim
como ha descri¢do de uso de diuréticos tiazidicos levarem a um PTH menor,
mesmo que dentro da faixa de normalidade (15, 42, 43). Nesses estudos, a
dose de diurético e o tempo de uso foram variaveis, assim como a TFG. Em
nosso estudo, houve uma queda na TFG semelhante em ambos os grupos e
a dose da medicacéo foi a mesma durante todo o periodo de estudo. Nestas
condicBes ndo observamos alteracdes na concentracdo de PTH, o que pode
ser atribuido a outros mecanismos regulatérios da homeostase do calcio e
fésforo como FGF-23 e calcitriol, ainda presentes nesta faixa de funcao
renal. Nesse sentido, destacamos o fato dos niveis basais de 1,25(0OH)2VitD
estarem ainda dentro dos limites de referéncia do método no presente
estudo. E possivel também que o nimero de pacientes incluidos e o tempo
de acompanhamento possa ter influenciado na auséncia do achado de

alteracédo do PTH.

A 1,25(0OH)2VitD € um hormdnio que também participa na regulacdo
de célcio do organismo, aumentando a absorcdo intestinal de célcio, a
reabsorgao renal de célcio no tdbulo distal, além de promover a mobilizacdo
de célcio do esqueleto (60). Os principais estimulos ao aumento de

1,25(0OH)2VitD sdo um aumento no PTH e um balan¢o negativo de célcio,
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enquanto sua reducao esta associada a perda de funcéo renal, aumento do
FGF-23 e deficiéncia de 25(OH)VitD (35, 61). Em nosso estudo houve
diferenca entre os grupos na variacdo anual percentual de 1,25(OH)2VitD
(Figura 9), com aumento no grupo FURO e reducéo no grupo HIDRO, sendo
qgue os niveis de 25(OH)VitD, PTH e TFG mantiveram-se semelhantes entre
0S grupos. Embora ndo tenhamos encontrado uma correlacdo entre as
variacfes percentuais destas variaveis, observamos uma correlacdo direta
com variacao anual percentual da fracdo de excrecéo de calcio (r = 0,54; p
=0,012). Estudos sédo controversos sobre o efeito tubular da 1,25(0OH)2VitD
sobre a calcilria, enquanto alguns demonstram aumento da expressao de
proteinas transportadoras de calcio e maior reabsorcdo tubular (62, 63),
outros sugerem reducdo de expressao de claudina-16 e maior excrecdo de

calcio (64).

A furosemida teoricamente poderia aumentar 0s niveis de
1,25(0OH)2VitD ao estimular producéo de PTH de forma direta na paratireoide
(49) ou indireta, por aumento da calcidria e reducdo momentanea da
calcemia. Em contrapartida, a maior producao de 1,25(OH)2VitD aumentaria
a absorcao intestinal de calcio, aumentando a calcemia, que somando-se ao
seu efeito direto sobre o receptor de vitamina D, ocasionaria um feedback
negativo sobre producéo de PTH (35). Em contrapartida, a hidroclorotiazida
poderia aumentar a calcemia por estimulo direto da absor¢cdo duodenal de
calcio (47, 65) e maior reabsorcdo renal de célcio, desta forma reduzindo o
estimulo para secrecdo de PTH e producédo de calcitriol. Assim, a diferenca

nos niveis de 1,25(OH)2VitD pode estar relacionada ao efeito oposto de cada
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diurético sobre a calcidria e metabolismo do célcio, mesmo em pacientes
renais cronicos, efeito antes ja demonstrado em pacientes com funcéo renal
normal (17). Como ndo temos a dosagem do FGF23, a comprovacao do

mecanismo proposto fica comprometida.

Embora a diferenca sobre o PTH entre os grupos nao tenha sido
observada, de forma interessante, verificamos efeitos sobre os marcadores
0sseos, com a furosemida mais associada a aumento da remodelacéo
0ssea, conforme demonstrado pelo aumento de marcadores de reabsorcéo
(CTX) e de formacdo 6ssea (P1INP, FA) e a hidroclorotiazida, por sua vez,
associada a reducdo da remodelacdo d&ssea, com diminuicdo dos
marcadores citados. Esses achados estdo em concordancia com o
observado na literatura, onde os tiazidicos foram associados a menores
concentracbes de marcadores 06sseos (PINP e CTX) em mulheres
hipertensas pés menopausa, quando comparados a outros anti-hipertensivos
(66), assim como a reducdo de expressdo génica de osteocalcina pelos
osteoblastos (67). O uso do diurético de algca bumetamida, também em
concordancia com nossos achados, esteve associado ao aumento de niveis
de marcadores de reabsorcédo (CTX) e de formacédo (osteocalcina e FA0) em
mulheres p6s menopausa ap6s 1 ano de uso (16). Assim, o presente estudo
comprova o efeito destes diuréticos sobre a remodelacdo 0ssea, desta vez
em pacientes com disfuncéo renal, o que até onde pudemos verificar, € um

achado inédito nesta populagéo.

A perda de massa O6ssea e aumento de risco de fraturas esta

relacionado a perda de fungéao renal devido principalmente as alteracdes
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metabdlicas e hormonais decorrentes do DMO-DRC. A prevaléncia de
osteoporose e osteopenia aferidas pela DXA no presente estudo foi de 5,1%
e 28,2%, respectivamente, menor que o0 observado em estudo recente na
mesma instituicio em pacientes com DRC, onde a prevaléncia de
osteoporose variou de 7,6% a 18,6% e osteopenia de 28,7% a 37,9% em

pacientes com TFG entre 30-60ml/min/1,73m? (68).

O presente estudo demonstrou perda de DMO aferida pela DXA ao
longo do tempo no radio e seu terco proximal, com tendéncia a perda no
fémur total, o que se assemelha um pouco com o encontrado por Nickolas et
al. (2013), que reportaram perda anual de DMO no fémur e radio ultradistal
em pacientes com DRC estagio 2 a 5 (38). Encontramos, porém, um
aumento de DMO na coluna, o que pode ser interpretado a luz de algumas
particularidades do método: 1. A medida de DMO pela DXA nao consegue
discriminar osso trabecular e osso cortical e a coluna é um o0sso 95%
trabecular; 2. Estudo do nosso grupo demonstrou que o HPT em pacientes
com DRC se associou com mais baixa DMO no fémur, mas n&o na coluna
(68), denotando que coluna e fémur tem comportamento distinto nessa
populacdo; 3. A presenca de afeccBes de coluna tais como osteofitose,
esclerose, anquilose, sindesmose, osteocondrose e calcificacdo adrtica pode
ser interpretada erroneamente, causando uma discrepancia entre a DMO e o

resultado da DXA, o que nao ocorre no fémur (69).

Embora n&o tenha sido encontrada diferenca significativa na DMO
entre os grupos de diuréticos, apenas uma tendéncia a perda maior no 1/3

proximal do radio no grupo FURO, outros estudos com pacientes com
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funcado renal normal, demonstraram efeitos distintos de cada diurético sobre
0 0sso. Rejnmark et al. demonstraram perda de DMO no fémur total e radio
ultradistal em mulheres apds menopausa com 1 ano de uso de diurético de
alca quando comparado ao uso de placebo (16); o uso de tiazidico foi
associado a atenuacdo da perda anual de DMO no fémur total e coluna
guando comparado a outros anti-hipertensivos (70) e atenuacéo de perda da
DMO em o0ssos longos apés 2 anos de uso quando comparado com uso de

placebo (71).

A HRpQCT ¢é uma ferramenta de pesquisa que auxilia no
entendimento dos mecanismos envolvidos na fragilidade O0ssea, uma vez
que fornece informacdo sobre a microarquitetura do osso cortical e
trabecular e permite uma comparagcdo longitudinal de duas imagens do
mesmo 0sso. Em nosso estudo, ndo foi possivel observar diferenca na
variacdo anual dos parametros aferidos no radio e tibia distal, ao contrario
do observado por Nickolas et al. que relataram uma reducéo significativa da
area, densidade e espessura cortical no radio distal em pacientes com DRC
(38). Tal discordancia pode estar associada ao numero reduzido de imagens
obtidas para comparacdo devido a problemas técnicos que ocorreram
durante o estudo (manutencao do aparelho de HRpQCT), sendo que apenas
metade da amostra foi analisada até o momento. No entanto, quando
comparamos 0s dados basais das mulheres incluidas no estudo,
observamos uma tendéncia a menor DMO cortical quando comparada com

mulheres saudaveis de uma amostra da populagéo brasileira (56).
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Ao comparar 0s grupos, a hidroclorotiazida apresentou efeito sobre o
0sso trabecular da tibia com aumento do numero de trabéculas e uma
reducdo do espaco entre elas, enquanto a furosemida teve efeito oposto.
Dados na literatura sobre o efeito dos tiazidicos sobre o osso trabecular sdo
provenientes de estudos experimentais e com achados diversos: enquanto o
tiazidico melhorou a arquitetura trabecular em modelos de ratos hipertensos
(aumento de densidade e volume trabecular com reducdo de separacao
entre as trabéculas com uso de indapamida) (72) e em modelos de ratos
hipercalciuricos (com aumento do volume trabecular, espessura e nimero de
trabéculas com uso de clortalidona) (73), o0 mesmo dado néo foi observado
em camundongos nocautes para canal NCC sensivel a tiazidico, que
apresentaram aumento da DMO e espessura cortical (47). Por outro lado,
nao ha dados na literatura sobre o efeito de diurético de alca sobre o 0sso

trabecular, para compararmos com nossos achados.

De forma inesperada foi observado um efeito do aumento da area e
espessura corticais, uma tendéncia a aumento de densidade total e cortical
no radio, com reducdo da area trabecular no grupo FURO, efeito oposto
observado no grupo HIDRO. O uso de diurético de alca € associado a
maiores valores de PTH, marcadores 0sseos e menor DMO como discutido
previamente, assim era esperado que o 0sso cortical apresentasse efeitos
deletérios secundarios ao uso de furosemida. Estes dados, porém, devem

ser avaliados com muita cautela, uma vez que uma peguena parcela de

pacientes foi incluida.
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O presente estudo possui algumas limitacbes: a realizacdo em um
anico centro com pacientes em estagio 3 da DRC nao permite afirmar que os
mesmos achados seriam encontrados em estagios mais avancados; N&o
conseguimos comprovar a hipétese de demonstrar a diferenca no PTH entre
os dois grupos, o que pode ser se devido ao tamanho da amostra, ao tempo
de observacao ou a funcao renal; Dados sobre o efeito dos diuréticos sobre
a microarquitetura 6ssea nao foram conclusivos por problemas técnicos
durante o estudo e limitada amostra estudada. Apesar das limitagdes, este é
o primeiro estudo randomizado prospectivo sobre o efeito dos diuréticos em
pacientes com DRC, com evidéncias de efeitos diversos sobre o
metabolismo 6sseo. Além disso, este foi o primeiro estudo clinico que
demonstrou o efeito dos diuréticos sobre os marcadores 6sseos em renais

cronicos.

Em resumo, a furosemida e a hidroclorotiazida apresentaram efeitos
opostos sobre DMO-DRC em um estudo de 1 ano de seguimento. O
tiazidico parece estar associado a menor remodelacdo éssea, 0 seu Uso
preferencial poderia em teoria retardar a progressdo do HPT ou mesmo
reduzir os efeitos deletérios do uso de furosemida em estadgios mais
avancados da DRC. Estudos com uma amostra maior, maior tempo de
seguimento e que incluam estagios mais avangados da DRC fazem-se
necessarios para confirmar esta hipotese e estabelecer mudanca na pratica

clinica.
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6 CONCLUSOES

1. No grupo HIDRO, houve reducdo da calcituria com tendéncia a
maior célcio seérico total, efeito oposto ao grupo FURO. As
concentracbes de PTH e 25(OH)VitD1 mantiveram-se
semelhantes nos dois grupos. O uso de furosemida foi associado
a um aumento de 1,25 (OH)2VitD e fosfatase alcalina quando
comparado ao uso de hidroclorotiazida.

2. O uso de furosemida foi associado a um aumento de CTX e P1NP
em relacdo ao uso de hidroclorotiazida, que teve efeito oposto.

3. Nao houve diferenca em relacdo a DMO avaliada pela DXA entre

0S grupos;

4. N&o houve diferenca em relacdo a DMO avaliada pela HRpQCT
entre 0s grupos, mas foi observada uma reducdo da area
trabecular assim como um aumento de area cortical e espessura
cortical no grupo FURO em relagédo ao grupo HIDRO, na HRpQCT
do radio. Houve aumento no espaco entre as trabéculas no grupo

FURO em relacéo ao grupo HIDRO na HRpQCT da tibia.
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Data Monitoring:
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October 2017
Completed
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January 2019 [Actual]
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FDA Regulated Intervention: No

Study Description

Conditions

Study Design

Brief Summary:

Detailed Description:

Conditions:

Keywords:

Study Type:
Primary Purpose:
Study Phase:

Chronic kidney disease (CKD) patients often have associated systemic
hypertension due to volume retention, as one of the mechanisms, therefore the
use of diuretics is widespread in this population. One of the major complications
of CKD is mineral and bone metabolism disorder (CKD-MBD), which include
changes in the levels of calcium, phosphorus, vitamin D deficiency, increased
circulating levels of fibroblast growth factor (FGF-23) and parathyroid hormone
(PTH). These alterations are responsible for fractures, cardiovascular disease
and mortality among patients with CKD. According to diuretic mechanism

of action, sometimes increasing serum calcium (in the case of furosemide),
sometimes decreasing it (in the case of thiazide), it is expected that the serum
calcium may be altered, even within the range of normality, with consequent
impact on the levels of PTH. Although most studies have shown that the

use of thiazide diuretics decreases the risk of fractures, some showed the
opposite. Similarly, although most studies have shown increased risk of fracture
in association to loop diuretics use, some have failed in demonstrated this
outcome. Only one study, a cohort study in a population of CKD, showed

that furosemide was directly related to increased calciuria and PTH levels

and the use of thiazide, in turn, showed completely opposite effect. However,
certain issues are still not completely solved, for example, the interference

of renal function itself on calciuria. It is possible that calciuria is not a so

simple explanation that justifies the PTH levels changes, as no correlation

was seen between calciuria and PTH levels. Better understanding of the exact
relationship between the use of diuretics and the impact on CKD-MBD may

be an alternative intervention, easily accessible and relatively inexpensive.
The purpose of this study is to evaluate the impact of diuretic, specifically
hydrochlorothiazide and furosemide, on bone architecture and mineral
metabolism.

This is a prospective randomized study to test the effects of thiazide and
furosemide in bone parameters, which will be assessed by peripheral micro-
tomography at baseline and 12 months later. The role of calciuria in these
possible changes will be tested.

Secondary Hyperparathyroidism
Chronic Kidney Disease

diuretics

furosemide
hydrochlorothiazide
CKD-MBD

HRpQCT
parathyroid hormone

Interventional
Prevention
N/A

Interventional Study Model: Parallel Assignment
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Number of Arms: 2
Masking: Single (Investigator)
Allocation: Randomized
Enrollment: 40 [Actual]

Arms and Interventions

Arms Assigned Interventions
Active Comparator: Furosemide Drug: Furosemide
Use of Furosemide, 40mg (1 tablet) per day, over 12
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Active Comparator: Hydrochlorothiazide Drug: Hydrochlorothiazide
Use of Hydrochlorothiazide, 25mg (1 tablet) per day,
over 12 months

@ NOTE : Intervention Other Names have not been specified
@ NOTE : Intervention Other Names have not been specified

Outcome Measures
Primary Outcome Measure:

1. Parathyroid hormone (PTH) level.
Bone metabolism
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Maximum Age: 80 Years
Sex: All
Gender Based:
Accepts Healthy Volunteers: No
Criteria: Inclusion Criteria:

 Estimated Glomerular Filtration Rate (calculated by CKD-EPI) between 30
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Exclusion Criteria:

* Diabetes;
* chronic use of: steroid, bisphosphonates and calcium carbonate

Contacts/Locations

Central Contact Person: Rosilene M Elias, M.D., Ph.D
Telephone: +5511 26617167
Email: rosilenemotta@hotmail.com

Central Contact Backup:
Study Officials: Rosilene M Elias, M.D., Ph.D
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Study Principal Investigator
University of Sao Paulo

Locations: Brazil
Hospital das Clinicas
Sao Paulo, SP, Brazil, 05403-000
Contact: Rosilene M Elias, M.D, Ph.D +5511 2661-7167
rosilenemotta@hotmail.com
Principal Investigator: Rosilene M Elias, M.D., Ph.D

IPDSharing
Plan to Share IPD: No
References
Citations:
Links:

Available IPD/Information:
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Abstract

Background: Diuretics are widely used in patients with
chronic kidney disease (CKD). While thiazide-like diuretics
limit urinary calcium excretion, loop diuretics (LD) promote
calcium wasting, which might facilitate the development of
secondary hyperparathyroidism (HPT2). We sought to inves-
tigate, in CKD patients not on dialysis, the influence of either
hydrochlorothiazide (Hydro) or furosemide (Furo) on circu-
lating parathyroid hormone (PTH) and whether such actions
are determined by the effects of these compounds on cal-
cium excretion. Methods: Electronic charts of all nephrology
outpatients (CKD stages 2-5) who were given Hydro or Furo
were included. We assessed estimated glomerular filtration
rate (eGFR), biochemical parameters and 24-hour calcium
excretion. Hyperparathyroidism was defined as PTH >65 pg/
ml. Results: Out of 275 patients, 108 (29%) were taking Hydro
and 167 (61%) Furo. Patients on Hydro were younger, most-
ly female and had higher eGFR. The median 24-hour urinary
calcium excretion in the overall cohort was 41 (22, 76), being
lower in Furo than in Hydro patients (37 (16, 68) vs. 47 (26,
88) mg/24 h, respectively, p = 0.016). Logistic regression
showed that, after adjustment for eGFR, calcium excretion
rate was found not to increase the risk ratio for HPT2, where-

as Furo was a strong predictor of HPT2. Conclusion: Furo in-
creased the risk of HPT2 among CKD patients compared to
Hydro. This effect was independent of eGFR or calcium ex-
cretion. The use of LD in CKD, currently preferred in ad-
vanced stages, should be reappraised.  ©20165.Karger AG, Basel

Introduction

Whereas thiazides and thiazide-like diuretics (TTLDs)
are widely prescribed until stage 3 chronic kidney disease
(CKD), loop diuretics (LDs) are preferred once estimated
glomerular filtration rate (eGFR) falls below 30 ml/min
[1, 2], although the evidence in favor of higher efficacy of
the latter in this context is scarce.

A second established concept about the use of diuretics
in CKD is that LDs promote calcium wasting as a result
of their specific mechanisms of action, whereas TTLDs
limit urinary calcium excretion. A possible consequence
of the hyper-calciuric effect of LDs is that long-term use
of these compounds may promote secondary hyperpara-
thyroidism (HPT2) [3]. Accordingly, chronic use of furo-
semide (Furo) was associated with low bone mineral den-
sity and possibly high risk of fractures in postmenopaus-
al women [4], whereas TTLD may exert an opposite effect
[5-7]. However, no data are available for such effect of LD
in CKD.
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The notion that the respective effects of TTLD and LD
on parathyroid hormone (PTH) are solely mediated by
changes in calcium excretion has been challenged. Koppel
et al. [8] showed that hydrochlorothiazide (Hydro) in-
creases plasma calcium even in anephric patients. Hsu et
al. [9] showed that TTLDs accelerate the differentiation of
osteoblasts. Other TTLD effects unrelated to calcium ex-
cretion include vasodilation [1], increase of plasma Klotho
[10] and renoprotection in experimental CKD [11-13].

In this retrospective study, we sought to investigate the
influence of either Hydro or Furo on circulating PTH in
a relatively large number of CKD patients who were not
on dialysis and whether such actions are determined by
the effects of these compounds on calcium excretion.

Methods

Source Population

This is an observational retrospective study. Patients were se-
lected from a CKD outpatient clinic located in a medical school
hospital (Hospital das Clinicas, Universidade de Sao Paulo).

As 24-hour urinary excretion was central to our study, we ex-
cluded patients for whom this information was not available.
Opverall, patients excluded were younger (57 + 15 years) and exhib-
ited higher eGFR (75.1 + 28.0 ml/min), as well as higher circulating
calcium (9.4 + 0.7 mg/dl), albumin (4.4 £ 0.5 g/1) and bicarbonate
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(25.8 + 2.9 mmol/l) levels when compared to the final sample (all
p values <0.005). In addition, excluded patients exhibited lower
serum levels of alkaline phosphatase (82 + 43 UI/l), PTH (81.4 +
96.4 pg/ml), potassium (4.2 + 0.5 mEq/1), uric acid (5.9 + 1.7 mg/
dl), phosphate (3.9 + 1.0 mg/dl) and PTH (99 (59, 187) pg/ml).
However, when the comparison was done within each CKD stage,
there was no statistically significant difference in any biochemical
or demographic variable.

Data Collection

Data were obtained from electronic charts. We screened a total
of 3,642 patients who were using Furo or Hydro, excluding those
taking both diuretics. The variable of interest, 24-hour calcium
excretion, was available only in 18.5% of these patients (n = 555).
The eGFR was obtained using the CKD-EPI equation. We exclud-
ed patients with eGFR 290 ml/min (stage 1 CKD, n = 220), as a
large fraction of them was being treated for lithiasis and/or pri-
mary hypercalciuria. After further exclusion of those with missing
PTH values, there remained 275 individuals distributed into 2
groups: Furo, taking Furo, and Hydro, taking Hydro. A flowchart
representing the study design is shown in figure 1.

Urine and total serum calcium, serum phosphate, albumin and
uric acid were measured by automated colorimetry. Serum potas-
sium and bicarbonate levels were measured with an ion-selective
electrode. Serum 25(OH)-vitamin D was quantified by chemo-im-
munoassay (DiaSorin, Stillwater, Minn., USA), with normal values
ranging between 30 and 40 ng/ml. Plasma PTH (normal range 11-
62 pg/ml) and alkaline phosphatase (normal range 32-122 U/l)
were assessed by radioimmunoassay and a kinetic automated
method, respectively. Hyperparathyroidism was defined as a se-
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Table 1. Demographic and laboratory parameters according to diuretic use

Total (n = 275) Hydro (n = 108) Furo (n = 167) p value
Age, years 65+14 63+13 66+14 0.006
Male sex, n (%) 130 (47.3) 39 (36.4) 91 (54.2) 0.004
eGFR, ml/min/1.73 m? 30 (18, 45) 45 (33, 53) 21(13,33) 0.0001
Calcium, mg/dl 9.3+0.8 9.5+0.6 9.3+0.9 0.038
Phosphate, mg/dl 3.7x1.0 3.4+0.6 3.9+1.1 0.0001
Alkaline phosphatase, UL/ 80 (62, 102) 72 (59, 89) 85 (65, 114) 0.001
PTH, pg/ml 95 (61, 161) 64 (44, 90) 135 (81, 215) 0.0001
25(OH)-vitamin D, ng/ml 27.449.4 29.74£9.0 26.0£9.4 0.001
Dietary vitamin D use, n (%) 107 (38.9) 37 (34.6) 70 (42.4) 0.196
Calcium carbonate use, n (%) 23(8.4) 8 (7.5) 15 (8.9) 0.672
Calcitriol use, n (%) 44 (16.0) 8(7.5) 36 (21.4) 0.0001
Potassium, mEq/1 4.5+0.6 4.3+0.5 4.6+0.6 0.0001
Uric acid, mg/dl 7.0x1.7 6.7+1.7 7.2+1.8 0.069
Serum albumin, g/dl 4.3+0.4 4.4+0.3 4.2+0.5 0.0001
Hemoglobin, g/dl 12.8+2.1 13.6x1.8 12.3£2.1 0.0001
Bicarbonate, mmol/l 24.3+£3.3 25.4+3.0 23.74£3.2 0.0001

rum PTH value exceeding 65 pg/ml [14]. No attempt was made to
define ‘adequate’ values for serum PTH in patients with advanced
CKD as the optimal PTH level is not known [15].

Patients received conventional pharmacologic treatment for
hypertension, diabetes and comorbidities. Calcium carbonate,
sevelamer, calcitriol and cholecalciferol were prescribed according
to the usual clinical practice.

This study was approved by the local Research Ethics Commit-
tee (Cappesq #45163715.4.0000.0068). Since it was a retrospective
study, no informed consent form was required.

Statistical Analyses

Comparisons between Furo and Hydro groups were performed
by the Student t test or the Mann-Whitney U test (for normally
and non-normally distributed variables, respectively. The chi-
square and Fisher exact test were used to compare categorical vari-
ables. Correlations between single variables were examined by the
Spearman or Pearson correlation coefficients as appropriate. Mul-
tivariable relationships between serum calcium and independent
variables were examined by linear regression. Logistic analysis was
performed with PTH >65 pg/ml as a dependent categorical vari-
able (HPT2). Data are presented as means = SD unless indicated
otherwise. A p value <0.05 was considered significant. Analyses
were performed with the use of SPSS 21.0 (SPSS Inc., Chicago, IlL.,
USA) and GraphPad Prism® software version 6.0 (GraphPad Soft-
ware, Inc., Calif., USA).

Results

Demographics and Clinical Biochemistry

Table 1 presents the clinical characteristics of partici-
pants according to diuretic use. Patients in the Hydro
group were younger (p = 0.006), had a lower proportion

Furo and HPT2 in CKD

of men (p = 0.004) and exhibited higher eGFR (p =
0.0001). Regarding mineral metabolism, these patients
had higher serum levels of calcium (p = 0.038) and
25(OH)-vitamin D (p = 0.001), as well as lower levels of
serum phosphate (p = 0.0001), alkaline phosphatase (p =
0.001) and PTH (p = 0.0001). Additionally, a lower pro-
portion of Hydro patients were taking calcitriol (p =
0.0001). Lower potassium (p = 0.0001) and higher albu-
min (p = 0.0001), bicarbonate (p = 0.0001) and hemoglo-
bin (p = 0.0001) were also observed in the blood of Hydro
patients. As the majority of these differences might be
explained by the lower eGFR observed in the Furo group,
we analyzed differences between Furo and Hydro groups
within each CKD stage as shown in table 2. Although se-
rum calcium was similar between Furo and Hydro groups
from stages 2 to 5, PTH was consistently higher among
patients on Furo from stage 3 on.

Prevalence and Risk of HPT2

HPT2 (serum PTH >65 pg/ml) was found in 191 pa-
tients (145 patients from the Furo and 46 patients from
the Hydro group, p = 0.0001; table 3). A fully adjusted
logistic analysis showed that the risk ratio (RR) for HPT2
was 6.2 for the use of Furo when the use of Hydro was
taken as reference. Additionally, the risk of HPT2 was in-
versely related to eGFR (RR 0.93) and weakly but signifi-
cantly to urinary calcium excretion (RR 0.99). These re-
sults remained unchanged after adjustments for the use
of calcium carbonate, sevelamer, cholecalciferol and cal-
citriol (data not shown).
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Table 2. Participants’ characteristics by diuretic use according to CKD stage

CKD stage
CKD 2 CKD 3 CKD 4 CKD 5

Number for Furo/Hydro groups 14/53 40/33 60/18 55/2
Age, years

All 6212 6713 6716 64+1

Furo 65+13 68+13 68+16 65+

Hydro 61+11 65+14 6515 60+5
Calcium, mg/dl

All 9.5+0.6 9.5+0.6 9.3+0.8 9.0+1.1

Furo 9.5+1.0 9.5+0.7 9.3+0.9 9.0+1.1

Hydro 9.5+0.5 9.5+0.5 9.2+0.6 9.2+1.5
Phosphate, mg/dl

All 3.2+0.5 3.3+0.5 3.8+0.6 4.7+1.5

Furo 3.0+£0.3 3.3+0.5 3.8+0.6 4.7+1.5

Hydro 3.2+0.5 3.4+0.6 3.6+0.5 4.7+0.8
Alkaline phosphatase, Ul/]

All 76 (59-95) 83 (64-103) 73 (60-106) 85 (71-117)

Furo 81 (61-135)* 84 (73-114) 81 (59-112)* 85 (71-115)

Hydro 73 (58-90) 80 (59-94) 69 (64-87) 60 (54-66)*
PTH, pg/ml

All 59 (44-78) 79 (60-123) 117 (79-182) 212 (140-418)

Furo 69 (51-81) 100 (71-147)* 133 (86-207)* 212 (141-409)*

Hydro 58 (43-77) 65 (51-90) 87 (39-141) 87 (28-147)?
25(OH)-vitamin D, ng/ml

All 28.1+9.3 28.0+8.4 28.5+10.2 24.6+9.5

Furo 24.8+8.4 27.0£9.0 27.1+9.9* 244494

Hydro 28.9+9.4 29.2+7.6 32.919.9 26.0+4.5
24-Hour urinary calcium excretion

All 63 (34-106) 54 (24-100) 32 (15-65) 28 (10-52)

Furo 78 (44-124) 65 (33-110) 32 (13-58) 28 (10-46)

Hydro 54 (34-94) 39 (22-86) 53 (15-74) 26 (10-47)*
eGFR

All 52.8+4.6 36.3+4.2 22.34+4.3 9.9+3.5

Furo 52.3+4.2 35.6+4.0 22.1+4.4 9.9+£3.5

Hydro 52.9+4.7 37.3+4.3 23.0+3.8 10.9+3.9
Dietary vitamin D use, n (%)

All 23 28 29 26

Furo 7 14 22 26

Hydro 16 14 7 0
Calcium carbonate use, n (%)

All 10 4 8 5

Furo 2 2 5 5

Hydro 8 2 3 1
Calcitriol use, n (%)

All 7 18 17

Furo 1 5 13 17

Hydro 1 2 5 0

? Indicates median (min-max) as only 2 samples were available.
* p < 0.05 Furo vs. Hydro groups within each CKD stage.
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Fig. 2. a Correlation between serum PTH and eGFR for the Hydro
(clear circles/dashed line) and Furo (filled circles, continuous
line). Correlation was highly significant for both groups (r =
-0.234, p = 0.016 for the Hydro group, and r = -0.546, p < 0.0001
for the Furo group). The slope of the regression lines were -1.199 +
0.36 (95% CI -1.91 to -0.48) for the Hydro group and -5.88 £ 0.91

Table 3. Logistic analysis for the risk of HPT2 defined as PTH >65
pg/ml

RR 95% CI p value

Age, years 1.01 0.98-1.04 0.704
eGFR 0.93 0.89-0.98 0.007
Serum calcium 0.95 0.52-1.74 0.865
Serum phosphate 0.77 0.44-1.34 0.359
24-Hour calcium excretion  0.99 0.98-0.99 0.003
Levels of 25(OH)-vitamin D 0.99 0.95-1.03 0.703
Diuretic

Hydro Reference Reference Reference

Furo 6.20 2.62-14.67 0.0001

The higher risk of HPT2 associated with the use of
Furo is further illustrated in figure 2a. Although a signif-
icant negative correlation existed between serum PTH
and eGFR for both the Furo and the Hydro groups, the
slope of the corresponding regression line was much
higher in the Furo than in the Hydro group (p <0.05). No
correlation between serum PTH and serum calcium was
shown in either the Furo or the Hydro group (fig. 2b).

The correlation between urinary calcium excretion
rate and PTH is depicted in figure 3. Serum PTH tended
to be higher in the Furo than in the Hydro group along
the whole range of calcium excretion rates. Accordingly,
the magnitude of the negative slope of the respective re-

Furo and HPT2 in CKD

(95% CI -7.66 to —4.09) for the Furo group, a highly significant
difference (p < 0.0001). b No correlation was seen between serum
PTH and serum calcium for the Hydro (r = -0.120, p = 0.224) and
Furo groups (r = -0.022, p = 0.773), with no difference between
the slopes of the regression lines (p = 0.331).

gression line was much higher in the Furo (-0.67 + 0.28)
than in the Hydro (-0.25 + 0.09) group (p < 0.0001).

A comparison between the Hydro and Furo groups
regarding the 24-hour calcium excretion rate and the
plasma levels of PTH in patients at stages 3 and 4 of CKD
is given in figure 4. In this plot, the dissociation between
calcium excretion rate and serum PTH levels is clear;
while no significant difference in calcium excretion was
seen, PTH levels were significantly higher in the Furo ver-
sus the Hydro group at both stages.

Urinary Calcium Excretion

Overall, the median 24-hour urinary calcium excre-
tion was 41 (22, 76), with a maximum value of 245
mg/24 h. Although the overall urinary calcium excretion
was lower in the Furo than in the Hydro group (37 (16,
68) vs. 47 (26, 88) mg/24 h, respectively, p = 0.016), this
difference disappeared when the comparison was per-
formed within each CKD stage (table 2). Urinary calcium
excretion correlated inversely with eGFR in both Hydro
and Furo groups (fig. 5). The 24-hour urinary calcium
excretion also correlated significantly with serum albu-
min (r = 0.187), hemoglobin (r = 0.362) and bicarbonate
(r =0.306), even after adjustment for eGFR.

Serum Calcium Concentration
Serum calcium in the entire cohort was 9.3 + 0.8 mg/
dl, ranging from 6.0 to 12.9 mg/dl. Hypocalcemia (Ca
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Fig. 3. Correlation between 24-hour uri-
nary calcium excretion and serum PTH for
Hydro (r = -0.261, p = 0.007) and Furo
groups (r = -0.294, p = 0.0001). Again, the
slope of the regression line was much high-
er in the Furo than in the Hydro group.
Symbols as in figure 2.

Fig. 4. The 24-hour calcium excretion and
PTH in patients with CKD stages 3 and 4.
The median is represented by circles or
squares and the 25, 75 interquartile ranges
are represented as vertical bars.
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<8.5 mg/dl) was observed in 22 patients (8.0%), being
more frequent in the Furo than in the Hydro group (11
vs. 3%, respectively, p = 0.012). Deficiency of 25(OH)-
vitamin D (<30 ng/ml) was not associated with a higher
prevalence of hypocalcemia (p = 0.266). Hypercalcemia
(Ca >10.2 mg/dl) was found in 27 patients (9.9%), with
no significant difference between the Hydro and Furo
groups (7.5 vs. 11.3%, respectively, p = 0.309).

Discussion

In the present study, Furo administration to CKD pa-
tients was associated with 3.9 time higher odds of devel-
oping HPT2 as with Hydro treatment, even after adjust-
ment for eGFR. These observations, which are consistent
with those obtained in the CRIC study [3], indicate that
although LDs are often preferred over TTLDs for the
treatment of hypertension and edema in advanced CKD,
they may aggravate bone metabolic disease in this setting.
Conversely, evidence is accumulating that TTLDs not
only lack these adverse effects but might even exert a pro-
tective effect on bone density and fractures in the non-
CKD population [5, 7, 16-19].

The reasons for the widely differing actions of LD and
TTLD on bone metabolism are open to debate. In the
CRIC study [3], this difference was ascribed to the well-
known differences between TTLD and LD regarding cal-
cium excretion [20]. However, a recent study has shown
that acute administration of Furo to healthy individuals

Furo and HPT2 in CKD

promoted an increase of PTH levels in the absence of any
detectable electrolyte changes [21], perhaps as a result of
a direct effect on the Na-K-2Cl cotransporter expressed
at the parathyroid gland [22]. A similar dissociation be-
tween serum calcium and PTH secretion in human sub-
jects was observed when the administration of Furo lasted
for several days [20]. Thus, although the increase of PTH
levels by Furo appears to be well established, it cannot be
easily ascribed to hypercalciuria. The complexity of these
effects is further amplified in CKD, in which the interac-
tion between PTH and calcium excretion is even more
intricate, especially when such a wide range of eGFRs as
observed in our study is considered.

The results of the present study are also in disagree-
ment with the view that the differences between Hydro
and Furo regarding the risk of HPT2 in CKD result from
diverging effects on calciuria. The overall calcium excre-
tion rate was never higher in the Furo group, whereas no
difference between groups became apparent even when
the cohort was ranked by eGFR or when plasma PTH lev-
els were expressed as a function of calciuria. One possible
explanation for this apparent dissociation between PTH
and calcium excretion could be the selection bias that is
inevitable in this setting, since Hydro is predominantly
prescribed to patients with higher eGFRs, whereas Furo
is usually preferred for patients with more advanced kid-
ney disease, thus blunting whatever differences might ex-
ist between treatments. That such a selection occurred in
this study is clearly shown in figure 2a, which nevertheless
also shows that the regression lines between calcium ex-
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cretion rate and eGFR for either therapy were nearly
identical, suggesting that the overall effects of Hydro and
Furo on calcium excretion along the course of CKD did
not differ substantially and that, in these patients, the cal-
cium excretion rate was largely a function of the remain-
ing renal mass. Moreover, no difference in calcium excre-
tion was observed even when only Hydro- and Furo-
treated patients within the same CKD phase, who
therefore exhibited similar eGFRs, were compared.

The logistic analysis we performed casts further
doubt as to whether the divergent risks of HPT2 between
Hydro and Furo can be explained by differences in cal-
cium excretion rates. While the RR for HPT2 expect-
edly increased as eGFR fell, calcium excretion rate was
not associated with an increased risk of HPT2, as would
be expected if hypercalciuria were to explain the higher
prevalence of HPT2 in Furo-treated patients. Rather,
calcium excretion rate was a weak negative predictor of
HPT2. On the other hand, when Hydro treatment was
taken as a reference, Furo was a strong predictor of
HPT2, in a way that was independent of either eGFR or
calcium excretion rate, reinforcing the concept that
Furo treatment exerted a deleterious effect on the para-
thyroid bone axis and stressing once again the complex
relationship between calcium excretion rate, diuretic
use and HPT2.

The reasons why TTLDs might help to prevent HPT2
without a clear mediation of its effect on calcium excre-
tion rate are unclear. It should be noted that unlike LDs,
TTLDs can facilitate phosphate excretion [23], which
would tend to reduce the circulating PTH levels although
the mechanisms underlying this effect are obscure. Al-
though no difference in plasma phosphate concentration
was observed in this study, it should be noted that this
parameter is influenced by the simultaneous action of
several factors, such as sodium and phosphorus dietary
intake, the number of nephrons and FGF-23 levels,among
others. Besides their effects on calcium and phosphorus
metabolism, TTLDs can also directly influence some as-
pects of the calcium-parathyroid-bone axis. Dvorak et al.
[24] showed that TTLDs can increase bone mineraliza-
tion and osteoblast differentiation independent of any re-
nal effects. Lajeunesse et al. [25] showed that Hydro
blocks the effect of osteocalcin, an inhibitor of bone min-
eralization. Hsu et al. [9] showed that mice in which the
distal sodium chloride cotransporter gene was inactivat-
ed (i.e., mimicking Gitelman’s disease) exhibited en-
hanced intestinal calcium absorption, as well as acceler-
ated osteoblast differentiation and increased bone min-
eral density. Whether any of these findings is related to
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the protection against HPT2 conferred by TTLD is pres-
ently unclear.

The main strength of our study is to have examined the
effect of diuretic therapy on HPT2 in a relatively large
sample of CKD patients not on dialysis. Such studies are
still rare, and most information on the effect of diuretics
on bone metabolism has been obtained in people with
normal renal function. On the other hand, our study has
inherent limitations that stem from its observational and
retrospective nature. First, our data are inevitably prone
to bias, although this was attenuated by multivariable
analyses and adjustments for confounders. Second, we
cannot exclude the possibility of residual confounding
due to incomplete information on prescribed medication,
although the influence of drugs such as calcitriol and cho-
lecalciferol was found to be negligible in an additional
statistical model. Lastly, no direct assessment of bone dis-
ease was performed in these patients. Since ‘abnormally
high’ values for serum PTH may be necessary to avoid
adynamic bone disease [15], a diagnosis of HPT2 based
solely on serum PTH levels may not entirely reflect the
clinical condition of each patient.

As s the case with previous studies, the present observa-
tions have obvious clinical implications, suggesting that
TTLDs should be preferred in the conservative manage-
ment of CKD. Such recommendation may be hard to ac-
cept since TTLDs are widely believed to become ineffective
once stage 3, and especially stage 4, is attained. This notion
is largely based on a few clinical observations performed
over 50 years ago [26, 27]. However, several recent clinical
[28, 29] and experimental [11-13] observations indicate
that, in patients with advanced CKD, TTLDs are not only
effective as antihypertensives but can even exert a renopro-
tective action, especially in combination with ACE inhibi-
tors or AT-1 receptor blockers, an effect only partially
shared with LDs. The present study suggests that protec-
tion against the development of HPT2 could be an addi-
tional reason for the preferential use of TTLDs in CKD.

In summary, we have confirmed previous observa-
tions that administration of Furo to CKD patients is as-
sociated with an increased risk of HPT2 compared to
Hydro treatment. This effect was independent of differ-
ences in eGFR or in calcium excretion, which was largely
anegative function of eGFR. The differing actions of Furo
and Hydro could not be attributed to selection bias in the
prescription of diuretics. Whether the differences be-
tween Furo and Hydro result from non-diuretic salutary
actions of Hydro or adverse effects of Furo or a combina-
tion of both is unclear. Whatever the mechanisms in-
volved, the chronic use of Furo in CKD should be sub-
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jected to judicious scrutiny to avoid bone disease, and ad-
ministration of TTLD, even in the setting of advanced
CKD, should be considered instead. Large, prospective
randomized trials are needed to elucidate this matter and
to establish a possible change in practice.
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Abstract

Summary We evaluated the effect of hydrochlorothiazide in a
sample of anuric patients on hemodialysis and found an in-
crease in serum calcium, which occurred only in those with
parathyroid hormone >300 pg/ml. This finding highlights the
extra-renal effect of this diuretic and a possible role of para-
thyroid hormone in the mechanism.

Purpose Thiazide diuretics are commonly used in patients
with chronic kidney disease to treat hypertension. Their ef-
fects on calcium and bone metabolism are not well
established, once calciuria may not fully explain levels of
calcium and parathyroid hormone (PTH) in this population.
A previous study has suggested that thiazides require the pres-
ence of PTH as a permissive condition for its renal action. In
anuric patients, however, the role of PTH, if any, in the thia-
zide effect is unknown.

Methods To assess thiazide extra renal effect on serum
calcium and whether such an effect is reliant on PTH,
hydrochlorothiazide (HCTZ) 100 mg was given orally
once a day to a sample of 19 anuric patients on hemo-
dialysis for 2 weeks. Laboratories’ analyses were ob-
tained in three phases: baseline, after diuretic use, and
after a 2-week washout phase.
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Results We demonstrated that serum calcium (Ca) increased
in ten patients (52.6%) after HCTZ use, returning to previous
levels after the washout period. Out of the 19 patients, ten
presented PTH > 300 pg/ml, and Ca has increased in eight
of'them, whereas in the other nine patients with PTH < 300 pg/
ml, serum Ca has increased only in two individuals (RR risk of
increase Ca 3.9; p = 0.012).

Conclusions HCTZ was capable of increasing serum Ca in a
sample of anuric patients on hemodialysis and seems this ef-
fect is highly dependent on PTH levels. Caution is required
while interpreting this result, as the small sample size might
implicate in a finding caused by chance.

Keywords Diuretic - Hemodialysis - Hydrochlorothiazide -
Calcium - Parathyroid hormone

Introduction

Thiazide diuretics are widely used to treat hypertension
in patients with chronic kidney disease (CKD). As the
prescription of diuretics increased in the last two de-
cades so did the incidence of associated hypercalcemia.
In most cases, serum calcium returns to the normal
range after drug suspension, except in cases of underly-
ing primary hyperparathyroidism. [1] The mechanism of
increasing serum calcium is often explained by renal
effects of thiazides: increasing urinary calcium absorp-
tion or causing metabolic alkalosis. [2, 3] However, we
have recently shown that diuretics’ effects on calciuria
did not fully explain serum calcium levels and PTH
among CKD patients. [4] Still, observational studies
do not allow us to conclude the use of diuretics can
directly affect PTH levels.
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Table 1

Laboratory parameters during study protocol, according to parathyroid hormone (PTH) levels

PTH <300 (N=9)

PTH > 300 (N = 10)

Baseline HCTZ Washout
PTH (pg/ml) 186 (39, 284) 118 (44, 204) 124 (39, 248)
AP (UI/) 76 (61, 101) 77 (62, 102) 82 (61, 113)
TCa (mg/dl) 8.9 (8.0, 9.6) 8.3(7.7,9.2) 8.7 (8.0, 10.2)
Mg (mg/dl) 24+03 24+03 24+03
P (mg/dl) 5614 52+£22 54+1.6

0918
0.809
0.327
0.461
0.759

Baseline HCTZ Washout p

575 (490, 926) 683 (224, 871) 590 (482, 847) 0.717
96 (63, 169) 97 (56, 169) 115 (68, 174) 0.264
9.2(9.1,94) 9.4 (9.3,10.1)* 9.2 (8.8,9.7) 0.019
26+05 25+04 25+0.5 0.571
6.0+2.1 58+2.1 58+23 0.863

PTH parathyroid hormone, AP alkaline phosphatase, 7Ca total serum calcium, Mg magnesium, P phosphate

*p < 0.005 vs. baseline

A previous study has shown that the hypocalciuric effect
only occurs in the presence of at least normal levels of PTH.
[5]. If there is any action of thiazide in patients without renal
failure, and also, the role of PTH in such situation has never
been tested. Meanwhile, in CKD patients, in which calciuria is
lower due to a decline of renal function [4], thiazide-induced
augment in serum calcium was observed on hemodialysis pa-
tients [6], suggesting an extra renal effect on calcium metab-
olism. Based on this result, one can argue that thiazide effect
on serum calcium is not entirely based on calcium excretion.
Nevertheless, this study was conducted in the 70s and, since
then, dialysis prescription and technology, clinical guidelines,
and even assays for measuring PTH have substantially
changed.

To assess thiazide extra renal effect on serum calcium and
whether such an effect is reliant on PTH, we evaluated a sam-
ple of anuric patients on hemodialysis.

PTH < 300 pg/ml
12

11+

10+

Total calcium, mg/d|
©
1

8 -
7 ‘—'/‘
6 T T T
Baseline HCTZ Washout
p =0.652

Methods

A total of 19 individuals were included, and hydrochlorothia-
zide (HCTZ) was given orally 100 mg once a day for 2 weeks.
Blood samples were obtained in three phases: baseline, after
diuretic use (HCTZ phase), and after a 2-week washout phase.
Chronic glomerulonephritis and diabetes accounted for the
majority of CKD etiology (84%). During the study protocol,
dialysis prescription was unchanged as well as medications
such as calcium salts, calcitriol, and sevelamer.

Alkaline phosphatase, phosphorus, total calcium, 25 hy-
droxy vitamin D, and magnesium were measured in each phase
of study, according to standard techniques. Calcium was mea-
sured by an automatic colorimetric method. Parathyroid hor-
mone (PTH) was measured by a second-generation chemilumi-
nescence immunoassay (RR = 11-65 pg/ml; Roche immuno-
assay analyzer, Roche Diagnostics, Germany). This assay

PTH = 300 pg/ml

12+
*
114
3
> 104
£
£
G 9 -
©
3]
©
- 8-
o
7 =
6 T T T
Baseline HCTZ Washout
p=0.010

*p <0.005 vs. baseline

Fig. 1 Total serum calcium course during study protocol, according to parathyroid hormone (PTH) levels, <300 pg/ml (Fig. 1a) and >300 pg/ml

(Fig. 1b)
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detects both intact PTH and some inactive fragments,
from 1.20 to 5000 pg/ml or 0.127 to 530 pmol/ml;
CV of the method is 2.1%.

A pharmacist assessed adherence based on pill count
technique.

All patients signed an informed consent. The Local
Research Ethics Boards has approved this study (Cappesq
#42093415.9.0000.0068).

Statistical analysis

Data are presented in mean + SD or median (25.75) according
to normality distribution, tested with D’ Agostino-Pearson om-
nibus normality test. Mean differences in variables among
baseline, HCTZ, and washout phases were assessed by repeat-
ed measures ANOVA, with Bonferroni post-test when signif-
icant, or Friedman test when appropriate. A value of p < 0.05
was considered significant. Analyses were performed with the
use of SPSS 21.0.1 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) and
GraphPad Prism® software, version 6.0 (GraphPad
Software, Inc., CA, USA).

Results

Patients aged 44 + 15 years (68% were men), on hemodialysis
for a median time of 4 years (2, 15). Serum calcium (Ca)
increased in ten patients (52.6%) after HCTZ use when com-
pared to the baseline, returning to previous levels after the
washout period. No statistical significant changes were found
in alkaline phosphatase, phosphorus, and magnesium during
the study protocol, as shown in Table 1. A total of six patients
had previous parathyroidectomy, in which serum calcium did
not increase. In order to analyze the role of PTH in HCTZ
response, we divided patients in two groups: PTH > 300 and
PTH <300 pg/ml. Baseline 25 hydroxy Vitamin D levels were
similar between these groups [43 (31, 56) vs. 47 (33, 59) ng/
ml in patients with PTH > 300 and PTH < 300 pg/ml, respec-
tively, p = 0.646]. Out of the 19 patients, ten patients had
PTH > 300 pg/ml, and Ca increased in eight of them whereas
in the other nine patients with PTH < 300 pg/ml, serum Ca has
increased in two patients (RR risk of increase Ca 3.9;
p = 0.012). As shown in Fig. 1a, when PTH is <300 pg/ml,
there was no difference in serum Ca among study phases
(p = 0.652). However, as shown in Fig. 1b, when PTH is
>300 pg/ml, serum Ca increased at HCTZ phase and returned
to baseline levels in the washout phase (p = 0.010).

Discussion

We have demonstrated that HCTZ was capable of increasing
serum Ca in a sample of anuric patients on hemodialysis,

showing the extra renal effect of this diuretic. Furthermore,
it seems that the effect of HCTZ on serum Ca is highly de-
pendent on PTH levels.

A well-known thiazide effect on calcium metabolism
is increasing calcium absorption in renal tubules, and
this is accepted as the primordial mechanism to cause
increase in serum Ca and consequent suppression of
PTH, as demonstrated in patients without CKD. [7]
The CRIC study has suggested that elevations in PTH
in CKD patients were related to increased calciuria by
loop diuretic use. Authors also showed that thiazide
could attenuate this effect by the opposite mechanism.
[8] However, we have shown that calciuria in CKD
patients is low and decline similarly in both groups of
diuretic use (HCTZ and furosemide), as the renal func-
tion decreases. Indeed, calcium excretion was not asso-
ciated with increased risk of secondary hyperparathy-
roidism. [4] Corroborating this mechanism, it has been
demonstrated that thiazides significantly decrease
calciuria, with no effect on serum calcium and PTH. [9]

A previous study has suggested that thiazides require
the presence of PTH as a permissive condition for its
renal action [10]. In the current study, we have found
an augment in Ca after HCTZ use only in patients with
high PTH > 300 pg/ml, suggesting a similar mechanism,
yet of unknown meaning. Although our study design
could not assess the source of calcium, whether it came
from the bone or bowel, or even if its effect would last
longer, we alert the scientific community on the neces-
sity of prospective studies to elucidate thiazide extra
renal effect mechanism and to better understand the im-
pact on bone disorders. Since HCTZ is a relatively low
price drug and might be used for prevention of second-
ary hyperparathyroidism in CKD patients, further studies
are welcome.

We are aware of several limitations of the current study: the
small sample size, which increases a type I error and our PTH
assay detected both intact PTH and some inactive fragments;
there is no control group. This limitation was partially over-
come by measuring the same subject in three different situa-
tions, and also because of a washout period, we have no data
on 1.25 dihydroxy vitamin D, FGF23, and bone alkaline phos-
phatase that would certainly help explaining our results.
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