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Resumo

Carneiro Filho EJDS. O hiperparatireoidismo secundario grave altera a expressdo génica e
proteica do tecido muscular: o papel da paratireoidectomia sobre a miopatia urémica [tese]. Sdo
Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2023.

O Hiperparatireoidismo secundario (HPTS) grave esta associado a aumento de morbidade e
mortalidade de pacientes com doenca renal cronica (DRC). O impacto negativo desta condicao
sobre o0 esqueleto resulta em aumento de risco de fraturas devido a alteracdo em remodelagéo
Ossea e perda de osso cortical. Embora a perda de forca muscular seja comumente relacionada
a esta patologia, o efeito do HPTS sobre a expressdo génica e proteica em tecido muscular é
desconhecido. Avaliamos o fenétipo muscular através de analise funcional, gasto energético,
composicdo corporal e bidpsia muscular de pacientes com HPTS grave, assim como as
mudancas ocorridas apos 6 meses da paratireoidectomia (PTX). Examinamos a relacdo de
componentes do distarbio mineral e 6sseo da DRC, proteinas relacionadas a remodelagéo 6ssea,
dosagem de miocinas e citocinas inflamatdrias com alteracGes na densidade mineral dssea e
histologia do tecido muscular. Foram incluidos 30 pacientes com uma média de idade de 39 *
12 anos, predominio de sexo feminino (60%), com tempo médio em dialise de 66 meses. No
inicio, os pacientes apresentavam concentragdes reduzidas de irisina e Akt no tecido muscular,
além de aumento das concentracdes de fator de transformacdo do crescimento-beta (TGF-p),
fator de crescimento dos fibroblastos (FGF)-21, osteopontina, osteocalcina e ligante do receptor
ativador do fator nuclear Kappa B (RANKL) em relacdo a individuos saudaveis. Apds 6 meses
da PTX, houve melhora de performance e forca muscular, sem mudanca na massa muscular ou
no gasto energético de repouso. Houve ganho de massa Gssea, que ocorreu de forma mais
significativa em pacientes submetidos & PTX total em relaco a subtotal. Em relagdo a analise
tecidual, houve redugdo nas concentracOes teciduais de osteopontina, esclerostina, RANKL,
osteocalcina e TGF-B no p6s-PTX, além de um aumento significativo de irisina e de Akt. A
reducdo dos niveis de paratorménio (PTH) se correlacionou com ganho de massa 0ssea e
aumento na expressao de irisina muscular. Também observamos uma reducéo na concentracdo
de citocinas inflamatdrias no tecido muscular ap6s PTX. Nossos achados sugerem que o HPTS
exerce um papel na disfuncdo muscular causada pela DRC e que a PTX tem efeito benéfico
sobre miopatia urémica. Dentre nossas hipoteses, esse efeito sobre tecido muscular pode ser
direto através do PTH e/ou indireto atraves de inflamacao e alteracdo da remodelacao dssea.

Palavras-chave: Hiperparatireoidismo secundario. Musculos. Horménio paratiredideo.

Paratireoidectomia. Osteopontina. Inflamacgao.



Abstract

Carneiro Filho EJDS. Severe secondary hyperparathyroidism affects muscle gene and protein
expression: The role of parathyroidectomy on uremic myopathy [thesis]. Sdo Paulo: Faculdade
de Medicina, Universidade de S&o Paulo, 2023.

Secondary hyperparathyroidism (SHPT) is a serious condition and leads to increased morbidity
and mortality in patients with chronic kidney disease (CKD). The negative impact of this
condition on the skeleton results in higher risk of fractures due to changes in turnover and loss
of cortical bone. Muscle dysfunction is commonly related to this pathology, but the impact of
SHPT on muscle gene and protein expression is unknown. We evaluated the muscle phenotype
through strength and performance analysis, energy expenditure, body composition, and muscle
biopsies of patients with severe SHPT at baseline and 6 months after parathyroidectomy (PTX).
We examined the relationship of CKD-mineral and bone disorder parameters, proteins related
to bone remodeling, myokines, and inflammatory cytokines with changes in bone mineral
density and muscle tissue histology. We enrolled 30 patients with 39 + 12 years, most of them
were females, with dialysis vintage around 66 months. At baseline, patients had reduced
concentrations of muscle irisin and Akt, and increased concentrations of transforming growth
factor beta (TGF), fibroblast growth factor (FGF)-21, osteopontin, osteocalcin and receptor
activator of nuclear factor kappa-B ligand (RANKL) compared to muscle analysis from healthy
patients. After 6 months of PTX, despite no changes to muscle mass or energy expenditure,
there was an improvement in performance and muscle strength, as well as in bone mass, which
occurred more prominently in patients undergoing total PTX compared to subtotal PTX.
Regarding tissue analysis, there was a reduction in tissue concentrations of osteopontin,
sclerostin, RANKL, osteocalcin and TGFp after PTX, and a significant increase in muscle
concentration of irisin and Akt. The reduction in parathyroid hormone (PTH) levels correlated
with bone mass gain and increased muscle irisin. We also observed a reduction of inflammatory
cytokines in muscle tissue after PTX. Our findings suggest that SHPT plays a role in CKD-
induced muscle dysfunction and that PTX has a beneficial effect on uremic myopathy. We
hypothesized that this effect on muscle tissue may be direct through PTH and/or indirect

through inflammation and changes in bone remodeling.

Keywords:  Secondary  hyperparathyroidism. Muscles. Parathyroid  hormone.

Parathyroidectomy. Osteopontin. Inflammation.
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1. INTRODUCAO

O paratorménio (PTH) € um horménio sintetizado inicialmente como um peptideo pré-
pré- paratireoideo de cadeia simples, que gera uma proteina com 84 aminoacidos, armazenada
e secretada pelas glandulas paratireoides. Tem uma meia-vida de 5 a 10 minutos e é degradado
pelo figado e pelos rins. As células da paratireoide regulam a secrecdo de PTH através de um
receptor acoplado a proteina-G, também conhecido como receptor sensivel a célcio (CaSR) (1).
Em resposta ao aumento da concentracdo de calcio extracelular, a ligacdo deste ion ao CaSR
ativa vias de sinalizacdo através da inducéo de fosfolipases e do aumento do célcio intracelular,
0 que gera a supressdo de secre¢do do PTH. Além da diminuicdo de secrecdo, o CaSR também

atua aumentando a degradacéo intracelular e diminuindo a sintese de PTH.

As acbes do PTH séo mediadas pelo receptor PTH/PTH-rp tipo 1 (PTHR1), igualmente
ativado pelas por¢des aminoterminais do PTH e PTH-rp (proteina relacionada ao PTH). Este
receptor € mais abundante nos 0ssos e nos rins; no entanto, também é expresso em niveis mais
baixos em outras células do corpo (2). Apesar de ser 51% homélogo ao PTHR1, o receptor de
PTH tipo 2 é ativado pelo PTH e tem menor afinidade pelo PTH-rp. E expresso particularmente
no cérebro e no pancreas, e a sua funcdo ainda é desconhecida (3). Além destes dois subtipos
de receptores de PTH, o subtipo 3 também ja foi descrito, com acgéo estabelecida principalmente

em espécies ndo-mamiferas (4).

Nos rins, 0 PTH atua nas células tubulares proximais para inibir a reabsorc¢éo de fosforo
e estimular a atividade da lo-hidroxilase, enzima que regula metabolismo da vitamina D,
responsavel pela converséo da 25-OH vitamina D (250HD) em 1-25(OH)vitamina D (1,25
OH>VitD) ou calcitriol. Também aumenta a absorcao de célcio atraves da insercao de canais de
calcio na membrana apical dos tubulos distais e estimula a atividade de transportadores de

sodio-célcio basolaterais. Sobre o intestino, 0 PTH exerce influéncia indireta, promovendo
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absorcdo de célcio através da agdo da 1,25 OH,VitD produzida pelos rins (5) .

No tecido 6sseo, 0 PTH age diretamente nas células da linhagem dos osteoblastos,
contribuindo para liberagdo de citocinas, como o fator estimulador de col6nias de macr6fagos
(GM-CSF) e o ligante do receptor ativador do fator nuclear Kappa B (RANKL), os quais
estimulam formacdo de osteoclastos maduros. O PTH também inibe a producdo de

osteoprotegerina (OPG), proteina que atrai RANKL e impede a ativacao dos osteoclastos (6).

A exposicao intermitente ao PTH é osteoanabdlica, causa ativacao da sinalizagcdo Wnt
e aumenta a sobrevida de osteoblastos e ostedcitos, células responsaveis pela formacgéo 6ssea.
A via Wnt engloba moléculas de sinalizacdo que participam de diversos processos fisioldgicos
e que regulam interacdes celulares durante a embriogénese, dentre eles a diferenciacdo e
maturacdo osteobléstica. Inicialmente, a proteina Wnt liga-se ao complexo formado pelo
receptor Frizzled da familia da proteina G e pelo correceptor LPR 5/6. Esses receptores liberam
a B-catenina no citoplasma celular e, em seguida, ocorre sua entrada no nucleo, onde promove
a transcri¢do génica de proteinas relacionadas a diferenciacdo osteoblastica (figura 1). Um dos
reguladores inibitorios da sinalizacdo Whnt € a esclerostina, um produto do gene SOST, expresso
por ostedcitos (7)(8). Sabe-se que, dentre outros fatores ainda desconhecidos, sobrecarga
mecanica e PTH inibem a esclerostina, enquanto citocinas (9), como o fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a), a estimulam. Como o PTH inibe a esclerostina, atua sobre aumento de formacao

0ssea (10).
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Figura 1. Representacdo esquematica da via de sinalizagdo Wnt. Adaptada da referéncia
(11). A proteina Wnt liga-se ao complexo formado pelo receptor Frizzled e correceptor
LPR 5/6, liberando entrada da p-catenina no nudcleo celular. A repressdo da via Wnt
através de seus inibidores (esclerostina e dickkopf related protein 1, DKK1) envolve a
fosforilacdo da beta-catenina, o que a torna inativa.

Enquanto elevacdes intermitentes de PTH atuam estimulando predominantemente
osteoblastos, a elevacao persistente de PTH aumenta principalmente a atividade de osteoclastos.
Portanto, a exposicao intermitente ao PTH gera ganho de massa 0ssea, enquanto a exposi¢ao

continua causa perda da massa 0ssea (12).
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1.1 Disturbio mineral e dsseo da doenca renal crénica: Hiperparatireoidismo Secundario

Na doenca renal crénica (DRC), a perda de taxa de filtracdo glomerular esta relacionada
a um conjunto de alteracGes progressivas envolvendo o PTH, 1,25 OH.VitD, metabolismo do
calcio e fosforo, alem do fator de crescimento de fibroblastos 23 (FGF-23), proteina produzida
pelos ostedcitos, responsavel pela regulacdo da fosfatdria e inibigdo da la-hidroxilase.
Disturbios do metabolismo mineral e 6sseo da DRC (DMO-DRC) sdo compostos por alteracoes
laboratoriais, anormalidades na remodelacdo Ossea, mineralizacdo e volume 6sseo, além da
presenca de calcificacdo extra-esquelética. A maior parte dos pacientes com DRC de longa data
apresenta elevacdo dos niveis séricos de PTH, o que caracteriza o hiperparatireoidismo

secundario a DRC (HPTS) (13).

Nos rins com fungdo preservada, a enzima la-hidroxilase converte a 250HD em 1,25
OH»VitD, que promove a absorc¢do intestinal de calcio e fésforo, e inibe a transcricdo de PTH.
Portanto, a diminuicdo da producéo de calcitriol na DRC, seja por déficit do substrato 250HD,
seja por diminuigdo da agdo da la-hidroxilase, favorece o aumento da sintese de PTH. Tal efeito
ocorre tanto pela diminuicéo do célcio sérico, como pelo menor efeito supressor do calcitriol
sobre a paratireoide devido a uma menor expressao de receptor de vitamina D (VDR) nas

glandulas (5).

O declinio da func&o renal esté associado a aumento nos niveis de FGF-23, resultando
em aumento da fosfaturia e deficiéncia de vitamina D ativada (14). Esse processo torna o
balanco de fosforo no organismo complexo, adaptando-se de acordo com a progressao da DRC,

conforme demonstrado em revisdo anexada no apéndice A (15).

Além de reducdo na producdo renal de calcitriol, a progressdo da DRC também esta
associada a reducéo na expressao da proteina klotho, correceptor do FGF-23, que esta presente

principalmente nos rins e nas paratireoides. A diminuicdo da expresséo renal de klotho leva a
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um aumento compensatorio do FGF-23 para manter os niveis séricos de fésforo dentro da faixa
de referéncia. No entanto, em fases mais avancadas da DRC encontramos a coexisténcia de
aumento dessa fosfatonina e altos niveis circulantes de fdésforo, o que contribui para o
desenvolvimento de calcificacdo vascular, conforme demonstrado em modelo experimental em
camundongos (16). Além disso, niveis elevados de fosforo atuam sobre atividade de CaSR,
contribuindo para aumento da secre¢io de PTH (17) . A medida que a doenca renal avanca,
também ocorre diminuigdo da expressdo de klotho nas paratireoides. Uma vez que as glandulas
paratireoides expressam receptores de FGF e klotho (18), um dos mecanismos que regulam a
secrecdo de PTH envolve o FGF-23, reduzindo transcricdo de PTH por vias dependentes e
independentes de klotho (19). Assim, a perda de klotho renal e nas paratireoides,
hiperfosfatemia, deficiéncia de vitamina D e aumento do FGF-23 (18) s&o mecanismos

patogénicos da progressao do HPTS conforme ilustrado na figura 2.

Reduc¢ao da TFG v

4 FGF-23 | €=—— | ¢ Klotho

Sobrecarga de P

___________

"55elIX01pIy0T ep ogdIqUl

Ly CasR_i
| Psensor? |
v Vi .
T PTH < i_&_\_/RB_.: l Calcitriol < *25(0H)D
1y CasR} 1| Klotho ! |
i
e A

* Absorgao intestinal de célcio

Figura 2. Mecanismos patogénicos da progressao do hiperparatireoidismo secundério. TFG: taxa de
filtracdo glomerular; P: fosforo; CaSR: receptor sensivel a célcio; PTH: paratorménio; VDR:
receptor de vitamina D; 250HD: 25-hidroxi-vitamina D; FGF: fator de crescimento dos fibroblastos.
Adaptado da referéncia (20)
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No tecido 0sseo, a doenca de alta remodelacdo induzida pelo excesso de PTH esta
associada a diminuigdo de densidade cortical e trabecular, aumentando o risco de fraturas (21).
Ha evidéncia de efeitos distintos sobre 0os compartimentos trabecular e cortical de acordo com
diferentes niveis de PTH (22). O osso cortical contribui para a for¢ca mecénica do esqueleto,
sendo o compartimento mais afetado pelo hiperparatireoidismo (23)(24), inclusive em
avaliacdo com biopsias 6sseas 0 excesso de PTH promoveu aumento da reabsorcéo periosteal

e reducdo na espessura cortical em casos de hiperparatireoidismo primario (25).

Estudos sugerem que o fator de transformacéo do crescimento-p (TGF-p), proteina com
papel sobre diferenciacdo celular, também age sobre remodelacdo éssea, regulando o
recrutamento de osteoclastos e osteoblastos. Analise in vitro mostrou que 0 TGF-p aumenta a
sintese de proteinas pelas células osteoblasticas (26), e que a injecdo local de TGF-B no
peridsteo estimula a formacao dssea (27). Além disso, camundongos com knockout do receptor
de TGF-B desenvolvem uma diminuigdo no osso cortical ¢ um aumento no compartimento

trabecular (28).

Em estudo com animais urémicos, houve correlacao entre a expressao renal de FGF-23
e a expressdo de TGF-B (29). Em pacientes com osteodistrofia renal, os niveis de TGF-B sao
significativamente mais altos do que aqueles sem essa condicdo (30), e uma expressdo 0ssea
mais alta desta proteina foi observada em pacientes com DRC avancada e remodelacdo 0ssea
aumentada (31). De fato, Santos et al.(32) demonstraram uma expressao elevada de TGF-p na
medula 6ssea de pacientes com HPTS, que melhorou ap6s a PTX. Ha evidéncias de que PTH e

TGF-B atuam juntos para exercer suas atividades biologicas no osso (33).

Além dos efeitos bem descritos sobre tecido ésseo, o excesso de PTH circulante tem
repercussdes sobre diversos 6rgdos no contexto da DRC em estdgio avancado, conforme
detalhado em publicacdo mostrada no apéndice B (20). Estudos observacionais encontraram

associac0es entre niveis altos de PTH e doenca cardiovascular, como calcificagao vascular (34)
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e insuficiéncia cardiaca (35), conferindo uma percentagem de risco de morte superior & anemia
ou a baixa dose de dialise (17,5% contra 11,3% e 5,1%, respectivamente) (36). O aumento
persistente de PTH eleva a oferta endogena de célcio e de fosforo, o que contribui para a
calcificagdo, disfungdo endotelial e hipertrofia miocardica (37). Portanto, o PTH atua sobre a

remodelacgdo cardiaca, gerando alteracGes sobre a morfologia e a funcdo deste érgéo.

Além do efeito cardiovascular, o HPTS também tem impacto negativo sobre a funcéo
renal. Um estudo de coorte retrospectivo com 13.772 pacientes incidentes em hemodialise
revelou uma associacao entre a reducdo da funcdo renal residual e DMO- DRC, incluindo niveis
elevados de PTH intacto e fosfatase alcalina, e baixos niveis de célcio (38). De acordo com
dados publicados em uma metandlise, existe uma associacdo independente entre os niveis
séricos de fdsforo, insuficiéncia renal e mortalidade entre pacientes com DRC que ndo
necessitam de dialise (39). Também foi demonstrado que pacientes com diabetes, HPTS e DRC
em fase pré-dialise requerem maior utilizacdo de recursos de salde e experimentam uma
progressao mais rapida da doenca renal quando comparados com diabéticos com DRC em fase
pré-dialise, mas sem HPTS (40). Portanto, o HPTS, além de ter efeito sobre remodelacdo 6ssea
e regulacdo dos niveis de célcio sérico, também tem acdo sobre remodelacdo cardiaca e
progressdo de DRC.

O arsenal terapéutico para o tratamento do HPTS inclui vitamina D, analogos de
calcitriol, calcimiméticos e quelantes de fosforo. Quando o diagnostico do HPTS ¢é feito
tardiamente, na presenca de doenca 6ssea grave, frequentemente acompanhado de calcificacdo
vascular e deterioracdo da qualidade de vida, apenas o tratamento medicamentoso néo e eficaz.

Neste caso, os pacientes tém indicacdo de paratireoidectomia (PTX).

A PTX € o tratamento cirdrgico para 0s pacientes com HPTS severo, refratario ao
tratamento clinico ou que apresentem hipercalcemia, dor dssea, doenga 0ssea, calcificagcdes

metastaticas ou prurido intratavel. Atualmente, as técnicas mais utilizadas sdo a PTX total com
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autotransplante de pequenos fragmentos de tecido paratireoideo no térax ou no antebraco, e a
PTX subtotal, quando séo retiradas 3 glandulas e 3/4 da menor glandula. Apds a cirurgia de
PTX, ocorre aumento de mineralizacdo e reducdo de reabsor¢do 6ssea, levando a sindrome de
“fome Ossea”, caracterizada por hipocalcemia, hipofosfatemia e elevacéo da fosfatase alcalina.
Durante este periodo, geralmente h& necessidade de reposicdo de grandes quantidades de calcio

e calcitriol (41).

Estudos confirmam a melhora de sobrevida em pacientes com HPTS moderado ou grave
guando submetidos a PTX, com melhora de sintomas como dores ¢sseas e incidéncia de fraturas
(42), além de melhora na qualidade de vida (43). Com frequéncia, é perceptivel o ganho
ponderal, aumento de indice de massa corporal (IMC) e circunferéncia abdominal em pacientes
renais cronicos apos serem submetidos & PTX (44). Em relagdo ao desempenho muscular, ja foi
demonstrado um ganho significativo de forca 12 meses apds PTX em pacientes com diagnostico

de hiperparatireoidismo primario (45).

Caso ndo seja realizado tratamento adequado, niveis persistentemente elevados de PTH
geram efeitos deletérios sobre os tecidos, mediados diretamente através expressao do seu
receptor ou, indiretamente, através da remodelacdo Gssea alterada. Por meio de mecanismos
dependentes e independentes do calcio, além da perda de massa 6ssea, a acdo do PTH leva a
manifestacbes da sindrome urémica (46), como calcificacdo da pele e tecidos moles,
cardiomiopatia, aumento do gasto energético e fraqueza muscular, um dos aspectos

fundamentais para o diagndéstico da sarcopenia.

1.2. Sarcopenia: vias de sintese e degradacdo de proteinas no tecido muscular

No passado, a sarcopenia era definida como a perda de massa muscular associada ao

envelhecimento. Atualmente é considerada uma doenca muscular, e sua definicdo inclui
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aspectos qualitativos, como reducdo de forca e performance muscular, além da reducdo da
massa, podendo estar relacionada a condicGes sistémicas associadas ou ndo ao envelhecimento
(47).

O desequilibrio entre sintese e degradacdo de proteinas miofibrilares € um dos pilares
para desenvolvimento de sarcopenia. Reduc¢do da ingestdo energético-proteica, sedentarismo e
imobilidade prolongada sdo importantes desencadeantes de sarcopenia, bem como a reducdo de
horménios anabdlicos (fator de crescimento semelhante & insulina tipo 1 [IGF-1] e horménio

do crescimento [GH]) (48).

O GH regula a producéo hepatica de IGF-1, e esse eixo GH/IGF-1 é importante para a
manutencdo da homeostase 6ssea ao longo da vida. Individuos com deficiéncia de GH possuem
niveis reduzidos de IGF-1 e menor massa 6ssea que 0s normais (49), e o declinio de IGF-1
sérico parece associado a reducdo de massa 6ssea no envelhecimento (50). Além do efeito em
tecido dsseo, estes hormdnios atuam como agentes anabdlicos e anticatabolicos no musculo
esquelético, promovendo ganho de massa muscular (51). Eles agem ligando-se aos seus
respectivos receptores e desencadeiam a ativacdo de varias quinases, como a fosfatidilinositol-
3-quinase (PI3K), que ativa cascata de sinalizacdo intracelular da Akt, também denominada de
proteina quinase do tipo B (PKB). A Akt tem papel importante no controle de vias regulatérias
de funcionamento celular, bem como em vias de sinalizacdo intracelular que regulam a sintese
proteica no tecido muscular, conforme demonstrado na figura 3. Terracciano et al. revelaram
uma expressao reduzida dos niveis de Akt no tecido muscular de pacientes idosos com
osteoporose e concluiram que a baixa densidade mineral dssea esta associada a atrofia muscular

nestes pacientes (52).
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Figura 3. Esquema de mecanismos que controlam a via P13-quinase/Akt. mTor: mammalian Target
of Rapamycin; IGF-1: fator de crescimento semelhante a insulina tipol; IRS: receptor da insuling;
PI3K: fosfatidilinositol-3-quinase; JNK: c-Jun N-terminal quinase; MAPK: proteino-quinases
ativadas por mitégenos. Adaptado da referéncia (53)

Além de atuar sobre sintese, a Akt também age inibindo a degradacédo proteica através
da fosforilacdo dos fatores de transcricdo da familia FoxO (Forkhead box O). Esse fatores
integram uma subfamilia de um grupo de fatores de transcricédo forkhead, com papel importante
para a homeostase celular. Em seres humanos, existem os subtipos FoxO1, FoxO3, FoxO4 e
FoxO6, todos presentes no tecido muscular esquelético (54). Em relacéo ao trofismo muscular,
0s FoxO1 e FoxO3 sdo reguladores da degradacdo proteica através da apoptose de fibras
musculares estriadas, uma vez que atuam sobre vias proteoliticas, como a via ubiquitina-
proteassoma e a autofagica- lisossomal (55). A Akt estimula a sintese proteica através da
ativacdo da proteina alvo da rapamicina em mamiferos ou mammalian Target of Rapamycin
(mTOR), entre outras moléculas sinalizadoras (56). Por outro lado, a Akt promove inibigéo de

atividade da FoxO, e a inativagdo da Akt causa desfosforilagdo de FoxO, que, ao ser translocado

para o nlcleo, pode exercer a sua atividade transcricional e ativar genes constituintes do sistema
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proteolitico dirigido pelo proteassoma.

As duas principais vias proteoliticas dentro do mdsculo esquelético, o sistema
ubiquitina-proteassoma (SUP) e sistema autofagico-lisossomal, séo responsaveis pela
degradacdo da maioria das proteinas e organelas. A maioria dos mecanismos envolvidos no
desenvolvimento de sarcopenia estimula a via do SUP dependente de ATP (57), ilustrada na
figura 4, que tem como funcgdes bésicas a ubiquitinagdo de substratos proteicos destinados a
proteodlise. Proteinas destinadas a degradacdo devem estar marcadas com uma ligacéo covalente
de mdaltiplos monémeros de ubiquitina, peptideos compostos de 76 aminoacidos. A
ubiquitinacdo é produto de reacdes quimicas que requerem acdo de trés enzimas: a enzima
ativadora de ubiquitina (E1), a enzima conjugadora de ubiquitina (E2) e a enzima ubiquitina-
ligase (E3), também conhecida como E3-ligase. As enzimas do tipo E3 conferem especificidade
a proteina-alvo para degradacdo. No mdsculo esquelético, foram identificadas duas E3
especificas que estdo relacionadas ao processo de atrofia: a atrogina-1 (Muscle Atrophy F-box
ou MAF-bx) e a MuRF-1 (Muscle Ring Finger-1). Alguns estudos descreveram o aumento da
expressdo de subunidades do proteossomo e de enzimas ubiquitinantes durante a atrofia
muscular, bem como o aumento da expressdo de E3 ligases em modelos de denervacao,

imobilizacéo, restricdo alimentar, diabetes mellitus e uremia (58).
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Figura 4. Sistema ubiquitina-proteossoma dependente de ATP. Adaptado de Rev Bras
Reumatol 2012;52(2):247-259

Evidéncias apontam que a atividade da via da PI3K/AKkt é inibida em estados de atrofia,
levando a ativacdo dos fatores de transcricdo FoxO e da atrogina- 1/MAFbx (59). Além disso,
o tratamento com IGF-1 ou a expressdo aumentada da Akt inibe a expressdo da atrogina-1 (60)

(61).

Outro regulador da via proteolitica no processo de atrofia do muasculo esquelético é a
miostatina, proteina integrante da superfamilia TGF-B, que atua na regulacdo do
desenvolvimento muscular durante a fase embrionaria e na vida adulta. Além de inibir a sintese
proteica por reducdo da resposta celular a fatores anabdlicos, como insulina e IGF-1, também
promove aumento na degradacao de proteinas musculares por inibi¢do da via PI3K/AKkt, e por
estimulacdo da atrogina e outros genes relacionados a atrofia muscular (62), conforme

demonstrado na figura 3. Além dos efeitos sobre o musculo, ha relatos da atuacao da miostatina
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sobre inibicdo de diferenciacdo osteobléstica (63) e aumento da expressdo de RANKL,
promovendo a diferenciacdo e a atividade dos osteoclastos (64). Esses achados sugerem que a
miostatina exerce efeitos negativos na massa 6ssea por meio da diminui¢do da formacéao e do

aumento da reabsorcéo.

1.3. Interacéo bioquimica entre Osso e Musculo

Além da influéncia mecénica, muitos fatores circulantes, como a miostatina, afetam
simultaneamente 0s 0ssos e musculos, gerando interacdo entre ambos por meio de vias de
sinalizacdo locais e humorais. O entendimento sobre as vias de sinalizacdo que regulam o
turnover proteico do tecido muscular permite maior compreensao da interacdo entre 0sso e

musculo, além da elaboracdo de uma abordagem terapéutica direcionada.

Produtos especificos de osteoblastos e ostedcitos, incluindo osteocalcina e esclerostina,
podem atuar como fatores enddcrinos com acdo sobre o masculo. Ja foi demonstrado que a
osteocalcina, proteina da matriz dssea ndo colagena produzida por osteoblastos, através da
fracdo ndo carboxilada, esta envolvida na adaptagdo da miofibra ao exercicio (65). Mera et al.
(66) mostraram que camundongos com deficiéncia de osteocalcina exibiram uma diminuicéao
na massa e funcdo muscular, sugerindo que a osteocalcina pode exercer efeitos anabolicos
musculares. Os niveis de esclerostina, por sua vez, ja foram negativamente relacionados com a
massa muscular esquelética, independentemente de fatores como contedo mineral dsseo e
massa gorda (67). Como é um regulador da via Wnt, que é ativada durante a regeneracao

muscular in vivo, a esclerostina pode ter papel na diferenciacgéo e proliferagédo de mioblastos.

Embora tenha uma agdo bem definida sobre o musculo cardiaco (68), o papel do FGF-
23 sobre musculatura esquelética ainda é desconhecido. Sabe-se que outros FGFs tém papel na

manutencdo e reparacdo do musculo esquelético (69), podendo ativar inclusive vias de
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sinalizacdo intracelular, como PI3K/Akt. O FGF-19, por exemplo, estd envolvido na
preservacao de massa muscular durante a atrofia induzida pelo tratamento com glicocorticdides,
obesidade e envelhecimento (70). Enquanto o FGF-19 atua na sintese proteica, 0 FGF-21 é um

marcador de disfun¢do mitocondrial do tecido muscular (71, 72).

O TGF-B ¢é expresso em tecido 0sseo e tecido muscular, e atua inibindo a miogénese
(73). Ha evidéncias em estudos com murinos de que ocorre liberagdo de TGF-p pelo osso em
situaces de remodelacdo dssea alterada, como metastases 6sseas, que afetam canais de célcio
nas celulas musculares e contribuem para desenvolvimento de fraqueza muscular (74). Os
niveis de TGF-B1 também estdo aumentados em pacientes com doengas musculares, como
distrofia muscular de Duchenne (DMD), tanto no plasma quanto no musculo, e a expressdo de
TGF-B1 se correlaciona com fibrose muscular (75, 76). O aumento da sinalizagédo de TGF-p

também foi associado a vérias outras miopatias adquiridas (77).

A osteopontina (OPN) é uma glicoproteina ndo-coldgena da matriz extracelular do
tecido 6sseo, codificada pelo gene SPP1, e esta envolvida em muitos processos fisiologicos e
patoldgicos, como na fibrose muscular relacionada a distrofinopatias. Além do seu papel na
regulacao da resposta das células dsseas ao efeito do PTH (78, 79), ela também atua como
citocina inflamatdria e promove a migracdo de células imunes (80, 81). Vetrone et al. (82)
descreveram concentracdes elevadas de OPN tanto no soro de camundongos mdx, modelo
animal para a DMD, quanto musculo de pacientes com DMD. A delecéo de OPN levou a uma
reducdo nos neutrofilos e células T natural killer nos musculos em comparacdo com 0S
musculos de camundongos mdx expressando OPN. Essas alteracdes nas células inflamatdrias
também foram acompanhadas por uma reducdo na expressdao de TGF-p muscular, que se

correlacionou com o aumento da forga e reducéo da fibrose.

N&o somente o tecido 6sseo, mas o musculo esquelético também atua como um 6rgao

enddcrino por meio de peptideos chamados de miocinas, que estdo envolvidas no crosstalk entre
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0 musculo e outros 6rgdos. Além da miostatina ja mencionada, varios tipos de miocinas ja foram

identificadas, dentre elas a irisina.

A irisina é um dos peptideos produzidos pelo musculo a partir da proteina
transmembrana fibronectina tipo Il contendo o dominio 5 (FNDC5), que, ap0s clivagem e
glicosilacdo, é liberada na circulagdo durante o exercicio fisico, possuindo efeito em érgéos a
distancia. Pertence a classe das adipomiocinas, modulando o gasto energético através do tecido

adiposo e facilitando a captacéo de glicose pelo musculo.

A irisina tem efeitos sobre metabolismo Gsseo; inclusive, hé evidéncia de que proteinas
da classe aV integrina atuam como possiveis receptores da irisina em ostedcitos (83). Também
ha estudos que demonstraram efeito da irisina sobre diferenciacdo e proliferacdo dos
osteoblastos, bem como aumento na expressdo de reguladores da transcrigdo osteoblastica (84,
85). Estudos experimentais sugeriram uma correlacdo negativa entre irisina e PTH, uma vez
que foi identificada uma expresséo reduzida de FNDC5 em miotubos tratados com PTH (1-34),
além de uma expressdo diminuida do receptor de PTH em osteoblastos tratados com irisina
(86). Tais achados foram corroborados pelo achado de uma reducdo significativa da
concentracdo sanguinea de irisina em mulheres na pds-menopausa com diagnéstico de

hiperparatireoidismo primario.

1.4. Impacto da DRC sobre o tecido muscular

A sarcopenia afeta todos os estagios da DRC, piorando com o declinio da taxa de
filtracdo glomerular, e envolve tanto uma redugdo no nimero quanto no tamanho da fibra
muscular (87). J& foi demonstrado que a progressdo da DRC esta associada a disfuncéo

mitocondrial no tecido muscular (88), e que pacientes com DRC em tratamento dialitico
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apresentam perda mais significativa de massa muscular quando comparados aqueles em
tratamento conservador (89). O diagndstico de miopatia urémica é baseado em caracteristicas
clinicas, incluindo fraqueza muscular, e estd relacionado a diminuicdo da sobrevida dos
pacientes. Sua origem é multifatorial, envolvendo alteragBes imunoldgicas, hormonais,
inatividade fisica, acidose metabdlica, ingestdo reduzida de proteinas, excesso de angiotensina
Il e anormalidades do eixo GH/IGF-1. Como resultado desses fatores, ocorre aumento do
catabolismo de proteinas musculares e também uma reducdo no anabolismo muscular. Uma
andlise experimental em modelos de camundongos com DRC demonstrou que ocorre reducéo
de sintese proteica em tecido muscular, bem como aumento da inflamacdo e expressdo de
proteinas nucleolares com atividade sobre as histonas desacetilases, enzimas reguladoras de

transcrigdo génica (90).

Além destes fatores, a deficiéncia de vitamina D também é reconhecida como fator de
risco para a miopatia da DRC (91). Estudos in vitro confirmaram que o receptor de vitamina D
esta presente no musculo, e sua atuacdo ocorre através da expressao génica de proteinas
contrateis e de um efeito ndo gendmico pela regulacdo dos canais de calcio da membrana.
Portanto, a vitamina D pode ter papel importante nas fun¢ées musculares mediadas por célcio,

como contragdo muscular e fungdo mitocondrial.

O tratamento da sarcopenia, condi¢do associada a elevada morbidade em pacientes em
dialise, ainda é alvo de debate. A pratica regular de atividade fisica contribui para desfechos
favoraveis em pacientes com DRC independente do estagio (92). Inclusive, ja foi demonstrado
que o treinamento fisico em pacientes em dialise promove alteragdes na expressao génica de
proteinas musculares relacionadas ao anabolismo proteico (93). Contudo, diante das inimeras
comorbidades associadas no paciente com DRC, comumente a prescri¢do de atividade fisica
regular torna-se um desafio, exigindo alternativas para manutengdo de massa muscular nesta

populacéo.
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O aporte nutricional também deve ser avaliado para tratamento desta condicéo.
Entretanto, apesar de a reducdo de ingesta energético-proteica ter papel importante no
desenvolvimento da sarcopenia, o aumento isolado na taxa de consumo de proteinas é
insuficiente para corrigir a taxa de sintese proteica muscular. Condic¢des especificas, como
envelhecimento por exemplo, causam aumento de protedlise muscular, e a sintese proteica
limitada n&o € corrigida com o aumento isolado do aporte de proteina dietética. Bhasin et al.
(94) avaliaram o aumento de consumo proteico em pacientes idosos (0,8 versus 1,3 g de
proteina/kg por dia) e ndo identificaram aumento de massa corporal magra ou desempenho
muscular. Fujii et al. (95) demonstraram que a sintese de proteinas no musculo é suprimida em
ratos urémicos e este defeito metabolico ndo é revertido com o aumento da proteina dietética.
Diante disso, ainda sdo necessarios mais estudos visando ao desenvolvimento de estratégias

para prevenir ou atenuar a progressédo de sarcopenia relacionada a DRC.

1.5. Impacto do PTH sobre o tecido muscular

Hé& evidéncias em modelos animais de cancer e DRC de que o PTH e o PTH-rp atuam
como mediadores na perda de tecido adiposo e massa muscular, através da ativacdo do PTHRL.
Em estudo experimental, a inoculacdo de células cancerigenas em camundongos foi responsavel
por aumento da concentragdo de citocinas e proteinas relacionadas ao tumor, dentre as quais o
PTH-rp, com capacidade de estimular a transformacdo de tecido adiposo branco em tecido
adiposo marrom, contribuindo para o aumento do consumo de energia através de
termorregulagdo. Ao comparar modelos de DRC em camundongos nefrectomizados
(nefrectomia 5/6), animais com delecdo de PTHR1 em tecido adiposo (modelo Adipo-PTHR-
KO) apresentaram, em comparacdo aqueles sem a delecdo do receptor de PTH, reducgdo de
atrofia muscular e bloqueio na regulagdo dos genes da MuRF-1, atrogina-1 e miostatina, bem

como dos genes reguladores de termogénese do tecido adiposo. Tal achado sugere uma atuagéo
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do PTH sobre o tecido muscular e sobre a regulagcdo do metabolismo energético, e que a delecéo
do PTHR1 pode atuar como importante fator para resisténcia ao desenvolvimento de sarcopenia

(96).

1.6. Justificativa do estudo

A acdo do HPTS sobre o balango de calcio e taxa de formacdo dssea ja é bem
estabelecida; contudo, a acdo do PTH sobre o tecido muscular é pouco conhecida, apesar deste
partilhar com o tecido 6sseo a mesma origem embrioldgica: as células mesenquimais. Diante
da comprovacao da acdo do PTH sobre o masculo, o HPTS pode ter papel adjuvante definido
no desenvolvimento da sarcopenia, condicdo de elevada morbidade relacionada a DRC
avancada, e o seu controle efetivo pode servir como estratégia para melhorar a capacidade

funcional dos pacientes.
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2. OBJETIVOS

2.1. Primario

- Avaliar o impacto da PTX sobre a expressdo génica e proteica do tecido muscular de pacientes

com HPTS grave

2.2. Secundarios

- Avaliar influéncia do tratamento cirtrgico do HPTS sobre a composi¢éo corporal em pacientes

com DRC,;

- Avaliar influéncia da PTX sobre performance muscular e gasto energeético de repouso;

- Estudar mecanismo fisiopatoldgico do HPTS sobre miopatia urémica.



3. METODOS
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3. METODOS

Trata-se de um estudo longitudinal, do tipo coorte prospectiva observacional. Foram
selecionados pacientes acompanhados no ambulatério de DMO-DRC da nefrologia do Hospital
das Clinicas com indicacdo de PTX, com condicdo clinica estavel e capacidade de manter
seguimento regular apés assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido.

O seguimento clinico pré e pos-cirurgico do paciente foi realizado pela equipe de

nefrologia do referido ambulatorio.

3.1. Critérios de Inclusdo

- Diagnostico de Doenca renal cronica estagio 5 submetidos a hemodialise convencional 3 vezes
por semana com diagnostico de HPTS grave, definido pela necessidade de tratamento cirargico
(PTX);

- Idade acima de 18 anos, de ambos 0s sexos, com aceitagdo manifesta ao assinarem o TCLE.

3.2. Critérios de nado-elegibilidade

- Pacientes em uso de imunossupressores ou bisfosfonatos;

- Diabetes mellitus;

- Limitacdo fisica devido dor ou fratura prévia, uso de suporte para deambulacao (cadeira de
rodas ou muleta);

- Pacientes em dialise peritoneal,

- Pacientes em uso de dupla antiagregacéo plaquetaria ou anticoagulantes;

- Doencas infecciosas (hepatites virais ou HIV).
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3.3. Protocolo do estudo

O protocolo do estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do HC-FMUSP, sob o nimero
87886218.7.0000.0068. Pacientes foram submetidos a coleta de amostra de sangue, testes
funcionais, calorimetria indireta, densitometria de corpo total e biopsia muscular em topografia
de vasto lateral antes da PTX e 6 meses ap0s, periodo geralmente suficiente para fim do periodo

de fome 0Ossea p6s-PTX e reducdo da necessidade de reposicao de calcio e calcitriol (97) . .

3.4. Exames Bioquimicos

As analises de PTH (Valor de referéncia - VR 15-65 pg/mL) e 250H D (VR 30-60 ng/mL
para grupos de risco, incluindo DRC) foram feitas pelo método eletroquimioluminométrico. A
fosfatase alcalina (VR mulheres 35-104 U/L e homens 40-129 U/L) foi analisada pelo método
cinético automatizado. As analises de calcio total (VR = 8,4-10,2 mg/dL), fésforo (VR= 2,7-
4,5 mg/dl) e albumina (VR 3,4-4,8 g/dL) foram feitas pelo método colorimétrico automatizado.
Proteina C Reativa (VR<5,0 mg/L) foi feita pelo método imunoturbidimétrico, engquanto
hemoglobina (VR 13,0-18,0 g/dL) e hematocrito (VR 40,0-52,0%) foram feitos pelo método
automatizado/microscopia. Também foi realizada dosagem de glicemia e insulinemia para

identificacdo dos niveis de resisténcia insulinica (fator relacionado a perda de massa muscular).

As analises da esclerostina, FGF-23 intacto, RANKL, osteocalcina, leptina, interleucinas
(IL-6, IL-1B, IL-17A), TNF-a, TGF-B e das miocinas (miostatina, irisina, FGF-21) foram
realizadas por Milliplex® MAP Human Bone Metabolism Magnetic Bead Kit, baseado na
tecnologia Luminex MAP® (Sem VR; Merck Millipore, Darmstad, Alemanha). As analises de
CTX (VR mulheres até 0,57 ng/mL, homens até 0,7 ng/mL) e PINP (VR mulheres 15,1 a 58,6

ng/mL, homens 13,9 a 85,5 ng/mL) foram feitas pelo método eletroquimioluminométrico.
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3.5. Avaliacéo funcional
Para triagem e diagnostico de sarcopenia, 0 European Working Group on Sarcopenia

in Older People (EWGSOP) (47) recomenda seguir o algoritmo ilustrado na figura 5.

SARC-F /
SUSPEITA CLINICA

FORCA
AVALIACAO Grip strength
Chair stand test

SARCOPENIA
PROVAVEL

CONFIRMACAO DXA, Bx cT, RNL.\:R

SARCOPENIA

PERFORMANCE
GRAVIDADE TUG, Velocidade marcha,

400 m walk

Figura 5. Algoritmo para avaliacdo de sarcopenia EWGSOP2. DXA:
densitometria de dupla emissdo com fonte de raios X; BIA: bioimpedancia
elétrica; CT: tomografia; RNM: ressonancia magnética; TUG: timed-up-and-go
test

e Triagem: Para identificar individuos com risco de sarcopenia, além da suspeita clinica, o
EWGSOP recomenda o uso do questionario SARC-F para encontrar sintomas associados a

sarcopenia,;

e Avaliacdo: Diante do rastreio positivo, recomenda-se 0 uso de teste de forca de preenséo
(Handgrip) ou o teste de levantar da cadeira (sit to stand - STS);

e Confirmacdo: Pode ser utilizada densitometria de dupla emissdo com fonte de raios X
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(DXA) ou bioimpedancia elétrica (BIA) na prética clinica. Por meio da avaliacdo de parametros
de massa magra corrigidos, como massa magra apendicular ajustada para IMC ou altura
(ALM/IMC e ALM/alt?, respectivamente), é possivel discriminar o indice de massa esquelética
apendicular e sujeitos com perda “patologica" de massa muscular baseados em valores de corte

especificos validados na literatura, como os descritos na tabela 2.

e Determinar a gravidade: pode ser avaliada por medidas de desempenho como velocidade de

marcha ou timed-up-and-go (TUG).

e Tabela 1. Pontos de corte de sarcopenia EWGSOP2

Teste Ponto de corte Ponto de corte
(Masculino) (Feminino)
AVALIACAO
Handgrip <27 Kg <16 Kg
Sit-to-stand > 15 seg para 5 subidas
QUANTIFICACAO
Massa muscular esquelética apendicular <20 Kg <15Kg
Massa_ muscular egquelética < 7 Kg/m? < 5,5 Kg/m?
apendicular/altura
DESEMPENHO
Teste da caminhada <0,8 m/s
Timed Up and Go (TUG) > 20 seg
Caminhada de 400 m Nao concluido ou > 6 min para conclusio

seg: segundos; m/s: metro/segundo; min: minutos

Tabela 2. Avaliacdo de indice de massa muscular apendicular

Fonte Diagnostico Ponto de corte
EWGSOP MMA/alt 2 F <5,5 kg/m?
M < 7,26 Kg/m?
EWGSORP I MMA/alt 2 F <5,5 kg/m?
M < 7 Kg/m?
FNIH MMA/IMC F<0,512
M < 0,789
IWGS MMA/alt F < 5,67 kg/m?
M < 7,23 Kg/m?
SSCWD MMA/alt - 1 SD para populacgéo de referéncia
AWGS MMA/alt 2 F < 5,4 kg/m?
M < 7 Kg/m?

EWGOP: European Working Group on Sarcopenia in Older People; IWGS: International Working Group on
Sarcopenia; SSCWD: Society of sarcopenia, Cachexia and Wasting Disorders; AWGS: Asian Working Group for
Sarcopenia; FNIH: Foundation for the National Institutes of Health on Sarcopenia Project; MMA: Massa magra
appendicular; Kg/m?: kilograma por metro quadrado; IMC: indice de massa corporal; F: feminino, M: Masculino.
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3.5.1 Questionario SARC-F

Foi desenvolvido como teste de rastreio para a sarcopenia e esta demonstrado no anexo
C. Existem 5 componentes avaliados: forca (dificuldade para levantar peso), assisténcia com
caminhadas, capacidade de levantar de uma cadeira, subir escadas (dificuldade para subir 10
degraus) e frequéncia de quedas no Gltimo ano. Os escores variam de 0 a 10, com 0 a 2 pontos
para cada componente. O rastreio é considerado positivo quando o resultado é maior ou igual a

4.

3.5.2 Acelerbmetro

A atividade fisica habitual foi medida através de acelerdbmetro triaxial (Actigraph,
modelo GT3X). O acelerdmetro é um sensor de movimento que mensura a aceleracdo do
movimento corporal, quantificando a frequéncia, duracgdo e intensidade da atividade fisica. 1sso
reduz a variacao subjetiva estimada pelo autorrelato dos individuos, e atribui medidas objetivas,
em trés planos diferentes (anteroposterior, médio-lateral e vertical), através de sinais de
aceleracdo, como um padrao de oscilacdo, intervalo de tempo e a magnitude. Todos os pacientes
foram instruidos a usar o aparelho durante o dia, exceto durante o banho ou em atividades
aquaticas, por 7 dias consecutivos, garantindo sempre a utilizacdo em pelo menos um dia do
final de semana. O dispositivo ficava preso a um cinto elastico, fixado no lado direito do quadril.
Todos deveriam acumular pelo menos 10 horas de gravacdes de atividade véalidas por dia
durante pelo menos 4 dias. Eles foram instruidos a preencher um diario com registro de quando
o dispositivo foi utilizado e removido para garantir a precisdo dos dados do acelerdmetro (por
exemplo, para distinguir o tempo de sedentarismo). Os dados foram exportados pelo software
Actilife versdo 6.0. A medida do acelerémetro (count) é dada por meio da aceleragéo do corpo

em movimento, e a média do tempo despendido em cada intensidade de atividade foi calculada
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utilizando pontos de corte especificos (98). O tempo total gasto em atividade sedentéria e

atividade fisica moderada e vigorosa (AFMV) foi demonstrado em minutos/dia.

3.5.3 Forcga de preensdo (Handgrip strength)

A forca isométrica foi avaliada através de um dinamémetro de preensdo manual (Takei
A5001 Hand Grip Dynamometer, Takei Scientific Instruments Co., Ltd., Toquio, Japdo). O
protocolo consistiu em trés contracdes isométricas maximas de 5 segundos com periodos de
recuperacdo de 60 segundos, sendo o teste realizado em ambas as maos. Foi realizado o ajuste
para regular a distancia da pegada do dinamémetro com a falange intermédia, para obter um
encaixe adequado na mao para um melhor desempenho. Os participantes foram posicionados
em pé, com os bracos estendidos ao lado do corpo com o dinamémetro voltado para fora. O
maior valor foi anotado para as analises. Para definicdo de perda de forca foram utilizados

pontos de corte de estudo com uma populacao brasileira com faixa etaria correspondente (99).

3.5.4 Teste sit-to-stand-to-sit (STS)

Para o teste de “sentar e levantar”, 0s participantes iniciavam a avaliacdo na posi¢ao
sentada, em uma cadeira apoiada contra uma parede para reduzir o risco de queda, e com 0s
bracos cruzados a frente do tronco. Foi realizado ajuste do assento para manter 90 graus de
flexdo de joelho. Em seguida, foram orientados a manter a extensao dos joelhos ao ficarem de
pé e a apoiarem as costas ao sentarem. No disparo do crondmetro, 0s voluntarios levantaram e
sentaram na cadeira o maior numero de vezes no periodo de 30 segundos, iniciando e
finalizando na posicdo sentada. Duas tentativas foram realizadas com 60 segundos de intervalo

entre elas. Assim, 0 maior nimero de repeticdes entre as tentativas foi utilizado para anélise.
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3.5.5 Teste Timed Up and Go (TUG)

Para a realizacéo do teste, os participantes foram orientados a sentar na cadeira com as
costas apoiadas no encosto, levantar ao sinal do avaliador, sem o auxilio das méos, caminhar 3
metros, dar uma volta de 180° e voltar ao ponto de partida, sentando na cadeira novamente,
apoiando as costas. Os voluntarios foram orientados a realizar o percurso no menor tempo
possivel, sem correr. Duas tentativas foram realizadas com 60 segundos de intervalo entre elas.
Os participantes foram encorajados verbalmente durante a realizagéo de todas as tentativas. N&o
foi utilizado qualquer dispositivo auxiliar de marcha durante o teste. Assim, 0 menor tempo
obtido foi utilizado para analise. O cronémetro era pausado quando o participante encostava

novamente no banco.

3.6. Avaliacédo da composicéo corporal

Estudo de composicdo corporal foi realizado através de DXA para quantificacdo da
massa 6ssea, massa magra apendicular e massa adiposa total. Foi utilizado o densitdmetro GE
Healthcare Lunar iDXA no Laboratério de Metabolismo Osseo da Disciplina de Reumatologia

(LIM17).

Foram utilizados valores de referéncia da EWGSOP Il para definicdo de massa
apendicular reduzida ou indice de massa esquelética alterado (sexo feminino < 15 kgou <5.5

kg/m? , masculino < 20 kg ou < 7 kg/m?) (47).

A DMO é expressa em g/cm? e foram analisados coluna lombar, quadril e corpo total. O
laudo fornece o numero de desvios padréo do resultado obtido em relacdo a média de adultos
jovens, populacéo que representa o pico de massa 0ssea. Este desvio padréo, ou T-score, € usado

para definir o diagnostico de osteoporose segundo os critérios da Organizacdo Mundial da
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Saude: valores até -1 desvios padrdo (DP) da média sdo considerados normais, valores entre

-1,1e- 2,4 DP definem osteopenia e valores < - 2,5 DP diagnosticam osteoporose.

3.7. Avaliacdo de gasto energético de repouso

A analise de gasto energético foi feita por meio de calorimetria indireta, exame realizado
no Laboratorio de Avaliacdo e Condicionamento em Reumatologia (Lacre). Durante o exame,
os dados foram monitorados com o Ergo PC Elite, Inc. Micromed, Brasil. E um método n&o-
invasivo que determina as taxas de utilizacdo dos substratos energéticos a partir do volume de
oxigénio consumido e o de diéxido de carbono produzido por um individuo. Os valores sdo
obtidos a cada inspiracdo/expiracdo (breath-by-breath) e expressos por meio de sistema de
sensor de calorimetria indireta (Cortex® - MetaLyzer 3B® Leipzig, Alemanha) em médias de
30 segundos. Os sensores de oxigénio e didxido de carbono sdo calibrados antes de cada

medicéo.

O local das avaliac6es foi climatizado, a umidade relativa do ar e a pressdo barométrica
foram continuamente monitoradas durante o exame. Por meio de contato telefénico, 0s
participantes eram instruidos a ndo ingerir bebidas cafeinadas ou alcodlicas, a ndo realizar
exercicios fisicos intensos nas 24 horas antecedentes a avaliacdo e a comparecerem em jejum
de pelo menos 3 horas. Apds permanecerem em repouso por aproximadamente 30 minutos, 0s

pacientes eram posicionados em decubito dorsal, e a mensuracéo era iniciada.

O consumo de oxigénio e a producdo de dioxido de carbono foram medidos em
intervalos de 1 minuto durante 30 minutos, e a média do ultimo periodo de medicdo de 25
minutos foi usada para calcular o GER de acordo com a equacéo de Weir [3,942* VO2 (L/min)

+ 1,106 * VCO2 (L/min) * 1.440 min] (100).
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3.8. Biopsia muscular

Os pacientes foram submetidos a biopsia por puncdo com agulha Bergstrém modificado
em topografia de masculo vasto lateral para analise histologica e molecular. Para realizacdo do
procedimento, apds assepsia e antissepsia, € administrado anestésico local e procedida incisdo
de cerca de 0,5 cm na pele do paciente em topografia de musculo vasto lateral da coxa. A agulha
é introduzida dentro do musculo através do tecido subcutaneo e fascia. Em seguida, com uma
seringa de 20 mL, é aplicada pressdo negativa no interior da agulha através de aspiracdo. O
trocarte exterior é puxado, enquanto o tecido muscular é deslocado para dentro da janela da
canula por succao, e o trocarte interior rapidamente fechado para coleta do tecido sob técnica
de guilhotina. Este processo pode ser repetido até trés vezes. Esta técnica de corte produz uma
amostra tecidual de cerca de 90 a 100 mg em individuos saudaveis. Como o procedimento é
feito por puncéo, ndo ha necessidade de sutura apds a sua realizacdo, apenas oclusdo da incisdo
com curativo. Ap6s o procedimento, os individuos podem retomar suas atividades de vida diaria
e realizar atividade fisica vigorosa dentro de 48 a 72 horas. A Figura 6 abaixo ilustra a técnica

utilizada para o procedimento.
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Figura 6. Sequéncia para realizac&o de bidpsia muscular

Ap0s a realizacdo da biopsia, o fragmento de musculo coletado foi dividido em 2 partes:
o primeiro fragmento foi fixado por 20 horas em solucdo de formalina tamponada a 10% (10%
formaldeido, 0,1M tampéo fosfato pH 7,4), e destinado para realizagdo de imuno-histoquimica;
e o0 segundo foi imediatamente congelado em nitrogénio liquido e estocado em freezer a -80°C
para posterior processamento (homogeneizagdo), dosagem proteica e avaliagdo de expressao

génica.

3.8.1 Técnica de imuno-histoquimica

O fragmento da bidpsia muscular destinado a imuno-histoquimica foi processado, logo
apos o periodo de fixacdo, em processador automatico de tecidos (Jung Histokinette 2000, Leica
Instruments GmbH, Nussloch, Alemanha). O processamento consiste na incubacdo do tecido
em banhos, aproximadamente 90 minutos cada, de etanol para desidratacdo (concentragoes

crescentes 50%, 70%, 96% e 100%), xilol para diafanizacéo e por fim, parafina fundida (58°C)
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para impregnacdo com parafina. Os fragmentos de tecido assim processados foram incluidos
em blocos de parafina e cortados em micrétomo (Reichert Yung Supercut 2065 Leica,
Nussloch, Alemanha) com navalhas descartaveis, em fragmentos de 4 a 5 mm de espessura.
Posteriormente foram aderidos em laminas previamente tratadas com solugéo organosilano 2%
(Sigma Chemical Co, St Louis, EUA) em acetona (Merck Darmstadt, Alemanha). Para melhor
adesdo dos fragmentos, as laminas foram mantidas por 2 horas a 60°C (em estufa Fabbe-Primar,

Sao Paulo, Brasil), e em seguida armazenadas a 4°C até a utilizacéo.

Para a realizacdo dos ensaios de imuno-histoquimica, os fragmentos passaram pelo
processo de desparafinizacdo, permanecendo 30 minutos em estufa a 60°C (para derreter a
parafina), em seguida as laminas passaram por 3 banhos de 9 minutos em xilol (remocdo da
parafina), 2 banhos de 5 minutos em etanol absoluto (remogéo do xilol), 3 banhos sequenciais
em etanol 96%, etanol 80% e &gua destilada (reidratacdo do tecido). Finalizada essa etapa, as
laminas foram expostas ao calor por 30 minutos para recuperagéo antigénica, em panela a vapor
e imersas em tampdo citrato (&cido citrico 10mM , pH=6,0 ajustado com NaOH). Apos esfriar
até a temperatura ambiente, as ldminas foram lavadas em agua destilada por 5 minutos e entdo
submetidas ao blogueio da peroxidase enddgena do tecido por 30 minutos de incubagdo em
solucdo de peroxido de hidrogénio 3% (Merck, Honenbrunn, Alemanha) e alcool metilico 70%.
As laminas foram lavadas por 5 minutos em tampdo PBS (0,2 M fosfato de sodio, 0,9% NaCl,

pH 7,4).

Para a realizag@o da imunohistoquimica para atrogina 1, miostatina e TGF-p foi utilizado
o0 kit EnVision+ System-HRP Labelled Polymer (K4001 e K4003, Dako, Carpinteria, CA,
EUA). Os fragmentos de tecido foram incubados, durante 30 minutos, em cdmara umida com
solucéo de soro ndo imune de cavalo (1:50, Vector, S-2000) e albumina sérica bovina (0,5%,
Sigma-Aldrich-ST Loius, EUA) para bloqueio das interacdes inespecificas. O controle

negativo do método foi realizado em todos os experimentos omitindo-se o0 anticorpo primario.
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As diluicdes dos anticorpos utilizados estdo descritas na tabela 3.

Tabela 3. Lista de anticorpos utilizados nas técnicas de imuno-
histoquimica e suas respectivas diluicdes.

Anticorpo Fabricante Cddigo Origem Diluicdo
Fbx32 - Atroginal  Abcam ab 157596  Coelho 1:200
Anti-Miostatina Invitrogen  PA5 11936 Coelho 1:50
Anti-OPN Santa Cruz  SC 10593 Cabra 1:20
Anti-TGFp Genetex GTX 21279 Camundongo 1:800
Anti-VDR Invitrogen MA1-710  Camundongo 1:50

OPN: osteopontina; TGFp: fator de transformag&o do crescimento-f; VDR: receptor de
vitamina D

No dia seguinte, as laminas foram lavadas em PBS por 5 minutos e incubadas por 30
minutos com HRP Labelled Pollymer anti-camundongo (K4001) ou anti-coelho (K4003). Apo6s
lavagem em PBS, para a revelacao do antigeno os fragmentos de tecido foram incubados com
substrato cromogénico para peroxidase contendo AEC 3-Amino-9 Ethyl-Carbazol (Sigma-
Aldrich-ST Loius, EUA). Durante o periodo de revelacdo, as laminas foram observadas sob
microscopia (Alphaphote-2 Nikon, Téquio, Japdo) para visualizacdo da positividade celular.
Apdbs um periodo de 5 a 20 minutos dependendo do antigeno, a reacdo foi interrompida por
lavagem em PBS. Em seguida, os cortes foram contra-corados com hematoxilina de Mayer
(Merck, Darmstadt, Alemanha) por 2 minutos e lavadas em agua corrente por 5 minutos para
intensificacdo da tonalidade azul do corante. A montagem das laminas foi feita com gelatina

glicerinada Kaiser (Merck, Darmstadt, Alemanha) previamente aquecida.

Para avaliagcdo da expressdo de VDR e OPN foi utilizado o Kit Vectastain ABC-HRP
complexo Avidina/Biotina. Apo6s a desparafinizacdo, exposicdo antigénica e bloqueio da
peroxidase enddgena, os tecidos foram submetidos ao bloqueio da biotina endégena através da
incubac&o sucessiva com solugdo de Avidina e de Biotina (Avidin-Biotin Blocking kit, Vector,
SP 2001), por 15 minutos cada. O bloqueio de interacfes inespecificas foi feito por incubacéo

de 30 minutos em soro ndo imune de cavalo (1:50, diluido em PBS). As incubag¢bes com 0s
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anticorpos priméarios foram realizadas da mesma maneira descrita anteriormente, nas
concentracdes indicadas na tabela 3. No dia seguinte, os cortes foram lavados em PBS e
incubados com o anticorpo secundario anti-rato biotinilado (1:500, Vector BA 4000) ou anti-
cabra biotinilado (1:250, Vector BA 9500), por 45 minutos. Os tecidos foram entdo incubados
por 30 minutos com o Complexo Avidina-Biotina-HRP (1:100, Vector PK4000), lavados em
PBS e submetidos a revelacdo, contra-coloracdo e montagem segundo os procedimentos

descritos anteriormente.

Controles negativos do método foram realizados em todos 0s experimentos, omitindo-
se 0 anticorpo primario. A fracéo de tecido muscular marcada por atrogina, miostatina, OPN e
TGF-B foi quantificada por contagem de pontos na area total do tecido obtido, em aumento final
de 400x e com uma grade de 144 pontos. Os resultados foram expressos em percentagem em
relagdo a area total (%). A quantificacdo de VDR foi realizada através da contagem de células
marcadas no tecido muscular em aumento de 400x. Os resultados foram expressos em células

por milimetro quadrado (céls/mm?).

3.8.2 Técnica de quantificacdo de contetdo proteico - Multiplex

O ensaio pela tecnologia xXMAP (Multiple Analyte Profiling) da Luminex é um método
multiplex que permite quantificar diversos biomarcadores em uma pequena quantidade de
amostra biologica. Possui principio similar ao ELISA sanduiche, porém utiliza microesferas
coloridas fluorescentes (beads) que se ligam, de forma covalente, aos anticorpos de captura. Ao
adicionar as amostras de interesse na reagdo, os anticorpos especificos “capturam” seus
respectivos antigenos, permitindo, inclusive, que varios possam ser detectados ao mesmo
tempo. Em seguida, anticorpos especificos conjugados com biotina sdo adicionados na reacao.

Esses irdo também “‘capturar” seus respectivos antigenos de interesse, formando entdo um
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sistema de captura "sanduiche™ (anticorpo-antigeno-anticorpo). Apos essa etapa, adiciona-se
estreptavidina conjugada com ficoeritrina (PE) que ira ligar-se ao anticorpo conjugado com a
biotina. Uma vez formado esse imuno-complexo, a reacdo esta pronta para ser lida num sistema
de deteccdo das microesferas (Luminex 200™, Luminex Inc., Austin, EUA), identificando o
anticorpo-antigeno a ela associado e a magnitude do sinal obtido pela estreptavidina - PE, que

é diretamente proporcional & quantidade dos antigenos de interesse detectados.

Para a homogeneiza¢do dos fragmentos de muasculos foram utilizados tubos com esferas
de cerdmica de 2,8 mm (OMNI International, Kennesaw, USA), submetidos a agitacdo durante
1 ciclo de 30 segundos no Bead Ruptor (OMNI International, Kennesaw, USA). O RNA total
e a proteina total foram extraidos seguindo o protocolo estabelecido para uso do reagente

Trizol™ (Invitrogen, Carlsbad, USA), de acordo com as instrugdes do fabricante.

Nos lisatos proteicos obtidos dos fragmentos de bidpsias de musculos dos pacientes e de
amostras de individuos normais, foram quantificadas as proteinas RANKL, DKK-1, FGF-23,
Osteocalcina, Osteopontina, Osteoprotegerina, Esclerostina, GM-CSF, IL-1p, IL-6, TNF-a,
IFNy, IL-17A, TGF-B1, Akt (Total), Akt (Serd73), FGF-21, Irisina e Miostatina, através de Kits
Milliplex® (HADK1MAG-61K, HRNKLMAG-51K, HBNMAG-51K, HSTCMAG-28SK,
TGFBMAG-64K, 48-618MAG e HMYOMAG-56K, Millipore, Darmstadt, Alemanha),

baseado na tecnologia Luminex™ xMAP, de acordo com as instrugdes do fabricante.

Como ainda ndo ha um padrédo de normalidade para a quantificacdo dessas proteinas no
tecido muscular, utilizamos o grupo controle para comparacéo. Para cada lisato proteico foi
quantificada a proteina total em mg/mL ou em média de intensidade de fluorescéncia (MFI),
utilizando o kit Pierce BCA Protein Assay (Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA) para

normalizagdo das dosagens de proteinas obtidas nos ensaios multiplex.
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3.8.3 Expressao génica

A concentracdo do RNA total foi determinada por meio da leitura em 260 nm, e o grau
de pureza pelas relagdes 260/280 nm (contaminacdo com proteina) e 260/230 nm
(contaminacdo com compostos fenolicos) no espectrofotdmetro NanoDrop 2000 (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, EUA). As amostras com pureza satisfatérias foram as que
obtiveram razdes 260/280 proximas de 2,0 e 260/230 entre 1,8 e 2,2. A partir do RNA total
extraido, foram sintetizados o cDNA pelo método da transcriptase reversa (Improm-11 Reverse
Transcriptase, Promega Corporation, Madison, USA) utilizando o termociclador (DNA Engine,
MJ Research, Massachusetts, USA), o qual posteriormente foi utilizado para quantificar a

expressdo génica por meio do PCR quantitativo (QPCR).

A expressdo génica foi determinada através do qPCR a partir do cDNA, utilizando o
método de SYBR Green (Rotor Gene SYBR Green PCR kit, Qiagen, Hilden, Alemanha) e o
termociclador Rotor-Gene Q, (Qiagen, Hilden, Alemanha), a partir do RNA total extraido das
amostras de tecidos musculares dos pacientes e de pessoas saudaveis (grupo controle). Os genes
analisados foram IGF-1 (ACC# NM_000618.5); IL-6 (ACC# NM_000600.5); TNF-a (ACC#
NM_000594.4); miostatina (ACC# NM_005259.3); FNDC5 (fibronectin type 111 domain
containg 5 - ACC# NM_153756.3); Klotho (ACC# NM_004795.4); RANK (ACC#
NM_003701.4); RANKL (ACC# NM_001270949.2); VDR (receptor da vitamina D - ACC#
NM_000376.3); FGF23 (ACC# NM_020638.3); FGF21 (ACC# NM_019113.4); AKT
(serine/threonine kinase 1- ACC# NM_001014431.2); Atrogin-1 (ACC# NM_001242463.2);
MuRF-1 (tripartite motif containing 63 - ACC# NM_032588.4); Foxol (forkhead boxO1 -
ACC# NM_002015.4); Foxo3a (ACC# NM_001455.4); SPP1 (ACC#NM_000582.3), IL-17A
(ACC#NM _002190.3), IL-1 B (ACC#NM_000576.3), e os genes normalizadores GAPDH
(Proteina gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase - ACC# NM_002046.4) e beta-actina (ACC#

NM_001101.5) através dos seus respectivos primers (tabela 4), os quais foram desenhados pelo
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programa da IDT (Integrated DNA Technologies). A analise dos resultados foi realizada de
forma relativa, com a comparacao entre dois grupos, controle e tratamento. Para isso, 0 grupo
controle foi constituido de amostras de 7 individuos jovens saudaveis com funcéo renal normal

e também serviu como referéncia para as curvas dos ensaios.

Para anélise da expressdo génica dos grupos através do PCR, os resultados dos genes
foram calculados como expresséo relativa ao gene de referéncia GAPDH e normalizados ao seu
calibrador usando o método 224t para comparacéo dos resultados entre os grupos baseline e
p6s-PTX. Calculou-se o ACT de cada amostra a partir dos valores de CT (threshold cycle ou

limiar de ciclo) do gene controle (GAPDH) e dos valores do CT do gene alvo.

Para analise da expressdo relativa entre individuos saudaveis (grupo controle) e baseline
(pré-PTX), os resultados da expressdo génica foram analisados pelo programa REST 2009

(Relative Expression Software Tool).
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Tabela 4. Nome dos genes, sequéncia dos primers e tamanho dos amplicons.

Nome da sequencia

Sequencia 5-3'

Tamanho do amplicon

IGF-1 - forward

GAATCCTTCCTCTCCTTGGAAC

GAPDH - reverse

CTACATGGCAACTGTGAGGAG

IGF-1 - reverse GCCTTCTCCCAAGTGCATAA 104
IL-6 - forward GGAGACTTGCCTGGTGAAA 99

IL-6 -reverse CTGGCTTGTTCCTCACTACTC

TNFalfa - forward GATCCCTGACATCTGGAATCTG 129
TNFalfa -reverse GAAACATCTGGAGAGAGGAAGG

Miostatin - forward GTCTGGAAACAGCTCCTAACA 107
Miostatin - reserse GTCATCCCTCTGGACATCATAC

FNDCS5 - forward GCAGCTAAGAAGACAGACAGTAG 100
FNDCS - reverse TGGAGGGAAGAGATGTAGAGAG

Klotho - forward TCAGGCGTGGACTCTTCTAT 115
klotho - reverse GGTAAAGGAGGGAAGCCATTT

Rank - forward CCCAAGTTCTCATACCCTGATG 118
Rank - reverse TTCCTCTCCAGACCGTAACT

RankL - forward GGGACTCCTTAGCCAACATAAA 88

RankL - reverse GGGCAGGAATGACGGTAAA

VDR - forward GAGGGAACAGACAGGAGAAATG 122
VDR - reverse TATCGTGAGTAGGCAGGAGAG

FGF23 - forward CACTATTTCGACCCGGAGAAC 84

FGF23 - reverse GTGATACTGAGGAGAGTGGTAGA

FGF21 - forward GATCAAGGAACCTCAGTGTCAG 113
FGF21 - reverse ACCACCTCTTGGACCATCTA

AKT - forward CTTTCAGGGCTGCTCAAGAA 100
AKT - reverse ACACGATACCGGCAAAGAAG

Atrogin-1 - forward CAGGACCAGCTATGAGATTCAG 107
Atrogin-1 - reverse CTGGCTGCCTCATGGAATAA

MuRF-1 - forward CTTTGGGACAGATGAGGAAGAG 113
MuRF-1 - reverse CTCTCATTCATCCAGCTCCTTAC

Foxo1l - forward ACAGACCAACCTGGCATTAC 95

Foxol - reverse TACGTCCTGATGGGACTTACA

Foxo3a - forward AGAGCTGAGACCAGGGTAAA

Foxo3a - reverse GACAGGCTTCACTACCAGATTC 98

Beta-actina - reverse GTACAGGTCTTTGCGGATGT

SPP1 — forward CATATGATGGCCGAGGTGATAG 108
SPP1- reverse AGGTGATGTCCTCGTCTGTA

IL-17A forward CAAGACTGAACACCGACTAAGG 103
IL-17A - reverse CCATTCCTCAGGGCCATTATC

IL-1 B forward CTCTCACCTCTCCTACTCACTT 95

IL-1 B reverse TCAGAATGTGGGAGCGAATG

GAPDH - forward CAAGAGCACAAGAGGAAGAGAG 102
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3.9. Calculo do tamanho da amostra

Né&o existem estudos previos que tenham avaliado o impacto da PTX sobre a sarcopenia
na DRC e a relacdo de marcadores do DMO-DRC com expressao génica e proteica no tecido
muscular, por esse motivo o tamanho da coorte foi estabelecido através de amostragem por

conveniéncia.

3.10. Analise estatistica

Os dados descritivos foram expressos como médias e desvios-padrdo ou medianas e
intervalo 25-75%, para varidveis com distribuicdo paramétrica e ndo parameétrica,
respectivamente. Comparac@es entre variaveis continuas foram feitas usando teste t pareado ou
teste de Wilcoxon de acordo com a distribuicdo gaussiana ou ndo-gaussiana dos dados,
respectivamente. Os dados categoricos foram apresentados em valor numérico e percentual, e
comparados atraves de teste de McNemar antes e apés a intervencdo. Correlacao entre variaveis
independentes foi feita por Pearson ou Spearman, apropriadamente. Valores de p < 0,05 foram
considerados estatisticamente significantes. As analises foram realizadas com o uso do SPSS
21.0 (SPSS Inc., Chicago, Ill., EUA) e do software GraphPad Prism® versao 9.0 (GraphPad

Software, Inc., Califérnia, EUA).
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4. RESULTADOS

No periodo de julho de 2018 a dezembro de 2021 foram realizadas 63 cirurgias de PTX
de pacientes seguidos no ambulatério de DMO-DRC do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo. Destes, 31 pacientes apresentavam um ou mais
critérios de ndo-elegibilidade, apresentados na figura 7. Foram incluidos 32 pacientes na coorte,
sendo que um foi excluido devido hiperparatireoidismo persistente apds PTX e um foi excluido
por dbito antes da 242 semana do p6s-operatdrio. Dos 30 pacientes reavaliados apos 6 meses,

20 foram submetidos a PTX subtotal.

Ambulatério DMO-DRC
Julho/18 - Dezembro/21
63 PTX realizadas

N3o elegiveis (31)
Transplante renal (12)
Alto risco CV (7)
Diabetes mellitus (3)
Imunossupressao (4)
HIV/Hepatite C (3)
Didlise peritoneal (3) Coorte do estudo
Imobilidade/fraturas graves (3) N =32
Consentimento nao fornecido (4)

PTX

Monitorizacdo fome dssea

Critérios de exclusdo (2)
* Hiperparatireoidismo persistente (1)
+ Obito antes da 242 semana pds-PTX (1)

30 pacientes (18 M; 12 H)

Figura 7. Fluxograma do estudo. M: mulheres, H: homens, PTX: paratireoidectomia,
CV: cardiovascular



Resultados 43

4.1. Caracteristicas clinicas e laboratoriais basais dos pacientes e apds 6 meses da PTX

Os dados clinicos e laboratoriais basais dos pacientes encontram-se na tabela 5. Os
pacientes eram jovens, com idade média de 39 £ 12 anos, 60% do sexo feminino e todos tinham
indicacdo de tratamento cirdrgico do HPTS. Os pacientes apresentavam DRC em hemodidlise,
sem fungdo renal residual, com 12 horas semanais de tratamento, tendo como doencas de base
principais: Glomerulonefrite Crénica (53%) e Hipertensdo arterial (20%). A média de tempo

em tratamento dialitico foi de 66 meses, com IMC médio que néo era sugestivo de desnutricao.

Tabela 5. Dados clinicos e laboratoriais basais e 6 meses ap6s PTX (n = 30)

Pré-PTX POs-PTX p

Idade, anos 39+12
Tempo em dialise, meses 66 (56-95)
Doenca de base, %

Glomerulonefrite 16 (53,3)

Hipertensdo Arterial 6 (20)

Indefinida 4(13,3)

DRPAD 2 (6,6)

Uroldgica 2 (6,6)
Indice de massa corporal, kg/m? 25,8+£3,9 26,6 +4 0,001
Proteina C reativa, mg/dL 6,4 (4-12) 3,6 (2-8) 0,01
Albumina sérica, g/dL 45+04 46+0,3 0,08
Hemoglobina, g/dL 11,3+16 126+17 0,001
Glicemia, mg/dL 85 (73 -90) 84 (72 —90) 0,345
HbA1C, % 51+0,48 53+0,53 0,008
HOMA-Ir 1,74 (0,8 - 3,1) 2,29(1,4-58) 0,006
Colesterol Total, mg/dL 150 (137 -172) 167 (147 -187) 0,2
Triglicérides, mg/dL 128 (98 - 162) 133(99-186) 0,3
Bicarbonato, mmol/L 223(21,6-242) 23(21,2-249) 091
IGF-1, ng/mL 173 (139-218) 197 (151-260) 0,04
GH, ng/mL 0,36 (0,1 -1,4) 056(0,2-14) 03
Leptina, ng/mL 186(7,8-81,1) 0,78(0,6-1,1) 0,0007

PTX: paratireoidectomia; DRPAD: doenca renal policistica autossomica dominante; IGF-1:
Fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1, GH: hormdnio do crescimento. Dados
expressos em médiatdesvio-padrdo ou mediana (11Q)
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Com relagdo aos parametros relacionados ao DMO-DRC, 7 (23%) pacientes
apresentavam hipercalcemia, enquanto a hiperfosfatemia estava presente em 25 (83%). Trés
pacientes (10%) apresentavam deficiéncia de 25-vitamina D (< 15 ng/ml), 15 (50%)
insuficiéncia (15-30 ng/ml) e 12 (40%) suficiéncia (> 30 ng/ml). Os pardmetros bioquimicos

estdo detalhados na tabela 6 e figura 8.

Apos a PTX, houve queda significativa de PTH, fosfatase alcalina, célcio, fosforo e
marcadores de remodelacdo 0ssea. Em relacéo as proteinas 6sseas, houve reducdo de FGF-23,
DKK1 e OPN, aumento dos niveis de esclerostina e manutencdo dos niveis de RANKL e
osteocalcina 6 meses apos cirurgia (figura 9). Houve aumento significativo do IMC, do
HOMA- Ir, dos niveis de IGF-1 e da hemoglobina glicada, e uma reducdo significativa dos
niveis de leptina. Ndo encontramos alteracdo significativa nos niveis de glicemia de jejum,

colesterol total ou triglicérides.

Tabela 6. Dados laboratoriais relacionados ao metabolismo ésseo - baseline e 6 meses apés
PTX (n =30)

Pré-PTX PGs-PTX p
Célcio sérico, mg/dL 9,6 (8,7-10,5) 8,6 (7,5-9,0) 0,002
Fésforo sérico, mg/dL 6,0+1,6 48+11 0,0001
Fosfatase alcalina, U/L 373 (212-736) 83 (65-131) 0,0001
25(0OH)D, ng/mL 27 (18-36) 39 (28-48) 0,002
PTH intacto, pg/mL 1.526 (1.380-1.959) 119 (36-297) 0,0001
FGF-23, pg/mL 1.451 (1.030-2.035) 799 (184 — 1.667) 0,001
DKK1, pg/mL 1.396 +541 1.003 +337 0,001
Esclerostina, ng/mL 2,16 (1,18-2,64) 4,15 (2,25 — 5,58) 0,01
CTX, ng/mL 6,0 (5-6) 1,4 (0,6-2,4) 0,01
PINP, ng/mL 2.400 (1.262-2.400) 392 (189-707) 0,01
Osteocalcina, ng/mL 89 (63 - 133) 106 (55 - 150) 0,56
Osteopontina, ng/mL 37,8 (17 - 68) 12,5 (3,7 - 21) 0,0001
RANKL, pg/mL 14,8 (6,1-35) 18,3 (6,7 -32) 0,17
Osteoprotegerina, pg/mL 789 (642 - 1092) 739 (469 - 928) 0,02

PTX: paratireoidectomia; 25(OH)D: 25 hidroxivitamina D, PTH: paratormonio, FGF-23: fator de
crescimento dos fibroblastos-23, DDK1.: dickkopf related protein 1; CTX: telopeptideo carboxiterminal do
colageno tipo 1, P1NP: Propeptideo aminoterminal do procolageno tipo; RANKL: ligante do receptor
ativador do fator nuclear Kappa B. Dados expressos em médiatdesvio-padrdo ou mediana (11Q)
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Figura 8. Parametros bioquimicos relacionados ao metabolismo 6sseo e a resisténcia insulinica -
baseline e 6 meses apds PTX (n = 30) * p< 0,05. . Dados expressos em valores individuais e mediana.
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Figura 9. Avaliacdo laboratorial de proteinas dsseas antes e apds PTX
(n=30) A. FGF-23 (pg/mL) B. Esclerostina (pg/mL) C. Osteopontina
(pg/mL) D. Osteocalcina (pg/mL)

Os niveis circulantes de irisina e FGF-21 néo se alteraram na fase pos-PTX, mas houve
aumento dos niveis sanguineos de miostatina e reducéo significativa do TGF-p. Com relacéo a
dosagem de marcadores inflamatdrios, houve reducéo de proteina C reativa e dos niveis de IL-

6, sem mudanga nos niveis de IL-1p, IL-17A e TNF-a (tabelas 5 e 7 e figura 10).
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Tabela 7. Dados laboratoriais relacionados ao metabolismo muscular e inflamacgéo — pré-
PTX e 6 meses apos PTX (n = 30)

Pré-PTX P6s-PTX p
Miostatina, pg/mL 519 (271-823) 653 (480-1173) 0,02
Irisina, pg/mL 109 (92-156) 128 (92-183) 0,1
FGF-21, pg/mL 447 (67-745) 227 (118-764) 0,7
TGF-B, ng/mL 218+ 12 13+9 0,003
IFN vy, pg/mL 11,1+6,2 116+£55 0,47
IL-1pB, pg/mL 1,16 (0,8 - 1,6) 1,11 (0,7 -1,9) 0,62
IL-6, pg/mL 11,4 + 25 8,7+21 0,02
IL-17A, pg/mL 7(3,7-10,4) 7(3,9-10,5) 0,76
TNF-a, pg/ml 18 (13-23) 17 (12-24) 0,96

PTX: paratireoidectomia; FGF-21: fator de crescimento dos fibroblastos -21; TGF-p: fator de transformacéo do
crescimento beta; IFN y: interferon gama; IL: interleucina; TNF-a — fator de necrose tumoral alfa. Dados expressos
em médiatdesvio-padrdo ou mediana (11Q)
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Figura 10. Avaliacdo laboratorial dos niveis circulantes de marcadores
de inflamag&o antes e apds PTX (n=30) A. TGF-B (ng/mL) B. IL-6
(pg/mL) C. IFN v, IL-17A, IL1 B, TNF-a (pg/mL)
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4.2. Avaliagéo funcional

Todos os pacientes tinham rastreio positivo para sarcopenia pelo SARC-F. O teste de
forca de preensdo manual com Handgrip mostrou perda de forca de membro superior direito
em 12 participantes, e em membro superior esquerdo em 13 participantes. Apds a PTX, a perda
de forca permaneceu apenas em 4 participantes no membro superior direito (p =0,034) e em 12
participantes no membro superior esquerdo (p = 0,99). A qualidade muscular, indicada pelos
valores do Handgrip corrigidos pela massa muscular daquele membro, melhorou nos dois

bracos. N&o houve relacdo entre variagdo no ganho de forca e o tipo de PTX realizada.

Houve melhora da performance, com aumento de ndmeros de passos apos PTX
avaliados pelo acelerdmetro, além de melhora no desempenho nos testes TUG e STS. Néo
houve diferenca na avaliacdo de tempo diario de AFMV de acordo com dados de acelerometria

ou de GER pela calorimetria apds o procedimento cirdrgico.

Tabela 8. Avaliacéo funcional e metabdlica antes e ap6s PTX (n=26)

Questionario Pré-PTX P6s-PTX p
SARC F
Forca 2(1-2) 1(0-2) <0,0001
Ajuda para caminhar 11-1) 0(0-1) <0,0001
Levantar da Cadeira 11-2) 10-1) <0,0001
Subir Escadas 11-2) 1(0-1) <0,0001
Quedas 0(0-0) 0(0-0) 0,317
Acelerdémetro
NUmero de passos 5.221 +3.578 7.245 £ 3.370 0,031
AFMV, min/dia 7,50 (6,53 — 13,35) 9,83 (11,16 — 24,60) 0,096
Sedentario, min/dia 584 (555 — 718) 541 (526 — 679) 0,443
Testes
Handgrip/massa

apendicular D, kg/kg 9,86 +4 11,7+3 0,01
TUG, seg 10 (8 - 1.25) 8(7-9) 0,001
STS, n 8,8+3,79 11+ 2,66 0,01
Gasto energético
Kcal/dia 1.675 (1.441-1.961)  1.540 (1.380 —2.174) 0,69

AFMV: atividade fisica moderada e vigorosa; TUG: timed-up-and-go; STS: sit to stand to sit; min:
minutos; seg: segundos. Dados expressos em médiatdesvio-padrdo ou mediana (11Q)
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4.3. Composicao corporal basal e apds 6 meses da PTX

Os valores de DMO avaliada por DXA antes e ap6s PTX estdo dispostos na tabela 9 e
figura 11. Na avaliacdo inicial, oito pacientes (26%) apresentaram baixo indice de massa
apendicular e/ou massa apendicular total reduzida. Seis destes mantiveram-se com massa

muscular reduzida ap6s 6 meses da cirurgia (p = 0,5).

Sete pacientes (23%) apresentavam T-escore < -2,5 e 14 pacientes (46%) T- escore entre
-1,1 e -2,4 em pelo menos um sitio 6sseo. Houve ganho significativo de massa 6ssea em coluna
lombar, fémur (conforme demonstrado na figura 11 e tabela 9) e corpo total. Além do ganho de
massa 0ssea, houve aumento significativo de massa gorda e percentual de gordura, as custas de

ganho de tecido adiposo visceral, sem impacto sobre a massa apendicular.

Tabela 9. Parametros relacionados a composicdo corporal e densidade mineral 6ssea
avaliados por DXA antes e ap6s a paratireoidectomia (n = 30)

DMO Pré-PTX P6s-PTX p
L1-L4, g/cm? 1,05+0,19 1,22 +0,21 <0,001
Quadril total D, g/cm? 0,86 +0,17 1,02 +0,17 <0,001
Colo do fémur D, g/cm? 0,79 +0,18 0,97 +£0,18 <0,001
DMO normal (T > -1 DP) 9 (5 M; 4H) 16 (8 M; 8H)

Osteopenia (T -1,1 - 2,4) 14 (7 M; 7 H) 12 (9 M; 3H) 0,002
Osteoporose (T < -2,5 DP) 7 (6 M; 1H) 2(IM; 1 H)
Composicao corporal
BMC, g 1.958 (1.654 — 2.309) 2.236 (2.080 — 2.696) <0,001
Massa magra, ¢ 40.375 (37.717 — 48.213) 40.091 (37.552— 46.688) 0,17
Massa de gordura, g 23.521 + 8.88 26.196 + 9.34 0,001
Percentagem de gordura, % 34,1+10,8 36,8+9,5 0,001
IME, kg/m? 7,08+1,2 722+1,1 0,16
Massa apendicular total, g 17.397 (15.828-22.101) 18.312 (16.346-21.617) 0,28
Tecido adiposo visceral, g 753 + 457 1.003 + 556 0,002

DMO: densidade mineral 6ssea; BMC: contetido mineral 6sseo; IME: Indice muscular esquelético; M: mulheres;
H: homens. Dados expressos em médiatdesvio-padrdo ou mediana (11Q)
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Figura 11 . Avaliagdo da pardmetros da composicdo corporal e densidade mineral 6ssea avaliada por
DXA antes e apds PTX (n=30) A. Contetdo mineral 6sseo (kg) B. Tecido adiposo visceral - VAT (kg)
C. Massa apendicular (kg) D. DMO coluna (g/cm2) E. DMO quadril (g/cm2) F. DMO colo fémur
(g/cm2). Dados expressos em valores individuais e mediana.

Houve ganho significativamente maior de densidade mineral éssea em todos os sitios
avaliados nos pacientes submetidos a PTX total em relacdo a PTX subtotal (figura 12). A
variacdo dos niveis de PTH se correlacionou com ganho de massa 0ssea (r - 0,36, p = 0,04) e
de densidade mineral 6ssea. Houve também correlacdo negativa entre queda dos niveis de PTH

e ganho de massa gorda (r -0,37, p = 0,04) conforme demonstrado na figura 13.
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Figura 12 . Variagdo da densidade mineral 6ssea (A DMO) avaliada por DXA
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Figura 13 . CorrelacGes entre a variacdo de pardmetros avaliados pela DXA e variagdo dos niveis de
PTH 6 meses apds a PTX. A. DMO quadril (g/cm2) B. DMO colo do fémur (g/cm2) C. DMO coluna
(g/cm2) D. Conteldo mineral 6sseo (g) E. Massa gorda (g)

4.4. Avaliacdo Histoldgica Basal e apds 6 meses da PTX

4.4.1. Expressao génica

Conforme descrito nas tabelas 10 e 11 e figura 14, no baseline, encontramos aumento da

expressdo génica de RANKL (p = 0,002), IL-17A (p = 0,03) e IL1 B (p = 0,01), tendéncia a
aumento da expressédo de FGF21 (6x, p = 0,06) e reducdo da Akt (p = 0,058) em relagéo aos
controles, sem mudanga na fase pos-PTX. Por outro lado, a expressdo de FNDC5, proteina
transmembrana precursora da irisina, estava reduzida antes da PTX (0,31, p = 0,03) comparada

aos pacientes saudaveis, e aumentou significativamente apds a PTX , assim como a expressao
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da atrogina (p = 0,03). A expressao de FoxO3 estava reduzida em relacdo aos controles, e néo
houve diferenca significativa em relacdo a expressdo de IGF-1, VDR, miostatina, SPP1, FoxO1,

TNF-a, IL-6, RANK, klotho ou FGF-23 no baseline e na fase p6s-PTX.

Tabela 10. Resultados de expressdo génica do grupo pré
PTX comparado com o grupo controle

Expressao Pré-PTX p

GAPDH 1

Miostatina 1,09 (0,29 - 3,24) 0,88
FNDC5 0,31 (0,13 -0,6) 0,03
FGF-21 6,10 (1,62 -17,1) 0,06
FGF-23 3,15 (0,65-12,9) 0,22
RANK 547 (1,4-21,1) 0,13
RANKL 16,8 (4,59 -42-2) 0,002
SPP1 2,32 (0,29 - 17,1)- 0,23
IL-17A 4,86 (0,78 — 26,8) 0,03
IL-1B 6,46 (1,14 — 33) 0,01
TNF-a 3,83(0,93-10,5) 0,13
Akt 0,29 (0,11 -0,6) 0,05
Atrogina 1,19 (0,25 - 4,6) 0,74
FoxO1 1,65 (0,5-3,5) 0,42
FoxO3 0,11 (0,03 -0,25) 0,01
IGF-1 1,24 (0,33-3,2) 0,73
Klotho 3,92 (1,10-9,2) 0,10
VDR 1,59 (1,35-4,9) 0,58

GAPDH: gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase. Dados expressos em
mediana (11Q)
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Tabela 11. Comparacéao dos resultados de expressao génica dos grupos

pre e pés-PTX

Exp relativa/GAPDH Pré-PTX P6s-PTX p

Miostatina 0,20 (0,08-0,29) 0,15 (0,11-0,27) 0,52
FNDC5 0,03 (0,02-0,05) 0,08 (0,04-0,14) 0,01
FGF-21 0,33 (0,16-0,74) 0,45 (0,28-0,61) 0,87
FGF-23 0,41 (0,16-0,66) 0,46 (0,24-0,53) 0,48
RANK 0,83 (0,29-1,52) 0,99 (0,49-1,71) 0,62
RANKL 1,12 (0,84-2,0) 1,69 (1,20- 2,29) 0,27
SPP1 1,27 (0,78-4,33) 0,63 (0,33-1,30) 0,08
IL-17A 5,21 (3,48-14,1) 4,84 (2,04-6,81) 0,15
IL-1B 4,94 (2,79-11,4) 5,19 (1,88-6,39) 0,30
Akt 0,03 (0,02-0,04) 0,06 (0,01-0,1) 0,14
Atrogina 0,14 (0,11-0,19) 0,29 (0,09-0,44) 0,03
FoxO1 0,18 (0,13-0,30) 0,24 (0,13-0,35) 0,38
FoxO3 0,07 (0,04-0,18) 0,12 (0,04-0,24) 0,12
IGF-1 0,16 (0,08-0,30) 0,15 (0,11-0,39) 0,97
Klotho 0,39 (0,18-0,68) 0,46 (0,39-0,62) 0,79
VDR 0,06 (0,02-0,06) 0,04 (0,02-0,05) 0,53

GAPDH: gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase

100 -

104

i
g

.

Pré-PTX

Y

Po6s-PTX

. Dados expressos em mediana (11Q)

Akt Atrog

FGF23

FDNC5

FoxO3 IGF1

Miostat VDR

RANKL

TNFa

OPN

IL17A

IL1p

Figura 14. Comparacao dos resultados de expressdo génica no baseline e apds PTX em relacéo ao grupo
controle. * p<0,05 x controles ** p<0,05 x pré-PTX

4.4.2. Imuno-histoquimica

Os pacientes com HPTS apresentaram aumento significativo da expressao muscular de

TGF-B e OPN em relacdo aos pacientes saudaveis. Ndo houve diferenca na expressdo de

atrogina, VDR e de miostatina no baseline em relacdo aos controles.
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Apo6s a PTX, houve uma reducdo significativa da expressdo de TGF-p e¢ de OPN
muscular, além de um aumento na expressao de VDR, sem mudanca na expressao de miostatina
e atrogina (tabela 12 e figuras 15 - 18).

Tabela 12. Expressdo proteica muscular através de imunohistoquimica no grupo controle
(n=7) e casos pré- e p6s-PTX (n=20)

Controles Pré-PTX P6s-PTX p
VDR (céls/mm?) 39+28 34+14 78+28* 0,002
Miostatina (%) 18+2 16+4 20+7 0,12
TGF- B (%) 2,3(1,4-2,6) 21 (16 - 28)* 7 (6-11) 0,0002
OPN (%) 29(1-6,8) 11(9-16) * 3(1-5) 0,007
Atrogina (%) 6,39 (1,5-15) 3,08 (1,89 -7,37) 2,91 (1,49 -5,37) 0,39

VDR: receptor de vitamina D; TGF- B: fator de transformacao do crescimento; OPN: osteopontina. *p<0,05 (x
controles); % = % de area marcada pela area total de tecido avaliada; Dados expressos em médiatdesvio-padréo

ou mediana (11Q) —
Miostatina
A VDR B
150, 30,
*®
@R Controles
. 100 '|' 20 77 Pré-PTX
_E Q . ZZ& Pos-PTX
9 50l \ 10.]
0. - § 0.
Controles  Pré ] Controles  Pré Pos
i TGF 1
C Osteopontina D [
* *® 30 * &
1 B
154
20 ]
= 104 =
- 10
5.

u-_. ¢ 74 0

Controles  Pré Pés Controles Pré Pés

Figura 15. Avaliacdo da expressdo de proteinas no tecido muscular pela técnica
de imuno-histoquimica no grupo controle (n=7), antes e ap6s PTX (n=20) A.VDR
B. Miostatina C. Osteopontina D. TGF- § *p<0,05
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Figura 16. Padrdo da expressdo proteica do VDR (A,B,C), TGF-B (D,E,F) e miostatina (G,H,I) pela imuno-
histoquimica em bidpsia de musculo de pacientes saudaveis (A,D,G) e casos pré- (B,E,H) e pés-PTX (C,F,I).
Aumento de 400x
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Figura 17. Padrdo da expressdo proteica da osteopontlna pela imuno- hlstoqmmlca em b|opS|a de musculo de
pacientes saudaveis (A) e caso pré- (B) e p6s-PTX (C). Aumento de 400x
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Figura 18. Padrdo da expressao proteica da atrogina pela imuno-histoquimica em bidpsia de musculo de pacientes
saudaveis (A) e caso pré- (B) e pds-PTX (C). Aumento de 400x

4.4.3. Conteudo proteico por multiplex

O conteldo proteico avaliado pela técnica de multiplex mostrou aumento da concentragdo
muscular de FGF-21, OPN e osteocalcina, e reducdo da pAkt em relacdo ao grupo controle
(tabela 13 e figuras 19, 20 e 21) . Na avaliacdo dos pacientes com HPTS, a PTX promoveu
aumento significativo na concentracdo muscular de irisina, com variacdo superior no grupo
submetido a PTX total em relacdo aos pacientes submetidos a subtotal (cerca de 12x, p=0,01).
Também houve aumento de pAkt e reducdo das concentragdes de esclerostina, OPN,
osteocalcina, TGF-B, RANKL, IL-17A, TNF-a e IL-1p no tecido muscular apés a PTX (tabela

13).
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Tabela 13. Concentragdo proteica muscular através de multiplex no grupo controle (n=7) e casos

pré- e pos-PTX (n=20)

Controles Pré-PTX Pés-PTX p
pg/mg proteina total
TGF- B 2,5(1,6-3,2) 2,84 (1,9-5,6) 2,72 (2,1-3) 0,04
Irisina 33 (26-35) 30 (22-48) 35 (29-152) 0,02
Miostatina 15 (12-20) 15 (12-24) 13,4 (12-27) 0,91
FGF-21 0,01 (0,01-0,02) 0,03 (0,02-0,06)* 0,02 (0,02-0,05)* 0,71
FGF-23 1,78 (1,23 - 2,45) 2,3(1,3-4,1) 1,8(1,5-24) 0,10
Esclerostina 2,06 (1,54 -2,72) 2,01 (1,58 -5,28) 1,82 (1,21 - 2,26) 0,008
DKK1 0,34 (0,11 -0,43) 0,39 (0,27 - 1,07) 0,37 (0,18 - 0,72) 0,82
OPN 47,4 (35-119) 179 (103 - 505)* 54 (37 - 142) 0,01
OPG 0,34 (0,25-0,42) 0,43 (0,3-0,74) 0,35 (0,28 - 0,84) 0,83
Osteocalcina 9,99 (8,40 - 18,1) 262 (44 — 602)* 37(22-72) 0,01
GM-CSF 1,07 (0,76 — 2,51) 2,14 (0,92 - 4,81) 1,04 (0,72 - 2,48) 0,05
RANKL 42+25 52 £36 30+13 0,03
IFN vy 0,22 (0,14-0,34) 0,3 (0,16-0,55) 0,24 (0,13-0,34) 0,12
IL1B 0,32 (0,2-0,47) 0,2 (0,15-1,2) 0,18 (0,13-0,24) 0,001
IL6 0,01 (0,004-0,01) 0,01(0,007-0,02) 0,01 (0,006-0,01) 0,33
IL-17A 0,16 (0,14-0,27) 0,27 (0,16-1,66) 0,20 (0,11-0,52) 0,03
TNF-a 0,05 (0,03-0,06) 0,04 (0,03-0,06) 0,03 (0,02-0,05) 0,04
MFI
pAkt (Ser473)/tAkt 18,6 (9-764) 1,89 (1,12-5,68)* 4,13 (2,4-14,2)* 0,01

PTX: paratitireoidectomia; TGF-B: fator de transformacdo do crescimento beta; FGF: fator de crescimento dos
fibroblastos; DKKZ1: dickkopf related protein 1; OPN: osteopontina; OPG: osteoprotegerina; GM-CSF: fator estimulador
de coldnia de macrdfago; RANKL: ligante do receptor ativador do fator nuclear Kappa B; IFN y: interferon gama; IL:
interleucina; TNF-o. — fator de necrose tumoral alfa; MFI: media de intensidade de fluorescéncia. Dados expressos em
médiatdesvio-padrdo ou mediana (11Q) *p<0,05 (x controles);
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Figura 19. Avaliagdo da contetdo proteico no tecido muscular avaliado pela técnica de multiplex no

grupo controle (n=7), antes e ap6s PTX (n=20) A. pAkt1(Ser473)/tAktl (Log MFI) B. TGF- B (pg/mg)
C. FGF-21 (pg/mg) D. FGF-23 (pg/mg) *p<0,05
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Figura 20. Avaliacdo do conteldo proteico no tecido muscular avaliado pela técnica de
multiplex no grupo controle (n=7), antes e ap6s PTX (n=20) A. Osteocalcina e osteopontina
(pg/mg) B. RANKL (pg/mg) C. OPG (pg/mg) *p<0,05
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Figura 21. Avaliagdo do contetido proteico no tecido muscular avaliado pela técnica de multiplex no
grupo controle (n=7), antes e ap6s PTX (n=20) A. Irisina (pg/mg) B. TNF alfa (pg/mg) C. IL-17A
(pg/mg) *p<0,05

Houve correlacéo significativa entre 0 aumento da expressdao muscular de irisina com
ganho de massa 6ssea (r = 0,547 p = 0,01) e densidade mineral 6ssea da coluna (r = 0,507, p =
0,02). Houve correlacdo negativa entre as expressoes teciduais de irisina e TGF-p (r = - 0,446,

p =0,04).
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Figura 22. Correlagdes entre a variacdo dos niveis da concentragdo muscular de irisina
(A irisina) e dos pardmetros de massa Ossea avaliados pela DXA 6 meses ap6s a PTX. A.
Variacdo Contetdo mineral 6sseo - ABMC (g) B. Variacdo densidade mineral dssea (A
DMO) coluna (g/cm2) C. A DMO colo do fémur (g/cm2) D. A DMO quadril (g/cm2)
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5. DISCUSSAO

Neste estudo investigamos o efeito do HPTS e da PTX sobre o fendtipo muscular de
pacientes com DRC em hemodidlise, o que incluiu avaliacdo funcional, anélise de composicao
corporal e investigacdo de expressao génica e proteica do tecido muscular. Nosso objetivo foi
avaliar o papel dos niveis excessivos de PTH no desenvolvimento da sarcopenia caracteristica
da DRC avancada. O HPTS promoveu alteragdes histoldgicas relacionadas a disfuncéo
mitocondrial, a reducdo do turnover proteico muscular e da concentragcdo muscular de irisina.
Além do ganho de massa 6ssea e melhora de funcionalidade nos pacientes, a PTX também
gerou alteracfes em expressao génica e de proteinas musculares relacionadas a inflamacéo e

fibrose tecidual, apesar de ndo modificar a massa muscular apds 6 meses.

O efeito positivo da PTX sobre forca muscular ja havia sido demonstrado em estudo
com populacdo com hiperparatireoidismo primario e funcéo renal preservada (45, 101). Nossos
resultados corroboram a agdo benéfica da reducdo significativa do PTH sobre a funcionalidade
e capacidade contratil da fibra muscular dos pacientes com DRC em diéalise, independente do
tipo de PTX realizada. Houve melhora da percepcdo subjetiva, através da aplicacdo de
questionario SARC-F e da avaliacao objetiva, através do ganho em forca de preensdo manual e
testes fisicos, como TUG e STS. Além disso, houve aumento do nimero de passos dados por
dia na avaliacdo através da acelerometria. O aumento da forca muscular pode estar relacionado
a melhora da capacidade do musculo de responder a estimulos neuromotores (102), ou seja,
apesar de ndo haver ganho de massa muscular, o tratamento do HPTS parece promover
adaptacdes neuromusculares facilitando a capacidade de resposta do musculo. Dentre as
justificativas para a melhora da qualidade muscular, além da melhora da dor dssea, estdo os
efeitos sobre a reducéo de fosforo e 0 aumento da vitamina D. Ha evidéncias tanto em modelos

experimentais (103, 104), quanto em estudos clinicos (105), de efeito negativo da sobrecarga
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de fosforo sobre forgca muscular. Nossos pacientes apresentaram reducdo significativa da
fosfatemia, o que pode ter efeito benéfico sobre a funcdo muscular. Os pacientes também
receberam suplementacdo de colecalciferol, o que gerou aumento nos niveis séricos de 25-
OHD, e de calcitriol no p6s-operatério. H& evidéncias experimentais da influéncia da vitamina
D sobre 0s midcitos, tanto por efeitos genémicos envolvendo a ativa¢do do VDR no nucleo da
célula para conduzir a diferenciacéo e proliferacdo celular, como por efeitos ndo-genémicos
relacionados ao influxo de célcio nas células (106). A avaliacdo tecidual através de imuno-
histoquimica demonstrou um aumento expressivo de VDR no musculo apds a PTX. Embora
os estudos clinicos mostrem resultados conflitantes sobre a acdo muscular da vitamina D (107-
109), ha correntes de pesquisa que defendem seu efeito benéfico sobre a performance fisica,

através da restauracdo de status adequado deste hormdnio.

Apesar do ganho de forca, os pacientes ndo apresentaram ganho de massa muscular, o
que pode ser resultado de um periodo curto do seguimento. Outra interpretacdo deste resultado
seria a de que o tratamento do HPTS grave levou a uma estabilizacdo da massa muscular,
impedindo a progressdao da perda de massa decorrente da manutencdo do estado de
hipercatabolismo induzido pelo excesso de PTH. No apéndice C, demonstramos a evolucdo da
composicao corporal de uma paciente cujo tratamento com PTX foi atrasado, 0 que gerou uma
perda de aproximadamente 10% de sua massa magra apendicular (110). Apos a PTX, houve

atenuacéo dessa perda.

Este estado de hipercatabolismo induzido pelo hiperparatireoidismo grave ja foi
descrito, com aumento do gasto energético basal (111), ativacdo de tecido adiposo marrom
regulador da termogénese (96), e possivelmente perda de massa magra. A massa livre de
gordura, da qual faz parte o tecido musculo-esquelético, possui alta atividade metabolica e, por
isso, € um componente determinante do metabolismo energético. Estudos que compararam o

gasto energético de repouso (GER) de pacientes estaveis com DRC em tratamento conservador
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com o de individuos saudaveis mostram que o0 GER desses pacientes encontra-se
significativamente reduzido (112). Por outro lado, a presenga de comorbidades como doenca
cardiovascular, inflamag&o, caquexia, diabetes e diversas condigdes relacionadas a uremia e ao
tratamento dialitico podem contribuir para um aumento do GER nos pacientes com DRC. Por
exemplo, acidose metabdlica, resisténcia insulinica e HPTS estdo associados a um aumento do
catabolismo proteico (113). Cuppari et al. (111) demonstraram o efeito do HPTS sobre 0 GER,
avaliado por calorimetria indireta, de pacientes em hemodialise. O PTH apresentou correlacdo
positiva com o GER dos pacientes em tratamento dialitico, e a anélise de regressdo mdltipla
mostrou que, além da massa magra, 0 PTH foi uma variavel determinante para alteragdo do
GER. De acordo com 0s nossos resultados, ndo houve mudanca no GER apds a PTX em nossa
populagdo. Entretanto, o efeito do PTH sobre browning de tecido adiposo ja foi demonstrado
em modelo experimental (96), e em alguns pacientes observamos aumento da expressédo de
tecido adiposo marrom em regido cervical através da cintilografia de paratireoides realizada na
rotina pré-operatéria. Como a imagem ndo foi repetida no pds-operat6rio, ndo conseguimos
analisar o impacto da PTX sobre a gordura marrom. Pesquisas futuras podem ser direcionadas

para investigar o efeito do PTH sobre tecido adiposo marrom no contexto clinico.

A acdo do tratamento do HPTS sobre esqueleto ja foi demonstrada (114). Houve uma
variacdo significativa de massa 6ssea, com ganho de 14% no conteddo mineral em 6 meses,
melhora de DMO em todos os sitios avaliados com reducdo da proporcdo de pacientes com
diagnostico de osteoporose. Nao houve diferencas entre as variagdes de ganho de DMO entre
0s sitios (quadril x coluna); porém, ao comparar o tipo de PTX aos quais 0s pacientes foram
submetidos, notamos um ganho de massa 0ssea cerca de 90% maior naqueles submetidos a
PTX total quando comparados a PTX subtotal. Esse achado ressalta o impacto do controle
efetivo do PTH sobre a melhora da massa 0ssea, uma vez que aqueles submetidos a PTX total

atingem niveis de PTH significativamente mais baixos em relacdo aos submetidos a subtotal
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em 6 meses (54 x 231 pg/mL, p = 0,02).

Embora ndo tenha havido um ganho de massa magra apendicular, observamos um
aumento expressivo da massa gorda, as custas de gordura visceral, e marcadores de resisténcia
insulinica ap6s a cirurgia. Apesar de os pacientes apresentarem aumento de IMC, os niveis
sanguineos de leptina reduziram significativamente, o que poderia estar associado a uma
alteracdo na regulacdo do apetite apdés a PTX. A leptina € um hormdnio peptidico
conhecidamente produzido pelos adipdcitos com capacidade de atuar sobre modulagcdo da
saciedade e gasto energético. Além disso, a producdo de leptina por adipdcitos da medula dssea
tem capacidade de atuar sobre osteoblastogénese e regulacdo da expressao de FGF-23 (115).
Uma inter-relacdo entre leptina e PTH ja foi sugerida. Hoang et al. observaram que em pacientes
com hiperparatireoidismo 0s niveis séricos de leptina cairam apds a PTX, e que a presenca de
polimorfismos no gene do receptor da leptina se associou ao tamanho aumentado da glandula
paratireoide (116). O mesmo grupo identificou a expressdo de receptor de leptina em células
principais das paratireoides, bem como uma correlagao entre secre¢do do PTH com exposicao
aniveis aumentados de leptina (117). Portanto, diante de evidéncias experimentais de existéncia
do eixo PTH-leptina, a remocdo das glandulas paratireoides e consequente queda dos niveis de

PTH seriam fatores envolvidos na queda dos niveis de leptina no pds-PTX em nossa coorte.

Apesar de haver melhora da dor dssea apds a PTX e isso se associar a uma melhor
qualidade de vida e aumento de apetite, ndo parece existir uma razdo isolada para o ganho
significativo de massa gorda e de gordura visceral nesses pacientes. Como ja mencionado, 0s
niveis suprafisioldgicos de PTH podem induzir a um estado catabdlico, aumentando a demanda
energética através do estimulo a atividade do tecido adiposo marrom. Ao reduzir drasticamente
o0s niveis do PTH apds PTX, o estimulo sobre metabolismo energético e atividade mitocondrial
dos adipdcitos reduziria e isso poderia acarretar acimulo de massa gorda. Fatores relacionados

ao turnover 6sseo alterado também poderiam justificar esse efeito sobre composicéo corporal.
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A fracdo descarboxilada da osteocalcina, cujos niveis aumentam na circulagdo no processo de
remodelacdo Ossea, tem efeitos enddcrinos sobre o metabolismo da glicose e resisténcia
insulinica (118). Tal achado ja foi encontrado em estudo prévio (119), que demonstrou uma
correlacdo entre a variacdo dos niveis de osteocalcina circulante com a melhora de parametros
nutricionais ap6s a PTX. De acordo com nossos resultados, ndo houve mudanca nos niveis de
osteocalcina. Embora ndo tenhamos realizado a dosagem da fracdo descarboxilada da
osteocalcina, sua reducdo ap6s a PTX ja foi demonstrada em uma analise de 10 casos operados,

ocorrendo apo6s a fase de fome 6ssea (120).

Apesar de ndo causar repercussdo nos niveis circulantes de osteocalcina, a supressao
dos niveis de PTH apds a cirurgia levou a uma queda dos marcadores de remodelagdo dssea
(CTX e P1INP). Diante da retirada do efeito inibitério do PTH, os niveis de esclerostina
aumentaram, enquanto os niveis de OPN, que possui efeitos sobre mineralizagéo e reabsorcao

6ssea mediada pelo PTH (78), acompanharam a reducdo da taxa de remodelacao 6ssea.

Diferente da esclerostina, 0 DKK1 (Dickkopf Related Protein 1), outro antagonista da
via Wnt, apresentou reducdo apés a PTX. Em modelos experimentais, ja foi demonstrado que
a inibicdo da esclerostina promove aumento da expressdo de DKK1 (121) e que o bloqueio de
DKK1 também é capaz de aumentar a expressdo de esclerostina, sugerindo um mecanismo
compensatério de feedback negativo, o que pode explicar o0 motivo de a supressao de DKK1
ndo gerar uma resposta anabolica efetiva para o tecido 6sseo (122). Além disso, essa proteina
também tem papel na osteoimunologia, atuando no crosstalk entre células de linhagens
diferentes na medula 6ssea. Himburg et al. (123) demonstraram que a secrecdo de DKK1 por
células osteoprogenitoras da medula éssea foi capaz de atuar de forma paracrina promovendo
regeneracdo de células da linhagem hematopoiética. Portanto, a reducéo dos niveis circulantes

de DKK1 ap0s a PTX pode ser explicada tanto por uma resposta a0 aumento dos niveis
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de esclerostina quanto pela atenuacdo do estresse inflamatdrio gerado pelo excesso de PTH na

medula éssea.

Dentre diversas causas, altos niveis de esclerostina estdo associados a doenca 6ssea de
baixa remodelagdo. Embora tenha havido um aumento nos niveis sanguineos devido a redugéo
do PTH, houve reducdo na concentracdo muscular da esclerostina, o que sugere um possivel
papel negativo desta proteina sobre a fungdo muscular. Ndo houve mudanca em relacdo a
concentracdo tecidual de DKK1, enquanto os niveis de osteocalcina no tecido muscular
apresentaram uma reducdo significativa, acompanhando a mudanca no perfil de remodelagéo

0ssea induzida pela PTX.

A anélise tecidual através de bidpsias permitiu identificar alteracdes em turnover
proteico muscular nas fases pré e pés-PTX. De acordo com dados publicados por Verzola et al
(53), foi realizada analise histoldgica de tecido muscular de 22 pacientes com DRC estagio 5 e
demonstrado que a expressdo tecidual de Akt é reduzida, enquanto a IL-6 muscular esta
aumentada nesses pacientes, atuando como fator preditor da apoptose muscular (53). Nesta
mesma populagdo, 0 MRNA do IGF-1 foi significativamente menor do que nos controles
saudaveis. Em nossos pacientes, o hiperparatireoidismo associou-se a reducdo da expressao
génica da Akt e FoxO3 no baseline. Quando analisada a concentragdo muscular de Akt
fosforilada/total, notamos uma reducéo da atividade da Akt no baseline, que foi atenuada apds
a PTX. Tal fato aponta para o efeito do HPTS sobre a capacidade de sintese proteica e seu efeito
deletério sobre desenvolvimento muscular. Apesar de ocorrer aumento nos niveis sanguineos
de IGF-1, ndo encontramos efeito sobre a sua expressdo no tecido muscular. O FoxO3 &€ um
fator de transcricdo regulador da autofagia muscular, processo necessario para renovacao
mitocondrial e reparo do tecido muscular apos atividade fisica intensa por exemplo (124). Sua
expressao diminuida, associada a reducdo na capacidade de sintese proteica, podem estar

relacionados a uma desregulacdo na capacidade de reparo do tecido muscular por limitagdo do
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processo de autofagia.

Também avaliamos a expressdo de miocinas, como a miostatina, um importante
regulador no desenvolvimento muscular. Existe descri¢do de que seus niveis estejam elevados
ja nos estagios iniciais da DRC, devido a reducéo do clearance renal e/ou aumento da sua
producdo (125). Entretanto, ha evidéncia de que a dosagem de miostatina ndo seja um
biomarcador eficaz de sarcopenia na populagdo com DRC em diélise, uma vez que seus niveis
ndo diferem dos pacientes controles sem DRC e néo se correlacionam com testes de forga e
performance (126). De fato, apesar da melhora da funcionalidade, os niveis de miostatina
aumentaram em nossos pacientes, indicando que ela ndo pode ser utilizada como marcador
fidedigno de sarcopenia nesses casos. Num contexto experimental, a superexpressdo de
miostatina em camundongos machos foi associada a reducéo da massa muscular e aumento da
massa gorda (127). Em estudo clinico prévio, seus niveis aumentados ja foram positivamente
associados a um maior risco de obesidade abdominal em mulheres com sindrome de ovérios
policisticos (128). Como a miostatina também é expressa no tecido adiposo, o aumento da

massa gorda apds a PTX pode explicar a elevacdo desta proteina.

Em relacdo a analise da miostatina no tecido muscular, uma publicacdo anterior mostrou
que sua expressao génica estd aumentada em pacientes com DRC, em relacdo aos saudaveis
(53). Em nossa populacéo, ndo houve mudanca de expressdo génica, assim como na expressao
por imuno-histoquimica ou na concentracdo proteica de miostatina muscular em relacdo aos

pacientes saudaveis e nem apds a PTX quando comparados ao baseline.

Outra miocina avaliada foi a irisina, que € secretada a partir da clivagem da FNDC5
durante o exercicio. Desempenha um papel importante na regulacdo do metabolismo
energético, atuando em diversos orgaos incluindo o tecido 6sseo. Camundongos knockout para

FNDCS5 apresentam massa 0ssea reduzida em relacéo aos selvagens (129), mas os estudos com
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modelos de DRC ainda sdo escassos. Kawao et al. (130) demonstraram que camundongos
submetidos a nefrectomia 5/6 evoluiram com diminuicdo na expressdo de FNDC5 e aumento
na expressao génica de miostatina. Além disso, também apresentaram uma reducdo na
concentracdo proteica de irisina no musculo gastrocnémio associada a perda de 0sso cortical,

que melhorou ap6s reposicéo de irisina.

Em um estudo clinico com 38 pacientes com DRC estagio 5, os niveis de irisina
circulantes foram significativamente mais baixos quando comparados a uma populagéo
saudavel pareada para sexo e idade (131). Em nossa amostra, a expressdo génica de FNDC5 no
musculo dos pacientes com DRC e HPTS estava reduzida em relacdo aos individuos saudaveis.
Apos a PTX, houve aumento significativo da expressdo génica de FNDC5 e da concentracdo
proteica muscular de irisina. Assim como foi observado com o ganho de massa 6ssea mais
expressivo naqueles pacientes submetidos a PTX total, foi notada uma variacéo
significativamente maior na concentracdo de irisina muscular ap6s PTX total em relacdo a
subtotal, bem como uma correlacdo entre 0 aumento da irisina muscular, ganho de massa 6ssea
e reducdo na expressao muscular de TGF-pB. Tal achado ratifica a melhor condi¢cdo muscular
apos tratamento do HPTS, principalmente com controle mais rigoroso do PTH, apesar de ndo

ter havido mudanca nos niveis sistémicos de irisina apds 6 meses.

O HPTS também esta associado a inflamacdo sistémica e do tecido dsseo, induzindo
fibrose medular. A PTX atenua esse efeito e é capaz de reduzir a expressao de citocinas com
efeitos sobre IL1PB, TNF-a, TGF-f e FGF em medula 6ssea (32). A interacdo entre PTH e
citocinas inflamatorias tem efeito ndo so sobre a remodelacdo 0ssea (132, 133), mas também
sobre o tecido muscular. Ap6s 6 meses da PTX, nossa coorte apresentou uma reducéo da PCR
e dos niveis circulantes de IL-6. Na avaliacdo histoldgica do tecido muscular, foi notavel a

diminuicdo na expressao e concentracdo muscular de TGF-p e OPN.
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O TGF-p ¢ produzido principalmente pelos ostedcitos, armazenado na matriz ¢ssea e
tem papel na remodelag&o dssea, regulando o recrutamento de osteoclastos e osteoblastos. Uma
expressdo mais alta de TGF-B ja foi observada na medula dssea de pacientes com HPTS, e isso
reverteu apds a PTX. Também desempenha um papel direto na fraqueza do musculo esquelético
em condigdes patoldgicas. J& foi demonstrado que o aumento no TGF-B circulante apds a
reabsorcao ¢ssea induzida por metastases 6sseas promove oxidacao de proteinas musculares e
receptores de calcio, contribuindo para a fraqueza muscular (74). Em nossa avaliacdo, tanto os
niveis no sangue quanto a expressdo muscular de TGF-p reduziram apdés PTX, o que pode
explicar a mudanca na capacidade de resposta do musculo, uma vez que esta proteina atua como

importante fator de fibrose tecidual.

Além do seu efeito sobre reabsorcao e mineralizagdo 6sseas, a OPN também aumenta a
resposta inflamatoria através do atracdo de macrdfagos para sitios inflamatdrios em resposta a
diferentes estimulos patol6gicos (81), aumentando a sintese de citocinas pro-inflamatdrias (80).
Estudos em modelos animais de distrofia muscular comprovaram a acdo da OPN sobre a
modulacdo de células inflamatérias e sobre a expressao de TGF-f intramuscular (82), e a sua
ablacdo gerou um fendtipo pré-regenerativo, capaz de retardar a progressao da doenca e
melhorar a funcdo muscular (134). Os niveis elevados de OPN também correlacionaram-se
significativamente com a resposta Th17 e producdo de IL-17 no liquido sinovial de pacientes

com artrite reumatoide (135).

A IL-17 esté envolvida na inflamag&o cronica em varias doengas autoimunes. A analise
de biopsias musculares de paciente com distrofia muscular de Duchenne revelou uma expressédo
aumentada de IL-17 no tecido muscular (136), que se correlacionou com expressao de outras

citocinas inflamatorias, além de ter impacto na funcionalidade.

A expressdo muscular aumentada de IL-1p ja foi associada a um acumulo de proteina
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B-amildide presente em doencas inflamato6rias neuromusculares, e, assim como 0 TNF-a, ja foi
relacionada ao desenvolvimento de atrofia muscular em modelos de camundongos com doencga
de Parkinson (137). A expressdo dessas citocinas nesse mesmo modelo foi atenuada com a

atividade fisica (138).

Na avaliacdo dos casos com HPTS grave em comparagdo com o0s saudaveis, notamos
uma expressao génica aumentada de IL 17A e IL-1 B no tecido muscular. Na fase pds-PTX,
houve reducdo dos niveis circulantes, da expressdao muscular e da concentracdo de OPN,
acompanhada da reducéo de concentracdo muscular de IL-17A, IL-1B, ¢ TNF-a. Esses dados
reforcam a hipotese de que a OPN também atua como agente inflamat6rio no tecido muscular

no contexto do HPTS.

Evidéncias apontam que a via RANK/RANKL/OPG, componente da remodelagio
Ossea e da resposta inflamatdria (139), também esta envolvida na funcdo muscular. Um estudo
clinico com pacientes saudaveis mostrou que o dano muscular induzido por exercicios intensos
aumenta a OPG e diminui as concentracfes de RANKL no sangue, sugerindo que estdo
envolvidos na inflamacdo muscular e nos processos de reparo em resposta ao dano (140). A
acdo do RANKL depende de sua ligacdo ao seu receptor, RANK, que estd presente na
membrana das células musculares, e cuja delecdo especifica no musculo modula a regulacédo do
armazenamento de célcio e a atividade da calcio-ATPase do reticulo sarcoendoplasmético no

musculo esquelético (141).

A inibicdo desta interagdo RANKL/RANK com um anticorpo direcionado
especificamente para RANKL melhora a forga muscular em modelos de camundongos com
distrofia muscular (142). A acdo deste eixo também foi avaliada em outros modelos de doenca
crénica, como a doenca pulmonar obstrutiva crénica. Camundongos expostos a particulas de

fumaca de tabaco aumentam as concentracfes de RANK e RANKL em fibras musculares
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esqueléticas (143), e a neutralizacdo do RANKL foi capaz de restaurar a forca e a fungéo
muscular. Em modelos animais de cancer de ovario ndo-metastaticos, o tratamento anti-

RANKL promoveu melhora da fungdo muscular e atenuou a perda de massa 6ssea (144).

Além dos estudos experimentais, também existe evidéncia clinica do efeito do RANKL
sobre musculo. Em estudo com mulheres menopausadas, a terapia com anti-RANKL ao longo
de 3 anos, diferente do uso de bisfosfonatos, melhorou a massa magra apendicular e a forca de
preensdo manual em comparacdo a nenhum tratamento (145). Nossa populagéo apresentou uma
reducdo dos niveis de OPG e manutencdo dos niveis de RANKL circulantes. Na avaliacdo
histoldgica, percebemos um aumento consideravel na expressdo génica do RANKL no baseline,
quando comparado aos controles, que se manteve elevada ap6s PTX. A concentragao proteica
de RANKL apresentou uma queda significativa apos a PTX, enquanto que a OPG ndo sofreu
variacOes. Esse achado sugere que o RANKL local do tecido muscular tem papel no

desenvolvimento de miopatia induzida pelo HPTS.

A partir de estudos experimentais, sabe-se que o FGF-21 atua como um marcador de
disfungdo mitocondrial e € um mediador de atrofia e fraqueza muscular, aumentando o fluxo
de autofagia e mitofagia (146). Camundongos knockout para FGF-21 no mdsculo nédo
experimentaram perda de massa muscular ou forga em resposta ao jejum, enquanto a expressao
aumentada de FGF-21 foi suficiente para induzir autofagia e atrofia muscular. Na nossa coorte,
a expressao génica de FGF-21 muscular mostrou uma tendéncia de aumento (cerca de 6x) em
relacdo aos saudaveis. Na analise da concentracdo da proteina, houve diferenca dos niveis de
FGF21 no musculo de pacientes com DRC e uma tendéncia a reducdo apos a PTX. Isto
corrobora a hipotese, ja demonstrada através de exames de imagem (88), de que a disfungéo
mitocondrial € um dos mecanismos envolvidos na miopatia da DRC. N&o encontramos
diferenca na expressdo génica ou proteica de FGF-23; portanto, os efeitos do FGF-23 no

musculo esquelético permanecem desconhecidos.
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Dentre as limitacGes deste estudo, consideramos que o diagndstico de sarcopenia em
populagdo com DRC néo é contemplado com critérios bem definidos. Por isso, tomamos a
decisdo de empregar os critérios utilizados na maior parte das publicacBes prévias, porém
validados em outro perfil populacional. A andlise histologica de tecido 6sseo poderia trazer
informagdes relevantes, ajudando a identificar com mais detalhes os mecanismos relacionados
a interagdo bioquimica entre tecido 6sseo e muscular, porém isso poderia reduzir a incluséo de
novos casos diante da maior complexidade para realizacdo de bidpsias dsseas em relacdo a
bidpsia muscular. Neste estudo ndo foi possivel isolar efeitos dos agentes envolvidos no DMO-
DRC, sendo impossivel diferenciar o que seria uma acao isolada, por exemplo, do PTH, fésforo,
FGF-23 ou do préprio turnover 0sseo sobre tecido muscular. Além disso, o periodo de
pandemia pelo coronavirus limitou a realizacdo de cirurgias, pois o centro cirdrgico do Hospital

das Clinicas foi fechado, o que inviabilizou a inclusdo de mais participantes para esta analise.

Como pontos fortes, este é um estudo prospectivo com avaliacdo de diferentes aspectos
relacionados ao sistema musculo-esquelético, e os pacientes foram seus proprios controles
evolutivos, excluindo o viés de comparar com outra populacdo. Também é o primeiro estudo
com objetivo de relacionar os parametros do DMO-DRC e o efeito da PTX com dosagem de
miocinas, bem como com a dindmica de diversas proteinas relacionadas ao metabolismo 6sseo
e muscular. Além de dosagem sanguinea, as proteinas também foram analisadas no
compartimento muscular, e por trés metodos difrentes: expressdo génica, multiplex e imuno-

histoquimica.

A hipotese levantada por esse estudo € de que o HPTS pode ter papel na miopatia
urémica através de um efeito direto dos niveis suprafisioldgicos de PTH ou outros componentes
do DMO-DRC, como o fésforo, sobre tecido muscular esquelético. Além disso, efeitos indiretos
através da inflamacdo e produtos da remodelacdo Ossea alterada também podem estar

envolvidos nesta patogénese (figura 23).
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Figura 23 - Mecanismos propostos para a acdo do hiperparatireoidismo secundario e da
paratireoidectomia sobre tecido muscular. PTX: paratireoidectomia; FGF-21: fator de
crescimento dos fibroblastos -21; TGF-f: fator de transformagéo do crescimento beta; RANKL:
ligante do receptor ativador do fator nuclear Kappa B; IL: interleucina; TNF-a. — fator de necrose
tumoral alfa. Edicdo: Biorender.com
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6. CONCLUSAO

O PTH é uma toxina urémica com efeitos sistémicos e capaz de afetar também o tecido
muscular. O HPTS grave tem repercussdes negativas causando, além da perda de massa dssea,
reducéo da funcionalidade e alteragdo na homeostase do tecido muscular. Neste estudo, 0 HPTS
promoveu mudancas na expressao génica e proteica do tecido muscular, resultando em reducéo
de turnover proteico, aumento de inflamagéo e fibrose tecidual, que foram parcialmente
revertidos ap6s a PTX. Além disso, o tratamento cirargico promoveu alteracdo em composicao
corporal dos pacientes, que apresentaram ganho significativo de massa 6ssea e massa gorda.
Apesar de ndo haver ganho em massa muscular ou alteragdo em gasto energético de repouso
apos a PTX, houve efeitos positivos sobre a qualidade do musculo, identificados através da
melhora da for¢a muscular e da performance, acompanhadas de um aumento na concentracdo

muscular de irisina.
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Anexo A - Parecer consubstanciado do CEP - Faculdade de Medicina da Universidade de Séo
Paulo
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DADOS O PROJETO DE PESGUISA

Titulo da Pesquisa: IMPACTD DA PARATIRECIDECTOMIA SOBRE SARCOPENIA E METABOLISMO
ENERGETICO EM FACIENTES COM DOENCA REMAL CROMICA EM DIALISE E
HIPERFPARATIREQIDISMO SECUNDARIO

Pesquisador: Rosa Maria Afforso Moyses

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: B7a36218.7.0000.0088

Instituigio Proponente: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP
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DADOS O PARECER
Momero do Parecer: 2.778.215

Apresentagdo do Projeto:

(1 hiperparafirecidismo secundario (HPTS) & caracterizado por nivess elevados de paratormdnio, sendo
considerado uma complicacdo comum em pacientes com doenga renal crinica (DRC). com risco elevado de
fratura do quadril. levando a incapacidade fisica. Mosso objetive & avaliar o impacto da Parafirecidectomia
na Miopatia Urémica & Metabolismo energético em Pacientes com HPTS atrawés de bidspia muscular,
caborimetria indireta & densitometria de dupla emiss3o com fontes de raio X (DEXA) Metodobogia: O estudo
seri realizado no Hospital das Clinicas, no Laboratdrio de Fisiopatologia Renal (LM 18) da Faculdade de
Medicina da USP. Serdo incluides 20 pacientes com DRC estigio 5 em hemodiilise & HPTS com indicagSn
de paratirecidectomia, ambos os sexos, de 18 a 75 anos. Avaliaremcs o impacio da paratirecidectomia em
pacientes com DRC & HPTS sobre tecido muscular & gasto energetico em repouso.

Emderegoc  Rum Orvidic Pires de Campos, 225 57 andar
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Obs.: O titulo “IMPACTO DA PARATIREOIDECTOMIA SOBRE SARCOPENIA E METABOLISMO
ENERGETICO EM PACIENTES COM DOENCA RENAL CRONICA EM DIALISE E
HIPERPARATIREOIDISMO SECUNDARIO” foi posteriormente alterado, com autorizacio da Pés-graduacio, para
“ O HIPERPARATIREOIDISMO SECUNDARIO GRAVE ALTERA A EXPRESSAO GENICA E PROTEICA DO
TECIDO MUSCULAR: O PAPEL DA PARATIREOIDECTOMIA SOBRE A MIOPATIA UREMICA”.
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T~ _USP - HOSPITAL DAS
CLINICAS DA FACULDADE DE W"‘"ﬂ
4 MEDICINA DA UNIVERSIDADE
il d Panecsd 2 TTED1S

Objetivo da Pesquisa:

Objetive Primario-Estudar impacts da FTx sobre a performance muscular e gasto energetico basal em
pacientes com DRC Objetive Secundario: Avaliar a associagao entre hiperparatirecidismo secundario e
micpata wémica.

Avaliag3o dos Riscos e Beneficios:

1. A bidpsia muscular & de risco baixe para complicagies, podenda raramente ocomersangramento ou dor
nix local da retirada do fragmento do tecido muscular

2. A coleta de sangue oferece o risco de dor, inchage ou formacsEo de manchas escuras (hematomas) na
cobeta,

3. A densitornetria ossea e a calorimefria indireta s3o exames nio mvasivos. O primeine envolve exposicio a
radiag3o ionizante em uma dose segura & bem abaiio dos limites estabelecidos pelas nomas de
radioproteg3o.

Beneficios:

1. Estude sobre refacio do hiperparstirenidismo na fisiopatologia da miopatia urémica

2. Avaliagao do efeito do ratamento do HFTS grave nos pacentes com doenga renal cronica que fazem
hemodiafise sobre sarcopenia, gasto energético & composigao corporal.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

) estudo & bem desenhado & responde @ uma pergunta de pesquisa importante. Porém, no projeto micial
nao ficava claro a real impontancia da biopsia muscular, exame invasivo que serd realizado em duas
ocasides. U5 pesquisadores responderam pendencia de forma adequada, ressaltando a importancia do
proceidmento.

Consideragbes sobre os Termos de apresentagao obrigatdria:

0 TCLE & bem escrito & adequado para a populagao alvo. Foi incluida a deserigdo do procedimento.
Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Projeio adequado para inicio.

Consideragbes Finais a critério do CEP:

Em conformidade com a Resolugdo CMS n® 456/12 — cabe a0 pesquisador: a) desenvolver o projeto

Enderegor  Rum Cwidio Pires de Campos, 225 5% angar

Ealto: Cergueira Cesar CEPF: Q5403010
WF: P Huniolpo:  E&C PAULD
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conforme delineado; b) elaborar & apresentar relatorios parciars & final; clapresentar dados solicitados pelo
CEP. a quakguer momentoc d) manter em anguivoe sob sua guarda, por 5 anos da pesquisa, conbendo fichas
individuais e todos os demais documenios recomendados pelo CEP: &) encaminhar os resultados para
publicagdo, com os devidos creditos aos pesquisadores associados e ao pessoal téenico particpante do
projeto; f) justificar perante ao CEP intermupcdo do projeto ou a ndo publicagdo dos resultados.

Este parecer fol elaborade baseado nos documentos abaixo relacionados:
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142852 |Moyses
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Anexo B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAQ PAULO — HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOCS DA PESQUISA

TITULO DO PROTOCOLO DE ESTUDO DE FESQUISA:

IMFACTO DA PARATIREQIDECTOMIA S0BERE SARCOFENIA E
METABOLISMO ENERGETICO EM FPACIENTES COM DOENCA RENAL
CROMNICA EM DIALISE E HIFERPARATIREDQIDISMO SECUNDARIOD

PESQUISADOR PRIMCIPAL: Prof*Dr* Rosa Maria Affonso Moysés
FESQUISADOR EXECUTANTE: Eduardo Jorge Dugue de 54 Cameiro Filho
CARGOFUNCAD: Médico Nefrologista

MUMERC INSCHI";ELD MO COMNSELHO REGIONAL DE MEDICIMNA @ N 152284

Convite a participagao
Ezzas informagdes estio sendo fomecidas para sua participacio voluntina
neste estudo, que tem como objethvo avaliar os efeitos da paratirecideciomia sobre

tecido muscular & gasto de energia do organismoe (gasto energético basal) apos 6
meses do procedimenio crlngico.

Descrigao dos procedimentos que serao realizados, com seus propositos &
identificagio dos que forem experimentais e ndo rotineiros:

Caso o (&) senhor (a) aceite participar de tal estudo, sera submetido a coletas
de exames de sangue (ser3o retirados cerca de 20 mbL além dos exames feitos
habitualmente), além de exame para avaliacio do gasto de energia do organisma em
repouso (calorimetria indireta), densitometria para avaliagio da composig3o corporal
igordura & massa magra) e bidpsia muscular (refirada de pequeno fragmenio do
misculo da coxa) para entendimento do efeito de sua doenga sobre o misculo antes
e § meses apds & cirurgia de paratirecidectomia, & qual serd submetido. & bidpsia
muscular & um procedimento realizade por pung3o da coxa com anestesia local
atraves de uma pequena incisdo, apos aqual o (a) senhor (2) estara apio (a) a realizar
as atividades cotidianas normalments. Como o procedimenio & realizado por meic de
puncao, ndo ha necessidade de sutura (pontos na pele).

As consultas medicas ser3o realizadas no ambulatdrio de distirbio mineral e
osseo da Nefrologia (quinto andar do Predio dos Ambulatorios - PAMB) |, as coletas

Obs.: O titulo “IMPACTO DA PARATIREOIDECTOMIA SOBRE SARCOPENIA E METABOLISMO
ENERGETICO EM PACIENTES COM DOENCA RENAL CRONICA EM DIALISE E
HIPERPARATIREOIDISMO SECUNDARIO” foi posteriormente alterado, com autorizagio da Pos-graduagio, para
“ O HIPERPARATIREOIDISMO SECUNDARIO GRAVE ALTERA A EXPRESSAO GENICA E PROTEICA DO
TECIDO MUSCULAR: O PAPEL DA PARATIREOIDECTOMIA SOBRE A MIOPATIA UREMICA”.
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de sangue serdo realizadas no |aboratario do mesmo senvico, a caloimetria indireta
no Laboratoric de Awaliagdo e Condicionamento em Reumatologia (LACRE), a
densitometria no Laboratorio da disciplina de Reumatologia (terceino andar do predio
da Faculdade de Medicina da USP) & a bidpsia muscular na enfermaria da
Reumatologia (oitave andar do Instituto Central do Hospital das Clinicas).

Explicitagio de possiveis desconfortos e riscos decomentes da participagao na
pesquisa:

Podera ter desconforto na pungio para coleta de sangue. o gue & semelhante
ao que o senhor (a) sente guando colhe exames de samgue para as consulias
medicas. O Umico procedimento considerado de risco para o senhor (a) & a bidpsia
muscular, considerado de baixo risco de mmplimg::':EE, podendo raramentie ooormer
complicagdes como sangramento ou dor no local da retirada do fragmento do
misculo. Mo entanto este procedimento & necessario para avaliagio do efeito da
cirurgia sobre tecido muscular,

Beneficios para o participante

Ao paricipar deste estudo vood permitira que utilizemos os dados da sua
salde e descobrir se a drurgia de paratirecidectomia tem efeito scbre ganho de
condicionamenio muscular & gasto de emergia no repousc. Ao participar desta
pesquisa, n3o temos certera s o senhar (a) terd algum beneficia direto. Trata-se de
um estudo que podera beneficiar no futuro os padentes em hemodialise.

Esclarecimentos sobre a forma de acompanhamento e assisténcia a que terdo
direite os participantes da pesquisa

Vooé serd acompanhado no ambulatoro de nefrologia duranie & apds o
enceramento alou intemupgac da pesquisa. Apos o procedimenio cirirgico, as
avaliagies medicas serdo semanais ou guinzenais de acordo com os resultado de
exames de sangue, ja gue os niveis de calcio tendem a ficar baixos apos a cirungia de
paratirecideciomia. O (a) senhor (a) sera submetido a densitometria para avaliagao
de massa magra e distribuigdo de gordura, calorimetria indireta para estudo do gasto
de energia no repouso, assim como coletas de exames laboratoriais antes da drurgia
e B meses apos a drurgia. Serdo realizadas 2 bicpsias musculares, a primeira antes
da paratirecidectomia e 3 segunda § meses apds.

Garantia de liberdade

Em qualquer etapa do estude, vood terd liberdade de recusar-se a participar
ou refirar o seu consentimente em gqualguer fase da pesquisa sem penalizagio
alguma, além de liberdade de sigilo & privacidade.
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Explicagao das garantias de ressarcimento por despesas decorrentes da
pesquisa & explicagdo da garantia de indenizagic por eventuais danos
decomentes da pesguisa

M3o ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo,
incluindo exames & consultas. Também ndo ha compensacio financeira relacionada
A sua participagio. Se existir, qualguer despesa adicional, ela sera absorvida pelo
ocreamenio da pesquisa Os interesses dos paricdipantes da pesquisa em sua
integridade & dignidade =30 garantidos pela Momas e Diretrizes Regulamentadoras
da Pesquiza envolvendos Seres Humanos — Res. CHS n® 486812,

Em qualguer etapa do estude, vood tera acesso aos profissionais responsavel
pela pesquisa para esclarecimento de dividas. O principal investigador 2 o Dr.
Eduardo Jorge Dugque, que pode ser encantrado mo 5% andar do Ambulatorio Central
do HCFMUSP - Servigo de Mefrologia ou no LIM 18 — telefone (11) 2D861-8353 na
Faculdade de Medicina da USF ou pelo telefons [11) BEE445705 e e-mail
sduardoiomedugue@gmailcom. Se vocs tiver alguma consideragio ou divida scbre
a éfica da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S3o Pauls: comité de
Etica em Pesquisa (CEP), rua Ovideo Fires de Campos 225, 5° andar, tel: (11) 2651-
7585, (11) 2661-1548, (11) 2661-1548; e-mail: cappesq.adm@hc.fm.usp br.
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HOSFITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAC PAULD — HCFMUSP

Fui suficentemente  informado a respeito do  estudo  CIMPACTO DA
PARATIREIDECTOMIA SOBRE SARCOPEMIA EMETAEOLISMO ENERGETICO
EM PACIENTES COM DOEMNCA RENAL CROMICA EM DIALISE E
HIFERPARATIREQIDISMO SECUNDARIC”

Eu discuti as informacies acima com o Pesquisador Responsavel (Dr Eduardo
Dugue) ou pess0als) por gla delegadals)
i | sobre a minha decis3o em participar
nesse estudo. Ficaram claros para mim quais s30 o propositos do estudo, os
procedimentas a serem realizados, seus desconforios e riscos, as garantias de
confidencialidade & de esclarecimentos permanentes. Ficou claro tambeém que minha
participacdo & isenta de despesas e que tenho garantia de acesso a tratamento
hospitalar quando necessaro. Concordo voluntariamente em participar deste estudo
e podersi refirar o meu consentimentos a gualguer momento., antes ou durante o
mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualguer beneficio que ew possa
ter adquiido, ou no meu atendimenic nesie Servigo. Assino este termo de
consentimenic e recebo uma via rubricada pelo pesquisador.

Data_/ [

Assinatura do participante /repressntante legal

Data_ [ f
Assinatura da testermunha (Para casos de padentes analfabetos,
semi-analfabetos ou portadores de deficiéncia auditiva ou viswal)

Data_/ [

Assinatura do responsavel pelo estude

Obs.: O titulo “IMPACTO DA PARATIREOIDECTOMIA SOBRE SARCOPENIA E METABOLISMO
ENERGETICO EM PACIENTES COM DOENGCA RENAL CRONICA EM DIALISE E
HIPERPARATIREOIDISMO SECUNDARIO” foi posteriormente alterado, com autorizagio da Pés-graduagio, para
“ O HIPERPARATIREOIDISMO SECUNDARIO GRAVE ALTERA A EXPRESSAO GENICA E PROTEICA DO
TECIDO MUSCULAR: O PAPEL DA PARATIREOIDECTOMIA SOBRE A MIOPATIA UREMICA”.
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Anexo C — Questionario SARC-F

Avaliagdo | Pergunta Pontuagdo
Forga O quanto de dificuldade vocé tem para levantar e Nenhuma --------cem-me- 0
carregar 5 kg? PNt —— 1
Muita
/ndo consegue ----------- 2
Ajuda O quanto de dificuldade vocé tem para atravessar Nenhuma -----------z--m- 0
para um cémodo? PN L1017, P — 1
caminhar Muita
/ndo consegue ----------- 2
Levantar O quanto de dificuldade vocé tem para levantar de | Nenhuma ---------------- 0
da cadeira | uma cama ou cadeira? PN TETT0) R ——— 1
Muita
/ndo consegue ----------- 2
Subir O quanto de dificuldade vocé tem para subir um Nenhuma —--------zece-m- 0
escadas lance de escadas de 10 degraus? P T — 1
Muita
/ndo consegue ----------- 2
Queda Quantas vezes vocé caiu no Gltimo ano? Nenhuma —-------m-m-meme 0
1 a 3 vezes -------------- 1
4 ou mais --------------- 2
Interpretagao
>4 pontos: indica risco de sarcopenia
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Phosphate balance during dialysis and after kidney
transplantation in patients with chronic

kidney disease

Eduardo J. Duque®, Rosilene M. Elias®®, and Rosa M.A. Moysés®

Purpose of review

In patients with chronic kidney disease (CKD), hyperphosphatemia is associated with several adverse
outcomes, including bone fragility and progression of kidney and cardiovascular disease. However, there
is a knowledge gap regarding phosphate balance in CKD. This review explores its current state,
depending on the stage of CKD, dialysis modalities, and the influence of kidney transplantation.

Recent findings

Adequate phosphate control is one of the goals of freatment for CKD-mineral and bone disorder. However,
ongoing studies are challenging the benefits of phosphate-lowering treatment. Nevertheless, the current
therapy is based on dietary restriction, phosphate binders, and optimal removal by dialysis. In the face of
limited adherence, due fo the high pill burden, adjuvant options are under investigation. The recent discovery
that intestinal absorption of phosphate is mostly paracellular when the intraluminal concentration is adequate
might help explain why phosphate is still well absorbed in CKD, despite the lower levels of calcitriol.

Summary

Future studies could confirm the benefits of phosphate control. Greater understanding of the complex
distribution of phosphate among the body compartments will help us define a better therapeutic strategy in

patients with CKD.
Keywords

chronic kidney disease-mineral and bone disorder, dialysis, hyperphosphatemia, mineral balance, phosphate

INTRODUCTION

In the human body, phosphate is the second most
abundant mineral and is mainly found in its inor-
ganic form; approximately 85% is bound to the
bone matrix in the form of hydroxyapatite crys-
tals, the remaining 15% being found in soft tissues
and extracellular fluids, including plasma, which
accounts for 0.02% of the total phosphate. Phos-
phate also plays a fundamental role in basic cel-
lular processes. It is a constituent of the
phospholipid cell membrane and of nucleic acids,
as well as being involved in cell signalling, syn-
thesis of adenosine triphosphate (energy storage
and release) and acid-base regulation (urinary and
intracellular buffering) [1].

Because phosphate is widely distributed among
different compartments, blood samples are of lim-
ited utility for assessing its storage. There is evidence
of physiological fluctuations in phosphate levels,
even in healthy individuals. Typically, those levels
peak between 2:00 and 4:00 a.m., apparently not

www.co-nephrolhypertens.com

driven by calcium or parathormone (PTH), and are
lowest between 8:00 and 10:00 a.m., after which
there is a small peak and drop during the remaining
daylight hours [2,3]. That fluctuation might be
explained by an altered balance between the phos-
phate pools, especially those in the blood and bone.

A normal diet contains 800-1400 mg of phos-
phate, of which 40-80% is absorbed in the intestine,
mainly in the small intestine, via a transcellular path-
way (active sodium-dependent transport) or a para-
cellular pathway (passive diffusion), favoured by the
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KEY POINTS

o Assessing phosphate storage is a challenge in CKD
patients, because phosphate balance is regulated by
renal handling and intestinal absorption, as well as by
transfer among the skeletal, extracellular and
intracellular compartments.

e In dialysis patients, phosphate balance is regulated not
only by the phosphate gradient but also by
bone remodelling.

o Recent adjuvant strategies to control dietary phosphate
absorption are under investigation in CKD models.

o Phosphate mass transfer varies according to the stage
of CKD.

electrical and chemical gradients. Sodium-dependent
inorganic phosphate (NaPi) cotransporters are divided
into three subgroups [4]. The type I NaPi cotransporter
belongs to the SLC17 transporter family, and its exact
role in phosphate homeostasis is still unknown. The
type Il cotransporters, NaPi-Ila (encoded by SLC34A1)
and NaPi-llc (encoded by SLC34A3), are found on the
brush border of proximal tubule cells, the target of
phosphaturic hormones such as PTH and fibroblast
growth factor 23 (FGF-23). The NaPi-IIb cotransporter
(encoded by SLC34A2) is responsible for intestinal
phosphate absorption, modulated by calcitriol. The
type Il NaPi cotransporters (PiT-1 and PiT-2), which
belong to the SLC20 family, are expressed in several
organs, including the intestine, contributing to
increased intestinal absorption of phosphate. Until
recently, there have been few studies evaluating para-
cellular transport of phosphate.

Phosphate homeostasis is regulated by the kid-
neys, intestinal absorption, and transter among the
skeletal, extracellular and intracellular compart-
ments. That complex regulatory mechanism is
mediated by calcitriol, PTH and FGF-23. The expres-
sion of NaPi-Ila and NaPi-IIc is decreased by PTH and
FGF-23, causing phosphaturia by inhibiting tubular
reabsorption. In addition, FGF-23 inhibits renal
expression of 1-alpha-hydroxylase, the enzyme
responsible for converting 25-hydroxyvitamin D
into calcitriol, which promotes intestinal absorp-
tion of calcium and phosphate by increasing expres-
sion of PiT-2 and NaPi-IIb.

HYPERPHOSPHATEMIA IN CHRONIC
KIDNEY DISEASE

A progressive loss of kidney function can result in
CKD-mineral and bone disorder (CKD-MBD). The
consequent increase in FGF-23 could be explained

1062-4821 Copyright © 2022 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.

by a decrease in renal expression of klotho and other
recently proposed mechanisms, such as increases in
lipocalin-2 [S] and glycerol 3-phosphate [6]. The
increase in FGF-23 stimulates phosphaturia and
inhibits calcitriol production. In end-stage kidney
disease (ESKD), CKD-MBD increases the risk for mor-
bidity, fracture, cardiovascular events and mortality,
by provoking a syndrome that includes vascular cal-
cification, bone fragility and biochemical abnormal-
ities, such as hyperphosphatemia [7]. In addition to
inducing FGF-23 production and decreasing calcitriol
synthesis, hyperphosphatemia has been associated
with the development of hyperparathyroidism by
direct or indirect mechanisms [8].

Phosphate accumulation, independent of cal-
cium or calcitriol, causes parathyroid cell hyperplasia
by activating the transforming growth factor-alpha
receptor [9]. Hyperphosphatemia decreases the
expression of vitamin D receptors, directly inhibits
the parathyroid calcium-sensing receptor, decreases
parathyroid sensitivity to calcium [10], and decreases
calcitriol production (through FGF-23), thus stimu-
lating PTH synthesis and secretion. Stabilizing the
PTH mRNA molecule accelerates the synthesis proc-
ess through posttranscriptional mechanisms [11].

The Kidney Disease: Improving Global Outcomes
(KDIGO) guidelines recommend monitoring of min-
eral metabolism parameters, such as phosphate levels
[7,12], and suggest implementing phosphate-lower-
ing treatment to reduce phosphate levels towards the
normal range in patients with advanced (stage 3-35)
CKD. However, there is no evidence that treating
hyperphosphatemia can prevent adverse outcomes.
In fact, a recent meta-analysis involving 2498 partic-
ipants [13] explored the effects of phosphate-lower-
ing agents in CKD patients not on dialysis. Despite a
reduction in serum phosphate and urinary phosphate
excretion, the effects of such agents on all-cause
mortality and cardiovascular events were unclear.
Most of the studies analysed followed patients for
12months or less, which may have compromised
the assessment of relevant outcomes. However, there
are two ongoing prospective studies — Clinical Trial
#NCT03573089 and the HilLo trial [14"] — designed to
evaluate the effects of two different serum phosphate
targets on mortality and hospitalization. Impor-
tantly, before recommending serum phosphate tar-
gets, we should better understand the phosphate
balance in CKD. Misconceptions regarding that topic
might compromise the clinical management of CKD.

PHOSPHATE BALANCE IN CHRONIC
KIDNEY DISEASE

The idea that CKD-related phosphate retention
leads to adverse outcomes was based on the concept
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that the phosphate balance becomes positive as CKD
progresses. However, two important studies changed
that dogma [15,16]. The authors of both studies eval-
uated patients in conservative CKD management and
observed a neutral phosphate balance, which they
posited to be associated with increased PTH and FGF-
23. That was confirmed by experimental studies in
which phosphate overload was shown to increase
phosphaturia through PTH-dependent mechanisms
and to decrease renal phosphate transporters, regard-
less of the phosphate content in the gastrointestinal
tract [17]. Therefore, adequate serum phosphate or
even aneutral balance is maintained at the expense of
an increase in phosphaturic hormones, which could
lead to adverse events.

The influence of calcitriol on intestinal absorp-
tion of phosphate in CKD patients has also been
reviewed. Stremke et al. [18™] showed that a phos-
phate-rich diet does not reduce intestinal absorp-
tion of dietary phosphate in patients with stage 3-4
CKD, despite lower calcitriol levels and higher levels
of PTH and FGF-23. That is in accordance with the
novel concept that transcellular absorption is
greater when luminal phosphate concentrations
are low [19], and that the calcitriol-independent
paracellular pathway is responsible for most of the
intestinal absorption of phosphate, especially when
luminal phosphate concentrations are high. Recent
studies have investigated the role of the sodium/
hydrogen exchanger isoform 3 in paracellular phos-
phate absorption [20]. Tenapanor, an inhibitor of
the isoform in the gastrointestinal tract, is used in
the treatment of irritable bowel syndrome with
constipation and reduces paracellular phosphate
permeability in the intestine by decreasing intra-
cellular pH, thus inducing conformational changes
in tight junction proteins [21]. Tenapanor has also
been investigated as part of a dual-mechanism
approach to phosphate lowering [22%], mainly in
patients on a typical (high-phosphate) western diet.
Conversely, clinical studies focused on NaPi-IIb
inhibition have produced disappointing results. A
specific NPT-IIb inhibitor, ASP3325, was not effec-
tive in reducing serum phosphate levels or FGF-23 in
hyperphosphatemic ESKD patients on dialysis [23].
In a placebo-controlled trial involving patients with
stage 3—4 CKD, nicotinamide, with or without lan-
thanum carbonate, failed to decrease levels of phos-
phate or FGF-23 significantly [24]. In dialysis
patients, nicotinamide and sevelamer have been
shown to be equally effective in lowering serum
phosphate, although patient tolerance to nicotina-
mide was lower after 24 weeks [25]. Nevertheless,
modified-release nicotinamide administered once
daily in combination with phosphate binders might
be a valid option for patients on maintenance

328 www.co-nephrolhypertens.com

haemodialysis [26], mainly for those already on a
low-phosphate diet or phosphate binder therapy. In
an animal model of CKD, a pan-phosphate trans-
porter inhibitor that interacts with NaPi-IIb, PiT-1
and PiT-2 was shown to decrease phosphate, FGF-23
and PTH markedly [27]. In another such study, NaPi-
[Ta inhibition resulted in a dose-dependent increase
in phosphate excretion [28]. If those effects are
confirmed in a clinical setting, such options might
benefit patients in whom phosphate binder treat-
ment is ineffective.

PHOSPHATE BALANCE IN DIALYSIS

In addition to inhibition of gastrointestinal phos-
phate absorption, in patients on dialysis, the lack of
renal clearance requires that phosphate, a less than
500-Da molecule, be removed by dialysis. The
kinetics of plasma phosphate concentration during
dialysis involves the transference of phosphate
among multiple compartments. At first, it was
thought that dialysis removed phosphate exclu-
sively from the intravascular compartment. How-
ever, the intracellular phosphate pool is also
depleted, as depicted in a prospective study of 11
patients submitted to magnetic resonance spectro-
scopy during a 4-h dialysis session [29*%]. During
the first half of the session, there was a reduction in
phosphate levels, indicative of plasma compart-
ment outflow. In the second half, the extracellular
compartment was refilled from the intracellular
and skeletal compartments. Phosphate removal
appears to be continuous during conventional hae-
modialysis [30].

The mean phosphate removal during dialysis is
700-1200mg/session (2.1-3.6 g/week). The signifi-
cant drop in serum phosphate in the first hour of
haemodialysis represents only a quarter of the total
removal [30]. Potential strategies to optimize phos-
phate mass transfer during dialysis include increas-
ing the surface area of the dialyzers, increasing the
blood flow rate, and improving vascular access [31].
However, the most important strategy for phos-
phate clearance during dialysis is increasing the
overall dialysis time [32], the effectiveness of which
varies according to the dialysis modality [33]. A
more effective dialysis regimen, involving short
daily sessions [34,35] or extended overnight sessions
[36], optimizes the removal of uremic toxins,
including phosphate [37]. An evaluation of 455
dialysis sessions showed that at least 38 h of dialysis
weekly are required to maintain normal phosphate
levels in patients with a phosphate intake of 0.7 g/
day not treated with binders [37]. The predialysis
serum phosphate concentration also influences
phosphate removal [38], and restricting dietary
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phosphate may blunt postdialysis rebound [39].
Hemodiafiltration has been shown to remove
higher amounts of phosphate in patients with pre-
dialysis levels below 7 mg/dl [40].

The current belief that phosphate returns to the
basal level a few hours after dialysis was not con-
firmed in a recent study of haemodialysis patients
on a low-phosphate diet with no binders [39]. In
that study, phosphate returned to basal levels within
the first 24 h after dialysis in less than 40% of the
individuals. This is another piece of the puzzle that
suggests that phosphate distribution among body
compartments is complex and heterogeneous. A
better understanding of that could allow us to
improve treatments.

There are circadian fluctuations in phosphate
levels in patients with CKD, even those on dialysis
[41]. In a study of 147 haemodialysis patients [42],
hyperphosphatemia was more common during the
morning shift and phosphate levels were higher in
the fasting state than in the postprandial state. The
assessment of serum phosphate is challenging not
only because of such fluctuations [43] but also
because biochemical assays measure only a small
proportion of the total phosphate [44].

Bone remodelling also affects phosphate bal-
ance during dialysis. In a study of 28 haemodialysis
patients [45], PTH/serum osteoprotegerin ratio was
shown to correlate with phosphate removal.
Another study showed that high bone turnover
increases calcium and phosphate mass transfer dur-
ing dialysis [46%]. Although the current concept is
that phosphate removal is not affected by calcium
concentration in the dialysate after a single session
of dialysis [47], low calcium dialysate, in a long-term
evaluation, stimulates PTH [48,49], which enhances
bone remodelling and, consequently, phosphate
efflux during dialysis. In contrast, higher dialysate
calcium content chronically could inhibit PTH, sup-
press turnover and reduce phosphate removal.

In peritoneal dialysis, phosphate clearance
depends on residual renal function and the perito-
neal dialysis modality. Residual renal function plays
a key role, accounting for more than 60% of the total
phosphate clearance. In a study of 67 patients on
peritoneal dialysis, reduced residual renal function
was associated with higher levels of FGF-23, which
was shown to be a more stable marker of phosphate
metabolism than is phosphate or PTH [50]. A cross-
sectional study involving 154 peritoneal dialysis
patients showed that phosphate removal was greater
in patients undergoing continuous ambulatory peri-
toneal dialysis (CAPD) than in those undergoing
continuous cyclic peritoneal dialysis (CCPD) or
automated peritoneal dialysis [51]. The authors
found that higher dialysate volume was associated

1062-4821 Copyright © 2022 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.

with higher phosphate removal, and that there was
a significant correlation between peritoneal phos-
phate and creatinine clearances, even when patients
with and without anuria were analysed separately.
Another study, involving 129 peritoneal dialysis
patients, demonstrated that higher peritoneal crea-
tinine clearance and membrane transport were inde-
pendently associated with peritoneal phosphate
clearance [52]. The authors found that, among
patients categorized as high-average transporters
and low-average-low transporters, phosphate clear-
ance was greater when CAPD was employed than
when CCPD was employed. However, the two
modalities were comparable in the patients consid-
ered high transporters. Peritoneal phosphate
removal could be optimized by using longer dwell
times and higher dialysate volumes.

PHOSPHATE BALANCE AFTER KIDNEY
TRANSPLANTATION

Although underrecognized, changes in mineral
metabolism tend to persist over the first year after
kidney transplantation [53] and increase the long-
term risk of graft failure [54]. The 2017 KDIGO
guidelines recommend that phosphate and calcium
levels be measured weekly, at least in the immediate
postoperative period.

Although hypophosphatemia is common in
kidney transplant recipients [55], it usually resolves
by the third postoperative month. Recovery of
glomerular filtration rate (GFR) after kidney trans-
plantation is accompanied by increased renal phos-
phate excretion. Therefore, lower phosphate levels
are usually associated with favourable graft out-
comes. In a multivariate analysis of 957 kidney
transplant recipients followed for 9years, severe
hypophosphatemia was associated with a lower risk
of death-censored graft failure and cardiovascular
mortality [56]. Conversely, excessive phosphate
excretion is associated with muscle weakness, and
the calcium phosphate deposition in the kidney
might lead to graft dysfunction [57]. If renal phos-
phate wasting persists despite normal phosphate
levels, hyperparathyroidism may persist [58].
Although GFR improves markedly in parallel with
improving graft function, patients continue to
present enhanced fractional excretion of phos-
phate caused by elevated PTH and FGF-23. Low
phosphate levels do not usually require specific
treatment, although nutritional guidance is recom-
mended. Oral phosphate salts should be prescribed
with care, given that they can increase serum PTH,
thus potentially decreasing tubular reabsorption of
phosphate and exacerbating persistent hyperpara-
thyroidism, in a vicious circle.

www.co-nephrolhypertens.com 329

Copyright © 2022 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.



SMIAGZIIUMIPXZOBBGROATDAEIOVIHSALLIAIPOOAEIEAHION/AD AUMY TXOMADYOINX 7O

HISAbZz3ay 1o +erNiOITWNOTZTARY HdaSHNAUg Ag suauadAyjoiydau-09/wod mm| sjeulnol/:dny woiy papeojumoq

€20¢/50/90 uo

Mineral metabolism

Immunosuppressive therapy might affect bone
turnover by impairing osteoblasts, enhancing apop-
tosis, and increasing osteoclast activity. Specific drugs
used in kidney transplantation, such as rapamycin
and glucocorticoids, are involved in dysregulated
phosphate homeostasis [59], independent of PTH.
Theeffects of such drugsinclude restricted absorption
of dietary phosphate [60], reduced expression of NaPi
cotransporters [61], modulation of klotho expression
[62], and vitamin D resistance through direct down-
regulation of vitamin D receptors [63].

A prospective study of 50 kidney transplant
recipients, compared with a group of GFR-matched
CKD patients, indicated that FGF-23 and renal phos-
phate wasting improved 1 year after successtul trans-
plantation [64]. However, evidence suggests that
despite the drop in FGF-23 concentration after
transplantation, its levels may remain increased
over the long term in kidney transplant recipients
[65], in whom they are slightly higher than in the
general population [66]. A study of 984 stable kidney
transplant recipients demonstrated that higher FGF-
23 levels correlated significantly with the rates of all-
cause mortality and graft loss [67].

CONCLUSION

Phosphate control involves a multitissue axis, being
influenced by renal handling, intestinal absorption,
skeletal remodelling and parathyroid function.
Pending the results of ongoing studies, maintaining
phosphate levels near the normal range is still a goal
of the treatment of CKD patients, given the con-
sequences of hyperphosphatemia and inadequate
phosphate excretion.

Because phosphate is widely distributed
throughout the body, serum levels represent a
minor proportion of the total stores. Therefore,
biochemical assays of blood samples might be of
limited utility for predicting relevant clinical out-
comes. Future studies should focus on phosphate
mass transfer, which is associated with the quality of
dialysis procedures. There is no evidence that the
phosphate balance is altered after kidney transplan-
tation. These studies are needed to better explain the
association between dysregulated phosphate
homeostasis and posttransplant outcomes.
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Abstract: Parathyroid hormone (PTH) has an important role in the maintenance of serum calcium
levels. It activates renal 1o-hydroxylase and increases the synthesis of the active form of vitamin D
(1,25[OH],;D3). PTH promotes calcium release from the bone and enhances tubular calcium resorption
through direct action on these sites. Hallmarks of secondary hyperparathyroidism associated with
chronic kidney disease (CKD) include increase in serum fibroblast growth factor 23 (FGF-23), reduction
in renal 1,25[OH],;D3 production with a decline in its serum levels, decrease in intestinal calcium
absorption, and, at later stages, hyperphosphatemia and high levels of PTH. In this paper, we aim to
critically discuss severe CKD-related hyperparathyroidism, in which PTH, through calcium-dependent
and -independent mechanisms, leads to harmful effects and manifestations of the uremic syndrome,
such as bone loss, skin and soft tissue calcification, cardiomyopathy, immunodeficiency, impairment
of erythropoiesis, increase of energy expenditure, and muscle weakness.

Keywords: parathyroid hormone; secondary hyperparathyroidism; uremic toxin

Key Contribution: Secondary hyperparathyroidism is a serious and common complication of CKD;
with a negative impact on morbidity and mortality of patients on dialysis. Persistent high levels of
PTH cause abnormalities in the cellular function of different target organs; contributing to several
findings of the uremic syndrome.

1. Introduction

Parathyroid hormone (PTH) is a 9400 D molecular weight peptide, containing 84 amino acids
that are secreted after cleavage from preproparathyroid hormone (115 amino acids) to proparathyroid
hormone (90 amino acids). The active biological form is the intact PTH (1-84), whose half-life in the
circulation is less than three minutes, and which clearance occurs mainly in the liver (60%-70%) and
kidney (20%-30%) [1].

The secretion of PTH is regulated by changes of extracellular calcium through a feedback
mainly mediated by the calcium-sensing receptor (CaSR). This receptor, a G protein-coupled receptor
on parathyroid cells, regulates calcium-influenced PTH secretion [2]. A reduction of ionized
calcium stimulates the PTH secretion, whereas high levels suppress the PTH release and enhance
calcitonin secretion.

The effects of PTH are summarized in Figure 1. In renal proximal tubular cells, PTH inhibits
phosphate reabsorption and upregulates the 1x-hydroxylase gene, responsible for conversion of
25-hydroxyvitamin D to the active metabolite 1,25-dihydroxyvitamin D (1,25[OH],Dj3). It also increases
calcium reabsorption by inserting calcium channels in the apical membrane of distal tubules and
stimulating basolateral sodium-calcium transporters [3].

Toxins 2020, 12, 189; doi:10.3390/toxins12030189 www.mdpi.com/journal/toxins


http://www.mdpi.com/journal/toxins
http://www.mdpi.com
https://orcid.org/0000-0002-5099-9727
http://dx.doi.org/10.3390/toxins12030189
http://www.mdpi.com/journal/toxins
https://www.mdpi.com/2072-6651/12/3/189?type=check_update&version=2

Toxins 2020, 12, 189 2of 16

Sl
® o
3
® O
® 0
: o
. : ‘ Schematic diagram
® O of le(|1-34)
N-terminal —@ . molecule
FGF-23 T Ca?* absorption
Ca?* efflux PO, absorption
: 1,25[0H],D
Bone Remodeling T Ca2t reabéoiption
. ‘ PO, reabsorption

Figure 1. Physiological actions of parathyroid hormone (PTH). PTH plays a key role in the maintenance
of calcium levels. It stimulates bone turnover and calcium release from the skeleton. In renal tubular
cells, PTH increases calcium reabsorption, inhibits phosphate reabsorption, and upregulates the
la-hydroxylase gene, responsible for conversion of 25-hydroxyvitamin D to the active metabolite,
1,25[OH],D3. It also enhances calcium and phosphate intestinal absorption by increasing the production
of activated vitamin D. Down arrow = decrease, Up arrow = increase.

In bone tissue, PTH influences gene expression in osteoblasts, supporting the synthesis of
proteins required for bone formation and osteoclast differentiation. Intermittent exposure to PTH
is antiosteoporotic and osteoanabolic via stimulation of bone formation, which is mediated by Wnt
signaling activation. Upon binding to the frizzled receptor and co-receptors, LRP5 and LRP6, Wnt
activates a signaling pathway, leading to translocation of beta-catenin into the nucleus, specific gene
expression, protein synthesis, and bone formation. Extracellular regulators of Wnt signaling include
dickkopf 1 and sclerostin, a product of the SOST gene expressed by osteocytes that inhibits Wnt
signaling [4,5]. PTH inhibits sclerostin and, therefore, stimulates bone formation.

Continuous exposure to PTH increases osteoclast activity, causing osteoporotic changes [6], mostly
mediated by enhancing the production of RANKL (receptor activator of nuclear factor-«B ligand) and
decreasing the production of osteoprotegerin (OPG), a natural decoy of RANKL, by osteoblasts and
stromal cell. By binding to RANK (receptor activator of nuclear factor-«B), a member of the tumor
necrosis factor family expressed by osteoclasts and their precursors, RANKL controls the differentiation,
proliferation, and survival of osteoclasts [7]. As a result, continuous exposure to high levels of PTH
causes bone loss, whereas intermittent exposure leads to bone mass gain.

2. CKD-Associated Secondary Hyperparathyroidism

Chronic kidney disease-mineral and bone disorder (CKD-MBD) involves a broad systemic disorder
manifested in uremic patients by disturbances in mineral and bone metabolism and extraosseous
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calcification [8]. This syndrome comprises one or a combination of the following conditions: vascular
or other soft tissue calcification, vitamin D deficiency, abnormalities in bone turnover, abnormal
metabolism of calcium and phosphate, an increase of levels of fibroblast growth factor- 23 (FGF-23)
and PTH.

The earliest abnormality that occurs with impaired kidney function is an increase in the level
of FGF-23, a member of the family of the fibroblast growth factors which acts on phosphorus (P)
metabolism. High FGF-23 results in increased phosphaturia, by inhibition of sodium-dependent P
reabsorption (Na-P co-transporters Ila and Ilc) [9], and deficiency of activated vitamin D, by inhibition
of 1o hydroxylase [10]. For FGF-23 to exert its phosphaturic effect through FGF receptor, the klotho
protein, expressed in the renal proximal tubules and parathyroid gland, is required as a cofactor.
CKD progression is associated with a significant decrease in the expression of klotho, which causes
high circulating levels of phosphate and vascular calcification in mice with CKD [11]. In addition,
production of kidney calcitriol, the active form of vitamin D, decreases as CKD progresses. In normal
conditions, calcitriol promotes intestinal absorption of calcium and phosphorus, and decreases the
synthesis of PTH by binding to the vitamin D receptor (VDR) in the nucleus of the parathyroid cell.
Therefore, calcitriol reduction allows an increase in the transcription of the PTH gene. Indirectly, it
also stimulates PTH secretion due to a decrease in intestinal calcium absorption. Since parathyroid
glands express FGF receptors and klotho [12], another mechanism regulating PTH secretion involves
FGF-23, by reducing PTH mRNA through Klotho-dependent and Klotho-independent pathways [13].
However, as FGF-23 also inhibits the activity of 1a-hydroxylase, sustained high levels of FGF-23
are associated with an increase in PTH [10]. Calcitriol deficiency also influences the parathyroid
set point for calcium-regulated PTH secretion and, possibly, decreases the expression of vitamin D
and calcium receptors. Higher concentrations of calcium are needed to reduce PTH release in vitro
from the parathyroid of uremic patients compared with healthy controls. Thus, renal klotho loss,
hyperphosphatemia, vitamin D deficiency, and an increase in FGF-23 [12] are pathogenic mechanisms
of hyperparathyroidism progression (Figure 2).
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Figure 2. Pathogenic mechanisms of hyperparathyroidism progression in Chronic Kidney Disease
(CKD). CKD progression is associated with phosphate overload, high levels of fibroblast growth
factor- 23 (FGF-23), significant decrease in the expression of klotho, and a reduction of renal calcitriol
production. Calcitriol deficiency influences parathyroid set point for calcium-regulated PTH secretion
and decreases the expression of vitamin D and calcium receptors. Indirectly, calcitriol deficiency also
stimulates PTH secretion due to a decrease in intestinal calcium absorption. Down arrow = decrease,
Up arrow = increase.

Secondary hyperparathyroidism (sHPT) is often observed in patients with CKD, mainly in those
requiring dialysis therapy. PTH starts to rise when the estimated glomerular filtration rate (eGFR) drops
to approximately 50 mL/min/1.73 m?. Further decline of renal function results in skeletal resistance to
PTH, abnormal parathyroid growth and function. Persistent high levels of PTH generate an increase in
FGF-23 expression and CKD osteodystrophy, favoring high bone turnover. This condition increases
bone fragility, which may explain, at least in part, the association between sHPT and increased fracture
risk. Furthermore, sHPT causes hyperphosphatemia, vascular and tissue calcification, anemia (by
erythropoiesis impairment), and worse quality of life. The Dialysis Outcomes and Practice Patterns
Study (DOPPS) has denoted that serum PTH higher than 600 pg/mL (63 pmol/L) is associated with a
21% increase in all-cause mortality risk [14].

Increased levels of FGF-23 and sHPT are closely related in the CKD setting. Whereas PTH acts
directly on osteocytes to increase the FGF-23 expression, the FGF-23-receptor complex is downregulated
in parathyroid glands, resulting in a loss of the ability of FGF-23 to decrease PTH expression. Moreover,
as mentioned before, FGF-23 acts in the kidney by decreasing 1,25[OH], D3 synthesis, and therefore
contributing to enhance PTH levels.

Hyperphosphatemia has been recognized as an important player in the pathogenesis of sHPT [15].
Phosphate retention directly impairs renal 1o-hydroxylase activity, decreases 1,25[OH], D3 synthesis,
and affects posttranscriptional events that ultimately influence PTH mRNA stability and hormone
synthesis. As CKD progresses, high phosphate levels influence the expression of factors involved
in cell cycle regulation and parathyroid cell proliferation [16], and promote resistance to the actions
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of calcitriol in the parathyroid glands. High phosphate levels induce progression of sHPT and
resistance to the effects of PTH in the bone. Moreover, it has been recently shown that phosphate
at high concentrations acts as a noncompetitive antagonist of the CaSR, resulting in an increase of
PTH secretion [17]. However, we should keep in mind that not only phosphate but other uremic
toxins, such as indoxyl sulfate, are known to interfere with vitamin D metabolism and promote sHPT
progression [18], as well as bone resistance to PTH.

Therapeutic arsenal for the treatment of sHPT includes calcitriol and vitamin D analogs,
calcimimetics, and phosphate binders. Parathyroidectomy (PTX) is the surgical treatment indicated for
cases with refractory hypercalcemia/hyperphosphatemia and severe symptoms such as extra skeletal
calcification/calciphylaxis, intractable pruritus, and bone pain.

3. Effects of sHPT on BONE

Chronic PTH excess and bone resorption markers are associated with abnormal cortical and
trabecular density, and fractures [19]. Cortical bone contributes to the mechanical strength of the
skeleton, and this compartment is more adversely affected by hyperparathyroidism than the trabecular
bone [20,21]. A histomorphometric evaluation in primary hyperparathyroidism has depicted that PTH
promotes periosteal resorption and intracortical porosity [22].

A longitudinal study of 53 patients with stages 2 to 5 CKD, including those on dialysis, has shown
that hyperparathyroidism and high serum concentration of bone turnover markers were associated
with significant cortical loss, detected by dual-energy X-ray absorptiometry and high-resolution
peripheral quantitative computed tomography [23]. The association of high levels of PTH and cortical
porosity was also shown in dialysis patients [20]. In a post hoc analysis of the BRIC study, we observed
an increased cortical porosity, evaluated through bone histomorphometry, which was associated with
PTH levels, but not with the trabecular bone turnover [20].

In contrast to this effect in the cortical compartment, chronic excess of PTH might act as an
anabolic agent for trabecular bone, increasing trabecular number and thickness [24]. Mice with prenatal
conditional ablation of the PTH receptor (PTHR) by homologous recombination exhibit decreased
trabecular bone compartment and increased thickness of cortical bone during fetal development [25].

Beyond consequences of PTH excess, the association between low levels of PTH and fractures
is also a matter of debate. A U-shaped relationship between PTH and vertebral fractures has been
shown in dialysis patients [26]. Moreover, Coco et al. [27] demonstrated a higher risk of hip fracture in
patients on dialysis with lower PTH (around 195 pg/mL), and limori et al. [28] confirmed a high risk of
fracture in patients with PTH levels below 150 pg/mL. However, according to Danese et al. [29], the
risks for hip and vertebral fracture are weakly associated with PTH levels among patients on dialysis,
with the lowest risk observed around a PTH concentration of 300 pg/mL.

Skeletal resistance to the PTH calcemic regulation further compromises the ability to maintain
calcium levels in patients with advanced renal disease [30]. This resistance is not restricted to the
effects of PTH on calcium release from the skeleton, but also involves the action of the hormone on the
response of the bone cells [31]. We and others have shown increased bone expression of sclerostin in
CKD patients [32,33], suggesting that this Wnt pathway inhibitor is related to the bone resistance to
PTH. As a consequence, high serum PTH levels are needed to induce equivalent biologic responses in
patients with CKD. Albeit some studies have described a down-regulation of PTHR in the context of
CKD [34], we showed higher expression of PTHR1 in the osteocytes, mostly in earlier CKD stages [32].
However, this receptor activity was not evaluated in the mentioned study, and the current belief is that
the PTHR activity might be compromised.

Some studies suggest that the transforming growth factor 3 (TGF-3) has a role in bone remodeling,
regulating the recruitment of osteoclasts and osteoblasts. Downregulation of hormones and cytokines,
such as IGF-1, IL-11, and TGF-f1, may be associated with age-related bone loss [35]. In vitro studies
have shown that TGF-3 increases the synthesis of bone proteins by osteoblastic cells [36], and local
injection of TGF-f3 under the periosteum stimulates bone formation [37]. In contrast, transgenic mice
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overexpressing osteoblast-specific truncated TGF-f receptor present an increase in trabecular bone
mass and a decrease in bone remodeling [38]. Furthermore, mice with knockout of the osteoblast
TGEF-3 receptor develop a decrease in cortical bone and an increase in trabecular compartment, which
is similar to the phenotype of animals expressing an active PTHR [39]. Thus, due to its dual effect, a
fine balance of TGF-f3 production is required to prevent bone loss.

Pieces of evidence indicate that PTH and TGF-3 operate together to exert their biological activities
in the bone. Higher expression of TGF-3 protein has been noted in high-turnover bones of patients
with end-stage renal disease. In uremic animals, renal FGF-23 expression correlates with local TGF-f3
expression [40]. Patients with renal osteodystrophy have significantly higher levels of TGF-f3 than
those without this condition [41]. Indeed, Santos et al. [42] demonstrated a significant high TGF-f
expression in bone of patients with sHPT, which has improved after PTX.

PTH receptors are present in tissues unrelated to calcium homeostasis [43], but little is known about
PTHR downregulation in the CKD context. Therefore, it is unknown whether PTH excessive levels,
required to keep trabecular bone remodeling, might contribute to deleterious actions on nonclassical
target organs.

4. Effects of sHPT on Cardiovascular System

sHPT promotes cardiovascular disease, regardless of calcium or phosphate levels [44]. There is
some evidence of a correlation between serum levels of PTH and hypertension [45]. A study with
1784 individuals with mild renal dysfunction or normal eGFR followed for seven years revealed that
PTH levels were able to predict hypertension in men, even after adjustments for age, smoking, and
body mass index [46]. In addition, a meta-analysis with six prospective cohort studies, involving a
total of 18,994 participants, showed that increased levels of PTH may be associated with a higher risk
of hypertension [47]. Despite the evidence linking PTH with hypertension, the unanswered question is
whether this relationship is causal. In particular, changes in systemic calcium metabolism are thought
to play an important role in the regulation of blood pressure. Leiba et al. [48] have described some
cases of hypertensive end-stage renal disease patients, who had a sudden drop in blood pressure after
PTX. Heyliger et al. [49] documented a significant decrease in both systolic and diastolic blood pressure
in 147 patients with hypertension undergoing PTX.

Parathyroid hyperfunction is associated with endothelial dysfunction and myocardial hypertrophy.
In experimental studies using a rat model of CKD (5/6 nephrectomy) submitted to PTX, the continuous
infusion of supraphysiological rates of 1-34 PTH was associated with myocardial hypertrophy and
fibrosis along with a high myocardial expression of oxidative stress and inflammation markers [50].
There is an association between PTH levels, myocardial hypertrophy, and mortality, in patients with
sHPT and in individuals from the general population [51]. An analysis with 2040 individuals has
found that in women under 60 years and men over 59 years, PTH was a significant predictor of left
ventricular hypertrophy [51].

PTH stimulation on cardiomyocytes promotes an increase in synthesis and expression of
fetal-type proteins via activation of protein kinase C and affects contractile function by inhibiting
-adrenoceptor-mediated effects through the same pathway [52]. Therefore, this effect of PTH might
suppress cardiomyocyte contractility.

Besides the aforementioned effect on cardiomyocytes, PTH acts on cardiac fibroblasts, inducing
cardiac fibrosis in uremia [53]. As a promoter of fibroblast proliferation, TGF-f3 also generates cardiac
fibrosis, as well as cardiomyocyte apoptosis and cardiac hypertrophy [54]. Beyond its role in bone
turnover, PTH may mediate cardiovascular fibrosis and apoptosis through the TGF-f3 signaling pathway.

PTH might indirectly induce myocardial hypertrophy by increasing FGF-23 synthesis. High
levels of FGF-23 have also been linked to left ventricular hypertrophy and mortality in patients with
CKD. According to Gutierrez et al. [55], high levels of FGF-23 were independently associated with
left ventricular hypertrophy in a group of 162 patients with CKD, not on dialysis. Furthermore, an
experimental study has shown a direct effect of FGF-23 on myocardial hypertrophy [56].
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CKD is associated with a high prevalence of arteriosclerosis or stiffening of the arteries
independently of the presence of significant atherosclerosis. Calcification of the intimal and medial
layers of vessels has an important role for arterial stiffening, and it is a key feature of the arterial disease
in the kidney disease setting. Elevations in serum phosphate, calcium, and calcium-phosphate product,
among other factors, are intimately involved in promoting calcification. Vascular calcification has been
frequently documented in primary hyperparathyroidism and sHPT, although its pathophysiology is
still a matter of debate. The question is whether there is a direct deleterious effect of PTH on vessels.
An experimental study has shown that exposure of vascular endothelial cells to PTH led to decreased
expression of the mRNA of OPG, a known protection factor of endothelial tissue [57]. However, the
administration of 1-34 PTH to young mice has attenuated the progression of aortic valve calcification in
a model of CKD [58]. Therefore, the association of long-term exposure of high PTH levels with vascular
and valvular calcification [59] is probably explained by the large supply of calcium and phosphate
from high bone turnover [60]. Indeed, sHPT is associated with an increased risk of calcific uremic
arteriolopathy, also known as calciphylaxis. Elevations in phosphate and calcium levels compromise
the vasculature, resulting in ischemic changes and plaque-like lesions that progress to painful skin
lesions [61]. The prognosis of this condition is poor, and patients’ survival generally reaches one year,
in the best scenario [62].

In summary, although the role of PTH in mediating the RANK/RANKL/OPG axis in skeletal and
extraskeletal calcification [63] has not yet been elucidated, this hormone should be included in the list
of mediators of the bone-vascular interaction.

5. Effects of sHPT on CKD Progression

A recent meta-analysis suggests an independent association between serum phosphate levels,
kidney failure, and mortality among patients with CKD not requiring dialysis [64]. Increased levels
of phosphate may lead to tubular injury, interstitial fibrosis, endothelial dysfunction, and vascular
calcification via phosphate or calcium-phosphate crystals [65].

A retrospective cohort study with 13,772 incident patients on hemodialysis has revealed an
association between the decline of residual kidney function and abnormalities of MBD, such as high
levels of phosphate, intact PTH, alkaline phosphatase, and low levels of calcium [66]. It has also been
shown that diabetic predialysis CKD patients with sHPT usually require greater healthcare resource
utilization and experience a faster kidney disease progression with a higher risk of dialysis initiation or
death when compared with predialysis diabetic patients with CKD but without sHPT [67].

6. Effects of sHPT on CKD-Related Caquexia and Energy Expenditure

Muscle weakness is another condition possibly associated with hyperparathyroidism in patients
with CKD, whose physiologic basis is not completely understood. Some studies using muscle biopsies
of patients with CKD have revealed a decrease in muscle mitochondrial oxidative enzymes, such
as citrate synthase and cytochrome c oxidase, and a decrease in the synthesis of contractile muscle
proteins, myosin heavy chain, and mitochondrial proteins [68].

The diagnosis of uremic myopathy is based on clinical features and a multifactorial origin,
caused by physical inactivity, reduced protein intake, immunological and myocellular alterations,
inflammation, metabolic acidosis, abnormalities in insulin-like growth factor, and myostatin expression.
Most of these mechanisms stimulate the ATP-dependent ubiquitin-proteosome system (UPS), one of
the most important intracellular proteolysis pathways [69]. In addition, vitamin D deficiency is also
recognized as a risk factor for CKD-related myopathy [70].

Experimental evidence supports the toxic effect of PTH on muscles. Animals exposed to high
doses of PTH for four days showed muscle dysfunction, including a reduction of mitochondrial
activity and a decrease in high-energy phosphate [71]. Gomez-Fernandez et al. [72] have described the
weakness of the respiratory muscles in correlation with PTH levels.



Toxins 2020, 12, 189 8 of 16

Weight loss, a common feature of advanced CKD, might be related to the excess of PTH levels.
CKD patients with sHPT who undergo PTX present, in general, a significant magnitude of weight gain
(more than 5% above the baseline) [73]. Interestingly, patients undergoing dialysis with sHPT present
an increase of resting energy expenditure that reduces significantly six months after PTX [74].

Kir et al. [75] uncovered evidence that PTH and PTH-related protein (PTHrP) signal, through
the same receptor, work as potential mediators of body weight loss, in association with browning of
adipose tissue and loss of muscle mass. They observed that injection of cancer cells into mice was
responsible for increased concentration of PTHrP, with capacity to activate the uncoupling protein-1,
inducing “browning” of white adipose tissue and energy generation. The pathway to browning
includes PTH/PTHrP activation of protein kinase A and loss of muscle mass via the UPS. Deletion of
PTHR abrogates the muscle atrophy and changes the regulation of thermogenic genes in mice with
5/6 nephrectomy.

This finding revealed that the deletion of PTHR in animal models acts as a critical factor for
resistance to the development of sarcopenia. A higher concentration of brown adipose tissue might be
an important factor associated with muscle wasting in CKD by increasing energy expenditure.

7. Effect of sHPT on Glucose Metabolism

Glucose intolerance is another condition associated with uremia, possibly due to decreased insulin
secretion. Some evidence suggests that PTH has a role in this event since insulin resistance has been
noted in patients with primary hyperparathyroidism [76]. There is, however, no convincing evidence
of such effect in uremia.

Experimental studies in uremic animals have demonstrated an action of PTH on protein kinase
C promoting an increase of cytosolic calcium in pancreatic islets. Excess PTH may interfere with
the ability of the beta-cells to augment insulin secretion appropriately, affecting insulin secretion by
calcium-dependent mechanisms [77]. Ahamed et al. [78] have documented a negative correlation
between PTH and fasting insulin in uremic patients. Patients with severe hyperparathyroidism
had relatively more impairment of pancreatic beta-cell function in comparison with those with mild
hyperparathyroidism, and an intravenous dose of 1-cholecalciferol has been associated with an
improvement of beta-cell function.

Mak et al. [79] have shown that patients on dialysis with 1,25-(OH),D3 deficiency and sHPT were
glucose-intolerant and insulin-resistant. After intravenous administration of 1,25-(OH),Dj3, there was
an increase of insulin secretion and an improvement of glucose tolerance. These events occurred
without any change in serum PTH concentration. An improvement of glucose tolerance and insulin
secretion has been described in children with uremia after handling sHPT markers, by phosphate
restriction and oral phosphate binders [80]. Therefore, changes in metabolism could be explained by a
reduction of PTH, phosphate and/or FGF-23 levels, as well as by normalization of serum calcitriol.

However, some studies have shown that the undercarboxylated form of osteocalcin, an
osteoblast-specific protein, is associated with energy metabolism regulation [81]. Infusion of
undercarboxylated osteocalcin improves glucose tolerance and insulin resistance in mice with insulin
receptor deletion [82]. In sHPT, there is a PTH-mediated increase of carboxylated and undercarboxylated
osteocalcin, which might lead to an increase in insulin sensitivity and energy expenditure [83]. Thus,
these conflicting actions of PTH on glucose metabolism should be addressed in future studies.

8. Effect of sHPT on Central Nervous System

Toxic effects of PTH on the central nervous system have been suggested. The mechanism might
involve an increase of levels of cytosolic calcium in brain synaptic terminals since the removal of
parathyroid is capable to prevent an excess of calcium in uremic brains [84]. Guisado et al. [85] have
shown a correlation between changes in the electroencephalogram (EEG), similar to those presented
in the chronic uremia context, with the increase of brain calcium content. Furthermore, PTX before
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uremia induction prevented EEG abnormalities, whereas the administration of parathyroid extracts to
healthy animals induced EEG changes similar to those observed in uremic animals.

It has also been suggested a harmful effect of PTH on cognitive function in CKD patients. However,
there is still weak support due to the lack of research in this area [86].

9. Effect of sHPT on Hematopoietic and Immunological System

Hyperparathyroidism aggravates hematopoietic dysfunction [87], inhibiting erythropoiesis,
accelerating erythrocyte sedimentation rate, and increasing osmotic fragility of erythrocytes through
Ca-ATPase stimulation [88]. Elevated levels of PTH cause fibrosis of bone marrow [89], related to
the synergism between FGF and TGF-f3 action on myofibroblast transdifferentiation. A regression
of medullary fibrosis was demonstrated one year after PTX in uremic patients, accompanied by a
reduction in IL-1, TNF-a, TGF-3, and FGF [42].

Cell-mediated immunity, involving lymphocyte function, is abnormal in uremia [90]. Chronic
exposure to PTH is associated with a reduction of T lymphocyte proliferation, cytokine production,
and impairment of immunoglobulins production. There are some beneficial effects of PTX on the
immunologic parameters in the sHPT context. In this regard, patients with CKD on maintenance dialysis
followed prospectively for one year after PTX presented an improvement in serum immunoglobulins
and complement titles. This improvement in humoral immunity after PTX occurs probably due to
the remarkable reduction of PTH, which directly affects B-cells, and partially improved nutritional
state [91]. Thus, abnormalities of the “uremic immunodeficiency” may be related to the degree of sHPT.

Interestingly, T lymphocytes are essential to the PTH-mediated bone homeostasis. Some authors
have shown the role of T lymphocytes in PTH-mediated skeleton homeostasis, suggesting that the
immune system is essential to the bone actions of PTH. Hory et al. [92] have reported that transplantation
of human parathyroid into athymic mice did not promote bone resorption. A subsequent study
by Pettway et al. [93] has suggested an involvement between T cells and bone response to PTH.
Intermittent PTH treatment could induce a faint anabolic response in the trabecular bone compartment
of T cell-deficient mice.

10. Conclusions

sHPT has significant clinical implications not restricted to the pathophysiology of some mineral
and bone metabolism disorder. There is a substantial body of evidence that supports the role of
PTH in the pathogenesis of abnormalities in cell function, contributing to several uremic findings in
patients with CKD by increasing intracellular calcium. The presence of PTH receptors in different
tissues unrelated to calcium homeostasis may be the reason for such a number of nonclassical effects of
severe sHPT.

The diversity of toxic effects involves myocardial dysfunction, cardiac hypertrophy, muscle
weakness, osmotic fragility of erythrocytes, glucose intolerance, and abnormalities of the immune
system (Figure 3). Moreover, there is evidence that PTX restores some of these organ dysfunctions,
as shown in Table 1.
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* Increased blood pressure * CKD progression
* Myocardial hypertrophy * Tubular injury and interstitial fibrosis
* Cardiac fibrosis * Decline in residual kidney function

High bone turnover
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Skeletal resistance
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Figure 3. PTH-related manifestations on different target organs in uremic syndrome. Some studies
have suggested the role of PTH in uremic syndrome through calcium-dependent and independent
mechanisms. Among several toxic actions, it has been shown an association of high levels of PTH
with myocardial hypertrophy and cardiovascular disease, nervous system disorders, development of
sarcopenia, progression of chronic kidney disease, hematopoietic dysfunction, reduced insulin secretion
by pancreatic beta-cells, increase of energy expenditure, “browning” of white adipose tissue, and high
bone turnover with significant cortical compartment loss. CKD: chronic kidney disease.

Table 1. PTH-related manifestations and beneficial effects of Parathyroidectomy.

PTH-Related Manifestations Parathyroidectomy Effects Ref.
Hypertension Blood pressure reduction [44,46]
Myocardial hypertrophy Beneficial effect on cardiovascular mortality !

Abnormal bone density (mainly in cortical ~ Improvement of bone mineral density at lumbar

compartment) spine and femoral neck [19,94]

Improvement of cognitive function
Prevention of electroencephalogram [85,95]
abnormalities in uremic animals

Increase of levels of cytosolic calcium in
brain synaptic terminals

Hematopoietic dysfunction .
Improvement of anemia

Accelerate erythrocyte sedimentation rate . . . [87,96]
. s Regression of medullar fibrosis
Increase of osmotic fragility of erythrocytes
Reduction of T lymphocyte proliferation
and cytokine production Improvement on serum immunoglobulins and
. . . . [90,91]
Impairment of immunoglobulins complement titles
production

Improve of survival in patients with severe
Increase in all-cause mortality risk secondary Hyperparathyroidism [14,97]
Improvement of quality of life
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Therefore, in view of the several adverse effects of high levels of PTH, a true uremic toxin, there is

a need for closer monitoring for its levels in patients with CKD, in order to achieve more rigorous and
early control of sHPT.
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A 43-year-old black female was referred to our service in
2017 due to severe secondary hyperparathyroidism (SHPT).
She had hypertension and had been on hemodialysis since
2010, thrice weekly for 4 h, via an arteriovenous fistula. She
presented with diffuse bone pain, limited walking, requir-
ing a wheelchair for mobility, and restricted light physical
activity. She was on 0.5 pg of oral calcitriol thrice weekly.
Initially, cinacalcet 30 mg/day was started and surgical
treatment was proposed, but the patient refused. Symptoms
worsened with a loss of 15 cm in height and severe kyphosis.
Two years later, in 2019, a plain lateral radiograph (Fig. 1A,
B) and chest tomography revealed a collapsed T11 vertebra
(Fig. 1E) and diffuse bone demineralization. In addition,
prominent thickening with diffuse alteration of the signal
of the cortical bones of the femurs and muscle atrophy was
shown by thigh magnetic resonance imaging (Fig. 1F). Cina-
calcet dose was increased to 90 mg/day, but laboratory tests
pointed to advanced hyperparathyroidism. Due to the lack
of clinical response to drug treatment, the patient agreed to
undergo parathyroidectomy (PTX) and surgery was sched-
uled. However, due to the limited number of hospital beds
during the coronavirus pandemic, the procedure was post-
poned. Densitometry was repeated in September 2020, with
a significant 18.9% and 9% loss in bone density of the total
hip and femoral neck sites, respectively (Sup. Table 1B).
In October 2020 she underwent total PTX with para-
thyroid autotransplantation on the forearm. Whole-body
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dual-energy x-ray absorptiometry was repeated in March
2021 and in April 2022. She presented a remarkable
bone mineral content increase of 17.6% and 44% at 6 and
18 months, respectively (Sup. Fig. 1).

SHPT is a common morbid condition in patients with
chronic kidney disease (CKD). In CKD patients, PTH acts
as a uremic toxin due to its deleterious effects on several
systems [1]. In the context of advanced SHPT, the compart-
ment of the cortical bone, which is responsible for skeletal
resistance, is more severely affected than the trabecular bone
[2]. PTX is an effective therapeutic procedure for advanced
SHPT that does not respond to clinical treatment. The
improvement of symptoms occurs shortly after surgery, and
some harmful effects, such as soft-tissue calcification and
cardiovascular complications, may be reversible [3, 4]. In
this case, the delayed surgical procedure resulted in consid-
erable bone mineral density (BMD) decline in the year prior
to PTX, as well as the development of bone deformities,
fractures, and worsening of functional capacity. A signifi-
cant worsening in total BMD (—7%) was noted, mainly in
the hip, which is a cortical bone site. Despite the improve-
ment in functionality after PTX, the patient has irreversible
sequelae, including bone deformities and collapsed verte-
brae. Although uncommon, these complications still exist,
due to the lack of adequate therapy and stress the need for
close and early control of SHPT.
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Fig. 1 Imaging studies of the
evolution of SHPT without
adequate therapy. A, B Plain
chest x-rays revealing marked
kyphosis due to collapse of the
vertebrae after loss to follow-
up. C, D Hip radiographs show
development of brown tumor
and pubic symphysis diastasis.
E Chest tomography. F Mag-
netic resonance imaging
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Figure 1. Bone mineral density (%) evolution preoperatively and postoperatively
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Table 1. Biochemical (A) and DXA parameters (B) evolution preoperatively and

postoperatively
A
Year before PTX 6m after 18 m after Reference
PTH 2,658 3,234 280 11 15-65 pg/ml
ALP 1,803 3,018 338 188 35-104 U/L
Ca 5.08 5.06 4.07 3.94 4.9-5.2 mg/dl
P 5.8 5.0 2.6 2.2 2.7-4.5 mg/dl
25vitD 19 12 38 25 30-60 ng/dl
Meds Cinacalcet Cinacalcet | Calcitriol 2 pg/d | Calcitriol 1.5
90mg/d 90mg/d + CaCOs 16g/d | ug/d + CaCOs
8 g/d
B
DXA parameters Year before PTX 6m after 18 m after
Appendicular mass (Kg) 14,596 13,133 13,393 14,402
%FAT 50.9 47.6 47.9 47.9
Visceral fat (g) 1,238 1,010 974 1,043
BMC (g) 1,593 1,481 1,742 2,129
TBS 1.229 1.352 1.334 1.457
%AtotalBMD -7 +19.8 + 24
Lower spine
BMD (g/cm?) 0.843 0.836 0.997 1.367
T-score -2.3 -3 -1.8 1.2
A BMD% -0.8 +19.3 +37.7
Total Hip
BMD (g/cm?) 0.677 0.549 0.663 0.845
T-score -2.6 -3.6 -2.7 -1.3
A BMD% -18.9 +20.8 +27.5
Femoral neck
BMD (g/cm?) 0.571 0.516 0.654 0.879
T-score -3.4 -3.8 -2.8 -1.1
A BMD% -9.0 +26.7 +34.4

PTH: parathormone; ALP: alkaline phosphatase; Ca: calcium; P: phosphate; 25vitD: 25-
hydroxyvitamin D; CaCOs: calcium carbonate; FAT: fat mass; BMC: bone mineral content; TBS:
trabecular bone score; BMD: bone mineral density; PTX: parathyroidectomy
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