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RESUMO

A progressao da DRC eleva substancialmente os riscos de eventos
cardiovasculares e de morte e esta associada a elevados niveis de marcadores
inflamatérios e de estresse oxidativo, os quais por sua vez estdo associados,
entre outras condi¢des, a progressao mais rapida para doenca renal terminal e
aumento na mortalidade de todas as causas. A hipovitaminose D - 25(OH)
vitamina D < 30 ng/mL - vem sendo associada a desfechos renais e
cardiovasculares desfavoraveis na populagéo geral e em pacientes com DRC e a
sua reposicdo pode melhorar parametros de inflamagao e em concomitancia ao
bloqueio farmacoldgico do sistema renina-angiotensina (SRA) reduz a proteinuria
em modelos experimentais e em pacientes com nefropatias. Este estudo avaliou
o efeito de seis meses de suplementagao oral com colecalciferol para pacientes
adultos com DRC nao dialitica sobre um painel de biomarcadores inflamatorios
(fibrinogénio, proteina C reativa, homocisteina e interleucina-6) e de estresse
oxidativo (capacidade antioxidante total plasmatica, metabdlitos do éxido nitrico e
hidroperoxidos) e, também, o efeito da suplementagdo de colecalciferol sobre a
taxa de filtragdo glomerular estimada (TFGe) nos pacientes que se encontravam
utilizando inibidores do SRA (ISRA) concomitantemente. A suplementacdo foi
feita com capsulas contendo 50.000UI de colecalciferol e teve sua periodicidade
definida a partir dos niveis basais de 25(OH) vitamina D. Duzentos e seis
pacientes iniciaram o estudo e hipovitaminose D estava presente em 111
pacientes (53,88%). Ao inicio do estudo, os pacientes dos grupos com e sem
hipovitaminose D apresentavam diferengas significativas em algumas variaveis,
sendo que os do grupo com baixa vitamina D tinham menores TFGe, niveis
tensionais mais elevados e maiores niveis de proteinuria, indicando maior
gravidade da DRC neste grupo. Cento e setenta e sete pacientes completaram
0s 6 meses de estudo (96 no grupo com deficiéncia de vitamina D e 81 com
niveis seéricos considerados adequados na situacdo basal). O esquema
terapéutico utilizado foi adequado para normalizar os niveis séricos de vitamina D
em 75% dos pacientes, mas com os biomarcadores utilizados, ndo se observou
redugdo no estresse oxidativo e no estado inflamatério destes pacientes.
Analisando a interagao entre as variaveis tempo, tratamento com colecalciferol e
o0 uso de ISRA, observou-se que a suplementacdo de vitamina D concomitante
ao uso ISRA esteve associada a significativa preservacdo da TFGe (mediana
inicial de 33 e final de 32 mL/min/1,73m* - P = 0,056) e queda na TFGe quando
nao houve suplementagdo com colecalciferol (mediana inicial de 41 e final de 39
mL/min/1,73m? — P = 0,032). Pdde-se concluir que seis meses de suplementacgéo
com colecalciferol foram suficientes para a obtengao de valores de referéncia de
vitamina D, mas n&o produziu mudangas significativas nos parametros de
estresse oxidativo e de inflamacao dos pacientes estudados. A suplementagao



de colecalciferol simultaneamente ao uso de ISRA protegeu os rins da redugao
na TFGe e pode representar uma estratégia de renoprotecédo para este grupo de

pacientes. Estudos adicionais sdo necessarios para a confirmacdo destes
achados.

Palavras-chave: Deficiéncia de vitamina D. Doenca renal crénica. Sistema

renina-angiotensina. Taxa de filtracdo glomerular. Inflamacéo.
Estresse Oxidativo.
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ABSTRACT

The progression of CKD substantially increases the risk of cardiovascular events
and death and is associated with elevated levels of inflammatory markers and
oxidative stress, which in turn are associated with, among other conditions, to
more rapid progression to ESRD and increase in mortality from all causes.
Vitamin D deficiency - 25(0OH) vitamin D < 30 ng/mL - has been associated with
adverse renal and cardiovascular outcomes in the general population and in
patients with CKD, its replacement may improve inflammation parameters and,
concomitantly to pharmacological blockade of the system renin-angiotensin
system (RAS), reduces proteinuria in experimental models and in patients with
nephropathy. This study evaluated the effect of six months of oral
supplementation with cholecalciferol for adult patients with CKD not on dialysis
over a panel of inflammatory biomarkers (fibrinogen, C-reactive protein,
homocysteine and interleukin -6) and oxidative stress (plasma total antioxidant
capacity, metabolites of nitric oxide and hydroperoxides), and also the effect of
supplementation of cholecalciferol on estimated glomerular filtration rate (eGFR)
in patients who were using RAS inhibitors (ISRA) concurrently. Supplementation
was made with capsules containing 50,000 IU of cholecalciferol and had its
defined frequency from baseline levels of 25(0OH) vitamin D. Two hundred and six
patients started the study and vitamin D deficiency was present in 111 patients
(53.88 %). At baseline, patients in groups with and without vitamin D deficiency
had significant differences in some variables, and the lower the vitamin D group
had lower eGFR, higher blood pressure levels and higher levels of proteinuria,
indicating greater severity of CKD in this group. One hundred and seventy-seven
patients completed the 6-month study (96 in the vitamin D-deficient group and 81
with serum levels considered adequate at baseline). The therapeutic regimen was
adequate to normalize the serum levels of vitamin D in 75% of patients, but with
the biomarkers used, there was no reduction in oxidative stress and inflammatory
status of these patients. Analyzing the interaction between the variables time,
cholecalciferol treatment, and the use of ISRA, it was found that vitamin D
supplementation concomitantly with ISRA use was associated with significant
preservation of eGFR (initial and final median of 33 and 32 mL/min/ 1.73m?,
respectively — P = 0.056 ) and a decrease in eGFR when no supplementation with
cholecalciferol (initial and final median of 41 and 39 mL /min/1.73m? - P = 0.032) .
It was concluded that six months of supplementation with cholecalciferol was
sufficient to obtain a reference value of vitamin D, but did not produce significant
changes in parameters of oxidative stress and inflammation in patients. The
cholecalciferol supplementation with simultaneous use of ISRA protected the
kidneys from reduction in eGFR and may represent a renoprotection strategy for
this group of patients. Additional studies are needed to confirm these findings.



Key-words: Vitamin D deficiency. Chronic kidney disease. Renin-angiotensin
system. Glomerular filtration rate. Inflammation. Oxidative stress.
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INTRODUCAO



1 INTRODUCAO

1.1 Doenca Renal Crénica

E de amplo conhecimento que pacientes com doenca renal cronica (DRC),
inclusive aqueles com moderada diminuicdo da funcédo renal, tém um risco
aumentado de mortalidade, principalmente as de causas cardiovasculares, como
o infarto agudo do miocardio, arritmias, insuficiéncia cardiaca e acidente vascular
encefalico (1), além de maiores taxas de hospitalizacdes em relacdo a populacéo
geral (2).

A DRC ¢é definida pela National Kidney Foundation (NKF) como
anormalidades estruturais ou funcionais dos rins por periodo superior a trés
meses, com implicagcdes na saude do individuo. O grupo de trabalho da NKF,
intitulado Kidney Disease Outcomes Quality Initiative (KDOQI), propde uma
classificacdo de estratificacdo, em estagios, da alteracdo da funcdo renal de
acordo com a taxa de filtracdo glomerular (TFG) expressa em mililitros por minuto
corrigida para a superficie corporal de 1,73 m? (mL/min/1,73m?). Este guia sugere
um modelo conceitual da histéria natural da DRC, que geralmente se inicia com
uma leséo renal e progride pelos estagios da DRC até a faléncia renal terminal
com necessidade de dialise e/ou transplante (3).

Um dos métodos para a estimativa da TFG (TFGe) emprega a formula
desenvolvida a partir do estudo populacional americano Modification of Diet in
Renal Disease (MDRD) (4), que foi validado para a utilizagdo com quatro
variaveis: idade, creatinina sérica, sexo e raca (5).

A classificacdo da DRC atualmente recomendada € apresentada na tabela

16
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Tabela 1 - Doenca renal cronica definida pela National Kidney
Foundation (3)

Estagio TFGe* Significado

Estagio 1 > 90 mL/min/1,73m? normal

Estagio 2 60-89 mL/min/1,73m? diminuicao leve

Estagio3a  45-59 mL/min/1,73m? diminuigdo leve a moderada
Estagio3b  30-44 mL/min/1,73m? diminuigdo moderada a grave
Estagio 4 15-29 mL/min/1,73m? diminuicdo grave

Estagio 5 < 15 mL/min/1,73m? faléncia renal

*TFGe: Taxa de Filtracdo Glomerular estimada (5)

1.2 Doenca Renal Cronica e Doencga Cardiovascular

Lindner et al. em 1974 foram os primeiros a relatarem a mortalidade
cardiovascular em pacientes em hemodialise; apdés estes, varios estudos mais
recentes tém confirmado estes resultados (6).

Entre os pacientes com DRC em fase pré-dialitica, o risco de mortalidade
cardiovascular € cerca de 10 a 30 vezes maior quando comparado a populacéo
geral (7,8). Alteracdes estruturais e funcionais do sistema cardiovascular como as
calcificacbes vasculares, a hipertrofia do ventriculo esquerdo, a disfuncéo endotelial
e 0 espessamente arterial, contribuem para o risco elevado desta mortalidade. Uma
porcentagem significativa de pacientes que sobrevivem a progressdao da DRC
culminando com a necessidade de terapia renal substitutiva, desenvolvera doenca
cardiovascular significativa (9).

Como a doenca cardiovascular em pacientes com DRC € a principal causa de
mortalidade, o entendimento da sua fisiopatologia pode determinar condutas,
medicamentosas ou ndo, que possam contribuir para diminuir este desfecho.

Fatores de risco classicos para o desenvolvimento de doenga cardiovascular
como a idade, o tabagismo, a dislipidemia, a presenca de diabetes melito tipo 2 e/ou
hipertensao arterial, a hipertrofia do ventriculo esquerdo, a insuficiéncia cardiaca ou
a inatividade fisica ndo explicam totalmente esta elevada taxa de mortalidade

cardiovascular nos individuos com doenca renal, mas que podem ser agravados por
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condi¢cdes proprias da DRC. Fatores de risco especificos da uremia como a
expansao crbnica de volume, a anemia, as alteragfes eletroliticas, a hiperatividade
simpatica, o hipercatabolismo, a hiperhomocisteinemia, o distdrbio mineral e 6sseo,
o estado de microinflamacdo e o estresse oxidativo, podem ajudar a explicar a alta
incidéncia de eventos cardiovasculares nestes pacientes (8-10).

A DRC esta associada a elevados niveis de marcadores inflamatorios, que por
sua vez, estdo associados a aterosclerose, progressdo mais rapida para doenca
renal terminal e aumento na mortalidade de todas as causas (10).

A aterosclerose é uma doenca arterial difusa e a principal causa de doenca
cardiovascular na DRC. Suas caracteristicas principais sdo os baixos niveis de HDL
(high-density lipoprotein) colesterol e de elevados niveis de LDL (low-density
lipoprotein) colesterol. Estresse oxidativo, disfung&o endotelial e inflamagdo formam
a triade que iniciam e aceleram a aterosclerose (10).

Pequenas quantidades de espécies reativas de oxigénio (EROSs), incluindo
anions de superoxido (Oy"), peroxido de hidrogénio (H.0,), espécies reativas de
nitrogénio (ERNs) e radical hidroxila (OH’), sdo formados constantemente no
organismo durante o processo de geracdo de energia na mitocondria e pela redugéo
do oxigénio durante a respiracdo anaeroébica, além de ser uma resposta a estimulos
internos e externos, como micro-organismos invasores, células neoplasicas e no
processo de reparacao de tecidos. Habitualmente, séo eficientemente neutralizados
pelas enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase, glutationa peroxidase e
substancias ndo enzimaticas como a glutationa reduzida e as vitaminas C e E. Essas
(EROs) e ERNSs sao, portanto, parte da defesa do organismo, mas em quantidades
elevadas podem produzir lesdo celular pela interagdo com proteinas, lipidios ou
acidos nucleicos (9).

Estresse oxidativo € o desequilibrio na taxa de producao e de degradacéo das
EROs e ERNs. O aumento no estresse oxidativo favorece a disfuncéo endotelial pela
reducdo do Oxido nitrico (NO) disponivel, que nestas condigcbes altera a
permeabilidade capilar e permite maior entrada de LDL na intima do vaso, que é
entdo oxidada e transformada em uma molécula altamente aterogénica que inicia o
processo inflamatorio do vaso. Na sequéncia, células inflamatoérias circulantes como
0S mondcitos, sdo atraidas por citocinas e fatores de crescimento, como o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), o fator ativador plaquetario, a interleucina (IL)-12 e o

interferon gama que se depositam no espaco subendotelial. Os mondcitos
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diferenciam-se em macréfagos, que produzem enzimas como a mieloperoxidade e a
lipoxigenase, que aumentam a oxidacdo da LDL. Ocorre, assim, intensa captacéo da
LDL altamente oxidada pelos macréfagos que sdo transformados em células
espumosas, que formam junto com lipideos extracelulares as estrias gordurosas,
sendo a alteracao estrutural mais precoce no processo da aterosclerose. Enquanto a
lesdo progride, células musculares lisas da média migram para a intima, estimuladas
pelos fatores de crescimento de fibroblasto (FGF — fibroblast growth factor), onde
elas se proliferam e produzem matriz extracelular como colageno e elastina em
resposta a diferentes fatores de crescimento. Isto leva a formacdo de uma capa
fibrosa que envolve e define a morfologia da leséo aterosclerética (11).

A reducdo da funcdo renal esta frequentemente associada ao estresse
oxidativo elevado e altos niveis de biomarcadores de estresse oxidativo como F;
isoprostanos, produtos avancados de oxidacdo proteica (AOPP), malondialdeido
(MDA) e hidroperoxido lipidico (LOOH) que sdo encontrados mesmo em fases
iniciais da doenca renal (12-16).

Sugere-se, entdo, que o estresse oxidativo aumentado possa ser o elo entre a
inflamacéo e a lesao celular (13), resultando no desenvolvimento e/ou na progressao
da doenca cardiovascular mesmo em fases iniciais da DRC (14).

A resposta inflamatéria ndo € somente um processo local, mas também pode
se refletir sistemicamente e ser avaliada pelo aumento nos niveis séricos de
marcadores inflamatérios como as proteinas de fase aguda, as citocinas e as
moléculas de adeséo (15).

A IL-6 é secretada por células como os macrofagos, mondcitos, linfocitos T,
adipécitos e astrécitos e exerce um importante papel na resposta inflamatéria de
fase aguda e é responsavel pela ativagdo e proliferacdo de linfécitos, diferenciacédo
de linfécitos B, recrutamento leucocitario e regulacdo e sintese de fibrinogénio e
albumina. Em individuos em hemodialise, a IL-6 estd associada a mortalidade
indicando o estado inflamatério a que estas pessoas estdo expostas (16,17).

Niveis séricos de Proteina C Reativa (PCR), IL-6, fibrinogénio e F,.isoprostano
estdo significantemente mais elevados e os fatores antioxidantes estdo diminuidos
nos pacientes pré-dialiticos quando comparados as pessoas saudaveis (18-22).

O NO derivado de endotélio € um importante mediador da regulagdo do tdnus
vascular e da pressao arterial, sendo produzido via reacdo que é catalisada pela

enzima oOxido nitrico sintetase endotelial. A dimetil arginina assimétrica (ADMA) é um
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subproduto da quebra de arginina metilada e € um inibidor endégeno da reacéo
catalisada pela 6xido nitrico sintetase endotelial (21). O acumulo de ADMA na
faléncia renal ocorre por diminuicdo da sua eliminacéo e da atividade da enzima que
a degrada e esta associado ao aumento na prevaléncia de doenca cardiovascular e

na mortalidade por todas as causas (22).

1.3 Vitamina D

A vitamina D é um horménio esteroide e € encontrada em duas formas:
vitamina D, (ergocalciferol) e D3 (colecalciferol). A vitamina D, é encontrada em
vegetais e a vitamina D3 é produzida pelo efeito da radiacdo ultravioleta (UV) B (290-
315 nm) sobre o 7-dehidrocolesterol na pele e esta presente em 6leo de figado de
peixes e em alimentos suplementados com esta vitamina. A exposi¢cao excessiva ao
sol ndo causa intoxicacdo porque qualquer excesso de pré-vitamina D ou vitamina
D3 é convertida em formas inativas pela radiacédo solar (23-28).

As formas inativas de vitamina D sdo transportadas pelo sangue pelas
proteinas de ligacdo da vitamina D (PLD) até o figado onde sofrem um processo de
hidroxilagdo pela 25-hidroxilase e sé&o convertidas a 25hidroxivitamina D (25(OH)
vitD) ou calcidiol, que € um metabdlito parcialmente hidrossolivel e o mais
abundante na circulacdo. O complexo PLD-25(OH)vitD circula até os rins, onde é
filtrado pelos glomérulos e a 25(OH)vitD é reabsorvida pelas células do tubulo
proximal, via endocitose mediada pela megalina e € convertida, pela enzima 1a-
hidroxilase (CYP27B1) para a forma ativa, 1,25dihidroxivitaminaD3; (1,25(OH),vitD)
ou calcitriol. A acado da enzima 1a-hidroxilase é limitada pela producédo da
1,25(0OH),vitD e esta presente em muitos tecidos além dos rins, como as células
musculares arteriais e endoteliais e isto permite a producao local de calcitriol, que
nao contribui significativamente para seu nivel circulante, mas possui acdes
pardcrinas e autécrinas e que podem regular a expressao génica. Varios horménios,
incluindo o paratorménio (PTH) e o FGF-23 regulam a agédo da 1a-hidroxilase (23-
28).

A enzima 24-hidroxilase (CYP24Al) cataboliza ambas 25(OH)vitD e a
1,25(0OH),vitD em um metabdlito biologicamente inativo e hidrossollavel, o &acido

calcitroico, que é excretado pela bile (24).
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A monitorizacdo do status de vitamina D ndo € baseada na dosagem de
1,25(0OH),vitD, mas na medida da 25(OH)vitD, que tem meia vida de trés semanas, é
mais estavel e tem a concentracdo sérica 1000 vezes maior que a 1,25(OH),vitD
(24-28).

Embora ndo haja um consenso sobre o valor normal de vitamina D, a maioria
dos autores define como deficiéncia os valores de 25(OH)vitD menores que 20
ng/mL, insuficiéncia de 21 a 29 ng/mL e acima de 30 ng/mL como adequado (24-29).
Esta classificacdo é baseada em uma definicdo funcional, em que o nivel 6timo de
vitamina D é a quantidade necesséria para suprimir ao maximo o PTH, porque o
principal estimulo para secrecédo deste hormdnio da paratireoide é o baixo nivel de
calcio sérico ionizado e que em adultos ocorre, em média quando a vitamina D
atinge o nivel sérico de 30 ng/mL (23-28).

Como a vitamina D é catalisada pela radiagdo UV, o seu nivel é altamente
influenciado por fatores como a exposicdo solar, localizacdes geograficas,
sazonalidade (23-26), pigmentacao da pele (menores em individuos da raca negra)
(26), idade (menores em idosos) e uso de bloqueadores ou protetores solares (23-
28). Outros fatores relacionam-se inversamente com o nivel de vitamina D, como a
obesidade, estados de ma absorcao devido as pancreatites crénicas, as doencas
inflamatorias intestinais, enteropatia por gliten e cirurgias gastricas, uso de
anticonvulsivantes (fenobarbital e fenitoina) e uso de glicocorticoides por tempo
prolongado (26).

A 1,25(0OH),vitD circulante atravessa a membrana celular, o citoplasma e
chega ao nucleo da célula onde se liga aos receptores de vitamina D (RVD), altera a
funcdo génica e induz a producdo de proteinas. Os RVD estdo presentes em Varios
tipos de células: midcitos, cardiomiécitos, células B pancreaticas, células endoteliais
vasculares, neurénios, células imunolbgicas e osteoblastos (24,25,28). Direta ou
indiretamente a 1,25(0OH),vitD regula a expressdo de mais de 200 genes, que
incluem aqueles responsaveis pelo aumento na producéo de insulina no pancreas,
de inibicdo de renina nos rins, de citocinas nos linfécitos, catecilidinas nos
macréfagos e crescimento e proliferacdo de células musculares lisas em vasos (29).

A 1,25(0OH),vitD é responsavel por acdes esqueléticas bem estabelecidas no
organismo e, em vigéncia de hipovitaminose D, apenas 15% do calcio ingerido &
absorvido e quando os estoques da vitamina estdo normais esta absorcao se eleva
para 40% (25). A osteoporose acomete um terco das mulheres entre 60 e 70 anos
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de idade e cerca de 70% acima de 80 anos. Aproximadamente 47% das mulheres e
22% dos homens acima dos 50 anos de idade apresentardao alguma fratura
associada a osteoporose no decorrer de suas vidas (24). Existem evidencias de que
a suplementacdo de célcio e de vitamina D previnem as fraturas relacionadas a
osteoporose (25).

Acdes ndo esqueléticas da vitamina D sdo conhecidas e podem influenciar o
risco no surgimento de alguns tipos de cancer como o de intestino, pancreas,
préstata e mamas; doencgas autoimunes como a psoriase, o diabetes melito tipo 1, a
esclerose mdultipla e a doenca de Crohn; doencas infecciosas; doencas
cardiovasculares e também doencas do comportamento como a depressao e a
esquizofrenia (23-28).

A deficiéncia de vitamina D afeta boa parte da populagcdo mundial (23,30-40),

mesmo em paises com alto indice de insolacédo, como o Brasil (33,36).

1.4 Vitamina D e Doenca Renal Crénica

A prevaléncia de deficiéncia de vitamina D € alta em varias populactes
estudadas (30-40) e tem sido considerada como fator de risco aumentado para o
surgimento de hipertensdo arterial (40,41) e doencas cardiovasculares, em
individuos com funcéo renal normal (42), ou para pacientes com DRC néo dialitica
(34,43-45) e dialitica (46,60). Na populacao geral, a mortalidade total e as de causas
cardiovasculares estdo independentemente associadas a baixos niveis de vitamina
D (47-51).

A obesidade, a proteinuria e o diabetes melito tipo 2 foram considerados como
importantes fatores associadas a hipovitaminose D em pessoas com DRC
(32,37,44,52,53) e na populacéo geral (24-26,30,35,38).

A deficiéncia ou insuficiéncia de vitamina D em pacientes com DRC esta
presente em estagios precoces e piora com a progressdo da doenca renal (52-
54,65), além disso, estd associada a maior mortalidade (34,44,46,54-61),
principalmente se houver proteinuria associada (61-64).

As causas mais importantes para os baixos niveis de vitamina D na DRC séo a
diminuicdo da atividade de endocitose mediada pela megalina, a baixa atividade da
1a-hidroxilase (65) e se houver proteindria associada, ocorre também perda de

complexo 25(OH)vitD — PLD (31). Além desses fatores ainda ha o aumento da
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atividade da enzima catalisadora das duas formas da vitamina D, a 24-hidroxilase;
todos estes fatores contribuem para o baixo nivel sérico de 25(OH)vitD e
1,25(0OH),vitD. O FGF-23 também esta relacionado a hipovitaminose D, pois este
fator estimula a acdo da 24-hidroxilase, suprime diretamente a atividade da 1a-
hidroxilase, pela regulacé@o da transcricdo do gene desta enzima e inibe a sintese de
PTH (31,66,67).

Em 1989, o primeiro FGF, um peptideo de 251 aminoacidos, foi identificado em
fibroblastos de cérebro e da hipdfise (68) e em 2000 ja se conheciam vinte e dois
membros da familia FGF. Nesse mesmo ano, cientistas japoneses, identificaram o
FGF-23, que pertence ao subgrupo do FGF-19 (69). O FGF-23 é um fator termo
sensivel, que inibe o co-transporte de fosforo e sodio no tdbulo proximal e é
classificado como fosfatonina, horménio fosfaturico derivado do osso (ostedcitos). O
resultado da sua acdo é a elevada excrecdo de fosforo, com consequente
hipofosfatemia e diminuicdo da conversdo de 25(OH)vitD para 1,25(0OH),vitD, por
inibir a acao da 1a-hidroxilase e por estimular a acdo da 24 hidroxilase (70). O FGF-
23 esta presente no plasma de individuos saudaveis e pela presenca de
hiperfosfatemia, que se desenvolve com a progressdo da DRC. O FGF-23 é liberado
em grandes quantidades na corrente sanguinea, podendo ser até 1000 vezes maior
em estagios avancados da DRC quando comparado as pessoas saudaveis
(66,67,71).

O gene Klotho foi identificado acidentalmente em 1997 e produz uma proteina
de 1012 aminoacidos (proteina Klotho), que se expressa em varios tecidos,
particularmente nos rins. A proteina de membrana Klotho pode formar um complexo
com receptores de FGF-23 e funcionar como um co-receptor para FGF-23. Existem
guantidades expressivas de seus receptores em células dos tubulos distais dos rins,
paratireoides e plexo coréide no cérebro. Experimento em cultura de células mostrou
que o FGF-23 se liga ao receptor 1 do FGF-1 (FGF-R1) com baixa afinidade, devido
a sua fraca capacidade de ligacdo ao heparan-sulfato, mas que na presenca da
proteina Klotho esta afinidade aumenta consideravelmente. O Klotho suprime a 1a-
hidroxilase nos rins e regula o metabolismo do calcio e da sintese de PTH pelas
glandulas paratireoides, por acdo do FGF-23. Em sua forma soluvel, Klotho, atua
como horménio que tem efeito fosfaturico independente de FGF-23 (67,71).

Em pacientes com estagios iniciais da DRC o FGF-23 aumenta

progressivamente a medida que cai a TFG, este aumento ocorre precocemente, com
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TFG abaixo de 70 mL/minuto/1,73m? (72,73). Isto pode corresponder a uma
apropriada resposta fisiologica com a finalidade de manter um balan¢o neutro de
fésforo pela promocédo da excrecao urinaria de fosfato; outro efeito ja descrito é a
diminuicdo da 1,25(OH),vitD e que favorece o surgimento de hiperparatireoidismo
secundéario (74). Porém, com a progressao da DRC ocorre diminuicdo na expressao
da proteina Klotho e de receptores FGF-R1 nos rins e nas paratireoides, o que
aumenta a resisténcia celular ao FGF-23, ou seja, 0s rins ndo conseguem
compensar a retencao de fosforo e mantém-se o estimulo para aumentar a secrecao
de FGF-23 (66, 67,71-73).

Esta hipotese ganha forgca com os resultados do estudo epidemiologico CRIC
(Chronic Renal Insufficiency Cohort) com seguimento de 3879 pacientes com DRC
estagios 2 a 4, onde foram encontrados valores elevados de PTH e FGF-23 com
nivel sérico normal de fésforo (74-76).

A hipovitaminose D esta associada a inflamacédo, com elevados niveis de PCR
e IL-6 em pacientes com DRC dialitica ou néo (77,78).

Na populacédo geral, a suplementacédo de vitamina D diminuiu a mortalidade
total (79,80) e em pacientes com DRC pré-dialitica ou dialitica, também houve queda
tanto na mortalidade total quanto nas de causas cardiovasculares (81,82).

A suplementagédo de vitamina D mostrou-se segura e eficaz em normalizar o
nivel sérico desta vitamina em pacientes com DRC nao dialitica (83-88) e sem
alterar a TFG (89); além disso, diminuiu o risco de doenca cardiovascular (90),
aumentou a sobrevida (91) e diminuiu a mortalidade em incidentes em hemodialise e
em dialise peritoneal (92,93).

A restauracdo de niveis séricos de vitamina D acima de 30 ng/mL esta
associada a queda dos niveis séricos de PCR e IL-6 (89,94-96) e a queda na
proteintria em diabéticos (97,98) ou nado diabéticos (99-102). Diferentemente,
Marckmann et al. em trabalho randomizado, duplo cego, de suplementacédo oral de
colecalciferol, em uma série pequena de pacientes em tratamento conservador, em
hemodialise e com transplante renal, ndo encontraram alteracdo em proteindria,
PCR e IL-6 (103). Tanaka et al. utilizaram calcitriol endovenoso em pacientes em
hemodialise e apontaram melhora no estresse oxidativo e no fortalecimento do

sistema de defesa antioxidante (104).
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Baixos niveis de vitamina D também estdo associados a progressdo da DRC
na populacdo geral (55,105) e em DRC em fases iniciais, além de outros fatores
como a proteinuria e o diabetes melito tipo 2 (40,53,106-108).

Estudos em modelos animais (109,110) e em humanos (40,111) sugerem uma
associacao inversa entre os niveis séricos de vitamina D e a ativacdo do sistema
renina-angiotensina (SRA). A ativacdo dos RVD sdo nefro-protetores através da
inibicdo da expresséo de renina e consequente inativacdo do SRA (107,112).

A fibrose intersticial € um importante marcador de faléncia renal e correlaciona-
se fortemente com a piora da funcdo do érgdo, independentemente da doenca de
base. Em fases avancadas da DRC ocorre lesdo glomerular e tubulo-intersticial,
hipertenséo glomerular e proteindria, que estdo diretamente relacionados a ativacao
do SRA, que tem um importante papel na progressao da DRC (113).

As células renais sdo capazes de sintetizar renina e angiotensina Il, que
promovem multiplos efeitos na progresséo da lesao renal, como aumento na pressao
capilar glomerular, producao de citocinas pro-inflamatoérias, infiltrado imune-celular,
expansdo da matriz extracelular e lesdo de podocitos (109). Atualmente, o0s
inibidores da enzima conversora de angiotensina/bloqueador de receptor tipo 1 de
angiotensina Il (IECA/BRA) séo considerados medicamentos de primeira linha para o
tratamento de pacientes com nefropatia diabética ou ndo (3,114,115), com o intuito
de retardar a progressdo de glomeruloesclerose, fibrose intersticial e proteinuria
(109). Ocorre que a efetividade dos IECA/BRA pode ser alterada pelo aumento
compensatoério da sintese de renina causada pela ruptura do feedback inibitério e
isto desencadeia uma maior producdo de renina, que por sua vez leva a aumento de
angiotensina Il, que causam leséo renal (113).

Li et al. (110) em trabalho experimental classico mostraram que a
1,25(0OH),vitamina D inibe o SRA por suprimir a transcricdo da renina. Tan et al.
(116) demonstraram que o tratamento com paricalcitol, um analogo sintético da
vitamina D, atenuou a fibrose intersticial em camundongos submetidos a obstrugéo
ureteral unilateral e Freundlich et al. (117) e Zhang et al. (118) utilizando 0 mesmo
modelo experimental, mostraram que o paricalcitol suprimiu a ativacao local do SRA
nos rins, diminuiu significantemente a lesao tdbulo-intersticial e glomerular e reduziu
a pressao arterial e a proteindria, sugerindo a importancia deste bloqueio na
prevencgéo da evolucéo da DRC.
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Estudos experimentais em modelos animais com diabetes induzido (109, 118-
120) ou de nefropatia obstrutiva (113,121,122), mostraram que a associacdo de
IECA/BRA e vitamina D, mostraram resultados benéficos nos desfechos renais, pois
esta bloqueia o aumento compensatorio da renina com o uso destes medicamentos.

O uso combinado de IECA e BRA foi testado em varios estudos clinicos (123-
127) e os resultados nao foram diferentes quando comparados ao uso isolado de um
destes medicamentos (128-130), quanto a reducdo na proteinudria, na elevacédo da
creatinina sérica ou na necessidade de terapia renal substitutiva, porem, esteve
associado com maior incidéncia de efeitos colaterais como a hipotenséo arterial ou
hipercalemia (131).

A versdo de 2009 do KDIGO (Kidney Disease: Improving Global Outcomes)
sobre o manejo da doenca mineral e 6ssea associada a uremia, faz sugestao fraca
para o rastreamento e tratamento da hipovitaminose D em pacientes nos estagios 3-
5 da DRC, devendo se utilizar as mesmas recomendacdes diagnosticas e

terapéuticas atualmente aplicadas para individuos da populacéo geral (132).
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2 Justificativa da Pesquisa Clinica

A hipovitaminose D é muito prevalente em pacientes com DRC e esta
associada a inflamacdo aumentada. O tratamento da hipovitaminose D ja
demonstrou reduzir a inflamacdo em algumas condicbes clinicas. O uso
concomitante de ISRA e vitamina D tem potencial para reduzir a proteinuria e o dano
renal. A suplementacéo de vitamina D pode promover melhoras em parametros de
inflamacdo e de estresse oxidativo e retardar a perda da funcdo renal, fatores

associados a piores desfechos gerais e cardiovasculares nos pacientes com DRC.
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3 OBJETIVOS

3.1 Primarios

Avaliar se existe associacdo entre os niveis plasmaticos de vitamina D e os
niveis de inflamacéo e de estresse oxidativo em pacientes com DRC estagios 3 e 4;

Analisar o efeito de seis meses de suplementacdo oral de colecalciferol sobre
os niveis de inflamacéo e de estresse oxidativo em pacientes com DRC estagios 3 e
4 com insuficiéncia e deficiéncia desta vitamina,;

Observar o efeito da suplementacdo de colecalciferol oral sobre a TFGe nos

pacientes em uso de IECAS/BRAs.
3.2 Secundéarios
Avaliar a prevaléncia de deficiéncia de vitamina D na popula¢éo estudada;

Avaliar se o protocolo utilizado para a suplementacao de vitamina D foi efetivo

em normalizar os niveis séricos da vitamina D.
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4 PACIENTES E METODOS

4.1 Pacientes e métodos

Um ensaio clinico com grupo controle, em uma amostra de conveniéncia, foi
realizado de outubro de 2010 a dezembro de 2012. Pacientes com DRC do
Ambulatério de Nefrologia da Universidade Estadual de Londrina e do Instituto do
Rim de Londrina foram submetidos a avaliacdo clinica e fisica de rotina e em seus
exames laboratoriais foram adicionados a dosagem sérica de 25(OH)vitD e
1,25(0OH),vitD, além de uma aliquota para analises de parametros inflamatorios e de
estresse oxidativo. Foram obtidas informacdes sobre tabagismo atual, doenca
cardiovascular prévia (insuficiéncia cardiaca congestiva, infarto agudo do miocardio,
acidente vascular encefalico ou insuficiéncia arterial periférica) e medicamentos em
uso. A etnia foi determinada por autodefinicdo. Um total de 206 pacientes em
estagios 3 e 4 da DRC foram divididos em grupos com e sem deficiéncia de vitamina
D e foram acompanhados por seis meses com suplementacdo por via oral de
colecalciferol nos deficientes. Avaliacdes clinica e laboratorial foram realizadas ao
inicio e ap6s seis meses do estudo.

Os critérios de inclusédo foram a idade superior a 18 anos e TFGe entre 15 e 60
mL/min/1,73m?.  Critérios de exclusdo foram: pacientes em didlise ou com
transplante renal; histéria de doenga disabsortiva intestinal, cirurgia por “bypass” ou
ressecc¢ao intestinal; cirrose hepatica, doenca infecciosa atual ou neoplasia; perda
inexplicada de mais que 5% do peso nos ultimos seis meses; uso de corticosteroides
oral ou inalatério, uso de anticonvulsivantes ou de suplementacédo de vitamina D.

O diagnostico e a classificacdo da DRC seguiram os critérios propostos pelo
KDOQI (3) baseado na TFGe a partir da creatinina sérica e calculada pela formula
do MDRD com 4 variaveis (5), sendo classificados em estagio 3 0s pacientes com
TFGe entre 30 — 60 mL/min/1,73m? e em estagio 4, aqueles com 15 — 29
mL/min/1,73m?.

Os pacientes com deficiéncia de 25(OH)vitD (nivel sérico < 30 ng/mL)
receberam suplementacao oral com capsulas de colecalciferol de 50.000U, baseado
no protocolo vigente a época do estudo (132): < 5 ng/mL — 1 capsula de 50.000 Ul
de colecalciferol (vit D3) por 12 semanas, seguida de 1 capsula de 50.000 Ul de vit

D3 por més por mais trés meses; 5 — 15 ng/mL - 1 capsula 50.000Ul de vit D3 por
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semana por quatro semanas, seguida de 1 cdpsula por mais cinco meses; 16 — 29
ng/mL — 1 c4psula de 50.000 Ul de vit D3 por més por seis meses.

As céapsulas de vitamina D foram dispensadas por farmacia de manipulacéo
de Londrina, em frascos plasticos com identificacdo do paciente, do medicamento e
da data de validade. O principio ativo foi originario da Hisound Chem, China, de lote
namero M080703C. As capsulas foram fornecidas em quantidade suficiente para os
seis meses do estudo, de acordo com o nivel sérico inicial e as datas programadas
para a ingestdo da vitamina foram anotadas em agenda propria e no dia estipulado
foram realizados ligacOes telefonicas, para confirmar ou lembrar o uso da vitamina.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo
Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina (n. 086/10 de 08/07/2010)
(Anexo A). Todos os pacientes assinaram o Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido (Apéndice A).
4.2 Avaliacdo antropométrica e de pressao arterial

No dia da consulta os pacientes foram avaliados quanto ao peso (quilogramas -
Kg), altura (centimetros — cm) para o célculo do indice de massa corpéreo (IMC —
Kg/m?) e a medida de pressao arterial (mmHg), pelo método auscultatério com o uso

de esfigmomanémetro aneroide.
4.3 Coleta de amostras bioldgicas

As amostras de sangue dos pacientes, aproximadamente 40 mL, foram obtidas
por puncao venosa, em tubos a vacuo (Vacutainer®, Franklin Lakes, NJ, USA), ap6s
12 horas de jejum para a obtencdo do plasma ou soro conforme a necessidade do
exame. Os exames de rotina foram realizados logo apds a coleta do sangue no
Laboratério de Analises Clinicas do Hospital Universitario de Londrina.

As amostras de soro destinadas aos testes de estresse oxidativo foram
centrifugadas a 3000 rotacdes por minuto (rpm) (2100xg) durante 15 minutos em
centrifuga (CELM®, Barueri, SP, Brasil), e os soros obtidos foram armazenados em
freezer (Indrel® 70 R Londrina, Parand, Brasil) a -80°C até a realizagéo das analises,
que foi realizada no Laboratério de Pdés-graduacdo do Hospital Universitario de

Londrina.
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Para a determinacao da relagéo proteindria/creatinaria (mg de proteina dividida
por g de creatinina) foram utilizadas amostras isoladas de urina coletadas no periodo

da manha.

4.4 Parametros bioquimicos e marcadores inflamatorios

As andlises sanguineas de glicose, creatinina, calcio, fésforo, fosfatase alcalina
e proteinas totais foram efetuadas em um auto-analisador bioquimico (Dimension
Dade AR Dade Behring®, Deerfield, IL, USA), utilizando-se kits Dade Behring®. A
guantificacdo plasmatica do PTH intacto (PTHi) e a homocisteina foram realizadas
por imunoensaio de microparticulas por quimiluminescéncia (Architect® System,
Abbott, Wiesbaden, Germany). O &cido Urico sérico foi quantificado pelo método
enzimatico da uricase. A determinacdo da proteina C reativa ultrassensivel foi
efetuada por nefelometria (Behring Nephelometer 1I, Dade Behring®, Marburg,
Germany), o fibrinogénio pelo método de Klauss (Destiny Plus®, Tcoag, Wicklow,
Ireland) e a hemoglobina foi determinada pelo hemograma automatizado (ADVIA-
120®, Siemens HealthCare, Erlanger, Germany).

Para a dosagem da vitamina D, as amostras de plasma foram protegidas da luz
encapadas com papel aluminio e encaminhadas para o Laboratério Alvaro na cidade
de Cascavel, Parang, onde a 25(OH)vitD foi dosada por Quimiluminescéncia (QL) e
a 1,25(0OH),vitD por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

A relacdo proteindria/creatindria foi analisada em uma amostra isolada de
urina, onde a proteina foi doseada pelo método cinético do vermelho de pirogalol e a
creatinina pelo método de Jaffé, ambos em um auto-analisador bioguimico
(Dimension Dade AR Dade Behring®, Deerfield, IL, USA), utilizando-se kits Dade
Behring®.

Pelo método de ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), foram
determinados niveis séricos de FGF-23 (Millpore®, Park Drive, Missouri, USA) e de
IL-6 (eBioscience®, Science Center, California, USA).
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4.5 Avaliagéo do Estresse Oxidativo

4.5.1 Capacidade antioxidante total plasméatica avaliada pela
TRAP (Total Peroxyl Radical-trapping Antioxidant Potential

Parameter)

A TRAP foi avaliada por quimiluminescéncia (QL) em uma adaptacdo da
técnica descrita por Repetto et al. (133). Esta metodologia detecta antioxidantes
hidro e lipossoluveis presentes no plasma. Ao meio da reacdo sdo acrescentados
2,2-azobis e luminol. Os radicais livres liberados pelo 2,2-azobis provocam oxidacéo
de lipidios e proteinas. O luminol reage com esses radicais livres produzindo QL. A
adicdo de plasma também diminui a QL em niveis basais por um periodo (Ti)
proporcional a concentracdo plasmatica de antioxidantes (TRAP) até que os radicais
de luminol sejam regenerados, restituindo-se os niveis iniciais de QL. O sistema é
calibrado com analogos da vitamina E (Trolox). Uma comparacdo do tempo de
inducdo depois da adicdo de concentracBes conhecidas de Trolox e plasma
permitem obter valores de TRAP em equivalentes de Trolox. Os resultados foram
expressos em pmol/L de Trolox, e os valores obtidos foram divididos pelo valor do
acido arico plasméatico de cada paciente para corrigir a influéncia do acido Urico
elevado sobre o TRAP. O experimento foi conduzido em um contador B marca
Beckman® (EUA) modelo LS 6000, utilizando um modelo de contagem néao
coincidente por 30 segundos, com uma faixa de resposta entre 300 e 620 nM e 0
TRAP utilizando o cintilador Beckman® (Fullerton, CA, EUA) modelo LS 6000.

4.5.2 Determinacdo dos metabdlitos do NO

A estimativa do NO foi avaliada através da determinacéo da concentracao de
metabdlitos do NO sérico. Utilizou-se uma adaptacdo da técnica descrita por
Navarro-Gonzalves et al. (134) para microplacas. O principio da técnica esta
baseado na reducédo dos ions nitratos em ions nitrito, os quais sdo quantificados ao
formar um complexo colorido com o reagente de Griess. Os resultados foram
expressos em umol/L utilizado espectrofotdmetro em comprimento de onda de 540

nandmetros (nm).



36

4.5.3 Quantificacdo de Produtos Avancados da Oxidacao de
Proteinas (AOPP)

Para quantificacdo dos AOPP no plasma foi utilizada uma adaptacao da técnica
descrita por Witko-Sarsat et al. (135). A técnica é baseada na formagéo de produtos
de oxidacdo de proteinas por acdo de agentes oxidantes e posterior reacdo destes
produtos de oxidacdo com o iodeto de potassio em meio acido. Os AOPP foram
guantificados no soro e as leituras foram realizadas em espectrofotdmetro
termostatizado de duplo feixe (Thermo Spectronic® modelo Hélios-a, Waltham, MA,
EUA). Os resultados foram expressos em pmol/L e foram corrigidos pelos
triglicerideos, pela interferéncia que estes causam na dosagem de AOPP em
pacientes com DRC (136).

4.5.4 Quimiluminescéncia Induzida por t-Butil Hidroperéxidos

A avaliagcdo da formacdo de lipoperoxidos por QL foi efetuada em uma
adaptacdo da técnica descrita por Flecha et al. (137). A QL estimulada por t-butil
hidroperéxido (CL-LOOH) foi empregada para analisar a integridade dos
mecanismos de defesas antioxidantes ndo enzimaticos e os niveis de lipoperéxidos
presentes no soro. Este teste baseia-se na premissa de que um aumento de QL esta
relacionado com um estresse oxidativo prévio sofrido pelo tecido, levando ao
consumo das defesas antioxidantes de baixo peso molecular, tais como vitamina E e
formacao de lipoperoxidos, resultando em um aumento da emissédo de fétons (18 -
20). Foi utilizado um contador B marca Beckman® (EUA) modelo LS 6000 contendo
um modelo de contagem nao coincidente por 30 segundos, com uma faixa de
resposta entre 300 e 620 nM. As andlises foram efetuadas em frascos de plastico
para a cintilacdo e protegidos da luz. Os resultados foram medidos em contagem por

minuto (cpm).
4.6 Analise estatistica
Avaliacéo da distribuicdo normal dos dados foi feita pelo teste de Shapiro-Wilk.

As variaveis continuas foram expressas pela mediana e quartis ou média e desvio

padrdo e apresentadas em tabelas. Para comparacdo das variaveis continuas foi
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utilizado o teste de Mann-Withney ou de Wilcoxon ou ANOVA, quando apropriado.
Para comparagdo das variaveis categoricas foi utilizado o teste qui quadrado. O
software utilizado para as analises foi 0 SPSS Statistic® versdo 20 (IBM, Armonk,
NY, USA).
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RESULTADOS



39

5 RESULTADOS

Dos 206 pacientes que iniciaram o projeto tinham a mediana de idade de 68
(61-77) anos, a maioria eram homens: 120 (67,8%) e a prevaléncia geral de
hipovitaminose D foi de 54%. Cento e setenta e sete pacientes completaram o
estudo. Durante o periodo de pesquisa, trés pessoas morreram e apenas 1 de causa
cardiovascular (infarto agudo do miocardio) e sete pacientes do grupo com
deficiéncia de vitamina D necessitaram iniciar terapia renal substitutiva (figura 1).

A tabela 2 mostra os dados demograficos, epidemioldgicos e clinicos dos
pacientes, divididos em grupo que recebeu e que ndo recebeu tratamento com
colecalciferol. Nao houve diferenca quanto a idade, sexo, raca ou IMC entre os dois
grupos no inicio do estudo. Também n&o houve diferenca no uso de estatinas,
IECA/BRA e eritropoetina entre 0s grupos, assim como nao houve diferenga quanto
ao tabagismo atual e a presenca de doencas cardiovasculares prévias. O grupo com
hipovitaminose D apresentava pressdo arterial sistolica e diastdlica maior em
comparagcdo ao grupo com vitamina D normal (P = 0,013 e P = 0,046
respectivamente).

A prevaléncia da doenca de base, responsavel pela DRC foram a nefropatia
hipertensiva: 108 pacientes (61%); nefropatia diabética: 51 pacientes (28,8%);
glomerulonefrite crénica: 10 pacientes (5,6%); doenca renal policistica do adulto: 6
pacientes (3,4%) e outras doencas: 2 pacientes (1,2%) e ndo apresentavam
diferencas entre os dois grupos (tabela 3).

A tabela 4 apresenta e compara alguns parametros bioquimicos dos grupos
com deficiéncia e suficiéncia de vitamina D em seus valores iniciais e apos seis
meses de seguimento. A maioria dos pacientes (137; 77%) apresentava DRC
estagio lll, enquanto 40 pacientes (23%) apresentavam DRC estagio IV. O grupo
com deficiéncia de vitamina D apresentava menores valores de hemoglobina (P=
0,026) e maior proteinaria (P = 0,001). A creatinina sérica era maior, portanto, a
TFGe era menor no grupo de hipovitaminose D (P < 0,001); a albumina, o acido
arico e a glicemia ndo apresentavam diferencas significativamente estatistica. Com o
tratamento, houve estabilidade na TFGe no grupo tratado (P = 0,056) e queda no
grupo controle (P = 0,032), mas mantendo-se a diferenca significativa nas TFGs

entre 0s grupos observada no inicio do estudo (P = 0,001). Nao houve alteracédo na
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proteindria em ambos 0s grupos apds 6 meses de seguimento, permanecendo a
diferenca entre os dois grupos ja identificada nos exames iniciais (P < 0,001).

A tabela 5 mostra que os niveis séricos basais tanto de 25(OH)vitD como de
1,25(0OH),vitD eram significantemente menores no grupo que recebeu o tratamento
comparado ao grupo nao tratado (P < 0,001 em ambas as comparac¢des), sendo que
todos os pacientes neste estudo tinham niveis séricos de 1,25(OH),vitD dentro dos
valores de referéncia (18 — 78 pg/mL). O grupo com hipovitaminose D apresentavam
ainda maiores valores de fosforo e PTH (P = 0,001 e P < 0,001, respectivamente) e
sem diferengas em niveis séricos de calcio, fosfatase alcalina e FGF-23. Apods a
reposicdo com colecalciferol, houve uma expressivo aumento tanto em 25(OH)vitD
(P = 0,001) quanto da 1,25(OH),vit D (P < 0,001) no grupo tratado. O grupo
suficiente em vitamina D em seu nivel inicial, mostrou queda na dosagem sérica de
25(OH)vitD (P = 0,026), mas nao de 1,25(0OH).vitD apdés os seis meses de
seguimento. Também houve aumento na calcemia (P < 0,001), queda na fosfatemia
(P <0,001) e no PTH (P = 0,003) no grupo tratado, enquanto que nos pacientes sem
reposicao os valores permaneceram estaveis. O FGF-23 apresentou elevag¢do no
grupo tratado com colecalciferol por seis meses (P = 0,003) e nesse momento houve
diferenca significativa entre os dois grupos (P = 0,003).

Dos 96 pacientes que receberam suplementacdo com colecalciferol, 72
pacientes (75%) tiveram os seus niveis de 25(OH)vitD elevados para dentro de
valores de referéncia. Dos 24 individuos restantes, 14 (58,2%) apresentaram
elevacdo de pelo menos 25% nos seus niveis basais de 25(OH)vitD.

A tabela 6 apresenta os marcadores de inflamacdo e de estresse oxidativo
avaliados no presente estudo com comparagéo entre 0s grupos tratados ou ndo com
colecalciferol, antes e depois de 6 meses de avaliagdo. Nenhum dos marcadores de
inflamagéo, fibrinogénio, PCR, homocisteina e IL-6 apresentaram diferencgas
significativas nos exames iniciais e ap0s seis meses, com e sem tratamento com
colecalciferol. Os marcadores de estresse oxidativo — TRAP corrigido pelo acido
arico, NOx, AOPP corrigido pelos triglicerideos e LOOH também ndo mostraram
diferencas significativas entre os dois grupos em seus valores iniciais.

Quando se avaliou os individuos que normalizaram ou nao o nivel sérico de
25(OH)vitD apdés receberam colecalciferol oral por seis meses, observou-se que nao
houve diferencas entre 0os grupos quanto a idade, sexo, raca, IMC, presséo arterial

sistélica ou diastolica, tabagismo, doenca cardiovascular prévia, uso de estatinas,
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IECA/BRA ou de eritropoetina (Tabela 7). Em seus valores iniciais, apenas a
proteintria era maior no grupo que ndo normalizou a 25(OH)vitD. Apds a
suplementacao de colecalciferol houve queda na albumina sérica (P = 0,01) e na
TFGe (P = 0,035) apenas no grupo em que a 25(OH)vitD atingiu valor = 30 ng/mL
(tabela 8).

A tabela 9 mostra as comparac¢des de marcadores do metabolismo 6sseo nos
grupos que receberam suplementacdo de colecalciferol e que normalizaram ou a
nao o nivel sérico de 25(OH)vitD, sendo nenhum parametro inicial foi diferente entre
0s grupos. Ap6s a reposicdo da vitamina D houve melhora de dosagem de
25(OH)vitD em ambos os grupos (P < 0,001) e apenas nos pacientes em gue a
25(OH)vitD normalizou-se pela suplementacdo houve elevacao significativa de
1,25(0OH),vitD. Apés a suplementagcédo houve elevacéo na calcemia (P < 0,001) e no
FGF-23 (P =0,002) e queda no PTH (P = 0,010) no grupo que normalizou a vitamina
D e no outro grupo houve apenas queda no fésforo sérico (P = 0,002).

Na tabela 10 sédo apresentados os valores dos biomarcadores de inflamacéo
e de estresse oxidativo nos grupos que receberam vitamina D e que normalizaram
ou ndo seus valores séricos ap0s 6 meses de suplementacao de colecalciferol. Nao
havia qualquer diferenca entre 0s grupos nos exames iniciais, mas, apdés a
suplementacao de colecalciferol, o grupo que normalizou a 25(OH)vitD apresentou
aumento nos niveis de NOx (P = 0,028) e nos niveis de AOPP corrigido pelos
triglicerideos (P = 0,04) e queda nos valores de LOOH (P = 0,032).
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Figura 1 - Fluxograma de recrutamento e seguimento dos pacientes do estudo
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Abreviaturas: DRC: doenca renal crbnica; Vit D: 25(OH)vitD; TRS: terapia renal substitutiva
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Tabela 2 - Caracteristicas demogréficas, epidemioldégicas e clinicas dos

pacientes com DRC né&o dialiticos tratados e néo tratados com

colecalciferol

Variavel

Comparacdao das caracteristicas basais

Vit D < 30 ng/mL (n=96) Vit D > 30 ng/mL (n=81) P

Idade (anos)

Sexo

Raca

IMC (Kg/m?)

PA (mmHg)

Tabagismo

atual

DCV

Estatina

IECA/BRA

Epo

67,66 (62—77) 66,25 (58—76) 1,00
Masculino 60 (62,5%) 60 (74,1%) 0,101
Caucasiana 83 (86,5%) 71 (87,7%) 0,814
27,73 (24,99-31,9) 27,1 (23,82-31,51) 0,308
Sistélica 130 (120-150) 130 (120-140) 0,013§
Diastélica 80 (80-90) 80 (70-85) 0,0468
9 (9,4%) 7 (8,6%) 0,865
36 (37,5%) 30 (37%) 0,949
70 (72,9%) 56 (69,1%) 0,580
34 (35,4%) 34 (44,4%) 0,221
2 (2,1%) 2 (2,5%) 0,863

Valores em mediana (intervalos interquartis), 8: teste de Mann-Withney

Abreviaturas: Vit D: 25(OH)vit D, IMC: indice de massa corporea; PA: pressao arterial; DCV: doenca
cardiovascular; IECA/BRA: inibidor da enzima conversora de angiotensina/bloqueador de receptor
tipo 1 de angiotensina Il; Epo: eritropoietina;
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Tabela 3 - Doenca de base dos pacientes com DRC né&o dialiticos tratados e

ndo tratados com colecalciferol

Grupos
Doenca de base Vit D < 30ng/mL (n=96) Vit D > 30ng/mL (n=81) P
Hipertensao arterial 58 (60,4%) 51 (62,9%) 0,729
Diabetes melito 30 (31,2%) 20 (24,7%) 0,334
Glomerulonefrite crénica 5 (5,2%) 5 (6,2%) 0,781
Doenca policistica do adulto 3 (3,2%) 3 (3,7%) 0,832
Outros 0 2 (2,5%)

Frequéncias absolutas e relativas
Abreviaturas: DRC: doenga renal crdnica, Vit D: 25(OH)vit D
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Tabela 4 - Efeito do tratamento com colecalciferol sobre alguns paradmetros

laboratoriais dos pacientes com DRC néo dialitica

Grupos

Variavel Vit D < 30 ng/mL (n=96) VitD > 30 ng/mL(n=81) P

Hemoglobina basal 13,50 (12,45-14,75) 13,90 (13,15-15,20) 0,0268

(g/dL) 6 meses 13,35 (12,6-15,07) 14,20 (13,25-15,35) 0,0138
P=0,523 P=0,006+

Creatinina sérica basal 1,83 (1,60-2,34) 1,65 (1,42-1,93) 0,0028

(mg/dL) 6 meses 1,89 (1,53-2,58) 1,66 (1,38-2,05) 0,0118
P=0,066 P=0,009%

TFGe basal 33 (26,26-41) 41 (33-49) <0,0018

(mL/min/1,73m?) 6 meses 32 (23,50-39,50) 39 (30—-47) 0,0018
P: 0,056 P: 0,032}

Albumina basal 4,03 (3,81-4,27) 4,08 (3,87-4,34) 0,297

(g/dL) 6 meses 3,95 (3,79-4,18) 4 (3,80-4,33) 0,150
P=0,002% P=0,197

Glicose basal 101,50 (92-119,25) 104 (94-116,50) 0,598

(mg/dL) 6 meses 99,50 (91-125,75) 100 (91,50-116) 0,723
P=0,918 P=0,370

Acido drico basal 6,77 (5,64-7,95) 6,86 (5,91-7,91) 0,379

(mg/dL) 6 meses 7,22 (5,65-8,12) 6,70 (5,80-7,76) 0,451
P=0,358 P=0,275

Razéo Prot-creat  basal 0,31 (0,14-0,86) 0,15 (0,08-0,39) 0,0018

(mg/g) 6 meses 0,33 (0,14-0,80) 0,15 (0,08-0,36) <0,0018

P=0,993

P=0,636

Valores em mediana (intervalos interquartis); 1: teste de Wilcoxon; §: teste de Mann-Withney

Abreviaturas: DRC: doenca renal crbnica, TFGe: taxa de filtracdo glomerular estimada; Razéo
proteina/creatinina urinarios
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Tabela 5 - Efeito do tratamento com colecalciferol sobre parametros
laboratoriais do metabolismo mineral e 6sseo dos pacientes
com DRC néo dialitica

Grupos

Variavel Vit D < 30 ng/mL (n=96) Vit D > 30 ng/mL (n=81) P

25(OH)vitD basal 20,20 (15,62—25,60) 38,40 (33,40-46,55) <0,0018
(ng/mL) 6 meses 36,65 (29,72-42,70) 35,90 (28,95-45,40) 0,774
P=0,001% P=0,026+

1,25(OH)vitD basal 23,50 (21,52-26,55) 30,90 (27,75-37,65) <0,0018§

(pg/mL) 6 meses 33,05 (27,27-39,37) 33,35 (25,92-42,17) 0,857
P=<0,001% P=0,475

Célcio basal 8,51 (8,09-8,81) 8,60 (8,16—8,89) 0,242

(mg/dL) 6 meses 8,78 (8,47-9,11) 8,67 (8,36—9,03) 0,223
P=<0,001% P=0,064

Fosforo basal 3,80 (3,30—-4,19) 3,30 (3,04-3,82) 0,0018

(mg/dL) 6 meses 3,46 (3,14-4,14) 3,45 (2,93- 3,99) 0,205
P=<0,001+% P=0,703

PTH basal 140,40 (99,27-195,07) 98,90 (73,35-147) <0,0018

(pg/mL) 6 meses 126,35 (83,82-185,15) 108,70 (70,65-145,75) 0,0298§
P=0,003+ P=0,638

Fosfatase alcalina  basal 97,50 (77-121,50) 91 (75-105) 0,173

(U/L) 6 meses 95 (77-119) 91 (75-114,30) 0,586
P=0,667 P=0,148

FGF-23 basal 22,15 (8,62-35,88) 16,30 (10,05-38,18) 0,524

(pg/mL) 6 meses 25,90 (14,25-46,82) 15,20 (3,28-34,6) 0,0038

P=0,003+

P=0,850

Valores em mediana (intervalos interquartis); 1: teste de Wilcoxon; §: teste de Mann-Withney

Abreviaturas: DRC: doenca renal crénica, 25(OH)vitD: 25-hidroxivitamina D; 1,25(OH)vitD: 1,25
dihidroxivitamina D3; PTH: paratormdnio; FGF-23: fator de crescimento de fibroblasto-23
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Tabela 6 - Efeito do tratamento com colecalciferol sobre parametros
laboratoriais de inflamagdo e de estresse oxidativo dos
pacientes com DRC nao dialitica

Grupos

Variavel Vit D <30 ng/mL (n: 96) Vit D > 30 ng/mL (n: 81) P

Fibrinogénio basal 389,50 (349,25-460,75) 388 (336,50-432,50) 0,225

(mg/dL) 6meses 405 (358—449) 396 (337,25-446) 0,236

P=0,696 P=0,701

Proteina C- basal 3,09 (1,19-6,52) 2,62 (1,35-6,65) 0,893

reativa 6meses 1,91 (1,05-5,66) 2,69 (1,18-8,07) 0,334

(mg/L) P=0,186 P=0,936

Homocisteina basal 23,35 (18,68-29,96) 21,62 (17,46-25,85) 0,152

(umol/L) 6meses 21,25 (17,33-26,31) 20,04 (17,39-25,18) 0,563

P=0,121 P=0,629
Interleucina-6 basal 2,49 (1,22-4,96) 2,82 (1,20-5,38) 0,780
(pg/mL) 6meses 2,62 (1,61-3,96) 2,77 (1,30-6,76) 0,395
P=0,097 P=0,881

TRAP/AU basal 133,13 (111,02-155,66) 131,29 (114,3-152,4) 0,742

(wmol de Trolox 6meses 127 (112,55-152,48) 133,13 (114,36-152,51) 0,470

/mg/dL) P=0,651 P=0,499

NOx basal 6,92 (5,01-9,53) 6,88 (4,73-10,35) 0,752

(umol/L) 6meses 7,46 (5-11,17) 6,66 (5,05-9,23) 0,393

P=0,059 P=0,781
AOPP/TG basal 0,73 (0,56—-0,99) 0,82 (0,63-1,01) 0,180
(umol/L/mg/dL) 6meses 0,78 (0,66-1,07) 0,78 (0,58-0,99) 0,546
P=0,555 P=0,554
LOOH basal 35187 (23652-54717) 36736 (24326-55070) 0,604
(cpm) 6meses 30390 (20413-46545) 34648 (25532-48652) 0,067

P=0,051

P=0,120

Valores em mediana (intervalos interquartis);
Abreviaturas: DRC: doenca renal cronica, TRAP/AU: relacédo entre Capacidade Antioxidante Total

Plasmatica e acido urico; NOx: metabdlitos do 6xido nitrico; AOPP: relacdo entre os Produtos

Avancados da Oxidacéo Proteica e triglicerideos; LOOH: Hidroperéxido Lipidico; CPM: contagem por

minuto
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Tabela 7 - Caracteristicas demogréficas, epidemioldégicas e clinicas dos

pacientes com DRC né&o dialiticos tratados com colecalciferol e

gue atingiram ou néo valores de 25(0OH) vitamina D 2 30ng/mL

Variavel

Comparacdao das caracteristicas basais

Vit D < 30 ng/mL (n=24) VitD > 30 ng/mL (n=72) P

Idade (anos)

Sexo

Raca

IMC (Kg/m?)

PA
(mmHg)

Tabagismo atual

DCV

Estatina

IECA/BRA

Epo

65 (59,25-74,75) 70 (63,25-78) 0,098
Masculino 15 (62,5%) 45 (62,5%) 1,00
Caucasiano 22 (91,7%) 61 (84,7%) 0,389

26,55 (24,71-32,96) 27,92 (25,52-31,54) 0,706
Sistolica 130 (128,75-150) 130 (120-140) 0,316
Diastélica 80 (73,75-90) 80 (70-90) 0,823
Sim 4 (16,7%) 5 (6,9%) 0,157
Sim 10 (41,7%) 26 (36,1%) 0,626
Sim 13 (54,2%) 57 (79,2%) 00177
Sim 10 (41,7%) 24 (33,3%) 0,460
Sim 1 (4,2%) 1 (1,4%) 0,409

Valores em mediana (intervalos interquartis);

: teste qui quadrado

Abreviaturas: DRC: doenga renal cronica, IMC: indice de massa corpérea; PA: pressao arterial; IMC:
indice de massa corpérea; DCV: doenga cardiovascular; IECA/BRA: inibidor da enzima conversora de
angiotensina/bloqueador de receptor tipo 1 de angiotensina Il; Epo: eritropoetina.
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Tabela 8 - Efeito do tratamento com colecalciferol sobre alguns parametros

laboratoriais dos pacientes com DRC néo dialitica que atingiram

ou nao valores de 25(OH) vitamina D 2 30ng/mL

Grupos

Variavel Vit D < 30 ng/mL (n=24) Vit D > 30 ng/mL (n=72) P

Hemoglobina basal 13,45 (12,35-14,60) 13,50 (12,42-14,80) 0,879

(g/dL) 6 meses 13,40 (12,50-15,07) 13,30 (12,70-15,07) 0,936
P=0,715 P=0,582

Creatinina sérica basal 1,79 (1,57-2,41) 1,89 (1,61-2,34) 0,545

(mg/dL) 6 meses 1,82 (1,56-2,72) 1,92 (1,50-2,58) 0,512
P=0,939 P=0,039%

TFGe basal 32,50 (27,25-44,25) 33 (26-40,50) 0,688

(mL/min/1,73m?) 6 meses 35,50 (23,25-40) 31,50 (23,25-39) 0,472
P: 0,930 P: 0,035+

Albumina basal 3,96 (3,65-4,15) 4,09 (3,86—4,28) 0,075

(g/dL) 6 meses 3,98 (3,77-4,22) 3,94 (3,79-4,18) 0,886
P=0,626 P=0,001%

Glicose basal 106 (99,25-137,50) 100,5 (91-113,50) 0,098

(mg/dL) 6 meses 103,50 (88-149,75) 99 (91,25-122,50) 0,574
P=0,361 P=0,584

Acido drico basal 6,73 (5,20-7,72) 6,81 (5,71-7,97) 0,501

(mg/dL) 6 meses 7,09 (5,14-7,79) 7,23 (5,72-8,36) 0,441

Valores em mediana (intervalos interquartis); 1: teste de Wilcoxon; 8: teste de Mann-Withney

P=0,616

P=0,422

Abreviaturas: DRC: doenca renal crénica, TFGe: taxa de filtracdo glomerular estimada; Razéo
proteina/creatinina urinarios
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Tabela 9 - Efeito do tratamento com colecalciferol sobre parametros
laboratoriais do metabolismo mineral e 6sseo dos pacientes
com DRC nao dialitica que atingiram ou néo valores de 25(OH)
vitamina D 2 30ng/mL
Grupos
Variavel Vit D < 30 ng/mL (n=24) Vit D > 30 ng/mL (n=72) P
25(OH)vitD basal 19,15 (15,37—22,60) 21,20 (15,90-26) 0,226
(ng/mL) 6 meses 26,45 (22,12-28,92) 40,75 (35,70—45,45) <0,0018§
P=<0,001% P=<0,001%
1,25(0OH)vitD basal 23,60 (21,75-27,40) 23,30 (21,35-26,25) 0,648
(pg/mL) 6 meses 24,25 (22,05-27,30) 35,20 (30,72-40,57) <0,0018§
P=0,447 P=<0,001%
Calcio basal 8,59 (8,09-8,71) 8,50 (8,09-8,71) 0,220
(mg/dL) 6 meses 8,76 (8,34-9,17) 8,78 (8,52-9,11) 0,909
P=0,563 P=<0,001%
Fosforo basal 3,60 (3,26—4,22) 3,82 (3,30—-4,19) 0,548
(mg/dL) 6 meses 3,32 (3-3,70) 3,57 (3,20—4,20) 0,0318
P=0,002+ P=0,379
PTH basal 141,50 (101,55-173,47) 140,15 (97,65-207,05) 0,562
(pg/mL) 6 meses 126,35 (85-182,60) 126,20 (83,82-191,97) 0,588
P=0,191 P=0,010%
Fosfatase alcalina basal 104 (70-117) 95,50 (77,25-122) 0,973
(U/L) 6 meses 96 (68-120) 94,50 (77,25-119) 0,784
P=0,424 P=0,961
FGF-23 basal 24,51 (16,69-31,27) 20,50 (8-36,17) 0,576
(pg/mL) 6 meses 22,90 (13,40-43) 27,90 (14,50-49) 0,610

P=0,543

P=0,002+

Valores em mediana (intervalos interquartis); 1: teste de Wilcoxon; 8: teste de Mann-Withney
Abreviaturas: DRC: doenca renal cronica, 25(OH)vitD: 25-hidroxivitamina D; 1,25(OH)vitD: 1,25
dihidroxivitamina D3; PTH: paratorménio; FGF-23: fator de crescimento de fibroblasto-23
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Efeito do tratamento com colecalciferol sobre parametros

laboratoriais de inflamacdo e de estresse oxidativo dos

pacientes com DRC né&o dialitica e que atingiram ou nao
valores de 25(OH) vitamina D 2 30 ng/mL

Grupos
Variavel Vit D < 30 ng/mL (n=24) Vit D > 30 ng/mL (n=72) P
Fibrinogénio basal 380 (342,25-439) 403 (342,25-477,75) 0,488
(mg/dL) 6meses 413,50 (355,75-442,75) 398 (361-453) 0,908
P=0,681 P=0,536
Proteina C- basal 1,69 (0,89-4,90) 3,45 (1,37-6,71) 0,117
reativa 6meses 1,73 (0,80-4,69) 2,09 (1,13-5,78) 0,194
(mg/L) P=0,795 P=0,223
Homocisteina basal 23,10 (19,94-29,26) 23,58 (18,34-31,17) 0,872
(umol/L) 6meses 22,44 (17,37-29,24) 20,64 (17,33-25,67) 0,416
P=0,879 P=0,062
Interleucina-6 basal 3,16 (1,92-6,07) 2,35 (1,14-4,94) 0,278
(pg/mL) 6meses 2,25 (1,35-3,67) 2,70 (1,80-4,45) 0,320
P=0,137 P=0,325
TRAP/AU basal 135,69 (113,16-164,36) 131,76 (110,78-152,77) 0,407
(umol de Trolox 6meses 133,71 (111,20-160,99) 122,83 (112,82-149,07) 0,493
/mg/dL) P=0,954 P=0,521
NOX basal 6,92 (5,42-9,92) 6,89 (4,82-9,36) 0,337
(umol/L) 6meses 7,48 (5,50-10,98) 7,46 (4,92-11,50) 0,801
P=0,989 P=0,028%
AOPP/TG basal 0,60 (0,54-0,81) 0,80 (0,58-1,09) 0,04 §
(umol/L/mg/dL) 6meses 0,69 (0,61-0,92) 0,79 (0,67-1,14) 0,115

P=0,317

P=0,925
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LOOH basal 36166 (24382,75-55711,50) 34042 (23338-54247,25) 0,816
(cpm) 6meses  27037,50 (22654—31261) 32766,50 (19320-49185) 0,227
P=0,032+ P=0,272

Valores em mediana (intervalos interquartis); 1: teste de Wilcoxon; 8: teste de Mann-Withney
Abreviaturas: DRC: doenca renal cronica, TRAP/AU: relacédo entre Capacidade Antioxidante Total
Plasmatica e acido urico; NOx: metabdlitos do 6xido nitrico; AOPP/TG: relacao entre os Produtos
Avancados da Oxida¢éo Proteica e triglicerideos; LOOH: Hidroperdxido Lipidico; CPM: contagem por
minuto.
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6 CONCLUSOES

* Na&o foram encontradas associacfes entre os niveis plasmaticos de
25(0OH)vitD e os biomarcadores de inflamacdo e de estresse oxidativo
avaliados neste estudo, em pacientes com DRC estagios 3 e 4

* Nao se observou efeito da suplementacdo de colecalciferol sobre

marcadores de inflamacéo e de estresse oxidativo em pacientes com DRC
estagios 3 e 4 com insuficiéncia e deficiéncia desta vitamina

* A suplementagdo com colecalciferol por seis meses e 0 uso
concomitante de ISRA foi efetiva em retardar a queda na TFGe

» A prevaléncia de deficiéncia de 25(OH)vitD foi de 54%

» O protocolo utilizado foi eficiente em atingir valores recomendados em
75% dos pacientes

» Estudos com maior tempo de acompanhamento e com maior nimero

de pacientes sédo necessarios para confirmar estes resultados
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Assim como em outros, o0 presente estudo ndo demonstrou melhora em
alguns marcadores de inflamacédo e de estresse oxidativo apds a suplementacédo de
colecalciferol oral em pacientes com DRC em estagios 3 e 4. Outros beneficios da
vitamina D s&o esperados, pois grandes estudos populacionais sugerem que a
terapia com vitamina D fornece beneficios na sobrevida dos pacientes com DRC
dialitica ou ndo. A monitorizardo do nivel sérico desta vitamina é recomendada para
este grupo de pacientes e sua reposicdo €é facil, segura e adequada para
restabelecer niveis séricos atualmente recomendados. A suplementagdo de vitamina
D concomitante ao uso de ISRA em pacientes com doenca renal crénica nao dialitica
pode representar uma estratégia em retardar a evolucao DRC.

Estudos randomizados, com maior tempo de acompanhamento e com maior

ndmero de pacientes sdo necessarios para confirmar estes resultados.
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ABSTRACT

Chronic kidney disease patients have high cardiovascular mortality. Increased inflammation
and oxidative stress are present in such patients and have been linked to this high
cardiovascular morbidity. Vitamin D has anti-inflammatory actions and its D deficiency is
highly prevalent among chronic kidney disease patients, administration of vitamin D deficient
chronic kidney disease to the patients may improve inflammation and oxidative stress.
Controlled study conducted at the chronic kidney disease clinics of the State University of
Londrina and Kidney Institute of Londrina, Brazil, from October 2010 to December 2012.
Inclusion criteria were age greater than 18 years, and chronic kidney disease stages 3 to 4 and
exclusion were conditions known to interfere with vitamin D metabolism. Hypovitaminosis D
was defined by 25-hydroxyvitamin D serum levels < 30 ng/dL. Cholecalciferol was
supplemented orally with capsules of 50,000 Ul for six months with periodicity dictated by
baseline 25-hydroxyvitamin D levels. Fibrinogen, C-reactive protein, interleukin-6, plasma
antioxidant capacity, nitric oxide byproducts, advanced oxidation protein products, and lipid
hydroperoxides are used. At baseline, no difference was observed in the biomarkers between
groups with and without hypovitaminosis D. Six month treatment with cholecalciferol did not
significantly change the inflammatory/oxidative stress biomarkers. Vitamin D deficiency is

not associated with inflammation or increased oxidative stress.

Key words: Vitamin D. Chronic kidney disease. Inflammation. Oxidative stress.
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INTRODUCTION

Oxidative stress and inflammation are common features of chronic kidney disease
(CKD) and major mediators of many of its complications, such as, atherosclerosis and
cardiovascular disease, anemia, cachexia, and accelerate aging, besides playing a critical part
in progression of CKD (1-4). As recently summarized by Vaziri ND, oxidative stress and
inflammation are inseparably linked (5). Increased oxidative stress activates the transcription
of nuclear factor Kappa B (NF-xB) leading to induction of synthesis of pro-inflammatory
cytokines and chemokines with subsequent activation and recruitment of immune cells.
Inflammation, in turn, initiates and amplifies oxidative stress via production of reactive
oxygen, nitrogen and halogen species by activated immune cells. Several factors, such as
mitochondrial dysfunction, comorbid conditions, activation of tissue angiotensin system,
hypervolemia, hypertension, dyslipidemia, retained uremic toxins and metabolites, reduced
expression of antioxidant and cytoprotective enzymes and substrates caused by impairment of
nuclear fator-erytrhroid-2-related factor 2 (Nrf2) pathway, and changes in the composition of
the gut micro biome and disruption of its barrier structure/function allowing absorption of
noxious byproducts play a major role in pathogenesis of CKD-associated oxidative stress and
inflammation (2,5,6).

In CKD, vitamin D (vit D) status is usually impaired with levels decreasing in relation
to worsening of kidney function (7). Vit D has anti-inflammatory and antioxidant actions (8-
10), and its supplementation has been shown to reduce the magnitude of inflammation in
asymptomatic subjects (11), patients with prediabetes (12), adults with pulmonary
exacerbation of cystic fibrosis (13), and pregnant women (14), for example. Only a few
studies reported the effect of vit D supplementation on inflammatory parameters of non-
dialysis CKD (15,16), and to the best of our knowledge there are no studies in this patient

population regarding the effects of vit D supplementation on oxidative stress.
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The aim of this study was to verify the effects of vit D supplementation on oxidative
stress and inflammation biomarkers in stage 3 and 4 CKD patients with deficiency of this

vitamin.

RESULTS

The prevalence of vit D deficiency was 54%. Of the 206 patients who started the
project, 177 completed the study. The most common underlying diseases were hypertensive
nephropathy: 108 patients (61%); diabetic nephropathy: 51 (28.8%); chronic
glomerulonephritis: 10 (5.6%); adult polycystic kidney disease: 6 (3.4%) and others: 2
(1.2%), and the distribution of the underlying disease was similar between groups with and
without vit D deficiency. Most patients (137; 77%) had CKD stage 3, while 40 patients (23%)
had CKD stage 4. During the study period, three people died (only 1 from cardiovascular
causes - myocardial infarction-) and seven patients in the vit D - deficient group required
starting renal replacement therapy (Figure 1).

Table 1 shows the demographic, epidemiological and clinical data of the patients
divided into groups who received and did not receive treatment with cholecalciferol. There
was no difference in age, sex, race or body mass index (BMI) between the two groups at
baseline. There was no difference in the use of statins, angiotensin-converting enzyme
inhibitors (ACEI) or angiotensin 1l type 1 receptor blockers (ARB) and erythropoietin
between groups, and no difference in current smoking and the presence of previous
cardiovascular disease. The group with 25-hydroxyvitamin D (25(OH)vitD) deficiency had
higher systolic blood pressure and diastolic compared to those with normal vitamin D (P =
0.013 and P = 0.046 respectively)

Table 2 presents and compares some biochemical parameters in groups with

hypovitaminosis D and vit D sufficiency in their initial values and after six months of follow-
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up. The vit D-deficient group had lower hemoglobin levels (P = 0.026) and greater proteinuria
(P =0.001). Serum creatinine was greater and estimated glomerular filtration rate (eGFR) was
lower in vit-D deficient group (P < 0.001); albumin, uric acid and glucose showed no
differences. With treatment, there was stability in eGFR in the treated group ( P= 0.056) and
decreased in the control group (P = 0.032), while maintaining the significant difference
between groups noticed at baseline (P = 0.001). There was no change in proteinuria in both
groups after 6 months of follow up, remaining the difference between the two groups already
identified in the initial tests (P < 0.001).

Table 3 shows the effect of cholecalciferol treatment on some laboratory parameters
of mineral and bone disorders of patients treated and not treated with vit D. At baseline, basal
serum levels of both the 25(OH)vitD and 1,25 dihydroxyvitamin D (1,250H,vitD) were
significantly lower in the group that received treatment compared to the untreated group (P <
0.001 for both comparisons), the group vit D deficiency had higher values of parathyroid
hormone (PTH) and phosphorus (P = 0.001 and P< 0.001, respectively) and no differences in
serum levels of calcium, alkaline phosphatase and fibroblast growth factor-23 (FGF-23) were
present between groups. After the replacement of cholecalciferol, there was a significant
improvement both in 25(OH)vitD (P = 0.001) and 1.25(OH)vit,D in treated group (P <
0.001), with no significant changes between the two groups after six months.

Of the 96 patients given oral supplementation with cholecalciferol, 72 patients
(75%) had increase in their levels of vit D into reference values. In the remaining 24 subjects,
14 (58.2%) showed an increase of at least 25% in baseline levels of vitamin D. The vit D-
deficient group presented decrease in its initial level of serum 25(OH)vitD (P = 0.026) but not
in its 1.25(0OH),vitD after six months of follow up. Also there was an increase in calcium
levels (P < 0.001), decreased in phosphatemia (P < 0.001) and PTH (P = 0.003) in the treated

group whereas in patients without vitamin D replacement values remained stable. The FGF-23
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levels showed an increase in the group treated with cholecalciferol for six months (P = 0.003)
and at that time there was a significant difference between the two groups (P = 0.003).

Table 4 shows markers of inflammation and oxidative stress used in the present
study. None of the markers of inflammation, fibrinogen, C-reactive protein (CRP),
homocysteine and interleukin-6 (IL-6) showed significant differences on the initial tests and
after six months, with or without treatment with vit D. The oxidative stress markers plasma
antioxidant capacity (TRAP) corrected by uric acid, nitric oxide metabolites (NOx), lipid
hydroperoxides (LOOH) and advanced oxidation protein products (AOPP) corrected by
triglycerides also showed no significant differences between the two groups in their initial
values. After seis month vit D supplementation there was a significant increase in serum

AOPP levels (P=0.046)

DISCUSSION

In the present study, a very high prevalence of vit D deficiency was observed. From a
sample of 206 stages 3 and 4 CKD patients, 111 (54%) had vitamin deficiency as defined for
the study (25(OH)vitD < 30 ng/mL) at baseline. At baseline, patients in the group with vit D
deficiency had significantly lower levels of 25(OH)D, 1,25(0OH),D, hemoglobin, and eTFG
and presented higher levels of creatinine, blood pressure, protein/urinary creatinine ratio,
phosphorus and PTH, denoting that the group with vit D deficiency had clinical and
metabolic parameters of more advanced chronic kidney disease. There was no significant
difference between biomarkers of inflammation and oxidative stress used in the study
between groups. Ninety six out of the 111 patients (86.5%) with vit D deficiency completed
six months cholecalciferol supplementation. This treatment increased calcium, 1,25(0OH),D,
FGF-23 levels, and reduced phosphorus levels, but did not improve inflammation and

oxidative stress in non-dialysis patients. These findings were also observed in the subgroup of
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patients (72 patients; 75% of sample) who achieved vit D sufficiency (25(OH)vit D > 30
ng/mL) at the study end.

Vit D has antioxidant and anti inflammatory actions. For instance, vit D was shown
experimentally to activate the Nrf-2-Keap 1 pathway (8), to inhibit monocyte/macrophage pro
inflammatory cytokine production (9), and to decrease NF«xB activation (10). Regarding the
effects of vit D supplementation to non-dialysis CKD patients on inflammatory markers, two
studies randomized controlled trials are available. Similarly to our findings, Kovesdy et al.
using ergocalciferol (to achieve 25(OH)vit D levels > 30 ng/mL) for 16 weeks to 40 CKD
stages 3 and 4 patients found no reduction on CRP levels (15). Marckmann et al. also did not
find reduction in CRP and IL6 levels with supplementation of 40,000 Ul/week cholecalciferol
supplementation, for 8 weeks, in 13 non-dialysis patients (16). Besides our study, we are
unaware of studies evaluating the effects of vit D supplementation on oxidative stress of pre-
dialysis CKD patients.

Some points may help to explain our results. First, as the genesis of inflammation and
oxidative stress is CKD people is certainly multifactorial, it could be that, in the studied
patients, vit D deficiency did not play an important role in the generation of inflammation and
oxidative stress. This is corroborated by our findings that there are not significant differences
in inflammatory and oxidative stress biomarkers between patients with low and higher vit D
levels at baseline. A second point that should be taken into consideration is that it is not clear
which 25(OH)vitD levels should be considered adequate for CKD patients, being the
suggestion that reference levels used for general population to be applied to CKD patients
(20).

In people with normal renal function, cholecalciferol and ergocalciferol
supplementation result in rapid conversion to 25(OH)vitD and, subsequently, to

1,25(0H),vitD, the active form of vit D. It should be considered that 25(OH)vitD also binds
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to and activates vit D receptor (VDR), but with 1/100 affinity of that 1,25(OH),D (21), and
maybe activates the expression of different genes than the ones activated by 1,25(0OH),D (22).
The synthesis of 1,25(OH)vit,D from 25(OH)vitD takes place mainly in the kidneys and
diminishes progressively as CKD progress (23). Furthermore, several mechanisms
downstream from 1,25(OH),vitD result in impairment of 1,25(OH),vitD action in CKD
patients, including reduced levels of retinoid X receptor (RXR) and inhibition (proportional to
the accumulation of uremic toxins in the plasma) of binding of VDR/RXR to vit D response
elements (VDRE) in vit D-regulated genes. (24) Indeed, it has been suggested that serum
1,25(0H),D should be measured, in addition to 25(OH)D levels, for the assessing vit D status
in CKD patients (21). Even this approach has limitations as the VDR gene polymorphism
influences the biological actions of 1,25(0OH),vitD (25)

Interestingly, cholecalciferol supplementation to hemodialysis (HD) patients (whom
present a much higher degree of renal disfunction than the patients studied here) has been
shown to improve inflammation and oxidative status in some (26-28), but not all studies (29).
Direct comparisons between our results and the results observed in HD patients are difficult
due to differences in therapeutic regimens of vit D used, differences between study
populations, and treatment of CKD by HD in the latter group.

In conclusion, although our study has limitations, such as the preponderance of white
men, the non-randomized nature of the study, and the use of a relatively small panel of
biomarkers of inflammation and oxidative stress, we could demonstrate that the achievement
of normal levels of 25(OH)vitD by six months of cholecalciferol did not improve the
inflammatory and oxidative stress status of vit D deficient CKD patients. The observed
increase in FGF-23 levels in the study was expected, as active vit D stimulates the FGF-23
gene promoter (30) and raises FGF-23 levels, without significant differences between specific

preparations (31). This increase is a matter of concern, as FGF-23 is and independente
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predictor of progression of CKD (32) and a cardiovascular risk marker for CKD patients (33).
More randomized clinical trials are needed before cholecalciferol can be recommended with

the aim of reducing levels of inflammation and oxidative stress in pre-dialysis CKD patients.

METHODS

Study Protocol

The study was a controlled study conducted at the CKD clinics of the State University
of Londrina and Kidney Institute of Londrina, Brazil, from October 2010 to December 2012.
Inclusion criteria included age greater than 18 years, and CKD stages 3 to 4, according to
National Kidney Foundation (NKF) classification (17). This classification is based upon
estimation of glomerular filtration rate (eGFR) from serum creatinine and it defines stages 3
and 4 as follow: stage 3: eGFR 60-30 mL/min/1,73m?; stage 4: eGFR 29-15 mL/min/1,73m>.
The eGFR was calculated by the 4-variable Modification of Diet in Renal Disease Study
equation (18). Exclusion criteria were: age less than 18 years; patients already on dialysis or
renal transplant recipients; history of intestinal malabsorption disease, intestinal bypass or
bowel resection surgery, presence of liver cirrhosis, infectious disease or active malignancy;
unexplained loss of more than 5% of body weight within the last six months; use of steroids
orally or via inhalation; use of anticonvulsants drugs or vit D supplementation. This study was
approved by the Ethics Committee of the University of Londrina (086-10 — 07/08/2010) and
all included patients signed the written informed consent for the study.

Vit D deficiency was defined as serum levels of 25(OH)vitamin D (calcidiol or
25(0OH)vitD) < 30 ng/mL. CKD patients with serum 25(OH)vitD < 30 ng/mL received oral
supplementation of cholecalciferol (vit D3) according to Kidney Disease Outcomes Quality
Initiative (KDOQI) 2003 guidelines (19). All vit D3 utilized in the study contained 50,000 1U.

Patients with serum calcidiol < 5 ng/mL recieved 1 capsule of vit D3 for 12 weeks, followed
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by 1 capsule per month for 3 months; patients with serum calcidiol between 5 — 15 ng/mL
recieved 1 capsule of vit D3 per week for 4 weeks, followed by 1 capsule monthly for 5
months; patients with serum calcidiol between 16 and 30 ng/mL recieved 1 capsule vit D3 per
month for 6 months.

Two hundred and sixteen patients met the inclusion criteria and 206 started the study
(111 with vit D deficiency and 95 with normal levels of vit D). At the beginning of the study,
the clinical history was assessed using a structured interview, patients underwent physical
examination, and laboratory tests were obtained. At this occasion, data on self-declared
ethnicity, current nicotine dependence, previous cardiovascular disease (heart failure, acute
myocardial infarction, stroke or peripheral artery disease) and medication use were obtained.
The same routine procedures were followed at the end of the study period. One hundred and
seventy seven patients completed the six-month follow-up (96 in the group of vit D deficient

patients). Figure 1 shows these data in a diagram.

Laboratory Tests

Blood samples for the assay of biochemical parameters were drawn after overnight
fasting (12 hours). Serum creatinine, glucose, uric acid, calcium, phosphate, alkaline
phosphatase, hemoglobin and albumin were determined by biochemical auto-analyzer
(Dimension Dade AR Dade Behring, Deerfield, IL, USA), using Dade Behring® kits. Intact
parathyroid hormone (PTH) and 25(OH)D levels were evaluated by chemiluminescence
(Architect System, Abbott, Wiesbaden, Germany) and 1,25(OH),vitamin D (1,25(0OH),D3) by
radioimmunoassay. Urinary protein to creatinine ratio was given as mg of protein/g of
creatinine. Uric acid was determined by the enzymatic method of uricase. Homocysteine
dosage was done by chemiluminescence (Architect® System, Abbott, Wiesbaden, Germany),

the determination of the ultra-sensitive CRP was performed by nephelometry (Behring
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Nephelometer 11, Dade Behring®, Marburg, Germany), fibrinogen was analyzed by the
method of Klauss and hemoglobin was quantified by automated blood count (ADVIA-120®,
Siemens HealthCare). The proteinuria was analyzed in a urine sample by the kinetic method
of pyrogallol red. FGF-23 and IL-6 levels were determined by ELISA system (FGF-23 -
Millpore®, Park Drive, Missouri, USA; IL-6 - eBioscience®, Science Center, California,
USA).

The total Peroxyl Radical-trapping Antioxidant Potential (TRAP) levels were
evaluated by chemiluminescence. The system was calibrated with analogues of vitamin E
(Trolox) and the results were expressed in umol/L Trolox divided by the value of serum uric
acid to correct the influence of elevated uric acid on TRAP. The estimation of NOx was done
by the determination of the concentration of its serum metabolites and the results were
expressed in micromol/L. Advanced Oxidation Protein Products (AOPP) technique was based
on the formation of protein oxidation products by the action of oxidizing agents and
subsequent reaction of these oxidation products with potassium iodide in acid environment
with result expressed in umol/L and corrected for triglycerides by interference that causes in
AOPP in CKD patients; lipid hydroperoxides (LOOH) levels were evaluated by

chemiluminescence and results expressed in counts per minute (CPM) .

Statistical Analyses

The evaluation of the normal distribution of data was done by the Shapiro-Wilk test.
Continuous variables were expressed as median and quartiles or mean and standard deviation
and presented in tables. To compare continuous variables the Mann-Whitney test or Wilcoxon
or ANOVA when appropriate were used. To compare categorical variables the chi-square test
was used. The software used for analysis was the SPSS Statistic® v.20 (IBM, Armonk, NY,

USA).
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FIGURES AND LEGENDS

Figure 1
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Table 1
Comparison of baseline characteristics

Variable Vit D <30 ng/mL (n=96) VitD>30ng/mL (n=81) P
Age (years) 67.50 (62—77) 68 (58-76) 1.00
Gender Male 60 (62.5%) 60 (74.1%) 0.101
Race Caucasian 83 (86.5%) 71 (87.7%) 0.814
BMI (Kg/m?) 27.73 (24.99-31.90) 27.1 (23.82-31.51) 0.308
BP (mmHg) systolic 130 (120-150) 130 (120-140) 0.0138

diastolic 80 (80-90) 80 (70-85) 0.046§
Current smokers Yes 9 (9.4%) 7 (8.6%) 0.865
CVD Yes 36 (37.5%) 30 (37%) 0.949
Current statin Yes 70 (72.9%) 56 (69.1%) 0.580
Current ACEI/ARB Yes 34 (35.40%) 36 (44.40%) 0.221
Epo Yes 2 (2.1%) 2 (2.5%) 0.863

Values are frequencies (%);Values are median (interquartile range); §8: Mann-Withney test

Abbreviatures: BMI: body mass index; CVD: cardiovascular disease; ACEI/ARB: angiotensin-converting

enzyme inhibitors/angiotensin Il type 1 receptor blockers; Epo: erythropoietin; eGFR: estimated glomerular

filtration rate
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Table 2
Groups

Variable Vit D <30 ng/mL (n=96) Vit D >30ng/mL (n=81) P

Hemoglobin baseline 13.50 (12.45-14.75) 13.90 (13.15-15.20) 0.0268

(g/dL) endpoint  13.35 (12.60-15.07) 14.20 (13.25-15.35) 0.0138
P=0.523 P=0.006+

Serum creatinine  baseline 1.83 (1.60-2.34) 1.65(1.42-1.93) 0.0028

(mg/dL) endpoint  1.89 (1.53-2.58) 1.66 (1.38-2.05) 0.0118
P=0.066 P=0.009+

eGRF baseline 33 (26.26-41) 41 (33-49) <0.00018

(mL/min/1.73m? endpoint 32 (23.50-39.50) 39 (30-47) 0.0018
P: 0.056 P: 0.0327

Albumin baseline 4.03 (3.81-4.27) 4.08 (3.87-4.34) 0.297

(g/dL) endpoint  3.95 (3.79-4.18) 4 (3.8-4.33) 0.150
P=0.002+ P=0.197

Glucose baseline 101.50 (92-119.25) 104 (94-116.50) 0.598

(mg/dL) endpoint  99.50 (91-125.75) 100 (91.50-116) 0.723
P=0.918 P=0.370

Uric acid baseline 6.77 (5.64-7.95) 6.86 (5.91-7.91) 0.379

(mg/dL) endpoint  7.22 (5.65-8.12) 6,7 (5.80-7.76) 0.451
P=0.358 P=0.275

Prot-creat ratio baseline 0.31 (0.14-0.86) 0.15 (0.08-0.39) 0.0018

(mg/g) endpoint 0,33 (0.14-0.80) 0.15 (0.08-0.36) <0.0018

P=0.993

P=0.636

Values are median (interquartile range); +: Wilcoxon test; §: Mann-Withney test
Abbreviatures: eGRF: estimated glomerular filtration rate; Prot-creat ratio: urinary protein to creatinine ratio
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Table 3
Groups

Variable Vit D <30 ng/mL (n=96) Vit D >30ng/mL (n=81) P

25(OH)vitD baseline ~ 20.20 (15.62-25.60) 38.40 (33.40-46.55) <0.0018

(ng/mL) endpoint  36.65 (29.72-42.70) 35,9 (28.95-45.40) 0.774
P=0.001+ P=0.026+

1,25(OH)vitD baseline  23.50 (21.52-26.55) 30.90 (27.75-37.65) <0.0018

(pg/mL) endpoint ~ 33.05 (27.27-39.37) 33.35(25.92-42.17) 0.857
P=<0.001% P=0.475

Calcium baseline ~ 8.51 (8.09-8.81) 8.60 (8.16-8.89) 0.242

(mg/dL) endpoint ~ 8.78 (8.47-9.11) 8.67 (8.36-9.03) 0.223
P=<0.001% P=0.064

Phosphate baseline 3.80 (3.30-4.19) 3.30 (3.04 - 3.82) 0.0018

(mg/dL) endpoint  3.46 (3.14-4.14) 3.45 (2.93 - 3.99) 0.205
P=<0.001% P=0.703

PTH baseline 140.40 (99.27-195.07) 98.90 (73.35-147) <0.0018

(pg/mL) endpoint  126.35 (83.82-185.15) 108.70 (70.65-145.75)  0.029*
P=0.003+ P=0.638

Alkaline phosphatase  baseline 97.50 (77-121.50) 91 (75-105) 0.173

(U/L) endpoint 95 (77-119) 91 (75-114.30) 0.586
P=0.667 P=0.148

FGF-23 baseline ~ 22.15 (8.62-35.88) 16.30 (10.05-38.18) 0.524

(pg/mL) endpoint ~ 25.90 (14.25-46.82) 15,2 (3.28-34.60) 0.0038
P=0.003f P=0.850

Values are median (interquartile range); +: Wilcoxon test; §: Mann-Withney test
Abbreviatures: 25(OH)vitD: 25-hydroxyvitamin D; 1,25(OH)vitD: 1,25 dihydroxyvitamin D; PTH: parathyroid
hormone; FGF-23: fibroblast growth factor-23
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Table 4
Groups

Variable Vit D <30 ng/mL (n=96) VitD>30ng/mL (n=81) P

Fibrinogen baseline 389.50 (349.25-460.75) 388 (336.50-432.50) 0.225

(mg/dL) endpoint 405 (358-449) 396 (337.25-446) 0.236
P=0.696 P=0.701

C-reactive protein baseline 3.09 (1.19-6.52) 2.62 (1.35-6.65) 0.893

(mg/L) endpoint 1.91 (1.05-5.66) 2.69 (1.18-8.07) 0.334
P=0.186 P=0.936

Homocysteine baseline 23.35 (18.68-29.96) 21.62 (17.46-25.85) 0.152

(umol/L) endpoint 21.25(17.33-26.31) 20.04 (17.39-25.18) 0.563
P=0.121 P=0.629

Interleukin-6 baseline 2.49 (1.22-4.96) 2.82 (1.20-5.38) 0.780

(pg/mL) endpoint 2.62 (1.61-3.96) 2.77 (1.30-6.76) 0.395
P=0.097 P=0.881

TRAP/UA baseline 133.13 (111.02-155.66)  131.29 (114.30-152.40) 0.742

(umol of Trolox/mg/dL) endpoint 127 (112.55-152.48) 133.13 (114.36-152.51)  0.470
P=0.651 P=0.499

Nitric oxide matabolites baseline 6.92 (5.01-9.53) 6.88 (4.73-10.35) 0.752

(umol/L) endpoint 7.46 (5-11.17) 6.66 (5.05-9.23) 0.393
P=0.059 P=0.781

AOPP/TG baseline 0.73 (0.56-0.99) 0.82 0.63-1.01) 0.180

(umol/L/mg/dL) endpoint 0.78 (0.66-1.07) 0.78 0.58-0.99) 0.546

P=0.555

P=0.554
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LOOH baseline 35187 (23652-54717) 36736 (24326-55070) 0.604
(cpm) endpoint 30390 (20413-46545) 34648 (25532-48652) 0.067
P=0.051 P=0.120

Values are median (interquartile range); +: Wilcoxon test; 8: Mann-Withney test
Abbreviatures: TRAP/UA: Total Plasma Antioxidant Potential/Uric acid; AOPP: Advanced Oxidation Protein

Products/Triglycerides; LOOH: lipid hydroperoxides; CPM: counts per minute.
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Addition of Vitamin D reverses the decline in GFR following treatment
with ACE Inhibitors/Angiotensin Receptor Blockers

in patients with Chronic Kidney Disease



97

Title: Addition of vitamin D reverses the decline in GFR following treatment with ACE

Inhibitors/Angiotensin Receptor Blockers in patients with Chronic Kidney Disease

Authors: Abel Esteves Soares M.Sc.?, Vinicius Daher Alvares Delfino Ph.D', Paula Godeny
M.Sc.?, Décio Sabattini Barbosa Ph.D.3, Taysa Antonia F. da Silva M.D.*, Flavio Henrique

M. O. Souza M.D.*, Michael Maes Ph.D.>%’

1. Nephrology Section, Department of Internal Medicine, State University of Londrina,

Londrina, Brazil
2. Department of Biochemistry and Pathology, Pitdgoras Faculty, Londrina, Brazil

3. Department of Pathology, Clinical Analysis and Toxicology, State University of

Londrina, Londrina, Brazil
4. Medical Doctor, University Hospital, State University of Londrina, Brazil
5. IMPACT Research Center, Deakin University, Geelong, Australia

6. Department of Psychiatry, Faculty of Medicine, Chulalongkorn University, Bangkok,
Thailand
7. Health Sciences Graduate Program, Health Sciences Center, State University of

Londrina, Londrina, Brazil

Corresponding Author: Dr Abel Esteves Soares, Instituto do Rim de Londrina, Rua
Engenheiro Omar Rupp, nimero 100, 86.015-360, Jardim Londrilar, Londrina, Brazil. email:

abelsoares@uol.com.br, Phone/FAX 55 43 33769100; cell phone: 55 43 91618730




98

Word count:

1. Abstract: 237

2. Body of the mauscript: 2543

Acknowledgement: We thank the research support given by Araucaria Foundation, the

Research Foundation of the Parana State, Brazil.

Disclosure: All authors declare no conflicts of interest.

ABSTRACT

Addition of Vitamin D reverses the decline in GFR following treatment with ACE
Inhibitors/Angiotensin Receptor Blockers in patients with Chronic Kidney Disease

Obijective: To study a possible beneficial effect of vitamin D supplementation in
chronic kidney disease patients using angiotensin-converting enzyme inhibitors/angiotensin
receptor blockers on chronic kidney disease progression.

Design: Clinical study involving Vitamin D supplementation to chronic kidney disease
patients with deficiency of this vitamin.

Setting: Two chronic kidney disease clinics in the city of Londrina, Brazil, from
October 2010 to December 2012.

Subjects: Stage 3 and 4 chronic kidney disease (estimated glomerular filtration rate
between 60 and 15 mL/min/1.73m?) patients with and without vitamin D deficiency, in
regular follow-up in two Brazilian chronic kidney disease clinics.

Intervention: six-month cholecalciferol 50,0001U oral supplementation to chronic

kidney disease patients with vitamin D deficiency.



99

Main outcome measure: changes in estimated glomerular filtration rate over study
period.

Results: preservation of estimated glomerular filtration with cholecalciferol
supplementation to chronic kidney disease patients taking angiotensin-converting enzyme
inhibitors /angiotensin receptor blockers.

Conclusion: The combination treatment of angiotensin-converting enzyme inhibitors /
angiotensin receptor blockers with cholecalciferol prevents the decline in estimated
glomerular filtration in patients with chronic kidney disease following treatment with
angiotensin-converting enzyme inhibitors / angiotensin receptor blockers and may represent a
valid approach to try to reduce renal disease progression in chronic kidney disease patients
with vitamin D deficiency. This result needs confirmation in prospective controlled clinical

trials.

Key words: Vitamin D deficiency. Chronic kidney disease. Renin-angiotensin system.

Glomerular filtration rate.
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INTRODUCTION

End stage renal disease (ESRD) incidence is increasing worldwide, especially in
developing countries, resulting in substantial burden to patients and to health-care systems®.
Effective measures aimed at reducing the progression rate of chronic kidney disease (CKD)
are, therefore, necessary and welcome. Reduced glomerular filtration rate (GFR), proteinuria,
and hypertension are strongly associated risk factors for CKD progression®®. Drugs that block
the renin-angiotensin system (RAS) are more effective than other classes of antihypertensive
drugs for slowing down renal progression®, emphasizing the importance of this system in the

pathophysiology of the progressive kidney damage seen in CKD.

Vitamin D (vit D) deficiency is very common in general population®®, even in
countries with high insolation like Brazil®'°. Vit D deficiency is additionally more frequent in
CKD patients (11-13) where, similarly to findings in the general population, it is associated
with increased mortality. International guidelines have suggested to monitor and treat vit D
deficiency in CKD patients™**.

A renoprotective role has been suggested for vit D and its analogs, and it may involve,
among other possible mechanisms, anti-inflammatory action, attenuation of interstitial
fibrosis, and inhibition of intrarenal RAS™ Clinical studies have demonstrated the benefit of
vit D supplementation in reducing albuminuria in CKD of various etiologies'’, an effect that
may be even more intense in patients treated with RAS system blockers. It is therefore
plausible that vit D supplementation and concomitant inhibition of the RAS in patients with
CKD not yet on dialysis may help to attenuate CKD progression.

The aim of the study is to examine the combined effects of vit D supplementation and

RAS blocking on the GFR in vit D deficient CKD patients.
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SUBJECTS AND METHODS

Study Protocol

The study was a controlled study conducted at the CKD clinics of the State University
of Londrina and Kidney Institute of Londrina, Brazil, from October 2010 to December 2012.
Inclusion criteria included age greater than 18 years, and CKD stages 3 to 4, according to
National Kidney Foundation (NKF) classification®®. This classification is based upon
estimation of glomerular filtration rate (eGFR) from serum creatinine and it defines stages 3
and 4 as follow: stage 3: eGFR 60-30 mL/min/1,73m?; stage 4: eGFR 29-15 mL/min/1,73m>.
The eGFR was calculated by the 4-variable Modification of Diet in Renal Disease Study
equation®®. Exclusion criteria were: age less than 18 years; patients already on dialysis or
renal transplant recipients; history of intestinal malabsorption disease, intestinal bypass or
bowel resection surgery, presence of liver cirrhosis, infectious disease or active malignancy;
unexplained loss of more than 5% of body weight within the last six months; use of steroids
orally or via inhalation; use of anticonvulsants drugs or vit D supplementation. This study was
approved by the Ethics Committee of the University of Londrina (086-10 — 07/08/2010) and
all included patients signed the written informed consent for the study.

Vit D deficiency was defined as serum levels of 25(OH)vitamin D (calcidiol or
25(0OH)D) <30 ng/mL. CKD patients with serum calcidiol <30 ng/mL received oral
supplementation of cholecalciferol according to Kidney Disease Outcomes Quality Initiative
(KDOQI) 2003 guidelines?®. All cholecalciferol utilized in the study contained 50,000 IU.
Patients with serum calcidiol < 5 ng/mL recieved 1 capsule of vit D3 for 12 weeks, followed
by 1 capsule per month for 3 months; patients with serum calcidiol between 5 — 15 ng/mL

recieved 1 capsule of vit D3 per week for 4 weeks, followed by 1 capsule monthly for 5



102

months; patients with serum calcidiol between 16 and 30 ng/mL recieved 1 capsule vit D3 per
month for 6 months.

Two hundred and sixteen patients met the inclusion criteria and 206 started the study
(111 with vit D deficiency and 95 with normal levels of vit D). At the beginning of the study,
the clinical history was assessed using a structured interview, patients underwent physical
examination, and laboratory tests were obtained. At this occasion, data on self-declared
ethnicity, current nicotine dependence and medication use were obtained. The same routine
procedures were followed at the end of the study period. One hundred and seventy seven

patients completed the six-month follow-up (96 in the group of vit D deficient patients).

Laboratory Tests

Blood samples for the assay of biochemical parameters were drawn after overnight
fasting (12 hours). Serum creatinine, glucose and albumin were determined by biochemical
auto-analyzer (Dimension Dade AR Dade Behring®, Deerfield, IL, USA), using Dade
Behring® kits. 25(OH)vitamin D levels were evaluated by chemiluminescence (Architect®,
Abbott, Wiesbaden, Germany) and 1,25(OH),vitamin D by radioimmunoassay. Urinary
protein to creatinine ratio was given as mg of protein/g of creatinine. These variables were

measured before beginning and after supplementation with cholecalciferol.

Statitistic

Data management and statistical were performed with SPSS Statistic® 20 (IBM,
Armonk, NY, USA). Associations between two categorical systems were checked using
analyses of contingency Tables (Chi-square tests) or Fisher’s exact probability test.
Differences in continuous variables between groups were assessed using analyses of variance

(ANOVA). Measurements both before and after treatment with vit D were assessed using
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univariate repeated measurement (RM) design general linear model (GLM) analyses,
examining time effects, and time X vit D treatment effects. Moreover, we have examined the
effects of the three-way interaction time X vit D treatment X Angiotensin-converting enzyme
inhibitors (ACEI) / Angiotensin receptor blockers (ARB) treatment on the eGFR values. The
Kolmogorov-Smirnov goodness of-fit test was used to assess normality of distribution and
the Levene test was used to check heterogeneity of variance. Significance was set at P = 0.05

(two tailed).

RESULTS

From the total 206 patients who were recruited to participate in the study, 177
completed the study. Patients’ mean age was 67+12.28 years. A hundred and twenty were
men (67.8%). Underling nephropathy types were hypertensive nephropathy 108 (61%)
diabetic nephropathy 51 (28.8%), glomerulonephritis nephropathy 10 (5.6%), polycystic
kidney disease 6 (3.4%) and others 2 (1.2%). Overall, 137 (77%) and 40 (23%) of the patients
were classified according to eGFR at CKD stages 3 and 4, respectively. At baseline,
deficiency of vit D was present in 111 patients (54%) and all of these individuals were
supplemented with vit D3, as previously described. During the study period, three patients
died (only 1 from cardiovascular cause - myocardial infarction); 7 needed to start renal

replacement therapy (RRT), all in the vit D supplementation group D.

Table 1 shows the demographic, epidemiological and clinical data of the patients,
divided into those who were treated with cholecalciferol versus those who were not treated
with cholecalciferol. There were no significant differences in age, gender, BMI and ethnicity
between the two groups. The group with hypovitaminosis D presented higher systolic and

diastolic blood pressure compared with the normal vit D group. There were no significant
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differences in use of statins and ACEI or ARB between both study samples. There were no
differences between both groups in number of the individuals with nicotine dependence.
Table 2 shows the results of multivariate RM GLM analysis performed on all variables
listed in this table. This analysis showed a significant effect of time (F=11.90, df=7/159,
P<0.001), a significant interaction time X treatment (F=19.33, df=7/159, P < 0.001) and a
significant between-subject effect for the vit D groups (F=14.57, df=7/159, P<0.001). The
significant effects of time showed that eGFR significantly decreased from baseline (estimated
mean +SE: 38.129 +0.832 mL/min/1,73m?) to endpoint (36.129 +0.832 mL/min/1,73m?). The
interaction time X treatment was not significant. Tests of between-subjects effects showed
significant differences between subjects with high baseline vit D versus those a normal vit D
in eGFR (F=13.02, df=1/165, P<0.001). Baseline GFRe was lower in the group with
hypovitaminosis D than in those with normal vit D levels. We have also examined the effects
of the three-way interaction time x treatment x use of ACEI/ARB on eGFR. RM GLM
analysis showed that this three-way interaction term was significant (F=4.54, df=1/359,
P=0.034). Thus, ACE inhibitors without vit D reduced the eGFR (43.944 +1.795 at baseline
versus 39.944 +2.019 mL/min/1,73m? at endpoint), while combining ACEI or ARB with vit D
prevented this decrease in eGFR (38.912+1.847 at baseline versus 38.324+2.078

mL/min/1,73m? at endpoint).

Table 2 shows also the results of the univariate tests following the multivariate within
and between-subjects analyses on 25(OH)vitD, 1,25(OH)vitD, hemoglobin, albumin, glucose
and the prot-creat ratio. These univariate tests showed significant effects of time on
25(OH)vitD, and 1,25(OH)vitD and significant interactions between time X treatment. Tests
of between-subjects effects showed significant differences between subjects with high
baseline vit D versus those a normal vit D in 25(OH)vitD (F=88.25, df=1/165, P<0.001) and

1,25(0OH)vitD (F=24.35, df=1/165, P<0.001). At baseline there were highly significant
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differences in 25(OH)vitD between both study groups (F=296.39, df=1/175, P<0.001),
whereas at endpoint there were no significant differences (F=0.101, df=1/175, P=0.751). In
baseline conditions there were significant differences in 1,25(OH)vitD between the treatment
groups (F=77.85, df=1/175, P<0.001), whereas at endpoint these significant differences were
no longer present (F=0.11, df=1/175, P=0.743). Thus, treatment vit D had normalized
25(0OH)vitD and 1,25(OH)vitD levels in subjects with initially lowered vit D levels. In the
group of untreated patients, levels of vit D had fallen below the normal range in 19 of the 81
patients (27%). In patients who were treated, endpoint vit D levels were normalized in 72 out
of 96 patients (75%) and from the 24 remaining, 16 presented showed an elevation of at least

25% in serum vit D levels.

Table 2 shows also that there was a significant effect of time on hemoglobin, but no
significant time X treatment effect. Tests of between-subjects effects showed significant
differences in hemoglobin between both study groups (F=4.57, df=1/165, P=0.034) with
increased levels in subjects with high versus normal baseline vit D levels. Hemoglobin was
significantly higher at endpoint than at baseline. Table 2 shows that there were significant
effects of time on albumin and that the interaction between time x treatment was not
significant. Albumin was significantly lower at endpoint than in baseline conditions. Test of
between-subject analysis showed that there were no significant differences in albumin
between the two study groups (F=2.08, df=1/165, P=151). There were no significant effects
of time and interactions between time x treatment on glucose or the prot-creat ratio. Tests of
between-subjects effects showed a significant but small difference in the prot-creat ratio

between subjects with high versus normal vit D baseline levels (F=4.29, df=1/165, P=0.040).
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DISCUSSION

Vit D is an essential micronutrient for many biological functions and it has many
implications on health®. Vit D serum levels are lower in women, in afro descent and obese
people, and in the aged®. Vit D deficiency is highly prevalent in CKD patients not yet on
renal replacement therapy and in hemodialysis and peritoneal dialysis (PD) patients. Indeed,
almost all patients with PD suffer from vit D deficiency?. Low vit D levels in individuals

25,26

with CKD are associated with higher blood pressure?**, higher proteinuria and more

22,27-29

frequent need for dialysis . In CKD npatients, treatment with vitamin D decreases

173033 cardiovascular events® and all-cause mortality in CKD patients, without an

proteinuria
increase in side effects®.

In the present study, oral vit D3 supplementation raised calcidiol in 72 (75%) of the
CKD patients with vit D deficiency (96 patients with vit D < 30 ng/mL, after treatment: 72
increased > 30 ng/mL) to levels which are considered adequate for the general population and
subjects with CKD>*®***_ Thirty four patients (35%) in the vit D3 supplementation group
were using RAS inhibitors while 36 patients (44%) in the control group used this class of
drugs.

Patients in the vit D treatment group had higher baseline proteinuria and although
the majority of patients receiving vit D3 supplementation achieved calcidiol levels about 30
ng/mL at the end of the study period there was not a significant reduction in proteinuria in this
group. These findings differ from previous studies'’3*3.
The effects of the interaction between time (baseline versus endpoint) X treatment

(vit D3 supplementation or not) X ACEI / ARB (use or no use) on the eGFR values shows that

vit D3 supplementation prevented the significant eGFR decrease in CKD patients using -RAS
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blockers. This mechanism of vit D nephroprotection observed in the present study may be
explained by beneficial effects on other pathways leading to kidney damage not related to
proteinuria reduction.

Seven patients in the vit D supplementation group needed RRT during the study time.
We believe that this outcome was not directly dictated by vit D as patients from this group
had, at baseline, lower eGFR levels, in mL/min/1.73 m? (considering the 7 patients that
progressed to reach RRT: four patients 15; one patient 16; one patient 21, and one patient 24)
and proteinuria. Additionally, patients who progressed to RRT used vit D for only a few
months (2 patients for one month; 3 patients for two months; 1 patient for 3 months; 1 patient
for 4 months). Due to a very low eGFR none of these patients were taking RAS blockers.

Hypertension is a risk factor for progression of kidney disease, especially in the

presence of proteinuria®’

and its treatment is crucial to slow the progression of CKD.
Kidney cells are able to synthesize renin and angiotensin Il. Increases in renal angiotensin Il
production impact the progression of renal injury through, increased glomerular capillary
pressure, production of pro inflammatory cytokines, immune cells infiltration, extracellular
matrix expansion and podocyte injury*®. Currently, ACEI / ARB are considered the drugs of
choice for the treatment of hypertension in patients with nephropathy either diabetic or
not®®*°. The efficacy of prolonged use of ACEI / ARB can be reduced by a compensatory
increase in renin synthesis caused by disruption of inhibitory feedback of the RAS, which
triggers increased production of renin, which in turn leads to increased angiotensin I, that
perpetuates renal injury®.

The beneficial effect of vit D in reducing the progression of renal disease in CKD

patients with vit D deficiency using RAS blockers seen in this study may be related to an

additional blockade of intrarenal RAS by vit D. Indeed, studies in animal models of diabetes

38,41-45 44,45

and obstructive nephropathy showed that vit D attenuated the compensatory
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increase in the RAS associated with the use of ACEI / ARB. Li et al.*® showed that
1,250HvitD inhibits RAS by suppressing renin transcription. Tan et al.*® demonstrated that
treatment with paricalcitol, an analogue of vit D, attenuated interstitial fibrosis in mice
subjected to unilateral ureteral obstruction, and Freundlich et al. *° and Zhang et al. > using
the same experimental model as described above showed that paricalcitol suppressed local
activation of RAS, decreased glomerular and tubulointerstitial injury and reduced blood
pressure and proteinuria. In hypertensive individuals with normal renal function, treatment
with vit D was effective in attenuating the stimulation of the RAS®" and the combined use of
ACEI / ARB and vit D in diabetic patients with CKD reduced proteinuria®*“®*? and urinary
pro-fibrotic cytokines®?, suggesting a protective effect of this combination on the progression

of CKD.

PRACTICAL APPLICATION

As blockers of the RAS are effective in protecting CKD course, and as vit D
supplementation to CKD patients is suggested by international guidelines®** this
combination is highly justified and may represent one possible renoprotective measure aimed

at reducing the progression rate of CKD, if confirmed in additional clinical studies.
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Table 1 - Demographic, epidemiological and clinical data of the patients with CKD treated or not with vitamin D
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Variable Vit D <30 ng/mL (n=96) Vit D > 30 ng/mL (n=81) F/y’ df P
Age (years) 67.66 + 12.12 66.25 + 12.50 0.58 1/175 0.448
Gender Male / female 60/ 36 60/21 2.70 1 0.101
Race Caucasian / non 83/13 71/10 0.06 1 0.814
BMI (Kg/m?) 28.62 + 4.84 28.19 + 5.60 0.29 1172 0.592
BP (mmHg) systolic 135.34 + 18.63 129.07 + 17.34 5.27 1/174  0.023
diastolic 82.41+11.18 78.95 + 11.06 4.23 1/174 0.041
Nicotine dependence Yes / No 9/87 7174 0.029 1 0.865
Current statin Yes/No 70/26 56 /25 0.306 1 0.580
Current ACEI/ARB Yes/No 34/ 62 36 /45 1.50 1 0.221

Values are shown as mean + SD; F / x° : results of analyses of variance (F values) or analyses of contingency tables (x° values)

Abbreviatures: BMI: body mass index; BP: blood pressure; ACEI/ARB: angiotensin-converting enzyme inhibitors/angiotensin 11 type 1 receptor blockers



Table 2 - Effect of cholecalciferol supplementation on GFRe, proteinuria and some laboratory parameters of patients with CKD

treated or not with vitamin D
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Variables time VitD < 30 ng/mL (n=96) Vit D > 30 ng/mL (n=81) F1/F2 df P
eGFR Baseline 34.11 £11.22 40.74 £11.17 F1=6.03 1/165 0.015
(mL/min/1,73m?) Endpoint 33.10 £12.47 39.22 £12.30 F2=0.21 1/165 0.6476
25(OH)vitD Baseline 19.97 +6.39 41.05 £9.77 F1=51.65 1/165 <0.001
(ng/mL) Endpoint 37.47 £10.50 36.96 £11.06 F2=114.76 1/165 <0.001
1,25(0OH)vitD Baseline 24.31 £5.49 33.81 £8.70 F1=38.96 1/165 <0.001
(pg/mL) Endpoint 34.10 £9.59 34.61 £10.85 F2=20.99 1/165 <0.001
Hemoglobin Baseline 13.57 £1.64 14.07 £1.49 F1=4.59 1/165 0.034
(g/dL) Endpoint 13.77 £1.60 14.33 +1.56 F2=0.07 1/165 0.795
Albumin Baseline 4.06 +£0.52 412 +0.41 F1=10.11 1/165 0.002
(g/dL) Endpoint 3.97 +0.38 4.05 +0.35 F2=0.22 1/165 0.644
Glucose Baseline 110.89 +39.08 111.41 £33.66 F1=0.31 1/165 0.578
(mg/dL) Endpoint 116.00 +£45.55 108.25 +30.30 F2=1.80 1/165 0.644
Prot-creat ratio Baseline 0.87 £1.67 0.36 £0.58 F1=0.13 1/165 0.719
(mg/g) Endpoint 0.78 +1.61 0.53 +1.47 F2=1.83 1/165 0.178

F1/F2: all results of repeated measurement GLM analysis; F1: effects of time. F2: effects of the interaction between time X vit D treatment.

Values are mean + standart deviation. Abbreviatures: eGRF: estimated glomerular filtration rate; Prot-creat ratio: urine protein/creatinine ratio; 25(OH)vitD: 25-
hydroxyvitamin D; 1,25(0OH)vitD: 1,25 dihydroxyvitamin D3
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APENDICE - Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)

Caro participante:

Gostariamos de convida-lo a participar como voluntario da pesquisa intitulada:
Deficiéncia de vitamina D, inflamacé&o e estresse oxidativo em pacientes com doenca
renal crdnica ndo dialitica, que se refere a um projeto dos Professores: Vinicius
Daher Alvares Delfino e Abel Esteves Soares da disciplina de Nefrologia, Décio
Sabbatini Barbosa do departamento de Patologia, Analises Clinicas e Toxicolégicas
e Tiemi Matsuo (departamento de Matematica Aplicada) e da aluna do Programa de
Pés-Graduacdo em Ciéncias da Saude Paula Godeny, todos da Universidade
Estadual de Londrina.

O objetivo deste estudo € avaliar possiveis correlagdes entre deficiéncia de vitamina
D e estresse oxidativo e inflamacdo em pacientes com Doenca Renal Crbnica. Sua
participagdo consiste em fornecer, durante a coleta de seus exames laboratoriais
rotineiramente solicitados pelos docentes dos ambulatdrios de nefrologia do Hospital
de Clinicas da Universidade Estadual de Londrina, um adicional de cerca de 30 mL
de sangue para analise dos niveis de vitamina D e alguns marcadores de estresse
oxidativo e de inflamagéo.

Seu nome nédo sera divulgado em qualquer etapa da pesquisa e a divulgacdo dos
resultados da pesquisa sera feita de forma a preservar seu anonimato. Nao sera
cobrado nada, ndo havera gastos e 0s riscos de sua participacdo sao minimos,
restritos a retirada adicional de 30 mL de sangue em uma de suas avaliacdes
clinicas rotineiras nos ambulatérios de nefrologia do Hospital de Clinicas da
Universidade Estadual de Londrina. Se vocé for identificado como apresentando
insuficiéncia/deficiéncia de vitamina D vocé recebera orientagdo para suplementagéo
oral desta vitamina como recomendado pelas sociedades internacionais de
nefrologia, sem custos para vocé, por 6 meses. Ao final deste periodo havera
retirada de sangue (novamente cerca de 30 mL) para determinacdo dos testes
laboratoriais especificos deste estudo. Nao estdo previstos ressarcimentos ou
indenizacdes e ndo havera beneficios imediatos de sua participacdo. Os resultados
contribuirdo para elucidar o papel da deficiéncia de vitamina D no estresse oxidativo
e na inflamacéo aumentados dos doentes com Doenca Renal Crénica.

Gostariamos de deixar claro que sua participacdo € voluntaria e que vocé podera

recusar-se a participar ou retirar 0 seu consentimento, ou ainda descontinuar sua
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participacdo se assim o preferir, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado.

Neste momento, vocé esta recebendo uma cépia deste Termo de Conhecimento
Livre e Esclarecido para sua guarda. Desde ja agradecemos a sua atencdo e
participacdo e nos colocamos a sua disposicdo para maiores informagfes que se

fizerem necessérias.

Eu, (nome e

namero do documento de identidade do participante), confirmo que

(nome do pesquisador) explicou-me 0s objetivos desta pesquisa, bem como a forma
de minha participagéo. Eu li e compreendi este Termo de Conhecimento e concordo

em dar meu consentimento para participar como voluntario desta pesquisa.

Londrina, / / (data),

(assinatura do sujeito da pesquisa)

Eu, (nome do membro da equipe

que apresentou o TCLE), obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento

Livre e Esclarecido do sujeito da pesquisa para sua participacdo na mesma.

(assinatura do membro da equipe que apresentou 0 TCLE)

(Identificacdo e assinatura do pesquisador responsavel pelo projeto - Fone: 3371
2216)

Comité de Etica em Pesquisa — UEL — fone: 3371 2490

Londrina, de de 20
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Parecer do Comité de Etica em pesquisa envolvendo seres humanos

10 g
‘. b Universidade
A@R). B2  Esiadual de Londrina

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS
Universidade Estadual de Londrina/ Hospital Universitdrio Regional Norte do Parané
Registro CONEP 268

Jarecer de Aprovagdo N° 086/10
~AAE N° 0083.0.268.000-10
“OLHA DE ROSTO N° 326324

Londrina, 08 de julho de 2010.

’ESQUISADOR: VINICIUS DAHER ALVARES DELFINO
CCS/DEPTO DE CLINICA MEDICA

Prezado Senhor:

O “Coniité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade
Estadual de Londrina/ Hospital Universitario Regional Norte do Parana” (Registro CONEP 268)-
de acordo com as orientagdes da Resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude/MS e

Resolugdes Complementares, avaliou o projeto:

“DEFICIENCIA DE VITAMINA D, INFLAMAGAO E ESTRESSE OXIDATIVO EM PACIENTES COM
DOENGA RENAL CRONICA NAO DIALITICA”

Situagdo do Projeto: APROVADO

-

Informamos que devera ser comunicada, por escrito, qualquer modificagdo que ocoma no
desenvolvimento da pesquisa, bem como devera apresentar ao CEP/UEL relatério final da pesquisa.

Atenciosamente,

R

Prof®. Dra. Alexandrina Aparecida Maciel

Coordenadora

Comité de Etica em Pesquisa-CEP/UEL



