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RESUMO

Guzman LFE. Relacédo entre a calcificacdo coronariana e os parametros da
microarquitetura 6ssea em uma comunidade de idosos da coorte Sdo Paulo
Ageing & Health Study (SPAH) [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo; 2020.

Introducdo: Aterosclerose e osteoporose sdo doencas de alta prevaléncia na
populacdo geriatrica. Evidéncias epidemioldgicas e trabalhos observacionais
sugerem um vinculo fisiopatolégico entre ambas. Atualmente, o escore de
calcio (EC) é o principal marcador de aterosclerose subclinica. A densitometria
O0ssea (DXA) é o método mais utilizado para diagnosticar a osteoporose e para
a avaliacdo do risco de fraturas, no entanto, ao redor de 60 % dos individuos
apresentam fratura com massa 6ssea normal/osteopenia. Nesse sentido, a
tomografia periférica de alta resolucdo (HR-pQCT) permite avaliar a qualidade
Ossea e separadamente a estrutura cortical e trabecular, e a literatura
demonstra que parametros da HR-pQCT foram melhor preditor do risco de
fratura em relacdo ao DXA. Nao identificamos trabalhos na literatura que
tenham investigado a associacao entre parametros 6sseos obtidos por HR-
pQCT e calcificacdo arterial coronariana avaliada pelo EC em idosos. Objetivo:
avaliar a associacdo entre a calcificacdo coronariana e a microarquitetura
0ssea em individuos maiores de 65 anos. Métodos: 256 idosos foram
submetidos a angiotomografia computadorizada de coronarias (angioTC de
coronarias) para avaliagdo do escore de célcio (EC) pelo método de Agatston,
tomografia computadorizada quantitativa periférica de alta resolucdo (HR-
pQCT) de radio e tibia com parametros de escore z padronizados, DXA, e
marcadores de remodelacdo 6ssea. Resultados: a média do EC foi 283,95. Os
melhores modelos multivariados para previsdo de EC incluiram parametros da
tibia para ambos os géneros. Para mulheres, porosidade cortical da tibia
(Ct.Po), exp B = 1,12 IC 95%: 1,10-1,13, p <0,001 e densidade volumétrica
cortical (Ct.vBMD) exp B = 0,79 IC 95%: 0,78- 0,81, p <0,001 foram preditores
independentes de maior EC. Nos homens, tibia Ct.Po, exp B = 1,44, IC 95%:
1,42-1,46; p <0,001 também foi associado a maiorelevacdo do EC.
Concluséo: Houve associacdo de comprometimento 0sseo cortical da tibia,
avaliada por HR-pQCT, com maior calcificacdo coronariana em idosos da
comunidade, principalmente em mulheres.

Descritores: Idoso; Tomografia computadorizada; Doenca da artéria
coronariana; Calcio; Desmineralizagéo patoldgica 6ssea; Densidade Ossea.



ABSTRACT

Guzman LFE. Relationship between coronary calcification and the parameters
of bone microarchitecture in a cohort elderly community Sao Paulo Ageing &
Health Study (SPAH) [thesis]. S&o Paulo: “Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo”; 2020.

Introduction: Atherosclerosis and osteoporosis are diseases of high prevalence
in the geriatric population. Epidemiological evidence and observational studies
suggest a pathophysiological link between them. Currently, calcium score is the
main marker of subclinical atherosclerosis. Areal bone mineral density
determined by dual energy Xray absorption (DXA) is the most widely used
method for diagnosing osteoporosis and for fracture risk assessment, but
around 60% of individuals have fractures with normal bone mass / osteopenia.
In this sense, high-resolution peripheral tomography (HR-pQCT) allows bone
quality to be assessed separately and cortical and trabecular structure, and the
literature shows that HR-pQCT parameters were a better predictor of fracture
risk compared to DXA. We did not identify studies in the literature that have
investigated the association between bone parameters obtained by HR-pQCT
and coronary artery calcification assessed by CE in the elderly. Objective: To
evaluate the association between coronary calcification and bone
microarchitecture in individuals older than 65 years. Methods: 256 elderly
individuals who underwent coronary computed tomography angiography for
CAC assessment by Agatston score, HR-pQCT at radius and tibia with
standardized z-score parameters, DXA, and bone remodeling markers.
Multinomial logistic regression and generalized linear regression model with
Poisson probability distribution and logarithmic binding function was used as
appropriated. Results: The CAC average was 283.95. The best multivariate
models for CAC prediction included tibia parameters for both, women and men.
For women, tibia cortical porosity (Ct.Po), exp B=1,12 95% CI. 1.10-1.13,
p<0.001 and cortical volumetric density (Ct.vBMD) exp p=0,79 95% CI: 0.78-
0.81, p <0.001 were independent predictors of higher CAC. In men, tibia Ct.Po,
exp B =1.44, 95% CI: 1.42-1.46; p<0.001 was also associated with higher CAC.
Conclusion: There was an association of cortical bone involvement of the tibia,
assessed by HR-pQCT, with greater coronary calcification in the elderly in the
community, especially in women.

Descriptors: Aged; Computed tomography; Coronary artery disease; Calcium;
Pathologic bone demineralization; Bone density.



1 INTRODUCAO

O envelhecimento da populacéo nos paises em desenvolvimento como o
Brasil apresenta ritmo mais acelerado que nos paises do primeiro mundo.
Dados do IBGE estimam que em 2050 a populacédo de individuos com idade
maior que 50 anos superara a populacdo de jovens com idade menor de 14
anos?.

A doenca cardiovascular é a principal causa de morte no Brasil, e afeta
aproximadamente 286 para cada 100 mil brasileiros entre homens e mulheres,
sendo responsavel por mais de 28% das causas de Obito. Segundo dados da
Organizacdo Mundial da Saude, a prevaléncia de doencas cardiovasculares
(DCV) permanece alta, 7,4% para homens e 5,3% para mulheres, devido a
maior prevaléncia de fatores de risco cardiovascular (FRC) e envelhecimento?.

A osteoporose (OP) € uma doenca metabdlica que faz parte do processo
de envelhecimento e é mais comum entre mulheres do que em homens. Nelas,
a causa mais comum é a diminuicdo na producdo de estrégeno depois da
menopausa, fato este também ligado a fisiopatologia da aterosclerose vascular
no sexo feminino3.

Assim como os desfechos da aterosclerose, a osteoporose e sua
principal consequéncia, a fratura, € um grave problema de saude publica.
Estima-se que uma em cada duas mulheres e um em cada cinco homens
acima de 65 anos de idade apresentardo pelo menos uma fratura, mais
frequentemente na coluna, no quadril e punho, relacionada a osteoporose em

algum momento da vida“.



Existe maior prevaléncia de doenca aterosclerotica e osteoporose entre
0s idosos e evidéncias recentes sugerem uma relacao inversa entre as duas
patologias. Dados da literatura demonstram que a perda 0ssea esta associada
a gravidade da doenca cardiovascular no momento do diagndéstico e o grau de
calcificacdo vascular (CV) foi um importante preditor de perda 0ssea, fraturas
vertebrais e néo vertebrais®.

Histologicamente, segundo o nivel da DCV podem ser distinguidas:
calcificacdo da camada intima (CCI) e a calcificacdo da camada média (CCM).

A CCl estd associada a formacdo de placas ateroscleroticas
compreendendo capa fibrosa, nucleo necrético / lipidico, cristais de colesterol,
células inflamatérias propensas a erosdo, ruptura e obstrucdo do fluxo
sanguineo, perfuséo reduzida de 6rgdos e sindromes isquémicas® 7.

A CCM, também chamada de calcificacdo de Monckeberg, representa a
deposicao patologica de célcio e fosfato na camada medial das artérias. Essa
calcificagdo vascular é considerada menos associada a inflamacdo. Pode
causar rigidez da parede vascular, induzir alteragbes nas propriedades
hemodindmicas arteriais e resultar em maior probabilidade de desenvolver
hipertensdo arterial e hipertrofia do ventriculo esquerdo com consequente
aumento de risco de eventos cardiovasculares® 7.

A CV e OP compartilham também fatores de risco como diabetes,

hipertenséo arterial, doenca renal cronica, dislipidemia e menopausa® &.



1.1 Mecanismo fisiopatologico

No passado, considerava-se a CV, consequéncia de um processo

degenerativo passivo, e recentes estudos recentes sugerem a existéncia de um

mecanismo fisiopatolégico complexo ainda em elucidacdo que envolve

inflamacéo, oxidacdo e liberagdo de mediadores quimicos. Este mediador

promove ou inibe a diferenciacao de células musculares lisas (CML) em células

osteo/condroblasticas. Ha também evidéncias de fatores genéticos envolvidos

nesse processo® 19 (Figura 1).
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AGEs: advanced glycation end products, VSMC: Vascular Smooth Muscle Cell, BMP: Bone Morphogenetic Protein,

Runx2: Runt-related Transcription Factor 2, Msx2: Msh Homeobox 2, IL-1: Interleukin-1, IL-6: Interleukin-6, TNFa:

Tumor Necrosis Factor Alpha, NF-kB: Nuclear Factor Kappa-Light-Chain-Enhancer of Activated B Cells, RANK:
Receptor Activator of Nuclear Factor Kappa-B, RANKL: Receptor Activator of Nuclear Factor Kappa-B Ligand,
ECM: Extracellular Matrix, OPG: Osteoprotegerin, MGP: Matrix Gla Protein

Figura 1 - Principais mecanismos celulares, mediadores quimicos e componentes genéticos
que envolvem a fisiopatologia da calcificacdo vascular. Cardiol Res Pract.
2020;2020:5169069*.



1.1.1 Fatores indutores de calcificagdo vascular
1.1.1.1 Inflamacéo, estresse oxidativo e lipidios

Reconhece-se que a CV estd associada a um estado inflamatorio
cronico e de baixo grau, exacerbado por condicdes ndo vasculares, como
alteracdes metabdlicas, doencas auto-imunes, fatores ambientais (poluicao),
cancer e obesidade!? 15,

Esse processo inflamatério esteve relacionado ao aumento dos niveis
séricos de fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), interleucina 1 beta (IL-1B),
promovem a estimulacdo da atividade da fosfatase alcalina inespecifica dos
tecidos (FA), enzima que hidrolisa os ions pirofosfato, que sdo potentes
inibidores da mineralizacdo e, portanto, podem induzir calcificacdo
independentemente do principal mediador de osteoblastogenese, o fator de
transcricdo relacionado ao Runt 2 (RUNX2), nas CML!* 16 Além disso, a
interleucina 6 (IL-6) foi significativamente associada a calcificacdo da artéria
coronaria e a mortalidade cardiovascular em pacientes com insuficiéncia
renall’.

Estudos relataram que o aumento do estresse oxidativo esta relacionado
a CV in vitro. Recentemente, Zhao et al.'® mostraram que as espécies reativas
mitocondriais de oxigénio (ERO) sdo essenciais para a troca do fendtipo das
CML, de uma forma contrétil para outra osteogénica.

As proteinas pré-inflamatérias incluem a proteina C- reativa (PCR)
sintetizada durante o0s processos inflamatorios principalmente pelos
hepatdcitos. Além disso, eles sdo expressos por outros tipos de células,
incluindo producéo local em tecido vascular pelas CML®. Um estudo in vitro

revelou que o PCR induz o estresse oxidativo celular e ativa as vias de



sinalizacao intracelular pro-calcificantes que promovem a transdiferenciacéo
osteo-condrogénica das CML in vitro pelo aumento da expresséao de FA e da
atividade do fragmento Fc da enzima do receptor de IgG I1a?°.

A lipoproteina de baixa densidade oxidada (LDLox) desempenha um
papel crucial no desenvolvimento de CV. O mecanismo sugerido € a reducdo
da producdo de prostaciclina e reducdo da expressdo da cicloxigenase
induzida pelo aumento sustentado do célcio intracelular. Essas alteracdes
levam a ruptura da integridade da monocamada de glicocalice que causa
apoptose das células endoteliais e o processo inflamatério??.

A lipoproteina de alta densidade (HDL), desempenha um papel protetor
na aterosclerose, participando do processo conhecido como transporte reverso
de colesterol. Nesse processo, acredita-se que a existéncia de propriedades
anti-inflamatérias e antioxidantes, provavelmente dependentes das proteinas,
transportadas na particula HDL, como a enzima paraoxonase e a reducdo de
citocinas com consequente atenuacédo da diferenciacdo osteogénica induzida
pela LDLox nas células vasculares??. No entanto, foi observado que pacientes
com doenca arterial coronariana estabelecida podem ter producéo disfuncional
de HDL causada pela modificacdo da apoA poés-trancripcional ou pela reducao

da producéo de HDL induzida por microRNAs?3,

1.1.1.2 Vesiculas extracelulares: Exossomas

As vesiculas extracelulares sédo derivadas de diferentes tipos de células
e classificadas em 3 classes por origem e tamanho: (1) microvesiculas (100 —

500 nm), que se originam de evaginacdbes da membrana celular, (2)



exossomos (40-100 nm), que possuem a origem das organelas intracelulares e
(3) corpos apoptoticos (£ 1.000 nm), que sdo gerados durante a morte celular
programada®*.

Sugere-se que, durante a diferenciacdo osteocondrogénica celular, os
exossomas sao liberados pelo CML a partir de corpos multivesiculares
intracelulares induzidos pela producéo de esfingomielina fosfodiesterase 3 em
resposta ao estresse ambiental do calcio®. A proteina serina codificada pelo
gene sortilina 1 (SORT1) também esta associada a calcificagdo vascular. Foi
localizado em humanos e ateromas de camundongos, promovendo in vitro a
formacdo de microcalcificacdes e vesiculas extracelulares estimulando a
liberacdo da FA?S,

Outros fatores associados a formacdo de exossomas Sd0 as anexinas
(Anx) 6 no CML e Anx 5 nos macréfagos que compreendem uma classe de
proteinas dependentes de célcio que mediam os processos celulares como
exocitose e endocitose. Eles também participam na regulacdo da inflamacéo,

coagulacéo e fibrindlise?’-2°,

1.1.1.3 Fator de Transcricdo Relacionado ao Runt 2 (Runx2)

O RUNX2 é o principal fator de transcricdo na calcificacdo vascular, e
sua atividade esté sujeita a regulacdo por eventos de fosforilagdo mediados por
quinases e por translocacdo nuclear, capacidade de ligacdo ao &cido
desoxirribonucleico (DNA) e interacdo com cofatores transcricionais. Runx2

regula a expressdo de genes relacionados a osteoblastos, como osterix,



ativador de receptor do fator nuclear kappa-B ligante (RANKL) e colageno tipo
|30-33.

Tang et al.3* mostraram que as células isoladas da camada média da
parede do vaso sdo expressas por acao dos marcadores SRY-related HMG-
box (Sox) 17, Sox10, S100B8 e polipeptideo de filamento de meio neural e
diferenciadas em células do tipo CML e posteriormente em células
osteoblasticas. Em um modelo animal, com camundongos SM22-Cre com
Runx2 exon 8 floxed, foi observada a inibicAo do RANKL. O RANKL esta
associado a diminuicdo da infiltracdo de macrofagos e formacédo de células
semelhantes a osteoclastos na parede adrtica®>. No entanto, em outro trabalho
com ratos knockout Runx2, ndo foi observada reducdo na expressao de
RANKL, nem infiltracdo de macréfagos ou tamanho da leséo aterosclerética em
comparacao ao grupo controle. Em vez disso, foi encontrada uma diminuicdo
na mineralizagdo da lesdo, além da expressdo substancialmente diminuida de

osteocalcina, FA e maturacdo de condrécitos6.

1.1.1.4 Proteinas Morfogenéticas Osseas (BMPs)

As BMPs sdo um grupo de proteinas expressas por miofibroblastos e
pertencem a familia do fator transformador de crescimento beta (TGF-B). As
BMPs sdo conhecidas por seus papéis importantes durante a embriogénese e
na manutencdo e reparo de 0ssos e outros tecidos em adultos. O mais
conhecido é o BMP2, que possui atividades osteogénicas relacionadas ao
estresse oxidativo, inflamacéo e hiperglicemia®’. O mecanismo de estimulacédo

seria mediado pela expressdo de Runx2 e pela inducdo de apoptose de células



do mdusculo liso vascular, um evento que inicia a calcificacdo vascular3®. As
BMPs também se ligam aos receptores de serina-treonina-quinase tipo Il e tipo
| (receptor de proteina morfogenética 6ssea-IA (BMPR-IA), BMPR-IB, quinase-
2 do tipo receptor de ativina (ALK-2) e ALK1) para formar complexos que
regulam a fosforilacdo de Smadl / 5/8 e depois se combina com a proteina
Smad4. Juntos, translocam-se para 0 nucleo onde estdo envolvidos na
transcricdo de genes relacionados a diferenciacdo de osteoblastos, incluindo
ERK (quinase regulada por sinal extracelular) e JNK (quinase c-Jun N-
terminal)°.

Ao contrario do BMP2, o BMP 7 teve uma acdo citoprotetora para
distarbios proliferativos vasculares. Em uma aorta corondria, cardtida e
abdominal em uma coorte enriquecida com diabetes com 920 individuos, os
polimorfismos de base Unica (SNPs) rs6127984, rs6123674 e rs6123678 do
BMP7 foram associados independentemente a menor CV“. Essa acdo
antagdnica pode ser mediada pela existéncia de receptores especificos, como
a endoglina (um receptor de TGF tipo lll), que se liga ao BMP-2 e ndo ao BMP-

738,

1.1.1.5 Osteocalcina (OC)

OC sao proteinas dependentes de vitamina K, expressas por pré-
osteoclastos e osteoclastos. A OC total inclui tanto a osteocalcina carboxilada
(OCc), que possui alta afinidade pela hidroxiapatita, localizada
predominantemente na matriz éssea, quanto a osteocalcina subcarboxilada

(Ocs), que representa entre 40 e 60% da osteocalcina circulante total. Essa



proteina foi recentemente associada a distirbios metabdlicos e
cardiovasculares*': 42, O papel da OC na CV é controverso. Em um estudo
recente, os niveis de interferon-y e fator de necrose tumoral-a, foram utilizados
para avaliar os efeitos agudos (24 horas) e cronicos (144 horas) de Ocs em
células endoteliais da aorta humana cultivadas (CEAC) e em CML. A Ocs néo
afetou a producdo de citocinas inflamatorias, nem as vias de sinalizacdo
inflamatéria nas CML ou CEAC*. Em outro estudo, Saad et al.*?> observaram
em pacientes idosos com sindrome metabdlica que os niveis séricos de OC
estavam negativamente correlacionados com aterosclerose carotidea. No
entanto, outros trabalhos sugerem a ideia oposta.

Um modelo com camundongos C57BL/6 revelou que na calcificacdo da
aorta toracica foi correlacionada com o aumento da expressdo de OC#.
Sugere-se que o0 mecanismo pelo qual o OC promove a diferenciacédo e a
mineralizacdo do SMC seja mediado pela producédo de Sox9, Runx2, colageno
tipo X e proteoglicanos e estimulando o metabolismo da glicose em células
vasculares através do fator indutivel por hipéxia 1a (HIF-1a)*. Além disso,
Flammer et al.*®¢ mostraram que altos niveis de CO estavam fortemente

associados a DAC instavel.

1.1.1.6 Ativador Receptor do Fator Nuclear Kappa-B / Ativador
Receptor do Fator Nuclear Ligante Kappa-B (RANK /
RANKL)

Evidéncias crescentes sugerem que o bindmio RANK / RANKL pode ser

um ator importante na calcificacdo vascular. RANK esta presente em placas

aterosclerdticas e doencas cardiacas valvares. E uma proteina de membrana
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do tipo | expressa na superficie dos osteoclastos e esta envolvida na sua
ativacdo mediante a ligacdo ao ligante (RANKL). O RANKL é uma proteina
transmembrana, mas uma forma soluvel (RANKL soltvel € sRANKL) também
circula no sangue. O RANKL se liga como um homotrimero ao RANK nas
células alvo*’: 48,

Foi demonstrado que o RANKL estimula a calcificacdo vascular pela
ligacdo ao RANK através da via alternativa, fator nuclear-Kappa B (NF-kB).
Também foi indicado que RANK promoveu indiretamente a calcificacdo das
células do musculo liso vascular, aumenta a atividade procalcificante paracrina
dos macrofagos. Isso é alcancado através da liberacdo da ligacdo de IL6 e
TNF-a dos fatores associados ao receptor de TNF (TRAFs 2, 5 e 6) a locais

especificos no dominio citoplasmatico de RANK#*": 48,

1.1.1.7 Fator nuclear-Kappa B (NF-kB)

O fator-kappa B nuclear (NF-kB) € uma proteina essencial para a
proliferacdo e migracdo celular. O aumento da expressdo de NF-kB na CV é
mediado por multiplos fatores, sendo o principal o TNFa, que diminui a
expressdo do homdlogo da proteina da anquilose, esta é uma proteina
transmembrana que controla o efluxo de células de pirofosfato®®. Voelkl et al.
mostraram que in vitro e em modelo animal sob condi¢bes de calcificacéo, a
quinase indutivel por glucocorticéides (SGK1) sdo poderosos reguladores da
atividade de NF-kB®°. Estudos também mostraram que os produtos finais de
glicacao avancada (AGES) e seus receptores (RAGES) estéo envolvidos nesse

processo® %2,
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NF-kB é uma proteina de ligacdo ao DNA que contribui para o processo
de calcificagdo vascular por multiplos mecanismos. Ele desencadeia a
transcrigdo de TNFa, IL1B e IL6, permite a agdo da via RANKL / RANK e pode
modular a cascata proé-inflamatéria nas CML, quando associada a via de
sinalizacado WNT / B-catenina em resposta a hiperfosfatemia. Também promove
a calcificacdo das CML pela expressdo da MSH homeobox 2 (MSX2) e,
consequentemente, da Runx2. Além disso, aumenta a expressao de
tristetraprolina, uma proteina de RNA desestabilizante, e reduz o microRNA

(MRNA) de ANKH, diminuindo os niveis de pirofosfato no espacgo extracelular®®

54

1.1.1.8 Via de sinalizagao canénica Wnt/8 catenina

A via Wnt/B catenina esta envolvida em uma variedade de processos
fisiologicos, incluindo diferenciacdo de tecidos/6rgdos, morfogénese e em
muitos aspectos no desenvolvimento e progresséo de lesdes vasculares. Essa
lesé@o vascular inclui disfuncédo endotelial, ativacdo de macrofagos, proliferacao
e migracdo celular de masculo liso vascular. Nos adultos, essas glicoproteinas
participam dos principais processos de desenvolvimento e fisiologicos,
incluindo proliferacéo celular, diferenciacéo, migracédo e apoptose®® %6,

A ativacdo desta via € mediada pela ligacéo das proteinas Wnt do meio
extracelular a duas proteinas transmembrana: a proteina Frizzled, atuando
como receptor, e as proteinas relacionadas ao receptor de lipoproteinas de
baixa densidade 5 ou 6 (LRP 5/6), atuando como co-receptores °’. Esta

estabelecido que esse caminho é essencial para a diferenciacéo das CML%8.
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A liberagdo de Wnt/B-catenina € aumentada pela acdo de diferentes
mecanismos®°. Podemos mencionar que Msx2 suprime o antagonista, a
proteina 1 relacionada ao Dickkopf (Dkk1), que interage com os co-receptores
LRP5 / 6°°. Também age estimulando a produgdo de Runx2, o principal fator
CV e, consequentemente, o fator de transcricdo Sp7 (osterix) durante a
hiperfosfatemia®. Além disso, participa da CV pela inducdo de metaloprotease
da matriz (MMP) 2 e MMP9 em CML e, portanto, desempenha um papel crucial

na progressédo desse fenébmeno®?.

1.1.2 Fatores inibidores da calcificacdo vascular

1.1.2.1 Pirofosfato Inorganico

O pirofosfato inorganico (Pi) € o principal inibidor de calcificacdo
conhecido encontrado no espaco extracelular®?. O Pi é produzido em CML e
transportado do ambiente intracelular para o extracelular pela proteina de
anquilose progressiva (ANKH)30. Também é produzido no figado através da
proteina da subfamilia C do membro 6 (ABCC6) da ligacéo ao ATP®2,

O Pi é hidrolisado pelo ecto-nucleotideo pirofosfatase/fosfodiesterases 1
(ENPP1) e pela FA inespecifica do tecido local, e promove a CV®%* 65 Alto
fosfato extracelular, que esta frequentemente presente na DRC, diabetes e
calcificacéo adrtica, reduz a producéo de Pi e aumenta a expressao de ENPP1
e FA, induzindo apoptose das CML®. Entretanto, em outro trabalho, foi

observado em modelos experimentais que a sintese de Pi aumenta nas CML
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durante a calcificacdo induzida por fosfato devido a regulacdo compensatoria

do metabolismo extracelular do Pi2.

1.1.2.2 Proteina Gla da matriz (MGP)

A MGP é uma proteina fosforilada e carboxilada pela vitamina K
sintetizada em varios tipos celulares (mesenquimal, vascular e condrocitos). A
expressdo do gene MGP pode ser regulada por varios mecanismos que tém o
potencial de se tornar biomarcadores genbmicos para a predicdo da
progressao da CV®6 67,

O MGP atua como um potente inibidor da VC. O mecanismo de acao
inclui a inibicdo direta da precipitacdo de fosfato de calcio, a formacdo de
vesiculas da matriz, a formacdo de corpos apoptoticos e a diferenciacdo de

T

da BMP 2 e BMP-4, que possuem uma estrutura semelhante 67 8,

1.1.2.3 Fetuina-A (F-A)

Fortes evidéncias indicam que as CML vascular humanas expostas a
alteracbes na concentracdo extracelular de calcio e fosforo sofrem
diferenciacéo fenotipica, levando a calcificacdo, especialmente na doenca renal
cronica (DRC)®2 69,

F-A é uma glicoproteina plasmatica, que em adultos € sintetizada pelo
figado, € um inibidor circulante da calcificagéo proteica, capaz de se ligar a 100

ions Ca2 + por molécula. Quando a F-A é exposta a altas concentracdes de
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calcio e fosfato, as moléculas se fundem para formar as particulas primarias de
calciproteina que contém fosfato de calcio amorfo com um diametro de 50 a
100 nm, e a F-A mantém essas particulas em solucdo e evita que elas
precipitem>2 7°,

Estudos observacionais mostraram que a reducdo sérica de F-A foi
associada a maior mortalidade geral e CV em pacientes com DRC% 7%,
Camundongos deficientes em F-A apresentaram calcificacdo dos tecidos moles
guando tratados com dietas enriquecidas com vitamina D ou fésforo. Em um
estudo com individuos sem diabetes e sem disfuncdo renal submetidos a
cateterismo cardiaco, a analise de regresséao logistica multivariada revelou que
0s niveis de F-A estavam inversamente correlacionados com a presenca de
calcificacdo coronariana (OR: 0,54, IC 95%, P = 0,025). Da mesma forma,
baixos niveis séricos de F-A foram associados a uma maior gravidade de DC
em uma grande populacdo multiétnica sem DCV clinica, independentemente

dos fatores de risco CV tradicionais, sexo, etnia e funcéo renal” 73,

1.1.2.4 Osteoprotegerina (OPG)

OPG ¢é uma citocina produzida na medula éssea derivada de células
estromais. Ele atua na remodelagédo 0ssea, inibindo a ligacdo do RANK ao
RANKL na superficie dos osteoclastos e linfocitos T4, O papel da OPG na
calcificacdo vascular ndo esta completamente definido.

Uma acao protetora foi proposta para a evolucdo acelerada da
aterosclerose em camundongos knockout para OPG’. No entanto, outro

estudo mostrou que um alto nivel de OPG foi associado a um escore moderado
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de célcio em individuos diabéticos’®. Os resultados sugerem que o OPG pode
ser usado como marcador de doenca, foi observado aumento dos niveis dessa
proteina como resposta compensatoria a perda de massa 0ssea e dano
vascular’’.

Em um estudo prospectivo de 130 pacientes, Pessaro et al. mostraram
gue niveis elevados de RANKL estavam associados a doenca coronariana (OR
1,75 (IC 95% 1,04-2,94, P = 0,035)’8. Recentemente, Choe et al.”® analisaram
variacfes genéticas usando SNPs representativos de OPG (rs2073618), RANK
(rs1805034), e RANKL (rs2073618) e investigaram a associacdo com
instabilidade da placa aterosclerética avaliada por cateterismo cardiaco.
Verificou-se que o gendtipo ndo TT do rs9594782 RANKL SNP era um fator de

risco independente para a ocorréncia de sindrome coronariana aguda.

1.1.2.5 Proteinas relacionadas ao Dickkopf (Dkk)

Os membros do Dkk incluem Dkk 1, 2, 3 e 4, entre os quais apenas o
Dkk 1 é considerado inibidor da via candnica Wnt / B-catenina, bloqueando sua
interacdo com os co-receptores LRP 5 / 6 8. Estudos mostraram que Dkk-1
atenua a expressao de Runx2, que é um alvo can6nico de Wnt e um importante
fator de transcricdo para a transdiferenciacdo osteogénica das CML (60). Foi
sugerido que altos niveis de Dkk-1 podem contribuir para a formacao de placa
instavel, inibindo a deposicdo de calcificacbes protetoras difusas, além de
influenciar a composicao celular da placa®?.

Alguns estudos relacionaram niveis séricos elevados de Dkkl e a

presenca de CV por EC®. Os niveis de Dkk-1 também foram
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independentemente associados a um composto de morte cardiovascular,
infarto do miocardio ou acidente vascular cerebral e apenas a morte
cardiovascular®. Fang et al.®® mostraram, em camundongos diabéticos, com
doenca renal induzida, que a combinacéo de neutralizacdo de Dkk1 e reducao

de fosfato urinario por um ligante de fosfato era suficiente para diminuir a CV.

1.1.2.6 Esclerostina

A proteina que foi descoberta em estudos genéticos de displasias
6sseas esclerosantes raras em humanos é codificada pelo gene SOST 84, E
uma glicoproteina de 190 aminoacidos, um membro das proteinas DAN. Sua
estrutura consiste em quatro ligacdes diferentes de cisteina sintetizadas por
ostedcitos, com sua expressdo génica também produzida nos rins, figado,
placenta e cartilagem. Liga-se ao LRP 5 e 6 dos osteoblastos, inibindo a via
Whnt, que € um grupo de proteinas que funcionam como sinalizacdo genética da
proliferacdo celular e aumento da atividade osteoblastica e com atividade
antagonica a BMP no osso®“.

In vitro, a esclerostina foi expressa no processo de calcificacdo das
células do musculo liso vascular’’. Recentemente, Nguyen-Yamamoto et al.®
mostraram em um estudo modelo de camundongos que a esclerostina inibe a
CV, por meio da supressao da producao de BMP2.

Niveis séricos elevados dessa proteina em individuos com doenca renal
cronica foram associados a uma menor taxa de mortalidade, o que leva a
hipotese de que a elevacdo da esclerostina esteja relacionada a funcéo

protetora contra a CV®e,
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1.1.2.7 Osteopontina (OPN)

O papel da OPN na calcificagdo vascular ainda é controverso. E uma
proteina que atua ligando-se aos osteoclastos através da integrina avB3 e
estimula a atividade reabsortiva do célcio. Foi encontrado em tecido vascular
calcificado. Em um modelo experimental, a proteina inibe a mineralizacdo das
células do musculo liso vascular pela ligacéo direta aos cristais de calcio®’ 8,
No entanto, em um estudo de Benezin et al.?, 126 individuos com DM tipo 2 e
doenca arterial coronariana assintomatica, conforme determinado pelo EC, o
OPN foi um preditor independente de calcificacdo coronariana (OR = 3,23, IC

95% = 1,09-5,20; P = 0,044).

1.2 Escore de calcio coronariano

O principal marcador de aterosclerose subclinica disponivel no momento
€ 0 escore de calcio coronariano (EC), que quantifica a calcificacédo
coronariana, um marcador da aterosclerose nessas artérias. A tomografia
computadorizada para aferir EC possui elevada acuracia para a quantificacédo
da calcificacdo coronaria®®. Este exame, quando elevado, indica alto risco de
eventos cardiovasculares em 2-5 anos. Constituindo-se em preditor
independente de desfechos cardiacos, sendo inclusive, melhor do que os
outros fatores de risco combinados e o0 escore que individualiza a carga

aterosclerética pelo grupo étnico, etario e de género®. A presenca de escore



18

de calcio zero, entretanto, ndo exclui a probabilidade de presenca de doenca
arterial coronariana (DAC)%2.

Sao realizadas imagens do coracdo em cortes transversais (geralmente
de 3 mm de espessura) sincronizadas ao ECG, com baixa dose de radiacéo e
sem a utilizacdo de contraste iodado. Este procedimento se baseia no grau de
atenuacéao dos raios X nas areas dos depdsitos na parede das artérias®?

A avaliacdo do EC tem maior beneficio para os individuos considerados

de risco intermediario por reclassifica-los como de maior ou menor risco®.

1.3 Densitometria mineral 6ssea areal (DXA)

A DXA é um método répido, reprodutivel € realizado com uma dose
baixa de radiacdo, atualmente é o exame mais usado para o diagnéstico de
osteoporose e para a avaliacdo do risco de fratura, contudo existem evidéncias
indicando que até 60% destas acontecem em individuos que foram
considerados de baixo risco pelo DXA%. O scanner da DXA consta de um tubo
de raios X de baixa dose com aplicacdo de duas energias para separar
componentes minerais e de tecido mole e um arranjo multidetetor de alta
resolucdo. Desta forma, o dispositivo possui dois sistemas diferentes: um que
emite raios-x altos e alternados (140 kVp) e outro de baixos (70-100 kVp)
através de uma area de varredura ou um feixe de raios-x constante com um
filtro que separa os fotons de energia maior (70 keV) e menor (40 keV).

Os principais parametros sdo o T-escore, que representa o desvio
padrao (DP) obtido em relacdo a densidade mineral 6ssea (DMO) média de

uma populacdo jovem adulta de referéncia da mesma etnia e sexo, e 0 Z-
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escore, que é o DP pelo qual a DMO difere da significa a DMO de uma
populacdo saudavel da mesma etnia, sexo e idade da pessoa submetida a
DXA. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, entre mulheres na poés-
menopausa e homens com 50 anos ou mais, o diagnoéstico é baseado no T-
score, sendo normal maior que —1,0; osteopenia, —1 a —2,5; e osteoporose,
menor que —2,5%. A reducdo da DMO 6ssea avaliada pelo DXA foi associada
de forma independente ao maior nimero e gravidade das fraturas vertebrais e

do quadril®’: %,

1.4 Tomografia computadorizada quantitativa periférica de alta
resolucéao

A HR-pQCT é um novo método de imagem que poderiam suprir as
deficiéncias do DXA pois permite avaliar em 3D, o compartimento 6sseo
trabecular e cortical separadamente em relacdo a densidade mineral 0ssea
volumétrica e parametros estruturais, além de fornecer dados sobre as
carateristicas biomecéanicas por meio do software de elementos finitos®®: 100, A
literatura mostra que os dados derivados da HR-pQCT sdo melhores preditores
de risco de fratura do que o DXAL,

N&o existem trabalhos na literatura que investigaram a associacao entre
a microarquitetura 0ssea medida por HR-pQCT e calcificagdo arterial
coronariana avaliada pelo EC em individuos idosos. Em um estudo recente
com 350 pacientes consecutivos Paccou J, Edwards M. H, Ward, K. A, et al, a
HR-pQCT foi utilizada para investigar os parametros geométricos, volumétricos

e microestruturais no radio distal e na tibia distal em participantes com
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cardiopatia isquémica (CI). Apds analise multivariada com ajuste para idade,
IMC, tabagismo, historia de diabetes e género, a reducdo de um dos
parametros corticais 6ésseos foi maior entre os homens com CI02,

Até onde sabemos, apenas um estudo na literatura analisou a
associacdo entre os parametros de HR-pQCT e EC. No entanto, este estudo
analisou sessenta e seis individuos com doenca renal cronica (DRC) em dialise
em fase terminal de ambos os sexos. Na analise multivariada estratificada por
sexo e corrigida por idade, os autores descobriram que parametros
trabeculares e corticais foram significativamente menores em pacientes com
EC = 100, De fato, a relacdo entre EC e HR-pQCT em idosos da
comunidade com apenas patologias subclinicas permanece desconhecida,
portanto, se faz necessario investigar a real associacéo destas patologias neste

grupo etario.



21

2 OBJETIVOS

2.1 Relacéo entre calcificacdo coronaria e parametros da microarquitetura
0ssea
Avaliar a associacdo entre calcificacdo coronaria e os parametros da
microarquitetura 0ssea utilizando o escore de calcio coronariano e a tomografia
computadorizada quantitativa periférica 0ssea de alta resolucdo em estudo

populacional envolvendo individuos de ambos 0s sexos, maiores de 65 anos.

2.2 Escore de calcio com a DXA e fatores associados a densidade 6ssea

Avaliar a associacdo do EC com os parametros da DXA, exames de

laboratério e medicaces utilizadas no tratamento da OP.
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3 METODOS

3.1 Populacéo do Estudo

O projeto em questéo trata-se de uma analise pos-hoc, observacional,
transversal, utilizando os dados do estudo em andamento intitulado: “Avaliagcao
da sindrome metabdlica, calcificacdo coronariana e novos marcadores do
metabolismo 6sseo em idosos da comunidade da coorte de Sdo Paulo Ageing
& Health Study (SPAH)”, avaliado e aprovado anteriormente no Comité de Etica
em Pesquisa do HC-FMUSP (CAPPesq) sob o numero CAAE
29175814.0.0000.0068, numero de parecer 706.693, data da relatoria
02/07/2014 e do CNPq sob o numero 457590-2013-0.

Foram estudados 256 individuos com idade maior que 65 anos
pertencentes a uma coorte de idosos da regido do Butantd/zona oeste da

cidade de Sao Paulo (S&do Paulo Ageing & Healthy Study- SPAH).

3.1.1 Critérios de incluséao, critérios de exclusao

Foram incluidos individuos maiores de 65 anos de ambos os sexos.

Foram excluidos os individuos com histérico de insuficiéncia hepatica,
clearance de creatinina (CICr) <30 ml/min/1,73m2, hipertireoidismo,
hipotireoidismo, diabetes n&o controlado, ma absorcdo, outras doencas
metabolicas O0sseas (hiperparatireoidismo primario, osteomalacia), cirurgia de

revascularizagdo do miocéardio ou coronaria percutanea.
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Apés a assinatura do termo de consentimento, foi aplicado um
questionario para obtencdo do historico pessoal de antecedentes pessoais de
doencas preexistentes, medicamentos atuais e habitos dos pacientes.

Hipertensdo arterial sistémica (HAS) foi definida como histéria
documentada ou tratamento com medicamentos anti-hipertensivos, diabetes
mellitus (DM), como diagnéstico médico e/ou uso de insulina ou
hipoglicemiantes orais e dislipidemia (DLP) como doenca conhecida, mas nao
tratada ou uso atual com medicacBes hipolipidemiantes. Antecedente de
tabagismo foi considerado como tabagismo atual ou precedente. Infarto agudo
do miocéardio (IAM), angina, acidente vascular cerebral, doenca carotidea,
osteoporose e consumo de café foram autoreferidos. O grau de atividade fisica
foi classificado como baixo (ndo faz nem trabalhos domésticos), moderado
(trabalhos domeésticos, jardinagem, caminhada nao regular), alto (atividade
fisica regular fora da rotina habitual: caminhada, danca), pelo menos duas
vezes por semana, durante 30 minutos (104). Para o célculo do CrCl, foi
utilizada a equacgéo Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration (CKD-

EPI)105,
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* 256

Figura 2 - Fluxograma dos participantes

3.2 Exames laboratoriais

Foram coletadas simultaneamente no periodo das 07:00hrs &s 11:00hrs
as amostras de sangue para a realizacao da analise do perfil lipidico (colesterol
total, HDL colesterol, LDL colesterol, triglicérides), creatinina, glicemia, insulina,
proteina C- reativa (PCR) ultrasensivel e perfil bioquimico do metabolismo
0sseo, calcio, fosforo, fosfatase, paratormdnio (PTH), 25-hidroxivitamina D.

Para a andlise dos marcadores de remodelamento Osseo, foram
coletados 10 ml de sangue em jejum e estocados a -80°C para a analise dos
seguintes marcadores do metabolismo 6ésseo: CTX (telopeptideo amino-

terminal do colageno tipo 1), PINP (propeptideo amino-terminal do pro-
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colageno tipo 1) no Laboratério de Investigacdo Médica (LIM-17) - Metabolismo
Osseo da Disciplina de Reumatologia da Faculdade de Medicina da USP- LIM
17. O PINP (marcador de formacédo 6ssea) e CTX (marcador de reabsorcéo
Ossea) foram dosados no soro por eletroquimioluminescéncia (Elecsys

systems, Roche diagnostics, Mannheim, Germany).

3.3 Tomografia computadorizada de coronarias para avaliacdo do escore
de calcio

Foram realizadas no |Instituto do Coracdo-InCor, tomografias de
coronarias para a avaliacado do escore de calcio com o tomografo Aquilion One
Toshiba Medical Systems de 320 detectores com sincronizacdo cardiaca,
usando gatilho prospectivo, resolucdo temporal maxima de 125-250ms e
espessura de fatia adquirida de 0,5 mm, reconstruida em espessura de fatia de
3 mm para andlise. A voltagem de pico do tubo de raios X foi fixada em 120Kv
e a corrente do tubo ajustada ao tamanho do corpo do paciente, 250-450 mA,
resultando em uma dose de radiagéo variando de 2,6 a 4,0 mSv.

Os valores de EC foram calculados usando o escore de Agatston
(estacdo de trabalho Aquarius, TeraRecon, Inc, San Mateo, Califérnia)i®. As
imagens foram avaliadas por um médico especialista, com pelo menos dois
anos de treinamento especifico, sem conhecimento das informacdes clinicas e

tomograficas dos pacientes.
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3.4 Tomografia computadorizada quantitativa periférica de alta
resolucéo (HR-pQCT)

Foram avaliados os segmentos distais do radio e da tibia. A medicéo
incluiu 110 fatias, correspondendo a uma secdo de 9,02 mm ao longo da
direcdo axial. A microarquitetura foi medida usando um sistema tridimensional
de HR-pQCT (Xtreme CT; Scanco Medical AG). Este sistema permitiu a
aguisicao simultanea de uma pilha de fatias paralelas com uma resolucédo de
82 uM (tamanho de voxel).

Foram utilizadas as seguintes definicbes: energia efetiva de 60 kVp,
corrente do tubo de raios X de 95 mA e matriz 1536X1536. O controle de
qualidade foi monitorado através de exames diarios de um fantasma (Phanton)
contendo hastes de hidroxiapatita (HA) incorporadas em um tecido de resina
equivalente (QRM, Moehrendorf, Alemanha); a calibracdo diaria do dispositivo

foi realizada para obter imagens com boa qualidade técnica.

3.4.1 Parametros analisados

1. Parametros trabeculares: Th.vBMD: Densidade volumétrica trabecular
(mg HA / cm3), Tb.N: nimero de trabéculas (1 mm, DP), Tb.Th: espessura
trabecular (mm), Th.Sp: separacéo trabecular (mm).

2. Pardmetros corticais: Ct.vBMD- Densidade volumétrica cortical
(mg HA / cm3), Ct.Th- Espessura média da cortical (mm); Ct.Po- Porosidade

cortical (1).
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3.5 Densitometria mineral 6ssea (areal)

Foram avaliados os resultados obtidos da DXA j& realizados do projeto
em andamento intitulado: “Avaliagdo da sindrome metabdlica, calcificacao
coronariana e novos marcadores do metabolismo 6sseo em idosos da
comunidade da coorte de “Sdo Paulo Ageing & Health Study (SPAH)”, através
do equipamento Hologic QDR 4500 (Belford, MA, USA) na regido da coluna
lombar, colo de fémur e fémur total, expressa em g/cm2. Consideramos a
presenca de osteoporose quando a densidade mineral 6ssea foi abaixo de -2,5
desvios padrao, osteopénicos entre -2,5 a -1,0 desvios padrao e normais acima

de -1,0 desvios padrao (T-score).

3.6 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada usando o software estatistico STATA,
versdo 12.0 (Stata Corp., College Station, Estados Unidos). Os resultados
descritivos foram obtidos utilizando frequéncias e porcentagens para as
caracteristicas de variaveis categoricas e medidas de tendéncia central (média
e mediana), medidas de dispersdo (desvio padrdo) e posicdo p25 e p75
(percentil 25 e 75). Variaveis continuas na amostra total e separadas por
género. A variavel resposta do estudo é o escore de célcio que assume valores
inteiros ndo negativos e tem uma distribuicdo assimétrica a esquerda. A analise
da associacéo foi realizada pelo modelo de regresséo linear generalizada com
distribuicdo de probabilidade de Poisson e funcéo de ligacédo logaritmica. As
variaveis relacionadas a HR-pQCT foram padronizadas nos escores z, que

representam o numero de desvios padrdo acima ou abaixo da média da
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populacdo. Todos os testes foram bicaudais. Valores de p <0,05 foram
considerados estatisticamente significantes. Variaveis com valores de p <0,20
na andlise univariada foram utilizadas no modelo de regressédo logistica

multinomial com procedimento de selecéo de variaveis stepwise.
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4 RESULTADOS

4.1 Dados descritivos

Sessenta (23,4%) pacientes apresentaram escore de calcio zero, a
prevaléncia foi maior no faixa do EC de zero a 100 (57%) e menor prevaléncia

de EC >300 Ul Agatston nesta populacao de idosos.

Escore de Célcio

Figura 3 - Distribuicdo do escore de calcio

Na tabela 1 com as carateristicas por sexo, observamos que houve
predominio do sexo feminino (65 %), a média de idade foi de 79,5 anos e sem
diferenca significativa entre ambos os sexos. A altura foi maior nos homens
(p <0,001). Embora a circunferéncia abdominal foi similar nos dois grupos, o
IMC foi maior nas mulheres (<0,001). Em relacdo a distribuicdo pela cor, a

distribuicao foi similar em ambos os sexos. Considerando os antecedentes, a
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prevaléncia de sindrome metabdlica, HAS, DLP, AVC e OP foi maior nas
mulheres (p <0,001).

O consumo de alcool foi maior nos homens (p <0,001) e do café foi mais
frequente nas mulheres, porém limitrofe em relacdo a significancia estatistica

(p 0,051) (Tabela 1).

Tabela 1 - Caracteristicas antropomeétricas e clinicas dos 256 idosos, separados pelo sexo

. Total Mulheres Homens
Variavel p
N=256 N=168 N=88
Idade (anos) 79.5+4.24 79.7+4.2 79+4.3 0.20
Altura (cm) 153.2 + 8.8 149+ 6.9 161.2 + 7.45 <0.001
Peso (kg) 67.4+12 66.4 + 12.2 69.3+11.6 <0.07
CA (cm) 96 +11.1 96.6 + 11.5 94.8 + 10.2 0.20
IMC 28.7+4.9 29.9+5 26+4.1 <0.001
Cor
75 (29.3%) 44 (26.2%) 31 (35.2%)
Branca 0.31
. 181 (70.7%) 124 (73.8%) 57 (64.8%)
N&o branca
PAS (mmHg) 164 (99.1%) 158.9 (23.1%) 156.3 (23.1%) 0.38
PAD (mmHg) 164 (99.1%) 85 (13%) 83,5 (13%) 0.40
Consumo de alcool 4 (1.6%) 0 (0%) 4 (4.6%)
Atual 2 (0.8%) 0 (0%) 2 (2.3%) <0.001
Ultimos 3- 4 anos 201(78.5%) 143 (85.1%) 58 (65.9%) '
Nunca 49 (19.1%) 25 (4.9%) 24 (27.3%)
Tabagismo 24 (9.4%) 7 (8%) 17 (10.1%) 0.57
Grau de atividade fisica
- 40 (15.6%) 28 (16.7%) 12 (13.6%)
aixa
149 (58.2%) 102 (60.7%) 47 (53.4)
Moderada 0.199
67 (26.2%) 38 (22.6%) 29 (33%)
Alta
Consumo de café 231 (90.2%) 156 (92.9%) 75 (85.2%) 0.051
DM 58 (22.7%) 42 (25%) 16 (18.2%) 0.21
Sindrome metabolica 103 (40.2%) 84 (50.6%) 19 (21.6%) <0.001
HAS 192 (75%) 133 (79.2%) 59 (67.1%) 0.03



31

Varigvel Total Mulheres Homens 0
N=256 N=168 N=88

DLP 117 (45.7%) 89 (53%) 28 (31.8%) 0.001
OP 104 (40,62%) 83 (49,4%) 21 (23,9%) <0.001
Angina 1 (0.4%) 1 (0.6%) 0 (0%) 1.00
IAM 8 (3.1%) 5 (3%) 3 (3.4%) 1.00
AVC 20 (7.8%) 9 (5.4%) 11 (12.5%) 0.04
TVP 6 (2.3%) 5 (3%) 1 (1.1%) 0.66
T escore <-2,5 101 (39.5%) 81 (48.2%) 20 (22.7%) <0.001
Fratura nova 17 (6.6%) 14 (8.3%) 3 (3.4%) 0.13
Queda 76 (29.7%) 58 (34.5%) 18 (20.5%) 0.01

DP: desvio padrdo; n: numero; IIQ: intervalo interquartil; CA Circunferéncia abdominal; IMC: indice de massa
corporea; PAS presséo arterial sistélica; PAD pressao arterial diastdlica; HAS: Hipertensao arterial sistémica; DLP:
dislipidemia, IAM: infarto agudo do miocardio; AVC: acidente vascular cerebral; TVP: Trombose venosa profunda;

OP: osteoporose.

Os parametros lipidicos (CT, HDL e LDL) foram maiores nas mulheres,

contrariamente aos niveis médios de insulina (16,38 + 17,8 vs 17,92 + 47,8

mU/L,p <0,001). A funcédo renal na populagcdo em geral esteve preservada

(CICr 75,71 ml/min/1,73m 2), com a creatinina sendo maior nos homens (p

<0,001), conforme mostra a tabela 2.
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Tabela 2 - Caracteristicas laboratoriais dos 256 idosos, separados pelo sexo

p
Variavel Total Mulheres Homens Homens
N=256 N=168 N=88 VS.
Mulheres
) , 102.30 (28.00) 103.2 (29.85) 100.6 (24.14)
Glicemia, mg / dL 0.48
96.00 [88-106] 96 [88-106.75] 96 [88-105.7]
192.10(36.6)
206.49 (43.51) 211.5(181- 100.6 (2.14) <0,001
CT, mg/dL
204 (177- 236) 248) 196 (161-219)
55.99 (15.16) 59.07(15.13) 50.13 (13.46)
HDL, mg/dL 55.50 [45-65 58 [47.25- 50 [40-59.75 <0.001
S0l | 67.75] [ 73]
125.55 (40.15) 129.18 (43.1) 118.6 (32.9)
LDL, mg/dL 119.5 (96- 0,03
123.5[99-152] 126 (102-158)
143)
o 131.66 (63.39) 121.1 (62,5) 121.1 (62.52)
Triglicerides, mg / dL 137 [119- 0.054
126 [90-175] 107 [78-144.5]
168.7]
0.83 (0,20)
0.92 (0.28) 1.08 (0.32)
- 0.80 [0.69-
Creatinina, mg/dL 0.84 [0.73- 0.94] 1.01 <0.001
1.04] ' [0.851.28]
_ 75.71 (18.56) 78.55 (32.86) 7473 (19.76)
CICr mL/min/1,73 m? 77.15 [59.9- 0.54
77.75 [62-89] 77.5[62.85-90] 89]
, 76.92 (29.33) 78.55 (32.86) 73 (20.71)
Fosfatase alcalina, U/ L 0.215
72 [59-90] 73 [60-92.7] 71 [58-88]
3.34 (0.49) 3.47 (0.46) 3.08 (0.45)
Fosforo, mg /dL <0.001
3.3[3-3.6] 3.4 [3.2-3.7] 3.1[2.73-3.4]
. 9.68 (0.49) 9.7 (0.51) 9.63 (0.46)
Céalcio, mg/dL 0.29
9.7 [9.4-10] 9.7 [9.33-10] 9.65 [9.4-9.9]
) 56.79 (26.97) 56.1 (21.72) 58.09 (34.97)
'PTH, pg/dL 52[39.25- 53[40.25-68]  50.5 [36.25-7 0.62
69.75] [40.25-68] 5 [36.25-7]
23.15 (9.04) 22.99 (9.25) 23.45 (8.68)
25(0OH)D, ng/mL 0.7
22 [17.25-27] 22 [17-26] 23 [18-29]
) 16.92 (31.44) 16.38 (17.8) 17.92 (47.8)
Insulina, mU/L 10.90 [6.98- 0.001
11.8[7.5-18.7] 9.05[5.9-13.2]
16.7]
3.90 (9.57) 4.03 (9.71) 3.65 (9.35)
PCR, mg/L 1.70 [0.70- 2.10[0.70- 1.30 [0.63- 0.07
4.28] 4.78] 3.23]
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P
Variavel Total Mulheres Homens Homens
N=256 N=168 N=88 Vs,
Mulheres
0.27 (0.17
0.23 :0 14) 0.27 (0.17) 0.27 (0.17)
CTX. ngmt 0-34] ' 0.24 [0.14- 0.23 [0.16- 0.98
' 0.34] 0.33]
PINP, ng/mL 39.04 (25.74) ;‘g-;“[ 2(25343) 2227[ 2(;97.71) e
33 [24.78-44.4] 47.1) 12.3]

DP: desvio padrdo; n: numero; IIQ: intervalo interquartil; CT: Colesterol total; HDL lipoproteina de alta densidade;
LDL lipoproteina de baixa densidade; CICrl: Clearance de creatinina estimado; iPTH: paratorménio; 250HD 25
hidroxivitamina D; PCR: proteina C reativa; CTX: telopeptideo amino-terminal do colageno tipo |; PANP propeptideo

amino-terminal do pré-colageno tipo I.

Na tabela 3 podemos ver que as medicagdes mais comumente usadas

foram os diuréticos tiazidicos (42,6 %), mais frequente nas mulheres (48,2% vs

31,8%, p 0,012), seguido por estatinas e betabloqueadores (38,1% vs 21,6%, p

0,007 e 25% vs 12,5%, p 0,019 respectivamente).

Em relagdo ao OP; tratamento especifico foi mais utilizado em mulheres

do que homens: calcio: 41,1% vs. 17%, 25 (OH) D: 54,2% vs 22,7% e

bisfosfonato: 50% vs, 15,9% (todos p <0,001).
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Tabela 3 - Frequéncias absolutas e relativas dos medicamentos utilizados em 256 idosos,
separados por sexo

Total Mulheres Homens
Variavel p

N=256 % N=168 % N=88 %
IECA 89 34.8 58 34.5 31 35.2 0.91
Tiazidico 109 42.6 81 48.2 28 31.8 0.012
Bloqueador de calcio 47 184 35 20.8 12 13.6 0.15
Betabloqueador 53 207 42 25.0 11 125 0.01
Estatina 83 324 64 38.1 19 21.6 0.007
AAS 72 28.1 45 26.8 27 30.7 0.51
Varfarina 4 1.6 3 1.8 1 11 1.00
Levotiroxina 31 121 26 155 5 5.7 0.02
Uso de insulina 17 6.6 11 6.6 6 6.8 0.94
Calcio suplementar 86 33.6 69 41.1 17 19.3 <0.001
250HD 111 43.4 91 54.2 20 22.7 <0.001
Bisfosfonato 98 38.3 84 50.0 14 15.9 <0.001
Corticoide 4 1.6 3 18 1 11 1.00

IECA: inibidores da enzima de conversao da angiotensina; AAS: &cido acetilsalicilico; 250HD 25-hidroxivitamina D

A média do escore de célcio Agatston foi de 283,95. Nao ouve diferencia
significativa entre os sexos (p 0,065). A DMO a real foi maior nos homens
(<0,001), em relacdo aos parametros do HR-pQCT da tibia: Tb.vBMD, Ct.vBMD
Tb.N, Ct.wvBMD, Ct.Th e S foram significativamente maiores nos homens.

Somente a Th.Sp foi maior as mulheres (<0,001) (Tabela 4).
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Tabela 4 - Caracteristicas do EC, DMO e HR-pQCT dos 256 idosos, separados por sexo

Variavel Total Mulheres Homens p
256 168 88
EC,n 283.95 (528.5) 214.17 (388) 417.16 (708.7) 0.065
54.50 [1-290.75] 33[0.25-236.5] 80.5 [1.25-450.25] '
251 163 88
DMOa coluna
0.94 (0.19) 0.88 (0.17) 1.05 (0.19)
lombar,g/cm?, n <0.001
0.92 [0.80-1.06] 0.87 [0.75-0.97] 1.02 [0.93-1.17]
253 166 87
DMOa colo do
0.68 (0.13) 0.64 (0.11) 0.76 (0.14)
femur, g/cm?, n <0.001
0.67 [0.59-0.77] 0.64 [0.56-0.72] 0.75 [0.65-0.84]
253 166 87
DMOa femur total,
0.83 (0.15) 0.78 (0.13) 0.93 (0.15)
g/cm?, n <0.001
0.82 [0.73-0.94] 0.78 [0.7-0.86] 0.94 [0.8-1.06]
254 167 87
Th.vBMD Tibia, mg
135.24 (39.9) 123.77 (36.65) 157.27 (36.97)
HA/cm?3, n <0.001
132.45[108-163]  122.9[101.6-151.3] 155.7 [127.7-176]
254 167 87
Ct.vBMD Tibia, mg
820.34 (70.53) 805.17 (68.78) 849.45 (64.8)
HA/cm3, n <0.001
830.9 [776-865.7] 817.4[767.9-851.2] 817.4[767.9-851]
254 167 87
Tb.N Tibia, /mm,n  1.53 (0.43) 1.41 (0.42) 1.76 (0.37) 0.001
<0.
1.51 [1.25-1.82] 1.41 [1.16-1.69] 1.70 [1.49-2,03]
254 167 87
Tb.Th Tibia, mm,n  0.07 (0.01) 0.92 (0.28) 0.08 (0.01) 0.83
0.59 [0.48-0.73] 0.92[0.71-1.13] 0.07 [0.06-0.08] '
254 167 87
Th.Sp Tibia, mm,n  0.65 (0.29) 0.72 (0.33) 0.52 (0,13) 0.001
<0.
0.59[0.48-0.73] 0.64 [0.51-0.79] 0.52 [0.41-0.59]
254 167 87
Ct.Th Tibia, mm, n
1.01 (0.32) 0.92 (0.28) 1.19 (0.32) S
<0.
1.03 [0.77-1,24] 0.92[0.71-1.13] 1.21 [0.96-1.41]
253 166 87
Ct.Po Tibia, (1), n 0.08 (0.03) 0.08 (0.03) 0.08 (0.03) 0.49

0.08 [0.06-0.09]

0.08 [0.06-0.10]

0.07 [0.06-0.09]

EC: Escore de célcio; (DP): desvio padrédo; n: nimero; [IIQ]: intervalo interquartil; T DMOa: Densidade mineral
Gssea areal; Th.vBMD: Densidade volumétrica trabecular; Ct.vBMD: Densidade volumétrica cortical; Tb.N: nimero
de trabéculas; Tb.Th: espessura trabecular; Th.Sp: separagdo entre trabéculas; Ct.Th: espessura cortical; Ct.Po

porosidade cortical.
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4.2 Andlise univariada

Nas tabelas 5 e 6, considerando as varidveis clinicas e laboratoriais nas
mulheres, observamos associacdo com EC de todas as varidveis a excecdo da

idade, grau de atividade moderada vs alta, antecedente de IAM niveis de

calcio.
Tabela 5 - Associacdo do EC com as Carateristicas Clinicas em mulheres
IC

Variavel Exp Inferior Superior p
Idade (anos) 1,0 0,998 1,003 0,69
CA (cm) 1,007 1,006 1,008 <0,001
IMC 1,028 1,026 1,030 <0,001
Cor néo branca 1,662 1,618 1,708 <0,001
PAS (mmHg) 1,002 1,002 1,003 <0,001
PAD (mmHg) 1,004 1,003 1,004 <0,001

. 0,91 0,883 0,938 <0,001
Consumo de alcool
Tabagismo 1,641 1,594 1,688 <0,001
Grau de atividade fisica
Baixa x alta 1,798 1,744 1,854 <0,001
Moderada x alta 0,991 0,964 1,018 0,523
Consumo de café 1,416 1,351 1,483 <0,001
DM 1,995 1,953 2,037 <0,001
HAS 1,396 1,357 1,436 <0,001
DLP 1,959 1,916 2,004 <0,001
IAM 1,010 0,951 1,073 ey
AVC 1,168 1,119 1,22 <0,001
Tescore<-25 1,11 1,089 1,135 <0,001

Exp B: coeficiente de equagao; IC: intervalo de confianca; CA: circunferéncia abdominal; IMC: indice de massa corpérea;
PAS: presséo arterial sistolica; PAD: pressao arterial diastélica; DM: diabetes mellitus; HAS: hipertensao arterial essencial;
DLP: dislipidemia; IAM: infarto agudo do miocardio; AVC: acidente vascular cerebral



Tabela 6 - Associacao do EC com os resultados laboratoriais em mulheres
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IC

Variavel Exp B Inferior Superior p

Glicemia, mg / dL 1,0084 1,0082 1,0087 <0,001
CT, mg /dL 0,9971 0,9968 0,9973 <0,001
HDL, mg/dL 0,9927 0,9920 0,9934 <0,001
LDL, mg/dL 0,9967 0,9965 0,9970 <0,001
grl_'g"ce”des' Mg/ 10008 1,0006 1,0009 <0,001
Creatinina, mg/dL 0,7433 0,7057 0,7829 <0,001
CICr mL/min/1,73 m?  1,0052 1,0046 1,0058 <0,001
E‘;SLfatase alcalina, 4 4943 1,0040 1,0045 <0,001
Fosforo, mg /dL 1,3228 1,2949 1,3512 <0,001
Célcio, mg/dL 0,9837 0,9638 1,0040 0,114
iPTH, pg/dL 0,9934 0,9929 0,9939 <0,001
Insulina, mU/L 1,0120 1,0116 1,0124 <0,001
PCR, mg/L 1,0099 1,0092 1,0105 <0,001
CTX, ng/mL 2,0926 1,9728 2,2196 <0,001
P1INP, ng/mL 1,0034 1,0031 1,0037 <0,001

Exp B: coeficiente de equagéo; IC: intervalo de confianga; CT: Colesterol total; HDL lipoproteina de alta densidade;
LDL lipoproteina de baixa densidade; CICrl: Clearance de creatinina estimado; iPTH: paratorménio; PCR: proteina C
reativa; CTX: telopeptideo amino-terminal do colageno tipo |; PLNP propeptideo amino-terminal do pré-colageno tipo

B.

Nas mulheres, o uso de calcio suplementar, bloqueador dos canais de

célcio, beta- bloqueadores, AAS, estatinas, corticoides e insulina foram

associados significativamente a maior grau de calcificagdo coronariana

(Tabela 7).



Tabela 7 - Associacdo do EC com as medicacdes em mulheres
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Medicacéao

Célcio suplementar

250HD
Bisfosfonato
IECA
Tiazidico
BBC
Beta-bloqueador
Estatina
AAS
Levotiroxina
Varfarina
Corticoide

Insulina

Exp B

1,2285
0,7487
0,6977
0,9276
0,9596
1,8297
1,3018
2,0530
1,5202
0,6373
0,1099
2,1044

2,2889

1,2033
0,7334
0,6832
0,9074
0,9399
1,7897
1,2729
2,0107
1,4878
0,6161
0,0872
1,9921

2,2213

IC 95%

1,2543
0,7644
0,7125
0,9483
0,9796
1,8705
1,3315
2,0962
1,5534
0,6592
0,1385
2,2230

2,3585

p

<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001

<0,001

BCC: Bloqueador dos canais de calcio; IECA: inibidores da enzima de converséo da angiotensina; AAS: acido

acetilsalicilico; 250HD: 25-hidroxivitamina D

Com relagdo aos homens, todas as varidveis clinicas e laboratoriais

tiveram associagao com o EC (Tabela 8, 9).



Tabela 8 - Associacdo do EC com as Carateristicas Clinicas em homens
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IC
Variavel Exp B Inferior Superior p
Idade (anos) 1,062 1,060 1,064 <0,001
CA (cm) 1,016 1,015 1,017 <0,001
IMC 1,037 1,035 1,040 <0,001
Cor né&o branca 0,632 0,619 0,645 <0,001
PAS (mmHg) 1,002 1,002 1,003 <0,001
PAD (mmHg) 1,004 1,003 1,004 <0,001
Consumo de alcool 0,91 0,883 0,938 <0,001
Tabagismo 1,641 1,504 1,688 <0,001
Grau de atividade
';3':&2 e 0,917 0,889 0,946 <0,001
Moderada x alta 0,708 0,693 0.724
Consumo de café 1,773 1,711 1,838 <0,001
DM 2,489 2,436 2,543 <0,001
HAS 2,049 1,997 2,103 <0,001
DLP 1,272 1,245 1,299 <0,001
IAM 2,083 2,0 2,169 <0,001
AVC 1,183 1,149 1,218 <0,001
T escore £-2,5 0,7281 0,7088 0,7479 <0,001

Exp B: coeficiente de equagdo; IC: intervalo de confianga CA Circunferéncia abdominal; IMC: indice de massa corpdrea; PAS
pressdo arterial sistolica; PAD pressdo arterial diastdlica; HAS: Hipertensdo arterial sistémica; DLP: dislipidemia, IAM: infarto

agudo do miocardio; AVC: acidente vascular cerebral; TVP: Trombose venosa profunde; OP: osteoporose.
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Tabela 9 - Associacdo do EC com os resultados laboratoriais em homens

IC

Variavel Exp B Inferior Superior p

Glicemia, mg / dL 1,0035 1,0031 1,0039 <0,001
CT, mg/dL 0,9944 0,9941 0,9947 <0,001
HDL, mg/dL 0,9923 0,9915 0,9931 <0,001
LDL, mg/dL 0,9903 0,9900 0,9906 <0,001
Triglicerides, mg / dL 1,0038 1,0037 1,0040 <0,001
Creatinina, mg/dL 1,6725 1,6252 1,7211 <0,001
CICr mL/min/1,73 m? 0,9859 0,9854 0,9864 <0,001
Fosfatase alcalina, U/ L 0,9781 0,9775 0,9787 <0,001
Fosforo, mg /dL 2,3550 2,2999 2,4114 <0,001
Célcio, mg/dL 1,2234 1,1983 1,2492 <0,001
iPTH, pg/dL 0,9958 0,9954 0,9962 <0,001
Insulina, mU/L 1,0031 1,0030 1,0033 <0,001
PCR, mg/L 1,0142 1,0134 1,0149 <0,001
CTX, ng/mL 0,1185 0,1088 0,1291 <0,001
P1INP, ng/mL 0,9896 0,9890 0,9902 <0,001

Exp B: coeficiente de equacéo; IC: intervalo de confianga; CT: Colesterol total; HDL lipoproteina de alta densidade;
LDL lipoproteina de baixa densidade; CICrl: Clearance de creatinina estimado; iPTH: paratormdnio; PCR: proteina
C reativa; CTX: telopeptideo amino-terminal do colageno tipo I; PLNP propeptideo amino-terminal do pré-colageno
tipo

Na tabela 10 na populacdo masculina, o uso de AAS, bisfosfonatos e
levotiroxina foram associados a maior grau de EC, calcio suplementar, 25-
hidroxivitamina D, IECA, diurético tiazidico, estatina, varfarina e corticoide

também mostraram associacdo, no entanto com menor significancia.
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Tabela 10 - Associacdo do EC com as medicacdes em homens

Medicacéao Exp B IC 95% p

Célcio suplementar 1,7320 1,6935 1,7713 <0,001
250HD 1,7053 1,6687 1,7427 <0,001
Bisfosfonato 2,8874 2,8263 2,9499 <0,001
IECA 1,4477 1,4181 1,4778 <0,001
Tiazidico 1,3694 1,3410 1,3984 <0,001
BBC 0,5066 0,4872 0,5268 <0,001
Beta-bloqueadores 0,8668 0,8390 0,8956 <0,001
Estatina 1,6295 1,5938 1,6659 <0,001
AAS 2,1211 2,0781 2,1649 <0,001
Levotiroxina 2,7850 2,7049 2,8674 <0,001
Varfarina 1,4040 1,2937 1,5237 <0,001
Corticoide 1,4040 1,2937 1,5237 <0,001
Insulina 1,4613 1,4115 1,5128 <0,001

BCC: Blogueador dos canais de calcio; IECA: inibidores da enzima de conversédo da angiotensina; AAS: &cido
acetilsalicilico; 250HD: 25-hidroxivitamina D.

A DMOa total do fémur em ambos os sexos e a DMOa do colo do fémur
em homens foi associada a menor EC (p <0,001). O T escore < -2,5 DP foi
associado a maior calcificacdo nas mulheres, porem nos homens essa
associacao foi inversa. Em relacdo aos parametros de HR-pQCT, Ct.vBMD,
Ct.Po na tibia, Ct.Po no raio nas mulheres (p = 0,001) e Ct.vBMD e Ct.Po na
tibia e raio nos homens (p = 0,001), foram associados com maior EC. Os
parametros trabeculares foram associados negativamente a EC (Tabelas 11,

12).



42

Tabela 11 - Densidade mineral 6ssea (DXA) e microarquitetura 6ssea (HR-pQCT) segundo o

nivel de EC (escore z) em mulheres

IC 95%
Variavel Exp B
Inferior  superior p

DMDa coluna lombar (g/cm?% 1.1159 1.1003 1.1317 <0.001
DMOa colo do fémur (g/cm?) 1.1020 1.0863 1.1180 <0.001
DMOa fémur total (g/cm?) 0.9716 0.9571 0.9862 <0.001
T escore £-2.5 SD 1.1118 1.0891 1.1350 <0.001
Tibia

Tb.vBMD (mg HA/cm?3) 1.3139 1.2984 1.3296 <0.001
Ct.vBMD (mg HA/cm?) 0.7629 0.7521 0.7738 <0.001
Tb.N (/mm) 1.0620 1.0501 1.0740 <0.001
Tb.Th (mm) 1.3100 1.2973 1.3228 <0.001
Th.Sp (mm) 0.8662 0.8566  0.8759 <0.001
Ct.Th (mm) 1.0112 0.9990 1.0236 0.072
Ct.Po (1) 1.1743 1.1614 1.1872 <0.001
Radio

Tb.vBMD (mg HA/cm3) 1.2219 1.2070  1.2371 <0.001
Ct.vBMD (mg HA/cm3) 1.1900 1.1757 1.2045 <0.001
Tb.N (/mm) 1.1025 1.0904 1.1148 <0.001
Tb.Th (mm) 1.0734 1.0639 1.0831 <0.001
Th.Sp (mm) 0.8708 0.8608 0.8809 <0.001
Ct.Th (mm) 1.2539 1.2391  1.2689 <0.001
Ct.Po (1) 1.0601 1.0539 1.0664 <0.001

DP: desvio padrédo; Exp B: coeficiente de equagdo; DMOa: Densidade mineral 6ssea areal; Th.vBMD: Densidade
volumétrica trabecular; Ct.vBMD: Densidade volumétrica cortical; Th.N: nimero de trabéculas; Th.Th: espessura
trabecular; Th.Sp: separagéo entre trabéculas; Ct.Th: espessura cortical; Ct.Po porosidade cortical.
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Tabela 12 - Densidade mineral 6ssea (DXA) e microarquitetura 6ssea (HR-pQCT) segundo o

nivel de EC (escore z) em homens

Variavel Exp B 1C95%
Inferior superior p

DMOa coluna lombar (g/cm2) 1.0006 0.9881 1.0132 0.928
DMOa colo do fémur (g/cm2) 0.9113 0.9010 0.9217 <0.001
DMOa femur total (g/cm2) 0.9506 0.9392 0.9621 <0.001
Tescores -25SD 0.7281 0.7088 0.7479 <0.001
Tibia

Tb.vBMD (mg HA/cm3) 1.0309 1.0191 1.0428 <0.001
Ct.vBMD (mg HA/cm3) 0.6745 0.6643 0.6848 <0.001
Tb.N (1/mm) 0.7417 0.7320 0.7516 <0.001
Tb.Th (mm) 1.4704 1.4522 1.4888 <0.001
Th.Sp (mm) 1.4147 1.3821 1.4480 <0.001
Ct.Th (mm) 0.9184 0.9087 0.9283 <0.001
CtPo (1) 1.3852 1.3733 1.3972 <0.001
Radio

Tb.vBMD (mg HA/cm3) 1.2304 1.2163 1.2447 <0.001
Ct.vBMD (mg HA/cm?3) 0.9114 0.9013 0.9216 <0.001
Tb.N (/mm) 1.2857 1.2672 1.3044 <0.001
Tb.Th (mm) 1.1166 1.1009 1.1326 <0.001
Tb.Sp (mm) 0.5924 0.5754 0.6098 <0.001
Ct.Th (mm) 0.9264 0.9175 0.9355 <0.001
Ct.Po (1) 1.3613 1.3302 1.3931 <0.001

DP: desvio padrédo; Exp B: coeficiente de equagao; DMOa: Densidade mineral 6ssea areal; Th.vBMD: Densidade
volumétrica trabecular; Ct.vBMD: Densidade volumétrica cortical; Th.N: ndmero de trabéculas; Th.Th: espessura

trabecular; Th.Sp: separagédo entre trabéculas; Ct.Th: espessura cortical; Ct.Po porosidade cortical.
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4.3 Analise multivariada

Na analise multivariada, foram realizados multiplos modelos.

A tabela 13, o uso de estatinas foi associado a maior EC (p <0,001), e o
uso de bisfosfonatos em mulheres foi associado a menor EC (p <0,001). Na
andlise da DMOa, o T escore < -2,5 DP pelo DXA em mulheres foi associado a
maior EC (IC 95%: 1,41-1,49 e 1,53-1,61: p <0,001).

Em relacdo aos parametros da HR-pQCT, tibia Ct.Po (Exp B 1, 06, IC
95% 1,04-1,07; p <0,001), tibia Ct.vBMD (Exp B 0.83, IC95% 0,81-0,84; p
<0,001) e radio CtPo (Exp B 1.08, 1C95% 1,07-1,09; p <0,001) foram
preditores independentes de menor calcificacdo coronariana; no entanto,
TibiaTh.vBMD na tibia e radio e Ct.vBMD no raio seguiram uma tendéncia
contraria. Nos homens, a tibia Ct.Po (Exp B 1,30, IC95% 1,28-1,32; p <0,001) e
CtvBMD (Exp B 0,77, IC95% 0,67-0,79; p <0,001) do raio estiveram
associados a maior EC. Os parametros trabeculares foram associados a maior

calcificacdo coronariana.

Tabela 13 - Modelos de regresséo para medicag6es, densitometria 6ssea (DXA) e parametros
de HR-pQCT estratificados segundo 0 EC

Mulheres

Tibia Exp B IC95% p
Estatinas 2.03 1.99 2.07 <0.001
Bisfosfonatos 0.67 0.65 0.68 <0.001
OP<-25DP 1.45 141 1.49 <0.001
Ct,Po z (1) 1.06 1.04 1.07 <0.001
Ct.wvBMD z mg HA/cm3 0.83 0.81 0.84 <0.001
Tb.vBMD z mg HA/cm3 1.32 1.31 1.34 <0.001

Radio Exp B IC 95% p
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Estatinas 2.10 2.05 2.14 <0.001
Bisfosfonatos 0.69 0.67 0.70 <0.001
OP<-2.5DP 1.57 1.53 1.61 <0.001
Ct.Po z (1) 1.08 1.07 1.09 <0.001
Ct.wvBMD z mg HA/cm3 1.14 1.13 1.16 <0.001
Tb.vBMD z mg HA/cm3 1.21 1.19 1.23 <0.001
Homens:

Tibia Exp B IC 95% p
Idade 1.01 1.01 1.01 <0.001
Estatinas 1.35 1.31 1.38 <0.001
Bisfosfonatos 2.85 2.78 2.92 <0.001
DMOa colo do fémur, g/cm2 1.06 0.96 1.18 0.258
Ct,Po z (1) 1.30 1.28 1.32 <0.001
Ct.wvBMD z mg HA/cm3 1.01 0.98 1.04 0.427
Tb.vBMD z mg HA/cm3 1.14 1.12 1.16 <0.001
Radio Exp B IC 95% p
Idade 1.01 1.01 1.01 <0.001
Estatinas 1.40 1.36 1.43 <0.001
Bisfosfonatos 3.14 3.06 3.22 <0.001
DMO colo do fémur, g/cm2 0.27 0.24 0.30 <0.001
Ct.Po z (1) 0.83 0.81 0.86 <0.001
Ct.wvBMD z mg HA/cm3 0.77 0.76 0.79 <0.001
Tb.vBMD z mg HA/cm3 1.74 1.71 1.77 <0.001

Exp B: coeficiente de equagéo; IC: intervalo de confianga; DP: desvio padréo; z: escores z; DMOa: Densidade
mineral 6ssea areal; Tb.vBMD: Densidade volumétrica trabecular; Ct.vBMD: Densidade volumétrica cortical,

Ct.Po porosidade cortical.

No entanto, os que apresentaram os melhores modelos foram os da tibia

apresentados na tabela 14. Nestes, entre os fatores preditores nas mulheres, o
T escore < -2,5 DP (exp B = 1,03, IC 95%: 1,00-1,05; p <0,001 foi associado a
maior grau de EC. Em relacdo aos parametros de HR-pQCT, observamos que
a Ct.Po, exp B =1,12, IC 95%: 1,10-1,13, p <0,001 e a Ct.vBMD, exp B = 0,79
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IC 95%: 0,78-0,81, p <0,001 e nos homens, Ct.Po, exp 8 = 1,44, 95% CI. 1,42-
1,46; p <0,001, foram significativamente associados a maior EC. Ja o T escore

nos homens apresentou coeficiente contrario ao esperado.

Tabela 14 - Modelos de regresséo para densitometria 6ssea (DXA) e parametros de HR-pQCT
na tibia, estratificados segundo o EC

Mulheres:

Variavel Exp B IC 95% p
T escore =-2.5 DP 1.03 1.00 1.05 <0.001
Ct,Po z (1) 1.12 1.10 1.13 <0.001
Ct.vBMD z mg HA/cm3 0.79 0.78 0.81 <0.001
Homens:

Variavel Exp B IC 95% p

T escore =-2.5 DP 0.75 0.73 0.77 <0.001
Ct,Po z (1) 1.44 142 1.46 <0.001
Ct.wvBMD z mg HA/cm3 1.10 1.07 1.13 <0.001

Exp B: coeficiente de equagdo; IC: intervalo de confianga; DP: desvio padrdo; z:
escores z; Ct.vBMD: Densidade volumétrica cortical; Ct.Po porosidade cortical.
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5 DISCUSSAO

Observamos uma associacao entre os parametros da HR-pQCT Ct.Po e
Ct.vBMD, com o EC em idosos de ambos os sexos, sugerindo uma relacéo
inversa entre o grau de calcificacdo coronariana e a densidade do osso cortical.
Embora tenha sido encontrada associacdo entre HR-pQCT e doenca isquémica
do coracdo em um estudo de 350 pacientes consecutivos apés analise
multivariada com ajuste para idade, IMC, tabagismo, historia de diabetes e
sexo!!’. No nosso conhecimento, apenas um estudo na literatura comparou
esses dois parametros bioldgicos usando esses dois métodos de imagem
altamente precisos. No entanto, foi realizado em uma populacdo especifica
com doenca renal crénica em dialise, e mostrou que parametros trabeculares e
corticais mais baixos estavam associados a maior calcificagdo coronariana®?

Outros estudos investigaram essa relacdo usando DXA, EC e angio TC
de coronarias em mulheres na pos-menopausa, demonstraram que maior
calcificacdo coronariana e presenca de lesdes obstrutivas estavam associadas
a osteoporose, independentemente de fatores de risco cardiovascular e
idadel%’. De fato, observou-se que a menor densidade mineral 6ssea foi
associada independentemente com maior gravidade da EC e maior
mortalidade!®®. Outro estudo, no entanto, mostrou resultados inversosi®.
Nossos resultados mostraram que o escore T < - 2,5 DP, avaliado pelo DXA,
esteve associado a menor EC em mulheres.

Considerando a analise de HR-pQCT, as alteracdes nos parametros da

arquitetura 6ssea foram bastante influenciadas pelo sexo e pelo
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envelhecimento; Mc Donald et al.''® mostraram um declinio no Ct.BMD com a
idade em mulheres e homens (14% e 17%, respectivamente) e que 0 aumento
no Ct.Po foi trés vezes maior nas mulheres em comparacdo aos homens (p
<0,01). Whitmarsh et al.1! observaram uma diminuicéo significativa de Th.BMD
(38,1%) e Ct.Th (13%) usando micro-CT em espécimes de cabeca femoral de
mulheres submetidas a hemiartroplastia da 92 a 10 década de vida. Isso pode
explicar por que achamos nossos achados mais evidentes em mulheres.

Evidéncias indicam que, além das diferencas metabdlicas e estruturais
entre tecido cortical e trabecular, ha também uma resposta diferente a fatores
exdgenos e endégenos!?. Em um estudo transversal recente que analisou as
curvas de referéncia da HR-pQCT em 450 mulheres saudaveis com idade entre
20 e 85 anos, foi observado um aumento significativo de Ct.Po em mulheres na
pOs-menopausa, mas 0s parametros trabeculares permaneceram relativamente
estaveis!!s,

Costa LR et. al.*'®, em um estudo prospectivo recente foram utilizadas
imagens tomogréficas vertebrais e EC em setenta pacientes assintomaticos
com DRC ndo dialitica, mostraram uma associacdo entre perda Ossea
trabecular e progressédo de calcificacdo vascular. Por outro lado, em nosso
estudo, houve associacdo significativa da calcificacdo coronariana com o0s
parametros estruturais do compartimento 0sseo cortical (Ct.vBMD e Ct.Po, p
<0,001) na tibia de individuos de ambos os sexos, sugerindo uma relacao
inversa entre duas patologias. No entanto, na analise univariada, o0s
parametros trabeculares foram associados negativamente com o EC.

A hipdtese que poderia explicar esse padrdo antagdnico € a existéncia

de uma area de transicdo com remodelacdo intracortical que aumenta a
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porosidade por um processo de “trabecularizagao” do cértex interno e que pode
subestimar a medida do osso cortical e superestimar o tecido trabecular'!,
Esse fendbmeno estad sujeito a analise ex vivo, utilizando microtomografia
computadorizada (UCT), imagens de HR-pQCT de amostras cadavéricas ou
microscopia eletrnica, Zebaze et al.1'>. Em um estudo com amostras de fémur
pos-morte obtidas de 24 mulheres brancas com idade entre 29 e 99 anos
(idade média de 69 anos), sugeriu que o afinamento cortical ocorre devido a
coalescéncia dos poros corticais, em vez da expanséo endocorticall'®.

A interacdo do processo fisiopatologico comum das duas patologias
provavelmente intensifica esse fenbmeno. De fato, devido a alta precisdo de
ambos os métodos no diagndstico e na estratificacdo de risco, pode ser
relevante continuar a investigacdo dessa associacdo para obter novas
estratégias de prevencdo e tratamento que envolvam ambas as patologias,
principalmente no sexo feminino.

Adicionalmente, ao ajustar para as covariaveis: bisfofonatos em ambos
0os sexos e idade nos homens (tabela 13); o uso de estatina também foi
positivamente associado com EC. Trabalhos anteriores tiveram resultados
similares, e demostraram que independentemente de seus efeitos regressivos
de placa aterosclerética, as estatinas promovem calcificacdo coronarianal?.
Recentemente no estudo MESA foi observado que o uso de estatinas ndo

reduz a utilidade prognéstica do EC*20.

Inversamente a esse achado, o uso de bisfosfonatos foi associado a
menor calcificagdo coronariana nas mulheres. Este resultado difere do
mostrado por um estudo multicéntrico recente que ndo encontrou nenhuma

diferenca significativa no EC ap06s 12 meses de tratamento com
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bisfosfonatos!?l. No entanto, coincide com os resultados de Casula, Manuela et
al*??, gue em um estudo de coorte retrospectivo com 82.704, sendo 87,0% do
sexo feminino, mostrou que a adesao estrita ao tratamento com bisfosfonatos

esteve associada a menor incidéncia de eventos cardiovasculares.

Nossos resultados reforcam o conhecimento da relacéo entre a CV e a
diminuicdo do remodelamento ésseo e tém implicacdes clinicas importantes
para a concepcdo de novas estratégias de diagndstico e tratamento das duas

patologias de um modo mais especifico.

Reconhecemos as limitagdes do nosso estudo; o desenho transversal
nao permite inferir a causa e o efeito dessa associacdo. Em relacdo aos
resultados em homens, eles podem ser explicados pelo menor nimero de

participantes neste grupo.
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6 CONCLUSOES

Nosso estudo sugere que o comprometimento 6sseo cortical avaliado
pela HR-pQCT esta associado a maior calcificacdo coronariana em individuos
maiores de 65 anos, principalmente em mulheres, da coorte do Sdo Paulo
Aging & Health Study.

Com relacdo aos objetivos secundarios, observamos que a menor DMO
avaliada pela DXA foi associada maior grau de EC coronariana nas mulheres.
No entanto, nos homens estes resultados foram inversos.

Adicionalmente observamos que 0 uso de estatinas foi preditor

independente de maior calcificacdo coronariana.
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Anexo A — Termo de consentimento livre e esclarecido

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE
DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

52

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

0T 11 L =N
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N° ... SEXO: MoF o

DATA NASCIMENTO: ... fooifo

ENDERECO oo NO oo APTO:
BAIRRO: oo CIDADE

CEP:ooovvvoooooooeoeoeoososoossrorr. TELEFONE: DDD (oo Y

DOCUMENTO DE IDENTIDADE :.......oooeooorooeroee SEXO: Mo F o

DATA NASCIMENTO.: ..................

ENDEREGO: ...rsoooe oo L APTO:
BAIRRO w...oocccooeooseoeeoeesoessoes oo CIDADE:
=TS 1 =1 = 'oTNT=13 151> X (0 YO

DADOS SOBRE A PESQUISA

3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
RISCO MINIMO o RISCO MEDIO o
RISCO BAIXO o RISCO MAIOR o

4.DURACAO DA PESQUISA:

Rubrica do sujeito de pesquisa ou responsdvel

Rubrica do pesquisador.
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O texto deveré ser redigido de maneira simples, compreensivel por individuos
de baixa escolaridade. Nao serdo aceitaveis termos técnicos ou siglas. O texto
devera ser redigido em forma coloquial como se estivesse conversando com o
sujeito da pesquisa e nédo de formaimpessoal. Medidas técnicas devem ser
convertidas em medidas caseiras (por exemplo, 5 ml — 1 colher de cha)
ITENS QUE DEVEM CONTER NO TCLE. O PREENCHIMENTO NAO PRECISA SER
FEITO, OBRIGATORIAMENTE NESTE ORDEM

1 — Convite para participacdo voluntéria e objetivos(s) “essas informacdes estao sendo
fornecidas para sua participacao voluntaria neste estudo, que visa....... ”; ou “o objetivo

deste estudo é..... ;

2 — Descricdo dos procedimentos que serdo realizados, seus propoésitos e identificar
0s que forem experimentais e néo rotineiros;

3 — Relagéo dos procedimentos rotineiros e como séo realizados — coleta de sangue
por puncao periférica da veia do antebracgo; exames radioldgicos;

4 — Descricao dos desconfortos e riscos esperados nos procedimentos dos itens 2 e 3;

No caso de risco para gestantes ou necessidade de contracepcao devera ficar
claro o tempo de contracepcao necessario, bem com a informacdao, quando
necessaria, da existéncia de suporte e acompanhamento do parto e avaliacdo do
recém-nascido.

Os métodos de contracepc¢ao possiveis deverdo ser descritos e oferecidos pela
equipe sem custo ao sujeito de pesquisa.

Obs: Diversos pareceres da CONEP deixam claro que a opc¢do de abstinéncia sexual pelo
tempo necessario como método contraceptivo é valido e aceitavel.

5 — Beneficios para o participante (Por exemplo: Ndo ha beneficio direto para o
participante... Trata-se de estudo experimental testando a hipétese de que.......
Somente no final do estudo poderemos concluir a presenca de algum beneficio...;

6 — Relacdo de procedimentos alternativos que possam ser vantajosos, pelos quais o
paciente pode optar;

Os telefones informados para o sujeito da pesquisa deverdo ser de acesso simples e
direto. Ndo é aceitavel o fornecimento de PABX de Hospitais ou Institui¢des.

7 — Garantia de acesso: em qualquer etapa do estudo, vocé ter4 acesso aos
profissionais responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. O
principal investigador é o Dr (preencher o nome do pesquisador principal). que
pode ser encontrado no endereco (institucional) Telefone(s) ............. Se vocé tiver
alguma consideragcdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato

Rubrica do sujeito de pesquisa ou responsdvel

Rubrica do pesquisador.
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o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar
—tel: 2661-6442 ramais 16, 17, 18 — e-mail: cappesg@hcnet.usp.br.

8 — Deverd ser explicada a garantia de liberdade da retirada de consentimento a
gualguer momento e deixar de participar do estudo, sem qualquer prejuizo a
continuidade de seu tratamento na Instituicao.

09 — Devera ser garantido o direito de confidencialidade — As informacdes obtidas
serdo analisadas em conjunto com outros pacientes, ndo sendo divulgado a
identificacdo de nenhum paciente;

10 — Deveréd ser garantido o direito de ser mantido atualizado sobre os resultados
parciais das pesquisas, quando em estudos abertos, ou de resultados que sejam do
conhecimento dos pesquisadores; 11 — Devera ser informado os custos com despesas
e compensacdes: ndo ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do
estudo, incluindo exames e consultas. Também ndo ha compensacdo financeira
relacionada a sua participagao.

N&o se espera que seja oferecida compensacao além das basicas como transporte e
alimentacao dentro de limites razoaveis.

Deverao ser evitadas afirmagées como: “Eventuais despesas serdao cobertas pelo
orgcamento do projeto” deve ser evitada. O oferecimento de ressarcimento por eventuais
complicagbes s6 deve ser feito se o projeto contar com apodlice de seguro especifico
para esta finalidade ou previsdo orcamentéria evidentemente discriminada para este fim..

12 — Informar o compromisso do pesquisador de utilizar os dados e o material coletado
somente para esta pesquisa.

Nos casos em que prevé a coleta e guarda de material na forma de repositério
devem ser inseridos os paragrafos referentes a biorrepositorio.

Nos casos que se pretende armazenar o material coletado para pesquisas futuras
devera ser incluido no TCLE uma breve justificativa sobre tipos de informacdo que
poderdo ser obtidos nas pesquisas futuras, utilizando o material biolégico por ele
doado, para fins de conhecimento e decisdo autbnoma do sujeito que devera
responder claramente a seguinte pergunta:

Ha necessidade de consulta-lo para autorizar o uso deste material doado em
outras pesquisas cientificas?

(.....) SIM. Eu quero ser consultado para autorizar a cada pesquisa futura na qual
ser& utilizado com o meu material.

Rubrica do sujeito de pesquisa ou responsdvel

Rubrica do pesquisador.
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(...) NAO. Eu dispenso a autorizacdo futura para cada pesquisa e estou
informado(a) que a Comissdo de Analise de Projetos de Pesquisa do Hospital
das Clinicas (CAPPesq) ira examinar a nova pesquisa e decidir sobre a utilizacao
ou ndo do material que eu estou doando.

Deve-se especificar ainda que o tempo de armazenamento do material sera autorizado
pela Comissdo de Andlise de Projetos de Pesquisa do Hospital das Clinicas
(CAPPesq).

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das mforma(;oes que li ou que
foram lidas para mim, descrevendo o estudo”.........................

Eu discuti com o Dr. (preencher o nome do pesquisador principal). sobre a minha
decisdo em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo 0s propdsitos
do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as
garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro
também que minha participacao € isenta de despesas e que tenho garantia do acesso
a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em participar
deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualguer momento, antes ou
durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu

possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Servigo.

Assinatura do paciente/representante legal Data / /

Assinatura da testemunha Data / /

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou
portadores de deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participacdo neste estudo.

Rubrica do sujeito de pesquisa ou responsdvel

Rubrica do pesquisador,
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Assinatura do responséavel pelo estudo Data / /

Rubrica do sujeito de pesquisa ou responsdvel
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Submission Confirmation for PONE-D-20-36238 - [EMID:0cab653d7d9e746a]
1 mensagem

PLOS ONE <em@editorialmanager.com= 17 de novembro de 2020 231

Responder a: PLOS ONE <plosone@plos.org=
Para: Luis Fermando Ezcobar Guzman <luisguzman709@gmail.com=

PONE-D-20-38238

Coronary artery calcification and cortical bone microarchitecture by high-rezolution peripheral quantitative computed
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PLOS ONE

Dear Dr. Ezcobar Guzman,

Thank you for submitting your manuscript entitied "Coronary artery calcification and cortical bone microarchitecture by
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PLOS OME. Your assigned manuscript number iz PONE-D-20-26238.
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If during submission you selected the option for your manuscript to be posted on the bioRxiv preprint server
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and abdominal a0ra i 3 dizhetes-erriched maord with 930
subjecis, S SNPs 61T, resl 13674, and resl I5ETE of
EMFT wrre | assncialed with kower WO [35]
This mniagontic acion could he Sedialed by Lo exisience

0f speciic recepions, such 28 endoghs (2 fype I TGF me-
ceplor), which binds to EMP-2 and not io BMP-7 [33].

15 (efrocalein (003 OO e vitamin E-depesdend pro-
leins, expressed by procsecclass amd csleockets. Total O
includes both carborylaied osieccldn (o0 which has a
high afinity for pdmoxyapatile, io@ied pradomananily in
the'bom maisin, and undercarbarylaied celenoalcs {polC],
which represents befwern 40 and &FG of the ol croulaSsg
odoociics. s prowiz was cecenlly amocRisd with
metaboiic and crémvasnir dsoedes |, 7). Tae role of
(= in Vi s comizovershal. A secenl infSammaiory proioool,
demonsTaiad ung Ssledmen-y Imd lemor necross facios-
i, was pxpd Inexamine the pauie (34 he)and cheosic {144 )
offects of woDCH In sivoulieTd himas sortic endolictial
cofls {HAECE) asd VEMOE The wol{N did nol affeci in-
Mammaory ovinking prodedios, nos inasmalory sig-
maling = VEMCEor HAECE [33). Iz xolher gudy,
Smd o al obhsenvid = Sderly patienis with metabalic
mmdmme thal odeoclos semm kevel were nogisvely
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morselaied with crolid aferosciemss |37]. Howeves, othor
wimle sugpesl B opposic ke
Az amimal mode with culSered CSTHLY oracc anra
revezled LBl clcdicsion W oorrelaled Wl IncTeased
expresion ol osicoclcn [39]. 1 i tha the
mechaniam by wiich O promaodes SMO differeniation and
mikslimlics & medaled by the prodedion of 5o,
Bunxl, collagen trpe X, and proteogiycams and dimubiSisg
metabolism in vascuiar odls via Bypoda-indschie
fzcdor Lo {BIIF-1a) [40] Alkn, Flamser ol 2l showad
high kwels of OO were Srongly asocted with unstablke
CALY [4L].

25 Fecepior Acivalor af Nsclsar Facior Kappe- 7 Reneplor
Acihesioer of Naclmir Faoor Kagpa £ Ligmns (RANES
EANKLL Cmwing cvidemor suggess thal the bisoml of
EANIRANKL may be i in wasoular cal-
diicatoz. EANE 15 presesd in aSerosckerobic plaques and
vavular hearl disess. 1 &= 3 bype | membrame prolein
expresed on S serface of osicockeis amd is tnvoived in
Iseir acisvazion npom Hgend (LANEL] bindisg. RANEL Ba
Imnsmcmtsane protein, bl 2 sodubic form (sl bl LANEL
Is sRAMKL) aiso ciroulaies b= S blood. RANEL bindsasa
homotrimer o RANK on brget cells |41, 03]

It hes been demoesiraied that RANEL stimmulaies vas-
cular GlcSiciion by bindisg 0 EANK lhrough the aiker-
native NF-xE paihway. Also il was indiczied S RANK
Indsrly promoled v smooth musde ©of QldSo-
tion by enhancsg macopiage parrine proclolic aciity.
This s achiewed through the relese ol 118 and THFa b
of THF mecepior-asncted faciors (THAFS I, 5, and £) 1o
spaciic skes in e cylophasmic domain of LANE |4, 43].

217 Mwciear Reclor-Kopss B (NF-EFL Muodear facior-kappa
E (hF-xHl) & @ ememthl pentels for el proltiesation and
migration. B¢ inoease &= NF-GE cxpresion tn WiC s
mediaied by mullipk Sooss, the maiz one being THFa,
which decreases The eapression of a=kyiosis peodss ho-
maoing (ANKE]. TEis = 2 mnemembone peolein Thas
ook the efflex of ool 4. Vool of al
showed 524 i vilrs and &= a=imal =odal under conditions
ol cichaiios, the semm- and glamoortosid-ndschie
kizar | (30K are poserial regulsions of HF-xB activiy
[45]. Stadies: toree also shows thal Se adwanced ghroation
end produds: {AGES) and thelr receptors {LACES] as2 -
valved In this proces |46, 47).
HE-KER |5 2 DMNA-bisding profeis (hal contribaules o the
proces of vasoular cldNictics by mullipk scchanians. B
the irarscription o THEe, IL1E, a=d LS, erobles fhe
arttnn of the EANKL/RANK pathway, amd o moduiale the
proinfiz=mmalory oeode in VEMCE when asmdaled with
B¢ WHNTif-oxieniz sgmalng palhway &= ressomss (o
i B asx fhe GldSciion of
WEMCE by the expression of meh Bomechox 2 {MEXT) amd,
orecquesily, Auni? Alm, 8 imcreass the exprossion of
Inisietzpratin (TP}, 2 destabflzing RNA prolein, and re-
duces The ANEH mENA decresing pysophosphoie levels in
b extracelluia spae [47, 4E].

Cardicingy Reszarcs and Practics

23 Camomicsl Sigmaling Mol ‘Beta {stein
(WnLP Caleninl. The Wel'F cieni=z pathway |5 immived in
2 wvarigy of physinlogical proceses including Heuefongan
difk=eniatios, mesphegeness, and &= masy Epecis = he
development and progresion of vascuar I:tul This
vy Ejury Edesdes esdoSaial

mmmmm“mm
cefl migratios. In aduls, Sese ghpopreleine ke part of the

key deveiopmemial and plysningicl prooess, Ecuding
ﬁwmmupﬂm,mw

The acihvaiion of the Wn pallreay & he
bizding of 2 'Wei lznd Eum the eximoivbr envinonmess
In fwo trassmemisrase proleing 3 Pricded peodeis arting as
the receplor and a ow-densly Epoprodes reoepeor-relaled
prodein 5 or & [LIpSME) adisg ax 3 conaceplor |50 11 i
estbllssad That this pathway &= ceonlial Sor the VSMOC
difkseniiation |51)

The ‘Wniff-calesin reless is eshanced by e acSion of
difk=enl mackaniems [15]. We c2n manbon Msp2 s
presses L anbagonis! Dk ol isberacis wil & LEFA6
oreceplor |52

WHNT/g-calesin acds by Simulaling the prodedion of
Bunx?, the main OV Sxcfor, aod conssquendly e 597

lacinr (osleric) durisp Byperphosphalemia
[53]. Also, i Can parScpale sven meere In e cidicatios by
Induction of MMFZ 2sd MMPD In WSMOs and Sas plavsa
crucial roie = The progressen of this phenomenos, [ 5]

19, Penlraxin 3{FTXI). Foenirasin 3 (PFTX3) is 3 mesber of

the pentraxin famiy. 1L & prodeced prisarily in the Hverand
vy endolheisl cels in o THRT, IL-1, and [L-
& [52-54]. 1 is alse relegsed by pesiphesal Bood beskooyles,
myeloid dendriic cells, mmeath =muscy celle, fbrohbds,
adtpocyies, mesghl, and cpithelial ool B
has heem reporiad fha FTX3 induces the expression of
EANKL by homan osleoblass, promotsg osooclasio-
pesesh i= vitre culher svslem [53-55]

In 3 popuasion-haesd sludy with apparesily healiy
aduiex Som Toer ci=nic groups, PTO was amdaled with
C% [ sk faciors, subcinicl W0, CAC, and cimicl CFHID
cvonis. Thess assdiations were of CEP sup-
poriing The hypothesls Sai PTXI reflecs diferenl axpecis of
asprosciemels- rexsd i=flammatien San CEP [5E).

)0 Vsowiar {siijficabon-inkisiling Faolon: Taogsmic
Fyrophespiale. Inorganic pysophosphaie (FF) & the main
Izrem cidiiclics inhilor fowsd in exracefular space
[%2]. The P is prodoeced in VEMOS and trassporied Som
the nirazelalar io the exraceluiar evimmmend by e
membrane molss ANK (progresive askylosis or AMEH)
[25]. It aisn ds peoduced in the Hver through ATF-bindisg
cassrite sublamsly O member & (ABOCE) prolein |57].
PM & Bpdrodymd by ecio-madecSde pyophosphoasy’
phosphndicsizraes (EMPPM) and ool bsser-monspociiic
alkine phospiates [THAF) promaeting paiSophysiol ogicl
vl cilcificaiion |58, 59]. High extraceliuiar phnsphaie,
which |5 frequesy presesl in CED, dlabetes, and zortic
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calcihication, reduces the produdson of FF by iscreasng the
expresion of ENPM and THAP by indocsg apopiosis of
e VERICS | 2E5-50] Howewer, in olber work, B was ob-
served = experimenial models thal P synthoss Increses in
VEME during phosphale-indeced ciifcbios ooause of

mmpensRoy mgulatos of PR eximoiubr meabolsm
[40].
211, Malnx s Prolein {MGPL. Maisis gh peoletn (MG s

(mesencEymal
varubr, and chondrocyies) The expression of e MOP
pesi Can b reguiated via various mechanisme thal have the
poiental o emme genomic biomaskes Sor the prediction
of vieruly cicfciios (W0 progesion |61, 611

MOP acs = 2 potesi insshiRor of VW The mechomism of
ariion incledes direcd SshibéSon of cilcem-phosphoe
precpitation, the formaison of maer weicks (M), he
formation of 2popobic bodies, and differenbation of W5
[535]. The spediic acfion of MM muld b relsied o the
functiosal ishitdion of BMP  and EMP-4, which have a
simdar srudure |61, £3].

212 Fetuin-A (F-AL Slrong cvidence izdicales S22 Buman

varulbe smooth muse cofls exposed i Clomges = e

exsurilar clidum asd ooncenirasion wn-

dergo phemohypic differesiaSon leading 1o cidbction,
Iv in chronic iekdney dissse (KD [60, 6]

F-A =2 , Whith = aduls is wm-
ISesired by the Hver, & a drosialing protelzacecus Qlas
caiion inhiviior, heimg abic &0 bind =100 C27'° Ions per
moictule When F-A 5 expossd fo Bigh cidum and
phospiaie comcesiralioss, S melecuios coalesce o form
e primory calcpeoiein paiicdes ((FFs] Thal antain
ammphous cldam phosplate with a2 diameler of
S1-100=m, and F-A kegps Thess in soludicm and
prevens 8 from precipiiabios |47-55]

Rarrvational shudies have shown @28 seram F-A -
duction was ssocialed with higher overall morniality and OV
in paifenis with CRID [85, ] Mice delicest in F-A pro-
semied sofl sser cidbcdion when ireated will dicis
enriched Wi vilamin [} or pansphores. In a2 stady with

regression anaiyds revealed Lsal B4 levels wost
correlaied with The peesence of cronary aldfadon (0L
054, 355 O3, P=01035). Simdarty, ow serem F-A leves
wime Bsocied Wil of {Ir in a lage
mulsEEnic popuiaSion withoul cinscl O 1, regarndles of
tmaditional OV misk faciors, gemder, cihnicgy, and senal
unctiom |57, 58]

ke polymorphisas in the comesponding a2- Hesemarns-
Scamid FEne (AHSO) wer Sown o e B
sociabed will F-A sorum leveds. b ihe Diabeies e Stady,
SM s of this moleruk: were anahyed in 528 dhbelic adpils;
e mulsvaras fwn EMPs in ARESC In the exon
regiom &7, 2531 and ss0P063L, showed a significsi
association with CAC [69] Howoer, i recend ssady, [he

5

miciprutar anatyss of b A HSCG TISS5 gene variand dre4g1E)
was perfemed whes ndbriduals wil oo CAC o 10 and
thise with CALC =10 were compered, and hee was no
significant amociation with F-A [0

213 Dsleoprofeperin. OPG 15 a crickine In the
bone mamrow derfved from stomal @l 1 acds on bone

remodeng by izhibding The bindisg of RANK io RANEL
on the surixce of nsiecdass and T pmphoopies [71). The
role in wasrular QlcSction & sol oomplcicly defined.

A penieciter alion was propoazd for S acceieraied
evoluon of athemcleross in OFG keockow! mice [72]
Foowever, mother sudy showed thal a'high el of QP was
associaied with 1 moderaic @ichm soon: is Sighin dizbetic
individuals | 73] Findizgs seppest thal NG can besod 25 2
disrase marker, incresing the levels of &is prolzin 2= a

[OMELSNory respmat: i S ings ol bon e mass and vasoalar
damage [74].

Inipmq:uih'e:ﬂ.ld'rnr 130 paticnis, Fesszn ol al
showed 21 dirvaied EAMKL levids were ssodated with
CHID [OR 175 [95% C1 L4184, F=0.035) [75] Reconiy,
Choe ol 3l analyzed gemciic variatices. usig SHFs repee-
seniabve of OPC [2T3E1E], AANE (rsLEOSOR), and
BAMKL (173518 and imvestigaied ihe msocalios: with
albemschemtic plager imsiahily assemed by mrdiac cih-
clerimtion. It was foand fha the =on-TT gesolype of
reASRATE? FLANEL SMF was an independent risk facior for
the oooiETEnce of aCie JOeDEary syndrome [76]

214 Dickkopf Prolein (kL Toe Dk membens mcude
Dkk I, L 3, and 4, among which osly Dik | is considered
Inkibiloes of the cnonical pailwey Wel'H-aiesin, by
blecking s inderariion with ooceoepiors 5 and 6 of LDL
(LRISIB] [77] Stndies showed thal Dkk-1 attesuaies the
expression of Runcl, which is 3 csomcl ‘Wt targel asd an
Imporant trmsoriplios fator Sor the C rms-
difkzenliation of ¥SMOs [33] 1% has been suggesicd Sad
high lewels of (k-1 may cwnirbuie 1o the Sormasion of
unsaz plaque by ishitding Sc deposiion of difuse
profcciive cicficiioss, in addiion o infleencng the ol-
i composiion of the phque [PE].

Some sindies relabed clevaled serum levels of Dikkl and
the presemce of Wi by CAC [79] Levels of Dkk- | were also
independeniyamncired with 2 composite of cardi rrasosar
deaih, il isfxriion, or stokr amd with oo
varube deih Zone [80). Fang ol al. showed, in dizhetic
mice, wilh induced kidsary diseaes, (hal the combizasion of
Dkkl nevimalization aud reducdion of winary phesshale bra
phospiaic Egand was seflicksd o derreass vasouar caid -
nNcation |63].

215 Somostin. Froben thal has boen @scowstd In genetic
sindics of rare scierosing bone dysplisas 0 hemans is
encoded. by the SOST gene [E11 1L 0s 2 190 améno add
piyooprolein, 3 member of AN I struciure
comiss of fowr @l cpene bonds sysibesTed by

nsizocyics with thelr gene cxpression alsy prodoed i the
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Tams b Coelirued
. ‘Wi conerepion ke spon scitmdion kod o
LAP='s [1DL LRPsd (LI oodwicd .
s (LD, reveper- B PR abdimtion of Pcatmie, ruclar Mucka
uuudwin}uz:ﬁhpim
0 . SFPL & 1 bk a1 Inhehiizr of rencralidion and ooiopic Micekin

kkineys, Bver, placenta, aad carziape. H binds io LRI {low-

dendly Epoprodein morpion) 5 and 6 of S osieoblds,
Inhdziing the Wl paitway, whith i 3 group of prolans
Iai Nimiiion as the geselic sianating of cefl protif=ration and
L= increase of oswoblelic acivily a=d with I=iagoeisic
arisviny 1o EMWP i= the bane [31].

In vi=m, =mierostin was in fhe cldsoaiaon
proces of vasoular smoolh musce Cels [74]. Reconlly,
Mgupes- Yamamode o al. showed In 2mi o moded sudy T
sClemeiin proleciad 5S¢ organsm rom ViC by Rppressg
EMP2 producsion [42]

Bevaled seram kel of This Eoles inindviduak with
chronic kidsey dsrase wore aseociaied with 3 lower maoo-
Lty rzte. which k=ds o L Bypothesis [hal sckeretin o -
evazon & relxisd in fhe prolective lunciion agens vasoalar
cldicxEien [£3).

116 Osteaponiin (OFL The ok of OF in veole oS-
catiion is <=3 controversiad il &2 prolein thal 2o by bindisg
L oslociasls wE3 n and stimalales cidum
redbenapiive 3SRy L was Mousd i calbd ed vasouiar Hsmie
= an cxperimesial model, S potel insibis the miner-
alizatics of vasoular oo musce oolls by dired bindisg 1o
@idu= orysials [B4, £5). However, i 2 sady by Eenezin
ef al, 136 subecis with type 2 DM and e

Ty disrass, 2 determined by the CAC, the OF
was an independent prodicior of coronary cikdScaison
(OR=3123, 95% (J= 1.00-5.3k, F= [0L044) [BS].

217, (enelic. In adddion o chemical medizlon, genetic

A pemoms-wide ssoclation study (OWAS) reporied a
bidal ool 31 DOV -assosciatend Tod 2t wide genomic dgeifioance
(P 5 ™), accountieg for oaly 104 of OV heriabilty.
Thi el may be cxplained peobably boomse of the
polygenic sxtice of 15 inos [demtiSed [E]

a2 fom the CARDMNOGRAMplasCAD Cossortium
siudy, with &3 746 cases and 130,681 controls, keS8 15
locd of genomic sgniicece. Inisally, di iod had neleasd
crdiovascnls  phemoivpes, ABCICE  APCH,
GUNCYLAS, PLO, LPL, and FES. FLG & bz LA, and
L5 risk wariaed of PLO 42531 5] s sircagly asmcialed with
clevalasd 1p{a) | levels. OF S 30 Jod of muscep-

bhisty fo CAD previosly reporied in Edhvidmls of Fa-
popean amd Soath Astan descent, PEMIT, APOE, LDLE,

COLAAL LIPA, APDAL APOAS, FRAME, 2ad MCSKY 2lsn
prml.'pi:'n:lnt csaracieristis direcdy rolevani o the

for shabisansahic gea The— 1740 alleke of
thi: IL-6 gene =2 been shown 0 ncress the risk of pro-
promiom of oromary plagues Over 4 JEEs [§5]

In Zmolher in viso sisdy, et we of
thi: cannabésnid receplor ype 1 gese (CMRI], which 12 an
Inf=m=aiory marker &= Ahesmcerolic phgues, omgared
In mormad arienes, bal not exclhasteely i vulnenble phgues
[5£].

In 2 me@-analyss of boad aomic smcdatios, 25,100
European ancesors 3md Aficn anostors Wil CD and
51350 parsdpanis wng CAC 2nd oendid madial-intimal
lhickening messured by oend probain-
eEng varans = APOE 2 They wet S geiculy -
caird wilh subclinecd and cEnicl aSerosclemss, imde-
pendenily of enidiy (odds S 077, P= 1 107" [37].

Thamz d 3, = 3 oms-sechional =Endy with white
Individials, 3 polygesic risk =cone derfeed from an
ol 50 EMP's thal had genomic simifiance Sr ssodation
with coronary asiery diseoss = provious shadies and Hiestyke
were assnchyied with CAC The siandardized CAC was 46
Agaizinn usils (93% 3, 39 1o 5] among particizasis with

genetic risk, maparad 1o CAC 2| A gsion umlis (95%
I, 1B i I5) among Sne wilh low genetc sk (P 0001
CAC was signiscasily higher amosg parscpanis with an
unfvorzhke 1 lhan z=ong Snse with 3 fnomble
Hiestyle CAC 46 Agision unils [95% O35, 40 2 53) versus
CAC 28 Apsinn wmils [95% O, 2590 31) {P < LU JEE]

A ool revicw of ihe Reragere with Twelve
sindies ssowed hal ADAMTST polymarphisss, especialy
ENF red3B02 allele, foree been oesisiendy amncdned with
CAD. ADAMTST resdIB2E was congdsiendly mizmd io
omomary ariery disgas: bolh cronary aicry cldSoiion
ind CEOEEy arsey sonods [39]

Vaz 5efen ol al closiated polygenic smns based on
ENPs wilh P ovalues Teporiad by the CARDHD-
GEAMplusCID? coosoriium Ul reached 2 predefined
threshold  (<5=107°, 5w 107, <SxI07", <S50,
<5x 107, L5, o, <12, 13, <14, 3d <05 which

resulied i= 11 k model matxsing betwees 32 and
15 475 5WPs [E] Laler, they iS¢ meoctatios with
EC in 1590 ol the Duich and Belgian Limg

Canms Sceening (NELSOM) tral This polygenic modzl
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ol expixn up in 13.9% of the varance oteerved in CAC
This sugpesis thal 2 substamtial fraction of B hereditary risk
for CADYAI s mediated by arieral clcicSon. Eedds, B
waz cherved ol genebc v smdaied with s=um
lipad levels and L5 body mas Index influesce The kel of
CAC |m]

Mendellan disorders are relaiod o vasoabar cidhcion.
For example, in genome- wide associalion, sadies were able
Lo Identiy kot 3l 6p21.3, 10213, and 9pI asociaied with
CAC B we also showed Thod ENMPMthal encodes 2 cell
sumfare protein thal regubses cxsaceluiar phosphale 1s the
pese responsbie for [diopaihic infantle arierial clcSolion
CILACT) |

Regenily, muations in The ABOCS peme encoding a
imnsmembaane ATF-bindisg profeis were described n 14
of 18 chilidres w85 [1AC and peudermSam chasioum.
An z=imal modd sugpes tsal the ABCOCS gene is relaisd 1o
riopic and wvizoular cidfcilion. This cidficlios was
abiibabed io reduced levels of y -CrboniaSon of mamixgla
protein (40P, an impertanl cldbction Inhistlor |24 ]

3. Comclusion

The ¥ bas 2 compics pathophysiology =il under imves-
Ligation. The kmowicdae of the relaZionssip of peselic facioss
with this process ceriaishy becomes imporianl, sol oely Sr
L5 Niid of besic reseomch bul aleo for bemer detnition of
progresioz, progeoss, and provasion of sew [hemaples in
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