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RESUMO 

 
O acúmulo dos produtos finais da glicação avançada (AGEs) pode estar envolvido na 

progressão de distúrbios ósseos relacionados à doença renal crônica (DRC). Buscamos 

determinar a relação entre AGEs mensurados no sangue, pele e osso com parâmetros de 

histomorfometria, proteínas ósseas, expressão gênica e biomarcadores séricos do metabolismo 

ósseo em pacientes com DRC estágios 3 a 5D. Os níveis séricos de AGEs foram estimados 

por pentosidina, hemoglobina glicada (A1c) e N-carboximetil lisina (CML). O acúmulo de 

AGEs na pele foi estimado a partir da autofluorescência da pele (SAF). O acúmulo de AGEs e 

a expressão de receptores multiligantes para AGEs (RAGEs) nos ossos foram avaliados por 

imuno-histoquímica; amostras ósseas foram utilizadas para avaliar a expressão de proteínas e 

genes e para a análise histomorfométrica. Os dados são de 86 pacientes (idade: 51 ± 13 anos; 

60 [70%] em diálise). Os níveis séricos de pentosidina, CML, A1c e SAF foram de 71,6 

pmol/mL, 15,2 ng/mL, 5,4% e 3,05 unidades arbitrárias, respectivamente. AGEs cobriam 

3,92% do osso trabecular e 5,42% da superfície do osso cortical, enquanto os RAGEs foram 

expressos em 0,7% e 0,83% das superfícies ósseas trabeculares e corticais, respectivamente. 

O acúmulo de AGEs no osso foi inversamente relacionado à relação RANK-L/PTH (ligante 

do receptor ativador do fator nuclear kappa B/paratormônio sérico) (R = 0,25; p = 0,03), e a 

expressão de RAGE foi negativamente relacionada à fosfatase ácida resistente ao tartarato-

5b/PTH sérico (R = 0,31; p = 0,01). Pacientes com maior acúmulo de AGEs apresentaram 

diminuição da expressão de proteínas ósseas (esclerostina [1,96 (0,11–40,3) vs. 89,3 (2,88–

401) ng/mg; p = 0,004]; proteína relacionada a Dickkopf-1 [0,064 (0,03–0,46) vs. 1,36 (0,39–

5,87) ng/mg; p = 0,0001]; FGF-23 [1,07 (0,4–32,6) vs. 44,1 (6–162) ng/mg; p = 0,01]; e 

osteoprotegerina [0,16 (0,08–2,4) vs. 6,5 (1,1–23,7) ng/mg; p = 0,001]), aumento da 

expressão do gene p53 e redução da expressão do gene Dickkopf-1. Pacientes com níveis 

elevados de A1c sérico apresentaram maior porosidade cortical e Mlt e redução da superfície 

osteoblástica, superfície de reabsorção, superfície osteoclástica, taxa de aposição mineral e 

área ajustada. A espessura cortical foi negativamente correlacionada com os níveis séricos de 

A1c (R = 0,28; p = 0,02) e pentosidina (R = 0,27; p = 0,02). O acúmulo de AGEs nos ossos de 

pacientes com DRC foi relacionado à diminuição da expressão de proteínas ósseas, alterações 

na expressão gênica e aumento da resistência esquelética ao PTH; os níveis de A1c e 

pentosidina foram relacionados à diminuição da espessura cortical; e os níveis de A1c foram 

relacionados ao aumento da porosidade cortical e Mlt. 

 

Palavras-chave: produtos finais de glicação avançada; distúrbio mineral e ósseo na doença 

renal crônica; doença renal crônica. 



 
ABSTRACT 

 

The buildup of advanced glycation end products (AGEs) may play a role in the worsening of 

CKD-related bone conditions. Our study aimed to examine the link between AGEs present in 

blood, skin, and bone with histomorphometry parameters, bone proteins, gene expression, and 

serum biomarkers of bone metabolism in patients with CKD stages 3 to 5D. We assessed 

serum AGEs via indicators like pentosidine, A1c, and CML. Skin AGEs accumulation was 

gauged through skin autofluorescence (SAF). The accumulation of AGEs and the expression 

of multi-ligand receptors for AGEs (RAGEs) in the bone were evaluated by 

immunohistochemistry; bone samples were used for protein and gene expression evaluation 

and histomorphometric analysis. The study involved 86 patients (average age: 51 ± 13 years; 

70% undergoing dialysis), median values were: pentosidine - 71.6 pmol/mL, CML - 15.2 

ng/mL, A1c - 5.4%, and SAF - 3.05 units. AGEs covered 3.92% of trabecular bone and 5.42% 

of the cortical bone surface, whereas RAGEs were expressed in 0.7%and 0.83% of trabecular 

and cortical bone surfaces, respectively.  A negative relationship existed between bone AGEs 

accumulation and the serum NF-κB ligand/PTH ratio (R=0.25; p=0.03) and between RAGEs 

expression and serum acid phosphatase-5b/PTH (R=0.31; p=0.01). High AGEs accumulation 

corresponded to lower bone protein expressions, a rise in the p53 gene, and a decline in the 

Dickkopf-1 gene. Elevated serum A1c was linked with increased cortical porosity and Mlt 

and a reduction in various bone surfaces and mineral metrics. Cortical thickness had negative 

associations with serum A1c (R=0.28; p=0.02) and pentosidine (R=0.27; p=0.02). In 

conclusion, in CKD patients, bone AGEs accumulation is tied to altered bone protein and 

gene expressions, heightened PTH skeletal resistance. A1c and pentosidine concentrations 

correlate with thinner cortices, while A1c is associated with greater cortical porosity and Mlt.  

 

. 

Keywords: advanced glycation end products; chronic kidney disease-mineral and 

bone disorder; chronic kidney disease.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

Atualmente a doença renal crônica (DRC) representa um desafio para a saúde 

pública global, com aumento gradual de sua ocorrência e prevalência, apresentando 

evolução desfavorável e custo de cuidados elevado. Mais de 10% da população mundial 

apresenta esse problema de saúde (1). A prevalência da condição aumenta com o 

avançar dos anos, afetando mais de 20% dos indivíduos acima de 60 anos e 35% 

daqueles com mais de 70 anos (2). No Brasil, de acordo com o último censo da 

Sociedade Brasileira de Nefrologia, em 2022 já existiam 153.831 pacientes em terapia 

renal substitutiva, com uma taxa de mortalidade de 17,1% ao ano (3). 

 

Na DRC ocorrem alterações nos parâmetros do metabolismo mineral e ósseo que 

surgem precocemente durante a progressão da disfunção renal. Essas alterações 

representam uma causa significativa de morbidade e diminuição da qualidade de vida 

para os pacientes afetados (4, 5). Em 2006, o termo "distúrbio mineral e ósseo da 

doença renal crônica" (DMO-DRC) foi proposto pelo grupo de trabalho do Kidney 

Disease Improving Global Outcomes (KDIGO) com o objetivo de descrever a disfunção 

geral do metabolismo mineral e ósseo causada pela DRC (6). O DMO é uma 

complicação importante da DRC e causa efeitos sistêmicos, resultando em doenças 

cardiovasculares, fraturas ósseas e aumento da mortalidade (4, 6-9).  

 

A fisiopatologia do DMO-DRC é um processo complexo que engloba a 

interação de hormônios, citocinas, proteínas e diversas vias de sinalização celular (10). 

Esse distúrbio está diretamente relacionado ao acúmulo de várias toxinas urêmicas, 

como o fosfato, paratormônio (PTH) e fator de crescimento do fibroblasto 23 (FGF-23), 

as quais exercem efeitos deletérios em vários órgãos e tecidos, principalmente no 

sistema cardiovascular e ósseo (11, 12). Dentre as toxinas urêmicas, estão os produtos 

finais da glicação avançada (AGEs), cujo efeito no metabolismo ósseo de pacientes com 

DRC é pouco compreendido (13-15).  
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Geração de AGEs  

Os AGEs representam uma classe diversificada de substâncias formadas pela 

reação não enzimática de glicação, que envolve a ligação de moléculas de açúcar a 

proteínas, lipídeos e ácidos nucleicos. Essa reação ocorre por meio da via clássica de 

Maillard, uma sequência intricada de transformações químicas, descrita pioneiramente 

pelo químico e médico francês Louis-Camille Maillard no início do século XX (16). 

(Figura 1). 

 

 

 

Figura 1. Fotografia histórica de Louis-Camille Maillard (1878-1936), capturada 

em seu laboratório, presumivelmente no ano de 1915. 

 

Louis-Camille Maillard foi um pioneiro na compreensão dos processos químicos 

envolvidos na formação de compostos de glicação. Ele observou que, quando 

aminoácidos e açúcares reagem em condições adequadas, ocorre a formação de 

produtos que conferem cor, aroma e sabor característicos a alimentos cozidos ou 

processados. Essa reação de glicação é responsável pela formação de pigmentos escuros 

e pelo desenvolvimento de sabores e aromas complexos em diversos alimentos, como o 

dourado da crosta do pão ou a cor e sabor característicos da carne grelhada (16). 
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A reação de Maillard, também conhecida como reação de glicação não 

enzimática, inicia-se com a fase de glicação. Durante este estágio, um grupo carbonila 

de um açúcar redutor (como a glicose) combina-se com um grupo amina presente em 

aminoácidos ou proteínas, resultando em uma base de Schiff instável e reversível. Este 

composto então sofre um rearranjo estrutural, dando origem a um produto intermediário 

mais estável denominado produto de Amadori. O produto de Amadori é caracterizado 

pela ligação covalente entre o açúcar e a proteína, sendo a hemoglobina glicada um 

exemplo conhecido deste tipo de produto. Posteriormente, em uma etapa conhecida 

como etapa de rearranjo e degradação, os produtos de Amadori podem sofrer diversas 

reações químicas, como oxidação, desidratação e polimerização, levando à formação 

dos AGEs (Figura 2) (17, 18). Em síntese, a reação de Maillard constitui um processo 

químico intrincado que engloba a glicação de proteínas e aminoácidos por açúcares 

redutores, resultando na formação de produtos intermediários de Amadori e, 

posteriormente, nos AGEs.  

 

Uma rota alternativa para a formação de AGEs é a via do estresse carbonílico. 

Neste processo, lipídeos e carboidratos passam por oxidação, gerando compostos que 

podem ser classificados como produtos finais de lipoxidação (ALEs) ou produtos finais 

de glicoxidação avançada, dependendo da natureza dos substratos envolvidos. Este 

mecanismo inicia-se com a síntese de compostos dicarbonílicos ou aldeídos altamente 

reativos, tais como metilglioxal (MG) e glioxal. Estas moléculas reativas interagem com 

aminoácidos, promovendo a formação adicional de AGEs. É a ligação covalente entre 

as estruturas dicarbonílicas e os aminoácidos que facilita a geração de AGEs nesta via 

de estresse carbonílico. (19).  
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Figura 2. Vias de formação de AGEs e ALEs. Adaptado de Luevano-Contreras, 2010 

(20). 

 

Posteriormente, constatou-se que o fenômeno da glicação ocorre de maneira 

contínua no organismo humano, acumulando-se de maneira lenta e progressiva durante 

o processo de envelhecimento. Entretanto, a incidência de condições como diabetes 

mellitus (DM) e DRC pode precipitar uma formação e acúmulo mais rápidos de AGEs. 

No contexto do DM, essa aceleração ocorre primordialmente devido à exposição 

prolongada a altos níveis de glicose. Já em situações de uremia, a aceleração se deve 

majoritariamente à diminuição da taxa de filtração glomerular (TFG), sendo também 

potencializada pelo incremento na síntese de AGEs (13, 21, 22). Além da hemoglobina 

glicada, outras substâncias, como a pentosidina e a carboximetil-lisina, representam 

exemplos de AGEs que têm sido extensivamente investigados. A pentosidina tem 

origem na glicose, enquanto a carboximetil-lisina é originada a partir do açúcar 

metilglioxal. Estas moléculas são frequentemente utilizadas como biomarcadores para 

avaliar a presença e o acúmulo de AGEs em tecidos e fluidos biológicos (13, 23). 

 

Estudos têm demonstrado que a pentosidina (PEN) e a carboximetil-lisina 

(CML) estão associadas a várias condições patológicas, incluindo diabetes, doenças 

cardiovasculares e doença renal crônica. Por exemplo, níveis elevados de pentosidina 

foram encontrados em ossos de pacientes em diálise, indicando uma relação entre a 
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acumulação de AGEs e a saúde óssea comprometida (24). Essas moléculas de AGEs se 

acumulam com a progressão da DRC e ativam sinais intracelulares por meio de 

receptores inespecíficos, específicos de AGEs (RAGEs) e mecanismos não mediados 

por receptores, levando ao aumento da produção de espécies reativas de oxigênio e 

citocinas inflamatórias (15, 25). 

 

Receptores dos AGEs 

O sistema de receptores específicos para AGEs é intrincado e desempenha um 

papel fundamental na modulação das respostas inflamatórias e antioxidantes associadas 

aos AGEs. O receptor oligossacaril transferase-48 (AGER1) tem uma função 

proeminente na identificação e detoxificação dos AGEs, diminuindo suas concentrações 

tanto em ambientes intracelulares quanto extracelulares. Esta ação proporciona 

propriedades antioxidantes significativas e confere proteção contra os danos celulares 

induzidos pelos AGEs. Em contraste, o receptor RAGE, um receptor transmembranar 

presente na superfície celular e membro da família das imunoglobulinas, potencializa os 

sinais inflamatórios iniciados pelos AGEs, através de múltiplos mecanismos. 

 

Em condições fisiológicas normais, a expressão do receptor RAGE é restrita em 

diversos tipos de células, incluindo células musculares lisas, células endoteliais, 

osteoclastos, osteoblastos e células paratireoideanas (13, 26-28). No entanto, em 

cenários patológicos específicos, como diabetes mellitus, doenças autoimunes e estados 

inflamatórios, nota-se um aumento significativo na expressão do RAGE, acompanhado 

de uma diminuição nos níveis de AGER1. Esse desequilíbrio resulta na supressão dos 

mecanismos antioxidantes de defesa, favorecendo a promoção de processos pró-

oxidativos, o que facilita a progressão dessas enfermidades (29). 

 

A interação entre os AGEs e o receptor RAGE potencializa as respostas 

inflamatórias na DRC ao estimular vias de sinalização, incluindo a via do fator nuclear-

κB (NF-κB). Este estímulo eleva a produção de citocinas inflamatórias, como a 

interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral-α (TNF-α) (13, 

29). Este processo pode afetar negativamente as funções dos osteoblastos, 

comprometendo assim a homeostase óssea na DRC. Por outro lado, estudos sugerem 

que a inibição do receptor RAGE pode prevenir a ativação do NF-κB, delineando uma 

possível estratégia terapêutica para o futuro (13). Ao intervir nesta via de sinalização 
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inflamatória, a inibição do RAGE pode ajudar a mitigar as respostas inflamatórias 

intensificadas associadas à DRC. 

 

Degradação e remoção dos AGEs 

É crucial destacar que os AGEs podem ser eliminados do organismo através de 

vias enzimáticas, como pela ação da glioxalase, e por mecanismos de defesa inata. A 

glioxalase é uma enzima que tem a capacidade de metabolizar e eliminar os AGEs do 

corpo, facilitando a diminuição de suas concentrações. Concomitantemente, 

mecanismos de defesa inata, como as lisozimas, têm um papel significativo na captura 

de AGEs, promovendo sua excreção acelerada pelos rins (13). Esses mecanismos 

trabalham em conjunto para mitigar os efeitos nocivos dos AGEs no organismo. 

 

Marcadores do metabolismo ósseo e efeito dos AGEs no tecido ósseo 

A remodelação óssea constitui um processo dinâmico, ocorrendo ao longo da 

vida de uma pessoa e abrangendo todas as regiões do esqueleto. Este processo, 

fundamental para substituir tecido ósseo antigo por novo, é coordenado 

meticulosamente por influências locais e hormonais, envolvendo células especializadas 

na reabsorção (osteoclastos) e formação óssea (osteoblastos). Qualquer desequilíbrio 

neste processo de reabsorção e formação pode culminar em perda significativa de massa 

óssea, com consequências sérias, como o risco elevado de fraturas (30, 31). 

 

Indivíduos com DRC apresentam um risco particularmente elevado de 

desenvolver distúrbio mineral e ósseo. Essa condição é precipitada por desequilíbrios 

nos sistemas hormonais e locais que regulam a homeostase de cálcio e fósforo, 

ocasionando alterações na mineralização e propiciando calcificação vascular. Tais 

fatores são cruciais na fisiopatologia do DMO-DRC e já podem ser observados desde as 

fases iniciais da DRC (32).  

 

Novas técnicas e marcadores estão sendo desenvolvidos com o objetivo de 

aprofundar a compreensão da regulação dos processos de remodelação e mineralização 

óssea. Além das análises histomorfométricas tradicionais e dos testes padrão, como a 

mensuração dos níveis de PTH e fosfatase alcalina, essas estratégias inovadoras aspiram 

fornecer uma perspectiva mais abrangente sobre a dinâmica e o estado atual do 

metabolismo ósseo. Tais estudos destacam a importância dos osteócitos, que funcionam 
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como mediadores centrais na coordenação das atividades entre os osteoblastos e 

osteoclastos (33).  

 

Marcadores não convencionais do metabolismo ósseo, como FGF-23, ligante do 

receptor ativador do fator nuclear kappa-B (RANK-L), fosfatase ácida resistente ao 

tartarato 5b (Trap 5b), osteoprotegerina, esclerostina e Dickkopf-related protein 1 

(DKK1) podem ser dosados no sangue e no tecido ósseo, tornando-se cada vez mais 

relevantes para a avaliação do estado do metabolismo ósseo em pacientes com doenças 

ósseas, incluindo a DRC. O FGF-23 é um hormônio que desempenha um papel crucial 

no controle do metabolismo do fósforo, influenciando a homeostase óssea (34-36). 

Osteócitos e osteoblastos secretam o FGF-23 no osso, e estudos mostraram que a super 

expressão ou supressão do FGF-23 está associada a defeitos na mineralização (37, 38). 

RANK-L é uma molécula importante no processo de reabsorção óssea, atuando como 

um mediador chave no desenvolvimento da osteoporose (39-41). Trap 5b é uma enzima 

específica dos osteoclastos e é um marcador de reabsorção óssea. Osteoprotegerina, 

também conhecida como fator inibidor da osteoclastogênese, é expressa pelos 

osteoblastos e desempenha um papel central na regulação da massa óssea (42). Por fim, 

a esclerostina e a DKK1 são inibidores da via Wnt/β-catenina e são considerados 

reguladores negativos da massa óssea. A esclerostina é produzida principalmente pelos 

osteócitos, enquanto a DKK1 é produzida principalmente pelos osteoblastos (43, 44). 

Esses marcadores, quando mensurados, podem fornecer informações valiosas sobre a 

atividade osteoblástica e osteoclástica, bem como sobre o desequilíbrio entre formação e 

reabsorção óssea, auxiliando no diagnóstico e monitoramento de doenças ósseas. 

Existem poucas informações disponíveis sobre a relação entre o acúmulo de AGEs e a 

expressão desses marcadores na DRC.  

 

Além das proteínas e hormônios, a expressão e regulação de genes ósseos são 

processos complexos, e há escassez de estudos científicos sobre a relação entre AGEs e 

genes ósseos em pacientes com DRC (45-49), ressaltando a necessidade de mais 

pesquisas nessa área. Através de técnicas como reação em cadeia da polimerase em 

tempo real (rt-PCR), é possível analisar a expressão desses genes em amostras de tecido 

ósseo de pacientes com DRC e investigar a associação entre o acúmulo de AGEs e 

possíveis alterações na expressão dos genes envolvidos no metabolismo ósseo. Os genes 

específicos como SOST, DKK, ß-catenina, FGF-23, Osterix, p53, RANK, RANK-L, 
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OPG, BGLAP e colágeno 1 desempenham papéis cruciais na regulação da formação e 

remodelação óssea. Ao analisar a expressão desses genes, é possível identificar 

desequilíbrios no metabolismo ósseo que podem levar ao desenvolvimento de doenças 

ósseas, como osteoporose, osteopenia e outras condições relacionadas.  

 

No nível celular, os AGEs estão relacionados à diminuição da diferenciação e 

proliferação de osteoblastos, osteoclastos e à apoptose de células-tronco mesenquimais 

(50, 51). Os AGEs também afetam a produção de proteínas da matriz e levam a 

alterações estruturais do colágeno, através de ligações cruzadas (do inglês, cross-

linking) (52). Alguns estudos clínicos identificaram uma ligação entre AGEs, 

osteoporose e fraturas ósseas (53-55). 

 

A formação de AGEs no organismo é um processo bioquímico contínuo, 

inevitável e especialmente proeminente em tecidos com baixas taxas de renovação 

celular, onde o acúmulo de AGEs pode levar a danos estruturais e funcionais (13, 21). 

Deste modo, proteínas com tempo de meia-vida elevada, como o colágeno, tem maiores 

chances de serem glicadas. A formação e estabilização do tecido ósseo são processos 

complexos que implicam a interação de diversas células, minerais e matrizes proteicas, 

sendo o colágeno tipo I um dos componentes proteicos fundamentais da matriz óssea. 

As fibras de colágeno são estruturadas através da ligação entre moléculas individuais de 

colágeno, e essa estrutura é reforçada por ligações cruzadas, também conhecidas como 

crosslinks. Estas podem ser de natureza enzimática, catalisadas por enzimas específicas 

como a lisina hidroxilase e lisil-oxidase, ocorrendo em locais geneticamente 

predefinidos ao longo das cadeias de colágeno (56-58). Essas ligações enzimáticas 

aumentam a rigidez e a resistência do tecido ósseo, tornando-o mais robusto e menos 

suscetível a fraturas (59, 60).  Por outro lado, crosslink não-enzimático de colágeno 

ocorre como um processo de glicação constante. Neste processo, açúcares circulantes no 

organismo reagem diretamente com os aminoácidos do colágeno, formando ligações 

estáveis, mas não enzimáticas. Pentosidina e carboximetil-lisina são AGEs bem 

reconhecidos que possuem resíduos de lisina e arginina. Estes aminoácidos, também 

presentes nas fibras colágenas do tecido ósseo, acabam sendo utilizados como 

substâncias precursoras da formação dos AGEs (61). Portanto, ao contrário da formação 

de crosslink enzimático, o crosslink não enzimático pelos AGEs prejudica a resistência 

óssea. 
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No entanto, as evidências dos efeitos dos AGEs na DRC são escassas e os 

mecanismos subjacentes não estão completamente compreendidos. Em um modelo 

animal de osteodistrofia renal induzida por adenina, Aoki et al. observaram um maior 

acúmulo de AGEs em osteoblastos peritrabeculares e supressão da expressão do fator de 

transcrição relacionado ao runx 2 (RUNX2), fosfatase alcalina, fosfoproteína secretada-

1 e níveis de mRNA da lisil oxidase em comparação com animais normais. Os autores 

sugerem que essas descobertas representam a supressão da diferenciação e função dos 

osteoblastos (14).  

 

Chen et al. testaram os efeitos do fármaco ALT-711, redutor de AGEs, na aorta e 

nos ossos de um modelo animal. Eles observaram uma redução no conteúdo de AGEs 

ósseos, mas sem melhora na mecânica óssea (15). Em seres humanos, Mitome et al. 

observaram a presença significativa de pentosidina nos ossos de pacientes em diálise. A 

concentração de pentosidina estava inversamente relacionada à taxa de formação óssea 

e taxa de aposição mineral (BFR/BV e MAR) (24). 

 

Em conjunto, esses estudos revelam a necessidade de aprofundar o 

conhecimento sobre os efeitos dos AGEs no metabolismo ósseo, a fim de gerar novas 

hipóteses para compreender melhor sua contribuição para a fisiopatologia da DMO-

DRC. Por esse motivo, realizamos uma ampla avaliação do impacto dos AGEs nos 

ossos de pacientes com DRC em diferentes estágios e tratamentos. Nossa hipótese de 

trabalho é que a DRC esteja associada ao acúmulo de AGEs, o que por sua vez resulta 

na disfunção do metabolismo ósseo, expressa por alterações morfológicas ósseas, 

redução da síntese proteica e alterações na expressão gênica.  
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2. OBJETIVOS 

  

Nosso objetivo principal foi identificar e quantificar o acúmulo de AGEs e 

RAGEs nos ossos, além dos AGEs no sangue (níveis de pentosidina sérica, 

carboximetil-lisina e hemoglobina glicada) e na pele, para então estudar as relações 

entre o acúmulo de AGEs, histologia óssea, expressão de proteínas e genes, e 

marcadores séricos do metabolismo ósseo. 



 
 

 

26 

3. METODOLOGIA 

 

3.1 Desenho do estudo e população  

O presente estudo é de natureza clínica, transversal, envolvendo 86 pacientes 

com diferentes estágios de DRC, durante o período de fevereiro de 2016 a novembro de 

2017. Os participantes foram recrutados no Centro Integrado de Nefrologia (CIN) do 

Hospital de Clínicas (HC) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) e no 

HC da Faculdade de Medicina de Botucatu - Universidade Paulista (FMB-UNESP). A 

coorte de pacientes foi subdividida em três grupos: DRC 3-5, em tratamento 

conservador sem indicação clínica para diálise (N = 26), hemodiálise (HD, N = 32) e 

diálise peritoneal (DP, N = 28) (Figura 3). A seleção dos participantes foi realizada de 

forma sequencial e por conveniência, em estrita conformidade com os critérios de 

inclusão e exclusão definidos para o estudo. Importante ressaltar que nenhum dos 

pacientes havia participado de estudos prévios, e todos os procedimentos foram 

conduzidos conforme o protocolo de pesquisa estabelecido para este estudo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Desenho do estudo. Subdivisão da coorte de pacientes com DRC. 

 

Os critérios de inclusão abrangeram: idade superior a 18 anos, diagnóstico de 

doença renal crônica (DRC) nos estágios 3-5D, de acordo com o sistema de 

classificação Kidney Disease Outcomes Quality (KDIGO)  (62) e, especificamente para 

pacientes em terapia renal substitutiva, a necessidade de estar sob o mesmo tratamento 

(HD ou DP) por pelo menos 3 meses. A estimativa da taxa de filtração glomerular foi 

realizada mediante a utilização da equação CKD-EPI (63). No grupo HD, os pacientes 

estavam em tratamento crônico, com sessões realizadas três vezes por semana, com 

duração de 4 horas cada sessão, empregando dialisadores de alto fluxo e alta eficiência. 
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Os pacientes do grupo DP foram distribuídos entre DP automatizada (n = 18) e DP 

ambulatorial contínua (n = 10).  

 

Os critérios de exclusão abrangeram: histórico anterior de paratireoidectomia, 

hiperparatireoidismo primário, doença inflamatória crônica, transplante de órgãos 

sólidos, evento cardiovascular agudo nos 3 meses anteriores à triagem para inclusão, 

comprometimento cognitivo, câncer, infecção pelo vírus da imunodeficiência humana 

(HIV) e instabilidade clínica. No subgrupo de DRC 3-5 sem diálise, doze (46%) 

pacientes foram classificados como estágio 3 da DRC, onze (42%) como estágio 4 e três 

(12%) como estágio 5 sem diálise.  

O estudo recebeu a aprovação do comitê de ética da UNICAMP por meio da 

Plataforma Brasil (CAAE: 38108314.6.0000.5404, 45943115.9.0000.5404 e 

45777015.5.0000.5404) (Anexo 1), e todas as atividades clínicas e de pesquisa foram 

conduzidas em conformidade com a Declaração de Helsinki. O consentimento livre e 

esclarecido por escrito foi obtido de todos os participantes (Anexo 2).  

3.2 Dados clínicos e demográficos  

Informações clínicas e características demográficas foram adquiridas através de 

consultas clínicas e análise de registros médicos. Isso abrangeu detalhes como faixa 

etária, sexo, etnicidade, classificação do fototipo cutâneo, causas da DRC, antecedentes 

de consumo de tabaco, condições concomitantes, medicamentos prescritos e ocorrências 

cardiovasculares anteriores, incluindo condições como insuficiência arterial periférica, 

evento cerebrovascular, angina e infarto do miocárdio (IM). Para os participantes nos 

grupos HD e DP, também anotamos informações sobre a diurese restante (quantificada 

em mililitros diários), duração da terapia de diálise (em termos mensais), média de 

ultrafiltração (UF) por sessão (em litros), Kt/V, e o meio de acesso vascular utilizado 

(como cateter de curta duração, cateter tunelizado de longo prazo ou fístula 

arteriovenosa). 

3.3 Mensuração de AGEs por autofluorescência da pele (AGE-sAF)  

A análise dos Produtos Finais da Glicação Avançada (AGEs) depositados na pele 

foi realizada de maneira indireta, medindo a autofluorescência cutânea (sAF) na área do 

antebraço. Esta mensuração foi feita com o aparelho AGE-ReaderTM (DiagnOptics, 

Groningen, Holanda), como demonstrado na Figura 4. 
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Figura 4. Figura ilustrativa da aferição de AGEs com o AGE-ReaderTM 

 

O AGE-ReaderTM é um dispositivo de espectroscopia por fluorescência. O 

equipamento emite luz ultravioleta de baixa energia em determinada área tecidual de 

interesse, sendo neste estudo, pele; as moléculas de AGE aí presentes absorvem parte 

dessa luz e, em contrapartida, emitem fluorescência em um determinado comprimento 

de onda. Através de um sistema óptico e um detector de fotodiodo sensível, o 

dispositivo mede a intensidade da luz de fluorescência emitida. Com base nessa 

intensidade, o AGE-ReaderTM calcula um valor denominado Skin Autofluorescence 

(sAF), que indica a quantidade de AGEs armazenados nos tecidos e sua possível relação 

com doenças crônicas. A quantificação do acúmulo de AGEs é representada em 

unidades arbitrárias (UA). Áreas de pele com características ópticas ou de florescência 

alteradas e, portanto, com potencial de afetar a precisão da medição dos AGEs, como 

por exemplo a área do acesso vascular para HD, regiões da pele com manchas, verrugas 

ou tatuagens, foram intencionalmente evitadas. De acordo com informações fornecidas 

pelo  fabricante, o AGE-ReaderTM 
e seu software foram validados em pacientes com 

índice de reflexão de pele acima de 6% (Fitzpatrick classe de I a IV). Foram realizadas 

três leituras consecutivas e a média dessas mensurações foi o valor considerado para as 

análises estatísticas (64). 

 

3.4 Determinação dos níveis de AGE no soro 

A quantificação da hemoglobina glicada foi realizada por meio de um 

procedimento automatizado em laboratório, seguindo as diretrizes estabelecidas pelo 

centro de bioquímica do HC-UNICAMP (Equipamento Modular IIPR, Roche 

Diagnostics, Basel, Suíça). Os níveis séricos de pentosidina e N-carboximetil lisina 

foram quantificados seguindo as instruções do fabricante, utilizando ensaios 
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imunoenzimáticos (ELISA). Para a determinação da pentosidina, foi utilizado um kit 

fornecido pela Cusabio Biotech Co. Ltd., enquanto para a N-carboximetil lisina, foi 

utilizado um kit fornecido pela Blue Gene Biotech Co.  Os intervalos de detecção dos 

kits utilizados para a análise da pentosidina e da N-carboximetil lisina foram, 

respectivamente, 25–2000 pmol/mL e 5–100 ng/mL. 

 

3.5 Análise bioquímica 

A quantificação dos níveis de paratormônio intacto (PTHi) no soro (faixa 

padrão: 15–65 pg/mL) foi realizada utilizando técnica de quimioluminescência 

(Equipamento Liaison N-tact PTH CLIAR, Diasorin, Stillwater, EUA). Já os níveis de 

25-hidroxivitamina D (intervalo padrão: 30–100 ng/dL) foram determinados através de 

eletroquimioluminescência, enquanto a fosfatase alcalina (faixa padrão: 30–120 UI/L) 

foi quantificada usando método cinético colorimétrico (Aparelho Beckman Coulter 

OSR6104, Califórnia, EUA). As análises séricas de elementos como ureia, creatinina, 

potássio, sódio, fosfato, cálcio, ácido úrico, glicemia de jejum, colesterol total e 

subdivisões, triglicérides e albumina, juntamente com a hematimetria (incluindo 

hemoglobina e hematócrito), seguiram procedimentos automatizados convencionais do 

setor de bioquímica do Laboratório de Patologia Clínica do HC/UNICAMP (Sistema 

Modular IIPR, Roche Diagnostics, Basel, Suíça). A fosfatase ácida resistente ao 

tartarato 5b (TRACP-5b; intervalo padrão: 1,2–6,7 U/L) foi dosada usando um kit 

ELISA (Kit MicroVue, Quidel, Santa Clara, CA, EUA), enquanto a esclerostina foi 

determinada pelo teste Teco Sclerostin EIA (TecoMedical Group, Sissach, Suíça; faixa 

padrão: 0,2–0,6 ng/mL). O fator de crescimento de fibroblastos 23 (FGF-23), a proteína 

1 associada a Dickkopf (DKK1) e o ligante do receptor ativador do fator nuclear kappa-

B (RANKL) foram avaliados usando um kit de teste multiplex específico (Merck 

Millipore, Darmstadt, Alemanha). Para a análise, as amostras de plasma foram 

processadas utilizando o kit Milliplex Human Bone Magnetic Bead Panel (EMD 

Millipore Corp., Massachusetts, EUA), seguindo diretrizes do fabricante. A coleta de 

sangue foi organizada para datas específicas para pacientes dos grupos DRC 3–5 e DP e 

logo antes da segunda sessão semanal para aqueles em hemodiálise. 

 
3.6 Biópsia Óssea 

Amostras de biópsia óssea foram obtidas da crista ilíaca dos participantes, em 

ambiente ambulatorial, utilizando-se uma trefina com diâmetro de 7 mm, adaptada a 
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uma furadeira elétrica (De Walt™ e Rochester bone trephine™, EUA). Para avaliar a 

mineralização óssea, foram administrados dois ciclos de tetraciclina por 3 dias 

consecutivos (20 mg/kg/dia), seguidos de um intervalo de 10 dias. A coleta ocorreu 

entre o 3º e o 5º dia após a última dose do medicamento. Os indivíduos foram 

anestesiados localmente e sedados antes da obtenção do fragmento ósseo, através de 

uma pequena incisão. O fragmento foi considerado adequado quando continha osso 

trabecular e ambas as corticais.  

Depois de extraído, o fragmento ósseo foi dividido em três seções: a primeira 

destinada à análise de histomorfometria, a segunda para imunohistoquímica, e a terceira 

seção foi congelada em nitrogênio líquido e armazenada a -80 °C, aguardando 

processamento, quantificação proteica e estudo da expressão gênica (Figura 5). 

                     
 

Figura 5 - Esquema da divisão do fragmento obtido por biópsia óssea de crista ilíaca. 

 

 Para misturar uniformemente o fragmento ósseo, utilizaram-se tubos com esferas 

metálicas de 2,8 mm de diâmetro (OMNI International, Kennesaw, USA). O processo 

de homogeneização envolveu três ciclos de agitação, com cada ciclo durando 60 

segundos. Depois da homogeneização, tanto a proteína total quanto o RNA foram 

obtidos do material processado. O reagente Trizol™ (Invitrogen, Carlsbad, USA) foi 

utilizado para esta finalidade, e o procedimento de extração seguiu as diretrizes 

estabelecidas pelo fabricante do reagente. 
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3.7 Imuno-histoquímica e quantificação do acúmulo de expressão de AGEs e RAGEs 

no tecido ósseo 

A quantificação imuno-histoquímica do acúmulo de expressão de AGEs e 

RAGEs no tecido ósseo foi realizada por meio da adaptação de um método previamente 

relatado por Gomes (65). Em resumo, duas seções de 5 μm de tecido ósseo foram 

colocadas lado a lado em cada lâmina. Os cortes ósseos foram submetidos a um 

processo de remoção do metacrilato, imersos em uma solução de xilol e clorofórmio na 

proporção de 1:1 por um período de 30 minutos. Após isso, os fragmentos foram 

progressivamente reidratados em soluções à base de álcool, submetidos a um breve 

tratamento de descalcificação parcial com ácido acético a 1% por 10 minutos e, em 

seguida, lavados duas vezes com água destilada. A atividade da peroxidase endógena foi 

inibida mediante a utilização de uma mistura contendo peróxido de hidrogênio a 3% em 

metanol, com um tempo de exposição de 30 minutos. Posteriormente, os cortes foram 

submetidos a duas lavagens com água para remoção dessa solução. As amostras foram 

incubadas com bloqueador de proteína (DakoCytomation, Califórnia, EUA) para 

bloquear ligações inespecíficas. As amostras foram mantidas em incubação com 

anticorpos primários policlonais de coelho anti-AGE (ab23722, Abcam, Cambridge, 

UK) na proporção de 1:5000 e anti-RAGE (16346-1-AP, Proteintech Group, 

Manchester, UK) na proporção de 1:200 durante a noite a 4°C em ambiente 

umidificado. Seguiu-se a incubação com o anticorpo secundário e, posteriormente, as 

amostras foram expostas ao complexo avidina/biotina HRP. A revelação foi 

desenvolvida utilizando o kit Vector (DAB Substrate Kit, Vector Laboratories, 

Burlingame, EUA) na proporção de 1 gota de DAB para cada 1 mL de substrato. Após o 

procedimento, as amostras foram lavadas com água destilada e posteriormente tingidas 

com Hemalumbre de Mayer (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha). Os controles 

negativos foram conduzidos excluindo a aplicação do anticorpo primário. Para a análise, 

as imagens foram capturadas usando um fotomicroscópio Olympus BX53 (Olympus 

Corp., Tóquio, Japão) integrado a um computador e analisadas usando o programa 

Image-Pro Premier® (Media Cybernetics, Rockville, EUA). A extensão completa das 

regiões de tecido ósseo trabecular e cortical foi fotografada com ampliações finais de 

100 e 400. Através do programa de computador, as áreas de interesse imunomarcadas 

para anti-AGEs e anti-RAGEs foram quantificadas automaticamente por meio da 

criação de uma macro capaz de identificar, em cada pixel da imagem, a tonalidade da 

cor marrom definida como representativa da imunomarcação positiva em relação ao 



 
 

 

32 

controle negativo. A imunopositividade foi expressa como uma porcentagem do total de 

áreas classificadas pelo programa de computador. 

 

3.8 Quantificação de proteína óssea por multiplex 

Os lisatos proteicos foram obtidos a partir de biópsias ósseas. Utilizou-se um kit 

de ensaio multiplex (Human Bone Magnetic Bead Panel, Milliplex, EMD Millipore 

Corp., Darmstadt, Alemanha) para quantificar os níveis de esclerostina, osteocalcina, 

DKK1 e FGF-23 no osso. Esse kit opera com base na tecnologia Luminex™ xMAP e 

foi aplicado seguindo as diretrizes fornecidas pelo fabricante. Essa tecnologia emprega 

microesferas contendo dois distintos corantes fluorescentes, o que possibilita diversas 

combinações de cores. Estas microesferas são conjugadas a anticorpos específicos, e 

quando a amostra de estudo é adicionada, os anticorpos captam seus antígenos alvo. 

Assim, torna-se possível detectar diversos antígenos simultaneamente. Posteriormente, 

são introduzidos anticorpos específicos conjugados a biotina, que também se ligam aos 

seus antígenos alvo, formando um complexo do tipo "sanduíche" (anticorpo-antígeno-

anticorpo). Na fase subsequente, a estreptavidina conjugada com ficoeritrina (PE) é 

integrada à reação, vinculando-se ao anticorpo conjugado com biotina. Este 

imunocomplexo é então pronto para ser detectado por um leitor específico (Luminex 

200TM, Luminex Inc., Austin, EUA). Este dispositivo reconhece tanto as microesferas 

quanto os complexos antígeno-anticorpo vinculados a elas, medindo ainda a 

luminosidade emitida pela estreptavidina-PE. Cabe ressaltar a ausência de um padrão 

consolidado para normalizar a quantificação destas proteínas no tecido ósseo. 

 

3.9 Expressão gênica 

Depois de extrair o RNA total da amostra óssea com Trizol, o espectrofotômetro 

Nano-Drop 1000 (Thermo Scientific) foi empregado para medir a quantidade de RNA. 

Utilizando a transcriptase reversa Improm-II Reverse Transcriptase (Promega Corp., 

Madison, WI, EUA), o cDNA foi sintetizado a partir do RNA total. Este processo foi 

realizado em um termociclador DNA Engine (MJ Research, Massachusetts, EUA). 

Avaliamos a expressão gênica a partir do cDNA por meio da técnica PCR quantitativo 

com o corante SYBR Green (Rotor-Gene SYBR Green PCR kit, Qiagen, Hilden, 

Alemanha). Os ensaios ocorreram no termociclador Rotor-Gene Q, também fornecido 

pela Qiagen. Examinamos os genes listados a seguir, indicando suas respectivas 

sequências de referência entre parênteses: SOST (AF_331844.1), RANKL 
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(NM_003701.3), OPG (U94332), beta-catenina (X_87838.1), FGF-23 (NM_020638.2), 

p53 (NM_001276760), DKK (NM_012242.4), Osterix (AF477981), ALP-1 (J04948.1), 

colágeno 1 (D21337.1), BGLAP (NM_199173) e o gene de referência proteína 

gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase [GAPDH] (NM_002046.4). Os primers para cada 

gene foram projetados pela IDT (Integrated DNA Technologies, Coralville, EUA) (ver 

Material Suplementar, Tabela 1). Utilizamos o método ΔΔCt para calcular a expressão 

gênica relativa. Os resultados são apresentados como um múltiplo da expressão em 

comparação com o valor do calibrador. Para comparações estatísticas entre grupos, 

usamos o software REST™ (Relative Expression Software Tool, Qiagen, Hilden, 

Alemanha). 

 

3.10 Histomorfometria 

 

A avaliação histomorfométrica foi feita por meio de um sistema 

semiautomatizado com o software OsteoMeasure™ (OsteoMetrics Inc., Decatur, GA, 

EUA). Os parâmetros histomorfométricos trabeculares analisados foram classificados 

em estáticos e dinâmicos. Os indicadores dinâmicos foram investigados com base na 

marcação de tetraciclina, observada sob um microscópio de luz ultravioleta. As 

denominações e abreviações desses parâmetros seguiram as diretrizes estabelecidas pela 

American Society for Bone and Mineral Research (ASBMR) (66). Para os parâmetros 

estáticos, recorreu-se aos valores padrão descritos em um estudo nacional (67) (Material 

Suplementar, Tabela 2); Os parâmetros dinâmicos tiveram como referência dados 

presentes em literatura especializada internacional (68) (Material Suplementar, Tabela 

3).  

Utilizou-se o sistema OsteoMeasure™ (OsteoMetrics Inc., Decatur, GA, EUA) 

em ampliação de 50x para avaliar a espessura cortical (Ct.Th, m) e a porosidade 

cortical (Ct.Po, %). A Ct.Po refere-se à proporção da área de porosidade cortical em 

relação à área total da cortical. A nomenclatura seguiu as diretrizes da American Society 

for Bone and Mineral Research (ASBMR) (66) A espessura cortical (Ct.Th) foi 

classificada em baixa (menos de 520 m), normal (entre 520 e 1650 m) ou alta (mais 

de 1650 m). Quanto à porosidade cortical (Ct.Po), foi categorizada em baixa (abaixo 

de 1,9%), normal (de 1,9 a 10%) ou alta (superior a 10%), conforme critérios 

estabelecidos (69). 
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3.11 Análise Estatística 

Apresentamos as variáveis contínuas como média ± desvio padrão (SD) ou 

medianas e intervalos interquartis, a depender da distribuição dos dados. Relatamos as 

variáveis categóricas através de frequências e porcentagens. Utilizamos o teste t de 

Student, o teste de Mann-Whitney e o teste qui-quadrado para comparar variáveis 

contínuas, dados assimétricos e variáveis categóricas, respectivamente. Para detectar 

associações entre o acúmulo de AGEs e as alterações no metabolismo ósseo, o valor 

mediano dos parâmetros de acúmulo de AGEs (hemoglobina glicada, lisina N-

carboximetilada, PEN, SAF e acúmulo/expressão de AGEs/RAGEs no osso) foi 

utilizado para fins de comparação. Utilizamos o teste do coeficiente de correlação de 

Spearman para determinar a significância da correlação entre variáveis não contínuas. 

Realizamos as análises estatísticas através do programa SPSS 22.0 (SPSS, Chicago, IL, 

EUA). Consideramos o valor de p bilateral <0,05 como estatisticamente significante. 

 

 



 
 

 

35 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
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5. CONCLUSÃO 

 

Demonstramos que ocorre acúmulo de AGEs nos ossos de pacientes com DRC e 

isso pode afetar o metabolismo desse tecido. Um possível mecanismo seria a redução da 

síntese de proteínas ósseas essenciais e alterações na expressão gênica. O osso cortical 

parece ser afetado por diferentes AGEs presentes no sangue. Os mecanismos por trás 

dessas interações, incluindo efeitos diferenciais de acordo com os tipos de AGEs, 

devem ser explorados em estudos específicos. A redução do acúmulo de AGEs pode ser 

um alvo terapêutico que modificaria a progressão de distúrbios esqueléticos em 

pacientes com DRC. Estudos farmacológicos ou abordagens dietéticas devem ser 

propostos para testar os efeitos da redução de AGEs nos desfechos relacionados às 

doenças esqueléticas causadas pela DRC. 
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