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RESUMO

A doenca renal crénica (DRC) esta associada a resposta inflamatoria,
apesar dos mecanismos envolvidos e das estratégias antiinflamatérias estarem
ainda indefinidos. Este estudo teve como objetivo avaliar a translocacdo de
endotoxinas (ET) do Iumen intestinal para a circulagdo como desencadeador do
processo inflamatoério e o uso do carbonato de sevelamer como ligante de ET em
um modelo animal de insuficiéncia renal. Material and Métodos: Vinte e sete
animais participaram do estudo, sendo 15 animais do grupo SHAM e 12 animais
do grupo 5/6 nefrectomizado (DRC). Os grupos SHAM+Sev e DRC+Sev
receberam carbonato de sevelamer adicionado 3% a racao. Os grupos SHAM-Sev
e DRC-Sev receberam racdo normal. Foram determinados Fator de Necrose
Tumoral alfa (TNFa) e ET no soro nos dias 7, 30 e 60 em todos os animais.
Resultados: A DRC induziu a resposta inflamatéria, visto que os niveis TNFa
foram indetectaveis nos animais do grupo SHAM em contraste aos niveis
encontrados no grupo DRC (3.18+0.62, 2.58+0.54 e 1.86%0.47pg/mL,
respectivamente nos dias 7, 30 e 60; p<0.05 em todos os pontos). Similarmente,
DRC promoveu um aumento nos niveis de ET (0.038+0.007EU/mL) quando
comparados ao grupo SHAM (0.008+0.006EU/mL; p<0.05) no baseline. Foi
encontrada uma correlacdo significativa entre os niveis de TNFa e ET no dia 30
(r=0.65; p<0.001). Os niveis de TNFa nos ratos DRC+Sev foram menores no dia
30 de forma significativa (0.03+0.79 pg/mL) quando comparados aos ratos DRC-
Sev (4.41+0.67pg/mL; p<0.005). Similarmente, os niveis de ET nos ratos
DRC+Sev foram menores no dia 30 (0.004 +0.016 EU/mL) quando comparados
aos ratos DRC-Sev (0.061+0.015 EU/mL; p<0.05). Conclusdo: A inducdo da
disfuncdo renal desencadeou inflamagcdo e endotoxemia neste modelo
experimental de DRC, que foram aliviados pelo uso do carbonato de sevelamer.
Estes dados sugerem que o sevelamer induz um efeito antiinflamatério em

paralelo a reducéo de ET.



ABSTRACT

Background: Renal dysfunction is associated with activation of inflammatory
response, but the mechanisms behind this observation and potential anti-
inflammatory strategies are yet to be defined. Endotoxin (ET) translocation from
the intestinal lumen can potentially trigger systemic inflammatory response, and ET
binding represents a potential anti-inflammatory strategy in renal failure. The aim of
this study was to evaluate the ET-binding capacity of sevelamer carbonate in an
animal model of renal failure. Material and Methods: Twenty-seven 5/6
nephrectomized (CKD) and sham operated rats were allocated to receive normal
chow (CKD-Sev) or a diet with 3% sevelamer carbonate added (CKD+Sev) for 60
days. Tumor necrosis factor alpha (TNFa) and ET were measured in plasma at day
7, 30 and 60 in all animals. Results: Renal failure induced an inflammatory
response, since TNFa levels were undetectable in all control animals in contrast to
the CKD group (3.18+£0.62, 2.58+0.54 and 1.86+0.47pg/mL, respectively in day 7,
30 and 60; p<0.05 in all time-points). Similarly, CKD promoted an increase in ET
levels (0.038+0.007EU/mL) when compared to SHAM (0.008+0.006EU/mL;
p<0.05) only at the baseline. Interestingly, there was a significant correlation
between TNFa and ET levels at day 30 (r=0.65; p<0.001). TNFa levels in rats
CKD+Sev were significantly lower at day 30 (0.03+0.79 pg/mL) when compared to
the animals CKD-Sev (4.41+0.67pg/mL; p<0.005). Similarly, ET levels in
CKD+Sev rats were lower at day 30 (0.004 +0.016 EU/mL) when compared to
CKD-Sev (0.061+0.015 EU/mL; p<0.05). Conclusion: In conclusion, induction of
renal dysfunction triggered inflammation and induced endotoxemia in this
experimental model of CKD, which were alleviated by sevelamer treatment. This
data suggests that sevelamer carbonate induces an anti-inflammatory effect in

parallel to a reduction in ET.



1. INTRODUCAO

1.1 Doenca Renal Crdnica

A Doenca Renal Crdnica (DRC) € definida como a presenca de dano renal
mantido por 03 ou mais meses. E doenca caracterizada por perda progressiva da
funcdo dos rins ocasionada por lesao irreversivel da funcédo dos néfrons. Pode ser
classificada em estagios, de acordo com a medida da taxa de filtragcdo glomerular
(TFG), sendo que pacientes com TFG < 15 mL/min apresentam insuficiéncia renal

terminal sendo necesséria a terapia substitutiva da funcéo renal (Tabela 1) (1).

Tabela 1. Estadiamento da Doenc¢a Renal Crdnica

Estagio Descricao TFG (mL/min/1,73m ?)
1 Leséo renal com fungéo renal normal =90
2 Insuficiéncia renal leve ou funcional 60-89
3 Insuficiéncia renal moderada ou laboratorial 30-59
4 Insuficiéncia renal grave ou clinica 15-29
5 Insuficiéncia renal terminal ou dialitica < 15 ou em dialise

Fonte: Romé&o JE. Doenga Renal Crénica: Definigdo, Epidemiologia e Classificagao.
Jornal Brasileiro de Nefrologia. 2004;26(3s1):26-31.

A DRC constitui importante problema de saude publica em todo o mundo
(2). Segundo Censo 2008 da Sociedade Brasileira de Nefrologia existe cerca de
10 milhdes de brasileiros com DRC nos 05 estagios, 90 mil pacientes em estéagio
final recebendo terapia substitutiva de funcdo renal e a taxa de mortalidade anual
estimada é de 14 mil pacientes dialiticos (3). A DRC é multicausal, tratavel de
varias maneiras, controlavel, mas incuravel, progressiva e com elevada morbidade

e letalidade. Assim, o reconhecimento e 0 manejo precoces de pacientes em



estagios iniciais da DRC poderiam reduzir o aumento no numero dos pacientes
urémicos (4). O esclarecimento da populacdo sobre o significado e a natureza
assintomatica e progressiva da doenca, bem como o controle dos fatores de risco,
sd0 passos importantes para a prevencdo primaria. Os fatores de risco séo:
diabete melito, hipertensdo arterial sisttmica (HAS), sexo masculino, raca negra,
idade, tabagismo, doencas renais proteindricas, historico familiar e fatores de risco
cardiovasculares. Para os pacientes com TFG < 15 mL/min ou em dialise, os
estudos que visem elucidar os mecanismos envolvidos na disfungéo renal, sdo
fundamentais para melhorar a qualidade de vida e reduzir a alta taxa de

mortalidade destes pacientes.

1.2 Fatores de Risco associados as complicacfes na DRC

Apesar dos recentes avancos em terapias substitutivas da funcdo renal e dos
estudos atuais sobre a fisiopatologia da DRC, a taxa anual de mortalidade dos
pacientes em dialise continua extremamente alta. E, mesmo apos estratificacdo
por co-morbidades, representam 10 a 20 vezes o risco descrito na populacao geral
(2). Os fatores de risco tradicionais para mortalidade cardiovascular descritos no
estudo de Framingham ndo conseguem explicar a alta taxa de O6bitos nos
pacientes com DRC. Recentes evidéncias mostram fatores de risco néo
tradicionais também associados com mortalidade cardiovascular aumentada tanto
em pacientes com funcao renal normal (5), quanto em pacientes portadores de
DRC (6).

Apesar da associacdo entre DRC e risco cardiovascular ter sido descrita
inicialmente nos pacientes em estagio 5, provavelmente o desenvolvimento da
DCV comeca nas fases iniciais da doenca renal. A disfungéo renal leve (estagios 2
e 3) é relatada como risco independente para o desenvolvimento de DCV em
varios estudos (7). Assim, a deteccdo precoce da lesdo renal e condutas
terapéuticas apropriadas podem reduzir riscos, custos relacionados com a DRC e
as complicacbes como: aterosclerose acelerada, calcificacdo vascular, resisténcia

a insulina, aumento do catabolismo muscular, perda de apetite, remodelacdo



0ssea e aumento da permeabilidade da membrana peritoneal, que representam
importantes indicadores de mortalidade por DCV e doencas infecciosas neste

grupo de pacientes (8).

Dentre estes fatores de risco nao tradicionais, a inflamagcdo parece
desempenhar o papel principal no desenvolvimento da DCV aterosclerética tanto
na populagdo geral quanto em renais crbénicos (9). Em pacientes em estagio
avancado de DRC, o numero de fatores relacionados a dialise como bio-
incompatibilidade ao dialisador e qualidade da agua do dialisado, e de fatores ndo
relacionados, tais como infeccdes, toxicidade urémica e co-morbidades, podem
contribuir para um estado de inflamacédo crénica (10). A identificacdo de fatores
associados a inflamacédo e seus mecanismos de ativagao representam um desafio

importante na area de doencas renais.

1.3 Inflamacéo Sistémica na Doenca Renal Crdnica

1.3.1 Causas e Mecanismos de Inflamacéao na Doenca R  enal Crbnica

A reducéo da funcéo renal pode estar associada com uma resposta inflamatéria,
com o aumento da concentragdo plasmatica de citocinas pro-inflamatérias e outros
biomarcadores de inflamacéo, observados tanto em estagios precoces (11) quanto
em estagios avancados de disfuncéo renal (12). Uma contribuicdo independente
de uremia na ativagdo da resposta inflamatoria, obviamente requer mais

investigacoes.

A resposta inflamatoria € uma complexa reacdo do organismo que ocorre
em resposta a lesdo celular sofrida, assim o sistema imune € ativado.
Primeiramente ativa-se o sistema inato e, posteriormente, o sistema adaptativo.
No local da agressdo ocorrem vasodilatacdo, aumento da permeabilidade
vascular, migracdo de células inflamatorias e ativacdo de células do sistema
imune. Concomitantemente, ocorre producdo de proteinas de fase aguda,

componentes do complemento, febre e ativagdo da imunidade sistémica. No inicio



do processo inflamatorio, as citocinas interagem com receptores especificos na
membrana celular, regulando a transcricdo de alguns genes através de sinais
celulares localmente ou a distancia, que resultam em modificagbes no

comportamento celular (13).

Os pacientes com DRC que manifestam persistentes niveis de marcadores
inflamatorios encontram risco ainda mais elevado de desenvolver DCV com taxas
de morbidade e mortalidade inaceitavelmente altas (14), mas 0os mecanismos que
contribuem para os riscos aumentados ndo estdo bem definidos (15). Sinais de
atividade inflamatoria podem ser observados nas fases iniciais da DRC e niveis
elevados dos mediadores inflamatérios estdo associados com baixa sobrevida

destes pacientes (10).

As causas da resposta inflamatoria relacionadas a uremia e dialise sao
multiplas. O acumulo de toxinas urémicas presentes na DRC corrigido apenas
parcialmente pela didlise, associado a fatores relacionados a dialise como a
interagdo com o dialisador, a presenca de endotoxinas na agua do dialisador e a
didlise peritoneal, representam um modelo de estimulo crénico para a disfuncéo
imune na DRC (16).

Atualmente muitos trabalhos investigam os mecanismos envolvidos no
desenvolvimento do estado inflamatério urémico, focando na ativagdo de
monacitos e macrofagos, sendo que evidéncias recentes indicam que o endotélio
vascular representa papel importante no processo regulatorio da inflamacéo (17).
Durante o processo inflamatoério, as citocinas pré-inflamatorias interleucina-1 (IL-
1), a interleucina-6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral-alfa (TNFa) s&o produzidos
por leucdcitos, células mononucleares e células de Kupffer no figado (13). Os
pacientes com DRC apresentam liberagdo celular destes biomarcadores como
resposta do sistema imune cronicamente ativado. Assim, inicialmente, a resposta
inflamatoria € mediada pelas citocinas IL-6, IL-1, TNFa, interferon gama e o fator
de crescimento-beta que levam as alteracdes dos niveis séricos das proteinas de
fase aguda como a proteina C reativa (PCR) e o fibrinogénio e, a reducéo da

sintese e da liberacdo de outras proteinas como albumina (18).



A PCR é proteina de fase aguda produzida pelo figado e se encontra sob o
controle das citocinas pro-inflamatérias, sendo um marcador sensivel da
inflamacéo sistémica que aumenta rapidamente o seu nivel sérico frente a esses
estimulos (19). O fibrinogénio € também produzido pelo figado através do
estimulo da IL-6 e encontra-se relacionado com o desenvolvimento da
aterosclerose e da trombose, através da infiltragdo da parede arterial onde se liga
ao LDL-colesterol e outros fatores formadores do trombo. Seus produtos de
degradacéo estimulam a proliferacdo de células musculares e levam ao acumulo
de colesterol pelos macrofagos. Devido ao seu alto peso molecular é o principal
determinante da viscosidade plasmatica, a qual é fator independente de risco
para DCV, cuja incidéncia aumenta com a elevacédo dos niveis de fibrinogénio, ou
seja, 0 risco de eventos cardiacos é maior nos pacientes com maiores
concentracdes de fibrinogénio plasmético independente do nivel sérico do
colesterol (20). Na DRC, a mesma relacéo é observada entre fibrinogénio e DCV,
niveis elevados de fibrinogénio estdo associados com DCV independente da

funcéo renal ou de fatores de risco (15).

Os altos niveis plasmaticos das citocinas inflamatérias e das proteinas de
fase aguda, podem ser observados nos estagios iniciais da DRC (14) e
aumentam durante a progresséo da doenca (21). Os mecanismos envolvidos na
ativacdo crbnica do sistema imune estdo intimamente ligados a vérias

complicacdes da DRC ja descritas anteriormente (16).

Atualmente, estuda-se a resposta celular ao estado urémico na DRC. A
uremia é situacdo ocorrida devido ao acumulo de substéncias toxicas no
organismo do paciente com DRC devido sua baixa TFG. Estas substancias
acumuladas como uréia, creatinina, produtos finais de glicacdo avancada (AGE) e
outras apresentam potencial pro-inflamatério. As moléculas desta resposta
interagem com receptores de superficie celular, como os toll like receptors (TLR),
receptores de TNF (TNFR), AGE (RAGE), receptores de IL-1 (IL1R), receptores
de célula T (TCR), receptores de Angiotensina Il (AT1 e 2), além de receptores de
outras citocinas, estimulando as vias citoplasmaticas de transcricdo como a via

fator nuclear Kappa B (NFkB) e a via JAK STAT, resultando em expresséo de



genes inflamatérios no ndcleo de varias linhagens celulares. Assim, estas
proteinas mediardo o processo de lesdo celular associado a resposta inflamatéria
(16) (Fig. 1)

Figura 1. Fatores pro-inflamatérios relacionados ao estado urémico na DRC
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Fonte: Barros E, Manfro, RC, Thomé, FS, Gongalves, LF, editor. Nefrologia: rotinas,
diagndstico e tratamento. Porto Alegre: Artmed; 2006. p. 418.



1.4 Endotoxemia na Doenca Renal Cronica

1.4.1 LPS e Endotoxinas

O lipopolissacarideo (LPS) € uma macromolécula (peso molecular > 200.000 D)
(22) considerada o principal componente externo da parede celular das bactérias
Gram negativas. Quando se tem bacteremia e as bactérias morrem ou crescem,
liberam estes fragmentos na circulagdo. A estrutura quimica do LPS (Fig. 2)
mostra uma molécula anfipatica que consiste de uma por¢cdo polissacaridica
hidrofilica nas regides core e antigeno-O, e uma por¢gdo ancorada hidrofdbica
conhecida como Lipideo A. O antigeno-O é composto de uma seqiéncia de
unidades repetidas de oligossacarideos especificos para cada cepa ou espécie de
bactéria, responsavel pela classificacdo sorologica da bactéria Gram negativa. A
regiado central é um oligossacarideo contendo residuos de acUcares
caracteristicos, Kdo e heptose, sendo sua variacdo quimica mais limitada. Esta
regido € conhecida por suas propriedades imunogénicas. O Lipideo A (Fig. 3),
composto de uma diglicosamina fosforilada com residuos acil, é conhecido como
endotoxina (ET), sendo o centro primario imunoestimulatério do LPS, ou seja, €
um forte estimulador da imunidade inata no hospedeiro e responsavel pela
toxicidade da ET (23).

Figura 2. Estrutura quimica do LPS
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Figure 3. Estrutura do Lipideo A
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Fonte: Todar's Online Textbook of Bacteriology

1.4.2 Translocagédo de Endotoxinas na DRC

A HAS é uma das principais manifestacdes dos pacientes com DRC, caracterizada
pelo volume circulante excessivo. O excesso de volume circulante quase sempre
esta relacionado ao aparecimento de insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC) e
edema agudo de pulmao. Os pacientes com ICC desenvolvem sobrecarga de
volume com edema generalizado e apresentam sinais de inflamacg&o sistémica

gue parecem ser reduzidos pela compensacao da doenca (24).

A determinacdo da sobrecarga de volume pode ser avaliada por varios
métodos, como pela andlise ecogréfica do didmetro da veia cava inferior (DVCI),
método nao invasivo, amplamente disponivel, de facil realizacéo técnica e que se
correlaciona com a pressao atrial direita (PAD) e com o volume de sangue
circulante nos pacientes em dialise (25, 26). Sugeriu-se que a sobrecarga de
volume estaria associada com sinais de inflamacao sistémica e endotoxemia, o
gue seria agravado na progressdo da DRC, ou seja, & medida que a disfuncéo
renal compromete a capacidade renal de excrecdo de sal e 4gua (27). O estado
inflamatorio parece estar associado com uma alteracdo na permeabilidade da
barreira intestinal, como conseqiiéncia do edema, permitindo a translocacéo de
macromoléculas para a circulacdo, incluindo LPS (27). H& evidéncia de injuria na

barreira intestinal em uremia, tanto experimental quanto humana (28-30).



Sugere-se que pacientes com DRC desenvolvem resposta inflamatéria que
pode estar associada com uma permeabilidade alterada da parede intestinal,
permitindo a translocacdo de macromoléculas e o desenvolvimento de
endotoxemia. Assim, a ET presente na circulacdo atua como fator pro-inflamatoério
a partir do lipideo A ativando macréfagos, neutréfilos e células endoteliais, assim

gerando mediadores inflamatorios.

1.4.3 Endotoxinas como um fator desencadeador da In  flamacéo na DRC

Como consequéncia da presenca de ET circulantes, o sistema imune pode ser
ativado, gerando um estado inflamatorio crénico. Esta alteragdo na volemia dos
pacientes com DRC tem sido proposta como um estimulo para ativacdo da
resposta inflamatoéria devido a translocacdo de macromoléculas a partir do intestino
edematoso (27). Estudo experimental utilizando modelo com ratos urémicos,
situacdo comprovada por niveis elevados de uréia, creatinina e potassio em
comparagdo aos ratos controles, mostrou translocagdo bacteriana e sinais de
inflamacdo mais frequientes nos animais urémicos do que nos controles. Concluiu-
se que a mucosa intestinal foi danificada ocorrendo translocacdo bacteriana em
uremia experimental (31). Assim, se a sobrecarga de volume estd associada com
ativacdo imune (32), esta ativacao ocorre devido a translocacao de bactérias ou ET
em pacientes com edema intestinal severo resultante da sobrecarga de volume
(33). A ET circulante permite um aumento na produgdo das citocinas pro-
inflamatorias (34). Os pacientes com ICC apresentam concentracdo aumentada de
ET e citocinas durante a exacerbagcdo aguda edematosa caracterizada por edema
generalizado (32). Ap6s o tratamento com diuréticos e a compensacao clinica,
observou-se uma reducdo significativa na concentracdo de mediadores

inflamatorios.

Como a ET € um fragmento bacteriano, apresenta uma importante
caracteristica antigénica, visto que € reconhecida por inUmeros componentes do
sistema imune inato e adaptativo. Sendo assim, a ET sozinha € responséavel pelo

inicio da resposta imune (35), (36), (37). Inicialmente, demonstrou-se uma via de



sinalizac&o evolucionariamente conservada que apresenta receptores celulares de
reconhecimento de padrdo, como a familia dos receptores semelhantes a Toll ou
Toll-like receptors (TLR) que séo ativados por LPS. Na circulacdo, a ET se liga a
lipoproteinas ou a uma proteina ligante de LPS (LBP), formando o complexo LPS—
LBP. O complexo formado ativa os TLR, mais especificamente o TLR4, nas células
do sistema imune, cardiomidcitos e ceélulas endoteliais. O TLR4 em associacao
com o seu co-receptor, MD-2, é responséavel pelas respostas a LPS. Esta resposta
celular € mediada pelo CD14, um co-receptor transmembrana ancorado nos
monadcitos, macrofagos e neutrofilos. O LBP conduz as endotoxinas ao CD14
ancorado na superficie de células mononucleares que entram em contato com o
TLR4 e a proteina MD-2, permitindo a ativacdo do NFkB que apresenta importante
funcdo na ativagdo das vias citoplasmaticas de transcricdo, ocorrendo a
transcricdo de genes inflamatdrios no ndcleo de varias linhagens celulares, a partir
de uma resposta imune inata. Em recente estudo, um grupo associou niveis de
CD14 soluvel (sCD14) e mortalidade nos pacientes submetidos a dialise,
mostrando niveis elevados de sCD14 positivamente relacionados com marcadores
de inflamacé&o e negativamente relacionados ao estado nutricional, considerando o
sCD14 como um preditor independente de mortalidade (38). O mesmo grupo, em
estudo adicional, associou sCD14 como marcador de ativacdo do sistema
ET/TLR4 e mortalidade neste grupo de pacientes (39).

Apesar da associagao entre sinais de sobrecarga de volume e marcadores
de inflamacéo sistémica nédo ter sido observada no estudo de Goncalves et al.,
correlacionou-se sinais de sobrecarga de volume com a presenca de ET na
circulagdo dos pacientes com DRC (27). Apesar de serem dados indiretos, é
possivel relacionar endotoxemia com uma possivel permeabilidade aumentada do
[imen intestinal. Assim, a associagdo entre endotoxemia e inflamacéo sistémica
pode estar relacionada ao fato dos niveis de PCR, fibrinogénio e albumina
representarem causas multifatoriais nos pacientes com DRC (6) (40) o que

possivelmente explica as complica¢cdes nos pacientes com DRC (Fig. 4).



Figura 4. Consequéncias da hipervolemia e translocagéo bacteriana nos pacientes com DRC
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Fonte: slide apresentado por Pecoits-Filho, 2006.

1.5 Carbonato de Sevelamer
1.5.1 Descricao

O carbonato de sevelamer é um polimero catidnico ndo absorvivel, cuja estrutura
guimica € representada por uma polialilamina-carbonada livre de aluminio e calcio
que se liga ao fosfato (Fig.5). E ligado por mdltiplas aminas espacadas por
moléculas de carbono que se tornam parcialmente carregadas de protons no
intestino e interagem com moléculas de anion fosfato através da carga e da

ligacdo com hidrogénio.



Figura 5. Estrutura quimica do sevelamer
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Fonte: Disponivel em http://www.genzyme.com

1.5.2 Uso clinico do Carbonato de Sevelamer na Doen ¢a Renal Cronica

Este grupo de pacientes apresenta anormalidades do metabolismo mineral que
incluem alteracbes nos niveis de calcio (Ca), de fosforo (P) e do hormbénio
paratiredide (PTH), pois os pacientes mantidos em constante hemodidlise
apresentam envolvimento 0sseo severo que se manifesta como uma osteodistrofia
renal (41). A hiperfosfatemia nos pacientes com DRC, se néo tratada, resulta em
hiperparatireoidismo, osteodistrofia renal e calcificacdo metastatica de vasos
sanguineos e tecidos adjacentes. O tratamento da hiperfosfatemia inclui diélise,
restricdo dietética de fésforo, uso de quelantes de fésforo e anédlogos da vitamina
D. O uso de quelantes de fésforo baseia-se nas caracteristicas dos pacientes,
incluindo a tolerancia individual e as dosagens séricas de P, Ca e PTH (42). O
carbonato de sevelamer (Renagel®) é um quelante de fésforo efetivo, utilizado na
dose média de 3,5g/dia dividido em 3 doses as refeicoes e com efeito similar ao
obtido com sais de calcio, além de ndo apresentar os efeitos colaterais destes
ultimos como elevagdo do produto célcio x fosforo, hipercalcemia, calcificacdo

vascular, masculo-esquelética e cardiaca.

Os quelantes a base de hidroxido de aluminio tendem a acumular-se nos
tecidos de pacientes com insuficiéncia renal e esta associado com significante
toxicidade. O uso crbnico pode resultar em anemia, osteomalacia, miopatia e
deméncia (43-45). Os quelantes a base de carbonato de célcio podem levar a um

maior risco de calcificacdo metastatica e hipercalcemia, além de depender do pH



gastrico para dissolucdo e reduzir a absorcdo do ferro (46-48). Com o0 uso do
sevelamer reduziu-se o uso de quelantes de fosforo a base de sais de calcio e de
aluminio, permitindo uma diminui¢do dos seus efeitos colaterais (49). O sevelamer
apresenta importante valor terapéutico para controlar a hiperfosfatemia, mantendo
um equilibrio no metabolismo do Ca e P (50), reduzindo de maneira significativa
os niveis de LDL colesterol em aproximadamente 30% dos pacientes e prevenindo

um aumento excessivo na concentracdo do PTH nos pacientes com DRC (51).

Apesar de ser utilizado originalmente como quelante de fésforo, o carbonato
de sevelamer possui capacidade de ligacdo inespecifica. Liga-se
preferencialmente a anions trivalentes, como fosfato e citrato; e a 4cidos biliares e
aminoacidos conjugados carregados negativamente que estdo abundantes no
intestino durante as refei¢cdes. A ligacdo do sevelamer com acidos biliares leva ao
aumento da excrecdo fecal destes acidos e reduz a concentragdo seérica de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL colesterol). Liga-se também a outros
anions inorganicos tais como o acido urico (52). Quando administrado
concomitantemente com ciprofloxacina e tiroxina, pode reduzir a biodisponibilidade
destas drogas (53) (54). Verificou-se a associacdo entre sevelamer e outros
quelantes a base de célcio com determinacédo de perfil lipidico e proteina C reativa
(PCR) como marcador inflamatorio em um grupo de pacientes dialiticos.
Observou-se uma menor concentracdo sérica de LDL colesterol e de PCR nos
pacientes que utilizaram sevelamer em comparacdo aos que utilizaram quelantes

a base de calcio (55).

1.5.3 Potencial uso do Carbonato de Sevelamer como ligante de

endotoxinas

A hipotese de que o sevelamer se liga a anions inespecificos foi investigada em
um estudo in vitro que utilizou solucdes padrdes de E. coli purificada e solucdes
de sevelamer em concentragdes conhecidas. Determinaram-se 0s niveis de ET

livre nos sobrenadantes e os resultados mostraram a reducdo destes niveis por



ensaio direto. Este estudo sugere que o sevelamer liga-se a ET e

consequentemente, suporta a hipétese de reducado de inflamagéao sistémica (56).

Encontrou-se também relacdo entre endotoxemia e pacientes em pré-
dialise, sendo que o grau de ET circulante foi relacionado a severidade de
inflamacao sistémica e sinais de aterosclerose (57). Da mesma forma, em uma
avaliacdo transversal de pacientes em hemodialise aqueles individuos recebendo
sevelamer apresentaram niveis circulantes de ET significativamente mais baixos
em relacdo aos niveis encontrados em pacientes utilizando outros quelantes de
fosforo (58). Como resultado do seu conteudo fosfolipidico, a ET apresenta baixo
ponto isoelétrico, sendo, portanto carregada negativamente em pH fisioldgico
(56). Sendo o sevelamer um polimero catidnico inespecifico, poderia formar um
complexo ndo absorvivel de sevelamer-endotoxina por meio de interacdo idnica

entre o sevelamer e o grupo fosfato do lipideo A e, assim, eliminado via intestinal.

O presente estudo pretendeu avaliar as associacoes entre disfuncédo renal
e endotoxemia, e especificamente verificar a capacidade de ligacdo do sevelamer
a ET em modelo experimental de DRC para verificar o efeito do sevelamer na
reducéo da translocacao bacteriana, endotoxemia e inflamacé&o. Para tanto, ratos
machos Wistar foram submetidos a técnica de ablacdo renal para o
desenvolvimento de uremia e pesquisa de translocacdo bacteriana, com
determinacdo de endotoxemia apdés a administracdo de sevelamer em
comparacado ao grupo controle. O TNFa, considerado um produto de expressao

da inflamacéo, € considerado um bom marcador inflamatério em ratos, o que

justificou sua dosagem como mediador neste trabalho.

A partir desta hipotese, o uso do sevelamer poderia ser uma alternativa
terapéutica para reduzir a endotoxemia e a inflamacgéo, reduzindo os niveis de
mortalidade por DCV. Assim, pretendeu-se propor mecanismos para a reducéo da
endotoxemia e da tendéncia em desenvolver resposta inflamatoria e suas
complicacdes ja citadas anteriormente, abrindo oportunidades para a investigacao
de novas estratégias terapéuticas com a utilizacdo do sevelamer em pacientes

com DRC e endotoxemia relacionada.



2. OBJETIVOS

. Utilizar um modelo experimental de insuficiéncia renal em ratos Wistar para

o estudo da inflamacéo na DRC por meio da técnica de nefrectomia subtotal;

. Demonstrar in vivo que a DRC induz translocacdo de endotoxinas e

inflamacao sistémica;

. Testar se 0 uso de carbonato de sevelamer reduz os niveis de endotoxemia

e de TNFa circulantes nos animais com DRC.



3. DESENVOLVIMENTO

3.1 Estudo em Modelo Animal

3.1.1 Submissdo ao Comité de Etica

O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa para Animais (CEUA) da
PUCPR, e se encontra aprovado sob parecer n°202/7 CEUA PUCPR e registro n°
220 de acordo com os procedimentos padrédo para manipulacdo e cuidado de

animais de laboratério.
3.1.2 Desenvolvimento do Projeto Piloto

O projeto piloto utilizou um modelo animal de DRC com 10 ratos machos Wistar
pesando em torno de 260 gramas (g). Os animais foram submetidos a ablacdo
renal (conforme descrito no item 3.1.3). As amostras foram coletadas apés 7, 30 e
60 dias (conforme descrito no item 3.1.3) e as dosagens de uréia e creatinina
foram realizadas para comprovar a eficacia da ablacdo renal em submeter os
animais a um estado urémico. Os resultados mostraram a inducéo de insuficiéncia
renal pelos niveis aumentados de uréia e creatinina nos animais submetidos a

cirurgia de ablacdo em comparacao ao controle (Fig. 6).



Figura 6. Concentracdo plasmética de creatinina e uréia nos grupos estudados de acordo com os

tempos de seguimento 7,30 e 60 dias (n=13).
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Nota: Valores de p<0,05 (5%) indicaram significancia estatistica.

3.1.3 Realizagéo da Ablacdo Renal e Indugédo da Urem ia

Foram utilizados 46 ratos machos Wistar com peso entre 218 a 312 g para o
desenvolvimento da DRC e formacdo dos grupos de estudo. Foi realizada a
indugdo de insuficiéncia renal cronica da seguinte maneira: o animal foi

anestesiado com cloridrato de ketamina (Vetanarcol® 50 mL Kénig 50 mg/Kg) e



cloridrato de xilasina (Anasedan® 10 mL Vetbands 10 mg/Kg) e procedimento
cirdrgico de ablacéo renal foi realizado com nefrectomia subtotal, ou seja, foram
ligadas as artérias renais mediana e posterior do rim esquerdo, assegurando um
infarto de pelo menos 2/3 do rim (Fig. 7), e foi removido o rim direito em
nefrectomia total (Fig. 8), para induzir DRC que comeca a se estabelecer com 8
dias apds a cirurgia (59-61). Foi administrado paracetamol (Tylenol bebé gotas®)
via oral apés a cirurgia. Foi submetido o grupo SHAM a anestesia e a manipulagéo
dos pediculos renais, sem remoc¢do de massa renal. Apos o procedimento, 0s
animais retornaram as suas gaiolas originais com livre acesso a agua e a racao.
Mantiveram-se 0s animais a 23 + 1C sob ciclo noite -dia (12:12 h) por um periodo
de 60 dias. Apos as coletas de sangue, realizaram-se dosagens de uréia (Kit Uréia
CE por Reacdo Colorimétrica — Labtest), fésforo (Kit Fésforo por Reacado
Colorimétrica — Labtest) e célcio (kit Biotecnica® Mindray BS-300 Chemistry
Analiser). Animais do grupo SHAM com dosagem média = 60 mg/dL e os animais
do grupo CKD com dosagem média < 80 mg/dL foram excluidos do estudo
(Tabela 2).



Tabela 2 . Dosagens de uréia (mg/dL) realizadas nos dias 7, 30 e 60.

(r(1::K22) Uréia Média (Snié:'t/)l Uréia Média
7 30 60 7 30 60
6* 131 | 116 115 120 2 50 49 59 53
7* 249 | 239 312 266 3* 58 60 56 58
8 56 69 71 65 4* 50 49 51 50
11 85 89 63 79 9 52 67 69 63
12 72 82 93 83 10* 51 52 54 52
13* 147 | 142 123 137 14* 42 51 32 42
16 75 78 99 84 15* 43 48 38 43
17 213 | Obito | 6bito 213 19* 36 50 58 48
18* 132 98 144 125 20 48 47 64 53
21 116 | 6bito | 6bito 116 23* 48 49 62 53
22* 115 | 108 101 108 24* 36 41 88 55
25 78 69 98 82 27* 43 61 70 58
26 104 65 78 82 28 39 47 59 48
31* 107 | 129 181 139 29* 41 41 51 44
32* 82 | 124 93 100 30 41 44 69 51
33* 127 | 120 273 173 34* 52 33 63 49
37 68 61 72 67 35* 61 32 55 49
38* 121 | 130 72 107 36* 44 36 53 44
39* 151 | 174 93 139 41* 41 39 35 39
42* 77 77 108 87 45 30 38 63 43
43 58 74 86 73 46* 45 43 50 46
44* 98 73 90 87

Nota: * Animais selecionados para analise estatistica pelos valores de uréia

(mg/dL). Os ratos 1, 5 e 40 foram a 6bito ap6s a cirurgia.

Figura 7. Infarto renal subtotal de rim esquerdo

Fonte: Cirurgia de ablacao renal realizada na Técnica Operatéria da PUCPR.



Figura 8. Nefrectomia total de rim direito

Fonte: Cirurgia de ablacao renal realizada na Técnica Operatéria da PUCPR.

3.1.4 Caracterizacao da Endotoxemia e da Resposta | nflamatéria

Foram realizadas coletas por punc¢do intracardiaca ap0s anestesia dos animais
com cloridrato de ketamina (Vetanarcol® 50 mL Kénig 50 mg/Kg) e cloridrato de
xilasina (Anasedan® 10 mL Vetbands 10 mg/Kg). As coletas foram realizadas nos
dias 7, 30 e 60 apds cirurgia. Foram coletadas amostras sem anticoagulante e
estocadas apoés centrifugacdo para obtencdo de soro em frascos livres de
endotoxinas a -80C para a realizacdo das analises. As dosagens de ET foram
realizadas utilizando o método LAL (Kit Limulus Amebocyte Lysate — LAL — Ensaio
cromogénico de ponto final, Hycult Biotechnology — Caltag). O principio do teste
esta baseado na capacidade da ET causar opacidade e geleificacdo em LAL
revelado e quantificado por reacdo enzimatica. A técnica utiliza 50 uL de soro
adicionado em cada poco da placa e adicionado de 50 uL de reagente LAL
reconstituido. Na presenca de um substrato incolor, a reacdo enziméatica
desenvolve cor amarela proporcional a quantidade de ET. A reacao € interrompida
pela adicdo de acido acético e as leituras séo realizadas em 405 nm. A
concentracdo de ET é determinada por meio de curva de calibracdo a partir dos
valores dos padrdes. O método apresenta linearidade entre 0,01 a 10 UE/mL e
sensibilidade = 0,01 UE/mL, apresentando-se satisfatorio para as analises
realizadas, apesar de ndo apresentar amostra-controle.



Para as dosagens de TNFa foi utilizada microplaca pelo método Enzyme-
linked Immunosorbent Assay (ELISA), por meio da técnica imunoenzimética de
sanduiche com anticorpo policlonal especifico para a citocina TNFa em ratos (Kit
TNF-alpha / TNFSF1A Quantikine Elisa). A placa € sensibilizada com anticorpo
monoclonal especifico para TNFa de rato. Os padrdes, 0 controle e as amostras
sdo pipetados nos pocos e qualquer TNFa presente € ligado pelo anticorpo
imobilizado. Apos sucessivas lavagens, as substancias ndo ligadas séo retiradas.
Uma enzima ligada a um anticorpo policlonal especifico para TNFa ratos é
adicionada aos pocos e apos lavagem para a retirada do reagente enzima-
anticorpo policlonal ndo ligado, o substrato é adicionado formando um produto
colorido azul. A reacdo € interrompida pela adicdo de &acido acético e ocorre
formacdo de cor amarela proporcional & concentracdo do TNFa. As leituras
espectrofotométricas sdo realizadas em 450 nm e os resultados sé&o determinados
por meio de curva padrdao em pg/mL. O método apresenta linearidade entre 12,5 a
800 pg/mL e sensibilidade = 5 pg/mL. O método mostrou-se satisfatério e as
amostras-controle apresentaram-se dentro da faixa de referéncia. Os animais
submetidos a nefrectomia subtotal, apresentaram niveis mais elevados de TNFa

em relacéo ao grupo controle.

3.1.5 Pesquisa da Translocacg&o Bacteriana

Apds o periodo de 60 dias, foi realizada a pesquisa de translocacdo bacteriana
nos grupos 01, 02, 03 e 04. Os animais foram anestesiados com cloridrato de
ketamina (Vetanarcol® 50 mL K&nig 50 mg/Kg) e cloridrato de xilasina (Anasedan®
10 mL Vetbands 10 mg/Kg). Foi realizada a assepsia na regido toracica e
abdominal do animal usando polivinilpirrolidona-iodo (PVPI). As amostras de
sangue foram coletadas por puncao intracardiaca, sendo que, para realizar a
eutanasia foi reatirado 0 maximo de sangue do animal (cerca de 08 a 10 mL).
Imediatamente, foi semeado em duplicata 1ml de sangue no meio de cultura Brain
Hearth Infusion (BHI) e mantido a 37°C por 7 dias para realizar a hemocultura. A

regido toracica e abdominal do animal foi tricotomizada e descontaminada com



PVPI. O diafragma do animal foi aberto para a coleta do coracdo estocado em
formol e devidamente identificado para futuros trabalhos. Foi aberta com auxilio de
pinga e tesoura esterilizadas toda a musculatura abdominal. Com outros jogos de
pincas e tesouras esterilizadas, foram coletadas as visceras de interesse seguindo
a ordem: figado, baco, rins, linfonodos mesentéricos e por ultimo o segmento
intestinal. As amostras coletadas foram acondicionadas individualmente em meios

de transporte estéreis (Caldo simples tubo — Newprov).

A avaliacdo da translocacdo bacteriana teve como principio o isolamento
das bactérias entéricas Escherichia coli e Enterococcus sp em amostras de
sangue e macerados de visceras abdominais. As amostras foram preparadas sob
estritas condicbes de assepsia em camara de fluxo laminar. Cada o6rgédo foi
triturado separadamente em gral com pistilos estéreis. O macerado foi diluido em
5ml de 4gua peptonada a 10% e semeado nos meios de cultura especificos para o

cultivo e identificacdo bacteriana.

Para a pesquisa de Escherichia coli, foi empregado o meio de MacConkey
(Newprov®), ap6s incubac&o por 24 horas & 37°C e foi verificada a presenca de
colonia lactose positiva caracteristica de E. coli. Assim, as col6nias tipicas foram
submetidas a identificacdo bioquimica apds incubagcdo por 24 horas a 37°C,
utilizando-se um esquema de identificacdo para Bactérias Gram Negativas
fermentadoras de glicose (Newprov®). Para a pesquisa de Enterococcus sp,
utilizou-se placa de Bile Esculina (Newprov®). Ao término da incubacdo por 24
horas a 37°C as colbnias tipicas de Enterococcus sp escurecem 0 meio. Para

comprovar a prova da catalase foi realizada em lamina.

As hemoculturas apresentaram resultados negativos para todos os animais
sugerindo a auséncia de bacteremia. Os resultados dos intestinos foram
considerados controle positivo, sendo que houve crescimento bacteriano em todas

as amostras. Os demais resultados ndo apresentaram correlagéo estatistica.



3.1.6 Desenho do estudo da Intervencdo com Carbonat o de Sevelamer

Conforme descrito acima, os animais foram divididos em 04 grupos com cerca de
10 animais cada. Nos grupos DRC+Sev e SHAM+Sev, os animais utilizaram
carbonato de sevelamer adicionado 3% a ra¢céo. Os animais foram acondicionados
em gaiolas individuais e o modelo de pair feeding foi utilizado para controlar a
racdo, ou seja, os animais foram pesados a cada dois dias e a racdo pesada e

reposta para cada animal separadamente (Fig. 9).

Figura 9. Animal mantido isolado para controle da dieta

Fonte: foto tirada do Biotério da PUCPR
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A DRC é uma doenca com multiplas causas, progressiva e irreversivel com o
envolvimento de resposta inflamatoria, cujos mecanismos desencadeantes ainda
ndo se encontram bem elucidados. A ativacdo crbnica do sistema imune esta
intimamente ligada as complicagbes da DRC que representam importantes

indicadores de mortalidade por DCV e doencas infecciosas nestes pacientes (16).

Atualmente, a resposta celular ao estado urémico na DRC tem sido motivo
de estudo, sendo que foi sugerido que a sobrecarga de volume estaria associada
com sinais de inflamacdo sistémica e endotoxemia, 0 que seria agravado na
progressdo da DRC, ou seja, a medida que a disfuncdo renal compromete a
capacidade renal de excrecdo de solutos e agua (27). O estado inflamatério
parece estar associado com uma alteracdo na permeabilidade da barreira
intestinal, como consequéncia da DRC, permitindo a translocacdo de

macromoléculas para a circulacao, incluindo LPS (27).

O resultado negativo das hemoculturas mostrou auséncia de bactérias na
circulagcdo, entretanto a presenca de fragmentos bacterianos ou ET no sangue é
possivel devido a translocacdo de macromoléculas a partir do intestino
edematoso, com consequéncia de processos isquémicos ou por meio da

recirculacdo hepatica, outras hipéteses comentadas no artigo.

Os niveis de TNFa elevados no grupo DRC em comparagcdo ao grupo
SHAM, sugerem resposta inflamatoria, que teoricamente estaria acompanhada de
elevacédo de niveis circulantes de PCR. Apesar dos niveis de PCR serem maiores
no grupo DRC nos dias 30 e 60 em relagdo ao SHAM, nao houve diferenca
estatisticamente significativa. Tal fato pode ter ocorrido devido a limitacdes
técnicas, haja vista a determinacdo de PCRas néo ser utilizada largamente como
marcador inflamatdrio em modelo experimental, talvez devido sua inespecificidade

em ratos, podendo apresentar resultados mais elevados em animais SHAM.

Os niveis elevados de TNFa no grupo DRC foram acompanhados pelos

niveis elevados de ET, sendo que no dia 30 apresentou correlacdo estaticamente



significativa, o que nao ocorre no dia 60 sugerindo talvez um mecanismo de

adaptacéao a resposta inflamatoria.

A inducdo de insuficiéncia renal desencadeou inflamagéo e induziu a
endotoxemia neste modelo de uremia experimental, que foram reduzidos
parcialmente por tratamento com sevelamer. Tais dados sugerem que o carbonato
de sevelamer poderia induzir efeitos anti-inflamatérios por meio da reducdo de

translocacéo de ET a partir do intestino.

Este trabalho indica a necessidade de futuras investigacbes em estudos
experimentais e clinicos para elucidar os mecanismos ativadores da resposta
inflamatoria nos pacientes com DRC, assim como o potencial uso de carbonato de

sevelamer como agente anti-inflamatorio.



6. CONCLUSOES

. O modelo in vivo desenvolvido mostrou que a DRC induz translocagéo
de endotoxinas e resposta inflamatoria, comprovados pelas dosagens
de ET e TNFa;

. O uso de carbonato de sevelamer reduziu parcialmente os niveis de

endotoxemia e de TNFa circulantes nos animais com insuficiéncia renal.
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