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Inducao de resposta inflamatdria sistémica e
espessamento de artérias subepicardicas em um modelo

animal de uremia

Induction of systemic inflammation and thickening of
subepicardiac arteries in an animal model of uremia

Resumo

A disfun¢io renal é um fator de risco para
doenga cardiovascular (DCV). Estudos expe-
rimentais controlados que possam analisar o
impacto da disfung¢do renal no sistema cardio-
vascular, isolando esses fatores relacionados a
uremia dos fatores de risco tradicionais, que
sd0 altamente prevalentes na populagio com
doenga renal cronica (DRC), ainda s3o escas-
so0s. Objetivo: Analisar o impacto cardiovas-
cular em ratos com disfun¢io renal, analisan-
do biomarcadores de risco cardiovascular e a
histologia das artérias subepicardicas desses
animais. Métodos: Estudo experimental en-
volvendo trinta ratos machos Wistar, dividi-
dos em dois grupos. Um grupo foi submeti-
do a ablag¢do renal e o outro grupo SHAM
(grupo controle) a manipulagao do pediculo
renal. Ambos os grupos foram acompanha-
dos por oito semanas, periodo em que foram
feitas dosagens de ureia, fosforo e do fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a). Laminas
obtidas de cortes do miocardio foram con-
feccionadas para andlise das caracteristicas
das arteriolas subepicardicas. Resultados: O
grupo DRC apresentou niveis elevados de
uréia e fosforo em relagdo ao grupo SHAM.
Ja os niveis de TNF-a.,, em todas as analises,
foram indetectaveis nos animais do grupo
SHAM, em contraste com o grupo DRC, on-
de se observaram elevados niveis de TNF-a
(p < 0,05). A espessura da camada média
dos vasos subepicardicos do grupo DRC foi
significativamente maior do que em relagao
ao grupo SHAM (p = 0,011). Conclusao: A
indugdo de disfuncio renal determinou alte-
ragdes em biomarcadores de risco cardiovas-
cular e um aumento na espessura dos vasos
subepicardicos estudados em comparagao
aos animais com fung¢io renal normal.
Palavras-chave: Doenga das Corondrias.
Faléncia Renal Cronica. Uremia. Modelos
Animais.

ABSTRACT

Although renal dysfunction is a known
risk factor for cardiovascular disease
(CVD), there are few experimental stu-
dies investigating the cardiovascular con-
sequences of this condition. Objective:
To analyze the impact of the induction of
renal dysfunction on biomarkers of car-
diovascular risk and on the histology of
subepicardial vessels. Methods: This ex-
perimental study involved thirty Wistar
male rats, which were divided into two
groups. One (chronic kidney disease —
CKD group) underwent renal ablation,
and the other (SHAM group) was sub-
mitted to kidney manipulation only. Both
groups were followed up for eight weeks.
During follow-up, serum levels of urea,
phosphorus and TNF-o. were measured.
Heart tissue was processed for histologi-
cal analysis. Results: The CKD group had
increased levels of urea and phosphorus,
in comparison with the SHAM group.
The levels of TNF-a were increased in
the CKD group and undetectable in the
SHAM group (p < 0.05). Thickness of the
middle layer of the subepicardial vessels
of the CKD group was significantly higher
than that of the SHAM group (p = 0.011).
Conclusion: Induction of renal dysfunc-
tion in rats increased the biomarkers of
cardiovascular risk and led to a thickening
of the subepicardial vessels when compa-
red with normal controls,

Keywords: Coronary Disease. Kidney
Failure, Uremia. Models,
Animal.
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INTRODUCAO

A doenga cardiovascular (DCV) representa a princi-
pal causa de morbidade e mortalidade entre os pa-
cientes com disfunc¢do renal, sendo a miocardiopatia
e a doenga arterial na forma de aterosclerose acele-
rada as suas principais traducdes fisiopatoldgicas.'
Postula-se que fatores de risco peculiares da uremia,
como: anemia, sobrecarga de volume, toxicidade
urémica, inflamacdo sistémica e disturbios do meta-
bolismo mineral estejam intimamente envolvidos na
fisiopatologia da DCV relacionada a disfuncio renal.?
Estudos experimentais controlados que possam ana-
lisar o impacto da disfun¢do renal no sistema cardio-
vascular, isolando esses fatores relacionados a uremia
dos fatores de risco tradicionais, que sdo altamente
prevalentes na populacdo com disfuncdo renal, ainda
S0 escassos.

Uma resposta inflamatdria sistémica relaciona-
da a disfuncdo renal é caracterizada em estudos
clinicos por elevados niveis de proteina C-reativa
(PCR) e citocinas pré-inflamatérias em até 50%
dos pacientes em tratamento dialitico crénico.®’
Acredita-se que esse estado de inflamacdo sistémica
e a consequente exacerbagdo do estresse oxidativo
colaboram para a aceleracdo das alterac¢des cardio-
vasculares na uremia.®

Do ponto de vista miocardico, as trés lesdes que
constituem o remodelamento estrutural do miocardio
observado na doenga renal cronica (DRC) sio: hiper-
trofia miocdrdica, fibrose intersticial e espessamento
intramural de artérias e arteriolas.” A doenca vascular
provocada pela uremia é tanto macrovascular quanto
microvascular, e estd associada a uma diminuicio na
complacéncia das artérias, em que a permeabilidade
do vaso e a expressio de moléculas de adesdo esta-
riam alteradas.® A maior expressdo dessas moléculas
de adesdo leucocitdria na superficie das células endo-
teliais favorece os fendmenos de progressiva oclusiao
arterial.’ Vasos subepicdrdicos sdo, particularmente,
suscetiveis a distirbios metabolicos que aceleram o
processo de DCV.

A hipétese do estudo € a de que a disfuncao renal
e o consequente acumulo de compostos urémicos
e uma ativacdo da resposta inflamatdria sistémica
determinem modificagbes na estrutura da parede
arterial de animais de experimentagio submetidos a
redugdo de massa renal. O objetivo deste estudo foi
o de analisar o comportamento de biomarcadores
de risco cardiovascular e as alteragdes histologicas
em artérias subepicardicas em um modelo animal
de uremia.

Artérias subepicardicas na uremia experimental

METopos

Foram utilizados ratos machos Wistar com peso entre
200 a 260 g. A indugdo de disfung¢do renal (grupo DRC)
foi realizada através de ablacido de 5/6 da massa renal
em quinze ratos com dez semanas de idade, anestesiados
com cloridrato de ketamina e cloridrato de xilasina. As
artérias renais mediana e posterior do rim esquerdo fo-
ram ligadas assegurando um infarto de, pelo menos, 2/3
desse rim. A nefrectomia total direita sucedia a ligacdo
das artérias.'!"! Quinze ratos de um grupo, denominado
SHAM, foram submetidos a anestesia, laparotomia ven-
tral e manipulag¢do dos pediculos renais, sem a remogao
da massa renal. Apds o procedimento, os animais retor-
naram as suas gaiolas originais, tendo livre acesso a agua
e a ragdo padrdo (0,5% de sddio e 22% de proteina), e
mantida a 23 = 1°C sob ciclo noite-dia controlados (12h
por 12 h) por um periodo de oito semanas.

Amostras de sangue de ambos os grupos de animais
foram coletadas no sétimo, trigésimo e sexagésimo dias,
ap0s o procedimento cirtrgico renal, para a determina-
¢do das concentracoes séricas de ureia, fosforo, e dos
niveis de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a). Os ni-
veis de ureia eram determinados em todas as amostras
com Kit Ureia por Rea¢io Colorimétrica — Labtest®.
Os niveis de fésforo foram determinados em todas as
amostras com Kit Fosforo por Reagao Colorimétrica —
Labtest®. As dosagens de TNF-a foram determinadas
em microplacas por Enzyme-linked Immunosorbent
Assay (ELISA), ou seja, empregando uma técnica imu-
noenzimatica de sanduiche utilizando um anticorpo
policlonal especifico para a citocina TNF-o. em ratos
(Kit TNF-o/TNFSF1A — Quantikine, R&D Systyems).
Todas as amostras foram coletadas com o anticoagu-
lante etileno diaminotetracético tripotassico (EDTA K,)
e estocadas em vials (livres de endotoxinas) a -80°C até
a realizagdo das andlises.

Ao final do periodo de seguimento, os animais fo-
ram submetidos a eutandsia. Realizou-se a assepsia na
regido tordcica do animal usando polivinilpirrolidona-
iodo (PVPI). A peca cardiaca retirada dos animais foi
fixada em formol a 10% apds terem sido realizados
quatro cortes transversais, todos com o mesmo diame-
tro, longitudinalmente. Os cortes foram emblocados em
parafina e, em seguida, realizados cortes de quatro mi-
cras com micrétomo Lica RM 2145. As laminas foram
coradas em hematoxilina-eosina, tricomico de Gomori
e elastica de Weigert. Para a analise da espessura da
camada média dos vasos subepicardicos, utilizou-se
um aparelho de histomorfometria, composto por um
microscopio Olympus BX 50, de onde as imagens cap-
turadas eram transferidas para um microcomputador e
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analisadas pelo software Image Pro-plus 4.5 da Media
Cybernetics® (Figural).

Considerou-se para a andlise os vasos subepicardi-
cos, escolhidos por serem, particularmente, suscetiveis
a disturbios metabdlicos que aceleram o processo de
DCV. Foram selecionados aqueles vasos que se encon-
travam até o equivalente a um campo de maior aumento
de quarenta vezes. Ap6s localizarmos os vasos subepi-
cardicos para estudo, a medi¢cdo micrométrica da espes-
sura da camada média seguia um mesmo protocolo de
aferi¢do, de acordo com a Figura 1.

ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como médias + desvios-pa-
drdo. Comparacdes entre as médias dos dois grupos fo-
ram realizadas utilizando teste # de Student. Correlacoes
entre variaveis continuas foram avaliadas pelo teste de
Pearson. Todas as andlises foram feitas com progra-
ma estatistico SPSS para Windows (SAS Institute Inc.,
Berkley (CA), USA). Valores p < 0,05 foram considera-
dos como estatisticamente significativos.

Figura 1. Roteiro de medicao da camada média
dos vasos subepicardicos utilizado no estudo,
compreendendo no total oito afericoes (L1-L8) em
cada vaso — Representagao da medida de artérias.

)

ResuLTADOS

Trés animais do grupo DRC morreram durante o
seguimento e foram excluidos das andlises finais do
estudo. Durante os cortes histologicos, foram descar-
tadas trés pecas cardiacas do grupo SHAM devido a
inadequa¢io do material obtido. Finalmente, vinte e
quatro animais, sendo doze ratos do grupo DRC e do-
ze ratos do grupo SHAM, terminaram o experimento
e foram incluidos nas andlises.

Quando comparamos a diferenca de peso do grupo
SHAM versus grupo DRC, ndo observamos diferenca
significativa ao longo do estudo (Tabela 1). As analises
sanguineas realizadas no decorrer do estudo revelaram
um padrio ascendente dos niveis de ureia e de fosforo
no grupo DRC, que foram estatisticamente superiores
aos valores encontrados no grupo controle, SHAM,
no sétimo, trigésimo e sexagésimo dias de observagio,
confirmando o sucesso na inducido de disfuncio renal.
Observou-se, também, que, no grupo SHAM, os valo-
res médios de fosforo e de ureia permaneceram estaveis
ao longo do periodo de observagio (Tabela 1).

Paralelamente, a insuficiéncia renal induziu o apa-
recimento de uma maior resposta inflamatéria duran-
te todo o periodo de observagio, com elevacdo nos
niveis de TNF-a no grupo DRC e, comparativamen-
te, auséncia da mesma resposta nos animais do grupo
SHAM (Tabela 1). A analise histomorfométrica da es-
pessura da camada média nas artérias subepicardicas
revelou que o grupo DRC apresentou um valor médio
significativamente maior em relacdo ao grupo SHAM
(18,98 + 3,98 pm versus 13,90 = 4,90 pm; p = 0, 011;
Figuras 2A e 2B).

DiscussAio

A disfuncio renal é fator de risco para DCV, alterando
a concentragio plasmitica e a expressao de biomar-
cadores de risco cardiovascular e induzindo alteracoes
miocdrdicas e vasculares, ainda pouco caracterizadas
em modelos animais de uremia. Neste estudo, a inducio

Tabela 1 CARACTERISTICAS GERAIS DOS ANIMAIS NOS TRES MOMENTOS DE AVALIACOES NO ESTUDO
DRC (n=12) SHAM (n =12)
7° dia 30° dia 60° dia 7° dia 30° dia 60° dia
Peso 260 = 20 283 + 16 322 + 26 291 + 26 302 + 16 327 =18
Ureia (mg/dL) M9+ 44 120 + 44 136 = 76 46 =7 46+ 8 54 £ 13
Fésforo (mg/dL) 588+032 6,71+0,29 714+0,28 5,76 = 0,28 5,86 = 0,27 5,49 + 0,27
TNF-a (pg/mL) 3,18+0,62° 2,58+054" 1,86+0,47" Indetectavel Indetectavel Indetectével

“Diferenca significativa entre os niveis de TNF-a do grupo DRC comparado ao grupo SHAM no 7°, 30° e 60° dias (p < 0,05 para todas as andlises).
DRC: doenca renal cronica; SHAM: grupo controle; TNF-a: fator de necrose tumoral alfa.
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Figura 2. LAminas representativas dos vasos subepicardicos. A) (grupo DRC) - Artéria dos ratos com doenca renal

crénica (DRC). B) (grupo SHAM) — Artéria de controles.

da disfun¢io renal pelo modelo experimental de ne-
frectomia 5/6 induziu o desenvolvimento de uremia,
a sustentacio de um estado inflamatério e alteracoes
vasculares compativeis com espessamento arteriolar.
DRC em estagio final, muito frequentemente, deter-
mina o aparecimento de uremia, que é, atualmente, defi-
nida como o acimulo sanguineo de produtos organicos
que, em condi¢des normais, sdo excretados pelos rins,?
especificamente, acumulo de toxinas urémicas como:
acidos organicos, ureia, beta2-microglobulina, produtos
resultantes do estresse oxidativo e fosforo,'3'¢ diretamen-
te relacionados a morbi-mortalidade cardiovascular na
DRC. Neste estudo, o modelo de uremia desenvolvido
pela nefrectomia 5/6 se caracterizou pelo acimulo de
ureia e também de fosforo, duas das citadas representa-
tivas toxinas urémicas. Dessa forma, acredita-se que este
seja um modelo interessante para o estudo das repercus-
soes cardiovasculares da uremia. Até o momento, a utili-
zacdo desse modelo vem sendo quase que exclusivamente
voltada para o estudo da progressdao da doenca renal.
Neste estudo, identificou-se a clara presenca de um
estado inflamatorio sistémico e sustentado em ratos ne-
frectomizados, mostrando que, nesse modelo, a infla-
macdo ocorre em paralelo com o acimulo de toxinas
urémicas, como a ureia e o fosforo. Pacientes com dis-
funcdo renal frequentemente apresentam uma inflama-
¢do sistémica e sustentada, documentada por elevados
niveis de PCR, interleucina 6 e TNF-a*>!7, que se cor-
relaciona fortemente a complicag¢des cardiovasculares.!”
Particularmente, em um nivel endotelial, observou-se
que a exposicdo desse tecido com niveis aumentados
de biomarcadores inflamatérios determina disfuncdo
endotelial, espessamento e vasoespasmo,'® o que pode

colaborar para fendémenos de isquemia em tecidos sus-
cetiveis, como o tecido miocardico. Além dessas altera-
¢bes potencialmente observaveis na uremia, alteracoes
funcionais e estruturais do sistema arterial na DRC
determinam prejuizo na distensibilidade arterial, pro-
movendo aumento na pds-carga, na resisténcia vascular
periférica e hipertrofia ventricular esquerda, bem como,
resultando em reducdo na perfusio coronariana pelo
desenvolvimento de remodelamento vascular.”!>

O principal achado do presente estudo foi a observa-
¢do de que a indugdo de disfuncio renal leva a um espes-
samento da camada médica de artérias subendocardicas,
mesmo ap6s um periodo de acompanhamento de apenas
oito semanas. Poucos trabalhos associam a presenga da
DRC a histopatologia de vasos sanguineos. Em estudos
com animais de experimentacdo, observou-se que em
ratos urémicos ocorre uma significativa reduciao do la-
men arterial e um aumento na relacio parede-limen de
artérias mesentéricas, quando comparados a controles
normais’!' e, adicionalmente, que o uso de drogas blo-
queadoras de canais de cdlcio e inibidoras da enzima
conversora de angiotensina (ECA) preveniu o espessa-
mento na parede das arteriolas intramiocardicas.?? Essas
modificagdes estruturais, bem com suas respostas a te-
rapia medicamentosa, ndo puderam ser adequadamente
explicadas pela presenca de hipertensio arterial e fatores
de risco tradicionais para DCV, sugerindo a presenga de
outros fatores de risco cardiovascular para justific-las,
como aqueles ligados a presenca de DRC.

Os achados indicam que os vasos subepicardicos sio
afetados na presenca de uremia, podendo repercutir em
alteracdes cardiovasculares especificas e apresentacdo
clinica peculiar. Estudos clinicos prévios tém revelado
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que, em pacientes portadores de doenca renal e angina
pectoris, até 50% ndo apresentam doenca coronariana
significativa. Tais pacientes apresentam uma microangio-
patia das pequenas artérias miocdrdicas, como as obser-
vadas neste estudo, resultado de espessamento de parede
arterial, que, em condigdes de estresse, nio permitem
relaxamento vascular e podem predispor a fendmenos
de isquemia miocardica. Histopatologicamente ocorre
hipertrofia de células musculares lisas, aumento na ex-
pressao de fatores de crescimento derivados de endotélio
e deposi¢do de colageno tipo IV.” Essa arteriopatia parece
aparecer nas fases mais avancadas da doenca, quando,
entre outras alteracdes, o sistema para manutengdo de
balango do fésforo é rompido pela adicional perda de
tecido renal e o processo inflamatdrio sistémico se torna
mais nitidamente presente. A identifica¢do de fatores de
risco cardiovascular na uremia se torna, dessa forma, im-
portante, pois pode revelar mecanismos peculiares da pa-
tologia, levando ao entendimento da histéria natural da
doenca e ao desenvolvimento de condutas terapéuticas,
que podem diminuir o risco de morbi-mortalidade. Da
mesma forma, fatores de risco cardiovascular especificos
da DRC indicam um formato de investigagdo proprio
para esse grupo de pacientes, que desenvolvem uma arte-
riopatia de caracteristicas peculiares.

Em conclusdo, observou-se neste estudo que a pre-
senca de uremia e suas alteragdes imunoldgicas e me-
tabdlicas (inflamacdo sistémica e hiperfosfatemia)
estiveram relacionadas a presenca de arteriopatia, espe-
cificamente um aumento na espessura da camada média
das artérias subepicardicas em animais de experimenta-
¢do. Este modelo podera ser utilizado para investigar os
mecanismos da arteriopatia da uremia, bem como para
testar intervencoes com a finalidade de cardioprotecao
na disfunc¢do renal.
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