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Resumo

Introdugao: Tem sido sugerido que na
doenga renal cronica (DRC) a uremia
pode causar alteragdes intestinais, tais
como modifica¢bes na microbiota e danos
a barreira intestinal, e que estas possiveis
alteragdes podem ter uma relagio impor-
tante com o estado inflamatério e a toxici-
dade urémica apresentadas por pacientes
com DRC. Objetivos: Avaliar o efeito in
vitro do soro urémico sobre a permeabili-
dade da monocamada de células epiteliais
do intestino, inflamacdo e apoptose. Mé-
todos: Pools de soro foram preparados a
partir de soros de individuos saudaveis,
pacientes em tratamento conservador e
em hemodiilise (Pré e P6s-HD). As células
T84 foram incubadas por 24 horas com
os diferentes pools. Em seguida a TER foi
medida e as células foram submetidas as
seguintes andlises: apoptose, producdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) e ex-
pressdo de receptores toll-like (TLR) por
citometria de fluxo e detec¢io de IL-6 no
sobrenadante da cultura por ELISA. Re-
sultados: Ndo foram encontradas diferen-
¢as, entre os grupos, com relacio a TER,
apoptose, EROs e expressio de TLR-2,
TLR-4 ¢ TLR-9. J4 a secrecdo de IL-6 foi
maior (p < 0,001) pelas células incubadas
com soro pré-HD e pés-HD. Conclusao:
Os resultados obtidos a partir deste mo-
delo sugerem que a uremia per se parece
ndo comprometer a integridade das célu-
las epiteliais do intestino. O aumento da
secrecdo de IL-6 pelas células incubadas
com soro HD (pré e pds) sugere um po-
tencial efeito da uremia sobre a resposta
inflamatoria intestinal.

Palavras-chave: Uremia; Intestino
Grosso; Insuficiéncia Renal Cronica.

ABSTRACT

Introduction: In chronic kidney disease
(CKD), it has been suggested that alterations
within the gut are associated with an inflam-
matory state and uremic toxicity. Studies sug-
gest that uremia may impair the function of
the intestinal barrier via the promotion of
increased intestinal permeability. To under-
stand the mechanisms that are involved in
intestinal barrier damage in the setting of ure-
mia, we evaluated the in vitro effect of uremic
serum on transepithelial electrical resistance
(TER), inflammation, and apoptosis in in-
testinal epithelial cells (T84). Methods: Pools
of serum from healthy individuals, patients
not on dialysis, and patients on hemodialysis
(Pre-HD and Post-HD) were prepared. T84
cells were incubated for 24 h in medium, of
which 10% consisted of the pooled serum
from each group. After incubation, the TER
was measured and the following parameters
were determined by flow cytometry: expres-
sion of toll-like receptors (TLRs), produc-
tion of reactive oxygen species (ROS), and
apoptosis. The level of IL-6 in the culture
supernatant was determined by ELISA. Re-
sults: No difference was observed among the
groups with respect to TER, apoptosis, and
ROS or the expression of TLR-2, TLR-4, and
TLR-9. IL-6 secretion was higher (p < 0.001)
in cells that were incubated with pre- and
post-HD serum. Conclusion: The results that
were obtained from this model suggest that
uremic serum per se does not seem to impair
the integrity of intestinal epithelial cells. The
increased IL-6 secretion by cells that were in-
cubated with HD serum suggests a potential
effect of uremia in the intestinal inflammatory
response.

Keywords: Uremia; Intestine, Large; Renal In-
sufficiency, Chronic.
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INTRODUCAO

O trato gastrointestinal funciona como uma barreira
entre 0 ambiente externo e o meio interno do corpo.
A camada epitelial do trato gastrointestinal forma
uma barreira seletivamente permeavel, que permite a
entrada passiva de nutrientes, ions e dgua, ao passo
que simultaneamente restringe a entrada de patoge-
nos nos compartimentos do tecido subjacente. Varios
estimulos fisiologicos e patologicos regulam dinami-
camente a permeabilidade desse epitélio por meio de
alteracdes nas estruturas envolvidas nos mecanismos
de adesdo celular e formacdo de jungdes celulares'?.

Além disso, as células epiteliais intestinais (CEIs)
expressam inumeros receptores ¢ mediadores pro-
-inflamatdrios que permitem sua comunicagdo com o
sistema imunolégico®*. As CEls sdo a primeira linha
de defesa contra patégenos e desempenham um papel
importante no processo de tolerancia intestinal em
relacdo a microrganismos comensais*®. Através de re-
ceptores toll-like (TLR), as células epiteliais intestinais
reconhecem componentes celulares bacterianos”®. Os
TLRs desencadeiam respostas imunoldgicas contra
agentes patogénicos, mas sdo também regulados para
limitar a resposta inflamatéria em direcio a micro-
biota comensal no ldmen®*. Além disso, a atividade
dos TLRs parece levar a reorganizacdo da estrutura
das jungdes de oclusio, o que favorece a fungio de
barreira epitelial®. Portanto, o reconhecimento da mi-
crobiota comensal pelos TLRs desempenha importan-
te papel na manutencdo da homeostase intestinal'®!!,

A doenca renal crénica (DRC) é uma patologia
caracterizada pela perda gradual da fun¢io renal ao
longo do tempo, com consequente retengdo de uma
série de compostos coletivamente denominados toxi-
nas urémicas. Em individuos com DRC, a presenga
de inflamacdo - um importante mediador de compli-
cagoes associadas a doenga, especialmente no sistema
cardiovascular - é comum'>'3. Virios fatores contri-
buem para o estado inflamatério, incluindo a dimi-
nuicdo da depuracdo de citocinas pré-inflamatorias,
toxicidade urémica, estresse oxidativo, acidose meta-
bélica e o proprio processo de didlise'*. Recentemente
foi sugerido que alteragdes na composi¢ao da micro-
biota intestinal'>"'” e na permeabilidade intestinal'®?!
em consequéncia da DRC também podem contribuir
para a resposta inflamatéria'®2>2,

Portanto, ha um interesse crescente em torno da in-
vestigacdo do papel da uremia sobre a permeabilidade
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intestinal. Vaziri ef al.?* realizaram um estudo in vivo
com ratos urémicos e relataram uma ampla reducdo
na expressio de proteinas das juncoes de oclusio,
tais como claudina-1, ocludina e z6nula de oclusao-1
(Z0O-1) na mucosa colonica, o que indica dano acen-
tuado na barreira intestinal. Achados semelhantes na
expressdo dessas proteinas também foram encontra-
dos pelo mesmo grupo de pesquisadores em um estu-
do in vitro com colonécitos humanos incubados em
meio contendo plasma de pacientes em hemodiilise.
As células incubadas em plasma urémico exibiram
reducdo significativa na expressdo de proteinas das
juncdes de oclusdo, acompanhada por diminui¢do na
resisténcia elétrica transepitelial (RET). Tais eventos
indicam aumento da permeabilidade da monocamada
de células e sugerem que os compostos presentes no
plasma urémico podem estar envolvidos no processo
de dano intestinal causado pela uremia®.

Uma vez que os mecanismos envolvidos no dano
a barreira intestinal causado pela uremia nio sio to-
talmente compreendidos, o presente estudo investi-
gou o efeito do soro urémico sobre a permeabilidade
epitelial intestinal e avaliou se o soro urémico afeta
a expressdo de TLRs, estresse oxidativo e a secre¢do
de citocinas pré-inflamatdrias em células epiteliais do
c6lon humano.

MEetopos

PREPARACAO DO POOL DE SORO

Quatro pools de soro foram preparados a partir dos
seguintes grupos: quatro individuos saudaveis, que
serviram como controles (Sauddvel); cinco pacientes
em tratamento conservador da doenca renal cronica
(Conservador) com taxa de filtragio glomerular esti-
mada entre 15 € 29 mL/min/1.73m?; e cinco pacientes
em hemodidlise antes (Pré-HD) e apds (P6s-HD) uma
sessdo de hemodialise. Pacientes menores de 18 anos
ou com mais de 70 anos, individuos em didlise por
menos de trés meses, pacientes com diabetes mellitus,
doencas infecciosas ou inflamatérias, HIV, cancer ou
doencgas autoimunes, que utilizaram corticosteroides
ou imunossupressores ou que tivessem recebido trans-
plante renal ndo foram incluidos. Todas as amostras
de sangue foram colhidas em condicdes de jejum (8
horas), com excecdo das amostras pds-HD. Apods a
coleta de sangue, o soro foi imediatamente separa-
do e os pools preparados e armazenados a -80 °C.
Concentragdes de creatinina, ureia, paratormonio,



célcio, foésforo e potassio foram determinadas em ca-
da pool de soro. O Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos da Universidade Federal de Sao Paulo
aprovou o estudo. Foi obtido o consentimento infor-
mado de todos os participantes do estudo.

CULTURA CELULAR E ESTUDOS DE INCUBACAO

Células T84 foram obtidas da American Type Culture
Collection (Manassas, VA, EUA) e cultivadas em
frascos para cultura de tecidos de 75 cm? em meio
DMEM/F12 (Life Technologies Inc., Carlsbad, CA,
EUA). O meio foi suplementado com bicarbonato de
sodio 1,2 g/L, L-glutamina 2,5 mM, HEPES 15 mM,
piruvato de sédio 0,5 mM, 10% de soro bovino fetal
e penicilina/estreptomicina 0,5% (10.000 U/mL e 10
mg/mL, respectivamente) e as células foram mantidas
em incubadora a 37°C, umidificada com 5% de CO.,.

De forma a estabelecer um sistema de cultura ce-
lular em monocamada polarizada, as células foram
cultivadas em placas de 12 pocos com insertos de cul-
tura celular suspensos Millicell com didmetro de 12
mm e poro de 0,4 pym (EMD Millipore Inc., Billerica,
MA, EUA) com 400.000 células/inserto. De maneira
a determinar qualitativamente se as células T84 atin-
giram a confluéncia, formaram as juncdes de oclusdo
e estabeleceram polaridade celular, foi monitorada a
resisténcia elétrica transepitelial (RET) através da mo-
nocamada usando um medidor Millicell ERS-2 (EMD
Millipore Inc., Billerica, MA, EUA ). As monocama-
das de T84 foram mantidas por aproximadamente 10
dias em meio completo. O meio foi trocado a cada
dois dias e a RET medida regularmente. Quando a
RET ultrapassou 1.000 Q/cm?, as monocamadas fo-
ram incubadas por 24 h em meio DMEM/F12, su-
plementado com 10% de pool de soro (Saudavel,
Conservador, Pré-HD e Pos-HD). A RET foi medida
na conclusio do periodo de 24 horas de incubacdo.
Em seguida, as células foram processadas para ana-
lise de citometria de fluxo e os sobrenadantes foram
centrifugados por cinco minutos a 4°C; os sobrena-
dantes livres de células foram armazenados a -80 °C
até serem utilizados na andlise de citocinas. Nove ex-
perimentos foram realizados. Seus resultados foram
utilizados na analise estatistica.

ExpressAo DETLR-2, TLR-4 ETLR-9

Apds incubagio nas condigdes descritas anteriormente,
as células foram lavadas com PBS e tripsinizadas. Para
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detectar a expressao de TLR-2, TLR-4 e TLR-9 na su-
perficie celular, 1 x 10° células T84 foram incubadas no
escuro por 15 min em temperatura ambiente com an-
ticorpos correspondentes marcados por fluorescéncia:
anti-TLR2 humano conjugado com APC (TL2.1, eBios-
cience, San Diego, CA, EUA), anti-TLR-4 humano con-
jugado com PE-Cy7 (HTA125, eBioscience, San Diego,
CA, EUA) e anti-TLR9 humano conjugado com PE
(EB72-1665, BD - Pharmingen, San Diego, CA, EUA).
As células foram entao lavadas com PBS, o sobrenadan-
te foi descartado e o sedimento final foi ressuspenso em
PBS. A detec¢do de todos os anticorpos foi realizada por
citometria de fluxo (FacsCanto I, BD Biosciences, San
Diego, CA, EUA). As dispersdes frontal e lateral da luz
foram utilizadas para estabelecer o gate das células T84
e excluir detrito celular. As expressdes de TLR2, TLR4
e TLRY foram apresentadas em médias de intensidade
de fluorescéncia (MIF) e em porcentagens (%). O méto-
do de controle Fluorescéncia Menos Um (FMO control)
foi utilizado para identificar e estabelecer os gates das
células a serem analisadas e controlar a sobreposicdo de
fluoréforos.

DETECCAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (EROs)
INTRACELULARES

Os niveis intracelulares de EROs foram detectados
pela conversio do 2’-7’-diclorofluoresceina diaceta-
to (DCFH-DA) (Sigma, St. Louis, MO, EUA) para
2’,7’-diclorofluoresceina (DCF), composto que fica
fluorescente na presenca de radicais de oxigénio®.
Antes da incuba¢ao em DCFH-DA, as células foram
lavadas com PBS e tripsinizadas. Para detectar EROs,
1 x 10° células T84 foram incubadas no escuro por 30
min a 37°C com DCFH-DA na concentra¢io de 0,3
mM. Em seguida, as células foram lavadas com PBS,
o sobrenadante foi descartado e o sedimento final foi
ressuspenso em EDTA a 3 nM. A deteccdo de EROs
foi realizada por citometria de fluxo (FacsCanto I, BD
Biosciences, San Diego, CA, EUA). As dispersoes fron-
tal e lateral da luz foram utilizadas para estabelecer o
gate das células T84 e excluir detrito celular. A ex-
pressdo de EROs foi apresentada em média de inten-
sidade de fluorescéncia (MIF) e em porcentagem (%).

DeTeccAo DE IL-6

A concentragio de IL-6 nos sobrenadantes livres de
células condicionados da monocamada de células
T84 foi determinada por ensaio ELISA (HS Human
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IL-6 kit, R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA) de
acordo com as instrugoes do fabricante.

ANALISE DA APOPTOSE CELULAR POR CITOMETRIA DE
FLUXO

Apds incubagio, as células foram lavadas com PBS e
tripsinizadas. Para detectar apoptose e necrose, 1x10°
células T84 foram incubadas no escuro por 20 min
em temperatura ambiente com anexina V conjugada
com isotiocianato de fluoresceina (FITC) e iodeto
de propidio (PI) (BD - Pharmingen, San Diego, CA,
EUA). Células apoptéticas precoces foram positivas
para anexina V e negativas para PI; células apoptoti-
cas tardias foram positivas tanto para anexina V co-
mo para PI; e células necréticas foram positivas para
PI e negativas para anexina V?’. As leituras foram re-
alizadas em um citdmetro de fluxo (FACSCANTO I,
BD Biosciences, San Diego, CA, EUA). As dispersdes
frontal e lateral da luz foram utilizadas para estabe-
lecer o gate das células T84 e excluir detrito celular.
Os dados foram apresentados em porcentagens (% ).

ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram apresentados na forma de média e
desvio padriao (DP) ou mediana e intervalo interquar-
til, conforme o apropriado. Foi utilizado um modelo
linear geral (MLG) para efetuar comparacdes entre
os grupos, seguido de andlise da diferenca minima
significativa (DMS) usando o software SPSS® versio
18.0 para Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA).
Significancia estatistica foi atribuida para diferencas
com p < 0,0S.

ResuLTADOS

A Tabela 1 mostra os dados laboratoriais de cada
pool de soro utilizado nos experimentos. Os valores

ficaram dentro do esperado para cada condicdo.
Como visto na Figura 1, o soro urémico das trés di-
ferentes condicdes nio promoveu mudangas na re-
sisténcia elétrica transepitelial (RET) em relacdo ao
grupo sauddvel ou nas comparagdes entre os demais
grupos.

Figura 1. Resisténcia elétrica transepitelial (RET) através da
monocamada de células T84 apds incubacao sob diferentes condicoes.
Dados apresentados em média + EP. p > 0,05 entre grupos. Pool de
soro: Sauddvel - controles saudéveis; Conservador- individuos com
doenca renal cronica em tratamento conservador; HD- hemodidlise.
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Além disso, como mostra a Tabela 2, o soro urémico
das trés condi¢oes ndo promoveu alteragdes na expressio
de TLR-2, TLR-4 ou TLR-9 ou na producdo de EROs
em relacdo ao grupo saudavel ou nas comparagdes entre
os demais grupos. A Figura 2 ilustra a estratégia utilizada
para detectar a expressdo dessas proteinas e a produgio
de EROs por citometria de fluxo. Contrariamente, secre-
¢do mais elevada de IL-6 foi identificada nas células incu-
badas com soro pré e pés-HD em comparacdo as condi-
¢Oes de incubacio saudavel e conservador (Figura 3).

Como ilustra a Tabela 3, boa viabilidade celular
(> 80%) foi observada em todas as condicdes de incu-
bag¢do. O soro urémico ndo promoveu alteragdes no
tocante a apoptose.

TABELA 1 DADOS DEMOGRAFICOS DOS PACIENTES INCLUIDOS NOS POOLS DE SORO UTILIZADOS NO ESTUDO
Variaveis Saudavel Conservador Pré-HD Pos-HD
Idade (anos) 31,4 +8,98 574 + 11,43 58 + 9,67 -
Sexo masculino [n (%)] 2 (40) 3 (60) 1(20) -
Creatinina (mg/dL) 0,82 2,9 11,54 3,33
Ureia (mg/dL) 33 108 149 32,0
PTH (pg/mL) 23 161 763 381
Célcio (mg/dL) 9,7 9,2 9,0 10,5
Fosforo (mg/dL) 3,4 4.1 4.8 2,3
Potéssio (mEq/L) 3,8 4,7 4,8 2,8

Pool de soro: Saudavel- controles saudéveis; Conservador- individuos com doenca renal crénica em tratamento conservador; HD- hemodiélise;

PTH-paratormonio.
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TABELA 2 ExpressAo DE TLR-2, TLR-4 e TLR-9; probucAo b EROs E IL-6 Em cELULAS T84

Variaveis Saudavel Conservador Pré-HD P6s-HD p
TLR-2 (MIF) 10.227 + 2.653 10.391 + 3.266 11.826 + 3.422 14.940 + 9.032 0,493
TLR-2 (%) 94,6 (89,9-96,9) 93,3 (85,1-977) 94 (88,4-98,2) 94,8 (87,2-96,8) 0,827
TLR-4 (MIF) 6.030 (5.537-8.727)  6.504 (5.609-8.364) 7.668 (6.263-9.834) 9.119 (5.743-15.812) 0,418
TLR-4 (%) 82,6 (76,2-91) 80,6 (76-92,5) 82 (772-93,4) 84,9 (78,8-91) 0,851
TLR-9 (MIF) 3.773 (2.149-9.303) 2.995 (2.115-12.856) 2.789 (2.111-7273) 3.580 (2.980-8.425) 0,937
TLR-9 (%) 4,8 (1,15-77) 4,6 (1,07-8,72) 4,15 (0,82-6,8) 4,45 (1,15-8,65) 0,971
EROs (MIF) 293,4 + 72,7 289,2 + 54,83 291+65,2 294,6 + 44,8 0,999
EROs (%) 40,8 (34,5-65,7) 46,2 (35,9-62,8) 38,4 (32,3-575) 33,6 (25,3-50,5) 0,628
I-6 (pg/mL) 0,76 £ 0,35 1,14 + 0,53 2,27 + 0,46* 2,85 + 0,93*1 < 0,001

Dados apresentados como média = DP ou mediana (intervalo interquartil). *p < 0,01 vs. Saudéavel e Conservador; tp = 0,07 vs. Pré-HD. MIF- média
da intensidade de fluorescéncia; TLR-2- receptor toll-like 2; TLR-4- receptor toll-like 4; TLR-9- receptor toll-like 9; IL-6- interleucina 6. Pool de soro:
Saudavel- controles saudaveis; Conservador- individuos com doenga renal cronica em tratamento conservador; HD- hemodiélise.

Figura 2. llustracao da estratégia utilizada para detectar a expresséao de receptores toll-like, produgdo de EROs e apoptose por citometria de fluxo.
(A) Dispersoes frontais e laterais da luz foram utilizadas para estabelecer o gate das células T84 e excluir detrito celular. (B) Exemplo de expressao
de receptor toll-like 4 (TLR-4) em cada condigdo de incubacgédo. Saudével- controles saudaveis; Conservador- individuos com doenga renal crénica

em tratamento conservador; HD- hemodiélise. TLR-4- receptor toll-like 4.
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Figura 3. Producao de IL-6 por células T84 apds incubacao sob diferentes
condigoes. Dados apresentados como média (IC 95%). * p < 0,01 vs.
Saudéavel e Conservador. Pool de soro: Saudavel- controles saudéveis;
Conservador-individuos com doenga renal crénica em tratamento
conservador; HD- hemodidlise.

Pré-HD

Saudavel  Conservador

DiscussAo

O presente estudo i1 vitro com células epiteliais in-
testinais mostrou que o soro urémico nas trés condi-
¢Oes testadas ndo promoveu alteragdes na resisténcia
elétrica transepitelial (RET), no estresse oxidativo ou
na expressao de receptores toll-like. No entanto, foi
observada eleva¢io na secrecio de IL-6 nas células
incubadas com soro pré e pés-HD. Até onde sabe-
mos, apenas um estudo avaliou o efeito do plasma
urémico sobre a permeabilidade da monocamada de
células epiteliais intestinais. Em contraste com os nos-
sos achados, Vaziri et al.”* identificaram que o plasma
urémico (pré e pos-HD) promoveu redugdo da RET e
diminui¢cdo concomitante na expressiao de proteinas
das jungoes de oclusio em células T84. Embora te-
nhamos seguido atentamente as etapas descritas nos
métodos desse estudo publicado anteriormente, ndao
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TABELA 3 VIABILIDADE, APOPTOSE E NECROSE CELULAR
Variaveis Saudavel Conservador Pre-HD P6s-HD p
Viabilidade (%) 80,6 +5,2 82,9 +4,35 82,7 +4,8 82,1+ 3,7 0,841
Apoptose precoce (%) 6,8 + 2,35 58+ 1,6 55+ 1,95 6,2 +23 0,751
Apoptose tardia (%) 6,5 (6,1-8,4) 6,3 (5,4-7.4) 6,5 (5,7-74) 6.4 (6,0-8,3) 0,755
Necrose (%) 4,6 (2,7-9,1) 3,3(2,1-8,7) 3,9 (1,8-9,9) 5,0 (2,3-7,0) 0,984

Dados apresentados como média + DP ou mediana (intervalo interquartil). p > 0,05 entre grupos. Pool de soro: Saudavel- controles saudaveis;
Conservador- individuos com doenca renal crénica em tratamento conservador; HD- hemodiélise.

conseguimos reproduzir os resultados deles. As razoes
para a discrepancia nos resultados sdo desconhecidas,
mas algumas diferencas nos protocolos dos estudos
podem estar na raiz da questdo. Primeiro, usamos um
pool de soro para cada condi¢do de incubagio, en-
quanto Vaziri et al. relataram que as células foram
incubadas separadamente com o plasma de cinco pa-
cientes. Em segundo lugar, os critérios que utilizamos
para a selecao dos pacientes para preparar os pools
de soro podem diferir em alguns aspectos dos crité-
rios adotados por Vaziri et al. Contudo, como mos-
tra a Tabela 1, os parametros laboratoriais dos pools
preparados em nosso estudo foram consistentes com
aqueles esperados para cada grupo experimental.

A auséncia de alteragio nos marcadores de inte-
gridade celular intestinal em nosso estudo indica que
0 soro urémico pode nao ter prejudicado a permeabi-
lidade paracelular se um efeito direto fosse esperado.
Embora o periodo de incubacdo possa ter alguma in-
fluéncia na permeabilidade intestinal, decidimos usar
o periodo de 24 horas como feito no estudo anterior-
mente citado®. Contudo, antes de iniciar os experi-
mentos, também testamos dois outros periodos de
incubac¢io (6 h e 48 h), mas os resultados foram seme-
lhantes aos obtidos com o periodo de 24 horas. Além
do mais, deve-se considerar que o dano as células epi-
teliais intestinais causado pela uremia pode ocorrer
indiretamente em func¢io dos seus efeitos no ambiente
intestinal, que envolve a elevacdo do influxo de ureia
para o trato gastrointestinal. Tal contexto favorece o
aumento da fermentacdo de compostos nitrogenados,
gerando um grande ndmero de produtos que podem
afetar negativamente o epitélio intestinal**3!. Com
efeito, um estudo iz vitro com células T84 incubadas
com ureia mais urease (enzima bacteriana) relatou
grandes redu¢oes na RET e na expressdo de proteinas
das jung¢oes de oclusdo, o que indica o efeito deletério
de tal atividade enzimdtica sobre as células epiteliais
intestinais®. Alteracdes no meio bioquimico podem
resultar em alteragdes na composi¢ao e na atividade
metabdlica da microbiota intestinal®’. De fato, um
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estudo realizado com pacientes com DRC descreveu
importantes altera¢des na composi¢io da microbiota
intestinal. Essas modificacdes sio caracterizadas pela
expansdo de familias bacterianas que possuem ure-
ase e enzimas formadoras de indol e p-cresol, além
de redugdo nas familias que possuem enzimas produ-
toras de butirato'®. O importante papel do ambiente
intestinal na preservagdo da permeabilidade intestinal
foi demonstrado em estudo recente. Uma atenuagio
significativa nas alteracdes das proteinas das jungdes
de oclusao do tecido colonico foi identificada quando
ratos urémicos foram tratados com fibra alimentar
fermentavel, conhecida pelo seu efeito benéfico sobre
a atividade enzimatica e a composi¢io da microbio-
ta®s. Portanto, o efeito da uremia no intestino parece
ser complexo e envolve a interagio tanto das células
quanto da microbiota intestinal. Assim, a auséncia de
impacto negativo do soro urémico no presente estudo
pode ser atribuida a auséncia de microbiota.

O rompimento do equilibrio inflamatério no intes-
tino representa um fator potencial que contribui com
danos a barreira intestinal**, Como foi demonstrado
em varios tipos celulares que as toxinas urémicas tém
efeito estimulante sobre as vias inflamatodrias®-, le-
vantamos a hipotese de que tal efeito possa ocorrer
também nas células epiteliais intestinais. Portanto,
investigamos pela primeira vez se 0 soro urémico mo-
dificaria a expressao de receptores toll-like (TLRs) e a
producido de IL-6. Apesar da auséncia de alteracdo nos
TLRs nas condigdes urémicas de nossos experimen-
tos, foi observada elevacio da secrecao de IL-6 quan-
do as células foram incubadas com soro de pacientes
em hemodidlise (HD). Aparentemente, a ativagio de
TLR-2, TLR-4 e TLR-9 ndo esteve ligada a estimula-
¢do da liberagio de IL-6 pelo soro urémico. Embora
nao tenha sido testado em nosso estudo, a elevacio
observada da IL-6 pode ser consequéncia do efeito
estimulante de outras citocinas, tais como TNF-a e
IL-1, que frequentemente estio mais elevadas no soro
de pacientes em HD*>*!, Tal suposicdo é um tanto
plausivel se considerarmos que a producdo de IL-6



ndo se elevou quando as células foram incubadas com
soro urémico de pacientes nio dependentes de didlise.
Com efeito, a presenca de algum grau de fungio renal
nesses pacientes pode permitir, pelo menos até cer-
to ponto, a remog¢do de toxinas urémicas, incluindo
citocinas. Por outro lado, a remocdo de varios tipos
de moléculas tais como as citocinas é relativamente
ineficiente no processo de hemodialise*?. A secrec¢io
aumentada de IL-6 pelas células incubadas com soro
de HD ndo pareceu produzir efeitos deletérios sobre a
integridade da monocamada de células, uma vez que
nenhuma alteracdo na RET foi observada. Contudo,
¢ importante considerar que o potencial dano a fun-
¢do da barreira, causado por distirbios na resposta
inflamatoria, é complexo e envolve as relacdes entre
diferentes tipos de células, particularmente as do sis-
tema imunoldgico. Portanto, o modelo experimental
utilizado no presente estudo ndo permite concluir se
a IL-6 secretada pelas células epiteliais contribui pa-
ra o processo inflamatério geral. Esse achado merece
ser investigado mais profundamente de forma a fazer
avangar o conhecimento atual sobre a relacdo entre
DRC, inflamacio e funcio da barreira intestinal.

Em conclusdo, demonstramos que o meio urémico
ndo afetou a integridade da barreira intestinal, a ex-
pressio de TLRs ou a produgio de espécies reativas
de oxigénio. O soro de HD estimulou a secrecdo de
IL-6 pelas células epiteliais intestinais. Uma vez que a
uremia pode afetar a homeostase intestinal por dife-
rentes vias, mais estudos sdo necessarios para melhor
explicar a relacdo entre a DRC e o intestino.
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