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1 INTRODUCAO

A doenga renal cronica (DRC) ¢ uma sindrome causada por inimeras doengas que tém
em comum a reducdo progressiva da filtracdo glomerular. Independentemente do insulto
inicial provocado pela doenca de base, a lesdo progride com esclerose glomerular e fibrose
intersticial, levando a perda progressiva dos néfrons com reflexos variados e heterogéneos nas
fungdes metabolicas, hormonais e homeostaticas dos rins (1, 2).

Estima-se que mais de 10 milhdes de americanos tenham DRC. A sua prevaléncia ¢é
maior que 25% em individuos com mais de setenta anos de idade (3,4). No Brasil, a
prevaléncia de pacientes mantidos em programa cronico de didlise mais que dobrou nos
ultimos oito anos. De 24.000 pacientes mantidos em programa dialitico em 1994, alcancamos
58.000 pacientes em 2004. A incidéncia de novos pacientes cresce cerca de 8% ao ano, e, em
termos absolutos, 18.000 novos pacientes foram registrados em 2001. Os custos impostos
pelo programa de didlise e transplante renal ao sistema de saude sdo significativos e, no
Brasil, situam-se ao redor de 1,4 bilhdes de reais ao ano. Com base em dados norte-
americanos, estima-se que, para cada paciente mantido em programa de dialise, existiriam
cerca de vinte pacientes com algum grau de disfuncdo renal, ou seja, cerca de 1,2 milhdo de
brasileiros com DRC (5).

A DRC ¢ definida como dano renal ou Taxa de Filtragdo Glomerular (TFG) <90
ml/min/1,73m” por trés meses ou mais. O dano renal é definido como anormalidades
patolégicas ou marcadores de lesdo do rim, incluindo anormalidades nos exames de urina,
sangue e de imagem. A DRC ¢ dividida em cinco estagios (Tabela 1) de acordo com o nivel
de func¢do renal, presenga de dano renal e de alteragdes clinico-laboratoriais progressivas,

conforme o Kidney Disease Outcomes Quality Initiative (K/DOQI) (3).
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Tabela 1 - Estagios evolutivos da doenca renal cronica

Estagio Descricdo TFEG (ml/min/1,73m?
1 Dano renal com TFG normal ou 1 >90
2 Dano renal com leve | da TFG 60-89
3 Moderada | da TFG 30-59
4 Severa | da TFG 15-29
5 Faléncia renal <15 (ou dialise)

Adaptado de K/DOQI, Am J Kidney Dis 2002;39(2 Suppl 1):S1-266.

Nas ultimas décadas, tem sido possivel aumentar, significativamente, a sobrevida de
pacientes com insuficiéncia renal cronica terminal através dos métodos dialiticos, hemodialise
(HD) e dialise peritoneal (DP), e do transplante renal. Mas, paralelamente, complicagdes
cronicas da uremia, como a osteodistrofia renal e a anemia, e do transplante, como os efeitos
adversos da imunossupressdo e a rejei¢do cronica, foram sendo descritas, impondo novos
desafios de prevencao, diagndstico e tratamento de maior complexidade (6).

Entretanto, apesar de todos esses avancos, a mortalidade na DRC, principalmente em
fase terminal, permanece elevada (Figura 1). Conforme estatistica americana, a expectativa de
vida €, em média, de quatro a cinco vezes menor na populacdo de urémicos em relagdo a

populagdo geral, ajustada para idade, sexo e raca (7).
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Figura 1 - Mortalidade em pacientes com DRC e em didlise, na presenca de doenca
cardiovascular. Adaptado de Henry RM, Kidney Int 2002; 62: 1402-7.

Nesta revisao, serdo abordados aspectos etiopatogénicos da aterosclerose no contexto da
DRC, que dao origem a doenga cardiovascular (DCV) e a morbi-mortalidade a ela associada,

muito prevalente nessa populacao de pacientes.

1.1 Doenga renal cronica e mortalidade cardiovascular

A maior causa de mortalidade em pacientes com DRC ¢ de origem cardiovascular,
atingindo um indice anual em torno de, aproximadamente, 9%, ou seja, dez a vinte vezes
maior se comparada a populacdo geral, mesmo quando o ajuste ¢ feito para outros fatores de
risco, como idade, raga, sexo e presenca de diabete melito (DM) (8). Considerando esse

elevado risco de DCV e a morbimortalidade a ela associada (9-14), ¢ fundamental, em termos
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de saude publica, estabelecer, quantificar e prevenir os fatores causais de doenca renal e
cardiovascular nessa populacdo de individuos.

Em uma coorte de 1.120.295 adultos, medidas longitudinais foram usadas para estimar
o risco de DCV em pacientes com DRC. Com uma média de acompanhamento de 2,8 anos, o
risco de DCV, apos ajuste para diferencas em fatores demograficos e clinicos, aumentou
progressivamente a medida que a TFG, estimada pela equagdo do estudo Modification of Diet
in Renal Disease (MDRD) (15), diminuiu abaixo de 60 ml/min (16). O adjusted hazard ratio
para a ocorréncia de eventos cardiovasculares foi 1,4 (IC 95% 1,4-1,5) para uma TFG
estimada entre 45 ¢ 59 ml/min, 2,0 (IC 95% 1,9-2,1) na faixa entre 30 ¢ 44 ml/min, 2,8 (IC
95% 2,6-2,9), entre 15 ¢ 29 ml/min e 3,4 (IC 95% 3,1-3,8), para uma TFG menor que 15
ml/min. Outros estudos de grandes populagdes, como o Second National Health and
Nutritional Examination Survey (NHANES 1I) (14) e o Framingham Heart Study (11),
também demonstraram um aumento significativo no risco de morte em pacientes com perda
de funcao renal.

Os fatores associados com DCV em individuos portadores de DRC s3o multiplos
(Tabela 2). Tradicionalmente, fatores de risco com elevada prevaléncia como hipertensao
arterial sistémica (HAS), dislipidemia, DM e tabagismo, sdo encontrados, e, mais
recentemente, também tém sido associados fatores ditos nao-tradicionais, tais como
inflamacao, estresse oxidativo (EO), infeccdo persistente, proteinuria e hiperfosfatemia, que
parecem exercer um papel relevante no desenvolvimento do processo aterosclerotico nesse
grupo de pacientes (17-19). Em estudo recente, comparando os fatores tradicionais € 0s novos
fatores de risco como preditores de mortalidade cardiovascular em individuos com e sem
DRC (TFG <60 ml/min), Shlipak e cols. (20) verificaram que os fatores de risco tradicionais,
como hipertrofia ventricular esquerda, tabagismo, sedentarismo, DM e pressdo arterial

sistélica elevada, tiveram maior impacto sobre a mortalidade cardiovascular nos dois



15

subgrupos, enquanto os nao-tradicionais, como proteina C reativa (PcR), fibrinogénio,
interleucina-6 (IL-6), hemoglobina e fator VIII, influenciaram esse desfecho apenas no grupo
sem DRC. Entretanto, o estudo s6 envolveu individuos idosos, a distribui¢ao racial ndo foi
homogénea entre os subgrupos, € o poder do estudo foi limitado pelas multiplas comparagdes

e analise de subgrupos com desfecho unico.

Tabela 2 - Fatores de risco para aterosclerose em pacientes urémicos

Fatores de risco tradicionais Fatores de risco ndo tradicionais

Sexo masculino Hipervolemia

Idade:Homens > 45 anos; Mulheres
Fatores trombogénicos (fator de von Willebrand e outros)
pos-menopausa

Diabete melito Produto célcio X fosforo elevado, paratormonio
Hiperlipidemia Inflamacao crénica (PcR, outros)

Tabagismo Hiperhomocisteinemia

Hipertensdo arterial sistémica Hipercatabolismo, desnutrigdo

Obesidade Infecgdes (Chlamydia pneumoniae, outros)
Sedentarismo Reducdo do 6xido nitrico

Hereditariedade Produtos finais de glicosilagdo avancada

Estilo de vida Dimetil arginina assimétrica

Proteintria, anemia
Hiperfibrinogenemia
Marcadores de estresse oxidativo
Redugdo da filtragdo glomerular

Atividade do sistema renina-angiotensina

Adaptado de Shlipak MG, JAMA 2005;293(14):1737-45.
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1.2 Inflamacéo, desnutricéo e aterogénese na doenca renal cronica

A presenca de inflamagdo ¢ um achado consistente em pacientes com DRC e tem sido
amplamente reconhecida como um novo fator de risco para doenca arterial coronariana
(DAC) (21).

Décadas antes, a associagdo entre uremia ¢ aterosclerose havia sido descrita em
pacientes sob tratamento hemodialitico prolongado (22). Acumulam-se evidéncias sugerindo
que a inflamagdo cronica contribui para o desenvolvimento e progressdo da aterosclerose
também nos pacientes em fase pré-dialitica (23,24). E comum, em pacientes com DRC em
diferentes fases de progressdo, encontrar-se niveis elevados de marcadores do estado
inflamatorio como a PcR (25-27), um dos mais estudados recentemente. A medida da PcR
prediz doenga cardiaca aterosclerdtica e maior morbi-mortalidade, tanto em individuos
normais quanto em urémicos sob tratamento conservador e dialitico (27-29). Existe uma
correlacdo siginificativa entre estado microinflamatério € o nimero e a extensao de placas de
ateroma em carétidas em urémicos (30). Outros marcadores inflamatorios, como a IL-6 € o
fibrinogénio, também estdo elevados na DRC, e, junto com o estado urémico per se, infecgdes
persistentes (ex.: Chlamydia pneumoniae e infec¢des dentdrias) e o proprio processo
aterosclerotico contribuem para o aumento da resposta inflamatoria observada em urémicos
(31-35).

E possivel que esses fatores associados a aterogénese interajam mutuamente, resultando
em um ciclo vicioso, onde participam diversas substancias pro-inflamatorias, como citocinas,
moléculas de adesdo, quimiocinas e espécies reativas do metabolismo do oxigénio (ERMO).
Esses mecanismos ainda ndo sdo totalmente claros, mas a sua associagdo com aterosclerose
acelerada e mortalidade cardiovascular ¢ evidente em diversos estudos experimentais e

clinicos envolvendo renais cronicos em diferentes fases da doenga (17,19,21,25,27,33,35).
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1.2.1 Inflamacéo e o desenvolvimento de aterosclerose

As hipoteses mais atuais sobre a aterogénese enfatizam o papel da disfungdo endotelial
e da inflamag¢do como etapas iniciais da formacdo da placa de ateroma. Resumidamente,
ocorre aumento da adesividade endotelial de leucécitos e plaquetas, favorecendo uma
atividade pré-coagulante, expressdo de moléculas de adesdo como selectinas, molécula de
adesdo intercelular-1 (ICAM-1) e molécula de adesdo vascular-1 (VCAM-1), sintese de
citocinas, quimiocinas como a proteina quimiotatica de monocitos-1 (MCP-1) e fatores de
crescimento, ¢ liberagao de moléculas vasoativas pelo endotélio lesado (36). Desencadeia-se a
oxidacdo de lipoproteinas de baixa densidade (LDL), que sdo fagocitadas por macréfagos,
originando as células espumosas, carregadas de lipidios. Com a aceleragdo do processo
inflamatorio, ocorre a migragdo e a proliferagdo de células musculares lisas, espessamento
arterial e remodelamento da parede do vaso afetado. Inicia-se um ciclo vicioso de ativagao e
infiltragdo de células mononucleares, liberagdo de citocinas e enzimas hidroliticas com
conseqiiente necrose focal. O ciclo proliferativo prossegue com a formagao da capa fibrosa,
formada por colageno e outras proteinas da matriz extracelular, sobre o nicleo de gordura e
area de necrose. A inflamagdo na parede da artéria representa o inicio e a perpetuagdo do
processo aterosclerotico, que evolui com erosdo, fissura e ruptura da placa aterosclerotica,

culminando em formagao de trombo, obstrugdo do vaso e lesdo isquémica (37).



18

Monécitos Liumen Vascular

\

Moléculas de ) MCP-1 Endotélio
Adesao

LDL fntima

Modificado _
Citocinas ° Fatores de Crescimento |

Metaloproteinases ‘

0
+) % Proliferagao Celular

Macréfagos “Foam Cell” Degeneracdo Matricial
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Inflamacéao

Figura 3 - Etapas de formac&o da placa aterosclerdtica.
Adaptado de Stary HC, Circulation 1995;92:1355-1374.
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1.2.2 Desnutricéo e inflamacgao na doenca renal cronica

A desnutricdo ¢ encontrada freqlientemente em pacientes com DRC, tanto na fase pré
dialitica (38-40) como apos o inicio da didlise (41), com uma prevaléncia de 28% a 51% e
10% a 70%, respectivamente. E uma condigdo que se correlaciona diretamente com a perda
da funcdo renal (42-44), sendo um importante fator preditivo de morbimortalidade nessa
populacdo (24,38). Esta associacdo ja havia sido descrita, em 1983, por Acchiardo e cols., em
pacientes submetidos a HD (45).

Fatores diversos contribuem para um pior perfil nutricional nos pacientes com DRC em

diferentes fases da doeng¢a, como os citados no Quadro 4.

1. Ingestdo alimentar diminuida

Uremia

Comorbidades

Doengas agudas intercorrentes

Doenga gastrointestinal coexistente (gastroparesia)
Depressao

Efeitos adversos de drogas

1. Hipercatabolismo e alteragdes metabolicas

Doengas intercorrentes (infecgdes, sepse)
Deficiéncia de hormdnios anabolicos (insulina, fatores de crescimento)
Hiperparatireoidismo

Hiperglucagonemia

Acidose metabolica

Uremia

2. Estado inflamatorio

Quadro 4 - Fatores que contribuem para um pior perfil nutricional nos pacientes
com DRC. Adaptado de Kopple JD, J Nutr 1999; 129: S247-51.

A hipoalbuminemia ocorre em 60% dos pacientes com insuficiéncia renal cronica em
fase pré-dialitica (46). A desnutri¢do, conseqiiéncia de multiplos fatores, como uremia,
microinflamacao, maior catabolismo protéico e o proprio procedimento dialitico — tanto HD

como DP — resultam na queda da albumina sérica. Estudos anteriores associaram
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hipoalbuminemia a maior morbimortalidade em dialise (45), mas esse dado foi recentemente
questionado a medida que alguns estudos tém identificado outros marcadores com maior
poder preditivo de morte na populagdo de dialisados. Dentre esses, o aumento dos niveis
séricos de PcR ¢ um dos mais importantes por ser um preditor forte de eventos
cardiovasculares (26). Apds ajuste para os niveis séricos de PcR, a hipoalbuminemia tem seu
efeito sobre a mortalidade atenuado e passa a ndo constituir fator de risco cardiovascular
(24,29,47).

Esses dados adquirem consisténcia quando se observa que a PcR ¢ um preditor primario do
nivel de albuminemia (48). Também na fase pré-dialitica, a PcR e a albumina diferem no
valor preditivo de progndstico cardiovascular. Menon e cols. (49) observaram que a PcR
elevada e a albumina baixa nos estagios 3 ¢ 4 da DRC foram fatores de risco independentes
para mortalidade de todas as causas, mas s6 o aumento dos niveis de PcR esteve associado a
maior mortalidade cardiovascular, independentemente de fatores demograficos, cardiacos ¢ da
doenca renal. Para integrar os efeitos da inflamagdo sobre a desnutricdo e a mortalidade,
Bergstrom e Lindholm propuseram, em 1998, o termo sindrome MIA - “Ma Nutrigdo,
Inflamagao e Aterosclerose”, em que a atividade inflamatdria estaria na génese da desnutri¢ao

e da hipoalbuminemia, da DCV e de outros problemas associados (50,51).

ESTADO MICROINFLAMATORIO

MANUTRICAO «seeranss » ATEROSCLEROSE
ACELERADA

SINDROME M.L.A.
Figura 5 - Relacdo entre estado microinflamatorio, desnutricéo e aterosclerose

acelerada em pacientes urémicos. Adaptado de Bergstrom J, Am J Kidney Dis
1998;32(5):834-41.
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Posteriormente, Kalantar-Zadeh e cols. (52) sugeriram o termo Sindrome do Complexo
Desnutri¢ao-Inflamagdo (MICS) para salientar a importancia dessas duas condi¢des no
desfecho de pacientes renais cronicos em tratamento dialitico. Os elementos da sindrome MIA
e MICS, em conjunto, parecem estar entre os fatores de risco que mais contribuem para a
elevada morbimortalidade e para a baixa qualidade de vida dessa populagdo de pacientes (53).

Dois tipos de desnutri¢do foram propostos por Stenvinkel e cols. (51), de Tipo 1 e de
Tipo 2 (Tabela 3). O Tipo 1 decorre de um aporte nutricional inadequado, sendo, entdo, mais
facilmente corrigido. No entanto, no Tipo 2, a inflamagdo e suas comorbidades sdo as causas
predominantes. Neste tipo, o hipercatabolismo e a falha na deposicdo de nutrientes causados
pelo estado inflamatorio parecem ser a razdo principal da deficiéncia caldrico-proteica.

Poderia haver, ainda, uma sobreposi¢ao dessas duas condi¢des em uma forma mista.

Tabela 3 - Caracteristicas da desnutri¢ao do Tipo 1 e do Tipo 2

Tipo 1 Tipo 2
Albumina sérica Normal/baixa Baixa
Comorbidades Incomun Comum
Presenca de inflamacéo Nao Sim
Ingestdo alimentar Baixa Baixa/normal
Gasto energético basal Normal Elevado
Estresse oxidativo Aumentado Muito aumentado
Catabolismo protéico Reduzido Aumentado
Reversao pela dialise e suporte

Sim Nao

nutricional

Adaptado de Stenvinkel P, Nephrol Dial Transplant 2000;15(7):953-960.

Nos anos recentes, vem sendo demonstrada uma relacao inversa entre a TFG e os niveis

séricos de marcadores do estado inflamatorio, que se encontram elevados nas diferentes fases
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evolutivas da DRC. Proteinas de fase aguda e citocinas pro-inflamatodrias, quando em niveis
elevados, exercem marcada influéncia sobre o estado nutricional, pois determinam anorexia e
perda de peso através de catabolismo protéico e diminui¢do do anabolismo (24, 54-57).

Os efeitos de outras citocinas pré-inflamatorias, como a IL-6 e fator de necrose tumoral-
o (TNF-a) na nutri¢do, resultam de sua acgao catabdlica sobre o metabolismo protéico, da agao
direta no sistema gastrointestinal ou da sua acdo indireta sobre o sistema nervoso central,
resultando em anorexia (58). Outros mecanismos sdo a hidrdlise protéica, a destruicao da
proteina muscular via ativagdo da transcri¢cao do fator nuclear k-B (NFx-B) (59), a ativagdo do
sistema proteolitico ubiquitina-proteasoma (60) ¢ a agdo do hormodnio anorético leptina.
Estudo com modelo animal mostrou aumento da produgdo de leptina sob estimulo de
citocinas inflamatoérias como TNF-a e interleucina-1 (IL-1) (61). A relagdao entre leptina e
mudangas na composi¢ao corporal em pacientes com DRC ¢ ainda controversa, ndo quanto ao
papel da leptina na regula¢do da ingestdo nutricional € no gasto energético. Alguns estudos
sdo consistentes na associagdo entre leptina e desnutricdo (62,63), mas outros nao
demonstraram correlagdo entre leptina sérica e mudancas de peso recentes ou outros
marcadores nutricionais (64-65).

Como existe uma grande variabilidade inter e intra-individual na prevaléncia da
inflamacao que ndo pode ser explicada somente pela didlise ou outras condigdes clinicas que
envolvam inflamagdo, é possivel que diferencas genéticas possam estar envolvidas (66). A
identificacdo de variagdes em genes relacionados ao eixo inflamagdo-desnutricdo tem sido
alvo de estudo, tendo, como finalidade, o rastreamento de populacdes de alto risco. Até o
momento, os genes do TNFa -308 (G — A) e da interleucina-10 (IL-10) -1082 (A — G)

parecem estar associados a desfechos clinicos adversos em pacientes com DRC (66,67).
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1.3 Proteina C reativa e outros marcadores de doenga cardiovascular

A PcR ¢ uma proteina pentamérica pertencente a familia das pentraxinas, composta de
cinco subunidades de 25 kilo-daltons, dispostas simetricamente por ligagdes nao-covalentes
em torno de um nucleo central (Figura 5). Protétipo das proteinas de resposta de fase aguda e
a primeira a ser descrita, a PcR ¢ produzida pelo hepatocito sob estimulo e controle de
citocinas pro-inflamatorias, especialmente a IL-6, que € a principal indutora do gen da PcR, e

também a IL-1, o TNF-a e os produtos da ativagdo do complemento (68).

Figura 6 - Estrutura pentamérica da proteina C reativa.

Entre varias fungdes conhecidas da PcR, citam-se o reconhecimento de patdgenos e
células danificadas do hospedeiro, incluindo antigenos nucleares, lipoproteinas e células
apoptoéticas, bem como a mediagdo de sua eliminacdo por recrutamento do sistema de
complemento e cé¢lulas fagociticas (69).

Em 1996, um estudo transversal (28) demonstrou em uma populagdo de homens entre

50 e 69 anos, que varios fatores de risco tradicionais cardiovasculares se associavam a niveis
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elevados de PcR e que esta mostrou uma forte correlagdo com DAC. Posteriormente, Ridker e
cols. (70) estudaram mais de 28.000 mulheres sadias ap6s a menopausa, por um periodo
médio de trés anos, avaliando o efeito de doze marcadores tradicionais e ndo-tradicionais no
desenvolvimento de eventos cardiovasculares. De todos os fatores, a PcR foi o preditor mais
forte de risco em analises univariadas, e, na analise multivariada, s6 a PcR e a razdo colesterol
total/colesterol HDL (lipoproteina de alta densidade) permaneceram como preditores
independentes.

A PcR tem a capacidade de predizer eventos coronarianos, acidentes encefalicos e
oclusdo arterial periférica em individuos nao-urémicos e em urémicos com doenga
aterosclerotica estabelecida (25). Tem sido associada, também, a resisténcia a insulina, a
sindrome metabolica e estaria envolvida na fisiopatogénese do DM.

A PcR apresenta varias caracteristicas que a tornam clinicamente util. Correlaciona-se
bem com outras proteinas de fase aguda e com diversas citocinas pro-inflamatdrias. O método
de dosagem ¢ simples e tem um custo relativamente baixo, com uma variabilidade intra-
ensaio pequena e elevada acuracia. Sua variabilidade na populagdo ¢ grande, até¢ mil vezes,
refletindo mais sensivelmente variagdes no estado inflamatério, mesmo que esse seja
transitorio. Enquanto um estimulo inflamatorio eleva fugazmente diversas citocinas
circulantes, ou reduz lentamente proteinas de fase aguda negativas como a albumina, cuja
variagdo situa-se em torno de 20%, a PcR se eleva rapida (em até seis a doze horas) e
intensamente (cem a mil vezes) (71), e sua meia-vida ¢ de dezenove horas (68,69).

Existem duas conformacdes distintas da PcR: a nativa (PcRn) e a modificada (PcRm). A
PcRn pode dissociar-se em unidades monoméricas individuais. Isto modifica
significantemente a sua estrutura, solubilidade e antigenicidade. Essa forma ¢ reconhecida
como “modificada, monomérica” ou PcRm. A PcRm ¢é uma proteina natural nao soluvel,

estavel, com tendéncia de se auto-agregar, de localizagdo tecidual. E detectada por
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imunohistoquimica no citoplasma de células musculares lisas e endoteliais dos vasos € em
areas adjacentes, e podendo ser produzida a partir da PcRn por quelagdo de uréia, de acido ou
de calor (72). Pouco se sabe sobre seus efeitos in vivo nas doengas. Em modelos
experimentais, foi demonstrado que a PcRn humana acelera a aterosclerose, enquanto a PcCRm
previne parcialmente a formagao da placa aterosclerdtica (73). Entre suas funcgdes, descreve-
se a ativacdo de células endoteliais ¢ neutrofilos, indugdo da adesdo de neutrofilos ao
endotélio e retardo na apoptose dos neutrofilos in vitro. Contudo, esses efeitos ndo sao
descritos para a PcRn (72).

A PCRn ¢ um cléssico reagente de fase aguda inflamatoria que ¢ utilizado na clinica, ¢ a
média do seu nivel sérico médio em individuos de meia-idade ¢ 1,5 mg/l, abaixo do qual o
risco de eventos cardiacos maiores, como infarto agudo do miocardio, é baixo (73).
Schwedler e cols. (73) propuseram que, nos pacientes com DRC, os niveis de PcR maiores
que 10 mg/l podem representar um estado de microinflamagao, e valores entre 10 e 50 mg/l
levam a suspeita de sobreposi¢ao de algum evento inflamatorio. Valores maiores que 50 mg/L
indicariam a presenca de uma infecgdo sobreposta.

Uma tnica determinacdo da PcR ¢ um marcador de risco cardiovascular consistente em
pacientes em dialise (74). Recentemente, foi demonstrado, em uma populacio de urémicos em
HD no Sul do Brasil, que o aumento da PcR acima de cinco mg/l, mesmo que transitorio, esta
associado a maior mortalidade geral (75).

Outras condi¢des inflamatorias, como neoplasias, reagdes de hipersensibilidade,
gestacdo, adiposidade, sindrome metabolica, DM, HAS e a apnéia do sono, também foram
claramente associadas com aumento dos niveis de PcR (69,76). Por outro lado, perda de peso
e uso de estatinas, fibratos, glitazona ou acido acetilsalicilico foram associados com redugao

dos niveis de PcR (77,78).
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Além do fato de a PcR ser um marcador de inflamagao inespecifico, esta proteina per se
parece apresentar propriedades pro-inflamatoérias por meio da ativagdo do sistema do
complemento (79). Estudos imunohistoquimicos forneceram as primeiras evidéncias da agao
pré-inflamatoria da PcR, documentando a deposi¢do de PcR juntamente com o colesterol
LDL oxidado na parede de artérias (80). A PcR pode afetar diretamente a fungdo da célula
endotelial, reduzindo a biodisponibilidade do 6xido nitrico (ON). Li e cols. (81) estudando a
disfuncao endotelial através de cultura de células, observaram que o LDL oxidado liga-se ao
lectin-like oxidized cholesterol receptor-1 (LOX-1) nas células endoteliais, etapa importante
do processo de aterogénese. Esta ligacdo também envolve a geragdo de anions superdxido
(O2) e a reducdo da produgdo do ON.

O estado inflamatorio per se pode ndo ser meramente um epifendmeno, mas sim um
fator patogénico relevante na formagdo da placa aterosclerodtica (82). Torzewski e cols. (83),
estudando lesdes ateroscleroticas coronarianas, observaram que a maioria das células
espumosas subendoteliais apresentava fixagdo da PcR além de fragdes do complemento, tais
como C5b-9. Além da localiza¢do na placa aterosclerética, foram identificados outros sitios
de expressdo da PcR, como artérias normais, cardiomidcitos, células renais, neurdnios e
adipocitos (79,84,85).

Outras proteinas de fase aguda também estdo diretamente relacionadas com doenca
vascular, como o fibrinogénio. Assim muitos pacientes com doenga DRC tém niveis séricos
elevados de fibrinogénio (86-89). Niveis plasmaticos aumentados de fibrinogénio apresentam
uma correlacdo direta com inflamacdo, desnutricio e maior mortalidade em pacientes com
DAC (90).

A IL-6 ¢ um polipeptidio com peso molecular de vinte kilo-daltons, o qual ¢ secretado
por diversas células, incluindo fibroblastos, adipdcitos, monocitos e células endoteliais. Os

efeitos da IL-6 estdo relacionados a sua concentracdo na circulagdo sangiiinea, tendo agdes
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paracrinas e endocrinas. Em pacientes urémicos pré-didlise, possiveis fatores associados ao
aumento dos niveis plasmaticos de IL-6 sio HAS ndo- controlada, adiposidade, resisténcia
insulinica, infec¢des persistentes, insuficiéncia cardiaca cronica e fatores genéticos. A queda
progressiva da TFG apresenta uma forte correlacdo com niveis elevados de IL-6 (91). Assim
como a PcR, a IL-6 também estaria envolvida na patogénese da aterosclerose. Em um estudo
foi observada uma associagao entre IL-6 e inflamacao, EO e soropositividade para Chlamydia
pneumoniae em pacientes urémicos (92,93). Possiveis mecanismos incluem o estimulo a
produgdo da molécula ICAM-1, aumentando a adesdo e migragdo de leucdcitos através do
endotélio, efeitos pro-trombdticos e inibigdo da lipase lipoprotéica, o que acarreta lipolise e

dislipidemia (94).

1.4 Estresse oxidativo, uremia e aterogénese

1.4.1 Espécies reativas do metabolismo do oxigénio

A geracdo das ERMOs ocorre durante os processos de oxidagdo bioldgica, dentre os
quais se pode citar a respiragdo celular acoplada a fosforilagdo oxidativa para formacao de
adenosina trifosfato (ATP) na mitocondria. Porém, existe um sistema enzimatico redutor que
impede a formacdo de ERMOs: o sistema citocromo C oxidase. Este sistema redutor ¢
eficiente e promove a reducdo do oxigénio a dgua em apenas uma etapa, onde o oxigénio
recebe quatro elétrons de uma s6 vez sem a formagdao de ERMO. Cerca de 98% do oxigénio
de que o organismo necessita para a vida é reduzido a dgua pelo sistema citocromo C oxidase.
Os 2% restantes sdo reduzidos de forma monovalente por outros sistemas nao-enzimaticos.

Assim, o oxigénio tende a receber um elétron de cada vez, gerando compostos intermediarios
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altamente deletérios, que sao o radical O,, o peroxido de hidrogénio (H,O,) e o radical

hidroxil (OH), este o de maior poder oxidante (95,96).

2™ - “+2H" “+H" “+H"
0,——0;, —————>H,0,—~~—O0H'————>H,0

H.O

Figura 7 - Formacéo das ERMOs a partir da reducéo do oxigénio.

A vida em aerobiose ¢ caracterizada pela produgdo continua de ERMOs, que ¢
contrabalancada pelo sistema de defesa antioxidante. Em condicdes fisiologicas, o balango
entre agentes pro-oxidantes e as defesas antioxidantes se mantém equilibrado (balanco redox).
Quando ocorre aumento na producdo de ERMOs, diminuicdo das defesas antioxidantes ou
ambos, o equilibrio ¢ rompido em favor dos agentes pré-oxidantes, ficando a célula ou
organismo sob EO com seus potenciais danos. Quando isso ocorre, macromoléculas, como
proteinas, lipidios, carboidratos e o acido desoxirribonucléico (DNA) nelas presentes, sdo
oxidados. Os mecanismos de toxicidade descritos sdo a lipoperoxidagdo (LPO) das
membranas celulares ou intracelulares, a degrada¢do de proteinas, o dano ao DNA e a
inativagdo enzimatica. As ERMOs também induzem apoptose em células mesangiais
glomerulares e em células musculares lisas dos vasos (95-97).

As membranas celulares sao formadas, em sua maior parte por lipidios insaturados e
proteinas, ficando muito vulneraveis ao ataque oxidativo. Este processo pode alterar
propriedades de membrana, principalmente, a permeabilidade e a capacidade de transporte,
podendo, assim, levar a liberagdo de enzimas que degradam os lisossomos e promovem
destrui¢do e morte celular. O radical OH ¢ reconhecido como a espécie iniciadora mais

importante da LPO (95,97,98).
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As proteinas também sofrem reagdes oxidativas iniciadas pelas ERMOs, que levam as
alteracdes nas suas estruturas e nos seus estados conformacionais. Também pode haver ataque
ao DNA nuclear pelo radical OH, identificado pela presenga de bases oxidadas de DNA

como a 8-hidroxideoxiguanosina (95,97,98).

1.4.2 Sistema antioxidante

Antioxidante ¢ qualquer substincia que, quando presente em baixas concentragdes,
comparada com aquelas do substrato passivel de ser oxidado, retarda ou evita, de forma
significativa, a oxidagdo desse substrato (99). Os antioxidantes minimizam os distirbios do
meio interno e preservam a atividade celular (100). A atividade das defesas antioxidantes
varia com o tipo celular e, possivelmente, em diferentes células do mesmo tecido, sendo que
fluidos extracelulares tém diferentes mecanismos protetores comparados aos intracelulares
(101). Habitualmente, o sistema antioxidante ¢ dividido em enzimatico e ndo-enzimatico.
Entre as defesas enzimaticas, citam-se a superoxido dismutase (SOD), a catalase e a glutatido
peroxidase (102), sendo estes os agentes que cataliticamente removem radicais livres e outras
espécies reativas. O sistema nao-enzimatico ¢ composto por antioxidantes lipofilicos, como
tocoferdis (vitamina E), carotenoides, biflavondides, ¢ os antioxidantes hidrofilicos, como a
vitamina A, 4cido ascorbico (vitamina C), 4acido urico e glutatido. A vitamina E € o principal
agente lipossoluvel responsavel pela protecdo dos acidos graxos poli-insaturados, ¢ a sua
oxidacdo forma o tocoferil, que reage com o ascorbato e forma o ascorbil, substancia
hidrossolivel que pode ser eliminada pelo organismo ou regenerada pelo sistema da
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) (96).

Sao também antioxidantes proteinas que minimizam a disponibilidade de préo-oxidantes

(ions ferro e cobre), tais como a transferrina e haptoglobina.
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1.4.3 Estresse oxidativo na uremia e sua associa¢ao com aterogénese

A insuficiéncia renal cronica estd associada a diversas alteracdes no equilibrio entre pro-
oxidantes e antioxidantes. Diversos estudos demonstraram que ha EO em pacientes com DRC
em diferentes fases evolutivas (103,104). Niveis espontaneos e estimulados de radical O, e de
H,0, intracelulares foram observados em pacientes urémicos antes do inicio da dialise, assim
como aumento dos produtos de oxidagdo no plasma e membranas celulares, sugerindo que o
EO pode resultar da uremia per se (103,105). Empregando ensaios sensiveis e especificos,
diversos grupos t€ém demonstrado um aumento nos niveis plasmaticos de LPO (106,107) e
reducdo na atividade antioxidante em pacientes urémicos, comparados a individuos normais.
Ceballos-Picot e cols. (108) investigaram uma grande coorte de pacientes com DRC,
demonstrando diminui¢do dos niveis plasmaticos de glutatido e uma marcada redugdo na
atividade da enzima glutatido peroxidase. No Quadro 8, sdo apresentados os biomarcadores in

vivo com potencial para gerar EO em pacientes urémicos.



31

Lipidios

Malondialdeido e outros aldeidos

Hidroperoxidases lipidicas

LDL oxidado

Alcanos exalados

Produtos finais da lipoxidagdo avangada (ALE)
Derivados do acido araquiddnico

Isoprostranos F2

Isolevoglandinas
Carboidratos

Aldeidos reativos

Produtos finais da glicacdo avancada (AGE)
Aminoécidos

Cisteina/cistina

Homocisteina’/homocistina

Isoaspartato

3-clorotirosina

Ditirosina

3-nitrotirosina
Proteinas

Oxidagao do tiol

Formagao carbonilica

Produtos da oxidacdo avangada de proteinas (AOPP)
DNA

8 hidroxi 2’ deoxiguanina
Outros

Ressonancia paramagnética de elétrons

Quadro 8 - Biomarcadores in vivo com potencial para gerar EO em pacientes
urémicos. Adaptado de Himmelfarb J, Kidney Int 2002; 62(5):1524-1538

Com a progressao da insuficiéncia renal, a retencdo de toxinas urémicas pode também
servir de substrato para o dano oxidativo, a exemplo do LDL, que pode ser carbamilado na
presenca de elevadas concentragdes de uréia, sendo captado por monocitos e, assim, iniciando
a formagao da placa aterosclerotica (109).

De forma geral, a composicdo plasmatica das lipoproteinas modifica-se na uremia e
favorece a geracdo de EO. A modificagdo estrutural e funcional de HDL e a reducgdo de sua
concentragdo favorecem a oxidagdo de LDL e o aumento da acdo da enzima mieloperoxidase,
principalmente, na presenca de um estado inflamatério exacerbado (110).

O LDL ¢ suscetivel ao dano induzido por radicais livres de oxigénio e, quando oxidado,
contribui, de forma importante, para o desenvolvimento de lesdes ateroscleroticas. Uma vez

oxidado, ¢ capturado pelos macrofagos residentes na camada intima dos vasos, levando a
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formagdo das células espumosas e também promovendo dano direto e destruicao da célula
endotelial (111).

Estudos em pacientes em HD mostram que mesmo a oxidagdo de grau leve do LDL
pode desdobrar a estrutura molecular da apolipoptroteina B, facilitando sua penetragdo no
centro lipidico da LDL (112). A LPO do LDL parece ter outras implicagdes ja demonstradas
em modelos experimentais, como interacdo e inativagdo do ON influenciando o tonus
vascular, ¢ indugdo de apoptose das células endoteliais de corddo umbilical humano (113) e
de células musculares lisas isoladas de aorta (114).

As ERMOs podem também alterar diretamente proteinas, oxidando aminodacidos, tais
como ortho-tirosina e sulfoxido de metionina, acarretando uma perda progressiva de suas
propriedades metabolicas, enzimaticas e imunoldgicas (115). Alternativamente, compostos
reativos de carbonilas (RCOs), formados pela oxidagdo de carboidratos e lipidios, podem,
indiretamente, resultar em glicacdo ou lipoxidagdo avangadas de proteinas. Miyata e cols.
(116) propdoem que o acumulo dos RCOs e a subseqiiente modificagdo carbonilica das
proteinas devam ser chamados de “estresse carbonilico”. O estresse carbonilico, composto
pelos AGEs (Advanced Glycation End Products), derivados de carboidratos (ex.:
carboximetilisina e pentosidina), ALEs (4ddvanced Lipoxidation End Products), derivados de
lipidios (ex.: malondialdeido-lisina e acroleina-proteina), e também pela agdo da
mieloperoxidase sobre aminoacidos (ex.: glioxal, glicoaldeido), acumula-se no plasma ¢ em
proteinas teciduais em pacientes urémicos, tanto na pré didlise quanto na dialise, conforme

ilustrado na Figura 9.
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Figura 9 - O estresse carbonilico em pacientes com DRC pré-dialitica e em
hemodialise. Adaptado de Himmelfarb J, Kidney Int 2000; 58:2571-2578.

As modificagdes protéicas derivadas dos AGEs/ALEs geram uma série de atividades
bioldgicas, como resposta inflamatoria, secrecdo de citocinas pro-inflamatérias por
macrofagos (117-119), estimulo a agregacdo plaquetaria (120) e proliferagdo de células
musculares lisas dos vasos (121). Nesse contexto, o EO tem sido considerado um importante
fator associado a inflamagdo, disfuncdo endotelial, aterogénese e DCV em pacientes com
DRC (122). Um estudo clinico com urémicos em tratamento conservador, portadores de
doenca aterosclerdtica avangada, mostrou associacdo entre dano oxidativo, expresso por
oxidacao lipidica e protéica, e espessamento da parede carotidea (123).

Medidas terapéuticas contra o EO podem beneficiar pacientes urémicos. Existem
estudos que demonstraram algum beneficio do uso de antioxidantes, como acetilcisteina (124)
e vitamina E (125) na preven¢do de eventos cardiovasculares em pacientes com DRC
avancada e em HD. O estudo SPACE (Secondary Prevention with Antioxidants of
Cardiovascular Disease in Endstage Renal Disease), randomizado e controlado com placebo,

mostrou que a suplementagdo de vitamina E na dose de 800 Ul/dia reduziu,
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significativamente, os desfechos primarios: infarto agudo do miocardio (fatal e ndo fatal),
acidente vascular cerebral isquémico, doenga vascular periférica e angina instavel (125).

O proprio tratamento dialitico pode restaurar o balango redox ao normal, desde que ndo
sejam usadas, no procedimento, membranas bioincompativeis e 4gua inadequadamente tratada
no procedimento (97). Bianchi e cols. (115), estudando urémicos em didlise com valores
basais elevados de LPO, carbonilas e nitritos, demonstraram que, apds uma sessdo de HD, a
capacidade antioxidante total reduz-se, e os niveis de nitrito, metabolito do ON, se elevam

significativamente.

1.4.4 Métodos de mensuracao da peroxidacao lipidica

A LPO pode ser medida através da técnica de substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS). Pela acdo do EO sobre os acidos graxos poliinsaturados das
membranas celulares, ocorre a formagao de dienos conjugados ¢ de malondialdeido, um dos
componentes medidos pelo TBARS, ¢ um método bastante difundido, porém pouco sensivel e
especifico para medida de LPO. Fatores como composicao de acidos graxos, quantidade de
gordura e atividade de substancias antioxidantes podem modificar essa reagdo (126).

Diversos estudos t€ém demonstrado uma maior oxidagdo lipidica na uremia quando
comparada a controles. Em estudo experimental, Nagase ¢ cols. (127) relataram uma taxa
significativamente maior de geragdo de TBARS em microssomas obtidos de ratos com
insuficiéncia renal do que em controles sadios. Outro estudo do mesmo grupo de
pesquisadores mostrou uma atividade antioxidante sérica reduzida nos pacientes em HD,
evidenciada por um menor efeito inibitério do plasma urémico na geracdo microssomal de
TBARS (128). Essas evidéncias sugerem que a oxidacdo de lipidios seja um fendmeno

prevalente entre pacientes com insuficiéncia renal cronica (129-132).
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Um aumento nos niveis de TBARS nos eritrocitos de pacientes em HD também foi
observado por Paul e cols. (132), ndo havendo correlagdo com idade, sexo, tipo de membrana
hemodialitica e duragdo de tratamento. Nesse estudo, ndo foi constatada variagdo de TBARS
no plasma desses pacientes. Entretanto, Schettler e cols. (133) mostraram que o valor de
TBARS estava significativamente elevado no plasma de pacientes com insuficiéncia renal e
que n3o se modificava ap6s uma sessdo de HD. Hirayama e cols. (106) avaliaram a LPO
através da medida de TBARS no plasma, antes e apds a sessdo de HD. Foram encontrados, no
plasma, niveis significativamente maiores de TBARS e de eritrocitos dos pacientes do que
nos controles, sugerindo um aumento no estado oxidativo desses pacientes. Nesse estudo, os
valores de TBARS também nao foram modificados pelo procedimento dialitico.

O TBARS também foi avaliado no tecido adiposo subcutineo de pacientes com DRC.
Tal estudo demonstrou que o nivel de TBARS no tecido adiposo dos pacientes com DRC era
maior em relagdo aos niveis encontrados no plasma e aos eritrocitos (134). Os niveis de
TBARS no tecido adiposo foram significativamente mais elevados nos pacientes com DRC
do que nos controles, ¢ estes valores ndo se correlacionaram com os niveis séricos. A medida
de TBARS no tecido adiposo pode ser um indice mais sensivel de LPO devido a abundancia
de substrato para sua geragdo in situ e/ou pelo acumulo de TBARS gerado em outros 6rgados
que sdo transportados pela circulacdo sangiiinea até os adipdcitos.

Um método mais sensivel que o TBARS para medida da LPO ¢ a quimioluminescéncia
iniciada por hidroperdxido de ter-butil. A realizacdo desse teste baseia-se no fato de que os
hidroperoxidos sdo espécies quimicas instaveis, reagindo com lipidios por um mecanismo
radicalar que gera produtos que emitem luz (115). Contudo, esse método requer alguns
cuidados essenciais. A preparagdo ¢ leitura da amostra devem ser feitas no mesmo dia em
uma sala escura, com frasco mantido na penumbra para evitar a fosforescéncia ativada pela

luz florescente.
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1.4.5 Métodos de mensuracéo da oxidacdo protéica

A oxidagdo de proteinas tem um importante papel na patogénese de um grande nimero
de doencas degenerativas e no envelhecimento (135,136). Estudos experimentais mostraram
que as proteinas sao mais oxidadas em tecidos de animais e de seres humanos que apresentam
aterosclerose, quando comparadas a controles (137,138).

Os estudos sobre a oxidacdo protéica foram facilitados com o desenvolvimento da
técnica de andlise carbonilica, considerada um teste simples, robusto e preciso (139) e que
representa um marcador precoce de oxidagdo de proteinas. Esse processo envolve cations do
ciclo redox como ferro e cobre, que se ligam a proteinas e podem transformar residuos de
aminoacidos em carbonilas na presenga de H,O, e anion O,. Os aminoacidos lisina, arginina,
prolina e histidina sdo 0s mais propensos para gerar carbonilas (140).

O método de mensuragdo das carbonilas baseia-se na reagdo da dinitrofenilhidrazina
com as carbonilas das proteinas, formando hidrazonas, compostos que podem ser medidos
espectrofotometricamente. Essa técnica mostra excelente reprodutibilidade, podendo detectar

niveis de carbonilas em vérios sistemas (141).

1.4.6 Métodos de mensuracdo do sistema antioxidante

M¢étodos de mensuragdo da capacidade antioxidante total do plasma devem considerar a
constituicdo plasmatica heterogénea, com compartimento hidrofilico e lipofilico e seus
componentes antioxidantes soliveis em agua ou gordura, respectivamente, bem como as
interagdes desses antioxidantes entre si no plasma (142). Os maiores contribuintes para a agao
antioxidante sdo os antioxidantes hidrofilicos, como as proteinas, acido turico e dacido

ascorbico (142). Em pacientes com DAC, um baixo nivel de atividade da enzima glutatido



37

peroxidase-1 de eritrécitos estd independentemente associada a maior risco de eventos
cardiovasculares (143).

O TRAP (parametro antioxidante de captura de radicais totais) medido no plasma avalia
o sistema antioxidante ndo enzimatico hidrossoluvel, composto, principalmente, por acido
urico, vitamina C e glutationa (144), e informa sobre a capacidade dos sistemas de resistir aos
desequilibrios do EO (145). Esse método permite medir a capacidade da amostra de plasma
em agir como antioxidante diante de radicais livres formados. Atualmente, O TRAP ¢ o
método mais usado para mensurar a capacidade antioxidante no compartimento hidrofilico do
plasma (142).

Gotoh e cols. (134), avaliando o estado peroxidativo de renais cronicos em HD, também

demonstraram que a atividade antioxidante desses pacientes esta reduzida.

1.4.7 Disfuncéo endotelial, estresse oxidativo e inflamacéo

O endotélio vascular ¢ um importante 6rgao autdcrino e paracrino que regula o estado
de contratilidade da parede dos vasos e sua composi¢ao celular. Produz substincias
vasodilatadoras, como o ON e a prostaciclina, substancias antiagregantes plaquetarias e
substincias vasoconstritoras, como a endotelina-1 e o tromboxane. Tem marcada influéncia
nos processos de coagulacdo, fibrindlise, na resposta imune e no crescimento e tonus
vasculares (146).

A disfuncao endotelial ¢ uma das primeiras alteragdes do processo de aterosclerose,
ocorrendo muito antes da manifestagdo angiografica da doenga (147,148). Essa disfuncao
endotelial tem, como principal caracteristica, a redu¢do na sintese, liberagdo e atividade do
ON derivado do endotélio. Este ON inibe uma série de componentes do processo aterogénico.

O ON derivado do endotélio promove o relaxamento vascular (149), inibe a agregagdo
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plaquetaria (150), a proliferagao das células musculares lisas e a interagao dos leucécitos com
o endotélio (151,152).

Em situacdes de estresse EO, o excesso de radicais livres de oxigénio, especialmente o
anion Oy, remove o ON, transformando-o em peroxinitrito (ONOO-). A inativacdo do ON
pelo anion O, leva a vasoconstricgdo ¢ a HAS (153,154). De fato, demonstrou-se que radicais
de oxigénio provocam prejuizo na vasodilatagdo dependente do endotélio (155), efeito que €
bloqueado pela enzima SOD.

A angiotensina II também influencia a fun¢ao endotelial, pois é um potente estimulador
da producdo de radicais de oxigénio e causa hipertrofia das células musculares lisas,
provavelmente por estimulagdo da NADPH oxidase, mediada pelo receptor tipo 1 da
angiotena II (AT1) (156). Células endoteliais em cultura produzem o radical O, em resposta
ao LDL oxidado e a lipoproteina (a), ¢ o LDL oxidado reduz a vasodilatagdo dependente do
endotélio (146). O LDL oxidado parece atuar sinergicamente com angiotensina II, em que um
elemento estimula a expressdo dos receptores celulares do outro (AT1 e Lectin-like oxidized
cholesterol receptor-1, respectivamente), amplificando os seus efeitos.

Pacientes urémicos podem ter disfuncdo endotelial por outros fatores, além do EO:
estado microinflamatorio, retencdo de inibidores da L-arginina (que ¢ precursora do ON),
hiperhomocisteinemia, dislipidemia, hiperglicemia e HAS, entre outros (157). O tratamento
hemodialitico também ¢ um fator relacionado a disfun¢do endotelial que tem sido estudado.
Miyazaki e cols. (158) mostraram que uma sessao de HD prejudica a vasodilatagdo periférica
e que esta se correlaciona com o nivel de LDL oxidado. Além disso, o uso de dialisadores
recobertos com vitamina E reduz o efeito prejudicial a vasodilatagdo. Esses autores
concluiram que a HD causa disfuncao endotelial através de EO. Bolton e cols. (87) também

documentaram a presenca de disfuncdo endotelial em pacientes urémicos em didlise € em pré-
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dialise, mas nao a correlacionaram com a oxidac¢ao do LDL, e sim com efeitos da IL-6, TNF-

o ¢ PcR.

1.5 Uso de vastatinas no tratamento da inflamacéo e do estresse oxidativo

A aterosclerose ¢ descrita atualmente como uma doenca inflamatéria cronica por
envolver recrutamento e proliferacdo celular, neovascularizagdo e esclerose. Esse novo
conceito inflamatorio da aterosclerose tem gerado muita investigacdo no que diz respeito aos
aspectos preventivos e terapéuticos desse processo. Farmacos com acdo antiinflamatdria tém
se mostrado eficazes nesse contexto, como os inibidores da enzima conversora da
angiotensina e as estatinas. (159).

As vastatinas sdo drogas que inibem a hidroxi-metil-glutaril coenzima A (HMG-CoA)
redutase, reduzindo os niveis de colesterol sérico pela inibicdo da sintese do mevalonato,
precursor do colesterol (Figura 10). Genericamente, existem dois tipos de vastatinas: as
derivadas de fermentacdo ou naturais (ex.: mevastatina) e as sintéticas (ex.: atorvastatina).
Embora a estrutura quimica das vastatinas seja similar, a sua farmacocinética ¢
completamente diferente (160). Por exemplo, a sinvastatina e a atorvastatina sao
primariamente metabolizadas pelo sistema citocromo P 3A4 (CYP3A4), enquanto a
pravastatina ¢ amplamente independente desse sistema. Com exce¢do da pravastatina e,
possivelmente, da rosuvastatina, os principios ativos das vastatinas e seus metabolitos sdo
excretados primariamente pela bile, tendo pequena percentagem excretada pelos rins.
Dependendo da dose e do tipo da vastatina usada, o colesterol-LDL pode ser reduzido de 19%
a 60% em resposta aos efeitos da terapia (161). Tipicamente, seu rendimento sobre os niveis
de lipidios ocorre entre uma a duas semanas, com um efeito maximo em quatro a seis semanas

(160). Esse efeito hipolipemiante esta associado a uma diminui¢do significativa da
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mortalidade e da incidéncia de eventos cardiovasculares em pacientes nao urémicos (162) e
em urémicos (163). E interessante salientar que o impacto clinico do uso das vastatinas ocorre
precocemente, sugerindo outros mecanismos de acdo além dos efeitos na progressao da placa

aterosclerotica, que acontecem lentamente (164).

Via da sintese do colesterol
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Figura 10 - Mecanismo de acéo das vastatinas. Adaptado de Ito T,
Cardiovasc Drugs Ther 2002;16:121-6.

1.5.1 Os efeitos pleotropicos das vastatinas

Os inibidores da HMG-CoA redutase apresentam multiplos efeitos além da redugao do
colesterol. Esses efeitos sdo conhecidos como pleotrdpicos e incluem acdes diretas sobre os
vasos sangiiineos, rins, 0ssos € metabolismo glicémico, entre outros.

Diferencgas estruturais entre as vastatinas podem determinar a extensdo dos seus efeitos
pleotropicos. Por exemplo, as vastatinas lipofilicas (sinvastatina e atorvastatina) sdo mais
amplamente captadas por difusdo passiva em uma grande variedade de tecidos e células, o que

ndo ocorre com as estatinas hidrofilicas (pravastatina). Esse diferente perfil farmacocinético
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interfere na capacidade das células ndo-hepaticas de transportar as vastatinas para dentro da
célula (160). Na Figura 11, sdo apresentados os diversos efeitos pleotropicos das

vastatinasdescritos até 0 momento.
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Figura 11 - Os efeitos pleotrdpicos das vastatinas.

Estudos clinicos e em modelos animais (in vitro e in vivo) demonstraram a capacidade
das vastatinas de reduzir o risco de DCV (162,165,166), o desenvolvimento de DM (167) e a
progressao da nefropatia diabética (168), bem como a taxa de fraturas 6sseas (169), beneficios
esses que vao além da reducgdo do colesterol isoladamente. Os potenciais efeitos benéficos se
dao pelo impacto positivo na atenua¢do da inflamacao e da disfun¢do endotelial, aumentando
a producao de ON no glomérulo e no endotélio vascular.

Evidéncias que dao suporte aos efeitos das vastatinas, ndo relacionados a reducdo de
colesterol, advém de estudos angiograficos, que mostram melhora clinica desproporcional as

modificagdes detectadas no tamanho das placas ateroscleroticas. Como exemplo, podemos



42

citar o Familial Atherosclerosis Treatment Study (FATS), onde o uso de vastatinas associado
a colestiramina reduziu a incidéncia de eventos coronarianos em 70%, mas em somente 0,7%,
o tamanho das lesdes aterosclerdticas (170,171). Ainda, no estudo Myocardial Ischemia
Reduction With Agressive Cholesterol Lowering (MIRACL), as vastatinas mostraram-se
efetivas em reduzir eventos isquémicos recorrentes apos uma isquemia coronariana aguda,
antes mesmo do periodo de dezeseis semanas (164). Embora a reducdo do LDL-colesterol
tenha sido de 40%, o intervalo de tempo provavelmente tenha sido muito pequeno para que
ocorressem mudancas significativas na remodelacdo vascular (161). Acredita-se que esses
beneficios precoces tém relagdo, principalmente, com a melhora da fungdo endotelial
(172,173).

As vastatinas tém uma agao sinalizadora celular independente da sintese de colesterol
pela via do mevalonato, que ¢ um produto da HMG-CoA reductase. Quando a célula ¢
exposta as vastatinas, a fungdo dessa enzima ¢ inibida e, conseqiientemente, ndo sao
produzidos o mevalonato e os isoprendides. As alteragdes nas funcdes celulares que se
seguem induzem os efeitos antioxidante, antitrombotico, antiinflamatério e imunomodulador.
Muitos desses efeitos sdo revertidos quando as células sdo incubadas juntamente com o
mevalonato, pois seus produtos sdo repostos. O mevalonato produz isoprenoides que ativam
varias proteinas celulares, como a Ras e Rho, que s3o proteinas pequenas, que se ligam ao
GTP (Guanosina Trifosfato) e ciclam entre o estado ativo e inativo do GDP (Guanosina
Difosfato), permitindo que realizem suas fungdes (174).

Parecem existir diversos mecanismos pelos quais as vastatinas reduzem o EO. Um dos
seus efeitos ¢ sobre a NADPH oxidase. Esta € uma das maiores fontes de radical O, nas
coronarias humanas e sua atividade estd aumentada em pacientes com DCV (175). Em

modelos experimentais de ratos, a atorvastatina reduz a formacgao do radical O, pela NADPH

oxidase, induzida pela angiotensina II, tanto in vitro (176) quanto in vivo (177).
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Adicionalmente, reduz a formagao do radical O, por mondcitos em cultura, dependente de
NADPH (178). Com o uso da sinvastatina, ocorre uma reducdo da dose dependente da
geragdo do radical O, em macrofagos humanos (179).

Paumelle e cols. (180), recentemente, sugeriram um mecanismo associado as
propriedades pleotropicas antiinflamatorias das vastatinas, mediado pelo Peroxisome
Proliferator-Activated Receptor-o. (PPARa). O PPARa ¢ um receptor nuclear que regula a
expressao de genes associados a inflamagao, ligando-se ao heterodimero retindide-X (RXR) e
aos elementos PPAR-responsivos (PPREs). O PPARa regula ndo somente o metabolismo
lipidico (181), mas também exerce atividades antiinflamatdrias pronunciadas. Em nivel
molecular, essa acdo ¢ exemplificada pela inibicdo da indugdo de genes pré-inflamatorios e
seus produtos, como a molécula VCAM-1, a IL-6 ¢ o TNF-a (182). Do contrario, a
deficiéncia de PPARa induz a uma resposta inflamatoéria prolongada.

Foi demonstrado que o efeito inibitorio das vastatinas nos genes da resposta
inflamatoria induzida pelos lipopolissacarideos esta abolido em macréfagos e em neutréfilos
PPARa deficientes. A sinvastatina inibe a fosforilagdo do PPARa pela lipopolysaccharide-
activated protein kinase C o (PKCa) ativada por lipopolissacarideos. A forma ativa da PKCa
inibe a trans-repressdo do NFk-B pelo PPARa. A sinvastatina aumenta a atividade de trans-

repressdo da forma nativa do PPARa, mas ndo do PPARa mutado no seu sitio de fosforilagao.

1.5.1.2 Efeitos sobre a adesao e recrutamento de células mononucleares

Existem diversas evidéncias experimentais ¢ em humanos de que as vastatinas atuam na
regulacdo da adesdo e recrutamento de células inflamatorias. O tratamento com fluvastatina
inibe a expressdo de ICAM-1 em monocitos humanos (183). O uso de lovastatina reduz a

adesdao de mondcitos dependente de CD11b (184) e produz um bloqueio seletivo da interagao
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entre ICAM-1 e seu ligante lymphocyte function-associated antigen-1 (LFA-1), inibindo a
adesdo de linfocitos (185). Em humanos, a atorvastatina e a sinvastatina reduzem os niveis
plasmaticos de ICAM-1, VCAM-1, E-selectina e P-selectina em pacientes com DAC (186). A
atorvastatina reduz a expressdo da MCP-1 e de interleucina-8 (IL-8), diminuindo a expressao
de metaloproteinase 3 e a infiltragdo de macrofagos, o que parece estar relacionado com a
reducdo da ativacdo do NF-«kB (187). As vastatinas ndo somente diminuem a infiltracdo de
macrofagos na parede vascular, mas também reduzem a secrecdo de metaloproteinases e
aumentam o conteudo de colageno na matriz da placa, tornando-a mais estdvel e menos
vulneravel a ruptura (159). Adicionalmente, as vastatinas podem promover apoptose de

cé¢lulas musculares lisas dos vasos, induzida por citocinas e fatty acid synthetase (Fas) (188).

Acdao sobre 0os marcadores de inflamacao

Em diversos modelos experimentais, as vastatinas inibiram a producdo de moléculas de
adesdo, metaloproteinases, citocinas pro-inflamatérias como IL-6, TNF-a e interleucina-1
beta (IL-1p), além de diminuirem a atividade do NF-«kB e a expressdo de genes de moléculas
pro-inflamatoérias (189-191). Estudos em humanos demonstraram que essas drogas reduzem
os niveis séricos de PcR em pacientes dislipidémicos (192) e em pacientes urémicos (193), o
que ndo foi relacionado com a magnitude da redugdo dos lipidios séricos. Os mecanismos
antiinflamatdrios das vastatinas podem estar associados ou ser independentes da reducdo dos

lipidios.
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1.5.1.3.1 Mecanismos antiinflamatdrios relacionados a reducéo dos lipidios

A redugdo dos lipidios séricos pelos inibidores da HMG-CoA também contribui de
forma indireta para os seus efeitos antiinflamatérios. Sabe-se que a hipercolesterolemia -
particularmente o LDL oxidado - tem efeitos pro-inflamatérios via CD40 e seu ligante CD40-
L, ativando o NF-«kB e as metaloproteinases (159,187).

A hipercolesterolemia aumenta a ativagdo da NF-kB, a expressdo de moléculas de
adesdo e favorece a infiltracdo de macréfagos nas paredes vasculares (188-190). Aikawa e
cols. (191), em modelo animal de coelho com aterosclerose, observaram que restricdes
dietéticas produziam reducio da expressdo de CD40 ¢ CD40L e infiltragdo de macrofagos. E
possivel, entdo, que a reducdo dos lipidios pelas vastatinas contribua, de forma indireta, para

minimizar o processo inflamatorio caracteristico da aterosclerose.

1.5.1.3.2 Mecanismos antiinflamatorios independentes da reducéo dos lipidios

A inibicdo dos isoporendides pelas vastatinas, que sdo compostos intermediarios da
sintese do colesterol, tais como farnesilpirofosfato (FPP) e geranilgeranilpirofosfato (GGPP),
também ¢ descrita como mecanismo inibitério de inflamagao (192). A isoprenilagdo protéica
induz ligacdo covalente e transito de proteinas de membrana de localizagcdo subcelular. Os
isoprendides atuam como ligantes de lipidios em modificagdes translacionais de uma
variedade de proteinas, incluindo a Ras, Ras-like e Rho (193). Como ja mencionado, Ras e
Rho sdo proteinas pequenas que se ligam ao GTP e ciclam entre o estado ativo e inativo do
GDP. Nas células endoteliais, a translocacdo da Ras do citoplasma para a membrana
plasmatica depende da farnelizagdo, contudo a translocagdo da Rho ¢ dependente da

geranilgeranilizagdo. As vastatinas inibem a isoprenilagdo da Ras e da Rho, levando a um
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acumulo de formas inativas no citoplasma, com conseqiiente redugdo da expressao de genes
associados a proliferacdo e migracao de células e também da apoptose (159). Como a Rho ¢ o
maior alvo da geranilgeranilizacdo, a sua inibicdo ¢ um mecanismo mediador de alguns
efeitos pleotropicos das vastatinas na parede vascular (194), afetando o transporte intracelular,
a estabilidade do 4cido ribonucleico mensageiro (RNAm) e a transcricdo genética (161).
Outros estudos sugerem, também, a existéncia desses efeitos sobre os leucdcitos (195) e os
o0ssos (196).

A atorvastatina reduz, diretamente, a expressao do MCP-1 e IL-8, bem como a ativagao
do NF-kB induzido pela angiotensina II e TNF-o em cultura de mondcitos e de células
musculares lisas dos vasos (197). Estes efeitos estdo relacionados a inibicdo de componentes
da rota de sintese do mevalonato, como FPP e GGPP, que restabelecem a inibi¢do da
atividade da NF-kB induzida pela atorvastatina.

As vastatinas também modulam a expressdo de citocinas pro-inflamatérias, como a IL-
1B, a IL-6 e a ciclooxigenase-2 (COX-2), através do estimulo do PPARa em células

endoteliais (198).

1.5.2 Efeitos na disfungdo endotelial

Diversos estudos tém demonstrado que as vastatinas restabelecem a fun¢do endotelial
antes de produzirem uma redugdo significativa nos niveis séricos de colesterol (199-201),
sugerindo efeitos independentes da a¢do hipolipemiante.

Dentre esses efeitos, mostrou-se que as vastatinas aumentam a biossintese e a
biodisponibilidiade do ON, melhorando a disfun¢do endotelial em curto prazo (200). Postula-

se, como possiveis mecanismos, o aumento da expressdo do gen da sintese do ON e
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diminui¢do da produgao do radical Oy, além dos efeitos primarios benéficos da reducao dos
lipidios séricos sobre a fun¢do do endotélio (159,188).

As vastatinas aumentam a biodisponibilidade do ON, estimulando a enzima ON
sintetase (eNOS) (202-204), o que também ocorre pela inibicdo da Rho. Estimulando a
expressao e atividade da eNOS, ocorre um aumento do fluxo sangiiineo cerebral e redugdo do
tamanho das areas de infarto, em niveis que ndo sdo clinicamente detectaveis (202,203). Em
um grande estudo clinico, o uso de vastatinas foi associado com uma reducao significativa da
incidéncia de acidente vascular cerebral isquémico (205).

Também foram descritos aumento da expressdo do ativador do plasminogénio tecidual
(206) e inibicdo da expressao da endotelina-1, um potente vasoconstrictor e mitégeno (207).

Outro potencial mecanismo pelo qual as vastatinas melhoram a fungdo endotelial é seu
efeito antioxidante. Em um estudo experimental com ratos, as vastatinas melhoraram o
relaxamento endotelial pela inibigdo da produgdo de ERMO, como o ion Oy e o radical OH

(204).

1.5.3 Outros efeitos das vastatinas

As vastatinas influenciam os niveis de diversos elementos do processo trombogénico.
Tém efeitos sobre fatores pré-tromboticos, como o fator tecidual, a agregacao plaquetaria, a
viscosidade sangiiinea e plasmatica, o fibrinogénio, o inibidor da ativagdo do plasminogénio-1
(PAI-1) e a lipoproteina (a) (208). Essas drogas podem normalizar a geracao de trombina e
reduzir a agregacao plaquetaria em pacientes hipercolesterolémicos (209).

Niveis elevados de fibrinogénio e aumento da viscosidade plasmatica podem contribuir

para um risco aumentado de eventos cardiovasculares em pacientes com ou sem DAC
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estabelecida (209,210). Igualmente, niveis elevados de PAI-1 estdo associados a estado de
hipercoagulabilidade sangiiinea, e as vastatinas reduzem os niveis séricos de PAI-1 (211).

As vastatinas podem mediar a neovascularizagdo através da ativacdo da serina-treonina
quinase vascular, efeito esse demonstrado em coelhos tratados com sinvastatina (203). Ocorre
mobilizagdo de células progenitoras endoteliais (EPCs) da medula 6ssea, que tém um
importante papel na manuten¢do da vasculogénese (212). O uso das vastatinas esta associado
com aumento das EPCs em pacientes com DAC (213).

Recentes avancos na compreensdo das agdes celulares das vastatinas facilitaram o
entendimento dos seus mecanismos sobre o metabolismo da glicose e sensibilidade a insulina.
Esses farmacos interferem na liberagdo de substrato para tecidos sensiveis a insulina, ou
podem modular cascatas sinalizadoras ativadas pela insulina que regulam a utilizagdo de
glicose. Aumentando a expressdo da eNOS, as vastatinas ocasionam aumento no recrutamento
e eliminagdo capilar da glicose (214).

Muitos estudos tém demonstrado que as vastatinas t€ém efeitos na remodelagdo Ossea,
inibindo a reabsor¢do e estimulando a formacgao 6ssea (196,215).

Finalmente, as vastatinas apresentam efeitos na imunomodulagdo, principalmente,
através da inibi¢do do recrutamento e ativagdo de células imunocompetentes e da expressao

de antigenos do complexo maior de histocompatibilidade de classe 11 (216).

1.6 Uso clinico das vastatinas em pacientes com doenca renal crénica

Nao existem definigdes sobre o uso clinico de vastatinas em pacientes com DRC em
tratamento conservador ou dialitico, com o objetivo de reduzir inflamagdo e estresse EO,
medidas que poderiam conferir prote¢ao contra a aterosclerose e modificar desfechos pesados,

como mortalidade global e cardiovascular (163). Especula-se que essas drogas poderiam ter
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efeitos de nefroprotecdo e, assim, poderiam retardar a progressao da DRC, embora, em
recente metaanalise, isso ndo tenha sido demonstrado (217). Também ndo existem definigdes
sobre vantagens de um tipo especifico de vastatina e sobre qual a dose ideal a ser
administrada em pacientes com DRC.

Até o momento, sdo poucos os estudos sobre os efeitos antiinflamatorios e de redugdo
do EO das vastatinas em pacientes em fases mais iniciais da DRC até a fase pré-dialitica.

Os estudos clinicos iniciais sobre o uso de vastatinas em renais cronicos foram
conflitantes. Chang e cols. (218), em estudo randomizado e controlado, estudaram o efeito em
curto prazo (8 semanas), da sinvastatina, na dose de 20 mg/dia, em 62 pacientes em HD, sobre
os niveis séricos de PcR, albumina, malondialdeido ¢ D-dimeros, avaliando inflamag¢do, LPO
e trombose intravascular, respectivamente. A administragdo de sinvastatina ndo modificou os
niveis de malondialdeido e dos D-dimeros, mas houve uma diferenga significativa, em relacao
aos controles, na reducdo da PcR e na elevagdo da albumina. Por outro lado, van den Akker ¢
cols. (192), em estudo nao controlado, com atorvastatina e sinvastatina, por dezoito semanas,
em 28 pacientes em HD, ndo observaram diferenca nos niveis de PcR pos-tratamento, mas
houve uma reducao estatisticamente significativa do LDL oxidado.

Estudos mais recentes em renais cronicos em HD, ainda com ntmero limitado de
pacientes, mas utilizando vastatinas por periodos semelhantes e também avaliando PCR e
LDL oxidado, entre outros pardmetros, tém demonstrado, consistentemente, uma reducao nos
niveis da PcR pdés-tratamento da ordem de 30 a 50% (219-221).

Contudo, ¢ importante reconhecer que esses efeitos sdo relativamente modestos e que o
impacto clinico nessa populagdo de pacientes ainda ndo foi determinado. Adicionalmente, em
alguns estudos, foram documentados em combinagdo com outros tratamentos convencionais,
como inibidores da enzima conversora da angiotensina (222) e inibidores do receptor da

angiotensina II (223). Entretanto, o uso de vastatinas tem se difundido como medida cardio e,
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possivelmente, nefroprotetora, em combinacdo com outras terapéuticas, como dieta,
antiadesivos plaquetarios, vasodilatadores e antioxidantes. Dessa forma, entre as opgdes
terapéuticas para pacientes com DRC, populacao de alto risco para eventos cardiovasculares,
a inclusdo de uma vastatina deve ser considerada e, mais importante, adequadamente testada
em estudos clinicos de longa duragdo.

Com base nesse contexto, sdo objetivos deste estudo avaliar a influéncia do uso de
sinvastatina nos niveis séricos de marcadores inflamatérios e verificar o seu efeito sobre o
estresse EO em pacientes com DRC em tratamento conservador, correlacionando esses

resultados com parametros clinicos, laboratoriais e com o estado nutricional desses pacientes.



2 JUSTIFICATIVA

A doenca renal cronica (DRC) atinge hoje propor¢des epidémicas e constitui um
problema emergente de satide publica. Fatores de risco comuns para o desenvolvimento da
uremia ¢ da doenga cardiovascular (DCV) resultam na elevada incidéncia de eventos
cardiovasculares que sdo a principal causa de morte nessa populacio de pacientes.

O desenvolvimento de aterosclerose acelerada estd relacionado a fatores de risco
tradicionais, como diabete melito, hipertensdo arterial, dislipidemia e tabagismo, mas,
recentemente, tem se verificado que outros fatores nao-tradicionais também estdo fortemente
associados a ela. Entre esses fatores, inflamacdo, estresse oxidativo (EO),
hiperhomocisteinemia, disfun¢do endotelial e a uremia per se sdo identificados mesmo em
estagios iniciais da DRC. Marcadores de risco cardiovascular conhecidos vém sendo alvos de
intensa pesquisa, como a proteina C reativa (PcR), o fibrinogénio ¢ a homocisteina. Pesquisas
experimentais e clinicas tém investigado a importancia do 6xido nitrico na disfungdo
endotelial, os mecanismos geradores de espécies ativas de oxigénio e da redugdo da
capacidade antioxidante e, também, de outros mecanismos como a influéncia de infecgdes
persistentes, a hiperativadade do sistema renina-angiotensina-aldosterona e a inibi¢do da
enzima 6xido nitrico sintetase pela dimetilarginina assimétrica. Esses fatores em conjunto tém
sido associados com o desenvolvimento de desnutricdo ¢ de aterosclerose acelerada,
condi¢des muito prevalentes na populagdo de urémicos, e que resultam em DCV e em elevada
morbimortalidade.

Nesse contexto, necessitam-se medidas preventivas e terapéuticas custo-efetivas para
reducdo de risco cardiovascular, estando as vastatinas entre as mais importantes. Diversos
estudos demonstraram que as vastatinas, além do efeito hipolipemiante, t€ém efeitos

pleotropicos, inibindo a producdo de citocinas pro-inflamatorias, assim reduzindo a
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inflamacao, quantificada pela queda dos niveis séricos de PcR, e também diminuindo o EO, o
que ja foi demonstrado por menores niveis de LDL oxidado e de carbonilas pos tratamento.
Esses efeitos tém sido reproduzidos em renais cronicos, tanto na fase pré dialitica como
durante o tratamento dialitico.

Até o momento, ndo existem definigdes sobre o uso clinico de vastatinas em pacientes
com DRC em tratamento conservador ou dialitico, com o objetivo de reduzir inflamagao e
EO. Também ndo existem definicdes sobre vantagens de um tipo especifico de vastatina,
tempo de tratamento, bem como a respeito da dose mais segura ¢ eficaz.

Dessa forma, este estudo se propde avaliar, em nosso meio, a influéncia do uso de uma
vastatina nos niveis séricos de marcadores inflamatorios, bem como verificar o seu efeito

sobre medidas de EO, em pacientes com DRC, estagios 3 ¢ 4.



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo primério

Avaliar a influéncia do uso de sinvastatina nos niveis séricos de marcadores
inflamatorios e do estresse oxidativo em pacientes com doenga renal cronica, estagios 3 e 4,

correlacionando esses efeitos com parametros clinico-laboratoriais.

3.2 Objetivo secundario

e Avaliar as interagdes da presenca de diabete melito, desnutri¢do, uso de I-ECA ou
BRA-II e hipercolesterolemia sobre a resposta ao tratamento (sinvastatina ou
placebo), medida pela evolu¢do da proteina C reativa, fibrinogénio, carbonilas e

atividade antioxidante total.
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RESUMO

Introducdo: O estado inflamatorio e o estresse oxidativo (EO) sdo considerados fatores de
risco para doengas cardiovasculares e estdo aumentados na doenga renal cronica (DRC). As
vastatinas podem modificar marcadores séricos de inflamagdo e de EO. Este estudo avaliou o
efeito agudo da sinvastatina sobre marcadores inflamatorios e de EO, em pacientes com DRC,
estagios 3 e 4.

Pacientes e Métodos: Estudo randomizado e controlado com placebo, duplo cego, cruzado,
com 66 pacientes portadores de DRC, estagios 3 e 4. Os pacientes foram randomizados para
sinvastatina (20 mg/dia) ou placebo por oito semanas (P1), e apods wash out os tratamentos
foram cruzados por mais oito semanas (P2). Foram medidos no periodo basal, P1 ¢ P2:
filtracdo glomerular (FG), perfil lipidico, proteina C reativa (PcR), fibrinogénio, carbonilas e
capacidade antioxidante total (TRAP). As interagdes entre diabete melito, desnutri¢do, uso de
I-ECA ou BRA-II e hipercolesterolemia, foram avaliadas sobre a resposta ao tratamento,
considerando a evolu¢do dos pardmteros inflamatorios e de EO nos grupos sinvastatina e
placebo.

Resultados: Trinta e trés pacientes foram randomizados para sinvastatina/placebo (S-P), e
trinta e trés, para placebo/sinvastatina (P-S). Nao houve diferenga significativa entre as
variaveis clinicas e laboratoriais basais, exceto maior nivel de carbonilas no P-S (11,6+2,74
vs. 10,61+£2,88 nmol/mg prot, p=0,019). Nao houve diferenca, também, nos valores de PcR,
fibrinogénio, carbonilas ou TRAP entre os dois grupos ¢ nos dois periodos do estudo. A
sinvastatina reduziu, significativamente, o colesterol total ¢ o LDL colesterol (pré vs. pos:
p=0,0001 e p=0,0001, respectivamente). O nivel de TFG foi semelhante entre os grupos e nos
trés periodos, correlacionando-se, negativamente, com o fibrinogénio (r=-0,25, p=0,04) e com

o TRAP (=-0,27, p=0,03). Na analise de interacdo entre resposta ao tratamento ¢ DM,
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observou-se que os niveis de fibrinogénio nos diabéticos foram significativamente maiores do
que nos nao diabéticos, independente do tipo de intervengdo, sinvastatina ou placebo
(p=0,039). Além do efeito significante do tratamento no perfil lipidico (colesterol total,
p=0,0001 e LDL colesterol, p=0,0003), ndo foram observadas interagdes de tratamento, de
periodo ou de carry-over na resposta dos parametros de inflamagao e de EO.

Conclusfes: O uso da sinvastatina modificou, agudamente, apenas o perfil lipidico desses
pacientes com doenga renal cronica. Nao reduziu, porém, os niveis séricos dos marcadores de
inflamacdo e de estresse oxidativo. Assim, ¢ possivel, que seja necessaria dose e/ou tempo
maior de uso da vastastina para que ocorram os efeitos pleotropicos da droga em pacientes

com DRC nio dialitica.
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INTRODUCAO

A doenga cardiovascular (DCV) ¢ a maior causa de morte em pacientes com doenga
renal cronica (DRC) (1-3), com prevaléncia dez a vinte vezes maior, se comparada a
populacdo geral, mesmo se ajustada para outros fatores de risco, como idade, raca, sexo e
presenca de diabete melito (DM) (4). Esse elevado indice de mortalidade sugere que pacientes
com DRC desenvolvem aterogénese acelerada ja nas fases iniciais da DRC que se agrava
durante o tratamento dialitico (5-9).

Os riscos tradicionalmente conhecidos para DCV, como dislipidemia, hipertensdo, DM
e tabagismo, sdo prevalentes em pacientes com DRC (10). Contudo, o excesso de DCV e da
morbimortalidade a ela associada ndo pode ser explicado somente por esses fatores. Assim,
recentemente, fatores denominados nao-tradicionais, como inflamagdo persistente e estresse
oxidativo (EO), t€m sido envolvidos nesse contexto (11,12). Estimulos inflamatorios locais,
como proteinas e lipidios modificados por oxidagdo, podem lesar a parede vascular e
estimular a produ¢do de moléculas de adesdo e fatores de crescimento pro aterogénicos. A
proteina C reativa (PcR) e as espécies reativas do metabolismo do oxigénio (ERMO), além de
refletirem o estado inflamatorio e EO, respectivamente, poderiam mediar aterosclerose e
doenca vascular (12-14).

A desnutricdo também ¢ prevalente em pacientes com DRC na fase pré-dialitica (15-17)
e apods o inicio da didlise (18), sendo fator preditivo de mortalidade (9,15). Esta triade -
inflamacdo, desnutricdo e¢ mortalidade - foi integrada na sindrome MIA (Mé Nutricao,
Inflamag¢do e Aterosclerose) (19,20) ou MICS (Sindrome do Complexo Desnutrigao-
Inflamagao) (21).

Estudos recentes t€m demonstrado que as vastatinas, além de sua agdo hipolipemiante,

apresentam efeitos denominados pleotropicos, como redugdo da inflamagdo, do EO, da
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trombogénese e melhora da disfungdo endotelial (22-29). O impacto clinico das vastatinas na
prevencdo primaria ¢ secundaria de eventos cardiovasculares estd bem documentado em
pacientes de alto risco, entre os quais se incluem urémicos em dialise (30) e no periodo pré-
dialise (31). Independentemente dos niveis séricos dos lipidios, o uso de vastatinas poderia
contribuir para a redu¢do da mortalidade cardiovascular. Especula-se como mecanismos
inibi¢do de citocinas e de outros mediadores pro-inflamatorios (23, 24, 32, 33), redugdo da
matriz extracelular em células musculares lisas dos vasos (22) e da inibigao da trombogénese
(25).

Nao existem estudos clinicos conclusivos sobre as vastatinas no tratamento do estresse
oxidativo e inflamatorio em pacientes com DRC. Também ndo existem definigdes que
apontem qual a melhor vastatina, qual a dose ideal a ser empregada ¢ a fase da DRC a partir
do qual traria impacto clinico. Este estudo teve, como objetivo, avaliar o efeito agudo da

sinvastatina nos niveis séricos de marcadores inflamatorios e de EO em pacientes com DRC.

PACIENTES E METODOS

Delineamento
Ensaio clinico randomizado e cruzado, duplo cego controlado com placebo, em

pacientes adultos com doenca renal cronica.

Pacientes

Foram incluidos 68 pacientes do Ambulatorio de Uremia do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre (HCPA). Os critérios de inclusdo utilizados foram, idade acima de dezesseis
anos ¢ DRC classificada nos estagios 3 e 4 do K-DOQI (filtragdo glomerular entre 15-59

ml/min). Excluiram-se pacientes com doenca inflamatdria ou infecciosa aguda ou cronica,
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qualquer evento cardiovascular ou cerebrovascular nos ultimos trés meses, inicio de método
de substituicdo de funcdo renal no periodo do estudo e pacientes em uso de vastatinas para
prevencao secundaria de eventos cardiovasculares. Também foram excluidos os pacientes que
ndo concordaram com a assinatura do consentimento informado. Oito (12%) pacientes
estavam em uso de uma vastatina e estavam em tratamento dietético para dislipidemia como
medida de prevencdo primdria para eventos cardiovasculares. Estes pacientes ndo foram
excluidos do estudo.

O protocolo do estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do HCPA, com

registro no Comité Revisor Institucional (IRB), nimero 00000921.

Randomizacao e intervencao

Os pacientes foram randomizados por programa especifico (PEPI versdo 3.0) para um
dos dois grupos, sinvastatina ou placebo. Inicialmente, foram submetidos a um periodo de
wash out de quatro semanas (WO-1), para eliminar efeitos de qualquer terapia hipolipemiante
prévia (vastatina ou fibrato). Foi utilizada sinvastatina, na dose de vinte mg/dia, ou placebo,
em esquema duplo cego, por um periodo de oito semanas (P1). Comprimidos idénticos de
sinvastatina e placebo foram fornecidos pelo laboratério BIOLAB. Foi feito novo wash out
(WO-2) por quatro semanas, seguido de cruzamento da intervengdo, em que pacientes que
receberam sinvastatina passaram a receber placebo e vice-versa, por mais um periodo de oito
semanas (P2).

Apods o primeiro periodo de wash out e apos as oito semanas do P1 e do P2, foram
coletadas amostras de sangue e de urina (C1, C2 e C3) para as dosagens laboratoriais (Figura
1).

Foi feito o controle das cartelas de comprimidos apds cada periodo de intervegao.
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Parametros demograficos e clinicos

Foram avaliados idade, sexo, raca, etiologia da doenca renal cronica, presenca de
diabete melito, hipertensdao arterial sist€émica, cardiopatia isquémica e doenga pulmonar
obstrutiva cronica. Como inibidores da enzima conversora da angiotensina (I-ECA) e do
receptor da angiotensina II (BRA-II) podem interferir na resposta inflamatoria, o seu uso foi

registrado para posterior analise secundaria.

Dosagens laboratoriais

Foram realizados hemograma e dosagens de creatinina (método de Jaffé modificado, em
aparelho automatizado ADVIA 1650/Mega Bayer®), uréia, calcio, fosforo, albumina,
colesterol total, HDL colesterol e LDL colesterol, triglicerideos (método colorimétrico,
cinético/automacdo). A proteinuria foi avaliada através do indice proteina/creatinina em
amostra de urina (Pr/Pc), sendo determinada pelo método colorimétrico em aparelho
automatizado ADVIA 1650/Cobas Mira Plus®.

A filtragdo glomerular foi estimada através da férmula simplicada da Modificagdo da
Dieta na Doenga Renal (MDRD) (34).

Para controle dos efeitos coleterais da sinvastatina, foram feitas dosagens de alanino
aminotransferase (ALT <35 U/l), de aspartato aminotransferase (AST <35 U/l) e de
creatinofosfoquinase (CK <190 U/l). Todas as dosagens foram realizadas pelo método

colorimétrico, cinético/ automacao.

Avaliacao do estado inflamatdrio
O estado inflamatorio foi medido pela dosagem sérica de proteina C reativa ultra-

sensivel (PcR) pelo método de nefelometria, e de fibrinogénio pelo método coagulométrico
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(cinético/automacao). Inflamagdo foi diagnosticada por valor de PcR superior a 5 mg/l,

associado ou ndo a fibrinogénio > 400 mg/dl.

Medidas de estresse oxidativo
Oxidacao de proteinas

A oxidagao protéica foi medida pelo método das carbonilas, que consiste na reagdo da
dinitrofenilhidrazina (DNPH) com as carbonilas das proteinas, formando hidrazonas que sdo
medidas espectrofotometricamente (35). O limite superior estabelecido para individuos
normais ¢ menor ou igual a 3,8 nmol/mg de proteina, que correspondem a dois desvios padrao
acima da média de 3,3+0,25 nmol/mg de proteina (36). As dosagens foram feitas em

duplicata.

Capacidade antioxidante total (TRAP)

A mensuracao da capacidade antioxidante total - parametro antioxidante de captura de
radicais totais (TRAP) foi realizada pelo protocolo descrito por Lissi et al. (37), baseado na
formacgao de radicais livres que emitem luz pela decomposi¢do do 2,2’ Azo-bis (2-amidino-
propano ABAP) diidrocloreto, e que sdo detectados por contador beta (LKB Rack Beta Liquid
Scintilation Spectometer 1215; LKB Produkter AB, Bromma, Sweden), com o circuito de
coincidéncia desconectado e utilizando o canal de tritio (37). O limite superior descrito em

individuos normais ¢ 337 U Trolox/ul, que correspondem a dois desvios padrdo acima do

valor médio de 279,84 + 28,38 U Trolox/ul (36). As dosagens foram feitas em duplicata.

Avaliacao nutricional
A classificacdo do estado nutricional foi realizada com base em dois parametros, a

Avaliacdo Subjetiva Global (ASG) (38) ¢ a antropometria, considerando-se nesta a prega
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cutanea do triceps (PCT), a circunferéncia do brago (CB) e a circunferéncia muscular do
brago (CMB) (39). A ASG com pontuagdo <7 classificou os pacientes em eutroficos e, com
>7, em desnutridos, associada a outro critério de antropometria: PCT <12,5 mm (homens) e
<16,5 mm (mulheres), ou CB <29,3 cm (homens) ¢ <28,5 cm (mulheres), ou CMB <25,3 cm’

(homens) e < 23,2 cm?” (mulheres).

Analise estatistica

As estatisticas descritivas sdo apresentadas como porcentagens para dados qualitativos e
como médiaxDP ou mediana e intervalos interquartis para dados quantitativos. Foram
empregados o teste do Qui quadrado (variaveis categéricas) e o teste t independente (varidveis
continuas) na comparacao dos dois grupos. Para variaveis com distribui¢do assimétrica, foram
utilizados os testes ndo-paramétricos de Mann-Whitney e de Kolmogorov-Smirnov. Na
analise de correlacdes, foram utilizados os coeficientes de Pearson e o ndo-paramétrico, de
Spearman. As interagdes entre diabete melito, desnutri¢do, uso de I-ECA ou BRA-II e
hipercolesterolemia, sobre a resposta ao tratamento, foram avaliadas pelo Modelo Geral
Linear (GLM) para Medidas Repetidas, considerando-se a evolu¢do dos parametros
inflamatorios e de EO nos grupos sinvastatina e placebo. Os dados foram processados e
analisados através dos programas SPSS para Windows, versao 13.0.

Considerando-se no delincamento do estudo cruzado, a interferéncia dos efeitos
relacionados ao periodo (efeito de pratica), e da interagdao de periodo e tratamento (efeito
carry-over), sobre o efeito real do tratamento sobre cada varidvel foi medida através de
analise de varidncia (ANOVA) para Quadrado Latino (40), programa STATA, versdo 7.0.

O nivel de significancia foi estabelecido em p<0,05.
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RESULTADOS

Caracteristicas demogréficas e clinicas

Sessenta e oito pacientes foram incluidos inicialmente no estudo, mas dois pacientes do
grupo P-S foram perdidos do acompanhamento durante o primeiro periodo de wash out.
Foram, entdo, estudados 66 pacientes, sendo 32 (48,5%) homens e 34 (51,5%) mulheres, com
média de idade de 54,12+15,5 anos. Trinta e trés pacientes foram randomizados para o grupo
sinvastatina no P1 seguido de placebo no P2 (S-P), e 33 pacientes, para placebo no P1 seguido
de sinvastatina no P2 (P-S).

Cinqtienta (75,7%) pacientes eram brancos. Dezessete (25%) pacientes apresentavam
diabete melito, e 52 (78,8%) faziam uso de I-ECA e/ou BRA-II. No periodo basal, ndo houve
diferencga estatisticamente significativa entre os grupos em relagdo as variaveis demograficas

(Tabela 1).

Controle metabolico

O colesterol total e o colesterol LDL basais diferiram entre os grupos, com maiores
valores no grupo S-P (216,9£51,5 vs 195,14+30,3 mg/dl, p=0,04 e 133,7+39,4 vs. 114,1+£29.,4
mg/dl, p=0,02) (Tabela 2). Nos dois periodos do estudo, a sinvastatina foi eficaz na reducao
do colesterol total e do colesterol LDL (pré vs. pos: p<0,001 e p<0,001, respectivamente), o
que demonstra que os pacientes aderiram ao tratamento (Figura 2). Comparando-se os grupos
S-P e P-S no Pl e P2, os niveis de colesterol total e de LDL colesterol foram,
respectivamente: P1: 159,1+35,7 vs. 194,2+449 mg/dl, p=0,001; P2: 206,2+49,3 vs.
158,8+37,8 mg/dl, p<0,001 e P1: 77,1£28,3 vs 111,1£39,4 mg/dl, p<0,001; P2: 114,2+48,6 vs

80,3+26,9 mg/dl, p=0,002.
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A média da glicemia basal foi 178+88 mg/dl. No final do primeiro e segundo periodo a
média da glicemia foi 150+66 mg/dl (p=0,24 vs. basal) e 154+64 mg/dl (p=0,19 vs. basal),

respectivamente.

Medidas de inflamacao e estresse oxidativo

Os valores da PcR, do fibrinogénio e do TRAP ndo diferiram entre os grupos na
inclusdo do estudo. Mas, as carbonilas mostraram-se mais elevadas no grupo S-P do que no
grupo P-S (11,6+2,74 vs. 10,614+2,88 nmol/mg prot, p=0,019), como se verifica na Tabela 3.
Os niveis de TRAP e de carbonilas, por sua vez, mostraram-se elevados em todos os pacientes
de ambos os grupos, quando comparados aos valores de referéncia para individuos normais. A
primeira dosagem de PcR foi maior que 5 mg/l em 34% e 36% dos pacientes no grupo S-P ¢
no grupo P-S (p=0,34), assim como 33% e 37% tinham o fibrinogénio acima de 400 mg/dl
(p=0,47), respectivamente.

Nao foi detectada nenhuma diferenga nas medianas da PcR e nas médias de
fibrinogénio, de carbonilas ou de TRAP, entre os grupos sinvastatina e placebo, ao final dos
dois periodos de intervengdo, como apresentado na Tabela 4 e nas Figuras 3 ¢ 4.

A propor¢ao de pacientes com elevagao de transaminases e de creatinofosfoquinase, ao

final dos dois periodos de intervengao, foi semelhante entre os grupos (Tabela 5).

Analise de subgrupos para interacdo com inflamacao e estresse oxidativo

Através da andlise secundaria ndo foram identificadas interagdes entre resposta ao
tratamento e diabetes, desnutri¢do, hipercolesterolemia ou uso de I-ECA ou BRA-II, sobre os
desfechos inflamacdo e EO. Na andlise de interacdo entre resposta ao tratamento ¢ DM,
observou-se que os niveis de fibrinogénio nos diabéticos foram significativamente maiores do

que nos nao diabéticos, independente do tipo de intervengdo, sinvastatina ou placebo
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(p=0,039). Apds o uso de sinvastatina, houve um aumento dos niveis de fibrinogénio nos dois
grupos, diabéticos e ndo-diabéticos. Mas, o calculo do delta do fibrinogénio (diferenga entre
periodo placebo e sinvastatina) mostrou nao haver diferenca estatistica na magnitude de
variagdo (p=0,48).

Também, através da analise secundaria, avaliando-se a correla¢do entre nivel de funcdo
renal e marcadores de estado inflamatorio e oxidativo, observou-se uma correlagdo negativa
fraca, mas significativa, entre a filtragdo glomerular, o fibrinogénio (+=-0,25, p=0,04) ¢ o
TRAP (=-0,27, p=0,03), mas ndo com a PcR. Nao houve correlagdo entre filtracao

glomerular e nivel sérico de carbonilas.

DISCUSSAO

A doenga cardiovascular ¢é responsavel pela elevada morbimortalidade de pacientes com
doenga renal cronica (1-3) e esta associada a fatores atualmente considerados etiopatogénicos
de aterosclerose, como estado inflamatorio e estresse oxidativo exacerbados de forma
persistente (11,12).

Evidéncias se acumulam sugerindo que a inflamag@o cronica tem um papel crucial na
aterogénese, tanto na populagdo geral quanto em pacientes renais cronicos em didlise (6,7). A
proteina C reativa tem se mostrado um forte preditor de eventos cardiovasculares, como
infarto do miocardio e acidente vascular cerebral (41), mesmo em uma dosagem sérica isolada
(42). O fibrinogénio também ¢ um marcador independente de DCV (43). Alguns estudos
mediram esses biomarcadores de inflamac¢ao em individuos com doenga renal cronica menos
avancada, correlacionando-os com a fun¢ao renal residual e com o indice de progressdo da

DRC (44).
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Proteinas plasmaticas e aminoacidos modificados pelo EO desempenham um
importante papel na aterogénese acelerada e em muitas doengas degenerativas (45,46). O
“estresse carbonilico” representa os produtos finais de diversas reacdes oxidativas € o seu
acumulo no plasma e tecidos, tanto na pré didlise como na fase dialitica (47).

Existem poucos dados sobre os potenciais beneficios das vastatinas na DRC, sendo que
a maioria dos estudos realizados envolveu pacientes em didlise. Chang et al. (48), avaliando
pacientes em hemodialise, mostraram que a sinvastatina reduziu em 48% a PcR sérica,
embora ndo tenha modificado o nivel de lipoperoxidagdo medido pelo malondialdeido. Ao
contrario, van den Akker et al (49) ndo observaram diferengas na PcR pds-tratamento com
atorvastatina ou sinvastatina, mas houve uma reducdo significativa do LDL oxidado. Em
outro estudo, o tratamento com atorvastatina, mas nao com o-tocoferol, reduziu o LDL
oxidado na ordem de 29% (50). Vernaglione et al. (51) também mostraram reducdo da PcR,
de 9 mg/l para 5 mg/l (P=0,004) apds seis meses de uso de atorvastatina em pacientes
hemodialisados. Os resultados de estudos clinicos com vastatinas em pacientes na pré-dialise
— estagios 3 e 4 da DRC - mostram resultados semelhantes (52-54). Contudo, ¢ importante
reconhecer que esses efeitos foram de pequena magnitude e que sua duracdo ndo foi
determinada.

No presente estudo, observamos que os niveis basais de PcR foram mais elevados nos
renais cronicos do que os descritos para individuos normais. Entretanto, ndo houve redu¢do da
PcR apoés oito semanas de sinvastatina quando comparada a placebo. Este achado difere do
descrito por Panichi et al. (52), que, em estudo randomizado duplo-cego controlado com
placebo, mostraram uma diminui¢do de 23% nos niveis de PcR com o uso de sinvastatina em
renais cronicos, estadgios 3 e 4, embora empregando-a em dose maior (40 mg) e por periodo de
tempo mais prolongado (6 meses). Em estudo randomizado e aberto, Verma et al. (53)

descrevem uma redug¢ao de 47% da PcR em relacdo ao valores basais com o uso de
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rosuvastatina 10 mg/dia, durante 20 semanas, em renais cronicos pré didlise. Em outro estudo
aberto com fluvastatina 80 mg/dia (54), o nivel de PcR reduziu em 34% apds seis meses de
tratamento. Diferencas no delincamento e na metodologia desses trés estudos que também
avaliaram pacientes com DRC pré-dialitica com niveis heterogéneos de filtragao glomerular,
podem explicar, em parte, esses resultados discrepantes. Talvez o fator mais importante esteja
relacionado com a maior dose e¢ periodo de uso da vastatina que foram empregados,
produzindo uma redugao significativa no nivel de inflamagao.

Assim como a PcR, os niveis de fibrinogénio também foram mais elevados do que em
individuos normais no periodo basal, mas ndo apresentaram redugo significativa apds o uso
da sinvastatina. O unico estudo que avaliou o fibrinogénio na DRC foi o de Raj et al. (55),
que observaram maiores niveis em pacientes em hemodialise ¢ com DRC pré-dialitica em
comparagdo a controles normais, mas ndo foi testado o efeito das vastatinas sobre esse
marcador de inflamagao. Trip et al. (56), estudando pacientes dislipidémicos, mostraram um
aumento do fibrinogénio dose dependente com o uso cronico de sinvastatina ou atorvastatina,
achado que também foi descrito por outros autores (57). E possivel que o efeito das vastatinas
sobre o fibrinogénio seja mais complexo, e ndo restrito ao componente inflamatorio,
envolvendo outras vias como a cascata de coagulagdo.

No presente estudo, a sinvastatina ndo modificou, a curto prazo, os marcadores de
estado inflamatério. Foi uma droga segura, sem efeitos adversos significativos, e eficaz por
reduzir, significativamente, os niveis de colesterol nos dois periodos do estudo, o que
pressupde aderéncia dos pacientes ao tratamento. Para explicar diferencas em relagdo aos
estudos citados, especula-se que a dose e o periodo de tempo empregados foram insuficientes,
visto que outros autores observaram uma reducdo significativa dos marcadores, utilizando
tratamentos mais agressivos e prolongados (52-54). Li e Chen (23), em estudo in vitro com

cultura de mondcitos humanos, mostraram que a sinvastatina inibe a liberagdo de citocinas
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pro-inflamatorias de forma dose dependente. Outra possibilidade a ser considerada ¢ que
pacientes em estagios mais iniciais da DRC apresentem inflamac¢do em niveis mais baixos do
que pacientes em tratamento dialitico, uma vez que esses estdo submetidos a estimulos pro-
inflamatorios diversos. As medianas e os intervalos interquartis da PcR, descritos para
pacientes em didlise, por exemplo, sdo maiores do que o observado em nossos estudo:
14,8[3,2-57,9] mg/l (49), 9[5-22] mg/1 (51), 3,6[3,2 — 82] mg/l (58) versus 3,12[0,89-6,86]
mg/l, respectivamente. Deve-se considerar, também, o efeito de interagdes entre doenga de
base, estado nutricional e uso de drogas que interferem na resposta inflamatoria, como o uso
de I-ECA e BRA-II, que a reduzem (59). Em acordo com essa hipotese, observamos que, no
subgrupo de pacientes diabéticos, os niveis de fibrinogénio foram sempre mais elevados do
que nos ndo-diabéticos; além disso, durante o uso de sinvastatina, esses niveis foram
significativamente menores do que quando do uso de placebo, sugerindo um efeito protetor da
vastatina em relagdo a esse marcador de inflamacao.

O estresse oxidativo, medido pelas carbonilas e pela capacidade antioxidante, ndo se
modificou com o uso de sinvastatina no presente estudo. Nao encontramos estudos que
tenham testado o efeito das vastatinas sobre a oxidagdo protéica ou lipidica, ou modificacao
na defesa antioxidante na populagdo de pacientes com DRC em fase pré-dialitica. E
importante observar que os niveis basais de carbonilas e de TRAP nesses pacientes com DRC
estiveram sempre mais elevados em comparagdo a individuos sadios, dado descrito também
em outros estudos, mas com urémicos em didlise (55,60,61). A capacidade antioxidante do
plasma, que expressa a combinacao do efeito de grupos tiois (especialmente glutationa), acido
urico e ascorbato como sistemas de defesa, reduz-se inicialmente, diante de um estimulo
oxidativo, pela deplecdo desses elementos. Com a persisténcia do estimulo, como, por
exemplo, intoxica¢des por metais pesados (62) ou uso teraputico de ferro endovenoso

(36,58,63), o TRAP se eleva na tentativa de recuperar o estado antioxidante prévio antes que
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ocorra dano tecidual. Bianchi et al. (36) demonstraram niveis aumentados pré-sessao de
hemodialise de carbonilas (5,62+0,46 nmol/mg prot) e de TRAP (1476,5£119,4 U Trolox/ul)
em pacientes hemodialisados quando comparados a controles normais (3,3+0,25 nmol/mg
prot e 279,8428,3 U Trolox/ul, respectivamente), o que sugere a influéncia do ambiente
urémico na modificacdo das defesas anti-oxidantes.

As vastatinas parecem melhorar o EO na DRC terminal, como demonstrado em estudos
clinicos com pacientes renais cronicos em didlise. No estudo de Diepeveen et al. (50), a
atorvastatina, na dose de 40 mg por doze semanas, reduziu o LDL oxidado em pacientes
dialisados estaveis. Da mesma forma, Nishikawa et al. (63), empregando sinvastatina 5
mg/dia por 24 semanas, mostraram uma reducdo significativa do malondialdeido, um indice
de peroxidagdo lipidica. No estudo de Chang et al. (48), entretanto, a sinvastatina nao
modificou os niveis plasmaticos de malondialdeido. Novamente, a dose e o tempo de uso da
vastatina empregados em nosso estudo podem ter sido insuficientes para modificar o estresse
oxidativo de forma consistente, a ponto de essa mudanga poder ser detectada no limite dos
métodos de dosagem das carbonilas e do TRAP.

E importante considerar que multiplos fatores, de forma isolada ou combinada,
modulam a inflamagdo cronica ¢ o estresse oxidativo ao longo do tempo e que diferentes
estimulos podem modificar mediadores pré-inflamatorios e seus produtos. Sdo exemplos as
infeccoes ocultas, a doenga de base, como diabete melito, a insuficiéncia cardiaca, a atividade
do sistema renina angiotensina aldosterona e o nivel de fungdo renal residual. Como exemplo,
o uso de I-ECA em pacientes com DRC terminal reduziu os niveis de fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a) e de PcR (59), e, em outro estudo, o inibidor do receptor da angiotensina II
diminuiu o TNF-q, a interleucina 6 e moléculas de adesdo plasmaticas (64). Nao encontramos
diferengas nos marcadores inflamatorios e de EO ap6s o tratamento com sinvastatina quando

comparou-se pacientes com ou sem uso de [-ECA ou BRA-II, diabéticos ou ndo diabéticos,
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hipercolesterolémicos ou nao hipercolesterolémicos e eutroficos ou desnutridos. A presenca
de diabete melito parece interagir com inflamagdo, aumentando os niveis de fibrinogénio.
Deve-se ressaltar que o nivel de filtragdo glomerular ndo deve ter influenciado esses
resultados, pois a sua medida manteve-se estavel até o final do seguimento e nao diferiu entre
0s grupos sinvastatina e placebo.

O uso de vastatinas tem se difundido como medida cardioprotetora e, possivelmente,
nefroprotetora, em combinagdo com outros tratamentos como antiadesivos plaquetarios,
vasodilatadores e antioxidantes. Pacientes dislipidémicos com DRC devem receber uma
vastatina para prevengao primaria e secundaria de eventos cardiovasculares, mas essas drogas
ainda ndo tém o seu efeito comprovado sobre inflamacdo e EO em ensaios clinicos
randomizados de longa duragio.

No presente estudo, concluimos que o uso de vastatina, na dose de 20 mg/dia, por oito
semanas, ndo modificou, agudamente, os marcadores de inflamacdo e de estresse oxidativo
em pacientes com doenga renal cronica estagios, 3 e 4. E possivel que sejam necessarias doses
maiores e/ou tempo mais prolongado de uso dessas drogas para que ocorram seus potenciais

efeitos pleotropicos nessa populagdo de pacientes.
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Tabela 1 - Caracteristicas clinicas e demograficas dos grupos

Grupo 1 (S-P) Grupo 2 (P-S)

(N=33) (N=33) P

Idade (anos) 55,8+15,3! 52,4+15,7 0,36
Sexo masculino 15 (45,5%)* 17 (51,5%) 0,62
Caucasianos 23 (69,7%) 27 (81,8%) 0,32
Etiologia DRC

DM 8 (24.,2%) 9 (25,7%) 1,00

HAS 5(14,7%) 9 (26,4%) 1,00

GNC 6 (17,6%) 5(14,7%) 1,00

Outras 15 (44,2%) 11 (32,5%) 0,98
Comorbidades 2,06+0,50 2,17+0,86 0,51
Desnutrigédo 19% 22% 1,00

ASG 4,729 42+2.4 0,73
I-ECA e/ou BRA-11 23 (69,6%) 29 (87,8%) 0,71
TFG (ml/min/1,73m?) 31,649,7 32,4+11,0 0,74

'média+DP; 2N(%); S=sinvastatina; P=placebo; DRC=doenga renal crdnica;

DM=diabete melito; HAS=hipertensdo arterial sist€émica; GNC=glomerulonefrite cronica;
ASG=avaliagdo subjetiva global; [-ECA=inibidor da enzima de converso

da angiotensina; BRA-II=bloqueador do receptor da angiotensina II; TFG=taxa de filtragdo
glomerular (MDRD)
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Tabela 2 - Parametros laboratoriais dos grupos no periodo basal

Grupo 1 (S-P) Grupo 2 (P-S)

(N=33) (N=33) P
Albumina (g/dl) 4,2+0,3' 4,3+0,3 0,45
Hemoglobina (g/dl) 12,4+1,7 12,6+1,4 0,66
Glicemia (mg/dl) 113,3£60,2 119,3+£61,6 0,68
Colesterol Total (mg/dl) 216,94+51,5 195,14£30,3 0,03
Colesterol HDL (mg/dl) 49,0+13,0 48,1£15,5 0,79
Colesterol LDL (mg/dl) 133,7+39,4 114,1£29,3 0,02
Triglicerideos (mg/dl) 181,5+108,3 195,2+165,0 0,68
Pr/Cr 0,72+1,0 0,85+0,9 0,59

'média+DP; Pr/Cr=indice proteinuria/creatininuria; S=sinvastatina; P=placebo.
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Tabela 3 - Valores basais dos marcadores inflamatérios e de estresse

oxidativo
N Grupo 1 Grupo 2 p
(S-P) (P-S)
PcR (mgl/l) 65 2,31(0,97-7,10)" 3,40 (0,51-6,85) 0,57
Fibrinogénio (mg/dl) 66 369+74° 372+70 0,83
Carbonilas (hmol/mg prot) 61 11,6+2,74 10,6+2,88 0,019
TRAP (U Trolox/ul) 57 2014,3+£929,4 1885,5+911,6 0,18

"Mediana e intervalo interquartil, 2médiaﬂ:DP; S=sinvastatina; P=placebo;

PcR=proteina C reativa; TRAP= parametro antioxidante de captura de radicais totais;

Valores de referencia em individuos normais: Carbonilas <3,8 nmol/mg prot; TRAP <337 U
Trolox/ul.



Tabela 4 - Evolugdo dos parédmetros inflamatorios e de estresse

oxidativo nos grupos S-P e P-S

Basal Medida 1 Medida 2
PcR
op 2,31 2,67 3,20
(0,97-7,11) (1,01-4,77) (1,42-6,63)
3,40 3,79 2,92
Ps (0,59-6,85) (1,48-6,46) (0,93-5,62)
Fibr
S-P 369+74° 403+99 409486
P-S 373470 386+104 401+100
Carb
S-P 11,64+2,7* 11,4434 10,9+3.5
P-S 10,6+2,8 11,043,4 11,7+3,8
TRAP
S-P 2014,3+929 4 2255,6+906,7 2008,1+902,0
P-S 1885,5+911,6 2056,5+797,7 2162,8+987.4
TFG
S-P 31.6+9.7 30,6+10,4 30,9+12,6
P-S 32,4+11,0 31,0£11,8 31,4+10,2

S=sinvastatina; P=placebo; PcR=proteina C reativa (mg/l); Fibr=fibrinogénio
(mg/dl); Carb=carbonilas (nmol/mg prot); TRAP= pardmetro antioxidante de
captura de radicais totais (U Trolox/ul); TFG=taxa de filtracdo glomerular,
MDRD (ml/min/ 1,73m2); 'Mediana e intervalo interquartil; ’Média+DP;
*p=0,019 (G1 vs. G2)
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Tabela 5 - Efeitos adversos do tratamento sobre o nivel de transaminases e de
creatinofosfoquinase

Medida 1 Medida 2
Gl G2 G1 G2
(N=33) (N=33) P (N=33) (N=33)
ALT (U/), n(%) 13) 2(6.3) 0,23 0(0) 309,1) 1,0
AST (U/l), n(%) 0(0) 2(6.5) 0,61 2(6,1) 2(6,1) 0,07
CPK (U/l), n(%) 7(21,2) 6(18.8) 0,8 6(18.2) 10303) 025

ALT=alanino aminotransferase; AST=aspartato aminotransferase; CPK=creatinofosfoquinase
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Figura 1 - Protocolo de randomizacéo, wash out e intervengoes
S=sinvastatina; P=placebo; WO= wash out (4 semanas);
P= periodo (8 semanas); C=coleta de exames.
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Figura 2 - Variacao dos niveis de colesterol total por grupo de

randomizacao e por periodo. CT: Colesterol total
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por grupo e por periodo. PcR e fibrinogénio (S-P vs. P-S):
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Figura 5 — Andlise de variancia para medidas de repeticdo (GLM)
para avaliacdo de interacdo entre diabete melito e a resposta ao
tratamento sobre os niveis de fibrinogénio. Os niveis de fibrinogénio
foram significativamente mais elevados nos diabéticos, nos dois
periodos (p=0,039).



6 CONCLUSAO

Os inibidores da HMG-CoA redutase sdo uma classe de drogas que apresentam
multiplos efeitos além da reducgao do colesterol, influenciando o estado inflamatdrio cronico e
o estresse oxidativo de pacientes com doenca renal cronica (DRC). Neste estudo
randomizado e controlado com placebo, a sinvastatina ndo modificou, agudamente, os
marcadores de inflamacdo e de estresse oxidativo em pacientes com DRC, estagios 3 e 4. Nao
foram constatadas, também, diferencas nos marcadores inflamatdrios e de EO em resposta a
sinvastatina, comparando pacientes com ou sem uso de [-ECA e/ou BRA-II, desnutridos ou
eutroficos, hipercolesterolémicos ou normocolesterolémicos. Nao foram identificadas
interagdes entre resposta ao tratamento e diabetes, desnutri¢do, hipercolesterolemia ou uso de
I-ECA ou BRA-II, sobre os desfechos inflamacao e EO.

A possibilidade de que a sinvastatina, no presente estudo, tenha sido empregada em
dose e por tempo insuficientes para produzir efeitos detectaveis, isto é, reducdo de inflamagao
e de estresse oxidativo nesses pacientes com doencga renal cronica em fase nao-dialitica, deve
ser considerada. Outra hipotese explicativa pode residir no fato de que, na populagdo de
urémicos em didlise, exposta a potentes estimulos pro-inflamatdrios e pro-oxidantes, os
efeitos pleotropicos das vastatinas possam ser mais facilmente detectados em estudos com

esse delineamento.
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ANEXO 1 - Termo de Consentimento

Titulo da Pesquisa: Efeito da sinvastatina sobre os niveis séricos de Interleucina-6, Proteina
C Reativa e estresse oxidativo em pacientes urémicos com insuficiéncia renal cronica terminal
em fase pré-dialitica, Consentimento Informado.

Vocé estd sendo convidado a participar de um estudo cientifico. Este estudo que sera
conduzido por um grupo de pesquisadores pelo Servico de Nefrologia do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre. Tem como objetivo avaliar uma medicacdo chamada Sinvastatina em
pacientes que apresentam mau funcionamento dos rins por longo tempo, o que ¢ chamado de
Insuficiéncia Renal Cronica.

Vocé foi selecionado como possivel participante, por apresentar esta doenga, estar em
tratamento com medicamentos ¢ dieta e por ser paciente do ambulatério do Servico de
Nefrologia.

A Sinvastatina ¢ usada para o tratamento do colesterol alto. Porém, em nosso estudo,
sera usada com outra finalidade. Nas doengas cronicas, como a insuficiéncia renal, algumas
substancias no sangue, chamadas inflamatdrias, estdo em taxas elevadas e podem piorar a
evolucao da doenca.

Portanto, nosso objetivo principal é saber se a Sinvastatina pode diminuir estas
substancias no sangue e assim ajudar a proteger os seus rins.

Procedimento:

O inicio desta pesquisa esta previsto para mar¢o de 2004. Deve ocupar um periodo de
dois anos. Sua participagdo serda de 20 semanas. Serdo utilizados dois grupos de pacientes
(exemplo: grupo 1 e grupo 2) e dois tipos de diferentes de medicamentos, a Sinvastatina
(medicamento A) e outras substincias que ndo tem efeito medicamentoso nenhum chamado
placebo (medicamento B).

Este processo inclui uma avaliagdo do seu estado de nutricdo por uma nutricionista
(entrevista e exame musculos e gordura do seu corpo), trés coletas de sangue para exames de
laboratério onde serdo dosados diversos elementos do sangue (proteinas, colesterol, funcao
dos rins, célcio, fosforo, glicose) e uma coleta de uma amostra de urina para dosar proteinas.

A distribui¢dao dos grupos (1 e 2) e dos remédios (A e B) que cada grupo usard, serd
feita por acaso (exemplo: previamente por um programa de computador). Com isso, tanto os
pacientes quanto a equipe de pesquisa, ndo saberdo que tipo de remédio cada um estard
usando, pois ndo sera possivel diferenciar os remédios entre si. Isso aumenta muito a
confiabilidade dos dados que serdo coletados na pesquisa.

Inicialmente os participantes ficardo 4 semanas sem o uso de remédios que baixem o
colesterol e/ou triglicerideos. Ao final destas 4 semanas, serd feita a primeira coleta do sangue
para exames laboratoriais.

Ap0s, um grupo recebera o remédio Sinvastatina (A) na dose de 20mg a noite e o outro
grupo recebera a outra substancia (B), na mesma hora. Os remédios serdo mantidos por um
periodo de 8 semanas. Entdo, nova coleta de sangue sera feita para exames.

Depois das 8 semanas de tratamento, haverd a troca dos remédios entre os grupos.
Quem usou a medicag¢do A passaréd a usar a B. E quem usou a medica¢do B passard a usar a A,
por mais 8 semanas. Ao final, a ultima coleta de sangue para exames laboratoriais sera feita.
Os resultados finais serdo submetidos a andlise.
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Riscos e Beneficios de estar neste estudo:
1. Este estudo apresenta os seguintes riscos:

1.1. Relacionado ao uso da medicagdo: dores musculares (15%) e caibras (5%).

Com menor freqiiéncia pode ocorrer hepatite (1%) e lesdo das células dos musculos
(0,1%). Estes efeitos colaterais serdo controlados rigorosamente, através do exame que o0s
médicos fardo nos pacientes periodicamente e pela realizagdo de exames de laboratério para
averiguar se algum teste esta alterado.

1.2. Relacionado a coleta de sangue: dor e manchas roxas no local da coleta.

2. Este estudo apresenta os seguintes beneficios:

2.1. A medica¢do Sinvastatina hd muito tempo ¢ usada de forma segura para o
tratamento da dislipidemia, isto ¢, do colesterol elevado, prevenindo assim doencgas
cardiovasculares, principalmente a aterosclerose. Também pode levar a uma redugdo das
substancias inflamatérias no sangue. Desta forma, outros pacientes com insuficiéncia renal
poderdo usar esta medicagdo como parte do seu tratamento como forma de protegdo aos rins.

Acompanhamento:

Durante a realizagdo do estudo havera acompanhamento dos médicos pesquisadores no
ambulatério do Servico de Nefrologia, em datas a serem determinadas. No caso do paciente
apresentar alguma urgéncia relacionadas ao estudo e/ou ao uso do remédio, deverd deslocar-se
até a Emergéncia do HCPA para receber o primeiro atendimento. O esclarecimento de
davidas pode ser feito pelo telefones 0(xx)51 — 3715-2965.

Confidencialidade:

Suas informagdes pessoais ¢ os resultados dos exames obtidos nesta pesquisa serdo
mantidos em sigilo. Caso os resultados forem divulgados (exemplo: revistas, livros médicos)
sua identidade segue preservada. Isso inclui a ndo divulgacdo de nome, iniciais, registros ou
outras formas de cadastro.

A pesquisa terd um patrocinador externo (Industria Farmacéutica). Caso este
patrocinador queira acompanhar e fiscalizar o andamento da pesquisa, ainda assim,
manteremos suas informagdes em sigilo.

Logo apo6s a andlise do sangue coletado, ele sera descartado no laboratério, ndo podendo
assim ser usado para outra finalidade.

Identificacdo dos Pesquisadores:
Pesquisador responséavel: Dr. Francisco Veronese
Telefone para contato: 0 (xx)51 3316-8295 ou 3316-8121
Pesquisador associado: Dr. Claus Dieter Dummer
Telefone para contato: 0(xx)51 3715-2965

E importante ressaltar que o senhor (a), ndo terd nenhum beneficio direto ou auxilio
financeiro pela participagdo no estudo.

Vocé pode fazer qualquer pergunta neste momento.

O esclarecimento de dividas podera ser feito posteriormente pelos telefones acima
indicados.

Vocé recebera uma copia deste formulario para ser guardada
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Eu, , declaro que fui
informado da finalidade do estudo, assim como dos procedimentos propostos e concordo em
participar do mesmo. Estou ciente de que a qualquer momento posso mudar de opinido e
abandonar esta pesquisa sem prejuizo algum para o meu tratamento no Hospital de Clinicas
de Porto Alegre.

Local: Data: / /
Participante

Local: Data: / /
Responsavel

Local: Data: / /

Investigador
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ANEXO 2 - Formulario de Pesquisa

HCPA — Hospital de Clinicas de Porto Alegre
Programa de Pds-Graduacgdo em Ciéncias Médicas: Nefrologia

Projeto 04-086

1. Identificacao:

Nome:

Nome Responsavel:

DN: / /|

Idade: Sexo: [1 Masc.(1) [JFem. (2)

Cor: [ Branco (1) [ Negro (2) []Oriental (3) Peso: kg Altura: m

Prontuario n°:

Protocolo n°:

Randomizagao: [1A [1B

2. Endereco:

Rua: n° Apto
Bairro: Cidade:

CEP: e-mail:

Telefones: () ; ()

3. Doenca de Base:

DM (1) [INSH (2)

[ Glomerulopatia Cronica (3) ] Rins Policisticos (4)

] Uropatia Obstrutiva (5) ] Outras (6)

4. Comorbidades:

DM (1) [IDCV (2)*

LI HAS (3) [ Neoplasia (4)

I DBPOC (5) ] Tabagismo, n° cigarros/dia:

* TAM, AVC, angina, doenca vascular periférica




11. Fluxograma:
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Medicagdo (A/B)

Exame

1° ;data:

/

/

2°; data:

/

/

3% data:

/

/

DCE calculada

IL6

LPO

TRAP

PCR

Fibrinogénio

Albumina

Triglicerideos

Colest. Total

Colest. HDL

Colest. LDL

Uréia

Creatinina

Htc

Hb

Leucocitos

Glicose

Calcio

Fosforo

Ptn/Creatinintria

TGO

TGP

CPK




5. Medicagdes em uso:

l. 2.
3. 4.
5. 6.

6. Avaliagao nutricional:

71 Eutroéfico (1) [ Desnutricdo leve/moderada (2) [1 Desnutrigdo grave (3)

7. Avaliagao fun¢ao renal:

MDRD: ml/min TFG: ml/min
8. Cronograma:
Entrevista, Fim WA, 1* Fim 1° Fim 2° WA, Fim 2°
inicio 1° WA | coleta, inicio 1°| medicamento, inicio 2° medicamento,
medicamento |2* coleta, inicio | medicamento 3% coleta
2° WA
/- /] !/ /] /.

9. Paciente retirado do projeto

1 Efeito colateral (1)
"] Inicio programa dialise (3)

[J Morte (5)

] Desisténcia (2)
'] Ma aderéncia (4)
] Outros (6)

10. Outras observagoes:
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