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RESUMO 
 
 
 

Introdução: A doença renal crônica (DRC) caracteriza-se por múltiplas alterações 
metabólicas e clínicas que levam a alta taxa de morbimortalidade em longo prazo. O distúrbio 
mineral ósseo relacionado a DRC é caracterizado por alterações laboratoriais, modificações 
no metabolismo ósseo e calcificações de tecidos não ósseos. O tratamento de tal distúrbio é 
complexo, e uma das terapias mais comumente utilizada é o uso de substâncias quelantes de 
fosfato. Existem muitas opções de quelantes no mercado, porém ultimamente os quelantes 
sem conteúdo cálcico são formulações de escolha por proporcionar efeito quelante associado 
a menor risco de calcificação vascular. Uma nova classe de quelantes não cálcicos foi 
recentemente introduzida com resultados promissores, tendo como elemento quelante 
principal o ferro. Um novo polímero de quitosana e ferro foi produzido no Laboratorio de 
Química da Universidade do Vale do Itajaí e demonstrou nos primeiros testes in vivo e in 
vitro ação quelante de fosfato em animais com função renal normal. Objetivos: avaliar a ação 
quelante de fosfato do polímero quitosana ferro(III) (QTS-Fe III) em animais com DRC e sua 
ação no metabolismo ósseo. Métodos: Avaliamos 120 animais, divididos igualmente em 5 
grupos: controle, DRC, QTS-Fe III, DRC/QTS-Fe III e DRC/carbonato de cálcio 
(DRC/CaCO3), ao longo de 7 semanas. A DRC foi induzida por dieta enriquecida com 
adenina (0,75% nas primeiras 4 semanas e 0,1% nas 3 semanas seguintes), suplementada com 
1% de fósforo. O polímero QTS-Fe III foi administrado na dose de 30mg/kg/dia e o CaCO3 na 
dose de 500mg/kg/dia, por gavagem, ambos a partir da terceira semana até o final do estudo. 
Todos os animais receberam uma dieta suplementada com 1% de fósforo. Oito animais de 
cada grupo foram eutanasiados nas semanas 4, 6 e 7 para coleta de sangue, urina e fêmur. 
Foram avaliados no sangue e urina a função renal, distúrbio mineral e ósseo e foi feita 
histomorfometria para avaliação da doença óssea. O grupo DRC apresentou: elevação 
significativa da creatinina em relação ao controle (0,47 ± 0,25 vs 0,95 ± 0,21 mg/dl, p = 
0,001), hiperfosfatemia (6,82 ± 0,52 vs 10,6 ± 2,49 mg / dl; p = 0,001), elevada fração 
excretada de fósforo (FeP) (0,2 ± 0,17 vs 0,71 ± 0,2; p = 0,0001) e maiores níveis de FGF23 
(7,42 ± 1,96 vs. 81,36 ± 37,16 pg/ml, p = 0,011). O uso dos quelantes proporcionou redução 
significativa de FeP (Controle: 0,71 ± 0,20, DRC/QTS-Fe III: 0,40 ± 0,16, DRC/CaCO3: 0,34 
± 0,15, p = 0,001), sem alteração do FGF23. A histomorfometria mostrou uma doença óssea 
de alta remodelação nos animais urêmicos que não foi alterada com o uso dos quelantes. 
Conclusão: QTS-Fe III reduziu a sobrecarga de fosfato, sem causar alterações no nível sérico 
de FGF23 ou no perfil da doença óssea. Estes resultados corroboram para a ação da QTS-Fe 
III como um potencial quelante de fosfato não cálcico. 

Palavras-chave: Hiperfosfatemia. Insuficiência renal crônica. Distúrbio Mineral e Ósseo na 
Doença Renal Crônica. Ferro. Quitosana. 

 
 

 

 

 

 



	 	

	

ABSTRACT 
 
 
 

Introduction: The Chronic Kidney Disease (CKD) is characterized by multiple clinical and 
metabolic changes that lead to long-term high rates of morbidity and mortality. The CKD 
mineral and bone disorder (CKD-MBD) is characterized by abnormal laboratory results, bone 
metabolic variations and soft tissue calcifications. CKD-MBD requires a complex treatment 
based on phosphate binders substances. There are many options of phosphate binders 
available on market, however calcium-free formulations are preferable in order to provide a 
binding phosphate’s effect with lower risk of vascular calcification. A new class of calcium-
free phosphate binders, in which iron is the main binder element, was recently introduced and 
has presented promising results. A new polymer of chitosan and iron was developed at 
Universidade do Vale do Itajaí Chemical’s Laboratory and have shown phosphate’s binder 
activity on primary tests in vivo and in vitro tests in animals with normal renal function. 
Objective: to evaluate the phosphate chelator effect of the chitosan-Fe III polymer (QTS-Fe 
III) and its activity in bone metabolism in animals with CKD. We evaluated 120 animals, 
divided equally into 5 groups: control, CKD, QTS-Fe III, CKD/QTS-Fe III and CKD/Calcium 
carbonate (CKD/CaCO3), over 7 weeks. We induced CKD by feeding animals with an 
adenine-enriched diet (0.75% in the first 4 weeks and 0.1% in the following 3 weeks) 
supplemented with 1% phosphorus. We administered 30mg/kg daily of the QTS-Fe III 
polymer and 500mg/kg daily of the CaCO3, by gavage, both from the third week until the end 
of the study. Eight animals from each group were submitted to euthanasia at weeks 4, 6 and 7 
for collection of blood, urine and femur. By blood and urine tests we evaluated renal function 
and bone metabolic disorder, and by bone disease by bone histomorphometry. Results: The 
DRC group presented a significant elevation of creatinine in relation to the control (0.47 ± 
0.25 vs 0.95 ± 0.21 mg / dl, p = 0.001), hyperphosphatemia (6.82 ± 0.52 vs 10.6  ± 2.49 
mg/dl; p = 0.001), elevated excreted phosphorus fraction (FeP) (0.2 ± 0.17 vs 0.71 ± 0.2; p = 
0.0001) and higher FGF23 (7.42 ± 1.96 vs. 81.36 ± 37.16 pg/ml, p = 0.011). The use of 
chelators provided significant reduction of FeP (Control: 0.71 ± 0.20, CKD/QTS-Fe III: 0.40 
± 0.16, CKD/CaCO3 : 0.34 ± 0.15, p = 0.001), without alteration of FGF23 levels. 
Histomorphometry showed a high turnover bone disease in uremic animals that was not 
altered with the use of chelators. Conclusion: QTS-Fe III reduced the phosphate overload, 
without causing changes in the FGF23 serum level or bone disease profile. These results 
corroborate to the QTS-Fe III activity as a potential calcium-free phosphate binder. 

 
 

Keywords: Hyperphosphatemia. Renal insufficiency, chronic. Chronic Kidney Disease-
Mineral and Bone Disorder. Iron. Chitosan. 
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INTRODUÇÃO: 

 

 Após a melhor definição dos critérios adotados para o diagnóstico da Doença 

Renal Crônica (DRC) pela National Kidney Foundation (K/DOQI, 2002), estudos 

epidemiológicos veem mostrando alta prevalência desta patologia. No estudo AusDiab foi 

observada uma prevalência de 12,1% de DRC na população (CHADBAN, 2003), resultado 

semelhante aos encontrados tanto no estudo NHANES III, que mostrou uma prevalência de 

11% de DRC na população norte americana (ATKINS, 2005), enquanto estudo chinês que 

sugeriu uma prevalência similar de 12,1% de DRC (CHEN, 2009). Estes valores se tornam 

ainda mais alarmantes quando restringimos a análise de prevalência à população diabética. 

Em um estudo espanhol realizado em 2008, foi encontrada uma prevalência de 34,6% de 

DRC em pacientes diabéticos (LOU ARNAL, 2010), o que reforça a relação entre a DRC e 

outras doenças crônicas como, por exemplo, a diabetes mellitus e a hipertensão arterial 

sistêmica (LEVEY, 2005 e CODREANU, 2006). 

 A alta prevalência da DRC, associada à sua relação com outras doenças de 

elevada mortalidade como a hipertensão arterial sistêmica e a diabetes mellitus, a coloca 

como a 12ª maior causa de morte no mundo (NUGENT, 2011). Neste contexto devemos 

considerar a presença de complicações inerentes à perda da função renal como a anemia, a 

acidose, a hipercalemia, a hiperfosfatemia e o hiperparatireoidismo (HPT). Tais 

complicações, além de apresentarem elevadas prevalências, como por exemplo o HPT que 

pode atingir aproximadamente 40% na DRC, contribuem expressivamente para a alta 

mortalidade cardiovascular (ARAUJO, 2003; MORANNE, 2009; BHAN, 2010; 

HERBERTH, 2010). 

 O hiperparatireoidismo secundário à doença renal crônica (HPTS) é caracterizado 

pela hiperplasia da glândula paratireóide e elevação dos níveis do paratormônio (PTH), que 

surgem com a progressão da DRC. Sua patogênese está vinculada, de uma maneira bastante 

simplificada, a três fatores resultantes da redução da massa renal: deficiência da vitamina D, 

sobrecarga de fosfato e hipocalcemia. Como consequências clínicas surgem a Osteodistrofia 

Renal (ODR) e o Distúrbio Mineral e Ósseo da DRC (DMO-DRC). Com o objetivo de 

prevenir ou pelo menos amenizar a evolução do HPTS, a terapia concentra-se em dois pontos 

principais: reposição de vitamina D e redução da sobrecarga do fosfato (MITTMAN, 2010). 

 Até o momento, muitas são as opções de terapias que associadas à restrição 

dietética, atuam na redução da sobrecarga de fosfato. Várias classes de medicações com 

capacidade de adsorção de fosfato (quelantes de fosfato) foram e são utilizados até o 
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momento: desde o antigo e praticamente proscrito hidróxido de alumínio, passando pelos 

compostos a base de cálcio: carbonato ou acetato de cálcio; chegando às formulações mais 

recentemente produzidas como o hidrocloreto ou carbonato de sevelamer e o carbonato de 

lantânio. Porém, a tendência da não utilização de quelantes a base cálcio, devido à relação 

destes com risco de calcificação, levou a comunidade científica à procura de novas opções 

farmacológicas isentas de cálcio (MOE, 2003). Neste contexto, estudos recentes apresentam 

novas opções de quelantes isentos de cálcio como aqueles a base de ferro, a goma de mascar a 

base de quitosana e um novo complexo ainda em fase de estudo pela Universidade do Vale do 

Itajaí, no Brasil, constituído de quitosana e ferro (complexo QTS-Fe III) (SAVICA, 2009; 

GEISSER, 2010; SCHÖNINGER, 2010). Este polímero possui boa capacidade de adsorção 

do fosfato tanto in vitro (FAGUNDES, 2011), quanto in vivo, apresentando uma redução do 

fosfato sérico de aproximadamente 30% em animais tratados (BAXTER, 2000; BÜRGER, 

2001). Tais resultados, aliado à baixa liberação de ferro deste composto confere uma opção 

atraente para o tratamento da hiperfosfatemia em pacientes com DRC (LOGHAMAN-

ADHAM, 2003; SCHÖNINGER, 2007). 

 Deste modo, apesar dos estudos apresentarem até o momento resultados que 

sugerem o complexo QTS-Fe III como potencial quelante de fósforo, não há estudo 

comprovando seu uso como tal em animais com DRC. Nós propusemos então a avaliar os 

efeitos do complexo quitosana-ferro sobre o DMO-DRC em um modelo experimental de ratos 

com DRC.  

 

1 REVISÃO DA LITERATURA 

 

1.1 Distúrbio Mineral/Ósseo na DRC: 

 

 Até o ano de 2009 apenas a ODR era utilizada para referir-se às alterações 

advindas do HPTS. Naquele ano o Kidney Disease: Improveming Global Outcomes (KDIGO) 

realizou uma reavaliação e foram propostos dois termos distintos, a ODR e o DMO-DRC. A 

ODR define as alterações na histologia óssea encontradas na biópsia óssea. Enquanto que, o 

DMO-DRC refere-se à síndrome que engloba as alterações clínicas, bioquímicas e ósseas 

(remodelação, mineralização e volume ósseo), além das calcificações extra-ósseas presentes 

na DRC (SBN, 2008; KDIGO, 2009).  

 O DMO-DRC é uma das mais graves complicações entre as que acometem os 

pacientes com DRC (BLOCK, 2004; SBN, 2008; MOE, 2009; MEJÍA, 2011). A prevalência 
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do DMO-DRC é bastante elevada na população de renais crônicos já que seu conceito 

engloba qualquer alteração clínica, bioquímica e óssea, e quando consideramos então 

pacientes na  categoria 5 da DRC pode chegar a 100%. (LEVIN, 2007; CARTER, 2008). 

 

1.1.1 Hiperparatireoidismo secundário a DRC: 

 

 O hiperparatireoidismo secundário (HPTS) é caracterizado pela hiperplasia das 

glândulas paratireóides, elevados níveis séricos do paratormônio (PTH) e uma doença óssea 

de alto remanejamento. É uma complicação frequente nos pacientes em diálise e pode 

desenvolver-se cedo no curso da DRC (HRUSKA, 1995; SHERRARD, 1993; SAMPAIO, 

2008). Está associado com um risco aumentado de calcificação cardiovascular  e mortalidade 

(GANESH, 2001). Araújo e cols. observaram que a prevalência de HPTS no Brasil elevou-se 

de 32,3% na década de 80 para 44% nos anos 90 (ARAUJO, 2003). 

 Vários têm sido os fatores implicados na patogênese do HPTS destacando-se a 

retenção de fósforo e hiperfosfatemia, a deficiência de vitamina D, a hipocalcemia, as 

anormalidades do receptor sensível ao cálcio (CaR) e do receptor da vitamina D (VDR) das 

paratireóides, a resistência óssea à ação do PTH e, mais recentemente, as fosfatoninas 

(HRUSKA, 1995; SILVER, 2002; MARTIN, 2007). É importante enfatizar que, embora 

abordados separadamente, estes fatores estão interrelacionados podendo um ou mais deles 

predominar de acordo com o tipo e a fase da DRC. 

 A hiperestimulação crônica do PTH é seguida de proliferação das células 

paratireóides levando a uma hiperplasia difusa, progressiva e policlonal das glândulas 

paratireóides. Subsequentemente, este padrão de crescimento pode se transformar em um tipo 

monoclonal benigno, porém mais agressivo, ou policlonal. Nesse caso, as glândulas tornam-se 

então muito aumentadas exibindo uma hiperplasia nodular, com redução dos VDR e CaR, 

quando comparadas às glândulas difusamente hiperplásicas, promovendo a resistência das 

paratireoides ao calcitriol e ao cálcio. (HRUSKA, 2014). 
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Figura 1: Fisiopatologia do Distúrbio mineral-ósseo na DRC. Adaptado de TONELLI, 2010  

 

1.1.2 Cálcio: 

 

 Na DRC, os mecanismos fisiológicos para a manutenção da homeostase do cálcio 

ficam seriamente prejudicados. A diminuição da massa renal e outros eventos que serão 

descritos adiante levam à redução da síntese de calcitriol, o que diminui a absorção intestinal 

de cálcio e leva à hipocalcemia, a qual o organismo tenta compensar lançando mão de todos 

os seus mecanismos adaptativos. Há maior secreção e diminuição da degradação intracelular 

do PTH (em minutos), seguida de maiores transcrição de RNAm e estabilidade dessa proteína 

(horas) e, finalmente, aumento da proliferação celular na paratireoide (dias). Essa proliferação 

é acompanhada de alterações cromossômicas evidentes, com diminuição da expressão do 

receptor de cálcio, tornando a glândula ainda menos responsiva ao cálcio. Finalmente, a curva 

cálcio-PTH de um paciente com DRC e HPTS é geralmente desviada para a direita, em que 

concentrações cada vez maiores de cálcio serão necessárias para inibir a secreção de PTH, até 

que esta inibição não mais ocorra (MALBERTI, 1999; GOODMAN, 2008).       
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1.1.3 Fósforo: 

 

 De maneira semelhante ao cálcio, a maior parte do fósforo do corpo humano 

encontra-se no esqueleto (85%), no fluido extracelular, sob a forma de fosfato inorgânico, e 

nos tecidos moles, na forma de ésteres de fosfato. Assim, tanto a concentração intracelular de 

fósforo como a plasmática são baixas. O fósforo participa não só da composição do tecido 

ósseo, mas também de inúmeras reações bioquímicas envolvidas em geração e transferência 

de energia (BANSAL, 1990; JORGETTI, 2007; KIELA, 2009). 

 Embora o PTH seja o hormônio responsável pela regulação do cálcio sérico, sabe-

se que também exerce seus efeitos na homeostase do fósforo. Quando ocorre hipocalcemia, a 

elevação conseqüente do PTH também leva à liberação de fósforo dos ossos, assim como 

eleva a absorção intestinal deste íon mediada pelo aumento da síntese de calcitriol. No 

entanto, níveis elevados de PTH aumentam a excreção urinária de fósforo, provavelmente 

como mecanismo compensatório para evitar a hiperfosfatemia durante a tentativa de correção 

de hipocalcemia (KIELA, 2009). 

 Na DRC, o fósforo tem ação direta e indireta sobre a secreção do PTH. Sua ação 

indireta se dá por via hipocalcêmica, pois a retenção de fósforo induz a hipocalcemia através 

de mecanismos puramente físico-químicos e/ou por inibição da atividade da 1-α-hidroxilase. 

Além disso, a hiperfosfatemia, por aumentar a resistência óssea ao PTH, também leva à 

hipocalcemia. A ação direta ocorre por um aumento na estabilidade do RNAm de PTH e na 

proliferação das células paratireoidianas (SILVER, 2000). Embora o efeito direto do fósforo 

sobre a glândula esteja bem estabelecido, até o momento não se identificou um receptor 

específico desse mineral nas células paratireoidianas. Outra ação do fósforo é observada na 

hiperfosfatemia, quando ocorre diminuição da expressão dos receptores de cálcio e calcitriol 

nas células da paratireóide, reduzindo ainda mais a sensibilidade da glândula tanto ao cálcio 

como ao calcitriol (RODRIGUEZ, 2005; GOODMAN, 2008). 

 

1.1.3.1 Fósforo urinário e Fração excretada de fósforo: 

 

 Em um adulto normal, com taxa de filtação glomerular (TFG) de 120 mL/min 

(174 L/dia) e concentração sérica de fosfato de 4,0 mg/dL (40 mg/dL), a carga filtrada de 

fósforo é de 40 mg/dL x 174 L/dia ≅ 7.000 mg/dia. Cerca de 88% do fósforo filtrado é 

absorvido pelos túbulos. Os 12 % excretados na urina, embora constituam uma parcela 

minoritária da carga filtrada, são essenciais à excreção de ácidos fixos sob a forma de ácido 
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titulável. A maior parte dessa absorção (60 a 70% da carga filtrada) ocorre no túbulo 

proximal, sendo o restante (10 a 20 % da carga filtrada) absorvido nos segmentos distais do 

néfron. À medida que sobe a concentração plasmática de fósforo, e portanto sua carga filtrada, 

a respectiva taxa de absorção tubular também se eleva. O mecanismo de absorção é no 

entanto rapidamente saturado, o que faz com que a carga excretada de fósforo aumente em 

proporção à carga filtrada. O transporte renal de fósforo também é regulado por outros fatores 

além da concentração sérica, como o paratormônio, o FGF23 e a vitamina D (SUKI, 2015; 

REIS, 2002). 

 Como as mudanças no metabolismo do fosfato ocorrem precocemente na DRC 

sem necessariamente cursar com elevação dos seus níveis séricos, a medida da fração de 

excreção urinária de fósforo (FeP) é uma importante ferramenta no diagnóstico e manejo de 

tal distúrbio, seja na população com ou sem DRC (PHELPS, 2015a; PHELPS, 2015b). 

  

1.1.4 Fator de Crescimento Fibroblástico (FGF 23) 

 

 O FGF 23 pertence à família dos fatores de crescimento de fibroblastos e foi 

descrito pela primeira vez no ano de 1994 como uma fosfatonina, sendo naquela ocasião 

descrito como um fator responsável pelo transporte tubular de fósforo dependente de sódio 

(CAI, 1994; ECONS, 1994; MCKEEHAN, 1998; MARTIN, 1998; YAMASHITA, 2000 e 

OLIVEIRA, 2010). Ao contrário do PTH, o FGF-23 não só aumenta a excreção de fósforo 

urinário como também reduz a síntese de 1,25(OH) 2D3, levando a um balanço negativo de 

fósforo (BERNEDT, 2005). 

 Diversos tecidos expressam o FGF-23, tais como o tecido ósseo, vasos na medula 

óssea, núcleo talâmico ventrolateral, timo e linfonodos (LIU, 2003). A contribuição relativa 

destes tecidos na expressão do FGF-23 não é conhecida, mas os altos níveis de expressão 

pelos osteócitos sugerem que o tecido ósseo é a principal fonte de FGF-23 (LIU, 2007). 

 O FGF23 está presente na circulação humana em várias formas principais. A 

forma ativa, o FGF23 intacto (iFGF23), a forma inativa, o C-terminal (cFGF23), e um 

fragmento N-terminal (BHATTACHARYYA, 2012; NITTA, 2014). Até o momento a 

molécula iFGF23 é considerada como a espécie biologicamente ativa em relação aos efeitos 

diretos sobre o metabolismo do fosfato e da vitamina D, enquanto o fragmento cFGF23 

quando elevado demonstrou ação inibitória sobre o iFGF23 (GOETZ, 2009). Porém, 

permanece em aberto se os produtos de degradação do FGF23 poderiam ou não exercer 

alguma outra atividade biológica (BERNDT, 2007; KURO-O, 2017). 
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 Há algum tempo especula-se sobre os mecanismos pelos quais o FGF-23 atuaria 

no metabolismo do fósforo na DRC. Assim, a hipótese de que a síntese de FGF-23 fosse 

induzida pela retenção de fósforo é bastante atraente (FUKAGAWA, 2005). Diversos autores 

mostram correlações entre os níveis de FGF-23, creatinina, fósforo e PTH séricos em 

pacientes com DRC não-dialítica (WEBER, 2003; LARSSON, 2003; IMANISHI, 2004; 

SHIGEMATSU, 2004). Porém devemos considerar que existem diferenças importantes na 

forma como o FGF23 é regulado em indivíduos com função renal normal e naqueles com 

DRC. Como relatado anteriormente, existe uma correlação clara entre os níveis de fosfato e o 

FGF23, porém na fase inicial da DRC os níveis séricos de FGF23 já se encontram elevados, 

mesmo antes que ocorra a hiperfosfatemia sugerindo que, inicialmente, exista uma regulação 

primária do fosfato e do PTH pelo FGF23 (ISAKOVA, 2011; GRACIOLLI, 2017). Embora a 

perda da depuração renal do FGF23 seja uma das justificativas para elevação do FGF23 

precocemente (LARSSON, 2003), não parece elucidar todo o processo. Outros fatores, 

comumente presentes na DRC como a inflamação e a deficiência de ferro, podem contribuir 

para maior atividade do FGF23 e estão sendo estudados na atualidade (MENDOZA, 2012; 

DAVID, 2017; HONDA, 2017). 

 Estudos clínicos mostraram associação dos níveis elevados de FGF-23 e 

progressão de DRC (FLISER, 2007; TITAN, 2009), desenvolvimento de HPTS grave 

(NAKANISHI, 2005), hipertrofia de ventrículo esquerdo (GUTIERREZ, 2009) e mortalidade 

(GUTIERREZ, 2008). Além dessas possíveis associações, o FGF-23 pode também estar 

relacionado à calcificação vascular (JEAN, 2009a; JEAN, 2009b, CANCELA, 2011), 

justificando o importante elo entre o DMO/DRC e a mortalidade cardiovascular na DRC.  

  

1.1.5 Paratormônio: 

 

 O PTH é um hormônio fundamental no controle da homeostase do cálcio, agindo 

direta ou indiretamente em órgãos relacionados ao armazenamento, à excreção e à absorção 

deste íon divalente. Discreta queda dos níveis circulantes de cálcio, por exemplo 10%, é 

suficiente para aumentar a secreção de PTH em 200% a 300% (PAULA, 2001; LANNA, 

2002).  

 No tecido ósseo, o PTH aumenta o número e a atividade dos osteoclastos, células 

responsáveis pela reabsorção óssea, um dos mecanismos fisiológicos de retirada de cálcio do 

tecido ósseo. Essa ação não se dá diretamente, pois os osteoclastos não expressam receptores 

para PTH e não reagem ao hormônio quando isolados. Os osteoblastos, responsáveis pela 
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formação óssea, são as células que realmente respondem ao PTH, produzindo fatores capazes 

de estimular os osteoclastos e dessa forma promover a reabsorção óssea (RIANCHO, 2011; 

MATSUO, 2012). 

 No rim, o PTH aumenta a absorção tubular de cálcio. Esse efeito ocorre no túbulo 

distal, onde o PTH estimula a reabsorção de cálcio através da inserção de canais de cloro 

basolaterais, que hiperpolarizam a célula, aumentando a negatividade intracelular e 

promovendo o influxo de cálcio. O transporte de cálcio no interior das células tubulares é 

facilitado por proteínas como a calbindina, cuja síntese é estimulada pela 1,25 (OH)2D3, a 

qual também é estimulada pelo PTH. Além dessa ação sobre o cálcio, o PTH aumenta a 

excreção urinária de fósforo, atuando sobre o túbulo proximal, inibindo o co-transporte 

luminal de sódio e fósforo. (RAINONE, 2011; PENIDO, 2012; QUARLES, 2012; SPIEGEL, 

2012; MURRAY, 2013) 

 Na última década, a imagem do PTH como hormônio com ação exclusivamente 

catabólica sobre o tecido ósseo mudou radicalmente, estando claro que este pode promover 

tanto formação quanto reabsorção óssea. O hiperparatireoidismo primário clássico e o 

hiperparatireoidismo secundário à DRC são dois exemplos tradicionais que indicam que a 

exposição óssea a níveis constantemente elevados de PTH favorece o catabolismo ósseo 

(PAULA, 2009). Por outro lado, a exposição óssea a níveis elevados de forma intermitente de 

PTH, especificamente o paratormônio recombinante humano (hrPTH 1-84) e o peptídeo 

recombinante humano 1-34 (teriparatida), favorecem o anabolismo. Sendo que desde o início 

desta década, o PTH passou a ser uma opção para o tratamento da osteoporose (BORBA, 

2010; MISIOROWSKI, 2011).  

 A remodelação óssea que corresponde ao processo de renovação do esqueleto 

ocorre nas unidades ósseas multicelulares, onde pequenas porções de osso velho são retiradas 

pelos osteoclastos e posteriormente repostas pelos osteoblastos. A atividade de remodelação 

óssea sofre influência de fatores genéticos, ambientais e hormonais e, quando em condições 

favoráveis, há equilíbrio entre reabsorção e formação. Diversas evidências sugerem que o 

efeito anabólico do PTH depende não só de sua ação direta sobre osteoblastos e precursores, 

como também da participação de fatores de crescimento como o “Insulin-like growth factor” 

1 (IGF-I). O estímulo de formação envolve tanto o incremento de diferenciação de 

precursores de osteoblastos, quanto a proliferação e ação antiapoptótica dos osteoblastos. Em 

parte, esses efeitos dependem do aumento de expressão do fator de transcrição Runx2, um 

elemento-chave no processo de diferenciação de osteoblastos. Enquanto isso a elevação 

mantida de PTH estimula osteoblastos a produzir RANKL e MCP-1, fatores estimuladores da 
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osteoclastogênese e da atividade de reabsorção óssea realizada por osteoclastos maduros 

(PAULA, 2009; RIANCHO, 2011; MATSUO, 2012). 

 

1.1.6 Vitamina D: 

 

 A DRC apresenta-se como um grande fator e risco para a redução dos níveis 

séricos de vitamina D ativa (também conhecida como 1,25(OH)2vitamina D ou calcitriol). 

Com a progressão da DRC, a massa dos néfrons em funcionamento é diminuída, o que, 

combinado com maior carga de fosfato nos néfrons remanescentes e níveis mais altos de 

FGF23, resulta na deficiência de conversão nos rins de seus precursores, o ergocalciferol ou 

colecalciferol, em vitamina D ativa ou calcitriol (GOODMAN, 2007; HRUSKA, 2014). Uma 

vez convertido na forma ativa, o calcitriol será capaz de exercer suas influências biológicas 

com impacto sobre o metabolismo mineral e outras funções fisiológicas. A baixa produção de 

calcitriol, por sua vez, diminui a absorção intestinal de cálcio e leva à hipocalcemia, além de 

diminuir os níveis dos VDR nos tecidos, em particular, nas células da glândula paratireoide 

(NAVEH-MANY, 1999). Como o VDR nas células principais das glândulas paratireoides 

suprime a expressão do mRNA pre-pró-PTH, níveis mais baixos de calcitriol na circulação, 

em conjunto com baixo número de VDR nos pacientes com DRC, resultam na estimulação 

tanto da síntese como da secreção do PTH, deflagrando o HPTS com suas consequências no 

metabolismo ósseo (SILVER, 1985; HRUSKA, 2014). 

 

1.2 OSTEODISTROFIA RENAL: 

 

 A ODR é o termo utilizado para descrever o componente da patologia óssea do 

DMO/DRC. Omo dito anteriormente não é caracterizado por uma doença uniforme, e, 

dependendo da contribuição relativa dos diferentes fatores patogênicos e de seu tratamento, 

vários padrões da histologia óssea são expressos na DRC (HRUSKA, 2014). 

 Para avaliação e diagnóstico definitivo de osteodistrofia renal há necessidade da 

realização da biópsia óssea. Os resultados hitomorfométricos, obtidos pela biópsia óssea, são 

reportados seguindo uma nomenclatura recomendada pela American Society for Bone and 

Mineral Research (PARFITT, 1987).  

 A fim de esclarecer a interpretação dos resultados da biópsia óssea na avaliação da 

osteodistrofia renal, foi acordado a utilização de três descritores histológicos: turnover, 

mineralização e volume do osso (sistema TMV) - com qualquer combinação de cada um dos 
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descritores possíveis (tabela 1). O esquema de classificação TMV fornece uma descrição 

clinicamente relevante da patologia óssea subjacente, avaliada pela histomorfometria, que por 

sua vez ajuda a definir a fisiopatologia e, assim, orientar a terapia. 

 

Tabela 1  . Sistema de classificação TMV para a osteodistrofia: 

Turnover Mineralização Volume 
Baixo Normal Baixo 
Normal  Normal 
Alto Anormal Alto 
TMV: Turnover/Mineralização/Volume ósseos 

 

1.2.1 Osteodistrofia de alto turnover: Doença óssea relacionada ao hiperparatireoidismo 

/ Osteíte fibrosa / Doença Mista 

 

 O excesso sustentado do paratormônio resulta em maior turnover ósseo, sendo 

encontrados osteoclastos, osteoblastos e osteócitos em abundância. A atividade osteoblástica 

prejudicada resulta em produção desordenada do colágeno e formação de ossos 

excessivamente esponjosos, conhecidos na literatura como ossos fibrosos ou woven bone. O 

acúmulo de osteoprogenitores fibroblásticos fora do processo de diferenciação osteoblástica 

resulta na deposição de colágeno (fibrose) nos espaços peritrabecular e medular. O 

componente não mineralizado do osso – osteoide – aumenta e a arquitetura tridimensional 

normal da osteoide é frequentemente perdida. Fendas osteoides não mais apresentam sua 

habitual birrefringência sob a luz polarizada. Elas produzem um padrão entrecortado típico 

sob a luz polarizada. A taxa de aposição mineral e o número de locais ativos de mineralização 

aumentam, como documentado sob luz fluorescente após a administração de marcadores 

fluorescentes (tetraciclina) em determinados intervalos de tempo (PARFITT, 1987). 

 

1.2.2 Osteodistrofia de baixo turnover: Doença óssea adinâmica / Osteomalácia 

 

 A osteodistofia urêmica de baixo turnover é a outra extremidade do espectro da 

osteodistrofia renal. O marco histológico desse distúrbio é uma redução profunda no turnover 

ósseo devido ao baixo número de locais ativos de remodelação, supressão da formação óssea 

e reabsorção óssea. A reabsorção óssea não é tão reduzida quanto a formação óssea, 

resultando em uma doença osteopênica de baixo turnover. A maior parte do osso trabecular é 

coberta por células mucosas, com alguns osteoclastos e osteoblastos, e a estrutura óssea é 
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predominantemente lamelar. A extensão das superfícies de mineralização cai acentuadamente, 

sendo geralmente observadas apenas algumas finas marcações com tetraciclina. Dois 

subgrupos podem ser identificados nesse tipo de osteodistrofia renal, dependendo da causa 

dos eventos que levam a uma diminuição na atividade osteoblástica: doença óssea adinâmica 

(DOA) e osteomalácia (PARFITT, 1987). 

 A osteomalácia de baixo turnover é caracterizada por um acúmulo da matriz não 

mineralizada precedido por uma diminuição na mineralização. Os ossos não mineralizados 

representam uma fração considerável do volume ósseo trabecular. O aumento no volume 

osteoide lamelar ocorre devido à presença de fendas osteoides largas que cobrem uma grande 

parte da superfície trabecular. A presença ocasional de osso fibroso (woven bone) em meio a 

trabéculas indica alto turnover ósseo pregresso. Quando presentes, os osteoclastos geralmente 

são vistos dentro do osso trabecular ou na pequena fração da superfície trabecular que foi 

deixada sem revestimento osteoide. 

 

1.2.3 Osteodistrofia de alto turnover associada a deficiência de mineralização: 

 

 É causada principalmente pelo hiperparatireoidismo e mineralização defeituosa, 

com ou sem aumento na formação óssea. Essas características podem coexistir em graus 

variados em diferentes pacientes. Um incremento no número de sítios heterogêneos de 

remodelação pode ser observado, em geral aumentando também o número de osteoclastos. 

Devido aos focos ativos com inúmeras células, fendas osteoides entrelaçadas e fibrose 

peritrabecular coexistem ao lado dos sítios de arranjo lamelar com menor atividade. A maior 

produção de osteoide lamelar ou fibrosa (woven bone) provoca acúmulo de osteóide com 

espessura normal ou maior das suas respectivas fendas. Embora as superfícies ativas de 

mineralização aumentem no osso fibroso com maior taxa de mineralização e marcação difusa, 

as superfícies de mineralização e marcação difusa, as superfícies de mineralização podem 

estar reduzidas no osso lamelar com menor taxa de aposição mineral (PARFITT, 1987). 

  

1.3 MODELO EXPERIMENTAL: 

 

 Devido à complexidade e variadas formas de apresentação, para um estudo mais 

amplo do DMO há necessidade do uso de modelos experimentais. 

 

1.3.1 Descrição do modelo: 
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 Estudo realizado por Yokozawa et al. nas décadas de 70 e 80 utilizando a 

suplementação com adenina a 0,75% na dieta de ratos por um período de 30 dias mostrou 

perda progressiva da função renal, associada à redução importante do tamanho renal, depósito 

de cristais na luz tubular e no interstício. Além destes depósitos encontraram também 

degeneração e necrose do epitélio tubular além de fibrose intersticial. Estudo posterior, 

utilizando a suplementação com adenina por um período superior confirmou tais achados 

(YOKOZAWA, 1986). 

 A adenina (vitamina B4) é um importante componente do DNA e RNA, e quando 

ingerida por períodos prolongados, produz alterações histopatológicas semelhantes àquelas 

encontradas na DRC. Embora a real causa de tais alterações não seja completamente 

conhecida, especula-se que os subprodutos formados no metabolismo da adenina sejam os 

responsáveis. Quando administrada por via oral é imediatamente metabolizada em 2,8-

dihidroxiadenina, que precipita e forma cristais na superfície do epitélio tubular renal 

proximal, em apenas dois dias. O aumento da formação de tais cristais induz alterações 

degenerativas do epitélio, com elevação dos níveis séricos de creatinina e fosfato, além da 

queda dos níveis séricos de cálcio. A deterioração renal e dos parâmetros bioquímicos podem 

ser revertidos parcialmente para níveis normais, se a dieta com adenina for suspensa em até 

duas semanas. Entretanto, se a administração de adenina for mantida por período igual ou 

superior a quatro semanas, as lesões renais e a deterioração bioquímica tornam-se 

irreversíveis (OKADA, 1999; OGIRIMA, 2006; HEWITSON, 2008). 

 

1.3.2 Hiperparatireoidismo secundário e o modelo animal: 

 

 Recentemente o modelo animal utilizando adenina para induzir a DRC ganhou 

especial atenção devido a seu desenho relativamente fácil associado à boa sobrevida dos 

animais (SHOBEIRI, 2010). Este modelo, diferentemente de outros modelos, não requer 

procedimento cirúrgico, o que leva a alta taxa de sobrevida ao final do estudo. Outro ponto 

positivo seria os altos níveis de creatinina sérica, atingidos após quatro semanas de 

tratamento, podendo chegar a valores de 3,0 a 10,5 vezes aos valores de animais controles. E 

ainda a elevação importante dos níveis de fósforo sérico (1,2 a 2,6 vezes) com flutuação 

mínima do cálcio sérico (SHOBEIRI, 2010).  

 Falando-se em HPTS neste modelo, a notável diferença estaria no tempo 

necessário para sua instalação e do surgimento das alterações ósseas secundárias ao HPTS. 
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Em um estudo utilizando ratos nefrectomizados a 5/6, os níveis séricos de PTHi atingiram 

300 pg/mL quatro semanas após a cirurgia (SANCHEZ, 2004). Enquanto que, em ratos 

utilizando adenina por quatro semanas os níveis de PTHi chegaram a 1500 pg/mL com uma 

hiperplasia das glândulas paratireóides, após seis semanas de estudo, semelhantes ao 

experimento utilizando ratos parcialmente nefrectomizados com dieta rica em fósforo por 14 

semanas (MILLER, 1998; TAMAGAKI, 2006). Já a lesão óssea, no mesmo estudo citado 

anteriormente, esteve presente com 12 – 14 semanas, comparada com alterações histológicas 

ósseas compatíveis com a ODR encontradas em apenas quatro semanas após a conversão de 

uma dieta suplementada com adenina para dieta normal (MILLER, 1998; TAMAGAKI, 

2006).  

 Diferentemente dos dados relatados por Yokozawa et al, em um estudo piloto 

realizado em nosso centro, observamos que os animais apresentaram uma recuperação parcial 

da função renal após o período de 4 semanas (indução da DRC com adenina), o que poderia 

comprometer os resultados finais do estudo. Recentemente, Damment et al estudando os 

efeitos do carbonato de lantânio sobre alterações ósseas a longo prazo, utilizou o modelo 

descrito inicialmente com a introdução de uma dose de manutenção de adenina a 0,1% após 

três semanas de adenina a 0,75%. Tal modificação proporcionou a manutenção do nível da 

função renal até o término do experimento com 22 semanas (DAMMENT, 2011). Diante 

deste fato, utilizamos a dose de manutenção de 0,1% de adenina para obtermos a manutenção 

da DRC, induzida com 4 semanas de adenina a 0,75%, até a sétima semana quando o 

experimento foi encerrado. 

 

1.4 QUELANTES DE FÓSFORO: 

 

 Na linha de tratamento da hiperfosfatemia utilizamoss a restrição dietética para 

com alimentos ricos em fósforo e o tratamento de substituição da função renal (terapias 

dialíticas) (NKF, 2003; BAMMENS, 2003). Assim, na maioria dos pacientes com DRC, os 

quelantes de fósforo tem uma importante contribuição na tentativa do adequado controle do 

fósforo associado a outras medidas farmacológicas e não farmacológicas (EMMETT, 2004).  

 Atualmente, várias são as classes de produtos quelantes de fósforo, como descrito 

na tabela abaixo. Estudos observacionais ou intervencionistas mostram que todos possuem 

eficácia na redução do fósforo sérico, sendo então a opção de escolha relacionada não só ao 

poder quelante, mas também a tolerabilidade, a ocorrência de eventos adversos e 

principalmente ao potencial de redução da morbidade e mortalidade cardiovascular. 
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Tabela 2. Agentes quelantes de fósforo utilizados em pacientes com DRC: 

CLASSE AGENTE 

Compostos minerais 

Carbonato de cálcio 
Acetato de cálcio 
Citrato de cálcio 
Hidróxido de magnésio 
Carbonato de magnésio 

Compostos metálicos 
Hidróxido de alumínio 
Carbonato de lantânio 
Sais de ferro 

Polímeros não-absorvidos e resinas 
Hidrocloreto de sevelamer 
Carbonato de sevelamer 

Modificado de Molony, 2011. 

 O quelante de fósforo ideal seria aquele que possui grande capacidade de ligação 

ao fósforo ingerido na dieta associado a: mínima absorção sistêmica, poucos efeitos 

colaterais, fácil posologia e baixo custo. Infelizmente, como descrito abaixo, nenhum dos 

quelantes de fósforo orais disponíveis atualmente atendem a todos esses critérios. 

 

1.4.1 Sais de Cálcio: 

 

 Os quelantes de fósforo a base de cálcio, carbonato de cálcio ou acetato de cálcio, 

têm sido utilizados por décadas em pacientes submetidos à terapia renal substitutiva 

(K/DOQI, 2003; YOUNG, 2005) e ambos parecem ter o poder quelante relativamente 

semelhante por grama de cálcio administrado (JANSSEN, 1996; K/DOQI, 2003). São os 

quelantes muito utilizados devido ao seu baixo custo e grande disponibilidade (SAVICA, 

2006; TONELLI, 2010). Não existem estudos controlados com placebo que analisaram o 

efeito destes agentes quanto a eventos finais tais como: mortalidade, eventos cardiovasculares, 

hospitalização e calcificação vascular (KDIGO, 2009). A análise de estudos comparando os 

dois componentes principais deste grupo, carbonato de cálcio e acetato de cálcio, é difícil de 

ser realizada, pois a grande maioria dos estudos utiliza formulações de variadas origem, além 

de se tratar de pequenas amostras. Reconhecendo tais limitações, uma meta-análise de ensaios 

comparando estes dois sais sugeriu que são semelhantes no poder de reduzir o fósforo sérico, 

sem diferença no potencial de induzir um evento adverso importante que é a hipercalcemia 

(NAVANEETHAN, 2009). Tal evento, possui significado clínico importante, gerando 

recentemente orientação quanto à redução, quando possível, na prescrição dos quelantes desta 

classe, por apresentar risco de potencialização da calcificação vascular (KDIGO, 2017).  
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1.4.2 Sais de Magnésio: 

 

 Embora sais de magnésio por via oral sejam utilizados como quelantes de fósforo 

por vários anos, poucos dados estão disponíveis a respeito de sua eficácia e segurança. Os 

níveis de magnésio sérico em pacientes submetidos à terapia dialítica tendem a ser mais 

elevados quando comparados a indivíduos com função renal preservada, e a hipermagnesemia 

está associada a uma grave complicação que é a parada respiratória. Tal evento pode ocorrer 

em decorrência da ingestão excessiva de magnésio com DRC dialítica (TONELLI, 2010). 

 Mais recentemente os sais contendo magnésio associado ao acetato ou carbonato 

de cálcio vem ganhando atenção, principalmente pelo potencial de redução da fosfatemia 

associado à redução da calcificação vascular e influência sobre os níveis séricos do FGF23 

(SPIEGEL, 2007; TZANAKIS, 2008; TZANAKIS, 2009; COVIC, 2011). Outro agente em 

desenvolvimento é o hidroxicarbonato de ferro e magnésio, ainda em estudo e que pode levar 

a um bom controle do fosfato sérico com boa tolerância (McINTYRE, 2009). 

 

1.4.3 Sais de Alumínio: 

  

 O hidróxido de alumínio é um agente efetivo como quelante de fósforo de acordo 

com resultados clínicos demonstrados desde os meados dos anos 70, quando foi amplamente 

utilizado (MOLONY, 2005). Nesta ocasião sua utilização seria justificada justamente pelo seu 

poder quelante associado ao não desenvolvimento de hipercalcemia, fato comum aos 

quelantes a base de cálcio que tinham o potencial de promover a hipercalcemia. O uso foi 

baseado em resposta clínica frente a redução da hiperfosfatemia e não baseado em ensaios 

clínicos controlados (MOLONY, 2005). Mais tarde, após a análise de séries de casos, seu uso 

foi suspenso devido a associação entre exposição crônica aos sais de alumínio por via oral e 

vários quadros tóxicos graves como miopatia, anemia microcítica, osteomalácia e demência 

(ALFREY, 1993; CANNATA-ANDIA, 2002). Atualmente a prescrição de quelantes a base 

de alumínio praticamente não é realizada, salvo casos isolados e por curto período de tempo. 

 

1.4.4 Carbonato de Lantânio: 

 

 O carbonato de lantânio pode ser considerado outra substância efetiva na redução 

dos níveis de fósforo sérico através da redução da absorção no trato intestinal (MOLONY, 
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2011). Estudos in vitro têm demonstrado que o carbonato de lantânio é um quelante de 

fósforo eficaz (AUTISSIER, 2007), bem como estudos em animais e pacientes confirmam sua 

eficácia e segurança (NELSON, 2002; D’HAESE, 2003; HUTCHISON, 2006). Entretanto, 

críticas têm sido feitas à qualidade dos estudos que avaliam eventos clínicos na utilização do 

carbonato de lantânio, além de não existir nenhum estudo que tenha mostrado diferença 

significativa entre lantânio e cálcio relacionada à fratura óssea, qualidade de vida e 

complicações cardiovasculares. Outro dado importante seria o depósito de lantânio nos ossos 

de pacientes tratados por mais de 4,5 anos (CEDAC, 2008). De um modo geral, quando 

comparado ao carbonato de cálcio possui poder quelante de fósforo semelhante, com alguns 

estudos revelando maior taxa de eventos adversos principalmente do trato gastrointestinal. A 

vantagem clínica reside nos menores níveis séricos de cálcio encontrados nos pacientes em 

uso do carbonato de lantânio (FINN, 2006).  

 

1.4.5 Sais de Ferro: 

 

 Os quelantes a base de ferro apresentam-se como uma promissora alternativa 

dentre as opções já existentes. Apesar da inexistência de grandes estudos avaliando tal classe 

de quelantes a longo prazo, estudos realizados até o momento sugerem boa efetividade, 

segurança e baixo custo (HERGESELL, 1999; GEISSER, 2010; GUTZWILLER, 2015; 

RODBY, 2015). A ação quelante de fosfato apresentada é semelhante aos outros produtos 

existentes até o momento, conforme descrito por HERGESELL e RITZ, onde pacientes com o 

diagnóstico de DRC apresentaram uma redução de aproximadamente 20% do fosfato sérico 

com uso de quelantes a base de ferro com redução do número de comprimidos utilizados 

(HERGESELL, 1999; GEISSER, 2010, WUTHRICH, 2013; FLOEGE, 2015). Vários 

quelantes de fosfato a base de ferro são estudados, mas no momento aqueles que apresentam 

maiores evidências científicas são o citrato férrico e o oxihidroxido sucro-férrico (PA21 - 

Velphoro®). O citrato férrico, por proporcionar absorção de parte do ferro de sua estrutura, 

deve ser utilizado em pacientes com DRC que requerem suplementação de ferro, em 

contrapartida, o PA21 por não apresentar absorção de ferro, tem melhor indicação naqueles 

pacientes renais crônicos sem indicação de suplementação de ferro (NASTOU, 2014; NEGRI, 

2015). Porém, esta nova terapia não está isenta de riscos. Recentemente, o relato de casos de 

pacientes que desenvolveram elevação do FGF23 após o uso de ferro parenteral como terapia 

de suplemento de ferro, deixa em alerta a utilização crônica de medicamentos que 

proporcionam elevação sérica do ferro (WOLF, 2013; BISHAY, 2017). Outro dado que deve 
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ser considerado é a associação do citrato férrico com o aumento da absorção de alumínio 

intestinal (GUPTA, 2014; NEGRI, 2015). Ambas situações podem evoluir com complicações 

graves, que somente em estudos de longa evolução poderam ser elucidados. 

 

1.4.6 Sevelamer: 

 

 Sevelamer é um polímero catiônico (polialilamina-hidroclorada) livre de alumínio 

e cálcio e que se liga ao fósforo (BURKE, 1997). Sua estrutura é constituída por múltiplas 

aminas intermediadas por moléculas de carbono. Estas aminas se tornam parcialmente 

carregadas de prótons no intestino e interagem com moléculas de ânion fosfato através da 

carga e da ligação com o hidrogênio (BURKE, 1997; CHERTOW, 1997; SESSO, 2003). In 

vitro, 1 g de sevelamer liga a 5 mmol de fósforo em pH 7,0. Sevelamer liga-se 

preferencialmente a ânions trivalentes, como o fosfato e citrato. Também se liga a ácidos 

biliares e aminoácidos conjugados carregados negativamente, os quais como o fósforo, são 

abundantes no intestino durante as refeições. A ligação do sevelamer com ácidos biliares leva 

ao aumento da excreção fecal de ácidos biliares e reduz o LDL colesterol. Esta queda no LDL 

colesterol é a propriedade farmacológica primária do sevelamer e representa o efeito 

farmacológico adicional na redução do risco cardiovascular em pacientes com DRC 

(WILKES, 1998). Estudos em animais e em humanos demonstram que o sevelamer não é 

absorvido (BURKE, 1997; ROSENBAUM, 1997).   

 Vários autores têm mostrado uma diminuição de progressão da taxa de 

calcificação coronariana em pacientes com DRC dialítica tratados com sevelamer comparados 

com pacientes tratados com carbonato ou acetato de cálcio (CHERTOW, 2002; O’NEILL, 

2010; KAKUTA, 2011). Em estudo realizado com o objetivo de tratar pacientes em diálise já 

com calcificação coronariana, o aumento da calcificação foi de 0% e 6% nas semanas 26 e 52 

no grupo tratado com sevelamer comparado a 14% e 25% no mesmo período no grupo que 

utilizou carbonato ou acetato de cálcio. Neste estudo os níveis de fósforo sérico não diferiram 

ao final do estudo, entretanto, os níveis de cálcio sérico foram significativamente menores 

para o grupo que utilizou sevelamer (CHERTOW, 2002).  

 Em um estudo experimental, utilizando o sevelamer em camundongos knockout 

para apolipoproteína-E, os autores demonstraram a ação do sevelamer na redução tanto da 

placa de ateroma quanto da calcificação vascular, de forma independente dos níveis de 

colesterol. Tal feito possivelmente foi relacionado à sua ação no metabolismo mineral ou 

sobre o estresse oxidativo, ou ainda sobre ambos (PHAN, 2005). 
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1.4.7 Quitosana – goma de mascar: 

 

 Um grupo de pesquisadores utilizou a quitosana na formulação em goma de 

mascar entre as refeições, associado à terapia convencional com sevelamer no tratamento da 

hiperfosfatemia (SAVICA, 2009). A utilização de tal terapia foi baseada em observação de 

estudos anteriores que mostravam altas concentrações de fósforo na saliva de pacientes com  

DRC não dialítica (SAVICA, 2008) e em hemodiálise (SAVICA, 2007), podendo chegar a 

cinco vezes a concetração sérica. Considerando a ingestão diária de 500 a 700 mL de saliva 

produzida, grande parte da carga de fósforo ingerida nos períodos entre as refeições (já que os 

quelantes habitualmente são utilizados junto às refeições) seria o responsável, em parte, pela 

grande taxa de falência nos tratamentos para hiperfosfatemia (SAVICA, 2009). Neste 

contexto, os autores conseguiram uma redução de aproximadamente 31% dos níveis séricos 

de fósforo ao final de duas semanas utilizando a goma de mascar duas vezes ao dia, em 

períodos entre as refeições (SAVICA, 2009). Porém estudos realizados recentemente não 

foram capazes de reproduzirem tais achados, levando a considerar a reduzida quantidade de 

quitosana contida na goma de mascar (20 mg) e o fato da não randomização do estudo 

original, como as possíveis causas dos resultados inicialmente encontrados (BLOCK, 2013; 

OH, 2014).  

 

1.5 COMPLEXO QUITOSANA FERRO INSOLÚVEL: 

 

1.5.1 Quitina e Quitosana: 

 

 Quitina e quitosana são polímeros atóxicos, biodegradáveis, biocompatíveis e 

produzidos por fontes naturais renováveis, cujas propriedades vêm sendo exploradas em 

aplicações industriais e tecnológicas há quase setenta anos (AZEVEDO, 2007). Ambas as 

estruturas são constituídas por unidades de 2-acetamido-2-deoxi-Dglicopiranose e 2-amino-2-

deoxi-D-glicopiranose unidas por ligações glicosídicas β(1→4) entretanto os polímeros 

diferem quanto à proporção relativa dessas unidades e quanto à solubilidade. Na estrutura da 

quitina, que é insolúvel na maioria dos solventes testados, predominam unidades de 2-

acetamido-2-deoxi-Dglicopiranose enquanto que quitosana, que é predominantemente 

formada por unidades de 2-amino-2-deoxi-D-glicopiranose, é solúvel em soluções aquosas 

diluídas de ácidos orgânicos e inorgânicos (MATHUR, 1990; AZEVEDO, 2007). 
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 A quitina é separada de outros componentes da carapaça de crustáceos por um 

processo químico que envolve as etapas de desmineralização e desproteinização das carapaças 

com soluções diluídas de HCl e NaOH, seguida de descoloração com KMnO4 e ácido 

oxálico, por exemplo. A quitina obtida, o biopolímero contendo grupos acetil (NHCOCH3), é 

desacetilada com solução concentrada de NaOH, produzindo assim a quitosana que é um 

produto natural, de baixo custo, renovável e biodegradável (AZEVEDO, 2007; ODÍLIO, 

2008). 

 A quitosana é considerada um biopolímero do tipo polissacarídeo, e possui uma 

estrutura molecular quimicamente similar à fibra vegetal chamada celulose, diferenciando-se 

somente nos grupos funcionais. A figura 2 mostra a comparação das estruturas moleculares da 

celulose e da quitosana, onde os grupos hidroxila (OH) estão dispostos na estrutura geral do 

carboidrato para a celulose e grupos amino (NH2) para a quitosana. É solúvel em meio ácido 

diluído, formando um polímero catiônico, com a protonação (adição de prótons) do grupo 

amino (NH3+), que confere propriedades especiais diferenciadas em relação às fibras vegetais 

(RAVI KUMAR, 2000). 

 Devido à alta densidade de cargas positivas do polímero, a quitosana atrai e se 

liga aos lipídeos como uma “esponja”. Em um ambiente ácido como o estômago, a quitosana 

adsorve as gorduras durante a digestão, formando uma esponja de gordura, de baixa digestão. 

No intestino, um ambiente básico, a “esponja” de gordura é solidificada e eliminada pelas 

fezes, sem ser absorvida pelo organismo. Além da redução da absorção intestinal de gorduras, 

apresenta a capacidade de modulação da leptina e proteína C reativa em modelos animais, 

sugerindo um papel auxiliar no tratamento da obesidade (ZHANG,2012; WALSH, 2013). 

Porém, em recente metanalise seus resultados quanto a diminuição na reabsorção intestinal de 

gordura e redução de peso devem ser analisados com cautela em estudos com seres humanos 

(RIOS-HOYO, 2016). 

 Durante o curso de desacetilação alcalina, parte das ligações N-acetil do polímero 

são rompidas com formação de unidades de D-Glicosamina que contém um grupo amínico 

livre. Entretanto, a quitosana não é uma unidade química uniforme, mas um grupo de 

polímeros parcialmente desacetilados, dos quais, os que apresentam grau de desacetilação 

acima de 30%, já podem ser considerados como quitosana, sendo que as aplicações e 

características do polímero dependem fundamentalmente do grau de desacetilação e do 

tamanho da cadeia do polímero. Industrialmente, é importante um rígido controle das 

condições reacionais para que se obtenha um polímero de cadeia longa e com grau de 

desacetilação na faixa desejada (AZEVEDO, 2007; ODÍLIO, 2008). 
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 Outra propriedade importante da quitosana é a sua capacidade de formar 

complexos com vários íons metálicos, sendo, desse modo útil na quelação de ferro, cobre e 

mangnésio, possibilitando sua utilização para remover íons de metais pesados tóxicos, tais 

como prata, cádmio, mercúrio, chumbo, níquel e cromo (CRAVEIRO, 1999). 

 

 
Figura 2: Comparação das estruturas moleculares da celulose, quitina e quitosana. (AZEVEDO, 2007)

  

 As aplicações e a produção industrial da quitosana experimentaram um elevado 

crescimento a partir da década de 70. No Japão, a produção de quitosana cresceu 37%, ao ano, 

entre 1978 e 1983. Atualmente, as maiores aplicações da quitosana estão centralizadas na 

purificação de água, no processamento de alimentos e na quelação de íons metálicos. A 

tendência atual, para aplicações industriais, é para produtos com alto valor tecnológico 

agregado, como cosméticos, agentes de liberação de fármacos no organismo, aditivos 

alimentares, membranas semipermeáveis e produtos farmacêuticos. Ainda tem sido relatado o 

grande potencial da quitosana em biotecnologia, podendo ela ser utilizada na forma de flocos, 

gel ou membrana na imobilização de células em meios de cultura (CRAVEIRO, 1999).  

 Um resumo das aplicações da quitosana está contido na tabela 3. 

 

Tabela 3 : Principais aplicações da quitina e da quitosana. 
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Purificação de água residual de indústrias 
Estabilizantes de gorduras em preparações de alimentos 
Estabilizantes de aromas 
Meio de troca iônica 
Aditivos de cosméticos e xampus 
Absorvente na remoção de metais pesados 
Proteção bactericida de sementes 
Estabilizante de frutas e verduras perecíveis 
Agente imobilizante de microrganismos 
Fonte: CRAVEIRO, 1999. 

 

1.5.2 Complexo Quitosana-Ferro: 

 

 A quitosana, uma vez complexada com a forma ferrosa (II) (QTS-Fe II), tem a 

capacidade de adsorver fósforo in vitro, sendo mais vantajosa quando comparada com o 

sulfato básico de ferro. Esses efeitos da quitosana Fe (II) podem ser atribuídos à 

insolubilidade devido à formação do complexo QTS-Fe II (JING, 1992). 

 Fagundes e Rodrigues mostraram que a quitosana complexada com o ferro (III) e 

passando por processo de reticulação (QTS-Fe III-R ou QTS-Fe III insolúvel), apresenta 

vantagens quando comparada com a QTS-Fe II, principalmente pela maior capacidade de 

adsorção de fosfato. Estudos estes conduzidos em soluções aquosas diluídas de fosfato 

(FAGUNDES, 2001). 

 O uso do polímero QTS-Fe III reticulada na adsorção de fosfato in vitro e in vivo 

foi demonstrado por Bürger et al. In vitro, a capacidade de adsorção do complexo foi de 23,6 

mg de fosfato por grama de polímero e aproximadamente 16% do ferro se dissociou do 

complexo. Experimentos in vivo mostraram o efeito da administração do complexo em 

animais hiperfosfatêmicos. A redução do fosfato sérico foi de 32,7% nos animais tratados 

com o complexo (BÜRGER, 2001). Baxter et al. testaram também a QTS-Fe III em animais 

alimentados com ração enriquecida com fósforo e também obtiveram redução dos níveis 

séricos do mesmo (BAXTER, 2000). A baixa liberação de ferro deste composto confere uma 

opção para o tratamento da hiperfosfatemia em pacientes com DRC (LOGHAMAN-

ADHAM, 2003). Os primeiros estudos toxicológicos utilizando o polímero QTS-Fe III 

solúvel durante 30 dias, demonstraram alterações em alguns parâmetros bioquímicos além de 

deposição de ferro em órgãos dos animais tratados (PIAZZA, 2001). Posteriormente, dando 

continuidade aos ensaios experimentais, o mesmo centro de pesquisa avaliou o efeito 

toxicológico do complexo QTS-Fe III solúvel administrado cronicamente (90 dias). Os 
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resultados revelaram ausência de alterações quanto: ao estado comportamental, ganho de 

peso, parâmetros bioquímicos e hematológicos, além de não apresentarem alterações 

significativas quanto à deposição de ferro nos órgãos, demonstrando a segurança do polímero 

(VALCARENGHI, 2006). 

 Mais recentemente, Schöninger avaliou os efeitos do complexo QTS-Fe III 

solúvel e insolúvel em um modelo experimental de diabetes mellitus. Neste experimento o 

autor utilizou o complexo tanto por via oral (gavagem) quanto administrado junto à ração de 

uso diário e concluiu que: tanto o polímero solúvel quanto o insolúvel (quando administrados 

oralmente) foram capazes de adsorver o fósforo, porém quando adicionado à ração somente o 

complexo insolúvel foi capaz de reduzir os níveis séricos de fósforo. Quanto aos níveis de 

ferro sérico houve estabilidade do polímero, não liberando o ferro para a circulação 

(SCHÖNINGER, 2007). Vale ressaltar que neste estudo o aloxano, apesar de proporcionar 

elevação dos níveis glicêmicos dos animais, não levou a alteração significativa da função 

renal. 

 Deste modo, apesar dos estudos apresentarem até o momento resultados que 

sugerem o complexo QTS-Fe III como potencial quelante de fósforo, não há estudo 

comprovando seu uso como tal em animais com DRC. 
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2 JUSTIFICATIVA DO ESTUDO 

 

 O DMO/DRC é complicação frequente e associada a desfechos cardiovasculartes. 

Seu tratamento é complexo, e a terapia mais utilizada é baseada no uso de substâncias 

quelantes de fosfato. Existem opções de quelantes no mercado, porém com limitações em 

relação aos efeitos colaterais, principalmente a calcificação de tecidos moles e vascular, e ao 

custo elevado. O estudo de quelantes livres de cálcio, tendo como elemento quelante principal 

o ferro, são promissores na busca de formulações de escolha por proporcionar efeito quelante 

associado a menor risco de calcificação vascular, apesar de não apresentar com clareza suas 

interações com o FGF23 e com os achados da histologia óssea. 
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3 HIPÓTESES: 

 

 O polímero QTS-Fe III insolúvel tem poder adsorvente (quelante) sobre o fosfato 

quando administrado por via oral em ratos com DRC. 

 O polímero QTS-Fe III insolúvel quando administrado por via oral em ratos com 

DRC possui ação semelhante ao carbonato de cálcio quanto: poder quelante de fosfato e 

achados histológicos ósseos.   
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4 OBJETIVOS: 

 

 Primário:  

 Avaliar o efeito quelante de fosfato do polímero QTS-Fe III insolúvel 

administrado por via oral em ratos Wistar com DRC induzida por adenina. 

 Secundários: 

 Comparar o efeito quelante de fosfato entre QTS-Fe III insolúvel e o Carbonato 

de Cálcio; 

 Avaliar o efeito dos quelantes de fosfato: QTS-Fe III insolúvel e Carbonato de 

Cálcio sobre o FGF23. 

 Avaliar o efeito dos quelantes de fosfato: QTS-Fe III insolúvel e Carbonato de 

Cálcio sobre a ODR. 
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5 MATERIAL E MÉTODOS: 

 

5.1 ANIMAIS: 

 

 Foram utilizados 120 ratos (Rathus norvegicus) da linhagem Wistar, com oito a 

doze semanas de idade e com pesos corporais de aproximadamente 250 gramas, obtidos da 

colônia do Centro de Biologia da Reprodução (CBR) da Universidade Federal de Juiz de Fora 

(UFJF). 

 O alojamento dos animais no biotério do CBR-UFJF é provido de estantes 

climatizadas (temperatura e umidade controladas e fluxo de ar constantemente renovado). A 

iluminação é mista combinando luz natural e lâmpadas incandescentes, sendo estas 

controladas automaticamente para oferecer um fotoperíodo de 12h de luz e 12h de escuro. 

Tais condições estão de acordo com as diretrizes para a utilização de animais em pesquisas 

científicas e atividades didáticas, que visa manejar com respeito e de forma adequada a 

espécie, sendo as necessidades de transporte, alojamento, condições ambientais, nutrição e 

cuidados veterinários atendidos (RODRIGUES, 2009). Os animais foram mantidos em 

gaiolas de polipropileno, providas de camas de maravalha selecionada, mamadeira para água 

filtrada e cocho para ração e alojados em estantes climatizadas (Alesco Indústria e comércio 

Ltda., Monte Mor, Brasil). A água e a ração foram oferecidas ad libitum e a temperatura 

ambiente mantida ao redor de 22ºC, com iluminação mista – luz natural e lâmpadas 

fluorescentes – controladas automaticamente para acenderem às 6h e apagarem às 18h. 

 Os procedimentos necessários para a realização do trabalho estão de acordo com a 

lei federal 11.794 de 08 de outubro de 2008 e com a regulamentação do Conselho Nacional do 

Controle Experimentação Animal e foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso de 

Animais da Universidade Federal de Juiz de Fora, conforme protocolo n° 031/2013. 

 A DRC foi induzida através da adição da adenina a 0,75% durante quatro semanas 

(fase de indução da DRC) seguida de 0,1% por mais três semanas )fase de manutenção da 

DRC). A ração foi produzida em um único lote (PragSoluções S.A., Jaú, SP, Brasil), com 

formulação descrita no quadro abaixo: 

Proteína bruta                               22,0 % 
Extrato etéreo                                 4,0 % 
Fibra bruta                                      6,0 % 

Matéria Mineral                              8,0 % 
Cálcio                                              0,7 % 
Fósforo                                            1,0 % 

Fonte: PragSoluções Biociências, 2011 
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5.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL: 

 

 Os animais foram randomicamente divididos em 05 grupos (figura 3): 

 
Figura 3: desenho do estudo (QTS: Quitosana; DRC: Doença Renal Crônica; CaCO3: Carbonato de 

Cálcio). 

 

CONTROLE (n=24): Os ratos receberam ração padrão e nenhum tipo de tratamento, somente 

receberam 1ml/150g de água destilada a partir da terceira semana do estudo. Foram realizadas 

eutanásias de 8 animais após a quarta, sexta e sétima semanas. 

 

QTS (n=24): Neste grupo, os animais receberam ração padrão e foram tratados com QTS-

Fe(III) insolúvel a partir da terceira semana do estudo. Foram realizadas eutanásias de 8 

animais após a quarta, sexta e sétima semanas. 

 

DRC (n=24): Os animais foram submetidos à indução da DRC conforme descrito e não foram 

tratados, somente receberam 1ml/100g de água destilada a partir da terceira semana do estudo. 

Foram realizadas eutanásias de 8 animais após a quarta, sexta e sétima semanas. 
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DRC-QTS (n=24): Neste grupo os animais foram submetidos à indução da DRC conforme 

descrito e foram tratados com QTS-Fe(III) insolúvel a partir da terceira semana do estudo. 

Foram realizadas eutanásias de 8 animais após a quarta, sexta e sétima semanas. 

 

DRC-CaCO3 (n=24): Neste grupo os animais foram submetidos à indução da DRC conforme 

descrito e foram tratados com CaCO3 a partir da terceira semana do estudo. Foram realizadas 

eutanásias de 8 animais após a quarta, sexta e sétima semanas. 

 

 As eutanásias foram realizadas nas semanas 4, 6 e 7 com o objetivo de 

acompanhar e comprovar a evolução da DRC e suas consequências metabólicas. 

Durante o experimento foram avaliados semanalmente o consumo de ração e as medidas de 

peso.  

 Foram realizadas aplicações intraperitoneais de oxitetraciclina (Terramicina®; 

Pfizer Animal Health, Nova Iorque, NY, EUA) na dose de 30 mg/kg nos dias 11º, 12º e 4º, 5º, 

respectivamente, que antecederam a data da eutanásia. A administração de oxitetraciclina foi 

utilizada para marcação óssea e análise de formação óssea. 

 No dia anterior às eutanásias, os animais foram mantidos em gaiolas metabólicas, 

onde foi mensurado o volume total de diurese através da coleta de urina durante 24 horas. 

Antes da coleta de sangue os animais foram pesados e anestesiados com a associação de 

xilazina (König S.A, Avellaneda, Argentina) na dose de 10mg/kg e cetamina (König S.A, 

Avellaneda, Argentina) na dose de 90mg/kg, aplicados por via intraperitoneal. Foi realizada 

punção cardíaca para obtenção de sangue e em seguida os animais foram eutanasiados por 

ruptura do diafragma (WOLFENSOHN; LLOYD, 1994). 

 As amostras de urina foram centrifugadas à 3.000rpm durante 10 minutos em 

centrífuga refrigerada automática (Sorvall, Suwanee, EUA). O sangue também foi 

centrifugado sob as mesmas condições para separação do soro. Ambas as amostras foram 

acondicionadas em tubos criogênicos sob refrigeração a -80ºC em ultra freezer vertical 

(Thermo Scientific, Suwanee, EUA) e posteriormente analisado. Uma amostra de sangue foi 

destinada ao hemograma completo.  

 Os fêmures esquerdos foram retirados e fixados inicialmente em álcool a 70% 

para posterior processamento, como descrito a diante. 

 

5.3 TRATAMENTO COM QUELANTES DE FOSFATO: 
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 A administração dos quelantes de fosfato foi iniciada após a terceira semana de 

experimento conforme desenho do estudo (figura 4), uma vez ao dia por via intragástrica. Os 

animais dos grupos CONTROLE e DRC receberam diariamente 1mL de água destilada para 

cada 100 g de peso. 

 

5.3.1 Polímero QTS-Fe III insolúvel: 

 

 O polímero Quitosana ferro III insolúvel foi preparado de acordo com o método 

descrito na literatura por Fagundes et al (FAGUNDES, 2001) e Bürger et al (BÜRGER, 

2001), proveniente da quitosana comercial (Quitosana Purifarma ®).  

 A quitosana comercial foi dissolvida em uma solução aquosa de Fe(NO3)3 0,1 M 

por 4 horas, resultando um precipitado de cor laranja depois da adição de acetona. O sólido 

foi filtrado e lavado com acetona para remover o excesso de Fe(NO3)3 e finalmente secado à 

vácuo. Após o preparo, foi determinada a quantidade de ferro espectrofotometricamente 

utilizando a 1,10-fenantrolina como agente cromóforo (FAGUNDES, 2001).  

 A reação de reticulação da QTS-Fe III solúvel, tornando-a insolúvel, foi realizada 

através da agitação de uma solução de glutaraldeído 15% (15 mL de glutaraldeído com 85 mL 

de acetona) com o polímero por um período de 12 horas. Posteriormente, o sólido foi 

separado através de filtração a vácuo e lavado com acetona e água destilada para remoção do 

excesso de glutaraldeído, garantindo a insolubilidade do material preparado em água ou ácido 

(FAGUNDES, 2001). 

 Todo o procedimento de obtenção do polímero foi realizado no Laboratório de 

Química da Universidade do Vale do Itajaí (UNIVALI, Itajai, SC, Brasil). 

 A concentração de Ferro neste polímero foi de 80 mg de ferro/g de polímero. A 

droga foi suspensa em água destilada, na concentração de 5mg/ml, e administrada na dose de 

30mg/kg/dia (SCHÖNINGER, 2007). 

 

5.3.2 Carbonato de cálcio: 

 

 De acordo com o desenho do estudo, o grupo de animais que utilizaram o 

Carbonato de cálcio (Os-cal®, 500 mg/comp, Sanofi, São Paulo, SP, Brasil), receberam a 

droga na dose de 500mg/Kg/dia pelo método de gavagem. O comprimido foi triturado e 

suspenso em água destilada, na concentração de 60mg/mL.  
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5.4 PARÂMETROS AVALIADOS 

 

5.4.1 Peso 

 

 A avaliação das alterações de peso dos animais foi realizada registrando-se o peso 

(g), em balança analítica (Bel Equipamentos Analíticos Ltda., Piracicaba, Brasil), de cada 

animal uma vez por semana.  

 

5.4.2 Avaliações no soro e urina 

 

 Foram realizados os testes para dosagens de creatinina sérica e urinária 

(Creatinina K), fósforo sérico e urinário (Fósforo UV Liquiform), cálcio sérico total (Cálcio 

Liquiform), ferro sérico (Fe Liquiform) e fosfatase alcalina (Fosfatase alcalina Liquiform) 

(Labtest Diagnóstica S.A., Lagoa Santa, Brasil). O equipamento utilizado para tais análises foi 

o analisador automático Labmax Progress (Labtest Diagnóstica S.A., Lagoa Santa, Brasil).  

 Além disso, foram realizadas as dosagens de PTH (Rat Intact PTH ELISA Kit, 

Immutopics, San Clement, EUA) e FGF-23 (FGF-23 ELISA Kit, Cloud-Clone Corp., 

Houston, EUA) no soro dos animais pela técnica de ELISA (R&D Systems, Minneapolis, 

EUA). 

 Uma amostra de 1mL de sangue total de cada animal foi coletada em tubos 

contendo EDTA 1% e processada imediatamente após a coleta avaliando os seguintes 

parâmetros: hematimetria, hematócrito, hemoglobina. O hemograma foi processado em 

aparelho contador automático Poch100ivDiff (Sysmex, Kobe, Japão).  

 

5.4.3 Função renal 

 

A função renal foi avaliada pela depuração da creatinina (Clcr), calculada pela diferença entre 

o produto da creatinina urinária e o fluxo urinário de 24 horas, divididos pelo valor da 

creatinina sérica. Os valores do Clcr foram expressos em ml/min: 

Clcr = creatinina urinária (mg/dl) x fluxo urinário (ml/min) 

                                 creatinina sérica (mg/dl) 

5.4.4 Eficiência quelante 
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 A eficiência do quelante foi mensurada pelas dosagens de fósforo sérico e pela 

estimativa da fração de excreção urinária de fósforo (FeP). 

A FeP foi estimada pela seguinte fórmula: 

 

FeP% = (fósforo urinário (mg/dL) x creatinina sérica (mg/dL)) x100 

                fosforo sérico (mg/dL) x creatinina urinária (mg/dL) 

 

5.4.5 Histomorfometria óssea 

 

 Os fêmures esquerdos extraídos foram submetidos ao processamento como 

descrito a seguir (GOUVEIA, 1997): 

 

A. Fixação, desidratação e penetração pela resina: 

Os fragmentos foram fixados em etanol 70% e processados conforme as seguintes etapas: 

Permanência no etanol a 70% por 6 dias 

Permanência no etanol a 100% por 6 dias 

Permanência no tolueno por 2 dias 

Permanência na solução A (metilmetacrilato 75% + dibutilftalato 25%) por 7 dias 

Permanência na solução A + peróxido de benzoíla a 1% por 7 dias 

Permanência na solução A + peróxido de benzoíla a 2% por 7 dias 

 

B. Inclusão: 

 A inclusão foi feita numa "pré-base", ou seja num frasco de 20 ml com tampa, 

com cerca de 5 ml de Solução 2 % já polimerizada (esta solução polimeriza em estufa à 37 º 

C). O material foi adicionado nesta "pré-base"  a seguir, complementado com mais Solução 2 

%. O endurecimento do bloco ocorreu após 48 h na estufa a 37ºC. 

 

C. Preparação do bloco: 

 O frasco de 20 ml onde foi feita a inclusão, serviu somente como molde. Com 

auxílio de uma serra o bloco foi moldado em uma forma retangular. A seguir foi lixado e 

identificado, estando pronto para microtomia.  

 

D. Microtomia 
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 De cada bloco foram obtidos 12 cortes histológicos de 5 µm distribuídos em 6 

lâminas com dois cortes em cada uma, corados com Azul de Toluidina 0,1% (pH 6,4) para 

análise histológica. Foram obtidos também 2 cortes histológicos de 10 µm, distribuídos em 2 

lâminas, com um corte em cada uma, não corados, para análise das marcações pela 

tetraciclina, empregando-se uma fonte de luz ultravioleta. Todos os cortes foram obtidos em 

micrótomo de impacto JUNG Policut S (Leika, Heidelberg, Alemanha) e com navalha de 

tungstênio. 

 

5.4.5.1 Análise do tecido ósseo 

 

 Os parâmetros estruturais, estáticos e dinâmicos de formação e reabsorção óssea 

foram analisados na metáfise distal (ampliação 250x) a 195 µm da cartilagem de crescimento, 

num total de 30 campos, usando um analisador de imagem semi-automático (Osteometas, 

Osteometrics, Atlanta, GA, EUA).  

 Os parâmetros estruturais incluíram:  

Volume trabecular (BV/TV, %), que é volume ocupado pelo osso trabecular, mineralizado ou 

não, expresso como porcentagem do volume ocupado pela medula e trabéculas ósseas;  

Número de trabéculas (Tb.N, µm): número de trabéculas ósseas por milímetro de tecido;  

Espessura trabecular (Tb.Th, µm): espessura das trabéculas ósseas. 

Os índices de formação óssea incluíram:  

Espessura osteóide (O.Th, µm): espessura do osso não mineralizado (osteóide);  

Superfície osteóide (OS/BS, %): porcentagem da superfície trabecular total recoberta por 

matriz osteóide;  

Superfície osteoblástica (Ob.S/BS, %): porcentagem da superfície trabecular total que 

apresenta osteoblastos;  

Superfície de mineralizante (MS/BS, %): porcentagem da superfície trabecular que apresenta 

dupla marcação pela tetraciclina;  

Taxa de aposição mineral (MAR, µm/dia): distância média de 4 medidas entre as 2 marcações 

com tetraciclina, dividida pelo intervalo de tempo entre a administração das duas doses de 

tetraciclina.  

Utilizando a relação (MAR x MS/BS) foi calculada a taxa de formação óssea (BFR/BS, 

µm3/µm2/dia ): volume de osso novo mineralizado, formado por unidade de superfície 

trabecular e por unidade de tempo. 

Os índices de reabsorção óssea incluíram:  
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Superfície de reabsorção (ES/BS, %): porcentagem da superfície trabecular que apresenta 

lacunas de reabsorção com a presença ou não de osteoclastos;  

Superfície osteoclástica (Oc.S/BS, %): porcentagem da superfície trabecular total que 

apresenta osteoclastos. 

 Os índices histomorfométricos foram apresentados segundo a nomenclatura 

recomendada pela American Society of Bone and Mineral Research-ASBMR (DEMPSTER, 

2013). 

 As análises foram realizadas no Laboratório de Investigação Médica – 16 

(LIM/16) do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo 

(HCFMUSP, São Paulo, SP, Brasil). 

 

5.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA: 

 Os resultados são apresentados como média ± DP ou mediana (min-máx). As 

comparações entre os grupos foram feitas utilizando o teste-t para dois grupos e  Anova (post-

hoc Bonferroni) para mais de dois grupos, quando estes apresentavam distribuição normal. E 

Mann-Whitney para dois grupos e Kruskal-Wallis para mais de dois grupos, quando 

apresentavam distribuição não normal. Os valores com  p<0,05 foram considerados como 

estatisticamente significantes. Utilizamos o programa IBM SPSS Statistics 21 (SPSS Inc., 

Chicago, USA) para todas as análises. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



	

	

47	

6 RESULTADOS: 

 

 Os resultados serão apresentados na forma de dois artigos. 

• Artigo 1: Chitosan-Fe (III) complex as a phosphate chelator in uremic rats: a novel 

treatment option. 

 Submetido e aceito para publicação na revista: Basic & Clinical Pharmacolgy and 

Toxicology. 

• Artigo 2: Ação de quelante a base de ferro sobre o FGF23 e a doença óssea em ratos 

urêmicos. 

 

Resultados parciais foram apresentados nos seguintes eventos: 

XXVII Congresso Brasileiro de Nefrologia – 2014: 

Poster:  

Novo quelante de fósforo e sua ação na calcificação vascular em um modelo experimental de 

doença renal crônica – Estudo piloto 

Modelo experimental de uremia com calcificação vascular por adição de adenina e alto teor 

de fósforo na dieta. 

 

11° Congresso Mineiro de Nefrologia - 2015: 

Poster: 

Caracterização laboratorial do distúrbio mineral-ósseo em modelo animal de Doença Renal 

Crônica. 

 

XXVIII Congresso Brasileiro de Nefrologia – 2016: 

Poster:  

Radiografia digital na avaliação da densidade óssea em ratos urêmicos. 

 

12ª Congresso Mineiro de Nefrologia – 2017: 

Apresentação oral:  

Ação de quelante a base de ferro sobre o FGF23 e doença óssea em ratos urêmicos. 
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6.1 Artigo 1: 

Chitosan-Fe (III) complex as a phosphate chelator in uremic rats: a novel treatment option 

 

Abstract 

 

 Phosphate retention and hyperphosphatemia are associated with increased 

mortality in chronic kidney disease (CKD) patients. We tested the CH-FeCl as a potential 

phosphate chelator in rats with CKD. We evaluated 96 animals, divided equally into 4 groups 

(control, CKD, CH-FeCl and CKD/CH-FeCl), over 7 weeks. We induced CKD by feeding 

animals with an adenine-enriched diet (0.75% in the first 4 weeks and 0.1% in the following 3 

weeks). We administered 30mg/kg daily of the test polymer, by gavage, from the third week 

until the end of the study. All animals received a diet supplemented with 1% phosphorus. 

Uremia was confirmed by the increase in serum creatinine in week 4 (36.24 ± 18.56 vs 144.98 

± 22.1 mmol/L; p=0.0001) and week 7 (41.55 ± 22.1 vs 83.98 ± 18.56 mmol/L; p=0.001) in 

CKD animals. Rats from the CKD group treated with CH-FeCl had a 54.5% reduction in 

serum phosphate (6.10 ± 2.23 vs 2.78 ± 0.55 mg/dL) compared to a reduction of 25.6% in the 

untreated CKD group (4.75 ± 1.45 vs 3.52 ± 0.74 mmol/L, p=0.021), between week 4 and 

week 7. At week 7, renal function in both CKD groups was similar (serum creatinine: 83.98 ± 

18.56 vs 83.10 ± 23.87 mmol/L, p = 0.888), but CH-FeCl-treated rats had a reduction in 

phosphate overload measured by fraction phosphate excretion (FEPi) (0.71 ± 0.2 vs 0.4 ± 

0.16, p = 0.006) compared to the untreated CKD group. Our study demonstrated that CH-FeCl 

had an efficient chelating action on phosphate. 

 

Introduction 

 

 Approximately 70% of patients with chronic kidney disease (CKD) have impaired 

phosphorus metabolism, which contributes to high cardiovascular mortality in this population 

[1, 2]. As kidney dysfunction progresses and renal phosphate excretion is affected, fractional 

excretion of phosphate (FEPi) and fibroblast growth factor 23 (FGF23) increase at early 

phases of CKD and phosphatemia and parathyroid hormone (PTH) at advanced stages, which 

are recognized as the most commonly associated changes in bone–mineral disorder associated 

with CKD (CKD-MBD) [3-6]. Current treatment aims to reduce the phosphate overload 

through diet restriction and the use of substances with phosphate chelating power in the 

intestinal tract [4, 7]. Calcium-based phosphate chelators, although widely used, have been 
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progressively replaced by non-calcium chelators, such as sevelamer and lanthanum, due to 

their increased risk of vascular calcification [8-13]. Recently, the emergence of new options, 

such as iron-based chelators, i.e. ferric citrate and succroferric oxidation (PA21), increase the 

treatment options for CKD-MBD [14-17]. 

 A new insoluble complex of chitosan and iron (III) chloride, the cross-linked iron 

chitosan III (CH-FeCl), has been investigated as a possible chelator while taking advantage of 

the adsorption power of chitosan. CH-FeCl combines the chelator properties of chitosan and 

iron, without the risk of iron availability and consequent intestinal intolerance and toxicity. 

This compound has been shown to reduce phosphate absorption in the intestine of diabetic 

rats with hyperphosphatemia induced by diet phosphorus overload [18 - 20]. In these studies, 

however, animals did not have CKD nor CKD-MBD, which limits their potential for clinical 

usefulness. 

 Our study aimed to evaluate the power of the CH-FeCl complex as a phosphate 

chelator in an experimental model of CKD with confirmed loss of renal function, that mimics 

phosphate retention and hyperphostatemia secondary to CKD in humans. 

 

Materials and methods  

 

Animals. We used 8 to 12-week Wistar rats, weighing approximately 250 g, from a colony at 

the Center for Reproductive Biology of Universidade Federal de Juiz de Fora. Animals were 

housed in climate-controlled shelves at 22°C, in a 12h light/12h darkness cycle. Water and 

food pellets were available ad libitum. These housing conditions and experimental procedures 

follow Brazilian federal regulations (Brazilian Federal Law 11,794, October 08, 2008, and the 

directives of the Brazilian Council on Animal Testing Control – CONCEA), as well as 

Directive 86/609/EEC, (the 1986 European Convention for the Protection of Vertebrate 

Animals Used For Experimental and other Scientific Purposes), and the Guiding Principles in 

the Use of Animals in Toxicology, adopted by the American Society of Toxicology in 1989. 

The experiments were carried out after protocol approval by the Universidade Federal de Juiz 

de Fora Ethics Committee for Animal Research (031/2013, CEUA-UFJF). 

Preparation of the CH-FeCl complex. Chitosan (240 kD, Purifarma, São Paulo, SP, Brazil) 

was dissolved in a 0.1M Fe(NO3)3 aqueous solution (Vetec, Rio de Janeiro, SP, Brazil) over 

4 hours, then precipitated with acetone, resulting in an orange precipitate, which was filtered 

and washed with acetone to remove excess Fe(NO3)3, and vacuum-dried. This product was 

then added to a 15% glutaraldehyde solution in acetone (Merck, Cotia, SP, Brazil) for 24h, 
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filtered and washed with water to remove the excess of glutaraldehyde. The resulting polymer 

was characterized according to the literature [21]. The iron content was 80 mg/g, as 

determined by the spectrophotometric method using 1,10-phenanthroline as a complexing 

agent and a Shimadzu UV1600 spectrophotometer (Shimadzu, Kyoto, Japan). The entire 

procedure was carried out at the Universidade do Vale do Itajaí (UNIVALI) Chemistry 

Laboratory. 

Experimental model and design. After a week of acclimatization, 96 rats were divided into 4 

groups: control, CH-FeCl, CKD, and CKD/CH-FeCl. Uremia was induced in the CKD and 

CKD/CH-FeCl groups (n = 48 animals) by feeding the animals with an adenine-enriched diet 

(Pragsoluções Biociências, Jaú, SP). We included 0.75% adenine in the diet until week 4 to 

induce CKD [22, 23]. In the next 3 weeks, we used 0.1% adenine to maintain CKD, as 

previously described [24]. We added the maintenance phase [24] to the original protocol of 

0.75% adenine for 4 weeks [22,23] to prevent renal function recovery that some animals may 

present, according to a pilot study (data not shown), and to better mimic of CKD-MBD [24]. 

The control and CH-FeCl groups (n=48 animals) were fed a standard diet (Pragsoluções 

Biosciências, Jaú, Brazil) over the entire 7 weeks of the experiment. All diets were enriched 

in phosphorus (1% total phosphorus). Body weight and food intake were measured weekly. 

Eight animals from each group were euthanized at the fourth, sixth and seventh weeks to 

monitor disease progression. On the previous day, animals were kept in metabolic cages and 

urine was collected for 24 hours. Animals were anesthetized by an intraperitoneal injection of 

10 mg/kg xylazine and 90 mg/kg ketamine (König SA, Avellaneda, Argentina), and blood 

samples were obtained by heart puncture, without evidence of significant hemolysis, followed 

by diaphragm rupture [25]. 

Urine samples were centrifuged at 3,000 rpm for 10 minutes in a refrigerated centrifuge 

(Sorvall, Suwanee, GA, USA). Blood was also centrifuged under the same conditions to 

obtain the serum. Both types of samples were then stored in cryogenic tubes at -80ºC (Thermo 

Scientific, Suwanee, GA, USA) until further analysis. 

CH-FeCl: CH-FeCl was administered daily by gavage from the third week until the end of the 

study at a dosage of 30 mg/kg daily [19], whereas animals in the control and CKD groups 

received gavage with a 0.9% physiological solution over the same period. 

Biochemical analysis and renal function. Levels of serum and urinary creatinine, serum and 

urinary phosphate, total serum calcium and total serum iron were measured with a Labmax 

Progress automatic analyzer (Labtest Diagnostica S.A., Lagoa Santa, MG, Brazil). 
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Statistical analysis. Data normality was assessed by the Shapiro-Wilk test and is presented as 

mean ± standard deviation. Comparison between group was performed with the Student’s t-

test, whereas comparisons of more than two groups used analysis of variance (ANOVA), 

followed by the Bonferroni test. The difference was considered significant when p <0.05. All 

analyses were carried out using the IBM SPSS Statistics 21 program (SPSS, Chicago, IL, 

USA). 

 

Results 

 Of the initial group of 96 animals, four died during the study: one from the CKD 

group during the third week, one from the CH-FeCl group during the fourth week and two 

from the CH-FeCl group during the sixth week. Weight, food intake and the biochemical 

parameters analyzed were not affected by the use of CH-FeCl during the treatment period 

(Figure 1 and Table 1). 

 After the introduction of adenine in the diet, we observed weight loss in the 

animals and significant changes in biochemical parameters. In the CKD group, there was a 

reduction in renal function, measured by increased creatinine levels at week 4 (144.98 ± 22.1 

vs 36.24 ± 18.56 mmol/L, p=0.0001) and week 7 (83.98 ± 18.56 vs 41.55 ± 22.1 mmol/L; 

p=0.001) compared to the control group. The urinary volume also increased (54.2 ± 7.0 vs. 

15.4 ± 8.9 mL/24 h, p=0.0001) from the week 4 to week 7 (Figures 1 and 2, Table 1). 

 The CKD group had higher serum creatinine (p=0.001), phosphate (p=0.001), 

calcium (p=0.02) and FEPi (p=0.0001) values than the control group by week 7 (Table 1). 

 Conversely, when we evaluated serum phosphate variation between week 4 and 

week 7 in the CKD/CH-FeCl group, we observed a significant decline of 54.5% in serum 

phosphate in this group (6.10 ± 2.23 vs 2.78 ± 0.55 mg/dL) compared to the untreated CKD 

group, which presented a 25.6 % reduction (p = 0.021, 4.75 ± 1.45 vs 3.52 ± 0.74 mmol/L) 

(Figure 3).  

 We observed that the CKD group treated with CH-FeCl had significantly lower 

FEPi values (0.71 ± 0.20 vs 0.40 ± 0.16, p = 0.006) compared to the CKD group at week 7, 

but there were no significant differences in renal function between the two groups (creatinine 

serum: 83.98 ± 18.56 vs. 83.10 ± 23.87 mmol / L, p = 0.888) (Table 1). 

 There was no difference in total serum iron values between groups at week 7 

(Table 1). 

 

Discussion 
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 Loss of renal function leads to a progressive retention of certain electrolytes, such 

as phosphate. When the glomerular filtration rate is below 20 mL.min-1/1.73 m2, kidneys 

increase the rate of urinary phosphate excretion, indicated by the FEPi, in order to maintain 

the serum phosphate balance [26]. Thus, substances that chelate intestinal phosphate, by 

reducing its absorption and bioavailability, lead to a subsequent reduction in the excretion of 

urinary phosphate and FEPi [27, 28]. Although calcium-based chelators are often used in 

hyperphosphatemia therapy, mainly due to their greater availability and lower cost than non-

calcium chelators, their association with high serum calcium levels and the risk of metastatic 

calcification warrants the development of calcium-free chelators. On the other hand, the 

available non-calcium compounds, such as sevelamer and lanthanum carbonate, also have 

limitations due their high costs and absence of proved safety in long-term use [29,30]. In our 

study, we demonstrated that the CH-FeCl polymer, a calcium-free, low-cost and non-

absorbable compound, significantly reduced the levels of serum phosphate in rats with CKD 

induced by an adenine-enriched diet.  

 The drug used in our study is an association of cross-linked chitosan and Fe (III). 

The cross-linking process with glutaraldehyde renders the polymer insoluble at the acidic pH 

in the stomach, preventing the release of iron [20], which, as a transition metal, can establish a 

strong link to phosphate. The phosphate-chelating capacity of this non-absorbable polymer 

was demonstrated in previous animal and in-vitro studies, with a serum phosphate reduction 

of 20-40%, without promoting changes in serum iron levels [17-20]. However, although these 

animals presented elevated phosphate levels, they did not develop CKD, contrary to the 

animals in our study.  

 Our experimental model reproduced CKD phase 4, as classified by the National 

Kidney Foundation [31], with tubulointerstitial involvement, as indicated by polyuria (Figure 

2). Anemia was present in animals with CKD, but serum iron levels did not change with the 

introduction of the chelator, demonstrating the non-absorption of iron in the intestine. 

 The use of phosphate chelators is common and necessary in patients with dialytic 

CKD, as diet and dialysis alone are insufficient to control hyperphosphatemia. However, the 

capacity of these compounds to reduce phosphatemia is variable, with studies demonstrating a 

reduction in phosphate between 20 to 50%. It is also known that, in addition to the efficacy of 

the compound, the adherence of patients to the use of phosphate chelators may vary, making 

maintaining phosphate homeostasis a constant challenge [32-37]. Recently, iron-based drugs 

have been shown to promote greater reduction of serum phosphate levels than previously used 
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chelators without causing calcium overload, making this class of drugs the target of studies to 

evaluate the impact on mortality in CKD patients [38,39]. In the last week of our study, 

animals with CKD treated with CH-FeCl had 19% lower serum phosphate values than 

untreated CKD animals (Table 1). This difference has been considered relevant in clinical 

studies, as it shows an association with improvement in mineral/bone disorder markers, 

possibly reducing the risk of vascular calcification [14, 36, 37, 40, 41]. Furthermore, animals 

with CKD treated with CH-FeCl also showed a significant 43% reduction in FEPi compared 

to untreated CKD animals, indicating a reduction in kidney phosphate overload consistent 

with lower phosphate intestinal absorption and thus, an effective phosphate chelator activity 

(Table 1). At that point, it is noteworthy that the two groups presented similar levels of renal 

dysfunction. 

 The dose CH-FeCl complex used in this study, sufficient to produce a phosphate-

chelating effect, was equivalent to approximately 2 g/day for a person with 70 kg. This is half 

the usual dose for other chelators, such as sevelamer, calcium carbonate or acetate, bixalomer 

and even PA21, to reduce phosphatemia [33, 34, 38]. This data is of great importance when 

evaluating the treatment of patients with chronic conditions, as the possibility of reducing the 

dose or number of daily pills or tablets can increase adherence to treatment and better quality 

of life for patients with CKD [42,43]. However, the results obtained with this dose need to be 

confirmed in larger studies in humans. 

 Although our study had a longitudinal design, the variables evaluated were not 

collected through repeated measures in the same individual. Thus, measurements performed 

in the studied groups at different times are subject to a potential interference from 

heterogeneity between groups throughout follow-up. The partial recovery of renal function 

observed in CKD animals, even after the modification in the original model of CKD by 

introducing adenine overload and the severe bone disease induced by this model, led to 

phosphate and calcium removal from the bone. This may explain the difference between 

serum phosphate in CKD and CKD/CH-FeCl groups was clinically, but not statistically, 

significant. 

 In conclusion, we showed that treatment with a low dose of the CH-FeCl polymer 

had an effective phosphate chelator action by reducing intestinal phosphate absorption in 

uremic rats. It would be interesting to test this compound in studies with humans to 

investigate its efficacy, safety and impact on the mortality of patients with CKD. 
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Figure 1. Food intake (A) and body weight (B). Treatment with complex cross-linked chitosan 
iron(III) (CH-FeCl) did not affect any of these parameters, both in animals in the chronic kidney 
disease (CKD) and control groups. In CKD groups (with or without CH-FeCl), there was a reduction 
in weight gain and food intake until week 4, when animals were fed with a 0.75% adenine diet. After 
week 4, with the reduction of adenine concentration to 0.1%, food intake and weight gain were 
recovered compared to the control groups. Twenty-four animals were studied in each group, and 8 
animals from each group were euthanized at weeks 4, 6 and 7. Values are expressed as mean ± SD.  
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Figure 2. Serum creatinine (A) and diuresis (B). Animals in the CKD groups presented lower renal 
function (higher serum creatinine) and greater diuresis compared to those in the control groups. The 
diet of the animals with CKD was enriched with 0.75% of adenine until week 4 and 0.1% of adenine 
between weeks 4 and 7. Groups were composed of 24 animals, and 8 animals from each group were 
euthanized at weeks 4, 6 and 7. CH-FeCl - Complex cross-linked chitosan iron (III); CKD – chronic 
kidney disease. Values are expressed as mean ± SD. (*CKD and CKD/CH-FeCl groups vs Control and 
Control/CH-FeCl groups; p<0.0001. ** CKD vs Control, p=0,001; CKD vs Control/CHFeCl, p=0.005; 
CKD vs CKD/CH-FeCl, p=0.888). 
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        B     

Serum phosphate (mmol/L) Control 
(n=8) 

CH-FeCl 
(n=8) 

CKD 
(n=8) 

CKD/CH-FeCl 
(n=8) 

Week 4 2.29 ± 0.23 2.45 ± 0.1 4.75 ± 1.45 6.10 ± 2.23 

End of treatment 2.20 ± 0.16 2.20 ± 0.13 3.52 ± 0.74 2.78 ± 0.55 

Change from week 4 to end of 
treatment 

-0.10 ± 0.16 -0.26 ± 0.19 -1.23 ± 1.45 -3.33 ± 1.84 

Figure 3. Variation of serum phosphate levels. A: Proportion of decrease in the levels of serum 
phosphate between week 4 and week 7. *p=0.0001; **p=0.001; ***p=0.021 compared to the 
CKD/CH-FeCl group. B: Variation of mean serum phosphate levels during the study between all 
groups. Values are indicated as mean ± SD, statistical significance p<0.05. Control: animals fed 
standard diet and treated with placebo; CH-FeCl: Animals fed a standard diet and treated with cross-
linked iron chitosan III (CH-FeCl); CKD: Animals with diet-induced CKD, treated with placebo; 
CKD/CH-FeCl: Animals with diet-induced CKD, treated with cross-linked iron chitosan III. 
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Table 1. Haemoglobin and biochemical data: Laboratory parameters of all groups the week 7.  

Parameter Control 
(n=8) 

Control/CH
-FeCl (n=8) 

CKD 
(n=8) 

CKD/CH-
FeCl (n=8) p* p** p*** 

Serum creatinine 
(mmol/L) 

41.55 ± 
22.1 

48.62 ± 
22.98 

83.98 ± 
18.56 

83.10 ± 
23.87 0.517 0.001 0.888 

Phosphate 
(mmol/L) 

2.20 ± 
0.16 2.20 ± 0.13 3.52 ± 

0.74 2.78 ± 0.55 0.366 0.001 0.091 

Total serum 
calcium (mmol/L) 

2.10 ± 
0.27 2.14 ± 0.30 2.60 ± 

0.46 2.58 ± 0.30 0.775 0.02 0.913 

Fraction excretion 
of phosphorus 

0.20 ± 
0.16 0.18 ± 0.13 0.71 ± 

0.20 0.40 ± 0.16 0.858 0.0001 0.006 

Haemoglobin 
(g/dL) 

14.66 ± 
0.89 

15.00 ± 
0.59 

10.01 ± 
0.71 9.86 ± 1.68 0.391 0.0001 0.821 

Total serum iron 
(mmol/L) 

37.05 ± 
4.98 

40.42 ± 
6.02 

54.59 ± 
29.49 

47.74 ± 
12.15 0.321 0.383 0.683 

Values are expressed as mean ± SD, Student’s t-test, statistical significance p < 0.05. CKD – chronic 
kidney disease; CH-FeCl - Complex cross-linked chitosan iron(III); * Control vs Control/CH-FeCl; ** 
Control vs CKD; *** CKD vs CKD/CH-FeCl. 
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6.2 Artigo 2 

Ação de quelante a base de ferro sobre o FGF23 e a doença óssea em ratos urêmicos. 

 

Resumo 

Introdução: O uso de ferro (Fe) endovenoso (ev) pode associar-se a alterações no FGF23 e 

ósseas, conforme a função renal residual e a solução de Fe ev utilizado. Objetivo: Avaliar o 

efeito de quelante de fósforo a base de Fe sobre o FGF23 e o metabolismo ósseo em ratos 

urêmicos. Metodologia: 32 animais foram divididos em 4 grupos: controle, doença renal 

crônica (DRC), complexo quitosana-ferro III/DRC (DRC/CH-FeCl) e carbonato de 

cálcio/DRC (CaCO3/DRC). A DRC foi induzida através de dieta com adenina a 0,75% (4 

semanas) e a 0,1% (3 semanas). Os quelantes foram administrados da 3ª a 7ª semana. Animais 

foram submetidos a eutanásia na semana 7, para coleta de sangue (creatinina, cálcio, fósforo, 

FGF23), urina (creatinina, fósforo) e fêmur. Resultados: O grupo DRC apresentou elevação 

significativa da creatinina em relação ao controle (0,47 ± 0,25 vs 0,95 ± 0,21mg/dl; p=0,001), 

hiperfosfatemia (6,82 ± 0,52 vs 10,6 ± 2,49mg/dl; p=0,001), elevação da fração excretada de 

fósforo (FeP) (0,2 ± 0,17 vs 0,71 ± 0,2; p=0,0001) e do FGF23 (7,42 ± 1,96 vs 81,36 ± 

37,16pg/ml; p=0,011). O uso dos quelantes proporcionou redução expressiva da FeP 

(Controle: 0,71 ± 0,20; DRC/CH-FeCl: 0,40 ± 0,16; CaCO3/DRC: 0,34 ± 0,15; p=0,001), sem 

alteração do FGF23. A histomorfometria mostrou uma doença óssea de alta remodelação nos 

animais urêmicos que não foi alterada com o uso dos quelantes. Conclusão: O quelante a base 

de Fe reduziu a sobrecarga de fosfato, sem acarretar alterações no nível sérico do FGF23 ou 

doença ossea de baixa remodelação quando comparado ao quelante carbonato de cálcio. 

 

Introdução: 

 

 A perda progressiva da função renal leva a complicações metabólicas importantes 

como a retenção de fosfato, resultando em longo prazo no distúrbio mineral/ósseo da doença 

renal crônica (DMO/DRC), que por sua vez tem um papel fundamental no aumento da 

mortalidade cardiovascular dos pacientes urêmicos (1) (2) (3) (4).  

 Drogas capazes de reduzir a absorção intestinal do fósforo são utilizadas na 

grande maioria dos pacientes com DRC, e na atualidade as opções de quelantes de fosfato 

isentos de cálcio vem crescendo (5) (6). No passado, o hidróxido de alumínio foi utilizado 

como quelante, porém devido ao seu potencial efeito tóxico ao sistema nervoso central 
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(encefalopatia por alumínio) e ao osso (osteomalácia induzida pelo alumínio), fez com que 

praticamente caísse em desuso (7) (8).  

 Quelantes a base de ferro estão sendo lançados como uma possível opção 

terapêutica para redução dos níveis de fosfato sérico, sem o potencial risco das complicações 

relacionadas à sobrecarga de cálcio (9) (10) (11). Porém, em recentes publicações, a 

suplementação de ferro tanto em estudos clínicos quanto experimentais demonstrou interação 

entre o ferro administrado e o metabolismo do FGF23, que ainda não está totalmente 

elucidada (12) (13) (14) (15). Dependendo da via de administração, da função renal e da 

necessidade ou não de terapia renal substitutiva, o elemento ferro poderia induzir elevação ou 

redução dos níveis séricos do FGF23 com consequências drásticas ao metabolismo ósseo, 

como a indução de uma doença óssea de baixa remodelação, representada pela osteomalácia 

(16) (17) (18) (19) (20) (21). 

 O quelante do fosfato CH-FeCl, é um polímero reticulado de quitosana que tem 

como fator que potencializa seu efeito o elemento ferro na forma férrica (Fe3+). Tal 

complexo, quando utilizado por via oral em baixas doses em ratos com função renal normal e 

com DRC, demonstrou efeito quelante sem proporcionar depósito de Fe nos órgãos destes 

animais. Estes dados revelam sua eficácia e segurança, apesar de nestes estudos não ter 

ocorrido uma avaliação de sua ação sobre a morfologia óssea (22) (23) (24) (25). 

 Diante do fato, temos como objetivo neste estudo avaliar o efeito do complexo 

quitosana-Ferro III reticulado (CH-FeCl) sobre o metabolismo e morfologia ósseas em ratos, 

com uremia induzida pela adenina. 

 

Métodos 

 

 Foram seguidas todas as diretrizes internacionais, nacionais e institucionais 

aplicáveis para o cuidado e uso de animais. Todos os procedimentos realizados neste estudo 

estão em conformidade com a lei federal brasileira 11.794 de 8 de outubro de 2008, de acordo 

com o Conselho Nacional Brasileiro de Controle de Experimentação Animal, e foram 

aprovados pelo Comitê de Ética para o Uso de Animais de Experimentação da Universidade 

Federal de Juiz de Fora, de acordo com o protocolo (031/2013, CEUA-UFJF). 

 

Protocolo experimental: 

 Utilizamos 32 ratos Wistar de 8 a 12 semanas, pesando aproximadamente 250 g, 

da colônia no Centro de Biologia Reprodutiva da Universidade Federal de Juiz de Fora. Os 
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animais foram alojados em prateleiras climatizadas a  temperatura de 22 ° C e em um ciclo de 

12/12h de luz/escuro. Todos os animais foram alimentados com uma dieta em pellets 

contendo 0,7% de cálcio, 1,0% de fosfato e 22,0% de proteína (PragSoluções Biociências, 

Jaú, Brasil). A água e o alimento estavam disponíveis ad libitum. Após uma semana de 

aclimatação, os animais foram divididos em 4 grupos com animais cada: controle, DRC, 

DRC/CH-FeCl e DRC/Carbonato de cálcio (DRC/CaCO3). A Uremia foi induzida nos grupos 

DRC, DRC/CH-FeCl e DRC CaCO3 (n = 24 animais) alimentando os animais com uma dieta 

enriquecida com adenina (Pragsoluções Biociências, Jaú, SP). Foi adicionado 0,75% de 

adenina na dieta até a semana 4 para induzir DRC, e mantido 0,1% até o final do estudo, 

totalizando 7 semanas de acompanhamento. Os animais do grupo com função renal normal 

(grupo controle; n= 08 animais) foram alimentados com uma dieta padrão (Pragsoluções 

Biociências, Jaú, SP), por um período igual de 7 semanas. O peso corporal e a ingestão de 

alimentos foram medidos semanalmente (figura 1). 

 Para avaliação dos parâmetros dinâmicos da formação óssea utilizamos 

oxitetraciclina (Terramicina®; Pfizer Animal Health, Nova Iorque, NY, EUA), via 

intraperitoneal, na dose de 30 mg/kg como um marcador fluorescente do osso, nos dias 37, 

38, 44 e 45 do protocolo. No dia anterior a eutanásia, os animais foram mantidos em gaiolas 

metabólicas e a urina foi coletada em um período de 24 horas, para avaliação do volume 

urinário e analises bioquímicas. Os animais foram anestesiados por injeção intraperitoneal de 

10 mg/kg de xilazina e 90 mg/kg de cetamina (König SA, Avellaneda, Argentina), e amostras 

de sangue foram obtidas por punção cardíaca, seguida de ruptura do diafragma. As amostras 

de soro e urina coletadas foram armazenadas a - 80°C para avaliação bioquímica posterior. Os 

fêmures foram removidos para histomorfometria óssea. 

 O CH-FeCl foi administrado diariamente por gavagem a partir da terceira semana 

até o final do estudo com uma dosagem de 30 mg/kg/dia, assim como o CaCO3 na dose de 

500 mg/Kg/dia, enquanto que os animais no grupos DRC receberam, também por gavagem, 

solução salina 0,9% durante o mesmo período. 

 

Preparação do complexo CH-FeCl.  

 A quitosana (240 kD, Purifarma, São Paulo, SP, Brasil) foi dissolvida em uma 

solução aquosa de Fe(NO3)3 a 0,1M (Vetec, Rio de Janeiro, SP, Brasil) durante 4 horas, e 

precipitada com acetona, resultando em precipitado de cor laranja, que foi filtrado e lavado 

com acetona para remover o excesso de Fe(NO3)3 e seco a vácuo. Este produto foi então 

adicionado a uma solução de glutaraldeído a 15% de acetona (Merck, Cotia, SP, Brasil) por 
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24h, filtrado e lavado com água para remover o excesso de glutaraldeído. O polímero 

resultante foi caracterizado de acordo com a literatura (26). O teor de ferro foi de 80 mg/g, 

conforme determinado pelo método espectrofotométrico utilizando 1,10-fenantrolina como 

agente complexante e um espectrofotômetro Shimadzu UV1600 (Shimadzu, Kyoto, Japão). 

Todo o procedimento foi realizado no Laboratório de Química da Universidade do Vale do 

Itajaí (UNIVALI, Itajaí, SC, Brasil). 

 

Parâmetros avaliados: 

 Analise bioquímica: Os níveis de creatinina sérica e urinária, fosfato sérico e 

urinário, cálcio sérico total e ferro sérico total foram medidos com um analisador automático 

Labmax Progress (Labtest Diagnostica S.A., Lagoa Santa, MG). Os valores de PTH foram 

determinados pelo ensaio de imunoabsorção enzimática (Rat Intact PTH  ELISA Kit, 

Immutopics, San Clemente, CA, EUA), assim como o nível de FGF23 (FGF-23 ELISA Kit, 

Cloud-Clone Corp., Houston, EUA). 

 

Histomorfometria óssea: O fêmur direito de cada animal foi removido, dissecado e separado 

do tecido mole, imerso em etanol a 70% e processado como descrito anteriormente (27). 

Usando um microtomo Polycut S equipado com uma lâmina de carboneto de tungstênio 

(Leika, Heidelberg, Alemanha), os fêmures foram cortados distalmente em seções de 5 µm e 

10 µm de espessura. As secções de 5 µm   foram coradas com azul de toluidina a 0,1% (pH 

6,4), e examinadas pelo menos duas seções não consecutivas por amostra. A secções de 10 

µm não foram coradas, e foram utilizadas para análise das marcações pela tetraciclina, 

empregando-se uma fonte de luz ultravioleta. 

 Os parâmetros estruturais, estáticos e dinâmicos de formação e reabsorção óssea 

foram analisados na metáfise distal (ampliação 250x) a 195 µm da cartilagem de  crescimento, 

num total de 30 campos, usando um analisador de imagem semi-automático (Osteometas, 

Osteometrics, Atlanta, GA, EUA).  

 Os parâmetros estruturais incluíram: volume trabecular (BV/TV, %), que é 

volume ocupado pelo osso trabecular, mineralizado ou não, expresso como porcentagem do 

volume ocupado pela medula e trabéculas ósseas; número de trabéculas (Tb.N, µm): número 

de trabéculas ósseas por milímetro de tecido; espessura trabecular (Tb.Th, µm): espessura das 

trabéculas ósseas. 

 Os índices de formação óssea: espessura osteóide (O.Th, µm): espessura do osso 

não mineralizado (osteóide); superfície osteóide (OS/BS, %): porcentagem da superfície 
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trabecular total recoberta por matriz osteóide; superfície osteoblástica (Ob.S/BS, %): 

porcentagem da superfície trabecular total que apresenta osteoblastos; superfície de 

mineralizante (MS/BS, %): porcentagem da superfície trabecular que apresenta dupla 

marcação pela tetraciclina; taxa de aposição mineral (MAR, µm/dia): distância média de 4 

medidas entre as 2 marcações com tetraciclina, dividida pelo intervalo de tempo entre a 

administração das duas doses de tetraciclina. A partir dessas medidas, utilizando a relação 

(MAR x MS/BS) foi calculada a taxa de formação óssea (BFR/BS, µm3/µm2/dia ): volume de 

osso novo mineralizado, formado por unidade de superfície trabecular e por unidade de 

tempo. 

 Os índices de reabsorção óssea: superfície de reabsorção (ES/BS, %): 

porcentagem da superfície trabecular que apresenta lacunas de reabsorção com a presença ou 

não de osteoclastos; superfície osteoclástica (Oc.S/BS, %): porcentagem da superfície 

trabecular total que apresenta osteoclastos. 

 Os índices histomorfométricos foram apresentados segundo a nomenclatura 

recomendada pela American Society of Bone and Mineral Research-ASBMR (28). 

 As análises foram realizadas no Laboratório de Investigação Médica – 16 

(LIM/16) do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo 

(HCFMUSP, São Paulo, SP, Brasil). 

 

Análise estatística 

 Os resultados são apresentados como média ± DP ou mediana (min-máx). As 

comparações entre os grupos foram feitas utilizando o teste-t para dois grupos e  Anova (post-

hoc Bonferroni) para mais de dois grupos, quando estes apresentavam distribuição normal. E 

Mann-Whitney para dois grupos e Kruskal-Wallis para mais de dois grupos, quando 

apresentavam distribuição não normal. Os valores com  p<0,05 foram considerados como 

estatisticamente significantes. Utilizamos o programa IBM SPSS Statistics 21 (SPSS Inc., 

Chicago, USA) para todas as análises. 

 

Resultados: 

 

 Foram utilizados 32 animais no experimento não sendo registrada mortalidade nos 

grupos estudados durante o período de observação. O peso e o consumo de ração não foram 

afetados pelo o uso do CH-FeCl durante o tratamento. 
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Parâmetros bioquímicos 

 A função renal foi significativamente menor nos grupos com DRC induzida pela 

adenina como demonstrado pelos maiores valores da creatinina sérica em relação ao grupo 

controle ao final do estudo (0,95 ± 0,21 vs 0,47 ± 0,25 mg/dL; p=0,001). No grupo com DRC 

a elevação da creatinina foi associada à hiperfosfatemia (10,60 ± 2,48 vs 6,82 ± 0,52 mg/dL; 

p=0,001) (Tabela 1). 

 A utilização dos quelantes CH-FeCl e CaCO3, por gavagem, foi capaz de reduzir 

a fosfatemia, apesar da diferença entre os grupos tratados e o grupo DRC não ser significativa. 

Por outro, lado a fração excretada de fósforo (FeP) nos grupos DRC/CH-FeCl e DRC/CaCO3 

foi menor em relação ao grupo DRC (DRC: 0,71 ± 0,2; DRC/CH-FeCl: 0,40 ± 0,16; 

DRC/CaCO3: 0,34 ± 0,15; p=0,001). Ao final do estudo os  níveis séricos do cálcio total 

foram mais elevados nos grupos com DRC, não sofrendo influência pelo tratamento quelante 

realizado.  

 Os valores da fosfatase alcalina e do FGF23 elevaram-se no grupo DRC quando 

comparado ao grupo controle e mantiveram-se elevados mesmo nos grupos tratados. O PTH 

apesar de mostrar valores elevados com o desenvolvimento da DRC, não apresentou 

diferenças significativas entre os grupos. Os valores da hemoglobina em todos os grupos com 

DRC foram significativamente menores em relação ao grupo controle, caracterizando anemia 

secundária à DRC. Por outro lado, os valores do ferro sérico não diferiram entre os grupos 

estudados (Tabela 1). 

 

Morfometria óssea 

 A histomorfometria óssea foi realizada em cinco animais de cada grupo. Em dois 

animais do grupo de DRC houve sobreposição das marcações com oxitetraciclina, 

comprometendo as leituras dos parâmetros dinâmicos. Assim, consideramos 3 animais para a 

avaliação dos parâmetros dinâmicos de formação óssea no grupo DRC.  

 Os parâmetros ósseos estruturais não apresentaram diferenças entre os grupos. Ao 

avaliarmos os parâmetros de formação e de reabsorção óssea, observamos diferenças entre os 

grupos Controle e DRC, configurando um padrão de doença óssea de alta remodelação para o 

grupo DRC com valores elevados para Espessura Osteóide (O.Th), Superfície Osteóide 

(OS/BS), Superfície Osteoblástica (Ob.S/BS), Taxa de Aposição Mineral (MAR), Taxa de 

Formação Óssea  (BFR/BS), Superfície Erosada (ES/BS) e Superfície Osteoclástica 

(Oc.S/BS). A utilização dos quelantes não alterou os valores dos parâmetros citados, exceto 
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para a redução da O.Th no grupo DRC/CaCO3 que foi significativa quando comparado aos 

grupos  DRC e DRC/CH-FeCl (Tabela 2). 

 

Discussão: 

 

 Após a indução da DRC através da ração enriquecida com adenina, os animais 

apresentaram elevação dos níveis séricos do FGF23 e também doença óssea de alta 

remodelação, reproduzindo as alterações clínicas do DMO/DRC como esperado. Porém, nos 

grupos tratados com os quelantes CH-FeCl e CaCO3, não observamos efeito sobre os níveis 

séricos do FGF23 e da histomorfometria óssea, mostrando que neste modelo os tratamentos 

com os quelantes não influenciaram no metabolismo do FGF23. 

 Atualmente o Kidney Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO) define o 

DMO/DRC como uma síndrome que engloba as alterações clínicas, bioquímicas e ósseas 

(29). Apesar dos marcadores bioquímicos isolados não serem capazes de diagnosticar o 

DMO/DRC, na prática clínica são utilizados de rotina, e contribuem para o diagnóstico do 

hiperparatireoidismo secundário a DRC (HPTS). Porém, há de se considerar que a relação 

anteriormente utilizada entre elevados valores do PTH e o diagnóstico de doença óssea de alta 

remodelação deve ser vista com cautela, já que tal relação está mais evidente em estágios 

mais avançados da DRC, podendo inclusive coexistir doença óssea de baixa remodelação com 

PTH elevado (30) (31) (32). Deste modo, a biópsia óssea continua como padrão ouro no 

diagnóstico do DMO/DRC sugerido na avaliação laboratorial inicial.  No presente estudo, 

pudemos observar que os animais com DRC  apresentaram padrão bioquímico sugestivo de 

HPTS, com valores elevados de fosfato, fosfatase alcalina e FGF 23, quando comparado ao 

grupo controle. O nível de PTH, apesar de elevado no grupo com DRC não foi significante, 

provavelmente devido a grande variabilidade dos valores. Após a utilização dos quelantes, os 

parâmetros não foram alterados, exceto pela redução da FeP, demonstrando a ação quelante 

do complexo sem interferência nos outros marcadores bioquímicos do DMO/DRC no período 

avaliado.  

 Recentemente, o ferro foi descrito como potencial modulador do metabolismo do 

FGF23 (33). Estudos em animais e humanos demonstram que a deficiência de ferro estimula a 

produção do FGF23 pelos osteócitos que por sua vez é contrabalançada pela clivagem 

proporcionalmente aumentada do FGF23 sintetizado pelos osteócitos saudáveis, mantendo 

assim o equilíbrio entre produção e atividade biológica (34) (35). Na DRC, com a progressão 

da doença, ocorre uma aumento proporcionalmente maior dos níveis totais de FGF23 em 
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relação aos fragmentos c-terminais (cFGF23), provavelmente devido a interferência negativa 

da DRC sobre a clivagem do FGF23, gerando assim uma atividade biológica aumentada (36) 

(37).  Por outro lado, as consequências da terapia de reposição de ferro sobre o 

comportamento do FGF23 necessita de maiores esclarecimentos.  Até o momento, estudos 

realizados em pacientes com DRC mostram resultados conflitantes, onde a concentração do 

FGF23 intacto (iFGF23) e a fração cFGF23 foram variáveis (38) (39) (40). No entanto, na 

população sem DRC crescem os relatos de casos de osteomalácia, com elevação dos níveis do 

FGF23 após a terapia crônica de reposição endovenosa de ferro (18) (41) (42) (43) (44). A 

formulação do composto utilizado na ferroterapia, pode justificar em parte as discrepâncias 

relacionadas aos níveis do FGF23 (12). Estudos realizados com  a carboximaltose férrica 

endovenosa, mostraram que além de induzir a redução da transcrição do FGF23, este 

composto proporcionou simultaneamente redução da degradação do FGF23, tanto nos 

osteócitos quanto perifericamente, gerando assim maior concentração do iFGF23 (12) (45). 

Em relação ao uso do ferro como quelante do fosfato, o óxido hidróxido sucro férrico (PA21) 

está sendo utilizado como uma nova opção, apresentando-se com poder quelante de fosfato 

semelhante ao lantânio, sevelamer e carbonato de cálcio, além de algumas peculiaridades em 

relação a estes: necessidade de menor dose diária, capacidade de redução dos níveis séricos do 

FGF23, além de redução de calcificação vascular demonstrada em estudos experimentais (46) 

(47) (48). Em nosso estudo, os animais com DRC apresentaram valores semelhantes do ferro 

sérico quando comparados ao grupo controle, não havendo alterações significativas após a 

introdução dos quelantes. Isto demonstra a estabilidade da molécula do CH-FeCl, que mesmo 

contendo ferro em sua estrutura não interferiu nos níveis do ferro sérico, além de apresentar 

efeito quelante de fosfato e não proporcionar mudança significativa nos níveis do FGF23, 

correspondendo a achados semelhantes ao CaCO3 já descritos na literatura (49) (50).   

 Do ponto de vista da histomorfometria óssea, os animais com DRC apresentaram 

valores aumentados de tecido não mineralizado (osteóide), que é uma das características 

histológicas da osteomalácia (51) (52). No entanto, enquanto na osteomalácia, o aumento do 

tecido osteóide é acompanhado por diminuição de osteoblastos, osteoclastos, taxa de aposição 

mineral e taxa de formação óssea, no presente estudo, todos esses parâmetros estiveram 

aumentados, sugerindo uma doença óssea de alta remodelação. Provavelmente o modelo 

experimental de DRC induzida pela adenina influenciou no metabolismo ósseo impedindo os 

osteoblastos de aumentar a taxa de mineralização da matriz orgânica depositada. Esta 

interferência na mineralização pode ter ocorrido devido a maior perda de fosfato na urina ou 

pela  influência da adenosina, derivada da adenina, em inibir a atividade de mineralização dos 
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osteoblastos (53) (54). A mesma análise histomorfométrica foi realizada nos animais com 

DRC que utilizaram os quelantes e não demonstrou alterações nos parâmetros analisados. 

Com isto podemos concluir que o CH-FeCl não induziu doença óssea de baixa remodelação 

neste experimento, uma vez que o tratamento com os quelantes não reduziu o número de 

osteoblastos e osteoclastos e nem mesmo a taxa de formação óssea. 

 Nosso estudo apresenta algumas limitações. O calcitriol é um importante 

marcador do DMO/DRC sofrendo interferência direta do metabolismo do FGF23 e participa 

da fisiopatologia da osteomalacia, porém não foi dosado. A ocorrência do comprometimento 

da análise dos parâmetros dinâmicos da histomorfometria óssea em dois animais do grupo 

DRC, também podem levar a um compromentimento da análise dos grupos que já possuiam 

um número limitado de animais. O tempo de experimento pode ser considerado curto quando 

se propõem a estudar fenômenos relacionados a DMO/DRC que normalmente surgem após 

períodos mais longos de DRC. Além disso, a não dosagem da ferritina e a não coloração para 

ferro no osso podem deixar dúvidas sobre a baixa absorção intestinal do elemento ferro do 

complexo CH-FeCl, apesar de já compravada em outros estudos experimentais já citados. 

Apesar das limitações citadas, nosso estudo foi capaz de demonstrar um comportamento 

neutro do CH-FeCl em relação aos metabolismos ósseo e do FGF23.   

 Em conclusão, o tratamento com o CH-FeCl em ratos com DRC induzida pela 

adenina e alimentados com uma dieta rica em fosfato, foi capaz de reduzir a absorção 

intestinal de fosfato sem elevar o nível sérico de ferro, não influenciando os valores do FGF23 

e sem induzir uma doença óssea de baixa remodelação como a osteomalácia, quando 

comparado ao carbonato de cálcio. 
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CONCLUSÃO: 

 Observarmos que o modelo animal utilizado foi capaz de reproduzir a DRC com 

manutenção da disfunção renal até o final do período do experimento.  

 Paralelamente à disfunção renal, os animais com DRC apresentaram anemia, 

elevação do FGF23, da fosfatase alcalina e hiperfosfatemia. O paratormônio (PTH) elevou-se, 

porém devido a grande variabilidade entre os valores registrados, a diferença entre os grupos 

não foi significativa.  

 A introdução do quelante QTS-Fe(III) insolúvel proporcionou redução da fração 

de excreção urinária de fósforo, não interferindo nos valores do ferro sérico, demonstrando 

ação quelante sem evidencia de sobrecarga de ferro.  

 O efeito quelante da QTS-Fe(III) insolúvel proporcionou efeito quelente de 

fósforo semelhante ao do carbonato de cálcio.  

 O quelente utilizados não alteraram os valores séricos do FGF23. O paratormônio 

(PTH) elevou-se, porém a diferença entre os grupos não foi significativa, provavelmente 

devido a grande variabilidade dos valores . 

 Do ponto de vista da ODR, os animais com DRC desenvolveram um padrão de 

doença óssea de alto turnover, que não foi modificado pela ação quelante dos dois compostos 

testados,  no período avaliado. 

 Estes resultados corroboram para a ação da QTS-Fe(III) insolúvel como um 

potencial quelante de fosfato não cálcico. 
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ANEXOS: 

 

Chitosan-Fe (III) Complex as a Phosphate Chelator in Uraemic
Rats: A Novel Treatment Option
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Abstract: Phosphate retention and hyperphosphataemia are associated with increased mortality in patients with chronic kidney
disease (CKD). We tested the use of cross-linked iron chitosan III (CH-FeCl) as a potential phosphate chelator in rats with
CKD. We evaluated 96 animals, divided equally into four groups (control, CKD, CH-FeCl and CKD/CH-FeCl), over 7 weeks.
We induced CKD by feeding animals an adenine-enriched diet (0.75% in the first 4 weeks and 0.1% in the following 3 weeks).
We administered 30 mg/kg daily of the test polymer, by gavage, from the third week until the end of the study. All animals
received a diet supplemented with 1% phosphorus. Uraemia was confirmed by the increase in serum creatinine in week 4
(36.24 ! 18.56 versus 144.98 ! 22.1 lmol/L; p = 0.0001) and week 7 (41.55 ! 22.1 versus 83.98 ! 18.56 lmol/L;
p = 0.001) in CKD animals. Rats from the CKD group treated with CH-FeCl had a 54.5% reduction in serum phosphate
(6.10 ! 2.23 versus 2.78 ! 0.55 mmol/L) compared to a reduction of 25.6% in the untreated CKD group (4.75 ! 1.45 versus
3.52 ! 0.74 mmol/L, p = 0.021), between week 4 and week 7. At week 7, renal function in both CKD groups was similar
(serum creatinine: 83.98 ! 18.56 versus 83.10 ! 23.87 lmol/L, p = 0.888); however, the CH-FeCl-treated rats had a reduction
in phosphate overload measured by fractional phosphate excretion (FEPi) (0.71 ! 0.2 versus 0.4 ! 0.16, p = 0.006) compared
to the untreated CKD group. Our study demonstrated that CH-FeCl had an efficient chelating action on phosphate.

Approximately 70% of patients with chronic kidney disease
(CKD) have impaired phosphorus metabolism, which con-
tributes to high cardiovascular mortality in this population
[1,2]. As kidney dysfunction progresses and renal phosphate
excretion is impaired, fractional excretion of phosphate (FEPi)
and fibroblast growth factor 23 (FGF23) increase at early
phases of CKD, while phosphataemia and parathyroid hor-
mone (PTH) levels are elevated at later stages. These changes
have been recognized as the most common indicators of min-
eral–bone disorder that is associated with CKD (CKD-MBD)
[3–6]. The current treatment approach aims to reduce the
phosphate overload through dietary restriction and the use of
substances with phosphate-chelating power in the intestinal
tract [4,7]. Calcium-based phosphate chelators, although
widely used, have been progressively replaced by non-calcium
chelators, such as sevelamer and lanthanum, due to their asso-
ciated increased risk of vascular calcification [8–13]. Recently,
the emergence of novel alternatives, such as iron-based chela-
tors, that is, ferric citrate and sucroferric oxidation (PA21),
has expanded the treatment options for CKD-MBD [14–17].
A new insoluble complex of chitosan and iron (III) chloride,

the cross-linked iron chitosan III (CH-FeCl), has been investi-
gated as a possible chelator with the advantages of the

adsorption power of chitosan. CH-FeCl combines the chelation
properties of chitosan and iron, without the risk of increased
iron availability and consequent toxicity. This compound has
been shown to reduce phosphate absorption in the intestine of
diabetic rats with hyperphosphataemia induced by diet phos-
phorus overload [18–20]. However, in those studies, the ani-
mals did not have CKD or CKD-MBD, which limits the
clinical usefulness of the results.
Our study aimed to evaluate the power of the CH-FeCl

complex as a phosphate chelator in an experimental model of
CKD with confirmed loss of renal function that mimics phos-
phate retention and hyperphosphataemia secondary to CKD in
human beings.

Materials and methods

Animals. We used 8- to 12-week-old Wistar rats, weighing
approximately 250 g, from a colony at the Center for Reproductive
Biology of Universidade Federal de Juiz de Fora. Animals were
housed in climate-controlled shelves at 22°C, in a 12-hr light/12-hr
dark cycle. Water and food pellets were available ad libitum. These
housing conditions and experimental procedures were in accordance
with Brazilian federal regulations (Brazilian Federal Law 11,794, 8
October 2008, and the directives of the Brazilian Council on Animal
Testing Control – CONCEA), as well as Directive 86/609/EEC (the
1986 European Convention for the Protection of Vertebrate Animals
Used For Experimental and other Scientific Purposes), and the
Guiding Principles in the Use of Animals in Toxicology, adopted by
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the American Society of Toxicology in 1989. The experiments were
carried out after protocol approval by the Universidade Federal de Juiz
de Fora Ethics Committee for Animal Research (031/2013, CEUA-
UFJF).

Preparation of the CH-FeCl complex. Chitosan (240 kD, Purifarma,
S~ao Paulo, SP, Brazil) was dissolved in a 0.1M Fe(NO3)3 aqueous
solution (Vetec, Rio de Janeiro, SP, Brazil) over 4 hr, then
precipitated with acetone, resulting in an orange precipitate, which
was filtered and washed with acetone to remove excess Fe(NO3)3, and
vacuum-dried. This product was then added to a 15% glutaraldehyde
solution in acetone (Merck, Cotia, SP, Brazil) for 24 hr, filtered and
washed with water to remove excess glutaraldehyde. The resulting
polymer was characterized according to the literature [21]. The iron
content was 80 mg/g, as determined by the spectrophotometric method
with 1,10-phenanthroline as a complexing agent and a Shimadzu
UV1600 spectrophotometer (Shimadzu, Kyoto, Japan). The entire
procedure was carried out at the Universidade do Vale do Itaja!ı
(UNIVALI) Chemistry Laboratory.

Experimental model and design. After a week of acclimatization, 96
rats were divided into four groups: control, CH-FeCl, CKD and CKD/
CH-FeCl. Uraemia was induced in the CKD and CKD/CH-FeCl
groups (n = 48 animals) by feeding the animals an adenine-enriched
diet (Pragsoluc!~oes Biociências, Ja!u, SP). We included 0.75% adenine
in the diet until week 4 to induce CKD [22,23]. In the next 3 weeks,
we used 0.1% adenine to maintain CKD, as previously described [24].
We added the maintenance phase [24] to the original protocol of
0.75% adenine for 4 weeks [22,23] in order to prevent renal function
recovery that can occur in some animals according to a pilot study
(data not shown), and to better mimic CKD-MBD [24]. The control
and CH-FeCl groups (n = 48 animals) were fed a standard diet
(Pragsoluc!~oes Biosciências, Ja!u, Brazil) over the entire 7 weeks of the
experiment. All diets were enriched in phosphorus (1% total
phosphorus). Body-weight and food intake were measured weekly.
Eight animals from each group were killed at the fourth, sixth and

seventh weeks to monitor disease progression. On the previous day,
animals were kept in metabolic cages and urine was collected for
24 hr. Animals were anaesthetized by an intraperitoneal injection of
10 mg/kg xylazine and 90 mg/kg ketamine (K€onig SA, Avellaneda,
Argentina), and blood samples were obtained by heart puncture, with-
out evidence of significant haemolysis, followed by diaphragm rupture
[25].
Urine samples were centrifuged at 3000 g for 10 min. in a refriger-

ated centrifuge (Sorvall, Suwanee, GA, USA). Blood was also cen-
trifuged under the same conditions to obtain the serum. Both types of
samples were then stored in cryogenic tubes at !80°C (Thermo Scien-
tific, Suwanee, GA, USA) until further analysis.
CH-FeCl: CH-FeCl was administered daily by gavage from the third

week until the end of the study at a dosage of 30 mg/kg daily [19],
whereas animals in the control and CKD groups received gavage with
a 0.9% NaCl physiological solution over the same period.

Biochemical analysis and renal function. Levels of serum and urinary
creatinine, serum and urinary phosphate, total serum calcium and total
serum iron were measured with a Labmax Progress automatic analyser
(Labtest Diagnostica S.A., Lagoa Santa, MG, Brazil).

Statistical analysis. Data normality was assessed by the Shapiro–Wilk
test and is presented as mean " standard deviation. Comparison
between groups was performed with Student’s t-test, whereas the
analysis of variance (ANOVA) was used for comparisons of more than
two groups, followed by the Bonferroni test. The difference was
considered significant when p < 0.05. All analyses were carried out
with the IBM SPSS Statistics 21 program (SPSS, Chicago, IL, USA).

Results

Of the initial group of 96 animals, four died during the study:
one from the CKD group during the third week, one from the
CH-FeCl group during the fourth week and two from the CH-
FeCl group during the sixth week. Weight, food intake and
the biochemical parameters analysed were not affected by the
use of CH-FeCl during the treatment period (fig. 1 and
table 1).
After the introduction of adenine into the diet, we observed

weight loss in the animals and significant changes in biochemi-
cal parameters. In the CKD group, there was a reduction in renal
function, measured by increased creatinine levels at week 4
(144.98 " 22.1 versus 36.24 " 18.56 lmol/L, p = 0.0001)
and week 7 (83.98 " 18.56 versus 41.55 " 22.1 lmol/L;
p = 0.001) compared to the control group. The urinary
volume also increased (54.2 " 7.0 versus 15.4 " 8.9 mL/
24 hr, p = 0.0001) from week 4 to week 7 (figs 1 and 2,
table 1).
Serum creatinine (p = 0.001), phosphate (p = 0.001), cal-

cium (p = 0.02) and FEPi (p = 0.0001) values were higher in
the CKD group than in the control group by week 7 (table 1).
Conversely, when we evaluated serum phosphate variation

between week 4 and week 7 in the CKD/CH-FeCl group, we
observed a significant decline in serum phosphate of 54.5% in
this group (6.10 " 2.23 versus 2.78 " 0.55 mmol/L) com-
pared to the untreated CKD group, which showed a 25.6%
reduction (p = 0.021; 4.75 " 1.45 versus 3.52 " 0.74 mmol/
L) (fig. 3).
We observed that the CKD group treated with CH-FeCl had

significantly lower FEPi values (0.71 " 0.20 versus
0.40 " 0.16, p = 0.006) compared to those of the CKD group
at week 7; however, there were no significant differences in
renal function between the two groups (serum creatinine:
83.98 " 18.56 versus 83.10 " 23.87 lmol/L, p = 0.888)
(table 1).
There was no difference in total serum iron values between

the groups at week 7 (table 1).

Discussion

Loss of renal function leads to the progressive retention of
certain electrolytes, such as phosphate. When the glomerular
filtration rate is below 20 mL/min./1.73 m2, kidneys increase
the rate of urinary phosphate excretion, indicated by FEPi, to
maintain the serum phosphate balance [26]. Thus, substances
that chelate intestinal phosphate, by reducing its absorption
and bioavailability, lead to a subsequent reduction in the
excretion of urinary phosphate and FEPi [27,28]. Although
calcium-based chelators are often used in hyperphosphataemia
therapy, mainly due to their greater availability and lower cost
compared to non-calcium chelators, their association with high
serum calcium levels and the risk of metastatic calcification
warrants the development of calcium-free chelators. On the
other hand, the available non-calcium compounds, such as
sevelamer and lanthanum carbonate, also have limitations due
their high costs and the absence of proven safety in long-term
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use [29,30]. In our study, we demonstrated that the CH-FeCl
polymer, a calcium-free, low-cost, and non-absorbable com-
pound, significantly reduced the levels of serum phosphate in
rats with CKD induced by an adenine-enriched diet.
The drug used in our study is a complex of cross-linked

chitosan and Fe (III). The cross-linking process with glu-
taraldehyde renders the polymer insoluble at the acidic pH in
the stomach, preventing the release of iron [20], which, as a
transition metal, can establish a strong link to phosphate. The
phosphate-chelating capacity of this non-absorbable polymer
was demonstrated in previous animal and in vitro studies, with
a serum phosphate reduction of 20%–40%, without promoting
changes in serum iron levels [17–20]. However, although
these animals presented elevated phosphate levels, they did
not develop CKD, contrary to the animals in our study.
Our experimental model reproduced CKD phase 4, as clas-

sified by the National Kidney Foundation [31], with tubuloint-
erstitial involvement, as indicated by polyuria (fig. 2).

Anaemia was present in the animals with CKD, but serum
iron levels did not change with the introduction of the chela-
tor, demonstrating the non-absorption of iron in the intestine.
The use of phosphate chelators is common and necessary in

patients with dialytic CKD, as diet and dialysis alone are
insufficient to control hyperphosphataemia. However, the
capacity of these compounds to reduce phosphataemia is vari-
able, with studies demonstrating a reduction in phosphate
between 20% and 50%. In addition to the differing efficacies
of the compounds, the adherence of patients to the use of
phosphate chelators is also known to vary, making the mainte-
nance of phosphate homoeostasis a constant challenge [32–
37]. Recently, iron-based drugs have been shown to promote a
greater reduction in serum phosphate levels than the previ-
ously used chelators without causing calcium overload, mak-
ing this class of drugs the target of studies to evaluate the
impact on mortality in patients with CKD [38,39]. In the last
week of our study, animals with CKD treated with CH-FeCl

Fig. 1. Food intake (A) and body-weight (B). Treatment with the cross-linked iron chitosan III (CH-FeCl) complex did not affect any of these
parameters, either in the animals in the chronic kidney disease (CKD) or those in the control groups. In the CKD groups (with or without CH-
FeCl), there was a reduction in weight gain and food intake until week 4, during which time the animals were fed with a 0.75% adenine diet. After
week 4, with the reduction in the adenine concentration to 0.1%, food intake and weight gain were recovered in the CKD groups compared to the
control groups. Twenty-four animals were studied in each group, and eight animals from each group were killed at weeks 4, 6 and 7. Values are
expressed as mean ! S.D.

Table 1.
Haemoglobin and biochemical data: Laboratory parameters of the uraemic and non-uraemic rats treated and not treated with CH-FeCl at the end of
7 weeks.

Parameter
Control
(n = 8)

Control/CH-FeCl
(n = 8) CKD (n = 8)

CKD/CH-FeCl
(n = 8) p1 p2 p3

Serum creatinine (lmol/L) 41.55 ! 22.1 48.62 ! 22.98 83.98 ! 18.56 83.10 ! 23.87 0.517 0.001 0.888
Phosphate (mmol/L) 2.20 ! 0.16 2.20 ! 0.13 3.52 ! 0.74 2.78 ! 0.55 0.366 0.001 0.091
Total serum calcium (mmol/L) 2.10 ! 0.27 2.14 ! 0.30 2.60 ! 0.46 2.58 ! 0.30 0.775 0.02 0.913
Fractional excretion of
phosphorus

0.20 ! 0.16 0.18 ! 0.13 0.71 ! 0.20 0.40 ! 0.16 0.858 0.0001 0.006

Haemoglobin (g/dL) 14.66 ! 0.89 15.00 ! 0.59 10.01 ! 0.71 9.86 ! 1.68 0.391 0.0001 0.821
Total serum iron (lmol/L) 37.05 ! 4.98 40.42 ! 6.02 54.59 ! 29.49 47.74 ! 12.15 0.321 0.383 0.683

Values are expressed as mean ! S.D., with Student’s t-test, with statistical significance set at p < 0.05. CKD, chronic kidney disease; CH-FeCl,
cross-linked iron chitosan III complex.
1Control versus Control/CH-FeCl.
2Control versus CKD.
3CKD versus CKD/CH-FeCl.
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had 19% lower serum phosphate values than untreated CKD
animals (table 1). This difference has been considered relevant
in clinical studies, as it shows an association with improve-
ment in CKD-MBD markers, possibly reducing the risk of
vascular calcification [14,36,37,40,41]. Furthermore, in the
present study, the animals with CKD treated with CH-FeCl
also showed a significant 43% reduction in FEPi compared to

untreated CKD animals, indicating a reduction in kidney phos-
phate overload consistent with lower phosphate intestinal
absorption and therefore, effective phosphate chelator activity
(table 1). Notably, the two groups presented with similar
levels of renal dysfunction.
The dose of CH-FeCl complex used in this study that was

sufficient to produce a phosphate-chelating effect was equiva-
lent to approximately 2 g/day for a person weighing 70 kg.
This is half the typical dose of other chelators, such as seve-
lamer, calcium carbonate or acetate, bixalomer, and even
PA21, used to reduce phosphataemia [33,34,38]. These data
are of great importance when evaluating the treatment of
patients with chronic conditions, as the possibility of reducing
the dose or number of daily pills or tablets can increase adher-
ence to treatment and improve quality of life in patients with
CKD [42,43]. However, the results obtained with this dose
need to be confirmed in larger studies in human beings.
Although our study had a longitudinal design, the variables

evaluated were not collected through repeated measures in the
same individual. Thus, the measurements performed in the
studied groups at different times are subject to a potential
interference from between-group heterogeneity throughout the
follow-up. The partial recovery of renal function that was
observed in CKD animals, even after the modification of the
original CKD model by introducing adenine overload and the
severe bone disease induced by this model, led to phosphate
and calcium removal from the bone. This may explain why
the difference in the serum phosphate levels between the CKD
and CKD/CH-FeCl groups was clinically but not statistically
significant.
In conclusion, we showed that treatment with a low dose of

the CH-FeCl polymer had an effective phosphate chelation
action by reducing intestinal phosphate absorption in uraemic
rats. It would be interesting to test this compound in studies
with human beings to investigate its efficacy, safety and
impact on mortality in patients with CKD.

Fig. 2. Serum creatinine (A) and diuresis (B). Animals in the CKD groups presented with decreased renal function (higher serum creatinine) and
greater diuresis compared to those in the control groups. The diet of the animals with CKD was enriched with 0.75% of adenine until week 4 and
0.1% of adenine between weeks 4 and 7. Groups were composed of 24 animals, and eight animals from each group were killed at weeks 4, 6 and
7. CH-FeCl, cross-linked iron chitosan III complex; CKD, chronic kidney disease. Values are expressed as mean ! S.D. (*CKD and CKD/CH-
FeCl groups versus Control and Control/CH-FeCl groups; p < 0.0001. **CKD versus Control, p = 0.001; CKD versus Control/CH-FeCl,
p = 0.005; CKD versus CKD/CH-FeCl, p = 0.888).

Serum phosphate
(mmol/L)

Control 
(n = 8)

CH-FeCl 
(n = 8)

CKD 
(n = 8)

CKD/CH-
FeCl (n = 8)

Week 4 2.29 ± 0.23 2.45 ± 0.1 4.75 ± 1.45 6.10 ± 2.23
End of treatment 2.20 ± 0.16 2.20 ± 0.13 3.52 ± 0.74 2.78 ± 0.55
Change from week 4 to 

end of treatment –0.10 ± 0.16 –0.26 ± 0.19 –1.23 ± 1.45 –3.33 ± 1.84

A

B

Fig. 3. Variation in serum phosphate levels. (A) Proportion of the
decrease in the levels of serum phosphate between week 4 and week
7. *p = 0.0001; **p = 0.001; ***p = 0.021, compared to the CKD/
CH-FeCl group. (B) Variation in mean serum phosphate levels during
the study between all groups. Values are expressed as mean ! S.D.,
with statistical significance set at p < 0.05. Control: animals fed stan-
dard diet and treated with placebo; CH-FeCl: animals fed a standard
diet and treated with cross-linked iron chitosan III (CH-FeCl); CKD:
animals with diet-induced CKD, treated with placebo; CKD/CH-FeCl:
animals with diet-induced CKD, treated with cross-linked iron chi-
tosan III.
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