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RESUMO

Em pacientes com doenca renal cronica € observado a presenca de estresse oxidativo e a
exacerbacdo desse estresse com o tratamento hemodialitico, bem como tem se postulado a
acdo antioxidante de alguns solutos urémicos. Esse contexto instigou-nos explorar, a acédo
antioxidante dos solutos urémicos: L-arginina, Acido Urico, Acido HipUrico, Creatinina,
Fenol, Metilguanidina, p-Cresol, L-tirosina e Uréia, utilizando sistemas-modelo in vitro.
Quatro desses solutos mostraram eficiéncia (expressa via 0 ICso em umol/L) para os
sistemas-modelo: Capacidade de captura sobre 0 ABTS®*, p-Cresol (3,99 + 0,01), L-tirosina
(5,23 + 0,02), Fenol (12,98 + 0,09) e o Acido Urico (16,75 + 0,14); Capacidade de captura
sobre 0 HOCI / OCI', L-tirosina (2,83 + 0,04), Acido Urico (5,75 + 0,13), Fenol (8,95 +
0,10) e p- Cresol (15,75 + 0,12), e o bleaching da crocina (lipoperoxidacéo), Acido Urico
(6,90), Fenol (1125,81) e p-Cresol (1162,31). Em relacdo a capacidade de captura sobre o
Anion Radical Superdxido e o Peréxido de Hidrogénio nenhum dos solutos apresentou
atividade significativa. Em todos os ensaios onde ndo foi observada atividade antioxidante,
investigou-se desde concentracOes fisioldgicas, urémicas e até 10 vezes maior que as
concentragdes urémicas médias. Como os solutos urémicos, Acido Urico, p-Cresol, Fenol e
L-tirosina capturaram significativamente as espécies reativas, ABTS"", HOCI / OCI e ROO",
estudou-se o comportamento da mistura desses solutos, tendo como referéncia o 1Csy de
cada soluto. Obteve-se nos ensaios de captura do ABTS*" e do HOCI / OCI" os ICsp, como
uma fragdo de concentracdo de 26 e 27%, respectivamente, para cada soluto na mistura, o
que demonstrou um efeito aditivo, praticamente exato, na captura do ABTS"" ou do HOCI /
OCI" pelos quatro solutos da mistura. Para o ensaio do ROO® esse efeito aditivo foi
observado, mas nao exatamente aditivo, portanto foi necessario uma fracdo de concentragédo
maior para obtencdo do ICso. Embora alguns solutos mostraram eficiéncia na captura de
determinadas espécies reativas de oxigénio (ERO), e assim contribuir para a prevencao do
estresse oxidativo, tais fatos ainda ndo devem ser suficiente para proteger o organismo, uma
vez que a producdo de ERO ¢ exacerbada com a hemodialise e em especial pela auséncia de
atividade antioxidante dos solutos urémicos frente ao anion radical superéxido e ao peréxido

de hidrogénio.

Palavras-chave: doenca renal cronica, hemodialise, estresse oxidativo, antioxidante.



ABSTRACT

Patients with chronic kidney disease suffer from oxidative stress and this stress is exacerbated
by hemodialysis. It has been postulated that some uremic solutes have antioxidant effects.
This context prompted us to explore the antioxidant action of the uremic solutes: L-arginine,
uric acid, hippuric acid, creatinine, phenol, methylguanidine, p-cresol, L-tyrosine and urea, by
means of 5 in vitro model systems. Only four of these solutes were effective antioxidants
(assessed by their 1Cso in umol/L) in 3 model systems: ABTS®" scavenging: p-cresol
(3.99+£0.01), L-tyrosine (5.23+£0.02), phenol (12.98+0.09) and uric acid (16.75+0.14);
hypochlorous acid scavenging: L-tyrosine (2.83%£0.04), uric acid (5.75+0.13), phenol
(8.95+0.10) and p-cresol (15.75+0.12); and crocin bleaching (lipoperoxidation): uric acid
(6.90), phenol (1,125.81) and p-cresol (1,162.31). In tests with the superoxide radical anion
and hydrogen peroxide, none of the solutes showed antioxidant activity. In each of the assays
in which no activity was detected, tests were carried out over a range of solute concentrations,
from normal physiological levels, through typical uremic up to ten times higher than mean
uremic concentrations. As the 4 uremic solutes, uric acid, p-cresol, phenol and L-tyrosine
showed significant scavenging activity for 3 reactive species, ABTS", HOCI / OCI" and
ROOQO?®, the behavior of mixture of these solutes was investigated, with reference to the 1Csq of
each solute. In the ABTS® and HOCI / OCI" scavenging assays, the ICsy involved a
concentration of 26% and 27%, respectively, of each solute in the mixture, demonstrating na
almost exactly additive capacity of the 4 solutes in the mixture for scavenging these species.
In the ROO® assay, this additive effect was found, but not exactly additive; in this test, higher
concentrations of the solutes were needed to reach an ICs,. Even though some of the solutes
proved effective in scavenging particular reactive oxygen species (ROS) and thus could help
to lessen oxidative stress, these effects would not be sufficient to protect the body, since the
production of ROS is exacerbated by hemodialysis, and in particular because of the absence
of antioxidant activity in the uremic solutes against the superoxide anion and hydrogen

peroxide.

Keywords: antioxidant, chronic kidney disease, hemodialysis, oxidative stress.
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CAPITULO 1

1. Introducao



1.1 Justificativa

De acordo com a Organizacdo Mundial da Sadde (2008), a Doenca Renal Cronica
(DRC) € um problema de saude publica. No Brasil, a quantidade de pacientes mantidos em
dialise dobrou nos ultimos anos e mesmo com 0s avangos nos metodos dialiticos e no
transplante renal, a mortalidade na DRC permanece elevada, principalmente em sua fase
terminal, estando associada a eventos cardiovasculares na maioria dos pacientes (PUGLIESE
etal., 2011; BAUMGARTEM et al., 2012; SCHIFFRIN; LIPMAN; MANN, 2007; RICO et
al, 2006; YAO et al., 2004; ROMAO JUNIOR, 2004; NGUYEN-KHOA et al, 2001; JOFRE;
LOPEZ-GOMEZ; VALDERRABANO, 2000; DINIZ, 1993).

A DRC é de etiologia diversificada e caracteriza-se pela perda progressiva e
irreversivel das funcdes renais. Quando encontra-se em fase avancada, 0s rins ndo conseguem
mais manter a constancia do meio interno, ou seja, sua homeostase, e, portanto, é necessario
adotar medidas para compensar as alteracbes causadas pela funcdo renal reduzida, a
hemodialise apresenta-se como um dos procedimentos mais comuns (BAUMGARTEM et al.,
2012; PUGLIESE et al., 2011; NISSENSON; FINE, 2002).

A hemodiélise é definida como um processo de transferéncia de massa baseado na
difusdo entre sangue e liquido de dialise, modulado por uma membrana seletivamente
permedvel, e capaz de corrigir alguns distirbios metabolicos da DRC. Entretanto, em longo
prazo, os pacientes em hemodialise evoluem com complicacdes clinicas diversas (THOME et
al., 2005).

Pacientes em hemodialise tém alta taxa de ocorréncia de processos inflamatérios,
associados a varios outros fatores, como a uremia, a presenca de aterosclerose e niveis
menores de antioxidantes. O processo de hemodidlise pode levar ao estresse oxidativo tanto
pela geracdo de oxidantes (sdo exemplos as espécies reativas de oxigénio, ERO) como pela
menor acdo do sistema antioxidante. Em decorréncia disto, ocorrem lesbes oxidativas, como o
aumento dos niveis de lipoproteinas de baixa densidade oxidadas (LDLox), as quais tem um
papel importante na patogénese da aterosclerose (SODERHOLM; ALFTHAN; TIKKANEN,
2012; HUANG; LIANG; HAN, 2012; STEINBERG; WITZTUM, 2010; STEINBERG,
2009). A LDLox apresenta assim produtos derivados da peroxidacéo lipidica (triacilglicerois)
e a oxidacdo de fosfolipidios, colesterol e apolipoproteinas, essas ultimas biomoléculas em
seus residuos de aminoacidos aromaticos como tirosina e triptofano, entre outras
modificacbes (ABDALLA; SENA, 2008). A hemodialise tem sido considerada um fator que

acentua o estresse oxidativo, uma vez que esse procedimento aumenta a producdo de ERO e
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reduz os niveis de agentes antioxidantes (RICO et al, 2006; ZALBA; FORTUNO; DIEZ,
2006; GALLE, 2001).

Uma caracteristica importante da DRC é a uremia, que ¢ um estado clinico de
“intoxicacdo” por metabolitos e catabolitos. Tem sido observado, por exemplo, ©
comprometimento das funcgdes neutrofilicas em pacientes urémicos correlacionado com o
acumulo dos solutos urémicos; em individuos saudaveis ndo ocorre o acimulo destes solutos,
uma vez que estes sao excretados pelos rins, com a urina. Assim, define-se “toxinas urémicas’
como substancias que sdo acumuladas (solutos urémicos) no plasma de pacientes com doenca
renal (VANHOLDER; VAN LAECKE; GLORIEUX, 2008; VANHOLDER et al., 2006;
VANHOLDER et al., 2003).

Existem mais de 90 solutos urémicos relatados na literatura, que sdo agrupados de
acordo com as suas propriedades fisico-quimicas, uma vez que tais propriedades estdo
relacionadas com a remocdo desses solutos do sangue, durante a hemodialise
(VANHOLDER; VAN LAECKE; GLORIEUX, 2008).

Em estudo realizado por Chen; Liou; Chang (2008), onde investigou a alteracdo da
capacidade antioxidante do plasma de pacientes urémicos submetidos a HD, com analises via
sondas quimiluminescentes mensurou a capacidade scavenging do plasma sobre o perdxido de
hidrogénio, oxigénio singlete e hipoclorito. Observou-se que ap6s a HD, a capacidade
antioxidante para essas ERO do plasma diminuiu. Assim, postulou-se que a perda dos solutos
dialisaveis do plasma, como os solutos urémicos e outas biomoléculas antioxidantes com
baixo peso molecular, resultou na diminuigdo da capacidade antioxidante investigada.

Tais fatos instigaram-nos a explorar o efeito antioxidante dos solutos urémicos, em
sistemas-modelo in vitro, dado o envolvimento das ERO na DRC, e também, pelo fato das
ERO serem essenciais no metabolismo via oxidagdes de ocorréncia natural e que, quando com

producdo exacerbada e/ou deficiéncia de defesas antioxidantes, provocam estresse oxidativo.

22



1.2 Revisao da Literatura



1.2.1 Espécies Reativas de Oxigénio (ERO)

Sao conhecidos como radicais livres quaisquer espécies quimicas capazes de existir de
forma independente e que contenham um ou mais elétrons desemparelhados no orbital
molecular ligante, ou seja, ocupando um orbital molecular sozinho. Por isso, sd&o muito
reativos e capazes de interagir com muitas biomoléculas, como lipideos, proteinas e DNA, etc
(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

Além das espécies radicalares, existem espécies nao radicalares que também sdo
altamente reativas. Entre estas espécies podem-se destacar dois grupos: as espécies reativas de
oxigénio (ERQO) e as espécies reativas de nitrogénio (ERN). As ERO radicalares mais
importantes sdo o anion superoxido (O,"), radical hidroxila (HO®), peroxila (ROQ®), alcoxila
(RO®); e as ndo radicalares sdo o perdxido de hidrogénio, &cido hipocloroso e o oxigénio
singlete. O oOxido nitrico e o peroxinitrito constituem as principais ERN. Tais espécies sao
geradas em sistemas bioldgicos por varios processos de oxidacdo (HALLIWELL,;
GUTTERIDGE, 2010; DURACKOVA, 2010; ARAUJO, 2008; HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1990).

O conhecimento dos mecanismos de formacdo e regulacdo das ERO é de grande
importancia para a compreensdo dos eventos celulares relacionados ao controle da
sobrevivéncia, morte e proliferacdo celular. Tais espécies sdo dotadas de grande reatividade,
as quais apresentam papéis adversos nos sistemas bioldgicos, podendo ser benéficas e mesmo
essenciais ou deletérias para os organismos vivos (VALKO et al, 2006; NIKI, 2010).

As ERO geradas in vivo apresentam diferencas principalmente quanto a natureza,
geracdo, reatividade e destino (VASCONCELOS et al., 2007).

Anion Radical Superdxido (O,")

O O," é formado ap6s a reducdo monoeletronica do oxigénio a agua, a partir do qual
podera ocorrer a formacdo das demais ERO. Em diversas etapas da via mitocondrial de
reducdo do oxigénio a agua, observa-se a producdo de radicais livres altamente reativos,
sendo que tais espécies podem danificar células e tecidos. O radical anion superéxido é um
exemplo representativo, pois € altamente reativo e sua formacdo também leva a producéo do
HO®, que é ainda mais reativo. Estas ERO podem provocar sérios danos, reagindo com

proteinas, lipideos de membranas e acidos nucleicos (NELSON; COX, 2011).
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Em mitocondrias em atividade, de 0,1 até 4% do oxigénio utilizado na respiracdo
geram O,", mais do que suficiente para ter efeitos letais, a ndo ser que o O," seja rapidamente
transformado (NELSON; COX, 2011). Assim, o O, é um “produto colateral” da cadeia
transportadora de elétrons; todavia, por exemplo, é produzido e exerce uma funcgéo essencial
na agdo dos fagocitos na defesa contra microrganismos; os fagocitos produzem O, durante a
fagocitose devido a ativagdo da NADPH oxidase presente na membrana dessas células (DIAZ
etal., 1998).

O 0, é removido dos tecidos por dismutacdo espontdnea ou catalisada pela
superdxido dismutase (SOD), gerando peroxido de hidrogénio e uma molécula de oxigénio
(reacdo 1) (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

(SOD)
—

20, +2H" H,0,+ O, (1)

Perdxido de hidrogénio (H,0,)

O H,0, ¢ o segundo intermediario do processo de reducdo monoeletrdnica do O,; ndo
é um radical livre por definicdo, porém exerce um papel importante no estresse oxidativo por
ser capaz de permear membranas celulares facilmente, gerando o radical hidroxila
(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006). O H,0, possui atividade bactericida somente em
altas concentragbes, podendo ser substrato das peroxidases ou catalases intracelulares,
produzindo H,O e O, (HAMPTON; KETTLE; WINTERBOURN, 1998); na deficiéncia ou
auséncia dessas enzimas, o H,O, apresenta citotoxidade (BARREIROS; DAVID; DAVID,
2006).

Radical Hidroxila (HO®)

O HO® é um dos mais potentes oxidantes, é capaz de reagir com varias biomoléculas,
sendo assim provavel sua acdo ocorrer proxima ao sitio de geracdo. E formado através de
reacOes do H,O, que necessitam da presenca de metais de transi¢cdo, como o ferro, sendo essa
reacao denominada Reacéo de Fenton (reacdo 2) (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2010).

Esse radical também pode ser formado a partir da reacdo do O," com perdxido de
hidrogénio, reacdo proposta por Haber-Weiss (reacdo 3), porém, em meio aquoso, a constante

de velocidade dessa reacao é proxima de zero. Contudo, na presenca de um metal de transicao
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(Fe®*,Cu®*, Cr**, Ni**, Co*, Ti*"), essa reacdo ocorre de maneira significativa, podendo
causar danos oxidativos in vivo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2010; BARREIROS;
DAVID; DAVID, 2006).

H,0, + Fe?* —> Fe¥*+HO + HO® 2)

0," +H,0, ——> O,+HO + HO* 3)

Fe** +0," ——> Fe*" + 0,

Fe?* +H,0, > HO"+HO +Fe®

Fe™" -
Oz._ +H,0, ——=>0,+ HO®*+ HO

Acido hipocloroso (HOCI)

O HOCI é formado pela a¢do da mieloperoxidase (MPQ) sobre 0 H,0,e CI". A MPO é
uma enzima armazenada nos granulos azurofilos de leucocitos polimorfonucleares, a qual
utiliza o H,O,, para oxidar o ion cloreto (CI’), e gerar o HOCI, um potente oxidante e agente
bactericida (WINTERBOURN et al., 2000).

Radical Peroxila (ROO®) e Radical Alcoxila (RO®)

Estes sdo formados durante a decomposicdo de peroxidos orgénicos e reacOes de
carbono radicalar com oxigénio, sendo intermediarios na peroxidacdo dos lipideos de
membrana; sdo as ERO de maior meia vida (7 segundos) (VASCONCELOS et al., 2007;
VALKO et al., 2006).

Oxigeénio singlete (*O,)

E o primeiro estado eletronicamente excitado do oxigénio molecular. Pode também ser
gerado através da reacdo do H,O, com HOCI, ou pela dismutacdo espontanea do O,*
(CADENAS, 1989; STEINBERG; KLAN; KARNOVSKY, 1992). Ndo é considerado um

radical, visto ndo ter elétrons desemparelhados (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2010), mas
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reage com uma grande variedade de compostos bioldgicos, como proteinas, acidos nucléicos e
lipideos de membrana, iniciando processos de lipoperoxidacdo (VASCONCELOS et al.,
2007).

1.2.2 Estresse Oxidativo

O desequilibrio entre a presenca de niveis relativamente altos de espécies reativas,
principalmente as ERO e/ou ERN, e a insuficiéncia de mecanismos de defesa detoxificantes, é
uma condicdo bioquimica denominada de estresse oxidativo (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2010). Também ¢é considerado um evento intracelular importante em varios processos
patolégicos, com envolvimento nas complicacdes de vérias doencas, como por exemplo,
aterosclerose, doencas neurodegenerativas (doenca de Alzheimer, esclerose multipla, mal de
Parkinson), cancer e sindrome de Down, entre outras (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2010;
NIKI, 2010; DURACKOVA, 2010; VALKO et al., 2006).

As ERO, além de seu envolvimento com determinadas patologias, também tém sido
apontadas como responsaveis pelo processo de envelhecimento em consequéncia do
desacoplamento das reagdes de transporte de elétrons e da elevacdo dos niveis de metais, que
causam seu aumento das oxidacGes de biomoléculas como as proteinas e consequente
acumulo destas, alterando a homeostase celular (RODRIGUES, 2007; FINKEL;
HOLBROOK, 2000).

Todos os componentes celulares sdo suscetiveis a acdo das ERO. O processo pelo qual
as ERO atacam as membranas bioldgicas é chamado de lipoperoxidagdo (LPO). A LPO é um
processo continuo que ocorre na membrana celular lipoproteica, gerando o radical peroxila
(ROQ"), o que acarreta alteraces na sua estrutura e permeabilidade. Consequentemente, ha
perda da seletividade na troca ibnica e liberacdo do contetdo de organelas, como as enzimas
hidroliticas dos lisossomas, e formacdo de produtos citotoxicos (como o malonaldeido),
culminando com a morte celular. A lipoperoxidacdo € postulada estar associada aos
mecanismos de envelhecimento, de cancer e na exacerbacdo da toxicidade de xenobidticos
(NIKI et al., 2005; SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004; MENEGHINI, 1987).
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1.2.3 Antioxidantes

De acordo com Halliwell e Gutteridge (2000), “Antioxidante € qualquer composto
que, quando presente em baixa concentracdo comparada a do substrato oxidavel, regenera o
substrato ou previne significativamente a oxidacdo do mesmo”.

Existe um grande interesse no estudo dos antioxidantes, devido, principalmente, as
descobertas sobre o efeito das ERO/ERN no organismo. As oxidagdes ocorrem como partes
fundamentais da vida aerdbica e do nosso metabolismo; sendo assim, ocorre a producao das
espécies reativas naturalmente e seus niveis podem ser exacerbados por alguma disfuncéo
bioldgica (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

O efeito das espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio é equilibrado pela acédo de
antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos, os quais tém como funcdo a remocdo dessas
espécies, podendo assim proteger o organismo. Dentre os antioxidantes enzimaticos, 0s mais
eficientes sdo: SOD, a catalase e a glutationa peroxidase. Entre antioxidantes ndo enzimaticos,
podemos destacar as vitaminas C e E, carotenoides, compostos tiolicos, flavonoides naturais,
melatonina e outros. A atividade antioxidante contra o estresse oxidativo depende de qual
espécie reativa, como foi e onde foi gerada, pois o local de atuacdo dos antioxidantes dentro
da célula depende também de sua solubilidade (Figura 1) (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2010; DURACKOVA, 2010; VASCONCELOS et al., 2007).

A atividade das defesas antioxidantes varia com o tipo celular, pois, quando compara-
se 0s liquidos extracelulares com os intracelulares, observa-se diferentes mecanismos
protetores (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2010).
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Fontes Ex6genas Geradoras de ERO
Raios UV
Radiagdo lonizante
Quimioterapicos
Xenobioticos

Fontes Enddgenas Geradoras de ERO
Mitocondrias
Peroxissomos

NADPH Oxidase
Citocromo P450
Lipoxigenase
Citocinas Inflamatérias

Sistemas Antioxidantes
Enzimatico: SOD, Catalase,
Glutationa Peroxidase
Nao-Enzimatico: Glutationa,
Carotenoides, Flavondides, Vitamina
C e E, e outros

ERO, ERN e derivados

Defesa antioxidante
ineficiente e/ou
descontrole na produgéo
de ERO

Defesa antioxidante
eficiente e/ou controle
na produgédo de ERO

Estresse Oxidativo Homeostase
Crescimento e
metabolismo normais

Dano em DNA,
proteinas, lipideos

Doencas
Envelhecimento

Figura 1: Fontes e respostas celulares as espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (adaptado de VASCONCELOS, 2007).

1.2.4 Doenga Renal Cronica

Os rins situam-se na parte dorsal do abdémen, abaixo do diafragma, em um espaco
denominado retroperitoneal. Cada rim é formado de tecido conjuntivo, que sustenta e da
forma ao 6rgdo, e por inimeras unidades filtradoras, os néfrons, os quais sdo formados pelo
corpusculo renal e a estrutura tubular; os néfrons podem ser classificados de acordo com sua
localizagdo renal. As principais funcdes dos rins incluem filtracio, reabsorcdo e secrecio. E
atribuido aos rins fungdes homeostaticas essenciais, como a eliminacdo de catabdlitos e
toxinas do sangue; regulacdo da producdo dos globulos vermelhos, regulacdo da pressédo

sanguinea; controle do equilibrio hidroeletrolitico, equilibrio &cido-basico e liberagdo de
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horménios. Os rins relnem essas funcbes para manter a homeostasia e regular o meio interno
(DELANEY et al., 2006).

A doenca renal cronica (DRC) é caracterizada pela perda progressiva e irreversivel das
fungdes renais e tem etiologia diversificada, podendo envolver doengas primarias do rim,
doencas sistémicas e doencas hereditarias. As causas mais comuns sao: diabetes mellitus,
glomerulonefrites, nefroesclerose hipertensiva, doencas renovasculares, rins policisticos,
uropatias obstrutivas e mal formacGes congénitas (NISSENSON; FINE, 2002). As duas
situacbes mais importantes sdo o diabetes mellitus e a hipertensdo arterial sistémica, ambas
com alta prevaléncia na populacdo e cuja incidéncia aumenta a cada dia devido a epidemia
mundial da obesidade (MONTESA et al., 2009).

Quando em fase mais avancada da DRC, os rins ndo conseguem mais manter a
normalidade do meio interno do paciente, assim, o tratamento desses pacientes com disfuncéo
renal tem como objetivo retardar a progressao da lesdo e adotar medidas para compensar as
alteracdes causadas pela funcéo renal reduzida, necessitando de uma terapia de substituicdo
renal, as quais devem ser iniciadas desde o comeco do curso da disfuncao renal, sendo a
hemodialise uma das mais comuns (BAUMGARTEM et al., 2012; VIANNA et al.,2011;
DINIZ, 1993; JOFRE; LOPEZ-GOMEZ; VALDERRABANO, 2000; ROMAO JUNIOR,
2004).

A hemodiélise (HD) é definida como um processo de transferéncia de massa baseado
na difusdo entre sangue e liquido de didlise, modulado por uma membrana seletivamente
permeavel, ou seja, que permite a passagem de agua e de solutos de baixo peso molecular
(THOME et al., 2005). Utilizando acessos vasculares, como a fistula arteriovenosa, o que
permite a colocagdo de duas agulhas, uma por onde o sangue saira para o dialisador e outra
pela qual o sangue filtrado retornard ao paciente, o sangue obtido para a hemodialise €
impulsionado para um circuito extracorpéreo, passando por um sistema formado pelo liquido
de dialise e um filtro com uma membrana seletivamente permeavel, no qual sangue e liquido
de didlise “se encontram”, permitindo trocas de agua e solutos por difusdo. O liquido de
didlise € composto por uma solucdo aquosa concentrada de solutos importantes para a
homeostase. O filtro dialisador compreende dois compartimentos: um por onde circula o
sangue e o outro a solucdo de dialise. A comunicacdo pela membrana seletivamente
permeavel esta disposta de modo a ampliar a0 maximo a area de contato entre os dois
liquidos. Cada compartimento tem um ponto de entrada e outro de saida, e a circulagdo ocorre
num sentido de contracorrente. A membrana dialisadora € composta por placas ou tubos

capilares dispostos em feixe. O sangue entra por uma ponta, distribuindo-se por dentro desses
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inimeros capilares, até sair na outra extremidade, e na por¢cdo externa circula a solucéo de
didlise (RYSZ et al., 2006; BIANCHI, 2003).

Na hemodialise, os fluxos de sangue e de liquido de dialise sdo relativamente altos,
300 mL/min e 500 mL/min, respectivamente, o que propicia depuracdes elevadas. Realizam-
se, em média, sessdes de quatro horas de tratamento, duas a trés vezes por semana, conforme
as necessidades do paciente (BIANCHI, 2003).

A prevaléncia de DRC estda aumentando em todo o mundo, constituindo um
importante problema de salude publica. As informacdes obtidas em 2008, junto a Sociedade
Brasileira de Nefrologia e ao Ministério da Saude, relatam que no Brasil, a prevaléncia de
pacientes mantidos em programa cronico de dialise mais que dobrou nos ultimos oito anos.

Apesar dos avangos nos métodos dialiticos, a mortalidade na DRC permanece elevada,
principalmente em sua fase terminal, estando associada a eventos cardiovasculares na maioria
dos pacientes (VIANNA et al., 2011; RICO et al., 2006; YAO et al., 2004; NGUYEN-KHOA
et al., 2001).

1.2.5 Estresse Oxidativo e Doenca Renal Cronica

A doenca renal cronica tem sido associada a inimeras patologias, como aterosclerose,
envelhecimento acelerado, catarata, disfuncdo plaquetaria, podendo essas patologias estar
associadas a hiperproducdo de radicais livres (BIANCHI et al., 2009; LOCATELLI et al.,
2003).

A perda progressiva da fungdo renal estd associada ao aumento da incidéncia de
doencas cardiovasculares. O aumento do estresse oxidativo e inflamacdo tém surgido como
contribuintes para progressao da disfuncédo renal e as consequéncias cardiovasculares (LEE et
al., 2011).

Em pacientes urémicos, as doencas aterosclerdticas cardiovasculares sdo responsaveis
pela maior morbidade e mortalidade, podendo ainda os pacientes com terapia renal
substitutiva estar envolvidos com um risco de 3,5 a 5,0 vezes maiores do que a populagcdo em
geral (SULIMAN; STENVINKEL, 2008; RICO et al., 2006; ZALBA, FORTURNO:; DIEZ,
2006; THOME et al., 2005).

Os efeitos pro-aterogénicos do estresse oxidativo pela geracdo da oxidacdo de

lipoproteinas de baixa densidade tém sido observados em pacientes em hemodialise, 0s quais
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combinam a geracdo de espécies reativas de oxigénio em cada sessdo da dialise com a
deficiéncia cronica dos principais sistemas antioxidantes (NGUYEN-KHOA et al, 2001).

A aterosclerose acelerada é importante na disfungdo cardiovascular, onde o estresse
oxidativo contribui para alta prevaléncia dessa doenga, tais fatores tém sido citados para
explicar a alta incidéncia das doencas cardiovasculares em pacientes com doenca renal
cronica (VIANNA et al, 2011; BIANCHI, 2003; NGUYEN-KHOA et al, 2001;
CLERMONT et al., 2000).

A literatura relata que a uremia é um estado pré-oxidante, com aumento nos niveis de
lipoperoxidagdo e diminuigdo da atividade antioxidante. A lipoperoxidacdo vem sendo
associada com doencas comumente encontradas em pacientes hemodializados, pois tem sido
postulado que € nesse momento de hemodialise que as células inflamatdrias sao ativadas
devido a bioincompatibilidade relativa das membranas utilizadas na HD, e nesses individuos
tem-se encontrado niveis plasmaticos aumentados de substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS), o qual é um marcador da peroxidacdo lipidica. O estresse oxidativo
pode ocorrer também em consequéncia do alto fluxo a que o sangue é submetido durante a
HD (BIANCHI et al., 2009; WRATTEN et al., 2000).

Devido a possibilidade da HD gerar aumento da producdo de ERO e redugdo de
agentes antioxidantes, postula-se a presenca de estresse oxidativo nesses pacientes
(KADKHODAEE et al., 2008). Assim, existem dois mecanismos gerais que podem aumentar
a producdo de ERO: i) Interacdo entre a membrana de didlise e o sangue, geracdo de
mediadores inflamatdrios, ou ativacdo plaquetaria e estimulacdo neutrofilica; ii) Os produtos
bacterianos (endotoxinas) do dialisado podem atravessar a membrana de dialise e estimular a
producdo de ERO pelos neutrofilos (BERTONCELLO, 2007; RICO et al, 2006; WARD;
McLEISH, 2003; GALLE, 2001). Portanto, o que influencia significativamente no estresse
oxidativo é a pouca biocompatibilidade das membranas, além da pureza da agua da dialise
(RICO et al, 2006). Em estudo realizado com sistema-modelo ndo enzimatico para verificar a
capacidade antioxidante total do plasma frente as ERO, em pacientes renais cronicos, antes e
apos a sessao de HD, foi observada uma reducdo significativa desta capacidade apds a sessao
de HD (BIANCHI et al., 2009). Tais fatos tornam importante mais avaliacdes para se obter
informacBes importantes a respeito da capacidade do organismo em resistir ao estresse

oxidativo.
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1.2.6 Solutos Urémicos

O estagio final da DRC esta freqlientemente associado ao estado inflamatério crénico,
0 que é também descrito como “microinflamacgéo”, caracterizado pelo aumento de citocinas,
proteinas de fase aguda (PCR), estresse oxidativo e solutos urémicos acumulados no sangue,
0s quais podem contribuir para progressdo dessa sindrome (PIRODDI et al, 2007; RONCO;
LEVIN, 2002).

Entre os compostos urémicos acumuladas no plasma de pacientes com doenca renal, a
uréia é a mais conhecida, por ser a mais estudada na abordagem clinico-patoldgica
nefropética. O papel “tdxico” da uréia é ainda controverso, pois alguns autores acreditam que
a uréia per se nao seja tdxica; no entanto, quando na presenca concomitante e em excesso de
outros solutos, atribui-se efeito téxico a mistura (VANHOLDER; VAN LAECKE;
GLORIEUX, 2008). As guanidinas (HIRAYAMA; NORONHA-DUTRA; GORDGE, 2000),
0 p-cresol (SCHEPERS; MEERT; GLORIEUX, 2007), a leptina (OTTONELLO; PAOLA,;
BERTOLOTTO, 2004), o sulfato indoxil (MIYAMOTO et al., 2010) e a B2-microglobulina
representam alguns dentre os varios solutos urémicos identificados em individuos com
nefropatias graves, e que alteram a funcdo neutrofilica (VANHOLDER; VAN LAECKE;
GLORIEUX, 2008).

Aos compostos guanidinicos, sollveis em &agua, tem sido atribuido efeitos
neurotdxicos. Existem muitos compostos guanidinicos, como guanidina e creatinina
precursores da metilguanidina, cujos niveis estdo aumentados nos tecidos e liquidos
biologicos urémicos (VANHOLDER et al., 2006).

Os inddis e fendis como compostos individuais contém um conjunto heterogéneo de
moléculas, por exemplo, o p-cresol, sulfato indoxil, acido hipdrico e homocisteina, e, por
serem solutos ligados as proteinas, com ligacdes de natureza covalente, sdo de dificil remocéo
durante a hemodialise. Para a albumina, a proteina mais abundante no sangue, ocorre ligacGes
do tipo covalente e ndo covalente; as ligacdes covalentes podem ocorrer através de pontes de
dissulfeto com residuos de cisteina livre. (MEIJERS et al., 2008). A esses compostos sao
atribuidos varios efeitos toxicos, mas ainda ndo se encontram dados disponiveis sobre um
potencial impacto vascular, com exce¢do da homocisteina (VANHOLDER et al., 2006;
LESAFFER et al., 2000).

No metabolismo de purinas, o acido Urico é o produto final, produzido a partir da
hipoxantina e xantina pela xantina-oxidase (esquema 1) (NELSON; COX, 2011; ALVAREZ-

LARIO; MACARRON-VICENTE, 2010).
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Juntamente com o &cido Urico, compostos pequenos sollUveis em agua que sao
removidos pela hemodidlise, seus precursores hipoxantina e xantina sdo também importantes
metabolitos das purinas retidos na uremia (SHAHBAZIAN et al., 2009).

Guanosina Monofosfato Adenosina Monofosfato
5’-nucleotidase\l/ 5'-nucleotidase
y
Guanosina Adenosina
nucleotidase \l/ /Adenosina—desaminase
Guanina Inosina

nucleosidase

Hipoxantina
xantina-oxidase

Guanina-desaminase

Xantina
Xantina-oxidase
V

Acido Urico

Esquema 1: Metabolismo das purinas (adaptado Nelson; Cox, 2011;

Alvarez-Lario; Macarron-Vicente, 2010).

Desde os anos 80 tem sido relatado que o &cido Urico pode agir como um antioxidante
efetivo nos sistemas bioldgicos, capaz de proteger o DNA e lipideos de ERO e ERN. No
mecanismo antioxidante do urato ha formacdo do radical urato estabilizado (Figura 2).
(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

OH }Il OH o lll
N . N N
N7 _ +R N7“ >~ N7Z 3
* I />—0 */‘I />_0 _— /k\ I />_0 +H
HO” "N~ N HO” N7 N Ho” N7 N
Urato R Radical Urato Anion Radical Urato

Figura 2: Representacdo da acdo antioxidante do urato (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

O excesso e 0 acimulo do acido Urico estdo fortemente associados com a insuficiéncia
renal e doenca cardiovascular, sendo ainda comum em individuos com hipertenséo, sindrome
metabolica e associados com anormalidades como dislipidemia e resisténcia a insulina
(OBERMAYR et al., 2008).

Foi também relatado em estudos epidemioldgicos que a hiperuricemia é um

importante fator de risco independente, para o surgimento da doenca renal em geral na
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populacdo, bem como para pacientes com hipertensao, diabetes e DRC (OBERMAYR et al.,
2008). Segundo Kang et al., 2002, a hiperuricemia é associada com doenca renal, mas é
geralmente considerada um marcador de disfuncdo renal, em vez de um fator de risco para
progressdo da DRC.

Em estudo realizado por Shahbazian et al.(2009), analisou-se a concentracdo de acido
arico e hipoxantina no plasma de pacientes mantidos na hemodialise. Foi observado que ap0s
a hemodialise, tanto a concentracdo do &cido urico como da hipoxantina apresentaram
reducdo significativa, embora essas concentracdes tenham ficado ainda maiores que as
concentragbes do intervalo de referéncia para individuos normais. Isso foi explicado por
ocorréncia de eventos isquémicos durante a hemodialise, situacdo esta que aumenta a
degradacdo de nucleotideos de adenosina, que leva a hidrdlise de adenosina trifosfato,
glicolise anaerdbica, conversao proteolitica da xantina desidrogenase para xantina oxidase.
Juntos, estes mecanismos podem causar degradacdo da adenosina trifosfato e aumentar a
producédo da hipoxantina e acido Urico durante a isquemia.

Além desses solutos ja mencionados, sdo conhecidos muitos outros. Em uma analise
realizada, identificaram-se 90 solutos urémicos, os quais foram subdivididos de acordo com
suas caracteristicas fisico-quimicas, em pequenos compostos sollveis em agua; solutos
ligados as proteinas; e moléculas maiores. Essas caracteristicas fisico-quimicas s&o
importantes para explicar o comportamento dos compostos durante a hemodialise, uma vez
que 0s pequenos compostos sollveis em agua sdo facilmente removidos pela hemodiélise,
enquanto que os compostos maiores encontram dificuldades na sua remocao. Os compostos
ligados as proteinas, embora apresentem uma massa molecular pequena, também encontram
dificuldades na remocao, justamente por estarem ligados as proteinas, pois essa ligagdo impde
resisténcia na transferéncia transmembranica (VANHOLDER; VAN LAECKE; GLORIEUX,
2008; VANHOLDER et al., 2006; VANHOLDER et al., 2003).
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2. Objetivos



Avaliar, em sistemas-modelo in vitro, a capacidade de captura de determinadas ERO
pelos solutos urémicos individuais: L-arginina, Acido Urico, Acido Hipurico, Creatinina,
Fenol, Metilguanidina, p-Cresol, L-tirosina e Uréia; ou suas misturas.
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3.Material e Métodos



3.1 Sais e reagentes

Os sais e reagentes foram obtidos dos seguintes laboratérios: Persulfato de potassio,
2,2 -azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-acido  sulfénico) (ABTS), 3,3',5,5 -tetrametilbenzidina
(TMB), Crocina, Dicloridrato de 2,2'-azobis- (2-metilpropanoamidina) (AAPH), Metassulfato
de fenazina (PMS), azul de nitrotetraz6lio (NBT), Nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida
(NADH), L-arginina, L-tirosina, Metilguanidina, Creatinina, Acido Hipurico, Acido Urico,
Acido 2-carboxilico-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano (Trolox), da Sigma-Aldrich; Acido
acético glacial, Peréxido de hidrogénio, Fenol, Uréia, da Merck, p-cresol, da Riedel de Haén. Os

demais sais e reagentes utilizados foram todos de grau analitico.

3.2 Equipamentos

Utilizou-se balanca analitica (Acculab), banho-maria, pHmetro (Marconi), Sonicador
Ultra Sonic Cleaner (Unique), espectrofotémetros, de placas Biotek (Power Wave XS2) e
com cubetas: OceanOptics USB 4000 com agitacdo magnética e termostatizacdo com peltier
e Femto 600 Plus.

3.3 Métodos

Foram utilizados sistemas-modelo in vitro, geradores de espécies reativas e/ou
radicalares para 0 ABTS""; O,"; H,O; HOCI / OCI, e 0 Ensaio do Clareamento (Bleaching)
da Crocina. Os estudos nestes sistemas foram realizados com diferentes concentragcdes dos
solutos urémicos, utilizando-se valores encontrados normalmente no soro de pacientes com
DRC (concentra¢do urémica media) e valores referentes aos limites superiores dos intervalos
de referéncia de cada soluto urémico para pessoas saudaveis (concentracdo fisioldgica)
(Tabela 1).
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Tabela 1: Concentrac6es dos solutos urémicos

Concentracéo Fisiologica (CF)  Concentracao Urémica (CUr)

(mmol/L) (mmol/L)
1- Acido Hipurico 0,028 1,700
2- Acido Urico 0,420 0,600
3- L-arginina 0,140 0,230
4- Creatinina 0,120 0,880
5- Fenol 0,015 0,110
6- Metilguanidina 0,006 0,091
7- p-Cresol 0,021 0,280
8- L-tirosina 0,027 0,110
9- Uréia 6,700 33,000

1 - CUr, VANHOLDER et al, 1992, CF, FARREL et al, 1978; 2 — CUr, VANHOLDER et al, 1992, CF, PAINTER; COPE; SMITH, 1998;
3— CUr, MacNAMARA; LALKA; GIBALDI, 1981, CF, SIMENHOFF et al., 1963; 4 — CUr, VANHOLDER et al, 1992, CF, PAINTER;
COPE; SMITH, 1998; 5 — CUr, WENGLE ; HELLSTROM, 1972, CF, NIWA et al, 1981 6 — CUr, EKSBORG et al, 1978, CF, EKSBORG
et al, 1978; 7— CUr, NIWA et al, 1981, CF, MATSUMOTO et al, 1976; 8 — CUr, SCHOOTS; PEETERS; GERLAG, 1989, CF,
SALISBURY; DUNN; MURPHY, 1957; 9 — CUr, VANHOLDER; HOENICH; RINGOIR, 1987, CF, PAINTER; COPE; SMITH, 1998.
Além dos solutos urémicos, utilizou-se também o Trolox (andlogo da vitamina E), um
composto reconhecidamente com acéo antioxidante (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2010).
Os experimentos foram realizados em triplicata, e as porcentagens de inibi¢cdo foram

calculadas usando a formula:

% Inibicdo = (1- Aa/ At) x 100 (equacéo 1)

Onde, Aa e At sdo as absorbancias do radical ou cromdforo na presenca ou na auséncia de amostras
(solutos urémicos), respectivamente.

Desta forma, considerando que obtém-se a porcentagem de inibicdo via equacdo de
uma reta (equacao 1), os resultados nesse trabalho estdo apresentados conforme esta relacéo.

Para os solutos, investigados desde a concentracao fisioldgica até a urémica e que nao
apresentaram efeito frente as espécies reativas e/ou radicalares, também foram utilizadas

concentracdes até 10x maior a urémica ou até o limite de solubilidade.

3.3.1 Capacidade de captura sobre o ABTS®"

Para a atividade antioxidante pelo método do ABTS foi utilizada a metodologia

descrita por Re et al. (1999), com algumas modificacdes. O cation radical ABTS®" foi gerado

40



pela oxidacdo do ABTS (7 mmol/L) com persulfato de potassio (140 mmol/L) (Figura 3), na
auséncia de luz, e a temperatura ambiente, por = 16 horas. Depois de formado, o radical foi
diluido em tampéo fosfato de sédio (pH 7,0) até obter-se a absorbancia de ~ 0,750 £ 0,020, em
734 nm. Utilizou-se espectrofotdmetro de placa para realizacdo das leituras das absorbancias a
734 nm, apds incubacgdo de 15 minutos na auséncia e na presenca dos solutos e na auséncia de
luz. O volume total da reacdo foi de 300 pL, sendo 100 pL fixo para o0 ABTS®". Os volumes
dos solutos urémicos e do tampéo variaram entre si, totalizando um volume de 200 uL. Os
resultados foram expressos em média + erro padrdo da média (EPM) das porcentagens de

inibicdo (1Csp).

K2S20s

Figura 3: Representacéo da formagdo do ABTS™"

3.3.2 Capacidade de captura sobre o Anion Radical Superoxido (O,)

De acordo com Kakkar et al. (1984), neste ensaio o anion superéxido gerado pela
reacdo entre Metassulfato de fenazina (PMS) e a Nicotinamida adenina dinucleotideo
reduzida (NADH), reage com o azul de nitrotetrazélio (NBT), reduzindo-o, para gerar uma
formazana, onde a intensidade de cor é diretamente proporcional a concentracdo do radical
(Figura 4).

O ensaio foi realizado em tampédo pirofosfato de sédio (pH 8,3 — 25 mmol/L),
contendo PMS (372 umol/L), NBT (600 pmol/L), NADH (1560 pmol/L), diferentes
concentracdes dos solutos urémicos, em um volume final de reacdo de 900 pL. Apos
incubacdo de 7 minutos a temperatura ambiente, foi monitorada a absorbancia em 560 nm, a
fim de determinar a quantidade de formazana gerada (HAZRA; BISWAS; MANDAL, 2008).

O monitoramento da formazana é espectrofotométrico com a mudanga da colora¢do amarelo
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palido do NBT para uma coloracdo purpura da formazana; as moléculas que atuam como
antioxidantes interagem com o O," inibindo a producdo da formazana (ALVES et al., 2010).

Os resultados foram expressos em média + (EPM) das porcentagens de inibi¢do (1Cso).
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Figura 4: Representagdo da geracao do anion superdxido em
presenca de um antioxidante (OLIVEIRA et al., 2009).

3.3.3 Capacidade de captura sobre HOCI / OCI’

A mieloperoxidase (EC 1.11.1.7), uma hemeproteina presente nos neutrofilos e
também encontrada em monacitos, € a Unica enzima da classe das peroxidases que possui a
propriedade de catalisar a conversdo do H,O, a acido hipocloroso (HOCI) (ZUURBIER et.
al., 1992). O HOCI, por sua vez, é um poderoso oxidante, com potente acdo antimicrobiana;
por ser extremamente reativo, também oxida outras biomoléculas, provocando muitos danos
celulares (HAMPTON; KETTLE; WINTERBOURN, 1998; WINTERBOURN; KETTLE,
1994).

Este ensaio foi realizado segundo Ching et al. (1994), com algumas modificacdes,
onde a capacidade antioxidante depende da habilidade da amostra em capturar o HOCL,
impedindo-o de oxidar a 3,3',5,5 -tetrametilbenzidina (TMB) (Figura 5). Com a oxidagéo do
TMB é gerado um cromoforo azul com maximo de absorbancia em 655 nm e com grande

sensibilidade para determinar-se a capacidade de captura do HOCI / OCI" pela amostra.
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Figura 5: Representacdo da oxidacdo do TMB pelo HOCI / OCI .

Para obter o agente oxidante padréo foi feita diluicdo do NaOCIl 12% em NaOH 10
mmol/L. A concentracdo do HOCI foi determinada espectrofotometricamente através de seu
coeficiente de extingdo molar (e= 350 Mem™ a 292 nm, ZGLICZYNSKI et al.,1971).

O teste foi realizado em tubos de ensaio, com diferentes concentragfes dos solutos
urémicos em meio com tampao fosfato de soédio pH 7,4 , 50 mmol/L, HOCI (30 pumol/L),
incubacdo de 10 minutos e por Gltimo adicionou-se 0 TMB (2,8 mmol/L) (dissolvido em
dimetilformamida 50%, &cido acético 0,8 mol/L com iodeto de potéssio 0,01 mol/L) em um
volume final de reacdo de 2 mL; as incubacgdes foram realizadas em temperatura ambiente por
5 minutos e na auséncia de luz, e a leitura da absorbancia em 655 nm. Os resultados foram

expressos em média £ EPM das porcentagens de inibicéo (I1Csp).

3.3.4 Ensaio do Clareamento (Bleaching) da Crocina

Durante o processo de oxidacdo de lipideos, é gerado o radical peroxila (ROO"), sendo
este radical também encontrado normalmente em alimentos e amostras biolégicas. Em funcéo
da importancia da lipoperoxidacdo, varios sistemas-modelo simulam esta reacdo e sao
utilizados para avaliar a capacidade antioxidante frente a este tipo de atividade oxidativa.

Este ensaio foi inicialmente proposto por BORS et al.(1984) e mostra-se adequado
para avaliar a atividade antioxidante frente ao processo de lipoperoxidacdo. A capacidade de
inibicdo de antioxidantes é medida através da protecdo do clareamento (bleaching) da crocina
(Figura 6), frente a um composto gerador de radicais livres; a crocina é um carotenoide e
pigmento natural derivado da planta Crocus sativus L.. Tubaro et al. (1998) aplicaram este
método para analise da capacidade antioxidante de plasma sanguineo humano, considerando-o

adequado para amostras bioldgicas constituidas de misturas complexas.
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Figura 6: Representacdo da estrutura da Crocina

O ensaio do clareamento (bleaching) da crocina foi realizado de acordo com Tubaro et
al. (1998) por meio do monitoramento do decréscimo da absorbancia da crocina em fun¢édo do
tempo em 443 nm, durante 10 minutos em um procedimento de competicdo cinética, onde a
reacdo € iniciada pela adicdo do azocomposto AAPH (Dicloridrato de 2,2'-azobis- (2-
metilpropanoamidina)), que por termoélise a 40°C e com velocidade constante, gera um
radical livre, em meio aerado. Rapidamente, o O, dissolvido no meio ataca o radical e gera 0s
radicais ROO®; o radical peroxila é capaz de abstrair um atomo de hidrogénio e assim gerar
um radical na estrutura da crocina, levando ao rompimento do sistema de suas duplas ligacoes
conjugadas, provocando seu clareamento, e reducdo de sua absorbancia na regido do visivel.
Na presenca de uma molécula antioxidante, essa reducdo da absorbancia se torna menor e por
iSO registra-se um novo valor na variacdo da absorbancia em fungdo do tempo, ou seja, na
velocidade de clareamento (bleaching). Assim, os antioxidantes competem com a crocina
pelos radicais ROO®; portanto, a inibicdo de sua oxidacdo depende da capacidade das

amostras na captura das espécies radicalares (Esquema 2).

RN =NR A:0c 2R+ + N,
R* + O, «— ROO"
ROO" + crocina— ROOH + crocina-
ROO* + AH—— ROOH + A

A* + crocina—— AH + crocina-

Esquema 2: Reacdes envolvidas no clareamento da crocina com a termdlise do AAPH
(adaptado de ORDOUDI; TSIMIDOU, 2006); A, representa um antioxidante (amostra).
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Experimentalmente, a reacdo foi realizada em volume total de 2 mL, em tampéo
fosfato de sodio 0,12 mol/L, pH 7,0 com 25 umol/L de crocina (a partir de uma solugédo
estoque em DMSO 6 mmol/L) e diferentes concentragdes de solutos urémicos (antioxidantes).
A reacdo tem inicio com adicdo de 50 ul (12,5 mmol/L, concentracdo final) de AAPH (em
solucdo estoque fresca 0,5 mol/L em tampdo fosfato de soédio 0,12 mol/L, pH 7,0),
monitorada a 443 nm, sob agitacao e temperatura de 40°C, constantes.

A velocidade do bleaching da crocina torna-se linear em aproximadamente 1 minuto
apos a adicdo do AAPH, tendo sido monitorada por 10 minutos em espectrofotdmetro
(OceanOptics USB 4000). Para eliminar possiveis interferéncias das amostras, foi realizado
para cada soluto, um ensaio sem crocina, considerando-o como branco da reagéo.

Mediante a competicdo cinética, o bleaching da crocina pela geracdo do radical
peroxila (vo) diminui na presenca de um antioxidante. O antioxidante compete com a crocina
pelo radical peroxila e uma nova velocidade de bleaching (v) corresponde a:

B kc [C]
V= Vo XRe[C] + ka [A]

Onde: v,=k; X [ROO*] X [C]; kc=k; x [ROO’]; ka=ky;x [ROO;
[ROO*]= concentracdo do radical peroxila; v,= velocidade da reacdo da crocina com ROO®;
k1= constante de velocidade para a reagdo entre ROO® e crocina; k,= constante de velocidade
para a reacao entre ROO® e antioxidante; [C]=concentracdo da crocina; [A]=concentracdo do
antioxidante (soluto urémico).

A velocidade de bleaching da crocina (v,) diminui na presenca de um antioxidante e

um novo valor (v) é avaliado através da seguinte relacéo:
vo kc[C]+ ka[A] ka [A]

v kel kI

O valor de Ka/Kc, calculado a partir da inclinacdo de regressdo linear do grafico v/v
versus [A])/[C], indica a capacidade relativa de um antioxidante interagir com o radical
peroxila.

Pela divisdo do ka/kc dos solutos urémicos pelo ka’/kc de um antioxidante padréo
como o Trolox, obtém-se a razdo entre as constantes e o0s valores para a capacidade
antioxidante dos compostos analisados, podendo-se expressar os resultados em equivalentes
ao Trolox.

Tubaro et al. (1998) fazem uso do coeficiente de extingdo molar dado na literatura para

ajustar a concentracdo de uma solucdo de crocina em metanol, isolada a partir do saffron
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(Crocus sativus L.). Para a realizacdo deste teste houve a necessidade de determinar o
coeficiente de extin¢cdo molar da crocina em DMSO, uma vez que sua solubilidade é maior
neste solvente.

Para determinacdo do coeficiente de extincdo molar foram preparadas trés solugdes
estoque de crocina a 0,6 mmol/L em DMSO, e a partir delas foram feitas as dilui¢des
necessarias. A partir das médias obtidas das leituras de absorbéncia, fez-se a regressao linear
destas, obtendo assim o valor do coeficiente de extingdo molar, €=13.727 L M™cm™, a 443

nm (Figura 7).
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Figura 7: Curva padréo da crocina. O grafico inserido representa o
espectro de absorcdo da crocina em DMSO.

o
[=]

3.3.5 Capacidade de captura sobre o0 H,0,

A capacidade de captura do H,O, foi determinada segundo Ching et al. (1994) pelo
ensaio em que o H,O, oxida o &cido 5-tio-2-nitrobenzdico (TNB) a acido 5-5'-ditio-2-
nitrobenzodico (DTNB), com diminui¢cdo da absorbancia a 412 nm e o aumento a 325 nm
(Figura 8). O TNB foi preparado segundo Ching et al. (1994) e sua concentracdo foi
determinada com o coeficiente de extingdo molar em 412 nm de 13600 M™*cm™ (CHING et
al., 1994), e a concentrago do H,0, foi determinada de acordo com Brestel (1985), (€=80 M™
cm™, a2 230 nm).

Realizou-se 0 ensaio em tampdo fosfato de potassio 50 mmol/L, pH 7,4, com
diferentes concentracdes dos solutos urémicos, H,O, (0,3 mmol/L) e incubacdo por 30
minutos a 37°C; adicionou-se TNB (53 umol/L), e incubou-se por mais 1 hora a 37°C. A

leitura de absorbancia foi realizada a 412 nm.
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TNB DTNB
(acido 5-tio-2-nitrobenzdico) (acido 5-5’-ditio-2-nitrobenzdico)

Figura 8: Representacdo da oxidacdo do TNB a DTNB pelo H,0, (LANDINO et al., 2008).
A porcentagem de inibicdo da oxidacdo do TNB (% de captura do H,O5) é calculada
da seguinte forma:

1-(Abs Méx. — Abs Amostra) x 100
(Abs Méax — Abs Min.)

% Inibicdo=

Onde: Abs Méx., representa a absorbancia na auséncia do agente oxidante (H,O,) e da amostra; Abs Amostra é a
absorbancia na presenca do agente oxidante e da amostra; e Abs Min. é a absorbancia na presenca do agente
oxidante e na auséncia da amostra.

3.3.6 Ensaios com Mistura de Solutos

Em funcdo da eficiéncia dos solutos urémicos, Acido Urico, p-Cresol, Fenol e L-
tirosina, frente a0 ABTS**, HOCI / OCI" e ROQ?®, realizou-se ensaios com a mistura desses 4
solutos, utilizando como referéncia os seus respectivos 1Cs.

Para estes ensaios e com 0 ICsp de cada soluto, projetou-se para um mesmo volume de
amostra (da mistura) para cada ensaio, que a adi¢do desse volume nos ensaios correspondesse
ao ICsy de cada soluto e consequentemente, fracdes ou mdaltiplos desse volume
correspondesse a fragcGes ou multiplos de cada ICso, ou seja, das concentracdes de cada soluto
correspondente ao percentual de suas respectivas eficiéncias. Com esse procedimento e se 0
efeito da mistura de solutos for sinérgico e exato, o efeito aditivo permitird a previsdo do
volume de mistura que devera ser utilizado para obtencdo do 1Cs dessa mistura.

Por exemplo, para 0 ABTS"" e a mistura dos 4 solutos urémicos supracitados, 150 pL
da mistura dos solutos permitird no volume final do ensaio que cada soluto esteja na
concentracdo do respectivo 1Csp. Como sdo 4 solutos, um quarto (%) desse volume (37,5 pL)
sera suficiente para a mistura atingir o seu ICsp, OuU seja, cada soluto captara 12,5% do

ABTS"".
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4, Resultados e D1scussao



Considerando a ampla variacdo qualiquantitativa de solutos em amostras biologicas,
como o plasma sanguineo e a urina, e a capacidade de captura de determinadas ERO por
solutos urémicos, optou-se por utilizar um conjunto de medidas da capacidade antioxidante, a
fim de obter maior representatividade, do que apenas utilizar uma Unica medida. Portanto,
utilizou-se tais técnicas de andlise, a fim de refletir a capacidade antioxidante mais acurada
dos solutos urémicos (amostras).

Foram analisadas “in vitro” diferentes espécies reativas (radicalares ou ndo) em
sistemas-modelo como o ABTS®" e o Ensaio do Clareamento da Crocina; ou biomoléculas,
tais como: HOCI, O," e H,0,,

4.1 Capacidade de captura sobre o ABTS""

Nos estudos da interacdo de varios compostos com radicais livres, € comum utilizar
radicais-modelos, ndo bioldgicos, para se avaliar o potencial desta interacdo. Destaca-se
dentre esses radicais, 0 ABTS (PRABHU P. et al., 2011; RE et al., 1999).

Este método é um ensaio de descoloragdo, no qual depois da adicdo de um
antioxidante, observa-se reducdo da absorbancia em 734 nm, que por sua vez, € proporcional
para concentracio e atividade antioxidante (PELLEGRINI et al.,1999). E considerado um
ensaio de triagem laboratorial com varias vantagens porque, além de ser um ensaio simples,
colorimétrico, ndo requer equipamentos analiticos sofisticados, e pode fornecer uma boa
estimativa de atividade antioxidante de compostos puros ou de misturas complexas
(KHALIL; PEPATO; BRUNETTI, 2008; PELLEGRINI et al.,1999).

Para expressao dos resultados neste ensaio, foi calculado o ICsp, que € a quantidade do
soluto urémico capaz de sequestrar metade dos radicais livres ABTS"" presentes na solugéo.
Quanto menor o valor do ICsq apresentado, menor a quantidade da amostra necessaria para
reduzir em 50% o ABTS"". As analises foram feitas em triplicata, e os resultados sio médias
das inibigoes.

A Vitamina E tem mostrado uma importante atividade antioxidante e efeitos benéficos
contra danos oxidativos mediante os processos de lipoperoxidacdo. Dentre os analogos da
vitamina E que sdo utilizados em estudos in vitro, o Trolox mostra vantagens como sua
solubilidade em agua (LUCIO et al., 2009). Dentro desse contexto, elegeu-se o0 Trolox como
“padréo”, o qual apresentou 1Csp de 16,45 + 0,30 umol/L (Figura 9).
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Figura 9: Inibigdo (captura) do ABTS™ pelo Trolox, em tampéo fosfato de
sodio 10 mmol/L, pH 7,4. L = 734 nm. A figura inserida apresenta
a média das absorbancias do ABTS®" na presenca de diferentes
concentragdes do Trolox.

Nas figuras 10 a 15 s&o apresentados os solutos urémicos que atingiram o ICsq para o

ABTS"". Os solutos urémicos apresentaram ordem crescente do 1Cso de aproximadamente 4

umol/L até 61 mmol/L ou maior: p-Cresol < L-tirosina < Fenol < Acido Urico < Creatinina <

L-arginina, e decrescente para o potencial de acdo sobre o ABTS®".
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Figura 10: Inibicdo (captura) do ABTS"" pelo p-Cresol, em tampé&o fosfato de
sodio 10 mmol/L, pH 7,4. A = 734 nm. A figura inserida apresenta a

média das absorbancias do ABTS™ na presenca de diferentes
concentracdes do p-Cresol.
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Figura 11: Inibigdo (captura) do ABTS"* pela L-tirosina, em tampé&o fosfato de
sodio 10 mmol/L, pH 7,4. A = 734 nm. A figura inserida apresenta
a média das absorbancias do ABTS'" na presenca de diferentes
concentragdes da L-tirosina.
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Figura 12: Inibico (captura) do ABTS"" pelo Fenol, em tampéo fosfato de
sodio 10 mmol/L, pH 7,4. & = 734 nm. A figura inserida apresenta a
média das absorbancias do ABTS"* na presenca de diferentes
concentrac@es do Fenol.
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Figura 13: Inibicio (captura) do ABTS"* pelo Acido Urico, em tamp&o
fosfato de s6dio 10 mmol/L, pH 7,4. & = 734 nm. A figura
inserida apresenta a média das absorbancias do ABTS® na
presenca de diferentes concentragdes do Acido Urico.
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Figura 14: Inibicdo (captura) do ABTS" pela Creatinina, em tamp&o fosfato de
sodio 10 mmol/L, pH 7,4. » = 734 nm. A figura inserida apresenta a
média das absorbancias do ABTS™ na presenca de diferentes
concentragdes da Creatinina.
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Figura 15: Inibigéo (captura) do ABTS" pela L-arginina, em tampé&o fosfato de
sodio 10 mmol/L, pH 7,4. & = 734 nm. A figura inserida apresenta a
média das absorbancias do ABTS™ na presenca de diferentes
concentracdes da L-arginina.

Nas concentracbes ensaiadas, alguns solutos urémicos como Acido Hipurico,

Metilguanidina e Uréia, ndo apresentaram efeito frente ao ABTS"".

Na tabela 2 séo apresentados os valores em pmol/L do ICsy das amostras em ordem

crescente, 0 que representa uma ordem decrescente na eficiéncia da captura do radical

ABTS".

Tabela 2: Capacidade de captura do ABTS"", expressa em porcentagem de inibicdo (ICsp).

Solutos I1Cs0 = EPM* (umol/L)
p-Cresol 3,99 +£0,01
L-tirosina 5,23 +£0,02
Fenol 12,98 + 0,09
Trolox 16,45 + 0,30
Acido Urico 16,75 + 0,14
Creatinina 536,26 * 3,32
L-arginina 61350,00 + 562,56
Acido Hipurico Nihil**
Metilguanidina Nihil**
Uréia Nihil**

*EPM (Erro Padréo da Média)
**Nihil, sem efeito (até as concentragdes utilizadas)
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O &cido rico, com ICsq de 16,75 umol/L (Figura 13) para 0 ABTS®", mostrou ser um
antioxidante tao efetivo quanto o trolox, conforme também citado por Mello e Kubota, 2007.

Em estudo desenvolvido por Vellosa e colaboradores (2009), a fim de avaliar a
atividade antioxidante do extrato etandlico da S. campestris, foi realizado o ensaio de captura
sobre 0 ABTS'" e utilizou como padrdes Trolox e Acido Urico, os quais obtiveram 1Csq de
2,80 umol/L e 6,31 umol/L, respectivamente. Chung et al.(2011) também utilizaram o trolox
como padrdo (controle positivo para o ensaio com ABTS'"), obtendo o ICsy de 89,94 + 2,12
umol/L.

Gulgin (2007), utilizando 20 pg/mL para ambos, Trolox (79,90 umol/L) e L-tirosina
(110,37 umol/L), observou 94,8% e 62,2%, respectivamente, para eficiéncia de captura do
ABTS"".

A presenca de grupos hidroxila e anéis aroméaticos nos solutos urémicos devem ser
correlacionados com a atividade antioxidante, uma vez que os mais eficientes foram p-Cresol,
L-tirosina, Fenol e Acido Urico, o que também tem sido descrito por outros autores (CHUNG
etal., 2011; GULCIN, 2007; SROKA; CISOWSKI, 2003).

Mayer et al. (2003), analisaram o efeito da hemodialise no soro de 22 pacientes e o
parametro utilizado para avaliar a capacidade antioxidante total do soro, foi 0 ensaio baseado
na captura do ABTS"". Estes autores observaram uma diminuigio da capacidade antioxidante
total do soro com o tratamento hemodialitico, e isso foi explicado pela depuracdo de acido
arico e acido ascorbico durante o processo da hemodialise, biomoléculas que sinergicamente
atuam como antioxidantes (CLERMONT et al., 2000).

Em avaliacdo da capacidade antioxidante total do plasma humano, pelo método
reducdo do ferro/capacidade antioxidante (FRAP) realizada por Endorgan et al.(2002), foi
demonstrado a contribuicdo do acido Urico de 35-65%; do ascorbato de 0-24%; da vitamina
E de 5-10% e proteinas de 10-50%.

A fim de avaliar as consequéncias de uma sessao de HD sobre o estresse oxidativo
sisttmico de pacientes renais cronicos, foi medido a “Total Reactive Antioxidant Potencial”
(TRAP) por Bianchi et al. (2009) que utilizaram uma técnica baseada na formac&o de radical
por termolise do AAPH e emissdo de luz luminol-dependente. Na presenca de soros pré e
pos-hemodialise de pacientes renais croénicos, foi observado capacidade antioxidante
significativamente diminuida para a TRAP ap6s uma sessdo de HD. Estas avaliagOes
procuram obter informacgdes sobre capacidade do organismo em resistir aos desequilibrios

do estresse oxidativo.
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Embora a maioria dos solutos urémicos tenha apresentado eficiéncia frente ao
ABTS", isso ndo pode ser observado quando se tratava das espécies reativas naturais, como

as biomoléculas O,", H,0,.

4.2 Capacidade de captura sobre o Anion Radical Superoéxido (O,")

O O, é uma ERO produzida constantemente no organismo humano em processos
fisiologicos. Sua producdo também ¢é iniciada com a ativacao de fagocitos, como neutréfilos,
monacitos e eosindfilos, o que leva a producdo de outras ERO, ultrapassando a capacidade
antioxidante local, favorecendo o surto oxidativo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2010;
CADENAS; DAVIES, 2000). Quando o sistema imune (fagdcitos) é ativado, defesas
antioxidantes (enziméticas e ndo enzimaticas) atuam contra a “toxicidade” dessas espécies
nesse momento e sdo responsaveis pela manutencdo da homeostase entre a producdo e
eliminacdo das ERO. Quando ha presenca de inflamacdo, os neutrofilos respondem de
maneira efetiva a estimulos quimiotaticos, estando presente com uma grande populagdo na
resposta inflamatéria (BABIOR, 1984). Uma sequéncia de eventos ocorre (ativagdo,
rolamento, adesdo e transmigragdo) monitorada por moléculas de adesdo presentes nas
superficies dos leucacitos e células endoteliais (SPERTINI et. al., 1991).

O endotelio vascular exerce um papel importante na regulagdo do ténus vascular e na
manutencdo da homeostase vascular (GLASSER; SELWYN; GANZ, 1996), podendo o
comprometimento desse tecido estar associado a diversas patologias como hipertensao,
aterosclerose e diabetes (JOHNSTONE et al., 1993; TADDEI et al., 1997).

O estresse oxidativo pode ser um dos principais fatores que alteram a integridade do
sistema vascular. As ERO, principalmente 0 O,* quando tem sua producdo aumentada, estao
entre os principais fatores contribuintes para a disfuncao endotelial, e consequentemente, para
o comprometimento da facilidade de distensdo da parede vascular, sua atividade no tecido
endotelial promove a oxidacdo de proteinas e lipideos (WOLIN, 2000; KEANEY Jr.;
LOSCALZO, 1999).

Neste ensaio, 0 anion superoxido gerado p