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RESUMO
No Brasil, o nimero de individuos com doenca renal crénica (DRC) em terapia dialitica
no ano de 2017 foi de aproximadamente 127 mil individuos; dentre estes, 92%
realizavam hemodialise (HD). A HD tem como principal objetivo a remocéo dos solutos
urémicos e assim a reducdo dos sintomas relacionados a sindrome urémica, melhorando
a qualidade de vida do individuo com DRC. No entanto, aumentam as evidéncias de que
a HD seja um fator exacerbante do estresse oxidativo, via aumento na producdo de
espécies reativas de oxigénio devido a ativacao de leucécitos estimulada pela dialise ou
pelo tipo de membrana utilizada, bem como via remocdo dialitica de compostos
antioxidantes solGveis em agua e de baixo peso molecular. No entanto, a literatura
reporta resultados contraditorios em relacdo as alteracfes em biomarcadores de lesdo
oxidativa e atividade antioxidante em individuos submetidos a HD. O objetivo deste
trabalho foi avaliar as alteracbes na capacidade antioxidante total, nas atividades de
enzimas antioxidantes e nos niveis de biomarcadores de danos oxidativos no soro de
individuos saudaveis e de individuos com DRC, antes (pré-HD) e apds (p6s-HD) uma
sessdo de HD. Foram selecionados 40 individuos saudaveis, ssm DRC ou qualquer
outra patologia, doadores de sangue do Hemondcleo Regional de Araraquara para
compor o grupo controle, e 40 individuos com DRC que realizam HD no Centro
Regional de Hemodialise de Araraguara. Amostras de soro foram utilizadas para
determinacdo dos marcadores bioquimicos, biomarcadores de lipoperoxidacéo
(substancias reativas ao acido tiobarbitdrico, TBARS) e de danos oxidativos em
proteinas (proteinas carboniladas, PCO), estimativa de produtos finais de glicacdo
avancada (AGEs, advanced glycation end products) incluindo pentosidina, atividade
das enzimas antioxidantes catalase (CAT), glutationa peroxidase (GSH-Px) e
paraoxonase 1 (PON 1) e a capacidade antioxidante total. Observamos um aumento
significativo nos niveis séricos de creatinina e ureia (13,8 e 4,5 vezes, respectivamente)
de individuos na condicdo pré-HD em relacdo aos individuos do grupo controle.
Também foram observados aumentos nos niveis de acido Urico, potassio e glicose em
soro de individuos pré-HD em relacéo aos individuos controle. Apds uma sessdo de HD,
houve diminui¢cdo nos niveis séricos de creatinina (65%), ureia (70%), &cido Urico

(72%), potassio (27%) e de glicose (40%), em comparacdo aos valores em soro de



individuos pré-HD. Os niveis de proteinas totais, aloumina, colesterol total, colesterol-
HDL e colesterol-LDL encontram-se diminuidos no soro de individuos pré-HD, no
entanto, ainda dentro dos valores de referéncia; ao final da HD foi observado um
discreto aumento nestes biomarcadores. Individuos com DRC, antes e ap0s a sessdo de
HD, apresentam niveis de colesterol-VLDL acima dos valores de referéncia. Foram
observados aumentos nos niveis sericos de TBARS (65%), PCO (51%), AGEs
fluorescentes (8,9 vezes) e pentosidina (22,5 vezes) em individuos na condicéo pré-HD,
em comparacdo aos valores em soro de individuos do grupo controle, sugerindo a
presenca de um quadro de estresse oxidativo. Uma sessdo de HD reduziu os niveis
séricos de TBARS, AGEs e pentosidina, em 28%, 31% e 64%, respectivamente. As
atividades das enzimas antioxidantes CAT, GSH-Px e PON 1 encontram-se diminuidas
no soro de individuos com DRC, antes e ap0s a sessdo de HD, em compara¢do com o
grupo controle. E interessante salientar que, mesmo sendo observado um quadro de
estresse oxidativo em individuos com DRC, ha também um aumento na capacidade
antioxidante total no soro de individuos com DRC na condicdo pré-HD, em comparacéo
aos individuos do grupo controle. Considerando que este aumento na capacidade
antioxidante foi revertido apds a sessdao de HD, podemos sugerir que tal aumento na
condicdo pré-HD seja devido ao acumulo de moléculas antioxidantes no soro como uma
consequéncia da insuficiéncia renal, incluindo o acido drico. O estabelecimento de
estresse oxidativo em individuos com DRC pode ter relagdo com diversos fatores, tais
como o acumulo de solutos urémicos, presenca de doencas relacionas (diabetes mellitus,
hipertensdo), presenca de inflamacgédo crénica e diminui¢do nas defesas antioxidantes.
De acordo com nossos resultados, uma sessdo de HD ndo foi capaz de exacerbar o
estresse oxidativo em individuos com DRC, pelo contrario, podemos sugerir que a HD
contribui tanto para a remoc¢do de solutos urémicos como também para diminuir os

niveis de biomarcadores de dano oxidativo nestes individuos.

Palavras-chave: Doenca renal crénica. Hemodialise. Estresse oxidativo. Potencial

antioxidante.



ABSTRACT
In Brazil, the number of individuals with chronic kidney disease (CKD) under dialysis
in 2017 was approximately 127,000 individuals; among these, 92% underwent
hemodialysis (HD). HD has as main objective the removal of uremic solutes and thus
the reduction of the symptoms related to the uremic syndrome, therefore improving the
quality of life of individuals with CKD. However, there is increasing evidence that HD
IS an exacerbating factor of oxidative stress, due to an increase in the production of
reactive oxygen species due to the activation of leukocytes stimulated by the dialysis or
due to the type of membrane used, as well as via dialytic removal of antioxidant
compounds, water-soluble and with low molecular weight. However, literature reports
contradictory results regarding the changes in biomarkers of oxidative damage and
antioxidant activity in individuals submitted to HD. The objective of this study was to
evaluate the changes in the total antioxidant capacity, activities of antioxidant enzymes,
and the levels of biomarkers of oxidative damage in serum of healthy individuals and
patients with CKD, before (pre-HD) and after (post-HD) one HD session. Forty healthy
individuals without clinical history of CKD or any other pathology were selected from
the Hemonucleo Regional de Araraquara, SP to compose the control group; and 40
patients with CKD undergoing HD were selected from the Centro Regional de
Hemodialise. Serum samples were used for the analysis of biochemical markers,
biomarkers of lipid peroxidation (TBARS, thiobarbituric acid reactive substances) and
protein oxidative damage (PCO, protein carbonyls), estimation of fluorescent advanced
glycation end products (AGESs), activities of the antioxidant enzymes catalase (CAT),
glutathione peroxidase (GSH-Px) and paraoxonase 1 (PON 1) and the total antioxidant
capacity. It was observed a significant increase in the serum levels of creatinine and
urea (13.8 and 4.5 times, respectively) of individuals in the pre-HD condition in
comparison to individuals of control group. Increases in serum levels of uric acid,
potassium, and glucose were also observed in pre-HD individuals, when compared to
controls. After one HD session, serum levels of creatinine (65%), urea (70%), uric acid
(72%), potassium (27%), and glucose (40%) were decreased, when compared to serum
levels of pre-HD subjects. The levels of total protein, albumin, cholesterol, HDL-

cholesterol, and LDL-cholesterol were decreased in the serum of pre-HD subjects;



however, they are still within the reference values; a slight increase was observed in
these biomarkers at the end of the HD. Individuals with CKD, before and after one HD
session, presented the VLDL-cholesterol levels above the reference values. Increases in
serum levels of TBARS (64%), PCO (51%), fluorescent AGEs (8,9-fold), and
pentosidine (22,5-fold) were found in individuals in the pre-HD condition, in
comparison to serum values of these biomarkers in controls, suggesting the
development of oxidative stress. One HD session reduced the serum levels of TBARS,
AGEs, and pentosidine, by 28%, 31%, and 64%, respectively. The activities of the
antioxidant enzymes CAT, GSH-Px, and PON 1 were decreased in serum of individuals
with CKD, before and after the HD session, when compared to the control group. It is
interesting to emphasize that, even CKD patients having changes associated to a
condition of oxidative stress, the total antioxidant capacity was increased in serum of
CKD patients in pre-HD condition, in comparison to controls. Considering that this
increase in antioxidant capacity was reversed after the HD section, it can be suggested
that such increase in the pre-HD condition was due to the accumulation of antioxidant
molecules in serum as a consequence of the kidney failure, including uric acid. The
establishment of oxidative stress in individuals with CKD may be related to several
factors, such as the accumulation of uremic solutes, the presence of related diseases
(diabetes mellitus, hypertension), the presence of chronic inflammation, and a decrease
in the antioxidant defenses. According to our results, one HD session was not sufficient
to exacerbate the oxidative stress in individuals with CKD, on the contrary, we can
suggest that HD contributes to the removal of uremic solutes and also to decrease the

levels of biomarkers of oxidative damage in these individuals.

Key words: Chronic renal disease. Hemodialysis. Oxidative stress. Antioxidant

potential.
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1 INTRODUCAO

A doenca renal cronica (DRC) tem recebido especial atencdo tanto da
comunidade cientifica quanto dos 6rgdos de salde publica, visto que sua incidéncia e
prevaléncia tém crescido tanto em paises desenvolvidos quanto nos paises em
desenvolvimento. Em marco de 2019, o Centro de Controle e Prevencdo de Doencas
(Center for Disease Control and Prevention - CDC) dos Estados Unidos estimou que
15% da populagéo adulta dos Estados Unidos (o que equivale a 37 milhGes de pessoas)
teriam DRC, com variados graus de severidade. O censo realizado pela Sociedade
Brasileira de Nefrologia em 2017 mostrou que o nimero de pacientes com DCR em
didlise no Brasil neste mesmo ano foi de aproximadamente 127 mil individuos. Os
dados sobre a atual situacdo de pacientes dialiticos apontam que, do total de pacientes,
92% estavam em hemodiélise e 7% em dialise peritoneal (THOME et al., 2019).

A DRC é definida como um dano renal (estrutural ou funcional) e/ou uma taxa
de filtragio glomerular (TFG) abaixo de 60 mL/min/1,73m? que persiste por 3 meses ou
mais. O grupo do The Kidney Disease Improving Global Outcomes (KDIGO) classifica
a DRC em 5 estagios (de 1 a 5) baseado na TFG, sendo o estagio 5 denominado de
doenca renal em estagio terminal (DRET), quando a TFG € menor que 15 mL/min/1,73
m? com breve necessidade de uma terapia renal substitutiva, entre dialise peritoneal
(DP), hemodialise (HD) ou transplante renal (ROMAGNANI et al., 2017; GILBERT et
al., 2018).

Dentre as terapias renais substitutivas, a HD é a principal utilizada, na maioria
dos paises, contribuindo para aumentar a sobrevida dos individuos com DRC
(BARBOSA et al., 2017). O sistema de HD transfere o sangue do individuo ao
dialisador e permite a remocdo de toxinas urémicas e o excesso de fluidos, e retorna o
sangue depurado ao individuo (SAM, 2014). Assim, a HD tem como objetivo a
eliminacdo dos sintomas relacionados a sindrome urémica (azotemia), embora seja
dificil a erradicacdo completa dos distdrbios associados ao acumulo de solutos
especificos em determinados tecidos em condi¢cdes de sindrome urémica, mesmo com
sessOes de HD regulares (MEYER; HOSTETTER, 2007). No entanto, é evidente que a
manutencdo da HD, além de diminuir os sintomas da sindrome urémica, também
melhora o status nutricional, reduz os distdrbios metabdlicos, melhorando a qualidade

de vida do individuo com DRC.
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Outro aspecto importante relacionado a HD é o fato de que este processo tem
sido considerado um fator exacerbante do estresse oxidativo em individuos com DRC
(WRATTEN et al., 2002). O estresse oxidativo ocorre quando ha um desequilibrio entre
a producdo excessiva de moléculas oxidantes e a diminuicdo dos sistemas de defesa
antioxidantes (LIAKOPOULOS et al., 2017).

Nos primeiros estagios da DRC j& é possivel observar um aumento no estresse
oxidativo, e este intensifica gradualmente conforme a progressdo da doenca, e parece
ser acentuado pela HD (LIAKOPOULOS et al.,, 2017). Diversas complicagdes
manifestadas nos individuos com DRC tém sido associadas ao aumento do estresse
oxidativo, tais como: anemia, desnutri¢do, disfuncdo endotelial, riscos cardiovasculares
e progressdo da doenca renal para estagio terminal (DAENEN et al., 2019;
LIAKOPOULOQOS et al., 2017).

Dentre os fatores envolvidos no aumento do estresse oxidativo pela HD
destacam-se: i) a bioincompatibilidade das membranas dialiticas com o sangue,
provocando ativacdo de leucocitos polimorfonucleares, plaquetas e do sistema
complemento, com subsequente producéo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e, ii)
a perda de vitaminas e outras moléculas antioxidantes durante o processo de
hemodialise (LIAKOPOULOS et al., 2017; LING; KUO, 2018).

Neste contexto, torna-se importante a investigacdo de biomarcadores
relacionados ao estresse oxidativo e potencial antioxidante no soro dos individuos com

DRC em tratamento hemodialitico, antes e apds uma sessao de HD.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Doenca renal crénica

Uma das principais funcdes dos rins € realizar a filtracdo de produtos finais do
metabolismo celular, removendo-os do sangue, e assim promover sua eliminagéo pela
urina. Condigdes relacionadas a perda da funcdo renal implicam em remogdo
incompleta ou insuficiente destes produtos, que assim permanecem no organismo
(BOVEE, 1986). A perda da funcéo renal pode estar relacionada a algum evento agudo,
como por exemplo, situacdes de faléncia ou injdria renal aguda, muitas vezes resultantes
de isquemia, presenca de toxinas ou traumas fisicos. No entanto, a grande maioria dos
casos de faléncia renal ocorre de forma gradual e progressiva, culminando no
surgimento de diversas condi¢fes que levam a DRC (PRUNOTTO et al.,, 2012).
Michishita e colaboradores (2016) observaram que um estilo de vida inadequado, com
habitos que incluem tabagismo, ingestdo de dietas hipercaloricas culminando em
obesidade, ingestdo de alcool, falta de exercicios fisicos e/ou ma alimentacdo, todos
estes fatores tém intima associacdo com a elevada prevaléncia de DRC. Dentre as
principais condi¢cdes patologicas que levam a DRC, o diabetes mellitus e a hipertensao
arterial sdo responsaveis por cerca de dois tercos dos casos da doenca.
Glomerulonefrites, doengas hereditarias como a doenca renal policistica, malformacoes
no feto durante a gestacdo, lupus, condi¢bes obstrutivas (litiase renal, tumores) e
infeccdes urinarias de repeticdo sdo condicdes também associadas ao desenvolvimento
de DRC (NATIONAL KIDNEY FOUNDATION, 2017).

A progressdo da DRC é entendida como a perda progressiva da funcdo renal,
avaliada pela TFG, que corresponde a taxa media de filtracdo de todos os néfrons
funcionantes, e mensurada através de um biomarcador de filtracdo glomerular. Tem-se
como valor ideal de TFG, no homem adulto, um intervalo de referéncia de 90 a 120
mL/min/1,73m? de superficie corporal (SILVA; BRUNE, 2011).

A TFG ¢é muito utilizada para avaliar a funcdo renal, diagnosticar e classificar a
DRC. Para tanto, a dosagem de creatinina sérica € o biomarcador mais comumente
realizado na pratica clinica, sendo sua analise realizada em qualquer laboratério clinico
com preciséo e custo adequados. A creatinina tem produgdo constante durante o dia, é
livremente filtrada pelos glomérulos e ndo € reabsorvida pelos tdbulos renais. No

entanto h4 algumas limitaces quanto ao uso da creatinina sérica como marcador da
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TFG: i) sua concentracdo pode variar de acordo com a massa muscular do individuo; ii)
15% da creatinina encontrada na urina ocorre via secre¢do pelos tabulos renais; iii)
varia conforme a idade e iv) raga (KIRSZTAJN, 2007; BASTOS; KIRSZTAJN, 2011).

Para corrigir algumas das limitagdes encontradas na dosagem de creatinina
sérica, foram propostas diversas formulas para estimar a TFG. As equagOes
desenvolvidas para predizer a TGF sdo: Cockcroft-Gault (C-G), Modification of Diet in
Renal Disease (MDRD) e atualmente a equacdo do Chronic Kidney Disease —
Epidemiology Collaboration (CKD-EPI) tem sido recomendada pelo KDIGO, pois
categoriza com mais precisdo o risco de mortalidade e progressédo para DRET (Figura
1).

Figura 1. Formulas para a estimativa da TFG.

Equagéao de Cockeroft-Gault
Ccr(e)= 140-idade (anos) x Peso (kilagramas)/ 72 x Scr (x0,85 se mulher)

Equagao do estudo MDRD
TFG(e)= 186 x (Scr)-'=* x (Idade)*=*¢ x (0,742 se mulher) x (1,210 se negro)

Equagiao CKD-EPI
TFG(e)= 141 x [min(Scr/k),1)* x max(Scr/k).1)-1,209 x idade-0,993 x 1,018 (se mulher x (1,157 se negro)

a € 0,329 para mulher e 0,411 para homens; min= minimo de Scr/k ou 1

Fonte: BASTOS, 2008.

De acordo com a organizacdo KDIGO, a DRC é dividida em cinco estagios
funcionais, definidos pela estimativa da TFG, sendo o estagio 3 subdividido emae b, e
também de acordo com 3 niveis de albumindria (A1, A2 e A3), avaliada de acordo com
a relacdo albumina-creatinina urinaria (mg/g ou mg/mmol em uma amostra matinal

isolada de urina) (Tabela 1).
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Tabela 1. Classificacdo da DRC.

Estagios da DRC TFG* Albuminuria**
Al (<30) A2 (30-300) A3 (>300)
1 >90 - + ++
2 60-89 - + ++
3a 45-59 + ++ +++
3b 30-44 ++ +++ +++
4 15-29 +++ +++ +++
5 <15 +++ +++ +++

* mL/min/1,73m?

** mg/g de creatinina. Risco para DRC: (-): baixo risco (se auséncia de outros marcadores de
doenca renal, ndo ha DRC); (+): risco moderadamente aumentado; (++): alto risco; (+++): risco
muito alto.

Fonte: KDIGO, 2012.

No estagio 1 da DRC, embora a TFG seja mantida dentro dos valores de
normalidade, destacam-se 0s individuos em condicdes de risco, isto €, com
predisposicdo ao desenvolvimento de alguma perda na funcdo renal devido as
comorbidades anteriormente relatadas, em especial a hipertensdo arterial sistémica ndo
controlada e o diabetes mellitus. Ja no estagio 2 da DRC, observa-se o inicio da perda
da funcionalidade dos rins, mesmo que alguns biomarcadores da funcdo renal ainda
estejam dentro dos valores de referéncia; diferentemente do estagio 3, em que a
avaliacdo laboratorial apresenta discreta alteracdo. Nos ultimos estdgios da DRC, é
possivel observar modificacdes nos padrbes laboratoriais, assim como presenca de
sintomatologia, tais como anemia, fraqueza, mal-estar geral, agravamento da
hipertensdo arterial, dentre outros. Cabe ressaltar que no estagio 5, também conhecido
como doenca renal em estagio terminal, o individuo com DRC pode ou nao ser
submetido a terapia de substituicdo renal, sendo este tratamento necessario quando a
TFG for menor que 15 mL/min/1,73m? (ROMAO, 2004).

Diminuicdo da TFG pode ser uma consequéncia da diminuicdo no numero de

néfrons e/ou de uma redugdo da TFG em cada néfron, em consequéncia de alteragdes
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fisiologicas ou hemodindmicas. Outro fator envolvido no declinio da TFG é o processo
de envelhecimento; apds os 40 anos de idade a taxa média de reducdo na TFG é de
aproximadamente 0,75 mL/min/ano, sendo que este declinio é mais rapido em
individuos hipertensos (JOHSON; FEEHALLY; FLOEGE, 2016; GUIMARAES et al.,
2007).

Com a diminuicdo da TFG, o clearance renal de muitos solutos reduz, e assim
seus niveis se elevam no sangue, tais como creatinina, ureia, acido Urico, entre outros
(MAIR; SIRICH; MEYER, 2018).

Creatinina sérica: a creatinina € um metabdlito nitrogenado derivado da
desidratacdo esponténea da creatina ou da fosfocreatina no tecido muscular. A creatina
pode ser sintetizada endogenamente pelo figado, rins e pancreas a partir de alguns
aminoacidos, incluindo glicina e arginina. Outra via importante para a obtencdo de
creatina € pela absorcdo intestinal devido o consumo de carnes vermelhas e peixes
(GUALANO et al., 2008). A creatinina é livremente filtrada pelos glomérulos renais,
ndo é reabsorvida, no entanto 15% é secretada pelos tubulos renais. A concentragédo
plasmatica da creatinina ndo é dependente apenas da funcao renal, mas também da dieta
e da massa muscular (PORTO et al., 2017).

Ureia: a ureia é o produto final do catabolismo proteico, é sintetizada no figado
a partir da amonia via reacdes que acontecem no citoplasma e mitocondria de células
hepaticas. Grande parte da amonia € proveniente do catabolismo de aminoacidos,
derivados das proteinas da dieta (NELSON; COX, 2014). A ureia é um soluto
permeavel que apresenta baixo peso molecular, 60 daltons (VANHOLDER; GRYP;
GLORIEUX, 2018). O aumento na concentracdo sérica da ureia pode ser consequéncia
de: ingestdo elevada de proteina, uso de certos medicamentos, como corticosteroides, e
da reducdo na excrecdo de ureia devido a prejuizos na funcdo renal. A ureia é
livremente filtrada pelos glomérulos renais, porém € reabsorvida passivamente nos
tibulos proximais e distais dos néfrons (BASTOS, 2008; WEINER; MITCH; SANDS,
2015).

A diminuicdo na concentracdo sérica de ureia ap0s a sessdo de HD é mensurada
pelo Kt/V, que leva em consideracdo a depuracdo de ureia do dialisador (K),
multiplicada pelo tempo de tratamento (t) e dividido pelo volume de distribuicdo de
ureia do paciente (V) (NATIONAL KIDNEY FOUNDATION, 2006). O Kt/V é um
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dado importante para avaliar a eficiéncia e adequacdo do tratamento hemodialitico. Para
este calculo, a férmula de Daugirdas é frequentemente utilizada na prética clinica, pois €
a férmula que apresenta maior concordancia com demais férmulas indicadas para
avaliacdo da HD, além de incluir informac@es individualizadas do paciente, tais como
altura, peso, fluxo de sangue (BREITSAMETER; FIGUEIREDO; KOCHHANN,
2012).

Acido urico: o écido Urico é o produto final do catabolismo de purinas (adenina
e guanina). Varias enzimas estdo envolvidas na degradacdo de purinas em &cido Urico.
O é&cido urico encontra-se principalmente na forma de urato, o sal de &cido urico, em pH
fisiolégico de 7,4 enquanto que na urina predomina a forma néo ionizada do &cido urico
(PASALIC; MARINKOVIC; TURKOVIC, 2012).

A excrecdo de acido urico ocorre pelos rins, principalmente pela filtragdo
glomerular, no entanto, uma quantidade é reabsorvida e também secretada no tubulo
proximal. Apenas 10% do acido urico filtrado aparece na urina. A hiperuricemia é o
resultado do aumento na producdo de &cido Urico (10 a 15%) e/ou da reducdo da
excrecdo de acido urico (85 a 90%). Seus niveis elevados podem ser citados como um
fator de risco para o desenvolvimento de gota, disfuncdo renal, hipertensao,
hiperlipidemia, diabetes mellitus e obesidade, bem como acimulo de cristais de urato
nas articulacdes e nos rins (MAIUOLO et al., 2016; PINHEIRO, 2008). No entanto,
altos niveis de acido uUrico tém sido citados como benéficos na presenca do estresse
oxidativo; através de oxidacdo ndo enzimatica, o acido urico é oxidado a alantoina e
outros metabolitos, desta forma o acido Urico pode neutralizar moléculas pro-oxidantes,
tais como radicais hidroxil, peréxido de hidrogénio e peroxinitrito (KUSHIYAMA et
al., 2016).

A toxicidade relacionada ao acumulo de solutos urémicos em individuos com
DRC é conhecida como sindrome urémica, e é caracterizada por uma série de distdrbios
sisttmicos que se relacionam a sintomas gastrointestinais (HAMMER et al., 1998),
neurolégicos (REESE; APPEL, 1981) e cardiolégicos (FOLEY; PARFREY, 1998).
Além dos distarbios relacionados ao acimulo de solutos urémicos, um dos maiores
problemas observados em individuos com DRC €é o risco aumentado de

desenvolvimento de eventos cardiovasculares, em especial infarto do miocéardio,
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arritmias ou morte subita, além da progressdo para a faléncia renal total e permanente
(SMALL et al., 2012).

A principal causa de mortalidade nos individuos com DRC sdo as doencas
cardiovasculares (DCV). Logo, é de extrema importancia a investigacdo e o controle
precoce dos fatores de risco para DCV nos individuos com DRC, com o intuito de
diminuir a mortalidade e morbidade via triagem e tratamento adequados. Um dos
principais mecanismos fisiopatolégicos na DRC que culminam em DCV ¢é a formacéo
de placas ateroscleroticas devido a hiperlipidemia, toxinas urémicas, estresse oxidativo
e disfuncéo endotelial (BULBUL et al., 2018).

A hiperlipidemia é um desequilibrio nos niveis de lipoproteinas circulantes no
sangue (KARR, 2017). As lipoproteinas sdo macromoléculas compostas de lipideos e
proteinas (Tabela 2). Séo classificadas de acordo com sua densidade, tamanho e
composicdo lipidica e proteica: quilomicron (QM), lipoproteina de muito baixa
densidade (VLDL, very low density lipoprotein), lipoproteina de baixa densidade (LDL,
low density lipoprotein) e lipoproteina de alta densidade (HDL, high density
lipoprotein) (FORTI; DIAMENT, 2006).

Tabela 2. Caracteristicas das principais lipoproteinas plasmaticas humanas.

Composicéo (% do peso)

Lipoproteina D?g/sri?ffl € | Proteinas Fosfolipideos | Colesterol | Triacilglicerois
QM < 1,006 2 9 1 85
VLDL 0,95-1,006 10 18 7 50
LDL 1,006-1,063 23 20 8 10
HDL 1,063-1,210 55 24 2 4

Fonte: NELSON; COX, 2014.

Cada lipoproteina tem uma funcdo especifica de acordo com o seu local de
sintese, composicao lipidica e contetdo proteico. Uma das funcdes das lipoproteinas é
realizar o transporte de colesterol e triacilglicerdis do figado ou intestino para os
musculos e tecidos adiposos, através de QM, VLDL e LDL. Outra funcdo das

lipoproteinas é a remogdo do excesso de colesterol dos tecidos extra-hepéticos e destina-
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los para o figado, para serem eliminados pela bile, acdo esta mediada pela HDL
(BULBUL et al., 2018).

A dislipidemia € uma complicagdo comumente encontrada em individuos com
DRC, sendo geralmente caracterizada por hipertrigliceridemia devido ao aumento nos
niveis circulantes de VLDL e quilomicrons (MIKOLASEVIC et al., 2017). A DRC
também pode levar a uma desregulacdo da lipoproteina lipase, reduzindo o catabolismo
de triacilglicerdis e assim elevando seus niveis no sangue (TANNOCK, 2018).
Deficiéncia na enzima lecitina-colesterol aciltransferase (LCAT) também se encontra
associada a dislipidemia, pois ocorre impedimento da maturacdo de HDL com
consequente reducdo em seus niveis plasmaticos (BULBUL et al., 2018).

Além de exercer o transporte reverso do colesterol, a HDL também apresenta
caracteristicas antioxidantes e anti-inflamatdrias importantes, devido a associacdo de
enzimas antioxidantes na estrutura da HDL, incluindo a paraoxonase (PON 1) e a
glutationa peroxidase (GSH-Px). Estas enzimas podem prevenir a oxidacdo de LDL e
assim podem atenuar a formacdo de placas ateroscleréticas resultante de processos
oxidativos (MIKOLASEVIC et al., 2017; BULBUL et al., 2018).

2.2 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo € definido como prejuizos e/ou disfuncGes moleculares e
celulares como consequéncia do desequilibrio entre a producdo de compostos oxidantes
e a capacidade antioxidante (HALLIWELL, 2007). Na maioria dos casos, O
estabelecimento de estresse oxidativo tem relacdo com o aumento na producdo das
espécies reativas de oxigénio (ERO) ou de nitrogénio (ERN). Dentre as ERO, destacam-
se as espécies radicalares, em especial anion radical superoxido (O2*), radical hidroxil
(*OH), radical peroxil (ROO®) e radical alcoxil (RO®), e as espécies ndo radicalares,
como o perdxido de hidrogénio (H202) e o acido hipocloroso (HOCI). Ja o peroxinitrito
(ONOO") pode ser citado como a principal ERN (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2007).

Um dos processos oxidativos de reconhecida importancia no estresse oxidativo é
a lipoperoxidacdo; a peroxidacdo de lipideos em membranas celulares causa perda de
permeabilidade, fluidez e elasticidade, prejuizos no funcionamento celular e ruptura da

célula. Esses danos celulares, que frequentemente estdo aumentados nos individuos com
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DRC, predispdem as comorbidades, tais como dislipidemias, hipertensdo arterial
sistémica, diabetes mellitus e também neoplasias (FRANCA et al., 2013).

Os lipideos e as lipoproteinas podem ser modificados pelo estresse oxidativo
quando radicais livres, como por exemplo *OH, reagem com &cidos graxos poli-
insaturados, resultando em um radical lipidico (L*). Este reage com o oxigénio e forma
o radical lipidico peroxil (LOQO?®), que por sua vez retira hidrogénio de um outro lipideo,
resultando novamente em um L* e um hidroperéxido lipidico (LOOH). A degradacéo do
LOOH fornece novos radicais lipidicos (L* e LOQO®) e alguns produtos secundarios do
processo de lipoperoxidacdo, tais como malondialdeido (MDA), propanal, hexanal e 4-
hidroxinonenal (4-HNE). O MDA pode ser citado como o produto de lipoperoxidagédo
mais mutagénico, enquanto que o 4-HNE é o mais toxico (FLORENS et al., 2016;
AYALA; MUNOZ; ARGUELLES, 2014).

O MDA ¢é um produto da peroxidacao lipidica, derivado da decomposicdo de
hidroperdxidos lipidicos formados ap0s a oxidacdo de &cidos graxos poli-insaturados
com mais de uma dupla ligacdo, tais como os acidos linoleico, araquiddnico e
docosahexanoico; estes acidos graxos encontram-se presentes nos fosfolipideos das
bicamadas lipidicas de membranas celulares; estes fosfolipideos tambem estdo presentes
nas lipoproteinas do plasma sanguineo. Atualmente, 0 MDA ¢é considerado um dos
principais biomarcadores de dano oxidativo em plasma sanguineo, avaliado pela reacédo
com o 4acido tiobarbitrico (TBA). A determinacdo dos niveis de MDA tem sido
utilizada para estimar a magnitude da peroxidacéo lipidica associada 8 DRC (TUCKER
et al.,, 2013; MODARESI; NAFAR; SAHRAEI, 2015). Boaz e colaboradores (1999)
observaram que individuos submetidos a HD com histéria documentada de doenca
cardiovascular apresentavam niveis circulantes de MDA significativamente maiores em
comparacdo aos individuos em HD sem este histdrico estabelecido, sugerindo ser o
estresse oxidativo um fator que pode acelerar a doenca cardiovascular nesta populacéo.

Ja a oxidacdo de proteinas pelas ERO da origem as proteinas carboniladas
(PCO), um importante biomarcador de dano oxidativo em proteinas sob condicGes de
estresse oxidativo (SUZUKI; CARINI; BUTTERFIELD, 2010). A oxidacdo de
determinados residuos de aminoacidos em proteinas, tais como lisina, arginina, prolina e
treonina, gera derivados carbonilicos (WENG et al., 2017). Acumulo de proteinas

modificadas devido ao estresse carbonilico tem sido observado em condigdes de uremia
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(MIYATA et al., 2001). As modificacbes em suas estruturas levam a diversas
alteracOes, com destaque para a fragmentacdo de ligagdes peptidicas ou a formacéo de
ligacbes cruzadas entre cadeias polipeptidicas distintas, em Ultima instancia ambas
levam a perda da funcdo da biomolécula (CAIMI et al., 2013).

A oxidacdo de &cidos nucleicos, em especial o &cido desoxirribonucleico
(DNA), tem como consequéncia a instalacdo de defeitos genéticos. Todas estas
alteracOes oxidativas em biomoléculas participam da etiologia da perda progressiva da
fungéo renal na DRC bem como suas complicagdes (RAJU; LALITHA; KIRANMAY],
2013; SUNG et al., 2013).

Alem do potencial lesivo direto das ERO, o estresse oxidativo também contribui
para a formac&o de produtos conhecidos como AGEs (do inglés advanced glycation end
products ou produtos finais de glicacdo avancada). A producdo de AGESs ocorre
principalmente apos processos de glicacdo ndo-enzimatica de agucares redutores com
proteinas, lipideos ou DNA, em especial em situacfes de hiperglicemia. No entanto,
aumento nos niveis de AGEs também sdo observados mesmo em situacdes de
normoglicemia; condi¢fes associadas ao aumento nos niveis de ERO também parecem
aumentar os AGEs, tal como a DRC (STINGHEN et al., 2016).

Diminuicao da excrecao renal de AGEs pode culminar em acumulo de AGES no
soro e tecidos. O acumulo de AGEs (advindos de glicacao, glicoxidacéo, lipoxidacao ou
producdo de compostos carbonilicos) é observado tanto em individuos com DM guanto
em individuos urémicos (OLENIUC et al., 2011). Fatores associados com o0 aumento de
AGEs plasmaticos em pacientes com DRC sem DM se devem ao aumento do estresse
oxidativo, bem como diminuicdo da excrecdo renal de AGES ou seus precursores
(glioxal, metilglioxal) em razdo da reducdo na TFG, com subsequente acumulo de
AGEs. Assim, os AGEs podem exercer seus efeitos deletérios via ligacdo com seus
receptores RAGE, interferindo nas respostas celulares e exacerbando a geracdo de ERO,
a inflamacao e a disfuncédo endotelial (OLENIUC et al., 2011).

Niveis elevados de AGEs contribuem com situagfes de disfuncdo endotelial,
aumentando a prevaléncia de eventos cardiovasculares e a progressao da aterosclerose
em individuos com DRC (LINDEN et al., 2008; MALLIPATTU; URIBARRI, 2014). O
acumulo de AGEs nos rins também pode participar do processo de diminui¢do da

excrecdo renal, via aumento na rigidez do tecido vascular, contribuindo assim para a
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progressdo da DRC mesmo em individuos com nefropatia ndo diabética (ASSIRI;
KAMEL; ALREFAI, 2018).

Uma vez que 0os AGEs sdo tdo prejudiciais, 0 organismo possui sistemas capazes
de atenuar seus efeitos. O sistema da glioxalase é constituido por duas enzimas, a
glioxalase 1 (Glo 1) e a glioxalase 2 (Glo 2), as quais participam da eliminacéo de
precursores dos AGEs (STINGHEN et al., 2016), em especial dicarbonilas reativas. A
Glo 1 utiliza a glutationa reduzida para converter metilglioxal e glioxal em S-D-
lactoilglutationa. Este produto é convertido em D-lactato (menos toxico) por acdo da
Glo 2 (RABBANI; THORNALLEY, 2018). Outra estratégia para minimizar os efeitos
de AGEs seria sua ligacdo aos receptores do tipo AGE-R1, estes se ligam aos AGEs
(proteinas modificadas por AGEs) e promovem diminui¢cdo de seus niveis intra e
extracelulares pois estimulam sua degradacgdo proteolitica (STINGHEN et al., 2016).
Em varias doencas, hd uma diminui¢do nos niveis de receptores AGE-R e um aumento
na expressdo de receptores RAGE, e estes ultimos, ao interagirem com AGEs,
culminam em respostas intracelulares com subsequente aumento nos niveis de proé-
oxidantes (STINGHEN et al., 2016).

Além dos AGEs se ligarem em seus receptores do tipo RAGE na superficie das
células, novos estudos relatam a ligagdo de AGEs com receptores RAGE na forma
soltvel (SRAGE), estes presentes no sistema circulatorio a partir de processamento pos-
traducional de RAGE de membrana ou gerados via splicing alternativo de RNAm de
RAGE. Evidéncias recentes indicam que elevados niveis circulantes de AGEs e SRAGE
tém relacdo com risco aumentado para desenvolvimento de aterosclerose e doenca
arterial coronariana, sendo SRAGE sugerido como um biomarcador preditivo de doenca
cardiovascular em individuos em HD (ASSIRI; KAMEL; ALREFAI, 2018). Os AGEs
também promovem aumento na oxidacdo e na glicacdo de lipoproteinas de baixa
densidade (LDL), contribuindo para o risco de desenvolvimento de aterosclerose em
individuos com insuficiéncia renal (BUCALA et al., 1994). Uma sessdo de HD é capaz
de diminuir os niveis circulantes de AGEs em até 20%; esta porcentagem pode
aumentar de acordo com a frequéncia e a duracao da sessdo (STINGHEN et al., 2016).

Para combater os efeitos deletérios de ERO ou ERN, existem os sistemas de
defesa antioxidante, enzimaticos e ndo enzimaticos. As defesas antioxidantes

enzimaticas sdo representadas principalmente pelas enzimas: superdxido dismutase
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(SOD) que catalisa a dismutagdo do O.*" em H20, e O». Trés isoformas da SOD (SOD1,
SOD2 e SOD3) sdo encontradas nos rins, presentes tanto nas mitocondrias quanto no
citoplasma; a isoforma SOD1 tem atividade de até 80% nas células renais; catalase
(CAT) que atua na decomposi¢do de H202 em Oz e H20. A CAT possui elevada
expressdo nos rins e desempenha um papel importante na prevencdo de peroxidagéo
lipidica; glutationa peroxidase (GPx ou GSH-Px) atua sobre perdxidos e utiliza o
potencial redutor do tripeptideo glutationa reduzida (GSH). Além da GSH, outros
antioxidantes ndo enzimaticos que merecem destaque sdo: vitamina E (tocoferol), que
confere protecdo a membrana celular por atuar como quelante dos oxidantes produzidos
durante a lipoperoxidacdo; carotenoides, pigmentos lipossollveis com capacidade de
capturar ERO; vitamina C (ascorbato), um antioxidante hidrossoluvel que pode
neutralizar diretamente as ERO, no entanto também pode funcionar como pré-oxidante
quando em doses elevadas ou na presenca de metais, levando a lipoperoxidacédo; acido
arico, um dos solutos urémicos, produto final do metabolismo das purinas, apresenta
atividade antioxidante significativa e sua concentracdo no plasma € maior que a de
outros antioxidantes, como as vitaminas C e E. (DAVIES, 2000; HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2007; RATLIFF et al., 2016). Aumento nos niveis de alguns
antioxidantes, tais como CAT e GSH-Px, encontra-se associado com maior eficiéncia
no combate aos efeitos deletérios de H20. em células epiteliais tubulares renais
(GOLIGORSKY et al.,, 1993). Um desequilibrio nos sistemas antioxidantes,
particularmente CAT e GSH-Px, resulta em acimulo de H>O, aumentando as chances
desta espécie reagir com metais de transi¢cdo, culminando na formacdo de outras
espécies de oxigénio altamente reativas e que produzem efeitos nocivos as células
(RATLIFF etal., 2016).

A paraoxonase 1 (PON 1) é uma enzima dependente de célcio, presente no
plasma de varias espécies de mamiferos. Foi descoberta pela sua capacidade de
detoxificar compostos organofosforados, incluindo o paraoxon (metabodlito toxico do
parathion, muito utilizado em inseticidas agricolas) (SHUNMOOGAM; NAIDOO;
CHILTON, 2018). A PON 1 é sintetizada no figado e esta presente na corrente
sanguinea associada com a HDL. A paraoxonase (PON) apresenta 3 isoformas: PON 1,
PON 2 e PON 3. As isoformas PON 1 e PON 3 estdo associadas com a HDL, enquanto

PON 2 ndo é encontrada no plasma e tem ocorréncia intracelular (MACKNESS;
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MACKNESS, 2015). A PON tem a capacidade de hidrolisar perdxidos lipidicos,
hidroperoxidos e outros compostos, tornando-a uma enzima com potencial antioxidante
importante no combate ao estresse oxidativo (CHRISTIAKQV et al., 2017).

Tanto a atividade quanto a concentragdo de PON 1 encontram-se reduzidas na
DRC. Individuos com DRC apresentam niveis elevados de toxinas urémicas e de AGEs,
que podem modificar quimicamente a PON 1, prejudicando sua atividade, bem como
reducdo nos niveis séricos de HDL e consequentemente reducdo de PON 1 circulantes
(GUGLIUCCI et al., 2012).

Alem da PON 1, no soro tambeém séo encontradas outras enzimas antioxidantes,
incluindo a GSH-Px e a CAT. A GSH-Px apresenta-se em duas isoformas principais,
GPx1 e GPx3. A GPx1 é encontrada no citoplasma e nas mitocondrias; e a GPx3
presente nas particulas de HDL (BUJISSE et al., 2012). Zargari e colaboradores (2015)
observaram reducdo nos niveis das enzimas antioxidantes CAT, GSH-Px e SOD em
eritrocitos de individuos com DRC. Eles sugerem que a perda ou inativagédo dos fatores
antioxidantes possa estar relacionada com a cronicidade elevada na producdo ERO e o
aumento da lipoperoxidagdo lipidica, comprometendo o0s sistemas de defesa

antioxidantes.

2.3 Estresse oxidativo na DRC

O aumento na producdo de ERO devido a disfuncdo mitocondrial tem sido
proposto como uma das principais causas envolvidas na promocéo do estresse oxidativo
na DRC (SMALL et al., 2012). De fato, o rim é o segundo maior 6rgdo em relacdo ao
consumo de oxigénio e de abundancia mitocondrial, perdendo apenas para 0 coracao.
Assim, a disfuncdo mitocondrial tem um papel critico no desenvolvimento das doencas
renais. Essa alta demanda tanto de oxigénio quanto de mitocdndrias nos rins é
necessaria para fornecer energia suficiente para a remocdo de residuos organicos,
reabsorcdo de nutrientes, manutencdo da homeostase e do equilibrio hidroeletrolitico e
para o controle da presséo arterial (BHARGAVA; SCHNELLMANN, 2017).

A geracdo de moléculas oxidantes (como por exemplo O2*, H,O2, OH®, entre
outros) ocorre principalmente na mitocondria, durante a geracdo de energia na forma de
adenosina trifosfato (ATP) apos gradiente de prétons e reducdo de oxigénio a agua

durante a respiragdo aerobica. Outra importante fonte de moléculas oxidantes é a



32

atividade de algumas enzimas, incluindo NADPH oxidases (nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate oxidase); sdo proteinas transmembranas que tém a funcgdo de
transferir elétrons pelas membranas celulares; o aceptor destes normalmente é o
oxigénio, e em consequéncia desse processo, o radical O>*" € gerado (BARBOSA et al.,
2010).

As toxinas urémicas também tem sido citadas como participantes do aumento no
estresse oxidativo em individuos com DRC. O acumulo de toxinas urémicas observado
nestes individuos promove um processo inflamatério, com estimulagdo de leucécitos
polimorfonucleares e células CD-8" e subsequente producdo de O.* via acetato de
forbol miristato (PMA - phorbol myristate acetate) (LING; KUO, 2018). O acumulo de
ERO, principalmente de O>*, induz a inativagéo e deficiéncia de 6xido nitrico (NO). NO
protege a funcdo renal via aumento do fluxo sanguineo, regulacdo da fungdo do
tubuloglomerular e por preservar a homeostase hidroeletrolitica. O O2* pode interagir
com NO, gerando um forte oxidante, 0 ONOO", este capaz de oxidar proteinas, lipideos
e acidos nucleicos bem como diminui os efeitos de protecdo de NO. Altos niveis de O2*
no plasma e a deficiéncia de NO sdo ponderados como participantes do estresse
oxidativo (LIAKOPOQULOS et al., 2017; MODLINGER; WILCOX; ASLAM, 2004).

2.4 Estresse oxidativo na HD

A HD é definida como a difusdo de moléculas do sangue através de uma
membrana semipermeavel ao longo de um gradiente de concentracdo eletroquimico. O
objetivo priméario da HD ¢é restabelecer o ambiente dos fluidos intra e extracelulares
tipicos de uma condicdo de funcionamento normal da funcdo renal (HIMMELFARB;
IKIZLER, 2010). A velocidade de difusdo esta diretamente relacionada a concentracdo
e ao peso molecular do soluto a ser dialisado; pequenas moléculas, incluindo a ureia,
difundem-se rapidamente, enquanto que moléculas grandes (B2-microglobulina,
albumina) bem como solutos associados a proteinas (como por exemplo o p-cresol)
difundem-se mais lentamente (HIMMELFARB; IKIZLER, 2010).

Para iniciar a terapia dialitica, é necessario um acesso vascular funcional, como a
fistula arteriovenosa (FAV), ou um cateter com dois sitios de punc¢do, uma por onde o
sangue é impulsionado até o dialisador e outra pela qual o sangue filtrado retornara ao

individuo. Através de uma bomba, 0 sangue é impulsionado até um sistema formado
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pelo liquido de diélise e um filtro com membrana semipermedvel, na qual o sangue e o
liquido se misturam permitindo, trocas de agua e solutos por difusdo. A solugdo de
dialise ou liquido de dialise (dialisato) é composta por uma solucédo de eletrdlitos e agua
importantes para a homeostase. O filtro dialisador separa dois compartimentos: um para
0 sangue e o outro para o dialisato, cada um com um ponto de entrada e saida com
circulacdo dispondo-se contracorrente. A membrana dialisadora é composta por placas
ou finos tubos capilares. O sangue entra por um compartimento, distribui-se por dentro
desses capilares, até sair em outro compartimento, o dialisato circula na porgdo externa
(BIANCHI, 2003).

Em revisdo de Morena e colaboradores (2000) sdo descritos os diversos fatores
relacionados a HD que podem ter participacdo no estabelecimento do estresse oxidativo,
onde os autores distribuem tais fatores em duas categorias, aqueles que estimulam o
aumento na producdo de ERO, e aqueles que levam a reducéo nas defesas antioxidantes.
Dentre os fatores que participam do estimulo a producdo de ERO durante a HD,
destacam-se: i) fatores relacionados a uremia, e neste caso merece destaque a
superproducdo de ERO por leucdcitos polimorfonucleares (LPMN), em especial O,
HOCI e ONOO™ (WARD; MCLEISH, 1994); ii) fatores induzidos pela HD, como por
exemplo: ativacdo dos LPMN devido a passagem forcada do sangue pela dialise, tipo da
membrana selecionada para a realizacdo da dialise (membranas de celulose do tipo
cuprofano ativam LPMN de maneira mais exacerbada em relagdo as membranas
sintéticas de polissulfano), presenca de endotoxinas (lipopolissacarideo, LPS) no
dialisado também levando a ativagdo de LPMN (CRISTOL et al., 1994; WARD;
MCLEISH, 2003). Ja entre os fatores que causam prejuizos nas defesas antioxidantes
pela HD podem ser citados: i) fatores relacionados a uremia, com destaque para o
aumento nos niveis de inibidores da enzima NO sintase, em especial a dimetil arginina
assimétrica (ADMA), aumentando assim o risco de eventos cardiovasculares devido aos
baixos niveis de NO (BAYLIS, 2006); ii) remocdo dialitica de compostos antioxidantes,
principalmente aqueles hidrossolUveis e de baixo peso molecular, como por exemplo as
vitaminas C e E, acido Urico, selénio (importante para a atividade da GSH-Px) dentre
outros (KOENIG et al., 1997; MORENA et al., 2002).

Portanto, crescem as evidéncias da associa¢do entre 0 aumento na geracao de

ERO, os prejuizos nas defesas antioxidantes endogenas e a baixa biodisponibilidade de
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NO para o desenvolvimento da disfungdo endotelial em pacientes com DRC
(MALYSZKO, 2010; SATOH, 2012), predispondo estes individuos as complicacdes
em longo prazo da DRC, especialmente aquelas relacionadas & aterosclerose e outros
eventos cardiovasculares (GO et al., 2004; SCHIFFRIN; LIPMAN; MANN, 2007).

Em face de todas estas condicGes observadas na HD, tem sido postulado que o
estresse oxidativo é exacerbado em individuos com DRC ap6s a sessdo de HD (CHEN;
CHANG,; LIOU, 1998; GLORIEUX et al., 2012). Kundoor e colaboradores (2017)
observaram um aumento significativo de espécies oxidantes e diminui¢do nos niveis de
antioxidantes em pacientes em tratamento dialitico, apds uma sessdo de HD. Ujhelyi e
colaboradores (2006) observaram que a diminui¢cdo na capacidade antioxidante do
plasma de pacientes apos a HD pode ser devido a remoc¢éo de alguns solutos urémicos,
aumentando o risco de oxidacdo da LDL e de danos as células endoteliais, ambas as
alteracdes determinantes para o risco de doencas cardiovasculares em individuos com
DRC. Sautin e Johnson (2008), Miyamoto e colaboradores (2010) e Assis e
colaboradores (2015) analisaram, utilizando sistemas-modelo in vitro, o potencial
antioxidante de alguns solutos urémicos, simulando nestes sistemas as concentracdes
plasmaticas fisiologicas e urémicas destes solutos, e relataram a eliminacdo/inibicdo de
ERO, tais como O*, *OH e ROO®*, devido as ag¢les antioxidantes de alguns solutos
urémicos, como por exemplo o acido urico. Contrariamente, Soejima e colaboradores
(2004) observaram diminuicdo nos niveis de albumina em sua forma oxidada em
pacientes ap0s a realizacdo de HD. Terawaki e colaboradores (2010) encontraram
exatamente o0 oposto, isto €, aumento nos niveis da fracdo oxidada da albumina em
pacientes apos a HD.

Estes dados ndo implicam na defesa de solutos urémicos como antioxidantes e
que, portanto, a HD seja prejudicial aos individuos; uma vez que um dos principais
objetivos da HD ¢ a remocdo das “toxinas” urémicas, denota-se que 0 procedimento néo
induz malignidades. No entanto, a compreensdo do status antioxidante em individuos
com DRC, especialmente ap0s o ingresso nas sessdes de HD, é extremamente
importante para a projecdo da necessidade de intervencBes antioxidantes, bem como
para monitoramento da efetividade desta possivel intervencdo. Portanto, a terapia
hemodialitica oferece oportunidades para o0 desenvolvimento da medicina

personalizada.
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Em relagdo ao uso de componentes dos sistemas antioxidantes como
biomarcadores de estresse oxidativo em amostras de soro/plasma ou células sanguineas,
evidéncias indicam que tanto antioxidantes intracelulares quanto extracelulares sédo
severamente reduzidos em pacientes com DRC submetidos a HD (HIMMELFARB,
2009). No entanto, quando as atividades das enzimas antioxidantes sdo monitoradas no
plasma ou soro de individuos submetidos a HD, os resultados sdo altamente variéveis,
desde auséncia de alteracdo até reducdo na atividade de SOD, CAT, GSH-Px e PON 1.
No entanto, vale lembrar que a maioria destas enzimas antioxidantes estdo presentes
predominantemente no meio intracelular, bem como a GSH, cuja concentracdo
plasmatica € baixa, de apenas 2 uM (WARD; MCLEISH, 2003). A grande maioria dos
grupos sulfidrila encontrados no plasma encontram-se na albumina, em sua forma néo
oxidada, sendo esta proteina o alvo mais importante de formagéo de grupos carbonilas
no plasma (HIMMELFARB; MCMONAGLE, 2001), sugerindo ser a albumina uma
defesa importante contra o estresse oxidativo em individuos sob HD. Além da albumina,
no sangue também circulam importantes antioxidantes, tais como as vitaminas C ¢ E, -
caroteno, cido urico, entre outros (VASCONCELOS et al., 2007).

Contudo, a existéncia de diferentes abordagens e diversos ensaios analiticos para
a determinacdo do status oxidante/antioxidante em individuos com DRC submetidos a
HD certamente explica as divergéncias observadas nos resultados em diversos estudos.
Dentre os marcadores utilizados para a determinacdo do status oxidante/antioxidante,
podemos citar 0s biomarcadores de lesdo oxidativa, 0s biomarcadores de

atividade/protecdo antioxidante, e o potencial antioxidante das amostras biologicas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Avaliar as alteragdes no potencial antioxidante e nos niveis de biomarcadores de
estresse oxidativo no soro de individuos sem e com doenca renal crénica, sendo estes

ultimos avaliados em duas condi¢des distintas, antes e apds uma sessao de hemodialise.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar, no soro de individuos sem e com doenga renal cronica, sendo estes
ultimos avaliados em duas condicdes distintas, antes e apds uma sesséo de hemodialise:

- biomarcadores bioquimicos séricos: creatinina, ureia, acido Urico, potassio,
proteina total, albumina, glicose, triglicerideos, colesterol total, colesterol-HDL,
colesterol-LDL e colesterol-VLDL,;

- biomarcadores relacionados ao estresse oxidativo: niveis de substancias
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), proteinas carboniladas (PCO) e produtos
finais de glicacdo avancada (AGEs fluorescentes);

- atividades das enzimas antioxidantes: catalase (CAT), glutationa peroxidase
(GSH-Px) e paraoxonase 1 (PON 1);

- capacidade antioxidante total: ensaio de clareamento (bleaching) da crocina e
ensaio de captura do cation radical ABTS™;

- concentracdo de grupos tiois totais.
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4 CASUISTICA E METODOS

4.1  Individuos e Grupos de Estudo

Para este estudo foram analisadas amostras de soro de 40 individuos de ambos
0s sexos (22 homens e 18 mulheres) portadores de doenga renal cronica e submetidos a
hemodialise, com idade entre 18 e 60 anos e que realizam hemodiélise trés vezes por
semana, em sessdes com duracdo de no minimo 3 horas, e em individuos que estejam
em hemodidlise ha pelo menos trés meses. Os individuos foram submetidos a
hemodialise com solucéo de bicarbonato em um dialisador capilar com membrana de
polissulfona de alto fluxo (Hemoflow F — Fresenius Medical Care AG & Co.,
Alemanha). Os individuos apresentavam fistulas arteriovenosas ou cateter como acesso
vascular e as taxas de fluxo sanguineo diferenciaram entre 350 e 500 mL/min e as taxas
de fluxo de dialisato variaram entre 500 e 800 mL/min.

Para a composi¢cdo do grupo controle foram analisadas amostras de soro de 40
individuos de ambos os sexos (19 homens e 21 mulheres), doadores de sangue

saudaveis, ndo tabagistas, junto ao Hemonucleo Regional de Araraquara, SP.

4.2  Critérios de Excluséo

Individuos cujas idades eram maiores que 60 e inferiores a 18 anos; individuos
tabagistas; individuos portadores de infecgdes microbianas recentes ou cronicas e que
estavam em terapia com antibidticos; portadores de doencas inflamatorias agudas e
crénicas ndo renais, portadores de hepatites dos tipos A, B e/ou C, portadores de HIV;
portadores de neoplasias benignas ou ndo; pacientes que realizam dialise peritoneal;
pacientes que utilizam alcool e/ou drogas ilicitas; pacientes incidentes em hemodialise
(inferior a trés meses) e pacientes cuja etiologia da doenca renal for devido as seguintes
condicdes: sindrome hemolitica urémica, nefropatia tubulointersistial, rim policistico,

calculo e eclampsia.

4.3 Aspectos Eticos
Todos os procedimentos relacionados com os individuos foco do estudo foram
submetidos ao Comité de Etica de Pesquisa em Humanos da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas, UNESP, Plataforma Brasil do Ministério da Saude, sendo aprovado sob
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0 nOmero do Certificado de Apresentacio de Apreciacio FEtica (CAAE):
76859617.4.0000.5426, em 13 de novembro de 2017.

Todos os individuos possiveis para inclusdo neste projeto foram esclarecidos
sobre a pesquisa e 0s que aceitaram a participar assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido - TCLE (ANEXO 1) e o Termo de Autorizacdo de Doacdo de
Material Bioldgico (ANEXO I1).

As assinaturas destes documentos e os esclarecimentos dos objetivos da pesquisa
e do contetdo do TCLE foram etapas realizadas com o acompanhamento do Dr. José
Luiz Saheb, médico técnico responsavel do Centro Regional de Hemodidlise de

Araraquara, SP.

4.4 Coleta e Preparo das Amostras

As amostras de sangue total foram coletadas em tubos tipo vacutainer, sem
anticoagulante; para os individuos com DRC foram coletados um tubo antes da sesséo
de HD (pré-HD) e um tubo ap6s o término da sessdo de HD (p6s-HD). No mesmo dia
foram coletadas as amostras de sangue do grupo controle.

Os tubos contendo sangue total permaneceram em repouso, verticalmente, por 30
minutos, e em seguida foram centrifugados a 700 g por 10 minutos, para a obtencdo do
soro. O soro foi aliquotado em microtubos da marca Eppendorf e armazenados a -80°C

até realizacdo das analises.

4.5 Biomarcadores Bioquimicos

Os niveis séricos de creatinina, ureia, acido drico, potassio, proteina total,
albumina, glicose, triglicerideos, colesterol total e colesterol-HDL foram determinados
com o uso de ensaios colorimétricos ou potenciométricos em slides contendo quimica
seca (Analisador Vitros 250, Ortho Clinical Diagnostics, Johnson & Johnson
Company).

Os niveis de colesterol-LDL e colesterol-VLDL foram estimados de acordo com
a formula de Friedewald. A equacdo de Friedewald (1972) estima 0s niveis séricos de
colesterol-LDL a partir do colesterol total, colesterol-HDL e triglicerideos. Os niveis de
colesterol-VLDL séo estimados a partir da concentracdo de triglicerideos dividido por 5.

Colesterol-LDL mg/dL = colesterol total — colesterol-HDL — (triglicerideos/5).
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4.6 Avaliacé@o da Peroxidacgdo Lipidica

Os niveis de substancias reativas ao &cido tiobarbitirico (TBARS) foram
analisados de acordo com Kohn e Liversedge (1944). O método baseia-se na reacao
entre 0 TBA e um dos principais produtos secundarios da peroxidacgdo lipidica, 0 MDA,
formando o complexo com cor vermelha (Figura 2). A determinacdo dos niveis de
TBARS permite 0 monitoramento de alteracGes relacionadas a peroxidacao lipidica. A
concentragdo de TBARS foi determinada fluorimetricamente, em comprimentos de
onda de excitacdo de 510 nm e emissdo de 553 nm. Foi realizada uma curva analitica

com 1,1,3,3-tetrametoxipropano. Os resultados foram expressos em pmol/L de TBARS.

Figura 2: Reacéo entre o TBA e o MDA, formando o composto colorido monitorado
fluorimetricamente em comprimentos de onda de excitagdo de 510 nm e de emissdo de
553 nm.
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Fonte: OSAWA: FELICIO: GONCALVES, 2005.

As amostras de soro foram diluidas 4 vezes em cloreto de potassio (KCI 1,15%).
Foi adicionado 1,5 M de NaOH em tubos de ensaio contendo as amostras, os padrdes ou
0 branco, e incubados a 60°C por 30 minutos. Apos banho de gelo por 5 minutos, foi
adicionado acido percldrico 10%, e os tubos centrifugados a 10.621 g durante 10
minutos a 4°C; os sobrenadantes foram usados para a quantificacdo de TBARS. Aos
sobrenadantes foi adicionada solucdo de 10 mM de 4&cido tiobarbitirico (TBA)
(preparado em tampdo fosfato monobasico de potassio, 75 mM, pH 2,5). As amostras
foram entdo colocadas em banho fervente (100°C) por 15 minutos e em seguida
mantidas em gelo por 5 minutos. A leitura da fluorescéncia foi realizada em microplaca

no equipamento Biotek® Precision XS Microplate Sample Processor.
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4.7 Estimativa dos Produtos Finais de Glicacdo Avancada

Os produtos finais de glicacdo avancada foram estimados via fluorescéncia, de
acordo com Miinch et al. (1997) e Zilin et al. (2001), com modifica¢Ges, nos seguintes
comprimentos de onda de excitacdo e emissdo: AGEs fluorescentes (Aexc 370 nm; Aem
440 nm) e pentosidina (Aexc 328 nm; Aem 378 Nm) (PENNACCHI et al., 2015).

Para a estimativa dos AGEs fluorescentes, nas amostras de soro foram
adicionados 4,6 M de cloroférmio, 0,15 M de acido tricloroacético e 1,5 M de hidréxido
de sodio (NaOH). Apds 10 segundos de homogeneizacdo em vortex, as amostras foram
mantidas na geladeira (2°C a 8°C) por 30 minutos e posteriormente centrifugadas a
13.000 g durante 10 minutos a 10°C. Em seguida, uma aliquota do sobrenadante foi
retirada para a estimativa de AGEs fluorescentes (Aexc 370 nm; Aem 440 nm) e de
pentosidina (Aexc 328 nm; Aem 378 nm) (PENNACCHI et al., 2015). Os resultados foram
expressos em unidades arbitrarias de fluorescéncia/mg de proteina (UA/mg de proteina).
A leitura da fluorescéncia foi realizada em microplaca no equipamento Biotek®

Precision XS Microplate Sample Processor.

4.8 Quantificacdo de Grupos Carbonilas em Proteinas

Os niveis de proteinas carboniladas (PCO) em soro foram determinadas de
acordo com a metodologia de Levine et al. (1994) com algumas modificacdes. Os
grupos carbonilas presentes nas proteinas reagem com 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH)

formando 2,4-dinitrofenilhidrazona (DNP), a qual € monitorada em 370 nm (Figura 3).

Figura 3: Reacéo entre o grupo carbonil da proteina e 0 DNPH, formando DNP.
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Fonte: PURDEL; MARGINA; ILIE, 2014.
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As amostras de soro foram diluidas 4 vezes em tampéo fosfato 50 Mm (pH 6,7)
contendo 1 mM de &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA). Para cada amostra de
soro, foram preparados dois tubos (controle e teste), nestes foram adicionados o soro e
acido tricloroacético (TCA) 10%, em seguida foi realizada centrifugacéo a 10.000 g por
5 minutos a 4°C. Descartou-se o sobrenadante, e aos tubos controle adicionou-se 2,5 M
de écido cloridrico (HCI) e, aos tubos testes adicionou-se 0,1% de DNPH solubilizado
em 2,5 M de HCI. Os tubos foram incubados a temperatura ambiente durante 30
minutos na auséncia de luz, e agitados a cada 15 minutos. Em seguida foi adicionado
TCA 10% em ambos os tubos e eles foram centrifugados a 10.000 g por 5 minutos a
4°C, posteriormente foram descartados os sobrenadantes. Os precipitados foram lavados
duas vezes com solucdo acetato de etila:etanol (1:1) para remocdo do DNPH livre. Aos
tubos contendo os precipitados foi adicionado 6 M de ureia e eles foram centrifugados a
10.000 g durante 10 minutos a 4°C.

A leitura da absorbancia dos sobrenadantes foi realizada no equipamento
espectrofotdmetro da marca Jasco Corporation® V-630, no comprimento de onda de 370
nm e a concentracdo de proteinas carboniladas na amostra foi obtida utilizando-se o
coeficiente de extingdo molar da hidrazona (22000 M~cm™). Os valores de proteinas
carboniladas foram corrigidos pela dosagem de proteina total sérica pelo método de
Lowry (1951).

A dosagem de proteina total em soro foi determinada de acordo com a
metodologia de Lowry (1951). O principio do método baseia-se na reducdo do reagente
Folin-Ciocalteau (uma mistura contendo molibdato, tungstato e acido fosforico) o qual,
ao reagir com proteinas, na presenca de cobre (II) forma um cromoéforo azul escuro,
determinado espectrofotometricamente em 660 nm. Os resultados de proteinas totais
foram expressos em mg/mL, utilizando uma curva analitica de albumina bovina sérica.

Nas amostras de soro foi adicionada uma solugdo contendo 2% de carbonato de
sodio (Na2COs3) em 0,1 N de NaOH e 0,5% de sulfato de cobre (CuSO4. 5 H,0) em 1%
de tartarato de sddio. Em seguida as amostras foram incubadas por 15 minutos em
temperatura ambiente, e adicionado o reagente Folin-Ciocalteau, Ap6s 30 minutos em
repouso em temperatura ambiente e na auséncia de luz, a leitura foi realizada em 660

nm.
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4.9 Atividade da Paraoxonase 1 (PON 1)

A atividade da PON 1 no soro foi determinada de acordo com Costa et al.
(1990), com algumas modificacbes (ASSIS et al., 2017). A atividade da PON 1 foi
determinada pela hidrélise do paraoxon e liberagdo do p-nitrofenol (Figura 4).

Figura 4: Hidrdlise do paraoxon com liberacdo de p-nitrofenol e dietil fosfato,
catalisada pela PON 1.
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Fonte: MONTEIRO et al., 2016.

O meio reacional foi preparado da seguinte maneira: ao soro foi adicionado
tampao Tris-HCI (15 mM, pH 8,5), contendo 0,15 mM de cloreto de célcio (CaCl,), 0,3
M de cloreto de sédio (NaCl) e 1,2 mM de paraoxon. A solucdo estoque de paraoxon
(120 mM) foi preparada em acetona e mantida no gelo; antes do uso, diluiu-se essa
solucdo estoque 40 vezes em agua e sua concentracdo foi monitorada em 274 nm,
usando o coeficiente de extingdo molar do paraoxon em agua (8900 M-cm™). O ensaio
foi realizado a 37°C e iniciado pela adi¢do de paraoxon; a atividade foi monitorada pela
absorbancia em 405 nm durante 5 minutos. Os resultados foram calculados utilizando o
coeficiente de extingdo molar do p-nitrofenol (18000 Mcm™). A atividade da PON 1

foi expressa em unidades/litro (unidade = umoL paraoxon hidrolisado/min).

4.10 Atividade da Catalase (CAT)

A atividade peroxidativa da CAT no soro foi determinada de acordo com
Johansson e Borg (1988), com modificacdes. Essa metodologia é baseada na reacdo da
catalase com metanol e perdxido de hidrogénio em concentracdo otimizada. O

formaldeido produzido nesta reacdo é medido espectrofotometricamente com o
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cromégeno  4-amino-3-hidrazino-5-mercapto-1,2,4-triazol  (Purpald), formando um
cromoforo (roxo) que absorve luz em 540 nm (Figura 5). Os resultados foram expressos
em atividade de catalase por pmol/min/L.

Figura 5: Atividade peroxidativa da CAT.
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Fonte: Do autor, 2019.

As amostras de soro de individuos do grupo controle e do grupo com DRC
foram diluidas 5 e 3 vezes, respectivamente, com tampéao fosfato de potassio 25 mM pH
7,5 contendo 1 M de NaOH e 1 mM de EDTA. Para a curva padrdo de formaldeido
foram utilizadas as concentracdes de 50 uM, 100 uM, 200 uM, 300 uM e 400 uM. Em
tubos de ensaios contendo as amostras, padrdes ou tubo branco foi adicionado tampéo
fosfato de potéassio 100 mM pH 7,5 contendo 1 M de NaOH, metanol 100% e 50,04 mM
de peréxido de hidrogénio para iniciar a reacdo. Apds 20 minutos com agitacdo, foi
adicionado 10 M de hidréxido de potassio (KOH) para encerrar a reacdo, e em seguida
foi adicionado o cromogeno Purpald (33,4 Mm) em 500 mM de HCI e agitado durante
10 minutos. Foi adicionado 65,2 mM de periodato de potassio (KI1Os) em 500 mM de
KOH, agitado por 5 minutos e a leitura foi realizada em microplacas no equipamento

espectrofotdmetro da marca Biotek® PowerWave XS em 540 nm.
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4.11 Atividade da Glutationa Peroxidase (GSH-Px)

A atividade da GSH-Px foi determinada de acordo com Ferreira et al. (1999). A
GSH-Px catalisa a oxidacdo da glutationa reduzida (GSH) na presenca de H.O>
produzindo a glutationa oxidada (GSSG). Na presenca de glutationa redutase (GSH-
Rd), a GSSG ¢ reduzida a GSH com oxidacdo concomitante do NADPH a NADP*. A
oxidacdo do NADPH é monitorada pela diminuicdo da absorbancia em 340 nm (Figura
6). O monitoramento da absorbancia foi realizado em microplacas no equipamento
Biotek® PowerWave XS. O meio reacional contém tampdo Tris/HCI (1M de EDTA,; pH
8,0; 1,23 mmol/L), GSH-Rd (0,72 Ul/mL), NADPH (0,14 mM), GSH (1,42 mM), t-
butil hidroperoxido (100 pM) e 17 pL de soro com volume final de 300 pL. Os
resultados foram expressos mmol de NADPH consumido/min/g de proteina.

Figura 6: Conversdo de glutationa reduzida (GSH) em glutationa oxidada (GSSG) por
acdo da glutationa peroxidase (GSH-Px), com conversdo de hidroperoxido em agua.
Reducdo de GSSG em GSH por acdo da glutationa redutase (GSH-Rd) com oxidacéao de
NADPH.
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Fonte: ILKHANI; HOSSEINI; SAEDISOMEOLIA, 2016 (com modificacdes).

4.12 Ensaio de clareamento (bleaching) da crocina
O ensaio de clareamento (bleaching) da crocina é um método in vitro utilizado
para determinar a capacidade antioxidante total do soro humano. Essa metodologia foi

realizada de acordo com Tubaro et al. (1998) e Assis et al. (2015), uma vez que 0
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principio do método se baseia na competicdo entre a crocina (Figura 7) e a amostra

(soro contendo antioxidantes) em eliminar o ROO".

Figura 7: Estrutura quimica da crocina.
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Fonte: NIE et al., 2019.

O monitoramento da diminuigdo da absorbancia da crocina foi realizado em 443
nm durante 10 minutos. A reacdo é iniciada ao adicionar o azocomposto dicloridrato de
2,2’-azobis- (2metilpropanoamidina) (AAPH), que em 40°C, por termolise, gera um
radical livre, em meio aerado. O O presente no meio da reacdo reage com o radical e
gera os radicais ROO*; o ROO* retira um atomo de hidrogénio e gera um radical na
estrutura da crocina, levando ao rompimento de suas duplas ligagdes, provocando seu
clareamento, e diminui¢do de sua absorbancia na regido do visivel. Na presenca de
molécula(s) antioxidante(s), essa diminuicdo da absorbancia se torna menor e por isso
registra-se um novo valor na variacdo da absorbancia em funcdo do tempo, ou seja, na
velocidade do clareamento (bleaching) da crocina. Assim, 0s antioxidantes competem
com a crocina pelos radicais ROO*®; portanto a inibicdo de sua oxidacdo depende da

capacidade das amostras na captura das espécies radicalares (Figura 8).
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Figura 8: ReacOes envolvidas no ensaio de clareamento da crocina. A, representa um

antioxidante.
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Fonte: ASSIS et al., 2017 (Adaptado).

O ensaio foi realizado em volume total de 2 mL, em tampéo fosfato de sodio
0,12 M, pH 7,0 com 25 uM de crocina (a partir de uma solucéo estoque em DMSO 6
mM) e diferentes volumes da amostra de soro. A reacdo teve inicio com adi¢do de 50
puL (12,5 mM, concentracdo final) de AAPH (em solucdo estoque fresca 0,5 M em
tampdo fosfato de sdédio 0,12 M, pH 7,0), monitorada a 443 nm, sob agitacdo e
temperatura de 40°C, constantes.

A velocidade do clareamento da crocina € linear apos 2 minutos da adicdo do
AAPH, e foi monitorada durante 10 minutos em espectrofotdmetro (Jasco Corporation
® V-630). Foi realizado para cada volume de amostra um ensaio sem crocina,
considerando-o como branco da reacdo, a fim de evitar possiveis interferéncias na
absorbancia.

Por competicdo cinética, o clareamento da crocina pela geracdo do ROO* (Vo)
diminui na presenca de antioxidante(s). O antioxidante compete com a crocina pelo

ROO* e uma nova velocidade de clareamento (v) corresponde a:

ke [C]
ke|C] + ka |A]

V =1VpX
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Onde: vo = k1 X [ROO°] x [C]; kc= ki1 x [ROO*]; ka= k2 x [ROO*];
[ROO*] = concentragdo do radical peroxil; vo = velocidade da reagdo da crocina com
ROOQ*; ki = constante de velocidade para a reacdo entre ROO* e crocina; k. = constante
de velocidade para a reacdo entre ROO* e antioxidante; [C] = concentragdo da crocina;

[A] = volume de amostra.

A velocidade de bleaching da crocina (vo) diminui na presenca de um
antioxidante e um novo valor (v) é avaliado de acordo com a seguinte relagdo:
Vo ke |[C]+ kalA] ka [A]

= —_— Y —

v ke [C] ke~ [C]

O valor de ka/kc, calculado a partir da inclinagdo de regresséo linear do grafico
Vo/v versus [A])/[C], indica a capacidade relativa de um antioxidante interagir com o
ROO".

4.13 Capacidade de captura do cation radical ABTS™

A capacidade de captura do cation radical ABTS™" foi determinada de acordo com
Re et al. (1999), com algumas modificacbes. O teste baseia-se na capacidade dos
antioxidantes presentes na amostra capturarem o cation radical ABTS™".

O ABTS™ foi gerado pela oxidacdo do 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-
fulfonato) (ABTS, 7 mmol/L) na presenca de persulfato de potassio (140 mmol/L)
(Figura 9), na auséncia de luz e a temperatura ambiente, por aproximadamente 16 horas.
Depois de formado, o radical foi diluido em tampdo fosfato de sédio 10 mmol/L (pH
7,4) até obter-se a absorbancia com valor de aproximadamente 0,750 + 0,020 a 734 nm.
Utilizou-se o espectrofotdmetro de placa (Biotek® PowerWave XS) para a realizagéo das
leituras das absorbancias (734 nm), apds incubacdo de 15 minutos na auséncia de luz. O
volume total da reacdo foi de 300 pL, sendo 100 pL fixo para o0 ABTS™, 150 uL de
tampdo fosfato de s6dio 10 mmol/L (pH 7,4) e 50 pL de soro diluido. Os resultados
foram expressos em média * erro padrdo da méedia (EPM) das porcentagens de inibicédo
(ECso).
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Figura 9: Oxidacdo do ABTS pelo persulfato de potassio (K.S:0s), formando o
ABTS'" e sua reagcdo com um antioxidante. AOH representa um antioxidante.
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Fonte: OLIVEIRA et al., 2014.

4.14 Determinacao da concentracdo de grupos tidis totais

A determinacédo da concentracdo de grupos tiois totais foi determinada de acordo
com Sedlak & Lindsay (1968) com modificacdes. Este ensaio se baseia na reducdo do
acido 5,5 ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB; Reagente de Ellman) pelos grupamentos
sulfidrilas, formando TNB, o qual é monitorado espectrofotometricamente a 412 nm
(Figura 10).
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Figura 10: Reducdo do DTNB por grupamentos sulfidrilas, formando TNB.
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Fonte: ELLMAN, 19509.

As amostras de soro foram diluidas 4 vezes com solucéo tampéo fosfato 50 mM
(pH 8,0). Foi conduzida uma curva padrdo de cisteina nas concentragtes de 30 uM, 60
MM, 120 puM, 165 puM, 240 uM e 280 puM. Em tubos de ensaios contendo as amostras,
padrdes ou tubo branco, adicionou-se tampao Tris-HCI 0,4 M (pH 8,9) e apds a adi¢éo
de DTNB 0,01 M, foi realizado a leitura das absorbancias. A leitura foi realizada em
microplacas no espectrofotdmetro (Biotek® PowerWave XS) em 412 nm. Os resultados

foram expressos em grupos tidis totais (umol/L).

4.15 Anélise dos resultados

Os resultados foram expressos como meédia + erro padrdo da média (EPM). Os
dados foram analisados via avaliacdo da variancia One way (ANOVA) seguida da
analise de diferenca pelo teste Student-Newman-Keuls. Foram consideradas diferencas
significativas quando p<0,05. As analises supracitadas, foram realizadas utilizando o

programa GraphPad Prism® 6.0.
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5 RESULTADOS

5.1 Biomarcadores bioquimicos

Na Figura 11 encontram-se os valores médios de creatinina, ureia e acido Urico
no soro de individuos do grupo controle e do grupo com DRC, antes (pré-HD) e apds
(pés-HD) uma sesséo de HD.

As amostras de soro de individuos com DRC e na condigdo pré-HD
apresentaram niveis elevados de creatinina (10,51 £ 0,79; mg/dL) (FIGURA 11A), ureia
(129,3 + 7,16; mg/dL) (FIGURA 11B) e acido urico (7,10 + 0,28; mg/dL) (FIGURA
11C), sendo estes aumentos de 13,8 vezes, 4,5 vezes e 53%, respectivamente, quando
comparados aos valores encontrados no grupo controle (creatinina: 0,76 = 0,036; ureia:
28,4 £ 1,52; acido Urico: 4,64 £ 0,23; mg/dL).

Uma sessdo de HD foi capaz de reduzir os niveis séricos de creatinina, ureia e
acido drico em 65%, 70% e 72%, respectivamente (p0s-HD; creatinina: 3,63 + 0,32;
ureia: 38,1 = 2,62; acido urico: 1,95 = 0,09; mg/dL).

Os marcadores séricos creatinina, ureia e acido Urico possuem valores de
referéncia diferentes para homem e mulher; por este motivo, na Tabela 3 estdo
apresentados os resultados referentes as médias dos niveis séricos de creatinina, ureia e
acido drico de homens e mulheres, do grupo controle e dos individuos com DRC, antes
e apo6s a HD. No entanto, podemos observar que a distin¢do entre homens e mulheres
ndo alterou o perfil de resposta, isto €, os individuos com DRC, na condicdo pré-HD
apresentam niveis elevados de creatinina, ureia e 4acido drico no soro quando
comparados com o grupo controle. Ap6s uma sessao de HD, houve uma diminuicdo

significativa destes marcadores no soro quando comparados com as amostras pré-HD.
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Figura 11. Niveis séricos de creatinina (A), ureia (B) e &cido Urico (C) em individuos
do grupo controle e individuos com DRC antes e ap6s a HD.
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Os valores foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM), n = 80. As diferencas
entre os grupos foram consideradas com p<0,05. #, diferencas com o grupo controle; &,
diferengas com o grupo pré-HD.
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Tabela 3. Niveis séricos de creatinina, ureia e &cido trico em homens e mulheres do grupo controle e individuos com DRC, antes e ap0s a

HD.
Homem Mulher
Controle Pré-HD Po6s-HD Controle Pré-HD P6s-HD
(n=19) (n=22) (n=22) (n=21) (n=18) (n=18)
Creatinina | 0,91+0,042 | 1154+1,04%* | 417+037%% | 0,68+0,023 | 881+110% | 2,59+0,50*%
Ureia 32,8 +2,60 132,6 £9,44% | 42,4+314% 25,7+ 1,15 1253 +11,29 % 32,1+4,02%
Acido arico | 5,43+0,39 7,28 +0,33* 2,09 +0,11 #& 4,16 + 0,23 6,89 + 0,47 # 1,76 £ 0,14 #&

Os valores foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM). As diferencas entre os grupos foram consideradas com p<0,05.
#, diferencas com o grupo controle; &, diferencas com o grupo pré-HD.
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Os niveis séricos de potéssio estdo apresentados na Figura 12. Antes da sessdo
de HD, os individuos com DRC apresentavam um aumento de 11% nos niveis séricos
de potassio (5,01 + 0,15; mmol/L) em comparacdo ao grupo controle (4,50 + 0,13;
mmol/L). Apds a sessdo de HD, houve uma reducdo de 27% nos niveis séricos de
potéssio (3,64 + 0,15; mmol/L).

Figura 12. Niveis séricos de potassio em individuos do grupo controle e individuos
com DRC antes e ap6s a HD.
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Os valores foram expressos como média + erro padrdo da media (EPM), n = 80. As diferengas

entre os grupos foram consideradas com p<0,05. #, diferengas com o grupo controle; &,
diferencas com o grupo pré-HD.

Na Figura 13 encontram-se os valores relacionados as concentracfes séricas de
glicose de individuos do grupo controle e individuos com DRC, possuindo ou néo
diabetes mellitus como comorbidade. No entanto, vale destacar que os individuos com
DRC ndo estavam em jejum no momento da coleta das amostras.

Pode-se observar que individuos do grupo controle apresentam valores de

glicemia de 95,1 + 2,93 (mg/dL), enquanto que os individuos com DRC, antes da HD,
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apresentam valores de glicemia de 176,8 + 15,98 (mg/dL). Ao final da sessdo de HD,
houve uma reducdo de 40% nos niveis séricos de glicose (105,4 + 6,80; mg/dL), quando
em comparacao aos valores pré-HD.

Na Tabela 4 estdo apresentados os valores de glicemia em mg/dL, tanto dos
individuos do grupo controle quanto dos individuos com DRC, sem e com diabetes
mellitus (DM), avaliados antes e ap0s a sessao de HD.

Analisando os valores de glicemia somente dos individuos com DRC, e
separando os valores dos individuos que possuem DM daqueles que ndo possuem DM,
nota-se que individuos com DRC e sem DM e antes da sessdo de HD apresentam
glicemia de 136,1 + 20,74 (mg/dL), sem a realizacdo do jejum; ja individuos com DRC
e com DM e antes da sessdo de HD apresentam glicemia de 214,7 + 20,04 (mg/dL),
também sem jejum. Percebe-se assim um aumento de 43% nos niveis de glicose em
individuos com DRC e sem DM, em relacdo ao grupo controle, e um aumento de 2,3
vezes nos niveis de glicose nos individuos com DRC e com DM, em comparacdo ao
grupo controle. Em ambos os casos, ou seja, DRC sem DM e DRC com DM, a sessao
de HD reduziu os niveis séricos de glicose em cerca de 29% e 47%, respectivamente,
nas amostras pos-HD (DRC sem DM: 96,7 £ 6,14; DRC com DM: 1135 + 11,69;
mg/dL).
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Figura 13. Niveis séricos de glicose em individuos do grupo controle e individuos com

DRC antes e ap6s a HD.
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Os valores foram expressos como média + erro padrdao da média (EPM), n = 80. As diferencas

entre os grupos foram consideradas com p<0,05. #, diferencas com o grupo controle; &,

diferengas com o grupo pré-HD.

Tabela 4. Niveis séricos de glicose em individuos do grupo controle e individuos com

DRC, sem e com diabetes mellitus, antes e apds a HD.

Glicose sérica (mg/dL)

Controle

(com jejum)

DRC sem DM

(sem jejum)

DRC com DM

(sem jejum)

95,1+2,93

Pré-HD

Po6s-HD

Pré-HD

Po6s-HD

1361 +20.74 %

06,7+614 &

2147 +2004 %

1135+ 11,69 &

Os valores foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM).
Controle n = 40, DRC sem DM n =18 e DRC com DM n = 22. As diferengas entre 0s grupos
foram consideradas com p<0,05. #, diferencas com o grupo controle; &, diferengcas com o

grupo pré-HD.
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Na Figura 14 encontram-se 0s niveis séricos de proteina total (FIGURA 14A) e
de albumina (FIGURA 14B) de individuos do grupo controle e de individuos com DRC,
antes e apos a sessao de HD.

Os individuos do grupo controle apresentam niveis séricos de proteina total de
7,52 £ 0,08 (g/dL) e de albumina de 4,44 + 0,10 (g/dL), enquanto que os individuos
com DRC antes da sessdo de HD apresentam valores séricos menores de ambos 0s
biomarcadores (6,59 + 0,11 e 3,67 + 0,08; g/dL, respectivamente). E possivel observar
que, ao término da sessdo de HD, tanto os niveis séricos de proteina total (8,08 + 0,23,
g/dL) quanto os niveis de albumina (4,62 + 0,16, g/dL) encontram-se aumentados, em

cerca de 23% e 26% respectivamente.

Figura 14. Niveis sericos de proteina total (A) e de albumina (B) em individuos do

grupo controle e individuos com DRC antes e apds a HD.
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Os valores foram expressos como média + erro padrdo da media (EPM), n = 80. As diferengas
entre os grupos foram consideradas com p<0,05. #, diferengas com o grupo controle; &,

diferencas com o grupo pré-HD.

Na Figura 15 estdo apresentados os valores séricos de triglicerideos (Figura
15A), colesterol total (Figura 15B), colesterol-HDL (Figura 15C), colesterol-LDL
(Figura 15D) e colesterol-VLDL (Figura 15E) em soro de individuos do grupo controle

e de individuos com DRC antes e ap0s a sessao de HD.
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Na Figura 15A estdo apresentados os niveis séricos de triglicerideos em soro de
individuos pertencentes ao grupo controle (137,3 £ 9,56; mg/dL) e em soro de
individuos com DRC, nas condi¢bes pré-HD (175,55 + 19,78; mg/dL) e pds-HD
(162,87 £ 20,60; mg/dL). Ndo foram observadas diferencgas estatisticas nos niveis
séricos de triglicerideos entre os diferentes grupos estudados.

Individuos do grupo controle apresentam niveis séricos de colesterol total de
183,5 + 6,71 mg/dL. Analisando o soro de individuos com DRC, as amostras pré-HD
mostram niveis sericos de colesterol total de 142,83 + 7,59 mg/dL, (diminuicéo de 22%
em relagdo ao grupo controle). Ao final da sessdo de HD, observa-se um aumento em
23% nos niveis séricos de colesterol (175,27 + 10,02 mg/dL) em relacdo ao pre-HD
(Figura 15B).

Tal como pode ser observado na Figura 15C, as amostras do grupo controle
apresentam niveis séricos de colesterol-HDL de 58,1 + 2,81 mg/dL, enquanto que as
amostras dos individuos pre-HD apresentam valores de colesterol-HDL de 35,8 + 1,90;
mg/dL, portanto nota-se que individuos com DRC, na condic¢do pré-HD, tém niveis de
colesterol-HDL significativamente mais baixos (38%) quando comparados com 0 grupo
controle. No entanto, apds a sessdo de HD, houve um aumento de 52% nos niveis de
colesterol-HDL (54,4 £ 2,82; mg/dL), em comparacéao aos valores pré-HD.

Na Figura 15D, as amostras de soro de individuos do grupo controle mostram
niveis de colesterol-LDL de 99,2 + 6,48 mg/dL; ja as amostras de soro de individuos
com DRC na condi¢do pré-HD apresentam uma diminuicdo de 26% nos niveis de
colesterol-LDL (72,78 £ 5,68 mg/dL) em relacdo ao controle, e pode ser observado um
aumento de 23% nos niveis de colesterol-LDL em individuos com DRC ao término da
sessdo de HD (89,37 + 7,71; mg/dL).

Amostras de soro de individuos do grupo controle apresentam valores de
colesterol-VLDL de 27,46 + 2,21 mg/dL, enquanto que individuos com DRC na
condicdo pré-HD apresentam niveis séricos de colesterol-VLDL de 35,1 + 3,96 mg/dL e
na condi¢do pos-HD niveis séricos de colesterol-VLDL de 32,57 + 4,12 mg/dL. N&o
foram observadas diferencas estatisticas nos niveis séricos de triglicerideos entre os

diferentes grupos estudados (Figura 15E).
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Figura 15. Niveis séricos de triglicerideos (A), colesterol (B), colesterol-HDL (C),
colesterol-LDL (D) e colesterol-VLDL (E) em individuos do grupo controle e
individuos com DRC antes e ap6s a HD.
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Os valores foram expressos como média + erro padrdo da media (EPM), n = 80. As diferengas
entre os grupos foram consideradas com p<0,05. #, diferencas com o grupo controle; &,

diferencas com o grupo pré-HD.
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5.2 Biomarcadores relacionados ao estresse oxidativo

5.2.1 Niveis de substancias reativas ao &cido tiobarbittrico (TBARS)

Na Figura 16 encontram-se 0s resultados referentes aos niveis de TBARS no
soro de individuos dos grupos controle e grupo com DRC, antes e ap0s a sessdo de HD.

As amostras de soro de individuos com DRC na condicdo pré-HD apresentam
um aumento de 65% nos niveis de TBARS (14,38 + 3,57; umol/L) quando comparados
ao grupo controle, sem DRC (8,72 + 0,93; umol/L). Na comparacdo dos valores de
TBARS em soros de individuos com DRC antes e ap0s a sessao de HD, observa-se que
houve uma reducéo de 28% nos valores de TBARS no soro de individuos com DRC
apos a HD (10,32 + 1,76; pmol/L).

Figura 16. Niveis séricos de TBARS (umol/L) em individuos do grupo controle e
individuos com DRC antes e apos a HD.
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Os valores foram expressos como média + erro padrdo da media (EPM), n = 80. As diferengas
entre os grupos foram consideradas com p<0,05. #, diferengas com o grupo controle; &,

diferencas com o grupo pré-HD.

5.2.2 Niveis estimados de produtos finais de glicacdo avancada
Na Figura 17 encontram-se os resultados referentes aos valores, em unidades

arbitrarias de fluorescéncia corrigidas por mg de proteina (UA/mg de proteina), de
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AGEs fluorescentes (Figura 17A) e de pentosidina (Figura 17B) em amostras de soro de
individuos do grupo controle individuos e com DRC antes e apds a sessdo de HD.

Os valores de AGEs fluorescentes e de pentosidina encontram-se
significativamente elevados no soro de individuos com DRC: os valores de AGEs
fluorescentes e de pentosidina encontram-se elevados cerca de 9 vezes e 22 vezes
respectivamente, em soro de individuos com DRC na condigdo pré-HD (274,9 + 16,96 e
164,4 + 15,39; UA/mg de proteina, respectivamente), em comparacdo aos valores
observados no grupo controle (30,8 = 2,96 e 7,3 + 1,73; UA/mg de proteina,
respectivamente). Na comparacao das condi¢des pré-HD e pds-HD, houve uma redugéo
de 31% nos valores de AGE fluorescentes e de 65% nos valores pentosidina, em soro de
individuos apds a sessdo de HD (188,5 = 9,22 e 58,2 + 8,64; UA/mg de proteina,

respectivamente).

Figura 17. Niveis estimados de AGE fluorescentes (A) e de pentosidina (B) no soro de

individuos do grupo controle e individuos com DRC antes e apos a HD.
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Os valores foram expressos como média + erro padrdo da media (EPM), n = 80. As diferengas
entre os grupos foram consideradas com p<0,05. #, diferengas com o grupo controle; &,

diferencas com o grupo pré-HD.
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5.2.3 Niveis de proteinas carboniladas

Os niveis de proteinas carboniladas em amostras de soro de individuos controle
e individuos com DRC antes e ap6s a sessdo de HD se encontram na Figura 18.

Nota-se um aumento de 51% nos niveis de proteinas carboniladas nas amostras
de soro de individuos com DRC antes da sessdao de HD (0,272 + 0,015; nmol/mg de
proteina) em relacdo aos valores em individuos do grupo controle (0,180 + 0,012;
nmol/mg de proteina). Ndo foram observadas diferencas significativas nos niveis de
proteinas carboniladas quando comparadas as amostras pés-HD (0,277 + 0,016;
nmol/mg de proteina) e amostras pré-HD.

Figura 18. Niveis de proteinas carboniladas (nmol/mg de proteina) no soro de
individuos do grupo controle e individuos com DRC antes e apés a HD.
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Os valores foram expressos como média + erro padrdo da media (EPM), n = 80. As diferengas
entre os grupos foram consideradas com p<0,05. #, diferengas com o grupo controle; &,

diferencas com o grupo pré-HD.
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5.3 Atividades das enzimas antioxidantes

As atividades das enzimas antioxidantes CAT e GSH-Px soro de individuos do
grupo controle e de individuos com DRC, antes e apds a sessdo de HD, estdo
apresentadas na Figura 19. Os resultados estdo expressos em unidades enzimaticas
(Figuras 19 A e C), bem como unidades enziméticas corrigidas por proteina total
(Figuras 19 B e D).

Os resultados podem ser expressos tanto como unidades enzimaticas (atividade
da enzima que catalisa a conversdo de 1 umol de substrato em produto por minuto) ou
como unidades enzimaticas em razdo da massa de proteinas. A corre¢do por grama de
proteina total no soro se torna mais adequada, uma vez que ha variacdo na volemia dos
individuos nas condicdes antes e apds a sessdao de HD, condicdo esta que pode ter
impactado na concentracdo de proteinas séricas, em um mesmo individuo.

Nas amostras de soro de individuos na condicdo pre-HD, tanto a atividade de
CAT (5,79 = 0,79; umol/min/g de proteina) quanto a atividade de GSH-Px (1,41 £ 0,08;
pmol/min/g de proteina) estdo diminuidas, em 43% e 46%, respectivamente, em relagédo
aos valores encontrados no soro de individuos do grupo controle, tanto para CAT (10,16
+ 1,02; umol/min/g de proteina) quanto para GSH-Px (2,60 £ 0,12; pumol/min/g de
proteina). Nado foram observadas diferencas nas atividades de CAT em soro de
individuos na condicdo p6s-HD, quando comparados aos resultados obtidos na condicao
pré-HD. Porém, quando se analisa a atividade de GSH-Px, nota-se uma diminuicéo de
24% na atividade desta enzima em soro de individuos p6s-HD (1,07 £+ 0,06; pumol/min/g

de proteina), em comparacéo aos resultados obtidos na condicéo pré-HD.



63

Figura 19. Atividades da enzima CAT em pmol/min/L (A) e pmol/min/g de proteina
(B) e da GSH-Px em nmol/min/mL (C) e nmol/min/g de proteina (D) no soro de
individuos do grupo controle e individuos com DRC antes e apds a HD.
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Os valores foram expressos como média + erro padrdo da media (EPM), n = 80. As diferengas
entre os grupos foram consideradas com p<0,05. #, diferencas com o grupo controle; &,
diferencas com o grupo pré-HD.

Na Figura 20 estdo apresentadas as atividades da enzima PON 1 em amostras
de soro de individuos dos grupos controle e de individuos com DRC antes e apés a
sessdo de HD. Os resultados estdo expressos em atividade da PON 1 em U/L (A) e
mU/mg de proteina (B).
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As amostras de soro de individuos com DRC na condigdo pré-HD (7,27 + 0,93;
mU/mg de proteina) apresentaram uma diminuicéo de 42% na atividade da PON 1, em
comparacdo aos valores encontrados em soro de individuos do grupo controle (12,52 +
1,85; mU/mg de proteina). Na comparacdo entre as condi¢Bes pré-HD versus pos-HD,
ndo foram observadas diferencas estatisticas em relacdo a atividade de PON 1, porém
parece haver uma tendéncia de aumento na atividade da PON 1 no soro de individuos
com DRC apés a sesséo de HD (8,33 + 0,96; mU/mg de proteina).

Figura 20. Atividade da PON 1 em U/L (A) e mU/mg de proteina (B) no soro de
individuos do grupo controle e individuos com DRC antes e apds a HD.
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Os valores foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM), n = 80. As diferencas
entre os grupos foram consideradas com p<0,05. #, diferengas com o grupo controle; &,

diferencas com o grupo pré-HD.
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5.4 Ensaio de clareamento (bleaching) da crocina

As capacidades de inibicdo do clareamento da crocina pelos compostos acido Urico,
acido ascorbico, trolox, albumina humana e tirosina estdo apresentadas nas Figuras 21
A, B, C, D e E respectivamente. Essa capacidade foi analisada pela equacéo cinética de
competigéo:

Vo/v = 1+ coeficiente angular . [A]/[C],

Vo, velocidade na auséncia de composto; v, velocidade na presenca de composto; [A]
concentragdo do respectivo composto [C], concentragdo de crocina (25 pmol/L); o
coeficiente angular da equacao dessa reta indica a capacidade relativa do composto sob

analise de interagir com os peroxi-radicais.

Na aplicacdo dessa andlise, observou-se que a inclinacdo da regressao linear na
presenca do &cido urico (Figura 21A) apresentou uma maior reducédo da velocidade do
bleaching da crocina, em comparacdo ao perfil de resposta na presenca de acido
ascorbico, trolox, albumina humana e tirosina, ou seja, o acido Urico apresenta maior

capacidade antioxidante.
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Figura 21. Representacdo entre as razOes das velocidades e das concentracfes, no
ensaio de clareamento da crocina, com acido urico (A), acido ascérbico (B), trolox (C),
albumina humana (D) e tirosina (E).
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Vo, Vvelocidade na auséncia do composto; v, velocidade na presenga do composto; [A]
concentragdo do composto e [C], concentragdo de crocina (25 pmol/L). O gréafico inserido
representa a diminuicao da absorbancia em 443 nm, da crocina, na auséncia (Vo) e presenca (v)

do composto (umol/L), durante 660 segundos.
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Pode-se ainda avaliar a capacidade antioxidante pela porcentagem de inibi¢éo do
clareamento da crocina pelo acido Urico, &cido ascorbico, trolox, albumina humana ou
tirosina. Assim, pode ser determinado o valor de ECso, Ou seja, concentragao efetiva que
inibiu 50% do clareamento da crocina (Tabela 5). Nessa analise, observa-se também que
0 acido Urico é mais eficiente na sua capacidade em proteger a oxidacdo da crocina,
quando comparado com &cido ascérbico, trolox, albumina humana e tirosina. Os valores
de ECso encontrados para 0s compostos supracitados apresentam como ordem de
eficiéncia valores decrescentes, quanto menor o valor de ECso, maior é a eficacia de sua
acdo antioxidante, enquanto que para a inclinacdo da regressao linear pela andlise da
cinética de competicdo, quanto maior o valor da inclinacdo, maior é a eficacia para a

capacidade antioxidante (Tabela 5).

Tabela 5. Comparagéo entre 0 ECso (LM) e a inclinacdo da regressdo linear do urato,

acido ascorbico, trolox, albumina humana e tirosina.

Compostos | ECau | e,
Acido urico 8,20 3,3739
Acido ascorbico 9,34 2,6144
Trolox 10,97 1,8983
Albumina humana 52,74 0,4675
Tirosina ***Nihil 0,0128

*Valores de ECso, em ordem decrescente de eficiéncia, obtidos através da equacédo: %ln
= (1-(Av / Avg)) x 100; **Valores da inclinagdo da regresséo linear, em ordem decrescente de

eficiéncia; *** Nao foi observado valor de ECsaté 1250 M.

A Figura 22 apresenta de forma representativa (um paciente de cada grupo) a
queda na absorbancia da crocina (em 443 nm) em funcdo do tempo, na presenca das
amostras de soro de um individuo: individuo controle (Figura 22A), individuo com
DRC antes (Figura 22B) e ap6s (Figura 22C) a sessdo de HD. Nesta analise, observa-se
que foram utilizados diferentes volumes de soro a fim de se obter diferentes
porcentagens de inibicdo do clareamento da crocina e assim, determinar o volume

efetivo que inibe 50% do clareamento da crocina, ou seja, o “EVso” de cada amostra.
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Figura 22. Ensaio de clareamento da crocina com diferentes volumes de soro, de
individuo do grupo controle (A) e de individuo com DRC, pré-HD (B) e pés-HD (C).
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Diminuicdo da absorbancia em 443 nm da crocina em funcdo do tempo, na auséncia (Vo) e
presenca de diferentes volumes de soro (5, 10, 25 e 50 pL) de individuos do grupo controle e de

individuos com DRC antes e ap0s a sessao de HD, durante 660 segundos.

Para analisar o efeito das amostras pela cinética de competicéo e considerando a
mistura complexa de compostos antioxidantes encontrada no soro humano, nessa etapa
optamos pela utilizacdo do volume de amostras de soro como parametro de comparacéao.

Na Tabela 6, estdo apresentadas as médias dos valores de “EVso” (uL) de soro,
ou seja, o volume das amostras de soro do grupo controle e dos individuos com DRC,
antes e apos a HD, que inibiram o clareamento da crocina em 50%. Observa-se que as
amostras pré-HD apresentaram menor “EVsg”, assim mostraram uma capacidade
antioxidante maior, em comparacao ao grupo controle e ao grupo pos-HD, uma vez que,

com menor volume de soro, atingiu-se o “EVso” para o ensaio da crocina.
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Tabela 6. Valores médios de “EVso” em volume (pL) de soro de individuos do grupo

controle e individuos com DRC antes e ap6s a HD.

« ” Inclinacédo da
Amostras EVso™ (ML) regressao linear
Controle 29,05+ 1,48 0,3389
Pré-HD 15,76 + 1,38 % 0,5222
P6s-HD 38,07 + 1,92 #& 0,2243

Os valores foram expressos como media + erro padrdo da média (EPM), n = 80.
*Valores de “EVso”, em ordem decrescente de eficiéncia, obtidos através da equacdo: %l = (1-
(Av / Avp)) x 100. As diferencas entre os grupos foram consideradas com p<0,05. #, diferengas

com o grupo controle; &, diferencas com o grupo pré-HD.

Na Figura 23 esta apresentada a relacdo entre a razdo das velocidades versus a
razdo da fracdo de volumes de soro e da crocina, entre 0s grupos estudados. Essas
curvas foram construidas com intervalo de valores das raz6es de velocidades (vo/v) e a
tangente meédia de cada grupo (Tabela 6). Os valores da razéo entre as concentragdes de
antioxidantes presentes no soro pela concentracdo de crocina, foram substituidos pelas
respectivas fracbes de volumes do soro e a fracdo de volume da crocina, representados
nessa figura por A/C, permitindo a analise de competicdo cinética. Esse procedimento
também foi aplicado para o trolox (para o qual conhecemos a sua concentracao, bem
como, a fracdo de volume utilizada no ensaio) e observamos 0 mesmo comportamento
quando se utiliza a analise por concentracao.

Nessa analise verifica-se um comportamento linear dentro de cada grupo de
individuos (grupo controle e grupo DRC antes e apds a sessdo de HD). Uma vez que
essas retas foram construidas a partir das médias dos valores de coeficientes angulares
apresentados na Tabela 6, evidentemente também se observa que os individuos pré-HD
apresentaram cinéticas coerentes com a inclinacdo, portanto, demonstrando maior
capacidade antioxidante no soro, quando comparado com os individuos do grupo

controle e individuos pds-HD.
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Figura 23. Curvas representativas construidas com intervalo de valores das razfes de
velocidades (vo/v) e a tangente média de cada grupo, obtendo assim as respectivas
fragdes de volumes de soro. Os valores das fracGes de volumes de soro utilizados foram
divididos pela fracdo de volume da crocina para obter um parametro substituto para o
AJC. Individuos do grupo controle (A), e de individuos com DRC, antes (B) e ap6s (C)

a sessdo de HD.

A/C*

[A] fracdo de volume de soro e [C], fracdo de crocina. Vo, auséncia de soro e v, presenca de
soro, nos ensaios de clareamento da crocina. *A/C representa nessa figura a razdo entre as

fracGes de volume de soro e a fracdo de volume da crocina.
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5.5 Ensaio de captura do cation radical ABTS™

Para a expressdo dos resultados dos compostos (padrdes) utilizados neste ensaio,
foi calculado o ECsy, isto é, a concentracdo efetiva do composto capaz de capturar 50%
dos radicais ABTS™ presentes na reacdo. Assim, quanto menor o ECsp, menor a
concentracdo do composto necessaria para neutralizar 50% do radical ABTS™", portanto,
apresenta maior capacidade antioxidante.

Na Figura 24 e na Tabela 7 estdo apresentados, em ordem crescente, os valores
de ECso (UM) da tirosina, trolox, acido drico, &cido ascorbico, albumina humana e
cisteina. Os graficos inseridos representam a média das absorbancias (em 734 nm) do
ABTS"" na presenca de diferentes concentragfes dos compostos supracitados.

Dentre os compostos utilizados, a tirosina mostrou-se mais eficiente na captura
do radical ABTS™", apresentando ECso de 2,69 uM, seguido do trolox (15,03 uM), acido
arico (15,78 pM), acido ascorbico (17,74 uM), albumina humana (19,32 uM) e cisteina
(32,12 uM).
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Figura 24. Inibicdo (captura) do cation radical ABTS™ pela tirosina (A), trolox (B),

acido drico (C), &cido ascérbico (D), albumina humana (E) e cisteina (F).
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Tabela 7. Capacidade de captura do cation radical ABTS™ expresso em concentragdo
efetiva ECso (LM).

Compostos ECso (UM)*
Tirosina 2,69
Trolox 15,03
Acido drico 15,78
Acido ascorbico 17,74
Albumina humana 19,32
Cisteina 32,12

*Valores de ECso, em ordem decrescente de eficiéncia, obtidos através da equagdo: %lIn = (1-
(Aa/ At)) x 100.

Na Figura 25, esta apresentada, de forma representativa, a porcentagem de
inibicdo do ABTS"" pela fracdo de volume (diferentes diluicdes da amostra na reacao)
de soro de um individuo. Para verificar o “EVs0”, ou seja, 0 volume de amostra
necessario para inibir 50% do ABTS™", foi analisada a regido linear da curva do grafico
inserido.

O gréfico inserido (Figura 25) representa a méedia das absorbancias (em 734 nm)
do ABTS"" em diferentes fracdes do volume de soro. Nota-se que quanto mais diluido o
soro, maior é a absorbancia do radical e, portanto, menor capacidade da amostra (soro)

em capturar o ABTS™,
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Figura 25. Representacdo de inibicdo (captura) do cation radical ABTS™ com
diferentes dilui¢des do soro de um individuo.
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Uma forma de expressar os resultados da capacidade antioxidante de uma
amostra é pela comparacdo com compostos padrdes. O trolox é comumente utilizado
como composto padrdo, e esses resultados sdo expressos em capacidade antioxidante
equivalente ao trolox (TEAC — Trolox Equivalent Antioxidant Capacity), ou seja, a
concentracdo equivalente ao trolox (umol) necessaria para fornecer a mesma capacidade
antioxidante em um determinado volume de amostra.

Visto que o soro humano contém muitas moléculas antioxidantes enddgenas,
pode-se também expressar os resultados em equivalente dessas biomoléculas, tais como
0 &cido Urico ou a albumina humana.

Na Figura 26A esta apresentado o “EVso” da fracdo de volume de soro dos
individuos do grupo controle e dos individuos com DRC, antes e apds uma sessdo de
HD. Néo foram observadas diferencas significativas entre as amostras de individuos do
grupo controle e de individuos pré-HD (0,00391 + 0,00010; 0,00367 + 0,00010,
respectivamente), no entanto, ap6s a sessdo de HD (0,00418 + 0,00017) houve um
aumento de 14% no “EVse”, quando comparado com as amostras pré-HD.

Observa-se na Figura 26 (B, C e D) e Tabela 8 que as amostras de soro de

individuos com DRC pré-HD apresentaram maior equivaléncia ao trolox, acido drico e
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albumina humana em comparagdo com o soro dos individuos do grupo controle. Apds a
sessdo de HD houve uma diminuicdo na equivaléncia ao trolox, acido Urico e albumina

humana em comparacdo com as amostras de soro de individuos pré-HD.

Figura 26. Representacdo do “EVso” (A), equivalentes de trolox (uM/uL de amostra)
(B), equivalentes de &cido urico (UM/uL de amostra) (C) e equivalentes de albumina
humana (uM/uL de amostra) (D) no ensaio de captura do ABTS™" das amostras de soro
dos individuos do grupo controle e dos individuos com DRC, antes e apds a sessao de
HD.
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Os valores foram expressos como média + erro padrdo da media (EPM), n = 80. As diferengas
entre os grupos foram consideradas com p<0,05. #, diferengas com o grupo controle; &,

diferencas com o grupo pré-HD.
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Tabela 8. Equivalentes de trolox, &cido urico e albumina humana no ensaio de captura
do ABTS"" das amostras de soro dos individuos do grupo controle e dos individuos com
DRC, antes e ap0s a sessao de HD.

Equivalentes em uM/pL de amostra

Amostras Trolox Acido urico Albumina humana
Controle 12,82 + 0,31 13,46 + 0,32 16,48 + 0,40
Pré-HD 13,98 +0,37 # 14,67 +0,39 # 17,97 £ 0,48 #
P6s-HD 12,22 + 0,44 & 12,83+ 0,46 & 15,71 + 0,56 &

Os valores foram expressos como média + erro padrdao da média (EPM), n = 80. As diferencas
entre os grupos foram consideradas com <0,05. #, diferencas com o grupo controle; &,

diferencas com o grupo pré-HD.

Ainda é possivel notar na Figura 26 B, C e D que a equivaléncia ao trolox, acido
arico e albumina humana apresentam o mesmo perfil de resposta, ou seja, as amostras
de soro na condicdo pré-HD apresentam uma maior equivaléncia aos compostos,
quando comparados ao grupo controle e as amostras de soro na condi¢do pos-HD. O
perfil de resposta entre a concentracdo sérica de &cido Urico e a equivaléncia ao acido
arico sdo similares nos grupos estudados. Contudo, pode-se observar que as
concentracgdes sericas de albumina e a equivaléncia a albumina humana ndo seguem este
mesmo perfil; nota-se que houve um aumento significativo nos niveis de albumina nas
amostras de soro de individuos pés-HD e uma diminuicdo na equivaléncia a albumina

humana nas amostras de soro p6s-HD.
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5.6 Determinacéo da concentracgdo de grupos tidis totais

Na Figura 27 estdo apresentados os niveis séricos de tidis totais em amostras de
individuos dos grupos controle e de individuos com DRC, antes e apds a sessao de HD.
Os resultados estdo expressos em pmol/L (A) e umol/g de proteina (B).

Os individuos do grupo controle apresentaram niveis séricos de tidis totais (5,55
+ 0,24 pmol/g de proteina) semelhantes aos valores observados em individuos com
DRC na situacdo pré-HD (5,72 + 0,32 umol/g de proteina). Ao final da sessdo de HD,
foi observado um aumento de 24% nos niveis séricos de tidis totais em individuos pds-

HD (7,09 + 0,32 umol/g de proteina) em comparacgdo as amostras de soro pré-HD.

Figura 27. Niveis de tiois totais em pmol/L (A) e umol/g de proteina (B) no soro de

individuos do grupo controle e individuos com DRC antes e apds a HD.
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Os valores foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM), n = 80. As diferencas
entre os grupos foram consideradas com p<0,05. #, diferengas com o grupo controle; &,

diferencas com o grupo pré-HD.
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6 DISCUSSAO

A DRC encontra-se relacionada com a reducdo na capacidade de excrecdo de
diversos solutos e metabdlitos pelos rins, e estes acabam se acumulando no sangue.
Vérias alteracBes bioquimicas sdo observadas nos individuos com DRC; assim,
aumentos nos niveis séricos de creatinina, ureia e acido Urico, juntamente com o
desequilibrio de eletrdlitos, sdo exemplos destas alteracdes (BAGALAD et al., 2017;
MERZAH; HASSON, 2015). A diminuicdo da funcdo renal resulta em aumento nos
niveis séricos de creatinina, devido a incapacidade dos rins em filtrar este composto
nitrogenado (MERZAH; HASSON, 2015). Tal como esperado, nossos resultados
indicam que os individuos com DRC, antes da HD, apresentaram niveis elevados de
creatinina no soro, bem como de ureia e acido Urico, coerentes com uma situacao de
disfuncéo renal.

A retencdo de residuos organicos, também chamados de “toxinas urémicas” ou
“solutos de retengdo urémica”, se elevam gradualmente no sangue de acordo com a
progressao da DRC, e estes interagem negativamente com todas as funcdes bioldgicas, e
com isso ocorre o surgimento dos sintomas da sindrome urémica (BARRETO et al.,
2014). As toxinas urémicas sdo classificadas de acordo com suas caracteristicas fisico-
quimicas e de acordo com a capacidade de remocao pela dialise em 3 grupos: pequenos
solutos sollveis em agua (<500 Da), moléculas de tamanho médio (> 500 Da) e solutos
ligados as proteinas (maioria < 500 Da). Em rela¢do aos pequenos solutos soltveis em
agua podemos citar: ureia, creatinina, acido Urico, dimetil arginina asimétrica (ADMA),
n-oxido de trimetilamina (TMAO) e dimetil arginina simétrica (SDMA). As moléculas
de tamanho medio englobam: B2-microglobulina, endotelina, peptideo natriurético atrial
(ANP), lipideos e lipoproteinas, interleucinas, imunoglobulinas de cadeia leve e fator de
necrose tumoral o (TNF-a). Ja os solutos ligados as proteinas podem ser 0s seguintes:
AGEs, homocisteina, indoxil sulfato e p-cresil sulfato (FUJII; GOTO; FUKAGAWA,
2018).

A ureia estd entre os solutos de retencdo urémica de maior concentracdo no
sangue, nos individuos urémicos (GLORIEUX; TATTERSALL, 2015). De fato, nossos
resultados mostram niveis de ureia cerca de 4,5 vezes maiores no soro de individuos
com DRC antes da sessdo de HD, em comparacdo aos valores em soro dos individuos

do grupo controle. A taxa de remog&o da ureia pela HD é elevada, pois ela se difunde
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rapidamente tanto das hemécias (devido a alta permeabilidade da ureia através das
membranas eritrocitarias) quanto do plasma (MEYER; HOSTETTER, 2014;
SCHNEDITZ; PLATZER; DAUGIRDAS, 2009). Tanto a creatinina quanto a ureia
tiveram 0s seus niveis séricos reduzidos apds a sessdo de HD. Vaziri e colaboradores
(2017), ao analisarem os niveis de creatinina e ureia no soro de individuos com DRC
antes e ap0s a sessdo de HD, também encontraram o0 mesmo perfil, ou seja, amostras de
soro de individuos pré-HD apresentavam um aumento nos niveis séricos de creatinina e
ureia em relagdo ao grupo controle, e uma sessdo de HD foi capaz de reduzir
significativamente seus niveis séricos.

O é&cido urico é excretado principalmente pelos rins. Como uma consequéncia de
reducdo na taxa de filtracdo glomerular, podem ser observadas altas concentracGes de
acido urico no soro. Nossos resultados mostraram um aumento de 63% nos niveis
séricos de &cido drico em individuos com DRC na condigdo pré-HD, quando
comparados aos valores encontrados em individuos do grupo controle. Porém, os
valores encontrados de &cido drico no soro dos individuos pré-HD ainda estdo dentro
dos intervalos de referéncia, de 2,5 a 6,2 mg/dL recomendado para as mulheres, e de 3,5
a 8,5 mg/dL recomendado para os homens.

Vaérios fatores estdo relacionados com a hiperuricemia, incluindo ingestdo de
dietas ricas em purinas, ingestdo de alcool, obesidade e sindrome metabolica em
decorréncia da resisténcia a insulina, efeitos da insulina na reducéo da excrecdo urinaria
de urato e fatores genéticos como a nefropatia hiperuricémica familiar juvenil
(caracterizada pela reducé@o na excrecdo urinaria de acido Urico). Agentes que diminuem
as concentracdes séricas de uratos, tais como alopurinol e febuxostat, podem ser
recomendados para o tratamento de condicGes relacionadas aos aumentos nos niveis
circulantes de acido Urico (JOHNSON et al., 2013). Assim como a creatinina e a ureia,
0 &cido Urico também é facilmente removido durante o tratamento dialitico. Tal como
foi observado na Figura 3C, amostras de soro de individuos com DRC e na condicao
pOs-HD apresentaram uma diminuicdo de 72% nos niveis de acido Urico.

Outro biomarcador frequentemente analisado em individuos com DRC é o
potassio, pois a hipercalemia (aumento nos niveis de potassio no sangue acima de 5,1
mmol/L) tem sido associada com o aumento das taxas de mortalidade destes individuos,

devido aos seus efeitos pro-arritmogénicos (NAKHOUL et al., 2015).



80

Fatores relacionados a hipercalemia incluem doenca renal, idade, acidose
metabdlica, farmacos como inibidores da enzima conversora de angiotensina (iECA) e
diuréticos poupadores de potassio (THOMSEN et al., 2018). Por outro lado, a
hipocalemia (diminui¢do nos niveis de potassio no sangue abaixo de 3,5 mmol/L) pode
ocorrer devido ao aumento na excre¢do ou ingestdo inadequada de potassio, ou devido
ao deslocamento de potéssio para os compartimentos intracelulares. Individuos com
hipocalemia geralmente sdo assintomaticos, mas podem apresentar fraqueza muscular,
distarbios no ritmo cardiaco e morte subita cardiaca (CHOI; HA, 2013).

Nossos resultados indicam que os niveis séricos de potassio estdo aumentados
nos individuos com DRC na condi¢do pré-HD, em comparagdo com os valores
encontrados no grupo controle. No entanto, 0s niveis séricos de potassio ainda estio
dentro do intervalo de referéncia, de 3,5 a 5,1 mmol/L. Apos a sessdo de HD, houve
uma reducdo de 27% nos niveis séricos de potassio nos individuos com DRC.

No presente estudo, dos 40 individuos analisados e que possuem DRC e estdo
sob tratamento dialitico, 22 possuem DM (tipo 1 ou tipo 2) como comorbidade. O DM é
uma das principais causas que leva a DRET. Aproximadamente 40% dos individuos
com DM tipo 1 ou tipo 2 desenvolvem DRC (PERKOVIC et al., 2016). A principal
caracteristica do DM é a manutencdo da hiperglicemia por longos periodos, devido aos
prejuizos na producdo pancreatica de insulina e/ou nas acfes da insulina nos tecidos
alvo, e esta associada ao desenvolvimento de complicagdes micro e macrovasculares,
reducdo da qualidade de vida e contribui com altas taxas de mortalidade (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE DIABETES, 2017).

A coleta das amostras de sangue dos individuos com DRC foi realizada sem a
necessidade de jejum, a fim de evitar complicacdes decorrentes da falta de ingestdo de
alimentos apos o inicio da sessdo de HD (incluindo hipoglicemia). Assim, observamos
altos niveis de glicose no soro dos individuos que nao apresentam DM como
comorbidade, pelo fato deles se alimentarem antes e durante o procedimento dialitico.
Ambos os individuos com DRC, com ou sem DM, apresentaram uma reducdo nos
niveis de glicose ap6s uma sessao de HD.

Estudos tém avaliado a ocorréncia de episddios de hipoglicemia em individuos
com DRC durante a HD devido a auséncia de glicose na solucdo de dialise (dialisato) e

0s impactos da remogdo deste monossacarideo pela HD. No entanto, o uso de dialisato
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com glicose reduz significativamente o surgimento de hipoglicemia intradialitica.
Burmeister e colaboradores (2012) estudaram individuos com DRC distribuidos em 3
grupos, de acordo com o tipo de dialisato utilizado durante a HD: (i) dialisato sem
glicose; (ii) dialisato contendo 55 mg/dL de glicose; (iii) dialisato contendo 90 mg/dL
de glicose. Os individuos os quais durante a HD foram utilizados o dialisato sem glicose
ou dialisato com 55 mg/dL de glicose tiveram episodios de hipoglicemia. No entanto, os
individuos os quais durante a HD utilizou-se o dialisato contendo 90 mg/dL de glicose,
estes ndo apresentaram aumento na glicemia, bem como houve reducédo na incidéncia de
hipoglicemia durante a HD. Individuos com baixos niveis séricos de glicose e que ndo
se alimentam durante a HD, ou que estdo fazendo uso de agentes antidiabéticos (em
especial a insulina) devem realizar a HD com dialisato contendo glicose, pois caso
contrario podem apresentar episodios de hipoglicemia devido a remocéo dialitica do
monossacarideo (JACKSON et al., 2000).

A dosagem de proteina total no soro contribui com informagdes importantes
sobre o estado geral de um individuo; no caso de DRC, pode ser utilizada como exame
complementar no diagndstico da insuficiéncia renal e nefrose (BERTHOLF, 2014). Ja o
fracionamento de proteinas totais também apresenta dados clinicamente Uteis. Os
valores normais de proteina total no soro encontram-se entre 6,3 a 8,2 g/dL, e os niveis
de albumina encontram-se entre 3,5 a 5,0 g/dL. A albumina constitui mais da metade da
quantidade de proteina total no soro, e possui varias funcdes no organismo: regula a
passagem de agua e solutos através dos capilares sanguineos, realiza o transporte de
hormaonios, vitaminas, bilirrubina e farmacos. Aumentos nos niveis séricos de albumina
podem ocorrer devido a desidratacdo aguda, enquanto que sua diminuicdo pode ser
causada por doenca hepéatica em estagio terminal, ma absorcao intestinal, desnutricdo
proteica e sindrome nefrotica (WALKER; HALL; HURST, 1990).

Apesar de os valores séricos de proteina total e de aloumina em amostras de soro
de individuos com DRC antes da HD estarem menores do que os valores observados em
soro de individuos controle, tais valores ainda permaneceram dentro dos intervalos de
referéncia. Esta discreta diminui¢do nos valores de proteina total e de albumina em soro
de individuos pré-HD pode ser devido a retencdo de agua e consequentemente
hemodiluicdo de componentes, como consequéncia da retengdo de liquidos comumente

observada em individuos com DRC.
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Em concordancia com nossos resultados, Kubrusly e colaboradores (2012)
observaram um aumento nas concentracdes séricas de albumina em amostras de soro de
individuos com DRC pdés-HD, correlacionando este aumento com a remogdo de liquidos
pela sessdo de HD. Os autores avaliaram 20 pacientes pré-HD que apresentavam
hipoalbuminemia; apo6s a sessdo de HD, houve uma corre¢do do estado de hidratagdo
em 11 pacientes, impactando nos niveis séricos de albumina, que foram aumentados.

Na analise do perfil lipidico, os niveis de triglicerideos em soro de individuos
com DRC na condigdo pré-HD apresentaram uma tendéncia a aumento, em relagdo aos
valores observados no grupo controle, porém sem diferencas estatisticas. Também néo
foram observadas diferencas nos niveis de triglicerideos no soro de individuos com
DRC na condicdo pre-HD versus pds-HD. A hipertrigliceridemia € o principal
componente da dislipidemia observada nos individuos com DRC em diélise. Os
triglicerideos sdo principalmente encontrados no soro nas lipoproteinas quilomicron e
VLDL,; estas lipoproteinas possuem a funcdo primaria de transportar os triglicerideos
para varios orgdos, permitindo que sejam oxidados (acidos graxos) para a geracao de
energia e/ou para que sejam armazenados. As lipoproteinas ricas em triglicerideos se
acumulam em individuos urémicos devido a um aumento na producdo destas
lipoproteinas, bem como ocorre uma diminui¢do no seu catabolismo em razdo da
reducdo na atividade da lipase lipoproteica e da lipase hepatica (realiza a hidrolise de
fosfolipideos e de triglicerideos presentes na LDL e na HDL) (CHEUNG, 2009). A
heparinizacdo frequente em individuos hemodialisados e o hiperparatireoidismo
secundario sdo postulados como participantes dos mecanismos que causam diminuicao
nas atividades destas lipases de lipoproteinas (KWAN et al., 2007).

Os niveis séricos de colesterol total e de colesterol-LDL estdo diminuidos em
individuos com DRC na condicdo pré-HD, quando comparados com os valores
encontrados no grupo controle. Todavia, ambos os grupos apresentam valores de
colesterol total e de colesterol-LDL dentro dos valores de referéncia, sendo colesterol
total em nivel desejavel quando < 200 mg/dL, e colesterol-LDL considerado 6timo
quando < 80 mg/dL. Apos a sessdo de HD, foi possivel observar um aumento nas
concentracdes destes biomarcadores, porém estes novamente ainda permaneceram
dentro dos valores de referéncia. Este aumento nos niveis séricos de colesterol total e de

colesterol-LDL na condi¢cdo po6s-HD pode ser resultado das lipoproteinas néo
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ultrapassarem as membranas de dialise, em combinagdo com o efeito de
hemoconcentracao (devido a remocao de liquidos) que pode estar ocorrendo logo apos a
sesséo de HD.

Em relagdo aos niveis de colesterol-HDL, as amostras de soro dos individuos
com DRC na condicéo pré-HD apresentam concentracdes de colesterol-HDL abaixo dos
valores de referéncia (ideal > 40 mg/dL). Tal como relatado nas dosagens de proteina
total e albumina, bem como nas dosagens de colesterol total e na estimativa de
colesterol-LDL, os niveis de colesterol-HDL no soro de individuos com DRC apds uma
sessdo de HD também apresentaram um aumento significativo, tanto que os valores
médios ficaram em niveis de 54,4 mg/dL, isto é, acima do valor de referéncia.
Sugerimos que este aumento nos niveis de colesterol-HDL nas amostras de soro de
individuos na condicdo pds-HD aconteceu devido a retencdo dessa lipoproteina pelas
membranas de didlise por causa do seu tamanho, em combinacdo com o efeito de
hemoconcentragéo.

Individuos com DRC tendem a apresentar alteracdes na lipoproteina HDL, tanto
na quantidade e qualidade como também no tamanho e na densidade destas
lipoproteinas (BOER; BRUNZELL, 2014). Holzer e colaboradores (2011) também
relatam perda da funcionalidade da HDL quanto aos seus efeitos anti-inflamatorios e
antioxidantes em pacientes submetidos ao tratamento dialitico, como consequéncia das
alteracdes na composicao proteica e lipidica da HDL. Marsche e colaboradores (2009)
comentam que 0s produtos proteicos de oxidacdo avancada (AOPP) no plasma séo
capazes de interferirem na depuracdo da HDL, ao se ligarem ao receptor scavenger
classe B tipo | (SR-BI). SR-BI auxilia no processo de transporte reverso do colesterol e
estd presente na estrutura da lipoproteina HDL; ao serem modificadas estruturalmente
por produtos de oxidacdo, SR-BI contribui para a inibicdo da captacdo de colesterol e
triglicerideos, aumentando o risco de DCV.

Em conformidade com os nossos resultados, Al-Rashid e colaboradores (2004)
analisaram amostras de soro de individuos com DRC nas condic@es pré-HD e p6s-HD,
sem jejum, com énfase na determinacao dos niveis de colesterol total, colesterol-LDL,
colesterol-HDL e triglicerideos. Os autores observaram um aumento significativo nos
niveis de colesterol total, colesterol-LDL e colesterol-HDL nas amostras de individuos

na condicdo p6s-HD, e comentaram que este aumento talvez ndo seja devido somente a
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hemoconcentracdo causada pela remocéo de liquidos durante a HD, pois os niveis de
glicose e urato estavam diminuidos (isto &, solutos pequenos e dialisaveis). Assim, 0s
autores relatam que a retengdo seletiva das lipoproteinas de alto peso molecular pelas
membranas de diélise pode ter sido também importante para promover um aumento nos
niveis de apolipoproteinas, devido a retengdo de lipoproteinas.

A determinacdo de TBARS é muito utilizada para o monitoramento da
peroxidacdo lipidica. A metodologia para a analise de TBARS permite a quantificacdo
de diversos produtos de lipoperoxidacdo, incluindo a analise dos niveis totais de MDA,
tanto o0 MDA livre quanto o MDA ligado aos grupos -SH e -NH. de proteinas, &cidos
nucleicos e lipoproteinas (VECCHI et al., 2009).

Nossos resultados indicam um aumento significativo nos niveis de TBARS no
soro de individuos com DRC na condig¢éo pré-HD, em comparagdo ao grupo controle.
Tal resultado era esperado, uma vez que a DRC ¢ sabidamente uma condi¢do promotora
de estresse oxidativo (MODARESI; NAFAR; SAHRAEI, 2015), sendo os niveis de
TBARS indicativos de peroxidacao lipidica.

Vaérios fatores podem contribuir para a promoc¢éo do estresse oxidativo e assim
aumento da peroxidacéo lipidica na DRC, tais como: patologias associadas com a DRC
(diabetes mellitus e hipertensdo arterial), acumulo de toxinas urémicas
(LIAKOPOULOS et al.,, 2017), excesso de ferro agindo como pro-oxidante (a
suplementacdo de ferro é recomendada para estes individuos, devido a anemia como
uma complicacdo comum a DRC) (PEDRUZZI et al., 2015) e tambem a propria HD
como contribuinte para o estresse oxidativo.

Ao final de uma sessdo de HD, observamos que os niveis séricos de TBARS em
soro de individuos com DRC na condi¢cdo p6s-HD reduziram em cerca de 28%, em
comparacdo com 0s niveis séricos na condicdo pré-HD. Confirmando 0s nossos
resultados, Khaira e colaboradores (2011) também observaram um aumento
significativo nos niveis de TBARS em amostras de soro de individuos na condicéo pré-
HD, quando comparados com o0 grupo controle, e 0s mesmos detectaram uma
diminuicao nos niveis séricos de TBARS apds a HD.

Nossos resultados também estdo de acordo com Gerardi e colaboradores (2002);
neste estudo, foi observado que individuos pré-HD possuem maiores niveis de MDA no

sangue em relagdo ao grupo controle e que, apds uma sessdo de HD, seus niveis de
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MDA no sangue diminuiram, sugerindo que estes produtos finais de peroxidagdo
lipidica podem se difundir atraveés dos filtros dialiticos e assim, serem removidos pelo
processo de HD.

Vecchi e colaboradores (2009) reportaram um aumento nos niveis de MDA em
soro de individuos com DRC e tratados com terapia de conservacao da funcdo renal, em
comparacdo aos individuos saudaveis. Interessantemente, os autores observaram que
individuos com DRC e submetidos a terapia dialitica, peritoneal ou HD, nédo
apresentaram menores niveis de MDA, em relagdo aos individuos com DRC sem
realizacdo de dialise. De fato, os niveis de MDA livre (isto é, ndo associado a proteina)
eram até maiores nos individuos em dialise, quando comparados aos valores nos
individuos nédo realizando diélise. Os autores sugerem a ocorréncia de peroxidacao
lipidica devido ao processo dialitico, e ndo devido a condicdo urémica. Além disso,
considerando os elevados niveis de MDA ligado em todos os grupos de individuos com
DRC, os autores sugerem a incapacidade de remocdo desta forma de MDA, seja devido
a perda da funcéo renal ou devido a incapacidade dos processos dialiticos em remover
MDA ligado. Em conjunto, os achados de Vecchi e colaboradores explicam, pelo menos
em parte, nossos resultados, indicando que a HD parece ndo ser totalmente eficaz na
normalizacdo dos niveis de MDA, devido aos produtos de lipoperoxidagédo ligados (em
proteinas, acidos nucleicos, lipoproteinas) serem dificeis de serem removidos pela HD.

A remocdo de moléculas de tamanho médio pelo hemodialisador € menor em
relacdo a remocdo de moléculas pequenas; contudo, a hemodiafiltracdo ou o uso de
dialisador de alto fluxo possui uma melhor depuracdo de moléculas de tamanho médio.
Tal como 0 MDA, solutos ligados as proteinas sdo de dificil remoc¢édo pela HD, como
por exemplo, o indoxil sulfato e o p-cresil sulfato, onde as taxas de reducdo de seus
niveis séricos pela HD sdo de 32% e 29%, respectivamente (YAMAMOTO et al.,
2016).

A glicacdo ndo-enzimatica de proteinas podem causar alteracfes estruturais e
prejuizos na funcdo das proteinas. A formacdo de AGEs ocorre quando grupos carbonil
de monossacarideos reagem com grupos amino das proteinas, formando bases de Schiff
que sdo instaveis; estas sofrem rearranjos, resultando na formacdo de produtos de
Amadori, os quais podem ser oxidados na presenca de metais de transi¢do, por exemplo,

dando origem aos AGEs. Outro caminho através do qual pode ocorrer a geracdo de
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AGEs é pela auto-oxidacdo de glicose, bem como também pelo estresse oxidativo
(STINGHEN et al., 2016).

Um aumento significativo nos niveis séricos de AGEs e de pentosidina foram
observados nas amostras de soro dos individuos pré-HD e p6s-HD, em comparagdo com
os valores encontrados em soro de individuos do grupo controle. Niveis séricos de
AGEs encontram-se frequentemente aumentados em individuos com DRC, mesmo na
auséncia de hiperglicemia crénica, devido ao acimulo destas moléculas resultante da
inflamacdo, estresse oxidativo, dieta (STINGHEN et al., 2016) e especialmente devido a
diminuicdo da taxa de filtracdo glomerular (OLENIUC et al., 2011).

De acordo com nossos achados, Miyata e colaboradores (1997) demonstraram
que os niveis de AGEs e de pentosidina estdo significativamente aumentados no soro de
individuos com DRC nas condigdes pré-HD e pds-HD. Eles separaram a analise da
pentosidina em dois resultados distintos: pentosidina ligada a albumina (portanto
corrigida por mg/mL de albumina), e pentosidina livre. Em ambos os resultados, os
niveis de pentosidina apresentaram-se elevados nas amostras de soro nas condigdes pre-
HD e p6s-HD, quando comparados com os resultados do grupo controle.

Os AGEs enddgenos sdao formados por diferentes vias, porem parte dos AGESs
presentes no organismo sdao de origem exogena, isto €, proveniente de alimentos, e que
podem alcangar a circulacdo sanguinea e assim contribuir com o0s niveis séricos de
AGEs. Com isto sugere-se que os valores de AGEs encontrados no soro de individuos
do grupo controle, mas também em soro de individuos com DCR, seja uma combinacéo
destas duas fontes (AGEs gerados endogenamente e AGEs dietéticos). Yacoub e
colaboradores (2017) relataram que uma restricdo na ingestdo de alimentos que
contenham quantidades significativas de AGEs pode ter papel importante na reducéo
dos niveis séricos destas biomoléculas.

Contudo, parece haver uma reducdo nos niveis de ambos, AGEs fluorescentes e
pentosidina, em soro de individuos com DRC apds uma sessdo de HD, indicando que o
tratamento hemodialitico pode trazer melhorias ao organismo com a remoc¢do destes
produtos de glicacdo avancada. Uma sessdo de HD é capaz de reduzir os niveis de
AGEs no sangue em 20%, porém somente AGEs de baixo peso molecular (AGEs < 10
kDa) séo removidos eficientemente pela HD (STINGHEN et al.,, 2016). Esta

porcentagem de remocgéo pode ser elevada com o aumento na frequéncia ou na duragao
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da sessdo de HD. Membranas com alta permeabilidade podem reduzir os niveis de
AGEs em até 60%. Uma combinacdo entre hemodiafiltracdo e HD por mais de 6 meses
em individuos urémicos reduz significativamente as concentracdes séricas de AGEs
(STINGHEN et al., 2016).

Dentre os AGEs eliminados pela HD, bem como seus precursores, podemos citar
alguns exemplos: N6-carboximetill lisina (CML), carboximetilarginina (CMA),
metilglioxal, 1-deoxiglicosona, 3-deoxiglicosona (3-DG), pentosidina, bem como o
glioxal, um dos principais precursores nos processos de glicacdo e participante na
geracdo de AGEs; todas estas moléculas podem ser encontradas também em alimentos
(HOHMANN et al., 2017).

Uma das técnicas mais utilizadas para a analise de dano oxidativo em proteinas
da-se pelo monitoramento da formagdo de derivados hidrazbnicos da 2,4-
dinitrofenilhidrazina (DNPH), apds sua reacdo com grupos carbonil das proteinas,
formando hidrazonas que podem ser monitoradas a 370 nm. A carbonilagéo de proteinas
€ um parametro relacionado ao dano oxidativo as proteinas resultante da oxidacdo de
residuos de aminodcidos lisina, arginina, prolina e treonina por espécies reativas. Em
comparagdo com outros biomarcadores de oxidacdo, PCO apresenta a vantagem de ser
estavel (COLOMBO et al., 2018).

Oberg e colaboradores (2004) observaram um aumento nos niveis sericos de
proteinas carboniladas em individuos com DRC nos estagios 3-5, ou seja, em uma
condicdo anterior aos individuos iniciarem com o tratamento dialitico. Estudo
comparando individuos pré-dialiticos urémicos com individuos em tratamento dialitico,
ou seja, em HD, foi observado que os individuos em HD apresentavam maiores niveis
de proteina carbonilada no plasma, em relacdo aos individuos pré-dialiticos urémicos,
sugerindo que o aumento nos niveis de proteinas carboniladas nos individuos em
tratamento dialitico pode ser devido a alguns fatores, tais como remocao incompleta de
solutos urémicos, bioincompatibilidade das membranas de dialise e a perda de
antioxidantes de baixo peso molecular devido a remocdo pela HD (DURSUN et al.,
2005).

Tantos as amostras de soro de individuos pré-HD quanto de individuos pés-HD
apresentam niveis elevados de proteinas carboniladas, em relacdo ao grupo controle. As

proteinas podem ser oxidadas por diferentes vias. Um dos mecanismos é pela geracéo
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de grupos carbonilas em proteinas pelos AGEs ou por ac¢ao dos produtos de peroxidacéo
lipidica como 4-HNE e MDA (MADIAN; REGNIER, 2010). Como observado em
nossos resultados, niveis de MDA e AGEs estdo significativamente elevados em
amostras de soro de individuos com DRC contribuindo para a oxidacdo de proteinas.

A carbonilacdo de proteinas afeta varias proteinas plasmaticas, sendo a albumina
a mais vulneravel quanto a formacéo de grupos carbonila (COLOMBO et al., 2018).
Sabe-se que a albumina é um importante antioxidante no plasma, e com isso apresenta
uma prote¢do contra o estresse oxidativo em individuos com DRC (WARD; MCLEISH,
2003). Individuos com hipoalbuminemia mostram maior aumento de peroxidacgao
lipidica nas membranas dos eritrcitos em comparacdo aos individuos com niveis
normais de albumina (SOEJIMA et al., 1999).

De acordo com nossos resultados, nas amostras de soro de individuos na
condicdo pré-HD versus pos-HD, ndo foram observadas diferengas nos niveis de PCO,
assim como Caimi e colaboradores (2013), que também ndo encontraram diferencas
quando realizada a mesma analise. Sugerimos que o0 ndo aumento nos niveis de PCO
apos a HD possa ser devido a alguns efeitos benéficos de compostos antioxidantes
potencialmente presentes no soro durante o processo dialitico, incluindo o &cido urico.
O éacido drico encontra-se frequentemente elevado no sangue de individuos com DRC.
Sabe-se que o &cido uUrico pode fornecer grande protecdo na eliminacdo de espécies
reativas no plasma, protegendo as proteinas da oxidacdo, bem como protegendo o0s
lipideos das membranas dos eritrocitos contra a oxidacdo (FABRINI et al., 2014; SO e
THORENS, 2010; SAUTIN; JOHNSON, 2008). Por outro lado, Dursun e
colaboradores (2005) observaram um aumento nos niveis de PCO ap6s a HD, sugerindo
que a perda de antioxidantes durante o tratamento hemodialitico, bem como a
membrana de dialise sendo responsavel pela ativacdo de leucdcitos PMN, que em
conjunto podem atuar como os principais determinantes da oxidacdo de proteinas na
condicdo pds-HD. Por outro lado, mesmo sendo a HD eficaz na reducdo dos niveis
séricos de TBARS e AGEs, ndo foram observadas reducBes nos niveis de PCO.
Podemos sugerir que este resultado se deva ao fato de as proteinas séricas ndo serem
facilmente removidas pela sessdo de HD, conforme foi observado nas dosagens de

proteinas totais e de albumina no soro de individuos apés a HD.
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As atividades de CAT, GSH-Px e PON 1 no soro de individuos com DRC antes
e apos a sessdo de HD, quando comparadas com o grupo controle, apresentaram-se
significativamente mais baixas.

A atividade de CAT € 3.600 vezes maior nos eritrécitos do que no plasma e
exerce um efeito protetor semelhante ao da GSH-Px ao catalisar a dismutacdo do H.O>
em H20 e Oz. No entanto, os efeitos protetores da GSH-Px sdo melhores que aqueles de
CAT e SOD. Diminuigdes na atividade da CAT podem ser uma consequéncia de
ataques de espécies reativas como O2* e H20: na estrutura da enzima CAT,
contribuindo para a perda da sua atividade e com isso resultando na propagacdo da
lipoperoxidacéo (AZIZ et al., 2016).

Estudos anteriores (EL-FAR et al., 2005; ZACHARA et al., 2006) também
demonstraram reducdo na atividade de GSH-Px em soro de individuos com DRC. A
GSH-Px3 é uma enzima antioxidante dependente de selénio com potencial catalitico em
reduzir os niveis de H20,, peroxidos lipidicos e hidroperéxidos organicos. E sintetizada
pelos rins, principalmente por células epiteliais do tubulo proximal renal, secretada e
distribuida na circulacdo sanguinea (PANG et al., 2018), e na circulagdo encontra-se
associada a HDL (BRITES et al., 2017). Assim, podemos atribuir que a diminui¢do na
atividade da GSH-Px no soro de individuos com DRC seja devido a uma diminuicdo na
sintese da enzima por consequéncia da disfuncdo renal, ou devido a diminui¢do na
ingestdo de selénio (um cofator importante para sua atividade) ou também devido a
diminuicao nos niveis séricos de HDL-colesterol.

PON 1 é uma enzima sintetizada no figado e que circula no sangue associada a
HDL. A presenca da PON 1 nesta lipoproteina confere efeitos antiaterogénicos,
impedindo modificacdes oxidativas na lipoproteina LDL e, com isso, previne ou atenua
o desenvolvimento de placas ateroscleroéticas. Diminui¢do da PON 1 nos individuos em
tratamento hemodialitico tem sido demonstrada por véarios autores (JURETIC et al.,
2001; GUGLIUCCI et al., 2012 e EFE et al.,, 2016) sugerindo que a reducdo na
atividade da PON 1 possa ser devido aos solutos urémicos que afetam negativamente a
sua funcdo antioxidante, assim como as reducdes nos niveis séricos de HDL que
também explicam a diminuicdo na atividade da PON 1, quando em comparacdo aos

individuos saudaveis.
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As moléculas antioxidantes estdo presentes em abundancia no plasma e
participam da eliminacdo de radicais livres, consequentemente contribuem para a
diminuicdo de danos oxidativos em lipideos de membranas, lipoproteinas e outras
macromoléculas. Dentre as moléculas antioxidantes ndo enzimaticas presentes no
plasma, o &cido Urico, os grupos tidis proteicos e a bilirrubina constituem os principais
antioxidantes endogenos (KAMPA et al.,, 2002). Varias metodologias tém sido
amplamente utilizadas para a determinagdo da capacidade antioxidante total do soro,
dentre estas, o monitoramento do clareamento (bleaching) da crocina e o ensaio de
captura do cation radical ABTS™.

As membranas celulares sdo os principais alvos de ataques das ERO, por serem
abundantes em acidos graxos poli-insaturados, os quais sdo facilmente oxidados; assim,
0 ensaio de clareamento da crocina é comumente utilizado como um sistema-modelo de
lipoperoxidacdo. A lipoperoxidagdo se inicia quando HO" ataca as estruturas dos acidos
graxos poli-insaturados (abstrai um atomo de H*), formando um R® que, na presenca de
Oz, gera 0 ROO". O ROQO" abstrai um atomo de H* de um outro lipideo, levando a
formacdo de ROOH e posteriormente os produtos secundarios da lipoperoxidagédo
(MDA e 4-HNE), iniciando novamente uma reacdo em cadeia (BAYNES;
DOMINICZAK, 2015; LUSSIGNOLI et al., 1999). No ensaio de clareamento da
crocina, 0 ROO" gerado por termolise causa danos na estrutura da crocina e,
consequentemente, diminuicdo de sua absorbancia, a qual € monitorada em 443 nm. Na
presenca de um antioxidante, o radical é eliminado e assim, ocorre a inibi¢cdo no
clareamento da crocina (CHATTERJEE et al., 2005). Portanto, é mensurado o efeito das
amostras em proteger a estrutura da crocina.

Assis e colaboradores (2015) avaliaram, em sistema-modelo in vitro de
lipoperoxidacdo, a capacidade antioxidante de alguns solutos urémicos sobre ERO que
estdo frequentemente presentes no soro de individuos com DRC. Dentre os solutos
urémicos avaliados, em ordem de eficiéncia, &cido Urico, p-cresol, fenol e L-tirosina
apresentaram maior potencial antioxidante, apresentando reducdo na velocidade de
bleaching da crocina. Outros solutos foram analisados, tais como ureia, creatinina,
metilguanidina, L-arginina e acido hipuarico, porém tais solutos indicaram auséncia em

efeitos antioxidantes com o uso deste sistema-modelo.
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Nossos resultados mostraram que amostras de soro de individuos com DRC, na
condicdo pré-HD, possuem maior potencial antioxidante, uma vez que foi utilizado um
menor volume de soro para inibir 50% da oxidacgdo da crocina pelo radical ROO*. Esse
potencial antioxidante observado em soro de individuos pré-HD pode ser atribuido a
presenca de moléculas com potencial antioxidante, cujos niveis encontram-se elevados
antes da sessdo de HD, principalmente o &cido Urico.

Malliaraki e colaboradores (2003) também observaram que individuos com DRC
na condicdo pré-HD apresentam uma maior capacidade antioxidante devido a alta
presenca de metabdlitos enddgenos (como por exemplo, o &cido Urico), quando
comparados com os individuos do grupo controle.

Ao final da sessdo de HD, observamos a remogéo de quantidades significativas
de acido urico, e consequentemente uma reducdo em ambos, nos niveis deste composto
nitrogenado no soro e na capacidade antioxidante total. Apesar desta condicdo
transitoria de menor capacidade antioxidante em soro de individuos com DRC apoés o
término da sessdo de HD, outras moléculas podem exercer um efeito compensatorio,
embora com menor eficiéncia, a esta queda no potencial antioxidante sérico devido a
remocdo de acido urico, como por exemplo a albumina, que ndo é removida pela HD. A
albumina possui capacidade antioxidante de forma direta e indireta. Indiretamente, a
albumina atua como antioxidante ao transportar a bilirrubina, e assim pode agir
impedindo a peroxidacao lipidica (NEUZIL; STOCKER, 1993). A albumina pode
diretamente agir como antioxidante na captura de radicais livres, pois contém um
residuo de cisteina (Cys-34) na forma reduzida (-SH), o qual é capaz de eliminar
radicais hidroxil (ROCHE et al., 2008). Outro fator importante na atividade antioxidante
da albumina é a presenca do grupo -SH frente ao ONOO™ (ROCHE et al., 2008).

Pode-se ainda comparar 0s niveis séricos de TBARS (biomarcador de
lipoperoxidacdo) e o sistema-modelo de lipoperoxidacdo (ensaio de clareamento da
crocina) dos individuos com DRC. Nossos resultados mostraram que individuos com
DRC na condicdo pré-HD apresentaram um aumento significativo nos niveis séricos de
TBARS em relacdo ao grupo controle, e também apresentaram uma maior capacidade
antioxidante no soro no ensaio da crocina. Podemos sugerir que o aumento encontrado
nos niveis séricos de TBARS se deve, dentre outras origens, aos danos oxidativos

provenientes das células e tecidos do organismo de maneira geral, enquanto que no
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ensaio da crocina foi analisada a capacidade antioxidante do soro em proteger a crocina
contra a oxidacao pelo radical ROO".

Outro ensaio comumente realizado para avaliar a capacidade antioxidante total
em amostras de soro é o ensaio de captura do cation radical ABTS™. O ABTS™ é
considerado um radical modelo; ndo representa uma fonte bioldgica de radical, no
entanto, é muito utilizado para avaliar o potencial antioxidante frente os radicais livres,
utilizando diferentes amostras, permitindo a determinacdo concomitante do potencial
antioxidante de compostos hidrofilicos e lipofilicos. O ensaio de captura do cation
radical ABTS™™ é baseado na capacidade antioxidante das amostras em sequestrar o
cation radical ABTS™, podendo se observar descoloragdo, de verde intensa a cor verde
clara ou incolor, monitorada & 734 nm (RUBIO et al., 2016).

O éacido drico e o trolox (analogo hidrossoltvel da vitamina E) sdo comumente
usados como padrbes de compostos antioxidantes devido as suas capacidades
antioxidantes ja reconhecidas. O &cido urico apresenta grande capacidade em eliminar
radicais centrados no carbono e ROO® em meio hidrofilico, como no plasma, porém
perde a sua capacidade em meio lipofilico e com isso ndo interrompe a propagacao que
ocorre em membranas lipidicas (SAUTIN; JOHNSON, 2008). O trolox & um
antioxidante analogo da vitamina E, apresenta vantagem de ser solivel em agua e que
possui um grupo hidroxil fendlico que estd envolvido na captura de radicais
(ALBERTINI; ABUJA, 1999).

O plasma humano é altamente resistente a oxidacdo, devido a presenca de
antioxidantes, tais como &cido drico, &cido ascorbico, vitamina E e proteinas
(WAYNER et al., 1987). As proteinas apresentam capacidade antioxidante no plasma
humano principalmente devido a presenca de grupos sulfidrilas (-SH), onde o atomo de
enxofre pode facilmente se adaptar com a perda de um elétron (FLORA, 2009). No
entanto, outros aminoacidos também contribuem para a protecdo contra os danos
oxidativos. A tirosina € um dos aminoacidos que mais apresenta atividade antioxidante;
assim como a vitamina E, que contém grupo hidroxil fendlico que doa ions de
hidrogénio e assim € capaz de reagir com 0 oxigénio ou nitrogénio em uma reacdo de
terminacdo, impedindo a geracdo de novos radicais (MEUCCI; MELE, 1997; PEREIRA
et al., 2009). Outro aminoacido com capacidade antioxidante € a cisteina, que esta

presente na albumina plasmética e constitui 0 maior pool de grupos tiodis na circula¢do
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sanguinea. Em individuos saudaveis, aproximadamente 80% da cisteina (Cys-34) na
albumina contém grupamento sulfidrila livre, capaz de eliminar radicais hidroxil
(ROCHE et al., 2008). J& o acido ascorbico (vitamina C), um potente antioxidante
redutor e eliminador de ERO, pode atuar dentro e fora das células pela sua solubilidade
em &gua, protegendo as membranas lipidicas e as proteinas contra danos oxidativos. O
acido ascorbico atua doando elétrons para radicais livres, recuperando sua estabilidade
(PEHLIVAN, 2017).

Nossos resultados mostraram que, dentre os grupos estudados (controle, pré-HD
e pds-HD), o soro de individuos pré-HD possui a maior capacidade antioxidante total,
tanto para o0 ensaio de clareamento da crocina quanto para 0 ensaio de captura do
ABTS™". Pelo método da captura do ABTS™, Ruskovska e colaboradores (2014)
avaliaram a capacidade antioxidante total no soro de individuos submetidos ao
tratamento hemodialitico e reportaram que os individuos antes da HD apresentaram
maior capacidade antioxidante quando comparado com o grupo controle, e que apos a
sessdo de HD, houve uma diminuicdo da capacidade antioxidante, quando comparado
com o grupo pré-HD, sugerindo que a abundancia de pequenas moléculas com atividade
antioxidante nas amostras pré-HD contribuem para a capacidade antioxidante.

Em relacéo aos resultados do ensaio do ABTS™", expresso em equivaléncia a um
composto padrdo, tanto exdgeno quanto enddgeno, nota-se na Figura inserida 26D que,
apesar da concentracdo de albumina no soro de individuos com DRC ter aumentado no
plasma ao final da sessdo de HD, os resultados em equivalentes a albumina humana
apresentaram uma diminuicdo apds a sessdao de HD, a qual pode ser devido a
diminuicdo na capacidade antioxidante da albumina, bem como em suas funcdes,
acometidas por modificagdes estruturais na proteina promovidas pela oxidacéo
(COLOMBO et al., 2012).

Outro elemento importante no sistema de defesa antioxidante sdo os grupos tidis
isto &, compostos organicos que contém o grupamento sulfidril, -SH. A maioria dos tiois
no plasma sdo encontrados principalmente na albumina e em menor parte em tidis de
baixo peso molecular, tais como cisteina livre, glutationa e homocisteina. Os grupos
tidis podem ser oxidados por moléculas oxidantes levando a formacdo de ligacdes de
dissulfeto reversiveis. As estruturas de ligacdo do tipo dissulfeto podem ser reduzidas

novamente (quando h& uma diminuigdo no estresse oxidativo) a grupos tidis, mantendo-
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se um equilibrio (AYAR et al., 2018; SONMEZ et al., 2018). O grupo tiol age via
varios mecanismos: i) como componente geral do tampdo redox tiol/dissulfeto; ii)
quelantes de metais; iii) inibidores de radicais e iv) substratos para reacdes redox (GSH)
(DENEKE, 2000).

Nossos resultados mostram que amostras de soro de individuos com DRC pos-
HD apresentam um aumento de tiois totais, em compara¢do com as amostras pré-HD.
Ayar e colaboradores (2018) também avaliaram os niveis séricos de tidis totais em
individuos submetidos a hemodialise, e observaram um aumento de tidis totais no soro
ao final da sessdo de HD. Sugerimos que este aumento possa ser devido a
hemoconcentracdo de proteinas, principalmente da albumina, nas amostras de soro pés-
HD, uma vez que o tiol na albumina representa a maior fracdo de tiol plasmatico
(COLOMBO et al., 2015).

7 CONCLUSOES FINAIS

De acordo com os resultados obtidos, observamos um aumento significativo
nos biomarcadores relacionados a funcgéo renal / compostos nitrogenados nao proteicos
em soro de individuos com DRC na condicdo pré-HD (creatinina, ureia, acido Urico).
Niveis séricos de potassio e glicose também se encontram elevados nestes individuos,
porém ainda dentro dos valores de referéncia. Ap6s uma sessédo de HD, houve uma
reducdo significativa nos niveis de creatinina, ureia, acido Urico, potassio e glicose,
indicando os efeitos benéficos da HD na remocao de solutos do sangue. As dosagens de
proteinas totais, albumina, colesterol total, colesterol-HDL, bem como a estimativa de
colesterol-LDL, indicam que estes biomarcadores se encontram diminuidos no soro de
individuos com DRC na condi¢do pré-HD. Ao final da HD, observamos um aumento
nos niveis séricos destes biomarcadores, sugerindo uma hemoconcentracdo devido a
remocdo de liquidos pelo processo dialitico. Os niveis estimados de colesterol-VLDL
apresentam-se acima dos valores de referéncia nos individuos com DRC, antes e ap0s a
sesséo de HD.

Em relacdo aos biomarcadores de danos oxidativos, amostras de soro de
individuos com DRC, nas condicdes pré-HD e p6s-HD, em relacdo ao grupo controle,

apresentam aumentos nos niveis de TBARS, AGEs fluorescentes (incluindo a
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pentosidina) e PCO. Uma sessdo de HD foi capaz de reduzir significativamente os
niveis de TBARS e AGEs fluorescentes (incluindo a pentosidina).

As atividades das enzimas antioxidantes CAT, GSH-Px e PON 1 estdo
diminuidas nos soros de individuos com DRC, antes e apds a sessdao de HD, em
comparacdo com o grupo controle. Em relacdo a capacidade antioxidante sérica,
avaliada pelo ensaio de clareamento da crocina e pelo ensaio de captura do cétion
radical ABTS™, nota-se que amostras de soro de individuos com DRC na condicao pré-
HD apresentaram maior capacidade antioxidante em relacdo as amostras do grupo
controle e em relagdo a condi¢cdo pds-HD, possivelmente como uma consequéncia do
acumulo sérico de solutos antioxidantes devido a disfungdo renal. Na analise dos grupos
tiois totais no soro, foi observado um aumento apds a sesséo de HD, quando comparado
com as amostras pré-HD, o que pode ter relacdo com a hemoconcentragdo de proteinas,
principalmente albumina, que constitui a maior fracéo de grupos tiois no plasma.

De fato, os individuos com DRC tem um aumento no estresse oxidativo, o qual
esta relacionado com varios fatores associados as complicacdes do estado urémico,
incluindo inflamacdo crénica, comorbidades relacionadas a DRC, uso de alguns
medicamentos com acdo pré-oxidante, todos estes fatores potencializados pela baixa
atividade dos sistemas antioxidantes endégenos. Assim, verificamos que uma sesséo de
HD néo intensificou o estresse oxidativo e parece trazer beneficios que vao além da

remocdo dos solutos urémicos.
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ANEXO |
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

12 via participante

Dados de identificacdo

Nome do participante:
Idade: RG: , Residente na
n° , Bairro:
Cidade: , Telefone:

Vocé esta sendo convidado(a) para participar, como voluntario(a), do projeto de pesquisa
“Avaliacdo de biomarcadores seéricos do estresse oxidativo e do potencial antioxidante
em pacientes renais cronicos submetidos ao tratamento hemodialitico”, que tem como
pesquisador responsavel Profa. Dra. Amanda Martins Baviera.

Leia cuidadosamente 0 que segue e me pergunte sobre qualquer divida que vocé tiver. Apds
ser esclarecido(a) sobre as informagGes a seguir, e caso aceite participar do estudo, assine ao
final deste documento, que consta em duas vias. Uma via pertence a vocé e a outra ao
pesquisador responsdvel. Em caso de recusa vocé ndo sofrera nenhuma penalidade.

Vocé esté sendo esclarecido sobre os seguintes pontos:

1. O trabalho tem por objetivo analisar nas amostras de sangue as mudancas nos niveis de
radicais livres, isto €, substancias que podem causar problemas a salde, e mudancas
nos niveis de compostos antioxidantes, ou seja, aqueles que ajudam na protecdo contra
os radicais livres, em individuos com doenga renal cronica, antes e apds uma sessao de
hemodialise, e em individuos sem doenga renal crénica ou qualquer outra doenca.

2. Vocé, participante, ndo receberd nenhum beneficio direto, mas com a doacdo de
amostra do seu sangue vocé estara colaborando com informacgdes importantes
relacionadas as alteracdes nos radicais livres e nos compostos antioxidantes que podem
ocorrer durante a sessdo de hemodialise em individuos com a doenca renal cronica.
Estas informagdes podem ajudar futuramente no diagndstico, prevencgdo e tratamento
da doenga renal cronica quando o individuo é submetido a hemodiélise.

3. Sua participacdo como voluntério, ou seja, a coleta de amostra, devera ocorrer no
periodo entre 0 1° e 2° semestres de 2018 (12 meses).

4. Serdo coletadas para a realizacdo desta pesquisa amostras de sangue (8 mL de sangue,
4 mL antes da sessdo de hemodidlise e 4 mL apds a sessdo) que serdo utilizadas
exclusivamente para esta pesquisa, ndo podendo ser reutilizadas em pesquisa posterior.

Araraquara, / /

Assinatura do Voluntario Assinatura do Pesquisador
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11.

12.

13.
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Ao participar desta pesquisa, vocé, voluntario, estard exposto a um risco minimo
inerente aos procedimentos da coleta para doacdo de sangue ou procedimentos da
sessdo de hemodialise, pois serdo coletadas as amostras de sangue pela propria equipe
de enfermagem do local, aproveitando a mesma puncdo venosa para a coleta das
amostras bioldgicas ja usadas na rotina.

As amostras serdo obtidas nos seguintes locais: para os individuos sem doenca renal
crénica ou qualquer outra doenca: Hemonucleo Regional de Araraguara; e para 0S
individuos com doenca renal cronica em hemodiélise: Centro de Referéncia Regional
de Hemodialise, da cidade de Araraquara, SP.

Gostariamos de pedir autorizacdo para consultar suas informacBes nos prontuérios
médicos do Hemonucleo Regional de Araraquara ou do Centro de Referéncia Regional
de Hemodialise de Araraquara.

Vocé, participante, ndo tera nenhum gasto financeiro ao participar deste estudo.

Seu nome sera mantido em segredo, garantindo assim a sua privacidade e se desejar,
vocé sera informado sobre os resultados desta pesquisa.

Caso vocé, participante, sofra algum dano durante esta pesquisa, 0 pesquisador
responsavel cuidard da reparacao.

Qualquer davida ou solicitagdo de esclarecimentos, vocé podera entrar em contato com
a equipe cientifica do projeto pelo telefone do Setor de Bioquimica do Centro de
Referéncia Diagnostica da Unidade Auxiliar, Nucleo de Atendimento & Comunidade,
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP, Campus de Araraquara.

Para notificacdo de qualquer situacdo, relacionada com a ética, que ndo puder ser
resolvida pelos pesquisadores, vocé pode entrar em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do Campus de Araraquara da
UNESP, pelo telefone (0XX16) 3301-6897 ou entrar em contato com o pesquisador
responsavel: Professora Doutora Amanda Martins Baviera, pelo telefone (0XX16)
3301-5724 e por e-mail: baviera@fcfar.unesp.br.

Vocé, participante, poderd se recusar a participar da realizacdo desta pesquisa a
qualquer momento, sem nenhum prejuizo ou penalizagdo (isto é, sem interrupgdo do
seu tratamento, quando for o caso).

Declaro que concordo em participar da pesquisa

Araraquara, / /

Assinatura do Voluntério Assinatura do Pesquisador
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ANEXO 11

Termo de doacdo de material biologico

Eu, )
RG , hacionalidade , maior

e responsavel, estado civil , profisséo ,

residente

, Cidade , estado , no pleno gozo de

minhas faculdades mentais e de minha livre e espontdnea vontade

autorizo a retirar amostra de meu sangue, a qual

sera doada e utilizada na pesquisa do curso de mestrado em Ciéncias Farmacéuticas, da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP, intitulado de: “Avaliacdo de
biomarcadores sericos do estresse oxidativo e do potencial antioxidante em
pacientes renais crénicos submetidos ao tratamento hemodialitico”, sob a
responsabilidade da Profa. Dra. Amanda Martins Baviera, Professora Responsavel pelo
do Setor de Bioquimica do Centro de Referéncia Diagndstica da Unidade Auxiliar,
Nucleo de Atendimento a Comunidade, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da

UNESP, Campus de Araraquara e do aluno de mestrado Marcel Benedete Marques.

Araraquara, / /

Assinatura



