1. INTRODUCAO

Em contraste com o elevado grau de desenvolvimento tecnoldgico
conquistado pelo homem, particularmente em relacdo a producdo de
alimentos, ha ainda um grande numero de individuos que apresenta deficiéncia
alimentar ou alguma forma de desnutricdo, sendo esta, na maioria das vezes,
decorrente de problemas politicos, econdmicos e sociais (Banerji, 1988).
Quando estes problemas se associam a uma doenga crbnica e as suas
consequéncias sobre o estado geral do individuo, ampliam-se os efeitos
devastadores da desnutricao.

A desnutricdo pode ter origem na deficiéncia ou auséncia de qualquer
nutriente e sua instalacdo e gravidade dependem da causa, intensidade e
duracdo da caréncia. Como causa primaria tem-se a dieta inadequada e,
secundariamente, absorcao deficiente, aumento da utilizacdo de nutrientes ou
ainda, excregao e/ou perda excessiva destes (Ferro-Luzzi e Spadoni, 1978).

A desnutricdo calorico-protéica, ou desnutricdo energético-protéica, €
definida como uma “condicao patoldgica diversa relacionada com a perda, em
varias proporgdes, de proteinas e calorias” (WHO, 1973). Geralmente é
causada pela deplegcéao protéica combinada com varios graus de deficiéncia
energética e, freqlientemente associada a processos infecciosos. Pode
também, estar relacionada a um contexto de multiplas deficiéncias e estresse
prolongado (Ferro-Luzzi e Spadoni, 1978).

Na desnutricao, observam-se alteragcdes nos metabolismos protéico, de
lipidios e de carboidratos. Normalmente, ha um balanco nitrogenado negativo,
com modificagdes no padrdo plasmatico de aminodcidos, privilegiando a
sintese de determinados componentes em detrimento de outros em alguns
orgaos e tecidos as custas de proteina muscular (Ferro-Luzzi e Spadoni,
1978). No metabolismo de carboidratos, observa-se geralmente uma redugéo
na atividade das dissacaridases da mucosa intestinal, acompanhada de
hipoglicemia, alteracdo dos niveis de insulina e glucagon e aumento da
gliconeogénese (Waterlow e Alleyne, 1971). Niveis séricos diminuidos de
lipidios e esteatose hepatica também sao relatados (Redmond et al., 1991).



Situacdes de desnutricdo envolvem deficiéncias ndo somente de
proteinas e calorias, mas também de minerais e vitaminas (Beisel, 1984;
Descombes et al., 1993), o que pode conduzir a modificacbes hormonais. As
anormalidades nos hormdnios circulantes podem ser ocasionadas por
alteracées na sua sintese, na velocidade de secrecdo, de depuracdo ou
mesmo de sua ligacdo a proteinas. Estas variacbes provavelmente
representam modificacdes adaptativas do organismo decorrentes do estado

nutricional (Becker, 1983).

1.1. A desnutricao e as respostas de defesa

A desnutricdo per se modifica os mecanismos de defesa do organismo,
pois compromete os 6rgdaos hematopoiéticos e linféides responsaveis pela
produgdo, manutencédo e funcédo das células que medeiam esses processos
(Chandra, 1991).

Uma das caracteristicas do sistema hematopoiético € o seu alto poder
proliferativo, onde um numero muito limitado de células primordiais, residentes
na medula 6ssea de adultos, possui a habilidade de produzir todos os
diferentes tipos celulares presentes no sangue periférico. Enquanto eritrécitos
e plaquetas atuam no transporte de gases e na manutencdo da hemostasia,
respectivamente, a colegdo de leucécitos circulantes possui papel fundamental
nos mecanismos de defesa, especificos ou nao (Lee et al., 1999).

Para a continua reposicao e manutencao dessas células na circulacéo,
a medula éssea possui pelo menos trés compartimentos que abrigam células
hematopoiéticas em diferentes estdgios de maturagdo. Desses, 0
compartimento de reserva é aquele que é capaz de prover o numero de células
necessario em uma situacdo de emergéncia, pois se constitui de células
maduras e funcionais, além das células em estégios finais de maturacéo (Lee
et al, 1999). A entrada de leucécitos no sangue periférico sb ocorre
fisiologicamente apds a célula atingir certo grau de maturagéo (Quesenberry e
Colvin, 2001) e, uma vez na circulacdo, essas células, especialmente os
granulécitos, distribuem-se axialmente formando o chamado pool marginal —

constituido de leucdcitos situados mais proximos a margem do vaso, € o pool



circulante, constituido de leucdcitos localizados mais centralmente no vaso
(Quesenberry e Colvin, 2001). Entretanto, ha um intercambio dinamico e
balanceado entre as células pertencentes a esses dois pools.

Os diferentes niveis do processo de hematopoiese séo influenciados
pela acao de fatores de crescimento e citocinas, de horménios, de mediadores
plasmaticos e celulares da resposta inflamatéria e, obviamente, pelo estado
nutricional (Peters et al., 1972; Keenan et al., 1982; Blatt et al., 2003), pois 0
tecido hematopoiético, assim como todos aqueles que exibem alta taxa de
renovacao e proliferagéo celulares, apresenta elevada exigéncia de nutrientes.

A resisténcia do hospedeiro a infeccoes, desde a proliferacao,
diferenciacdo e o recrutamento de células sanguineas dos diferentes
compartimentos hematopoéticos para a circulacdo e desta para os tecidos,
assim como o desempenho funcional dessas células como a fagocitose, por
exemplo, dependem primariamente da habilidade dessas células em aderir a
substratos protéicos presentes no estroma medular, na superficie celular ou no
endotélio vascular, mediante interacdo com proteinas componentes da matriz
extracelular, particularmente colageno e fibronectina, dentre outras, por meio
de diferentes moléculas de adesdo e, em seguida, de responder
funcionalmente ao estimulo desencadeador, como sera exposto nos itens que

Se seguem.

1.2. Insuficiéncia renal cronica e hemodialise

A insuficiéncia renal crénica (IRC) caracteriza-se pela perda progressiva
e irreversivel das funcdes secretorias, de filtracao e excrecao, dentre outras,
dos rins (Martins e Riella, 2001). No seu estagio final, seus portadores
necessitam de uma terapia de substituicdo renal, sendo a hemodialise (HD)
uma das mais comuns. Neste procedimento, uma circulacao extracorpérea faz-
se necessario para que a filtracao seja realizada. Para tanto, utiliza-se filtros ou
hemodialisadores constituidos de material biocompativel, com dois
compartimentos, sendo um para o sangue e o outro para a solugédo de dialise
(dialisato), os quais sao separados por uma membrana semipermeavel. Dessa

forma, o sangue entra em contato ndo apenas com esta membrana, mas



também com o dialisato para que, por difusdo e osmose, metabdlitos
indesejaveis (como uréia e creatinina, por exemplo), eletrdlitos e liquidos
excessivos no sangue do individuo sejam excretados, amenizando os sintomas
por eles causados. Entretanto, a HD causa efeitos indesejaveis aos individuos
a ela submetidos, sobretudo com relagdo ao estado nutricional, como a perda
de nutrientes e o catabolismo aumentado. Perda de glicose e aminoacidos
ocorre, principalmente, devido a composicao do dialisato e ao fato de que as
membranas de didlise ndo possuem capacidade de filtragdo seletiva como os
rins. Por outro lado, o contato do sangue com as membranas de dialise e com
o dialisato pode proporcionar um estado inflamatério crénico, contribuindo para

o catabolismo aumentado (Martins e Riella, 2001).

1.3. Desnutricao em pacientes com IRC em HD

A desnutrigdo € considerada comum em pacientes renais cronicos
submetidos a hemodidlise (Riella, 2000; Stenvinkel, 2001). Evidéncias de
desnutricdo caldrico-protéica tém sido demonstradas em varios estudos
(Markmann, 1988; Bilbrey e Cohen, 1989; Cianciaruso et al., 1995), com
aproximadamente 6-8% dos pacientes avaliados sofrendo de desnutricao
grave contra 33% portadores de desnutricdo leve a moderada, sendo a
ingestao deficiente de energia e proteinas sua maior causa (Jacob et al.,
1990). Um dos maiores e mais completos estudos multicéntricos sobre
desnutricdo em pacientes em HD revelou que 23% dos pacientes estudados
apresentavam ingestdo calérico-protéica insuficiente causada, principalmente,
pela anorexia (Schoenfeld et al., 1983; Alvestrand, 1990; Jacob et al., 1990).
Esta pode ser decorrente da toxicidade urémica, dos efeitos debilitantes da
doenca crbnica, da depressdo emocional e das enfermidades associadas,
como as infecgbes, que podem tanto reduzir o apetite como aumentar o
catabolismo do paciente (Kopple, 1988).

A anorexia tem, também, sido atribuida as restricoes rigorosas de sddio,
potassio e liquidos, tornando a dieta desses pacientes pouco palatavel e de
dificil aderéncia, assim como o uso prolongado de medicamentos, que pode



competir com a ingestao alimentar e/ou promover a reducéo do apetite (Martins
e Riella, 2001).

Fatores psicolégicos vém sendo apontados como causadores de
anorexia nos pacientes em HD, refletido pela alta taxa de resisténcia em
atender as recomendagdes nutricionais apresentada por essa populagéo,
provavelmente porque o tratamento de didlise envolve ajustes em varios
aspectos da rotina do individuo, levando a mudangas no seu estilo de vida
(Chan e Greene, 1994).

Como a anorexia, outros fatores podem interferir na ingestao alimentar
desses pacientes. Dentre eles, destacam-se as disfuncdes gastrintestinais,
como nauseas, vomitos, gastrite, diarréia e obstipacdo, que interferem nao
apenas na ingestdo, mas também na digestdo e absorgao de nutrientes.

A fadiga poés-didlise, os episédios hipotensivos intradialiticos e a
necessidade freqlente de hospitalizacdo devido a problemas intercorrentes,
podem, também, prejudicar a ingestdo adequada de nutrientes (Martins e
Riella, 2001).

As restricbes financeiras e a condicao de pobreza, comuns nessa
populagéo, contribuem para com a ingestao alimentar deficiente por dificultar
diretamente a aquisi¢cdo de alimentos. Além disso, a presenga de deficiéncias
fisicas e mentais pode impedir a selecdo, compra, preparo e ingestao
alimentar. Neste sentido, um exemplo comum nesses pacientes € a ma
condicao da denticAo ou mesmo a inexisténcia de prétese dentaria (Martins e
Riella, 2001).

Além da ingestdo alimentar deficiente apontada, o catabolismo
aumentado parece ser outro fator determinante para a desnutricdo desses
pacientes e esta relacionado, principalmente, a perda de nutrientes durante o
procedimento hemodialitico (Alvestrand, 1990; Gutierrez et al, 1990;
Descombes et al, 1993; Stevenson, 1998), ao estado inflamatdrio
generalizado desses pacientes, assim como as anormalidades enddcrinas e
enfermidades associadas (Martins e Riella, 2001).

A desnutricdo geralmente envolve a diminuicdo do peso corporal, a
deplecdo de reservas energéticas (tecido adiposo) e a perda de massa

muscular, além da diminuicdo dos niveis plasmaticos de albumina, transferrina



e pré-albumina (Kaysen et al, 2000), as quais tém sido utilizadas como
indicadores do estado nutricional (Stenvinkel, 2001).

Alguns destes parametros fazem parte da Avaliacdo Subjetiva Global
(SGA), cujo uso é recomendado pelo National Kidney Foundation — Dialysis
Outcomes Quality Initiative (Kopple, 2001). A SGA € uma técnica que identifica
a desnutricdo baseando-se ndo s6 nas alteracgdes fisicas do individuo, como
perda de peso corporal, ocorréncia de deplecdo de tecido adiposo e muscular,
alteragdes na ingestdo alimentar e presenca de sintomas gastrintestinais, como
também considera as doencgas associadas (Tabela 1) e tem se mostrado como
um preditor de mortalidade, sendo amplamente adotada devido ao seu baixo
custo, facil realizacado e aplicabilidade em grandes popula¢des (Baker et al.,
1982).

1.4. A inflamacao em pacientes com IRC em HD

Como referido anteriormente, pacientes com IRC em HD sao portadores
de um estado inflamatério crénico, caracterizado por uma reagéo imediata (ou
de fase aguda), onde niveis séricos elevados de proteina C-reativa (PCR),
fibrinogénio, o2-microglobulina, dentre outras proteinas, contrastam com
baixos niveis de albumina (Kaysen et al, 1997). A concentracdo de PCR,
assim denominada por ligar-se avidamente ao polissacarideo C de
pneumococos, tem sido inclusive usada como um fator preditivo independente
de morte nesses pacientes (Bergstrém, 1995; Iseki et al., 1999; Zimmermann
et al., 1999) que, mesmo sendo um marcador inespecifico de inflamacao
(Ikizler et al., 1999), esta presente em 30-50% dos pacientes em HD (Qureshi
et al., 1998).

O mecanismo patolégico exato do estado inflamatério presente em
pacientes com IRC em HD nao esta totalmente esclarecido e, por ser
multifatorial, € certamente complexo (Stevenson, 1998).

A reducado da fungao renal per se ja contribui para com ele, devido as
consequéncias sistémicas causadas pelo estado urémico desses pacientes

(Riella, 2000), envolvendo manifestagdes gastrintestinais, neuromusculares,



hematoldgicas, cardiopulmonares, dentre outras pormenorizadas na Tabela 1
(Cotran et al., 1994).

Tabela 1. Manifestac6es sistémicas principais
da insuficiéncia renal cronica e uremia.
Liquidos e Eletrolitos
Desidratagao
Edema
Hiperpotassemia
Acidose metabdlica
Fosfato de Calcio e Ossos
Hiperfosfatemia
Hipocalcemia
Hipertireoidismo secundario
Osteodistrofia renal
Hematologicas
Anemia
Diatese hemorragica
Cardiopulmonares
Hipertenséo
Edema pulmonar
Insuficiéncia cardiaca
Pericardite urémica
Gastrintestinais
Nauseas e vomitos
Sangramento
Esofagite, gastrite, colite
Neuromusculares
Neuropatia periférica
Encefalopatia
Dermatologicas
Prurido
Dermatite
Pigmentacdo amarelada

Adaptado de Cotran et al, 1994.

A uremia por si s, assim como a desnutricdo, predispbe esses
pacientes a infec¢des freqlentes, as quais, em contra-partida, comprometem
as respostas inflamatoria e imunitaria (Riella, 2000; Schémig et al., 2000).

Acrescente-se, ainda, o processo dialitico propriamente dito ao qual

esses pacientes sao regularmente submetidos. Como ja citado, durante a HD,
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0 sangue entra em contato com superficies estranhas como membranas
artificiais que, embora confeccionadas com material compativel, promovem
varios eventos que também desencadeiam uma resposta inflamatéria, com
simultanea elevagao dos niveis séricos de proteinas de fase aguda. Importante
ressaltar que essas proteinas ditas de “fase aguda” sdo sintetizadas
principalmente pelo figado quando estimulado por processos infecciosos ou
traumaticos agudos e, em menor grau, por monocitos, fibroblastos, adipécitos
e células endoteliais (Schomig et al., 2000).

Diante de todos esses fatores, torna-se evidente que a reacgao
inflamatdria ocupa posi¢cdo central da maioria, sendo de todos, os processos
localizados ou sistémicos que estao simultaneamente presentes em pacientes

em HD e concorrem para o agravamento da sua saude.

1.5. A inflamacao e a resposta inflamatoéria

A reagdo organica aguda que se verifica em uma inflamacgédo é,
fundamentalmente, uma resposta de defesa e protecdo do organismo lesado
contra o agente agressor e as conseqliéncias que ele pode vir a causar. E um
fenbmeno estereotipado, cujos sinais rubor, tumor, calor e dor foram
primeiramente descritos por Celsius ha 178 a.C. e, a estes, Galeno adicionou a
perda de fungédo (Cotran et al.,, 1994). Atualmente, sabe-se que estes sinais
sao conseqléncias da liberacao de substancias quimicas encontradas no local
da lesao, particularmente as citocinas (Silva, 1978; Sedgwick e Willoughby,
1985).

As citocinas inflamatérias sdo substancias quimicas circulantes no
plasma e importantes mediadores das respostas vascular e celular
desencadeadas pelo estimulo inflamatoério agudo. Dentre elas, destacam-se as
interleucinas 1 (IL-1), IL-6 e IL-8, o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)) € 0
fator estimulador de colénias de macrofagos e granulocitos (GM-CSF)
(Springer, 1994; Cassatela, 1995; Springer, 1995) e sua relacdo com a IRC e a
HD sera tratada mais adiante nesta introdugéao.

No decorrer de um processo infeccioso ou inflamatério agudo, os

leucdcitos circulantes no sangue periférico aproximam-se da parede vascular



devido a sua ativagdao por mediadores da inflamacéo, liberados por elementos
presentes na area de lesdo, tais como bactérias, células lesadas ou fragbes do
complemento, passando a ocupar uma posicado mais periférica. Em seguida,
aderem-se firmemente, mas de forma transitéria, ao endotélio e atravessam a
parede do vaso (Smith et al., 1979). Apds a diapedese, continuam a migrar em
direcdo ao foco inflamatério pelo processo de quimiotaxia (Dekker e Segal,
2000).

Dessa forma, pelo menos trés etapas estao distintamente envolvidas no
desenvolver de um processo inflamatoério agudo: (1) adesao dos leucécitos ao
endotélio, (2) sua passagem através do endotélio vascular e (3) migracdo em
direcdo ao estimulo quimiotatico (Dekker e Segal, 2000; Mackai e Rosen,
2000). A Figura 1 ilustra, de forma esquematica, esses eventos.

Uma fungédo critica da inflamacdo € a migragcdo de células
especializadas provenientes do sangue periférico para o tecido conjuntivo no
qual se situa o foco inflamatério. Estudos recentes tém demonstrado que os
mecanismos moleculares que recrutam os diferentes tipos de leucécitos para
as éreas inflamadas sdo similares (Mackai e Rosen, 2000). Esses
experimentos também mostram que a adesao, a transmigragao e a locomocao
de leucdcitos envolvem a ativacdo, por ligantes especificos, de diferentes
familias de receptores presentes na superficie dessas células e na matriz
extracelular (Bokoch, 1995; Dekker e Segal, 2000).

Das células com grande capacidade de responder a estimulos
inflamatérios destacam-se os granulécitos (GNC) circulantes no sangue
periférico. Dentre esses, ha os neutrofilos, também conhecidos como
polimorfonucleares (PMN), que constituem a populacao celular primaria na
defesa aguda contra varios tipos de microorganismos presentes no meio
ambiente, acumulando-se rapidamente no sitio invasivo ou de lesdo. Sua
participagdo no processo inflamatério € multifuncional e envolve (1) reconhecer
seletivamente o agente agressor, responder apropriadamente por meio de (2)
locomogéo, (3) fagocitose do microorganismo e sua (4) subsequente
destruicdo. Para tanto, possuem a habilidade de secretar substancias nao s6

capazes de retardar a disseminacdo da infec¢cdo, mas, quando necessario,



também recrutar outros tipos de leucécitos para o foco infeccioso/inflamatério
(Cassatela, 1995).

O neutrofilo € uma célula que participa da defesa inata e, nos tecidos,
esta presente em todas as portas de entrada do organismo humano que fazem
contato com o meio externo. Com um tempo de vida média na circulagao de
aproximadamente sete horas (Quesenberry e Colvin, 2001), passam a maior

parte desse tempo trafegando no sangue periférico, num processo passivo.
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Figura 1. Etapas de uma resposta inflamatéria aguda. (A) Leucécitos,
especialmente neutréfilos, expressam L-seletina e trafegam livremente na
circulacdo. (B) Durante uma lesdo local, macréfagos teciduais liberam citocinas
inflamatérias como IL-1 e TNF, as quais ativam células endoteliais, que passam a
expressar E/P-seletinas, que servem como receptores para a E-seletina leucocitaria,
promovendo ades&o e rolamento sobre o endotglio vascular. (C) Células endoteliais
ativadas expressam ICAM-1, que funciona como receptor para integrinas B, que,
apés interacdo, estimulam a transmigracdo dos leucocitos pelo endotélio
(diapedese), em direcdo ao foco de injuria. Migracao transendotelial de neutréfilos
ativados € estimulada por fatores quimiotaticos como IL-8, por exemplo, ou
peptideos bacterianos N-formilados. Quimiocinas ativam neutréfilos, com



Para o mesmo numero de neutréfilos que esté circulando no leito central
do vaso, tem-se igual quantidade na porcdo mais periférica, proxima ao
endotélio, representando o subcompartimento marginal, ou pool marginal,
como anteriormente exposto.

Para que o organismo possa atender a uma demanda tecidual extra de
PMN como, por exemplo, no combate a patdégenos invasores ou em uma
inflamagédo aguda, a medula éssea dispde do pool de reserva, composto por
neutréfilos segmentados e seus precursores imediatos, os neutrdfilos
bastonetes e os metamiel6citos. Assim, quando necessario, um maior nimero
de neutréfilos pode ser lancado na corrente circulatéria, colaborando com a
leucocitose observada, geralmente acompanhada do aumento do numero de
formas segmentadas (neutrofilia) e de bastonetes (Lee et al., 1999).

Quando os processos fisiolégicos imediatos da resposta inflamatoria
ndo conseguem eliminar o agente agressor, com persisténcia dos efeitos
lesivos por ele causado, instala-se uma situagdo crénica, cuja longevidade
acaba por comprometer a saude do individuo. Exemplos classicos de
processos inflamatérios que se iniciam de forma aguda e, por falta de
resolucdo, cronificam, sdo dados pelas Ulceras duodenais ou do estémago,
infeccbes como a tuberculose e a sifilis, doencas autoimunes, como a artrite
reumatoide e o lupus eritematoso sistémico, dentre outros.

A exposicao prolongada a agentes enddgenos com potencial toxico,
quando nao eliminados, podem também levar a uma condigdo inflamatéria
crdnica e, como exemplos classicos, tem-se a aterosclerose, que resulta de
niveis persistentemente elevados de componentes lipidicos na circulacao
(Cotran et al., 1994). E neste contexto que também se encaixa o processo

inflamatério crénico comumente presente em pacientes com IRC em HD, onde
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niveis elevados de uréia, creatinina, acido urico e outros produtos de
catabolismo acumulam-se na circulagdo, particularmente por deficiéncia de
filtragao renal, gerando um estado clinico definido como uremia.

Em contraste com a reacdo aguda, a inflamacéao crénica caracteriza-se
por uma maior infiltracdo de células mononucleares (MNC), incluindo
macrofagos, linfécitos e plasmocitos, como reflexo de lesédo tecidual
persistente (Cotran et al., 1994). Dentre essas células, os macréfagos ocupam
posicao de destaque comparavel ao papel principal desempenhado pelos PMN
na reacao aguda.

Os macréfagos sédo células que se originam dos mondcitos circulantes
que, por sua vez € a semelhanca dos GNC, sao descendentes de progenitores
hematopoiéticos presentes na medula Ossea (Lee et al, 1999). Apds
diapedese, os mondcitos se distribuem nos mais diferentes tecidos do
organismo dos mamiferos, onde se transformam em macréfagos
especializados, recebendo, inclusive, nomenclatura de acordo com o tecido
onde residem (Reeves e Todd, 2000).

Em contraste com um tempo de vida de cerca de 24 horas para os
mondcitos circulantes, os macréfagos sobrevivem por varios meses, durante os
quais, ao responderem a varios estimulos, especialmente de citocinas, tornam-
se ativados e capazes de exercer inumeras fungdes, como proliferacéo,
sintese, armazenamento e secrecdo de moléculas biologicamente ativas
(enzimas proteoliticas, componentes do sistema complemento, fibronectina, o,-
macroglobulina, fatores de coagulagdo, prostaglandinas, fatores de
crescimento, citocinas efc), atuam como células apresentadoras de antigenos
para linfécitos, tornando-se coadjuvantes indispensaveis na resposta
imunitaria, produzem reagentes metabodlitos do oxigénio e outras moléculas
importantes para a eliminagcdo de microorganismos, além de participarem
ativamente nos processos de reparo e regeneracgao tecidual (Cotran et al.,
1994; Reeves e Todd, 2000).

Assim como acontece com os neutréfilos, mondécitos sédo continuamente
recrutados da circulacdo por responderem com avidez aos estimulos

recebidos. Em contrapartida, todas as células envolvidas nos mecanismos de
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defesa exercem, com competéncia, suas funcbes, amplificando o quadro

inespecifico de uma resposta inflamatéria persistente.

1.6. Insuficiéncia renal cronica, hemodialise e citocinas

Com o exposto até aqui, ndo resta duvidas de que um estado
inflamatoério persistente existe em pacientes com IRC, amplificado pelas
freqientes sessbes de hemodidlise e que as citocinas ocupam posicao de
destaque por serem o0s agentes ndao s6 desencadeadores, mas também
mantenedores do processo cronico.

Citocinas séo glicoproteinas de baixo peso molecular, secretadas no
meio extracelular por diferentes tipos celulares, onde podem exercer efeitos
locais sobre células semelhantes (atividade autocrina) ou a distancia (efeito
paracrino). Devido as suas origens, ora operacional, ora conceitual, o termo
“citocina” tem sua definicdo confusa e uma sobreposicdo de definicdes é
freqlentemente observada. Poderia ser definida como um grupo heterogéneo
de moléculas sinalizadoras intercelulares soluveis, englobando mais de uma
centena de moléculas denominadas, muitas vezes, de interleucinas (IL),
interferons (IFN), fatores de crescimento (GF), fatores estimulantes de colénias
(CSF) ou quimiocinas (Balkwill, 1997).

Essas moléculas possuem uma série de caracteristicas comuns e
essenciais, das quais destacam-se sua natureza hormonal, sua secrecao em
quantidades diminutas por diferentes células e em diferentes 6rgdos em
resposta a uma variedade de agressdes, servindo como mediadoras e
reguladoras, principalmente, das respostas inflamatéria e imunitaria; atuam em
receptores de alta afinidade presentes nos mais variados tecidos e 6rgaos,
induzindo respostas complexas, com efeitos, em sua maioria, de curto prazo;
sao pleiotrépicas, induzindo diferentes efeitos em células-alvo, ou seja, séo
produzidas por diferentes tipos celulares, mas atuam sobre varios tipos
celulares com fungdes distintas; algumas possuem efeitos redundantes, isto &,
possuem natureza diferente, mas exercem o mesmo efeito, compartilhando as
mesmas propriedades; muitas possuem efeitos de interacdo, tais como

sinergismo, efeito aditivo (ou potencializador), antagbnico e efeito em cascata,

13



trabalhando em conjunto, formando o que se denomina “rede de citocinas”.
Com horménios e neurotransmissores, coordenam interagbes rapidas e
dinamicas entre células, culminando em respostas celulares complexas, porém
estritamente controladas nos niveis transcricional, de tradugéo, secrecao e até,
muitas vezes, no de ativagdo do precursor. Essas atividades sdo decorrentes
de sua interagdo com receptores presentes na superficie das células e na
matriz extracelular (Bokoch, 1995; Dekker e Segal, 2000), os quais respondem
através de uma sucessdo de interagdes e desacoplamentos de suas
subunidades até a associagéo final com uma enzima-alvo, a qual se torna uma
ativadora de moléculas sinalizadoras ou mensageiros secundarios (Alberts et
al., 1994).

A ativacdo de um receptor, independente de sua familia ou do
mecanismo de transducao por ele desencadeado, direciona 0 comportamento
celular e culmina no desencadeamento de uma ou mais atividades celulares,
incluindo os mecanismos observados nas respostas inflamatérias como a
mobilizacao de Ca*?intracelular (Hallet et al., 1990), rearranjo do citoesqueleto
(Smith et al., 1979), exocitose, inducdo da expressdo de receptores de
superficie, mudancas na adeséo e agregacao (Smith et al., 1979), indugéo da
producdo de superoxidos (Simchowitz e Spilberg, 1979; Thelen et al., 1993),
aumento da atividade metabdlica (Bokoch, 1995), da quimiotaxia (Zigmond,
1977), inducdo a apoptose (Vaux, 2002), dentre outras, como revisado
recentemente por Dudez e colaboradores (Dudez et al., 2002).

As citocinas podem ser classificadas em quatro categorias funcionais:
(1) as que medeiam a imunidade natural, tais como a IL-1, TNF-a, IFN-a e IL-
8; (2) as que regulam a proliferagdo, ativagdo e diferenciagédo de linfécitos,
como a IL-2, 4, 5, 10 e 12, TGF (Tumor Growth Factor) -B; (3) as que ativam
células inflamatérias, como IFN-y, TNF-a e B, MIF (Migration Inhibitory Factor);
e (4) aquelas que estimulam a hematopoiese, como os GF e os CSF.
Entretanto, esta classificacao funcional, embora conveniente, é arbitraria, pois
as citocinas, como visto, caracterizam-se por um numero de agbes diferentes,
atividades redundantes e elevada capacidade de interagir umas com as outras,

demonstrando desempenho funcional coletivo e pleiotrépico.

14



Inimeros efeitos das citocinas, isoladas ou em combinacgbes, foram
observados tanto in vitro como in vivo e os resultados observados dependiam
fundamentalmente do contexto no qual as células recebiam os sinais (Cotran
et al., 1994). Neste cenério, torna-se Obvio entender que uma producao
inapropriada de citocinas ou um desequilibrio na sua ativagao podem contribuir
de forma eficaz na patogénese de varias doengas ou acentuar o quadro clinico
de doencas ja instaladas.

Niveis elevados de citocinas inflamatorias tais como IL-1, IL-6, IL-8 e
TNF-a ja foram descritos na circulagcado de pacientes com IRC em HD (Pereira
et al., 1994; Stenvinkel, 2001) decorrentes do processo dialitico freqUente
(Tielemans et al., 1996; Bergstrém e Lindholm, 2000; Pertosa et al., 2000;
Schindler et al., 2000), do estado urémico (Schémig et al., 2000) e inflamatério
vigentes (Riella, 2000), assim como da presenca de comorbidades, por
exemplo, insuficiéncia cardiaca congestiva (Roumen et al., 1993; Rixen et al.,
1996).

Dentro deste quadro complexo, insere-se 0 estado desnutrido comum
desses pacientes, o qual, direta ou indiretamente, colabora para com o seu
agravamento, pois ha evidéncias de que as citocinas interferem com o apetite
por diminuicdo da motilidade gastrintestinal, modificacao da secrecao gastrica,
assim como estimulagdo da gliconeogénese, com consequente aumento da
protedlise no musculo esquelético, diminuicdo da sintese de albumina,
promocao da oxidacao de glicose, da sintese hepatica de acidos graxos e de
proteinas de fase aguda (Dinarello, 1984; Beutler, 1988; Heinrich et al., 1990;
Plata-Salaman, 1998), fechando um circulo vicioso de natureza sistémica,
muito bem caracterizado na Figura 2.
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Figura 2. Interrelagdo entre uremia, desnutrigdo, inflamagéo, comorbidades e
citocinas em pacientes com insuficiéncia renal crénica em hemodidlise.
(Adaptado de Schdémig, Eisenhardt e Ritz, 2000).
1.7. Fibronectina, moléculas de adesao e resposta inflamatoria

Aterosclerose

O processo de adesdo ocorre em varios eventos biologicos sendo
essencial durante a morfogénese, 0 crescimento, na organizacao e
estabilidade teciduais, na inflamacgao, na resposta do hospedeiro as infec¢oes
e injarias, nos processos de cicatrizacdo, assim como na resposta
imunocelular.

Organismos multicelulares possuem diferentes tecidos constituidos por
células que estdo em intimo contato com uma rede complexa de
macromoléculas denominada matriz extracelular (Engel e Prockop, 1991), a
qual, além de servir como suporte fisico, possui multiplas fun¢des biologicas.
Dentre elas, destacam-se a de reservatério de diferentes horménios que
controlam o crescimento e a diferenciagao celulares, a de prover uma estrutura
em malha na qual as células podem locomover-se, aderir, promover trocas
entre si e com o ambiente. E essencial, também, na regulagdo da forma e
reorganizacdo do citoesqueleto celulares, na migracdo e na diferenciacao
durante a embriogénese. Destaca-se na recuperacao de lesdes e feridas por
facilitar a localizagdo de macréfagos e outras células do sistema imunitario a
area lesada (Alberts et al., 1994).

Constitui-se de uma combinacdo de varios tipos de proteinas e
carboidratos de acordo com o tecido, tais como diferentes tipos de colageno,
fibronectinas, laminina, vitronectina, dentre outras, que possuem multiplos
sitios de interacdo (ou dominios), sendo cada um especifico para o
acoplamento com outras moléculas da matriz ou com receptores circulantes ou
presentes na superficie das células (Alberts et al., 1994).
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Um dos componentes mais bem caracterizados da matriz extracelular é
a fibronectina (FN), uma glicoproteina multifuncional de 400kDa (Cotran et al.,
1994), composta de duas subunidades unidas por um par de pontes dissulfeto
proximas a carboxila terminal (Alberts et al, 1994). Existindo sob uma
variedade de isoformas, esta presente no plasma na forma soluvel e, na forma
insoluvel, na matriz extracelular das células que formam o tecido conjuntivo
(Alberts et al., 1994).

Digestao proteolitica branda da FN demonstrou que sua cadeia
polipeptidica consiste de seis dominios (Figura 3), sendo que cada dominio
contém sequéncias repetitivas de aminoacidos usados para classificar a

molécula em trés tipos diferentes, a saber tipos I, Il e Il (Alberts et al., 1994).

Fibrina Heparam
Heparam sulfato  Colageno ADN ’ Integrina sulfato S Fibrina
NHz COOH
SS
EDB EDA INnCcs Il
SS
Sequiéncia de aminoécidos: L1 COOH

B Tipo!l O Tipo Il [ Tipo I

Figura 3. Estrutura basica da molécula de fibronectina e seus eitopos de
interacdo. Somente uma das duas cadeias diméricas da fibronectina esta
representada. Cada cadeia contém cerca de 2500 aminoacidos, com seis dominios
distintos (areas ovais), contendo sitios de ligacdo especificos para sulfato de
heparan, fibrina, colageno, ADN e integrinas. Digestdo proteolitica resulta nos
fragmentos Tipos I, Il e IlI.

EDA: extra domain A; EDB: extra domain B; ADN: acido desoxirribonucléico; NH:
regido amino-terminal; -COOH: regiao carboxi-terminal; -SH: radical sulfidrila; -S-S-:
pontes dissulfeto.

(Adaptado de Alberts et al., 1994).

A fibronectina que circula no sangue é secretada pelo figado, enquanto
a produzida por fibroblastos, mondcitos, células endoteliais, células estromais
da medula 6ssea, dentre outras células, associa-se a superficies celulares,

matrizes pericelulares e a um numero de outros componentes da matriz
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extracelular, incluindo colageno, fibrina, heparina e proteoglicanos via dominios
especificos e, as células, via receptores de integrinas (Ruoslahti, 1988).

Como ja descrito, para alcancar os locais de inflamacdo os leucocitos
circulantes devem sair da circulacdo sanglinea atravessando o endotélio
(Murdoch e Finn, 2000). Para isto, empregam moléculas de adesao (MA) para,
primeiro, se ligarem ao endotélio vascular e, posteriormente, migrarem para
dentro dos tecidos adjacentes (Springer, 1994; Mackai e Rosen, 2000). Estes
fenbmenos séo decorrentes da acao de diferentes mediadores inflamatorios e,
dentre eles, as citocinas, que também induzem as células endoteliais
vasculares a expressarem diferentes MA que, por sua vez, interagem com
receptores protéicos presentes na superficie dos leucocitos. Estes também séo
estimulados e, ativados, passam a expressar niveis mais elevados de varias
moléculas de adesao, as quais ligam-se a receptores protéicos expressos na
superficie de células endoteliais. Essas interagdes iniciais sdo as responsaveis
pela “captura” dos leucdcitos periféricos circulantes, os quais “rolam” pela
superficie interna dos vasos (Lawrence e Springer, 1991; Mackai e Rosen,
2000), como ilustrado na Figura 1.

As MA séao, pois, glicoproteinas que medeiam o contato entre duas
células ou entre a célula e a matriz extracelular, sendo responsaveis pela
adesao intercelular, adesao celular ao epitélio e ao endotélio, recrutamento e
migracao seletiva de células inflamatdrias dos vasos sanguineos até o local da
inflamagédo. Atuam, ainda, como moléculas sinalizadoras, tendo participacao
essencial na regulacdo da inflamacdo e da resposta imunitaria (Simmons,
1995).

Estdo agrupadas em quatro superfamilias, dependendo de suas
caracteristicas moleculares como a superfamilia das imunoglobulinas, a das
seletinas, a das integrinas e as caderinas (Simmons, 1995). Na superfamilia
das imunoglobulinas estdo incluidas, dentre outras, as moléculas expressas no
endotélio vascular, importantes na interacdo leucdcito-endotélio, como a
VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Molecule - 1) e a ICAM-1 (Intercellular Cell
Adhesion Molecule - 1) (Simmons, 1995).

A ICAM-1 é constitutivamente expressa no epitélio e em baixos niveis

nas células endoteliais, tendo sua transcricdo regulada por varias citocinas.
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Possui dois sitios de ligagdo para a integrina B2, também conhecida como
CD11a e LFA-1 (Lymphocyte Function Antigen - 1). A VCAM-1 tem niveis de
expressao basal muito baixos nas células endoteliais, porém esses niveis
aumentam sob acao de citocinas como a IL-4. Sua fixacdo maior ocorre
através do ligante VLA-4 (Very Late Activation Antigen - 4) (Carlos e Harlan,
1994; Gahmberg et al, 1999). Enquanto ICAM-1 estd envolvida no
recrutamento de todos os tipos de leucéocitos, VCAM-1 mobiliza células
mediadoras da inflamacdo cronica como linfocitos, mondcitos, eosindfilos e
basofilos (Springer, 1994).

As MA pertencentes a familia das seletinas sdo expressas em células
endoteliais (E-seletina), plaquetas (P-seletina) e leucdcitos (L-seletina) e
medeiam os processos envolvidos no rolamento dos leucocitos ao longo da
parede do vaso (Lawrence e Springer, 1991), enquanto as MA da familia das
integrinas promovem a adesdo transitoria dessas células ao endotélio
(Springer, 1990).

As integrinas sao heterodimeros que formam uma classe especial de
receptores constituidos por subunidades o e B, ambas cooperando para a
formacao dos dominios usados para acoplamento (Hynes, 1987, 1992). A
maioria € expressa em uma ampla variedade de células e a maioria de células
expressa alguma integrina. H4, até o momento, oito subunidades B e 14
subunidades o conhecidas, de natureza glicoprotéica e na forma de
proteoglicanos facultativos (Veiga et al., 1997) e, cada uma, com um segmento
transmembrana hidrofébico Unico (Hynes, 1992), com especificidade para
componentes da matriz extracelular e ligantes da superficie celular (Burridge et
al., 1988; Arnaout, 1990; Springer, 1990).

Como regra geral, as integrinas que contém a subunidade B medeiam
interagdo com componentes da matriz extracelular (Buck e Horwitz, 1987;
Akiyama et al, 1990), enquanto as P. sdo expressas unicamente nos
leucdceitos, juntamente com trés unidades o, também especificas para
leucdcitos, mediando interagdes intercelulares (Wright e Detmers, 1988).

Deve-se ressaltar que cada receptor aff reconhece um ou mais ligantes
e a especificidade de ligacdo de um determinado receptor pode ser
marcadamente comprometido pelo ambiente em que ele se encontra ou pelo
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estado de ativacdo. Dessa forma, a expressdo de uma integrina néao
necessariamente indica que ela tera um papel funcional na adesao, até mesmo
se 0 seu ligante estiver presente em um contexto disponivel. Muitas vezes, elas
precisam ser primeiro ativadas por mediadores sollveis, como hormoénios e
particularmente por citocinas, por exemplo, ou por proteinas componentes da
matriz extracelular (Springer, 1990; Hynes, 1992; Lampugnani e Dejana, 1997)
para, entdo, aumentar sua afinidade e interagir com o ligante.

Neste contexto, no dominio da FN que interage com as integrinas, ha a
sequéncia tripeptidica arginina-glicina-acido aspartico, conhecida como

sequéncia RGD, responsavel pelo acoplamento da FN as integrinas asf1 (ou

VLA-5), amPs e o, sendo que a sequéncia &cido glutdmico-isoleucina-

leucina-asparagina-valina (EILDV) interage especificamente com a integrina

a4f1, enquanto asparagina-glicina-acido glutamico-alanina (DGEA) acopla-se a

integrina azP1 (ou VLA-4). Entretanto, deve-se ressaltar que a afinidade da FN
por integrinas € substancialmente maior quando estas sdo expostas a molécula
toda quando comparada a segmentos restritos contendo a regido RGD ou
outra (Doherty et al., 1990).

As integrinas B, sdo estruturas heterodimeras que contém uma cadeia
alfa variavel (CD11a, CD11b ou CD11c) e uma cadeia beta comum (CD18)
(Arnaout, 1990). O LFA-1 (ou CD11a ou o f2) € uma integrina B2 expressa em
todos os leucocitos (Hynes, 1992; Kipps, 2001), sendo constitutivamente ativo
em diferentes células (Larson et al., 1991). Esta integrina ndo se adere
normalmente ao seu ligante ICAM-1, presente no endotélio vascular (Hynes,
1992). Entretanto, quando os granuldcitos séo ativados por diferentes fatores,
em particular os que estimulam sua migracéo, como a IL-8 (Ben-Baruch et al.,
1995), LFA-1 é convertido de um estado de baixa afinidade para uma situagéao
de alta afinidade para com ICAM-1, com mudanca conformacional da molécula
(Hynes, 1992).

Durante uma inflamacéo, por exemplo, 0 aumento da afinidade de LFA-
1 simultaneamente ao aumento da expressdao de ICAM-1 pelo endotélio
induzido por citocinas, propicia-lhes uma forte ligacdo. Esta interacao,

juntamente com a diminuicdo do fluxo sanguineo local, permite uma firme
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adesdo dessas células ao endotélio, facilitando processos subseqliientes como,
por exemplo, a transmigracao celular e a quimiotaxia (Hynes, 1992).

Integrinas B1 s&o encontradas primariamente em leucocitos presentes
na inflamacao cronica e seus niveis aumentam apo6s estimulo antigénico.
Assim como em outros tipos de células, as integrinas 31 medeiam adesao de
linfécitos as proteinas da matriz extracelular e parecem desempenhar funcao
relevante no extravasamento e migracdo dessas células ativadas nos tecidos
durante a resposta imune (Ferguson et al., 1991).

Dentre as integrinas Bi, destacam-se as moléculas VLA (Very Late
Activation antigens), cuja terminologia esta relacionada com um grupo de
moléculas, cujos niveis de expressao elevam-se em linfocitos somente 14-21
dias ap6s sua ativacao (Clark et al., 1992), e ocorre em pelo menos 6
diferentes isoformas, denominadas VLA-1 a VLA-6.

Dentre elas, o VLA-4, também conhecido sob as denominacdes ouf €
CD49d/CD29, é uma integrina By que atua como receptor celular (Springer,
1994) ligando-se, via EILDV, a VCAM-1 (Shimizu et al, 1990a) e, como
receptor de matriz, liga-se ao mesmo epitopo da FN. Da mesma forma, VLA-5,
denominado também de asB1 € CD49e, interage com a FN usando o sitio RGD.
Observou-se que a ativacdo aguda de células que medeiam as respostas
inflamatéria e imunitaria resulta em uma rapida inducdo da sua adesdo a
fibronectina, porém sem alteragdo dos niveis de expressédo de VLA-4 e VLA-5
(Shimizu et al., 1990b).

Como ja citado, a expressao de moléculas de adesdo € modulada por
inimeras moléculas, entre as quais destacam-se as citocinas e pacientes com
IRC em HD possuem elevados niveis de citocinas circulantes, em particular as
pro-inflamatorias (Bolton et al.,, 2001; Hoffmann et al., 2003). Aumento dessas
citocinas, tais como IL-1, IL-6, IL-8 e TNF-a, foi descrita em pacientes
submetidos a HD crénica devido ao contato fisico entre os leucocitos e as
membranas de didlise (Hakim et al., 1984; Bingel et al., 1987; Lonnermann et
al., 1988). De particular interesse, os mondcitos obtidos desses pacientes
parecem ser as células mais influenciadas pela interacdo entre o sangue e
materiais sintéticos, produzindo altos niveis de IL-6 e TNF-a (Girndt, 1995;

Girndt et al, 1998; Memoli et al, 1999), dentre outras citocinas.
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De fato, o aumento dos niveis séricos de E- e P- (Bonomini et al., 1998)
e L-seletinas (Thylen et al., 1995), ICAM-1 e VCAM-1 (Bonomini et al., 1998;
Bolton et al., 2001; Papayianni et al., 2002; Hoffmann et al., 2003; Papagianni
et al., 2003), MCP-1 (Monocyte Chemoattractant Protein-1) (Jacobson et al.,
2000; Jacobson et al., 2001; Jacobson et al., 2002; Papayianni et al., 2002),
Mac-1 (CD11b/CD18) (Thylen et al., 1995) e ELAM-1 (E-seletina) (Hoffmann et
al., 2003) nesses pacientes tem sido amplamente documentado. Ha sugestdes
de que este aumento possa ser decorrente também de um clearance
inadequado (Bonomini et al., 1998; Papayianni et al., 2002) ou do aumento da
sintese e secrecdo dessas moléculas por leucécitos ativados, demonstrado
pelos elevados niveis de RNAm encontrados em PMN peritoneais obtidos de
pacientes com IRC em dialise peritoneal (Elsner et al., 1995).

Ampliando este contexto, ha sugestdes de que alteragdes na adesao
celular e nos niveis séricos de moléculas de adesdo possam estar
relacionados a desnutricao (Borelli et al., 1998; Stenvinkel et al., 2000), a qual,
assim como a inflamagéo, € comum neste grupo de pacientes (Stenvinkel et
al., 2000) e, em modelos animais, tem sido associada a alteragdes nao sé na
expressdo de moléculas de adesdo, assim como na sua funcdo de adesao
(Borelli et al, 1998).

Entretanto, ndo se tem conhecimento até o momento, de estudos
correlacionando o estado nutricional de pacientes com IRC em HD com a
expressdo de moléculas de adesdao em leucdcitos periféricos e a sua funcao
adesiva. Dessa forma, tornou-se alvo do nosso interesse investigar a relacéao
do estado nutricional desses pacientes com os niveis de expresséo de LFA-1,
VLA-4 e VLA-5 em diferentes populacdes de leucécitos obtidos de sangue
periférico de pacientes desnutridos e correlaciona-los com semelhante
populacdo obtida de pacientes com IRC em HD eutréficos. Além disso,
explorou-se a capacidade dessas células em interagir com a FN, com a
finalidade de se contribuir para elucidar os mecanismos envolvidos nas

respostas inflamatéria e imunolégica comprometidas nesses pacientes.

22



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral: Demonstrar se ha correlagéo entre:

(1) o estado nutricional dos pacientes submetidos a HD e os
niveis de expressao de moléculas de adesdo em leucécitos de
sangue periférico;

(2) o estado nutricional dos pacientes submetidos a HD e a
habilidade de seus leucdocitos de interagirem com a
fibronectina, um substrato da matriz extracelular que possui

sitios especificos para moléculas de adesao.

2.2. Objetivos especificos

e Avaliar os niveis de expressdo de LFA-1, VLA-4 e VLA-5 em
leucdcitos obtidos de sangue periférico de individuos sadios
(grupo controle), de pacientes em HD com estado nutricional
adequado e desnutridos, por citometria de fluxo.

e Comparar seus niveis de expressdo entre pacientes em HD

desnutridos e eutroficos com a populagdo normal.
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e Comparar a capacidade de adesao a fibronectina imobilizada
das diferentes populagdes de leucdcitos (granuldcitos e
mononucleares) obtidos de pacientes desnutridos e eutroficos

em HD e controles sadios.

3. MATERIAL E METODOS

Os sais e reagentes utilizados neste trabalho sdo de procedéncia Merck
ou Sigma, salvo indicagao contraria. Para o preparo das solugdes, utilizou-se
agua ultra pura obtida pelo sistema Puritech / Permution.

As solucdes foram preparadas e em seguida esterilizadas (1) por calor
umido (autoclavagcdo a 121°C, 30min, 1atm) ou (2) por filtracdo (0,22um —
Acrodisc) e, posteriormente, armazenadas em temperaturas apropriadas para
sua conservagao (temperatura ambiente, a 4 - 8°C ou a —20°C), ao abrigo de

luz, conforme indicado.

3.1. SOLUCOES
3.1.1. Meios liquidos
3.1.1.1. Solugéo salina tamponada com fosfatos (PBS) (Dacie e Lewis, 1995)

A solugdo tampao foi preparada dissolvendo-se NaH;PO4.2H0
(150mmol/l), NaoHPO4 (150mmol/l) e NaCl (154mmol/l) em agua. Apds ajuste
do pH para 7,2 — 7,4 com solugdo de NaOH 1N, procedeu-se a esterilizacao

por autoclavagédo e armazenamento a 4 — 8°C.

3.1.1.2. PBS suplementado com albumina soro bovina (BSA)

PBS foi suplementado, em condi¢cdes assépticas, no momento do uso,
com BSA 1% (p/v).
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3.1.1.3. Solugéo hemolisante de Gey

Solugdo A: NH4CI (654,20mmol/l), KCI (24,83mmol/l), NaHPO4.H-0
(6,53mmol/l), KH,PO4 (0,88mmol/l), glucose (27,77mmol/l), vermelho de fenol
(0,05g/1).

Solugéo B: MgCl,.6H20 (2,06mmol/l), MgSO4.7H.0 (0,56mmol/l), CaCl,
(3,42mmol/l).

Solucao C: NaHCOs3 (26,78mmol/l).

O pH de cada solugéo foi ajustado para 7,2 — 7,4 com solugao de NaOH
1N e os reagentes foram conservados a 4°C. No momento do uso, a solugéao
hemolisante foi preparada na proporcao de 4:1:1:14 para as solugbées A, B, C e

agua, respectivamente.

3.1.1.4. Solucdo hemolisante “FACS™ Lysing Solution” (Becton Dickinson)

Solugédo hemolisante comercial foi preparada, em condigdes estéreis e
na hora do uso, na proporcdo de 1:10 em agua, conforme instrugdes do

fabricante e conservada em temperatura ambiente (T.A.).

3.1.1.5. Solugéo de paraformaldeido 1% (p/v)

Paraformaldeido foi dissolvido em PBS sob aquecimento constante a

45°C e conservado a 4°C.

3.1.1.6. Solugéo de fibronectina (30ug/mi)

Fibronectina (Sigma F-0895) foi diluida em PBS para uma concentracao

de 30ug/ml no momento do uso e em condigbes estéreis.

3.1.1.7. Solugéo de tripsina a 0,025%

Solugéo de tripsina foi preparada, em condicbes estéreis, diluindo-se a
solucdo de Trypsin — EDTA 0,05% (Gibco) na proporcao de 1:2 em PBS e
conservada a —20°C.

3.1.1.8. Solugéo de soro fetal bovino (SFB) a 10% (v/v)
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A solucéao foi preparada, em condicoes estéreis, na proporcao de 1:10
em PBS e conservada a —20°C.

3.1.1.9. Meio RPMI 1640

RPMI 1640 (Gibco) em pé foi dissolvido em agua conforme instrugdes
do fabricante e suplementado com 0,3g/l de L-glutamina, esterilizado por

filtragdo e conservado a 4°C.

3.2. POPULAGAO ESTUDADA

Foram estudados pacientes atendidos pela Clinica de Doengas Renais,
Curitiba-Pr, portadores de IRC e em HD ha pelo menos 3 meses, com trés
sessfes por semana e com duracdo de 3-4 horas por sessdo, sendo que a
prescricao de dialise foi individualizada para proporcionar um Kt/V maior que
1,3/sessédo de HD. Solugédo de dialise (Nutrovit) com bicarbonato e heparina
sédica (Actparin Bergamo) foram utilizadas em todos os pacientes, os quais
estavam sendo tratados com eritropoetina e/ou ferro endovenoso para
manutencao dos niveis de hemoglobina entre 11-13g/dl.

Os pacientes foram distribuidos em 2 grupos de acordo com seu estado
nutricional estabelecido através de dados resultantes de avaliacdo subjetiva
global modificada (SGAm), coleta de dados antropométricos e exames
laboratoriais. O primeiro grupo constituiu-se de pacientes desnutridos
moderados a severos e 0 segundo, de eutréficos, ou seja, com estado
nutricional adequado. Dos 120 pacientes avaliados, foram excluidos do estudo
os pacientes classificados como portadores de risco nutricional ou desnutricao
leve, assim como de infecgcbes agudas, doencas imunoldgicas ativas (lupus
eritematoso sistémico, artrite reumatoide), insuficiéncia cardiaca congestiva,
neoplasias e doencgas pulmonares crénicas, resultando em 22 pacientes.

Um terceiro grupo, constituido por individuos sadios, classificados como
eutréficos pela avaliagdo nutricional, foi usado como grupo controle.
Consentimento livre e esclarecido (Apéndice A) dos pacientes e dos
voluntarios sadios foi obtido apds aprovacdo do protocolo pela Comissao de
Etica em Pesquisa dos Hospitais da Alianca Saide PUCPR - Santa Casa
(Anexo A).
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3.2.1. Avaliacao Nutricional

3.2.1.1. Avaliacdo Subjetiva Global modificada (SGAm): fichas padronizadas
com questdes sobre histéria de perda de peso corporal, alteracées na ingestao
alimentar, sintomas gastrintestinais, capacidade funcional e exame fisico
(presenca de edema, perdas de massa muscular e de gordura subcutanea),
foram preenchidas apés as sessoes de dialise (Anexo B).

3.2.1.2. Antropometria: o indice de massa corporal (IMC) foi obtido apds as
sessOes de dialise utilizando-se a relagéo entre a altura e o peso seco (sem
edema) dos pacientes.

3.2.1.3. Exames laboratoriais: dosagem de albumina sérica foi realizada

usando-se metodologia tradicional do verde de bromocresol (Rodkey, 1964).

3.3. OBTENCAO DE LEUCOCITOS HUMANOS

Amostras de sangue periférico de individuos voluntarios sadios e de
pacientes portadores de insuficiéncia renal crénica submetidos a hemodidlise e
com estados nutricionais distintos foram colhidas antes do inicio da sesséo de
dialise e 20 minutos apos o término da mesma, em seringas estéreis contendo
EDTA-K3; como anticoagulante e foram utilizadas para obtengéo das diferentes
populacdes de leucocitos humanos.

3.4. SEPARACAO DAS POPULACOES DE LEUCOCITOS HUMANOS

Células mononucleares (MNC: linfécitos e monécitos) foram separadas
dos granulécitos (GNC: polimorfonucleares, eosinéfilos e baséfilos) por meio
de centrifugacdo, usando-se Ficoll-PaqueTMPLUS (Amersham Biosciences)
1,077g/cm® como gradiente de densidade.

Apos centrifugagédo a 400g por 25 min a T.A., os MNC recuperados da

interface do gradiente foram lavados 2 vezes (800g/5min) e ressuspensos em
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PBS e a concentracdo ajustada para 10° células/ml de RPMI 1640 com auxilio
de hemocitémetro de Neubauer.

Os granulécitos recuperados do sedimento apds lise dos eritrocitos com
solugdo hemolisante de Gey foram lavados 2 vezes (800g/5min) e
ressuspensos em PBS, enumerados com auxilio de um hemocitdmetro de
Neubauer e sua concentragdo igualmente ajustada para 10° células/ml de
RPMI 1640.

3.5. VIABILIDADE E CITOTOXICIDADE CELULARES

A viabilidade dos leucécitos foi avaliada apds o processo de isolamento e
durante todas as etapas dos procedimentos metodolégicos. Para tanto, usou-
se o0 teste com azul de tripano, o qual baseia-se na habilidade que a
membrana plasmatica de células viaveis (vivas) possui de excluir o corante
(Merchant et al., 1964). Populagbes de leucécitos isoladas como descrito
anteriormente foram diluidas apropriadamente em solucao a 0,4% (p/v) de azul
de tripano em PBS e sua viabilidade observada ao microscépio de luz
(Olympus CH30). Somente amostras contendo >95% de células viaveis foram

utilizadas nos experimentos.

3.6. PREPARO DE CITOCENTRIFUGADOS

Para observar a composicdo das fracbes de mononucleares e de
granulécitos, citocentrifugados contendo 2x10* células foram preparados apds
centrifugagdo a 1500rpm por 5 min, sob baixa aceleragdo em citocentrifuga
Cytopro™ (Wescor). Em seguida, foram corados com May-Grinwald-Giemsa
(Dacie e Lewis, 1995) e observados sob microscopia de luz em aumentos de
400 e 1000x. Fotomicrografias foram obtidas usando-se o software IMAGE
PRO PLUS.

3.7. EXPRESSAO DE MOLECULAS DE ADESAO NA SUPERFICIE DOS
LEUCOCITOS
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Amostras de sangue contendo 10° leucdcitos foram adicionadas de 5ul
(2ug/ml) de solucdo de anticorpos monoclonais conjugados a ficoeritrina (PE)
para VLA-4 (Pharmingen/BD) e anticorpos monoclonais conjugados ao
isotiocianato de fluoresceina (FITC) para VLA-5 (Immunotech) e LFA-1
(Pharmingen/BD). Apés incubagéo no escuro por 15 min a T.A., adicionou-se
2ml de solugao lisante FACS™ Lysing Solution (Becton Dickinson) em cada
tubo. Apés 10min a T.A. em ambiente escuro, as células marcadas foram
lavadas duas vezes com PBS (800g/5min) e ressuspensas em 0,5ml de
solucao de paraformaldeido a 1%. Os niveis de expressao de LFA-1, VLA-4 e
VLA-5 pelos diferentes tipos de leucocitos foram analisados por citometria de
fluxo em um citdmetro de fluxo Becton Dickinson, modelo FACSCalibur. Para
discriminar a populagdo de mondcitos, 5ul (2ug/ml) de solugdo de anticorpos
monoclonais para VLA-5 e para LFA-1, ambos conjugados ao FITC, foram
usados concomitantemente com 5ul (2ug/ml) de solugdo de anticorpos

monoclonais para CD14 conjugado a PE (Pharmingen/BD).

3.8. ADESAO CELULAR A FIBRONECTINA IMOBILIZADA

Para o estudo da funcdo adesiva dos leucdcitos utilizou-se o ensaio de
adesao a fibronectina imobilizada descrito por Durig e colaboradores (Durig et

al., 1998; Durig et al., 1999; Durig et al., 2000) com algumas modificagdes:

3.8.1. Preparo das placas: foram adicionados a pogos de placas estéreis de
96 cavidades (TPP), fundo chato, 50ul de solugéo de fibronectina (30ug/ml).
Apéds 1 hora de incubagdo a T.A., os pocos foram lavados duas vezes com
PBS. Com a finalidade de se bloquear sitios inespecificos, adicionou-se
100ul/pogo de PBS enriquecido com 1% de BSA e as placas foram novamente
incubadas por 1 hora a T.A.

3.8.2. Ensaio de adesao a fibronectina: ap6s desprezar-se a solugcao
bloqueadora (item 3.8.1), 100ul de meio RPMI 1640 contendo 10° células

foram adicionados em cada pogo e incubados a 37°C por 1 hora. As células
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que nao aderiram a fibronectina (fracdo nao aderente) foram removidas dos
pocos por aspiragao e os mesmos foram lavados 2 vezes com 100ul de PBS,
sendo esses volumes adicionados a populacéo inicial. As células aderidas a
fibronectina (fracdo aderente) foram desalojadas ap6s tratamento com solugcao
a 0,025% de tripsina-EDTA, com incubagédo a 37°C por 8-10 minutos. A acao
proteolitica da tripsina foi inibida por meio de adi¢do de 100ul de SFB/poco.
ApGs remogao das células, os pogos foram, entdo, lavados com PBS com a
finalidade de se remover eventuais células remanescentes. O monitoramento
dessas populacées foi realizado com auxilio de um estereomicroscopio
adaptado, conforme ilustrado na Figura 4. A adesao espontanea das diferentes
populagbes de leucocitos (controle) foi monitorada por meio de ensaio
semelhante, porém na auséncia de fibronectina, em solucdo de BSA a 1%.
Ambas fragcdées foram enumeradas com auxilio de hemocitémetro de

Neubauer e a porcentagem de adesao foi expressa conforme a féormula abaixo:

% de adesao = n? de células aderentes x 100

n? de células aderentes + n? de células nao aderentes




Figura 4. Microscépio invertido. O microscopio utilizado para monitoramento do
ensaio de adesao foi adaptado a partir de um estereomicroscépio Olympus SZ40 (A),
o qual foi colocado sobre um suporte de madeira (B), contendo uma lampada dicréica
(C), cuja intensidade de luz foi controlada pelo uso de vidro azul (D).

3.9. DETERMINACAO DE PROTEINA C-REATIVA (PCR) SERICA

Niveis séricos de PCR foram determinados em nefeldmetro BN I,
usando-se o sistema N High Sensitivity CRP (Dade Behring), de acordo com as
instrucées do fabricante, o qual recomenda como valores de referéncia para

PCR niveis séricos < 5mg/l.

3.10. DIFERENCIAL DE LEUCOCITOS

A contagem do numero total de leucdcitos e das populagbes de
linfécitos e de neutrdfilos foi realizada em contador automatizado CellDyn 3000

SL, com posterior revisdo microscépica.

3.11. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados estao apresentados como a porcentagem média + 1 erro
padrdo da média (EPM). Para andlise estatistica dos resultados usou-se o
teste t de Student. Os calculos foram realizados utilizando-se o software
StatSoft, Inc. e valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente

significativos.
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4. RESULTADOS

Pacientes em HD possuem um estado inflamatério crénico (Kaysen et
al., 1997) frequentemente associado a imunodeficiéncia (Qureshi et al., 1998;
Chandra, 1999; Bhaskaram, 2001) e a desnutricio (Qureshi et al., 1998;
Stenvinkel, 2001). Com a finalidade de se observar uma possivel correlacao
entre o estado nutricional deficiente desses pacientes e seu estado inflamatério
crénico, investigou-se, primeiramente, niveis de expressdo das moléculas de
adesdo LFA-1, VLA-4 e VLA-5 em diferentes populac¢des de leucécitos obtidas
de sangue periférico de pacientes em HD cronica com estado nutricional
adequado (HDE) e com desnutricdo (HDD), antes da sesséo de didlise (ini) e
apo6s 20 minutos do término da mesma (fim), usando-se a citometria de fluxo
como modelo experimental.

Num segundo momento, a capacidade de adesao dessas populacdes
leucocitarias foi investigada in vitro, utilizando-se a técnica de adesdo a FN
imobilizada, como previamente descrito por Durig e colaboradores (Durig et al.,
1998; Durig et al., 1999; Durig et al., 2000). Para comparacéao, investigacao
semelhante foi realizada nas mesmas populacées celulares obtidas de
individuos sadios (grupo controle).

Para distingdo dos grupos “desnutrido” e “eutréfico” entre os pacientes
em HD inclusos neste estudo, utilizou-se a SGAm, onde foram considerados
os relatos dos pacientes com relagdo a histéria de perda de peso corporal,

incidéncia de alteragbes da ingestdao alimentar, sintomas gastrintestinais e
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exame fisico, com especial atencdo a presenca de edema, perda de massa
muscular e gordura subcutanea (Anexo B), além do indice de massa corporal
(IMC). Foram considerados também os niveis séricos de albumina e PCR, o
namero de linfécitos circulantes, tempo em hemodialise, nUmero e duragcao das
sessOes semanais e 0 material da membrana de didlise para cada paciente, os
quais estdo apresentados na Tabela 2.

A idade média dos pacientes foi de 42,1 anos, com limites entre 28 e 68
anos. Dos 22 pacientes estudados, doze pacientes eram do sexo masculino e
dez, do feminino. Para o grupo controle, dos dez voluntarios, somente dois
eram do sexo masculino. Todos os pacientes realizavam sessbes de HD
regulares por pelo menos trés meses, sendo trés sessdes por semana, com
duracdo de 3 a 4 h, utilizando membranas de dialise de polissulfona (PS) ou

acetato de celulose (CA), conforme prescricao de dialise.

Tabela 2. Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes com
insuficiéncia renal crénica em hemodidlise e dos individuos sadios incluidos
neste trabalho.

Caracteristicas HDE (n=12) HDD (n=10) Controle (n=10)
Idade (anos) 43,2+10,8 49,8 +10,8 36,077
Sexo (M/F) 9/3 3/7 2/8
Duracao da HD 37,6 £56,5 29,7 £44.8 -
(meses)

Sess&o de HD (h) 3,8+0,3 34+04° -

MD (PS/CA) 8/4 4/6 -

SGA 8 (8) 14,5 (11-31)2° 8 (8)

IMC (kg/m?) 24,7+2,9 19,8 +3,12°¢ 24,6+25

Albumina sérica (g/dl) 39+02° 3,0+£0,3%° 46+0,3

PCR sérica (mg/l) 77+97° 8,3+14,0° <0,8

Linfocitos/ul 1905 (1116- 9445 (448- 2176 (1649-
3058) 1976) 3437)

HDD: pacientes desnutridos portadores de insuficiéncia renal crénica em hemodialise; HDE:
pacientes com estado nutricional adequado portadores de insuficiéncia renal crénica em
hemodialise; M/F: masculino/feminino; HD: hemodialise; IMC: indice de massa corporal; SGA:
avaliacdo subjetiva global; PCR: proteina C-reativa; MD: membrana de didlise; PS: polissulfona;
CA: acetato de celulose. Valores estao expressos como média £ DP ou em porcentagem, como
apropriado. Os valores de SGA e linfocitos estdo expressos como mediana (variagao).

2 significativamente diferente do grupo HDE

® significativamente diferente do grupo HDD

¢ significativamente diferente do grupo controle
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Para pertencer aos grupos controle e HDE, um escore igual a 8 no
resultado da SGAm, IMC > 20kg/m? e albumina sérica > 3,5g/dl foram exigidos,
enquanto o grupo HDD caracterizou-se por apresentar escore maior que 8 no
resultado da SGAm, IMC < 20kg/m? e albumina sérica < 3,5g/dl.

Os pacientes do grupo HDD (n=10) apresentaram uma mediana de 14,5
(intervalo: 11-31) para o escore da SGAm, 19,8 + 3,1kg/m? para o IMC e
3,0 £ 0,3g/dl para a albumina sérica, enquanto o IMC para os grupos HDE
(n=12) e controle (n=10) foram 24,7 * 2,9kg/m2 e 246 * 2,5kg/m2,
respectivamente. Niveis séricos de albumina para esses grupos foram,
respectivamente, 3,9 + 0,2g/dl e 4,6 + 0,3g/dl.

Para a PCR, os valores médios encontrados foram 7,7 + 9,7mg/l para os
pacientes dos grupo HDE, 8,3 + 14,0mg/l para os HDD e inferior a 0,8mg/I
para os individuos do grupo controle. Quanto ao numero de linfécitos
circulantes, os valores médios encontrados foram 1905 (1116-3058)/ul para os
pacientes do grupo HDE, 9445 (448-1976)/ul, para os HDD e 2176 (1649-
3437)/ul para o grupo controle. Importante ressaltar que, quando comparados,
nao foram observadas diferencas significativas para os niveis séricos de PCR,
caracterizando um estado inflamatério comum aos dois grupos de pacientes.
Por outro lado, os valores encontrados para SGAm (p<0,001), IMC (p=0,001) e
albumina sérica (p<0,001), usados como parametros nutricionais, foram
significativamente maiores para o grupo HDE quando comparados aos valores
encontrados para o grupo HDD, confirmando o elevado grau de

comprometimento nutricional destes pacientes.

4.1. Expressao de LFA-1, VLA-4 e VLA-5 em leucdcitos por citometria de
fluxo

Para analise da expressao de LFA-1, VLA-4, VLA-5 em linfécitos,
mondcitos e granuldcitos do sangue periférico de pacientes desnutridos e

eutréficos em HD, utilizou-se a citometria de fluxo, apdés marcar essas
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populacées leucocitarias com anticorpos monoclonais conjugados a
fluorocromos, como descrito na se¢éo de Material e Métodos. A Figura 5 ilustra
a estratégia utilizada para essa analise, onde janelas especificas foram
tracadas, baseadas no tamanho (FSC - forward side scatter) e na
complexidade interna (SSC — side light scatter) distintas para cada populacao

de células (Civin e Loken, 1987), onde R1 especifica a janela para linfécitos
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Figura 5. Estratégia de selecao dgg diferentes populagbes de leucocitos par
avaliagdo da expressao de moléculas de adeséao por citometria de fluxo. Os gréficc
representam as populagdes de leucécitos analisados por citometria de fluxo obtidz
de sangue periférico, onde as caracteristicas de complexidade interna (SSC-H)
tamanho celular (FSC-H) foram utilizadas para distinguir cada populagao e definir g
regides para a analise da expressdao de moléculas de adesédo nos individuos d



(LIN); R2, para mondcitos (MON) e R3, para granulécitos (GNC). Com o
objetivo de melhor caracterizar a expressao desses antigenos nos mondcitos
(R2), os quais, além de pouco numerosos, ocupam uma posi¢ao intermediaria
aos linfécitos e granulocitos, estes foram marcados com anticorpos
monoclonais para VLA-5 e LFA-1 juntamente com anticorpos monoclonais para
CD14, um marcador especifico de mondcitos (Szeberenyi et al., 2000). A
estratégia utilizada para esta analise estd demonstrada na Figura 6.

Em todas as determinagdes citométricas, um minimo de 10° células foi
analisado e a linha limite de detecgdo baseou-se na maxima coloracao obtida
com a mesma populacdo, porém sem estar marcada com o anticorpo
monoclonal. Foram consideradas células positivas aquelas que expressaram
fluorescéncia acima de 1% da linha limite. Os dados foram analisados usando
o software WinMDI 2.8 e os resultados estdo apresentados como a
porcentagem média de expressao para as células, mais ou menos um erro
padrdao da média (EPM). Exemplos de histogramas analisados para a
expressdo de LFA-1, VLA-4, VLA-5 em linfécitos, mondcitos e granulécitos
estdo demonstrados, para os grupos controle, na Figura 7, para HDD na Figura
8 e, para HDE, na Figura 9.

Como demonstrado na Figura 10-A, 94,8 + 0,9% dos linfécitos do grupo
controle, 92,4 + 2,4% do grupo HDDini, 92,4 + 2,3% do grupo HDDfim,
96,8 + 2,2% do grupo HDEini e 95,3 + 0,9% do grupo HDEfim expressaram
LFA-1. Para os mondcitos (Figura 10-B), elevada expressdo de LFA-1 para
todas as populacdes analisadas foi obtida, porém com menor intensidade do
que a observada para os linfcitos, onde 70,4 = 4,1% de expressao de LFA-1

foi encontrado para o grupo controle, 63,8 + 3,8% para o grupo HDDini,
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70,0 £ 2,5% para o grupo HDDfim, 72,5 + 4,2% para o grupo HDEini e
61,5 + 4,4% para o grupo HDEfim.

Da mesma forma, indices de 96,7 = 1,0% para o grupo controle, 97,9 +
0,5% para o grupo HDDini, 954 + 1,7% para o grupo HDDfim,
98,5 + 0,2% para o grupo HDEini e 96,6 + 0,8% para o grupo HDEfim, foram

observados para a expressao de LFA-1 nos granulécitos (Figura 10-C).
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Figura 6. Estratégia para analise da expressao de moléculas de adesao
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Figura 7. Expressao de LFA-1, VLA-4 e VLA-5 nas diferentes populacoes
de leucocitos de individuos sadios. Leucdécitos obtidos de sangue periférico
de individuos sadios (grupo controle), apés serem marcados com anticorpos
monoclonais anti-LFA-1, anti-VLA-4 e anti-VLA-5, foram submetidos a analise
por citometria de fluxo. Os histogramas representam células que expressaram
LFA-1, VLA-4 e VLA-5 (picos vermelhos) nas regides dos linfécitos (LIN),
monocitos (MON) e granulécitos (GNC), delimitados pelo eixo M1. Histogramas

de um experimento representativo.
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Figura 8. Expressao de LFA-1, VLA-4 e VLA-5 nas diferentes populacoes

de leucdcitos de pacientes com

insuficiéncia renal cronica (IRC)

desnutridos em hemodialise (HD). Leucocitos obtidos de sangue periférico
dos pacientes com IRC desnutridos em HD, ap6s serem marcados com
anticorpos monoclonais anti-LFA-1, anti-VLA-4 e anti-VLA-5, foram submetidos
a andlise por citometria de fluxo. Os histogramas representam células que
expressaram LFA-1, VLA-4 e VLA-5 (picos vermelhos) nas regides dos
linfécitos (LIN), monécitos (MON) e granulécitos (GNC), delimitados pelo eixo
M1. Histogramas de um experimento representativo.
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Figura 9. Expressao de LFA-1, VLA-4 e VLA-5 nas diferentes populacées de
leucocitos de pacientes com insuficiéncia renal crénica (IRC) eutroficos em
hemodialise (HD). Leucécitos obtidos de sangue periférico dos pacientes com IRC
eutroficos em HD, ap6s serem marcados com anticorpos monoclonais anti-LFA-1,
anti-VLA-4 e anti-VLA-5, foram submetidos a andlise por citometria de fluxo. Os

histogramas renrasentam céhilas alle exnressaram | FA-1

vene

VI A-4 e VI A-5 (nicns

delimi 100 -
A
< 80
-
S 60 -
?
O 40 -
1Y
o
3 20 -
BN

0 - ‘

I
T

Controle HDDini HD D fim HD Eini HD Efim
B - 100 -+
E 80
J I
S 60 - e
?
o 40 -
o
> 20 -
S
0 n I I I I 1
Controle HDDini HDDfim HDEini HD Efim
p <0,037
C 100 - —
< g0 -
-l
S 60 -
?
@ 40 -
o
> 20 -
S
0 I I I I 1
Controle HDDini HDDfim HDEini HDEfim

41



Figura 10. Expressao de LFA-1 em leucécitos detectada por citometria de
fluxo. Linfocitos (A), mondcitos (B) e granulécitos (C) obtidos de sangue
periférico de pacientes em hemodialise (HD) desnutridos (HDD) e eutroficos
(HDE) e voluntarios sadios (controle), antes (ini) e apés 20 minutos do
processo dialitico (fim), foram marcados com anticorpos monoclonais para
LFA-1, como descrito na sessdo de Material e Métodos. Em seguida, foram
analisados por citometria de fluxo para expressdo de LFA-1 usando as
estratégias descritas nas Figuras 3 e 4, onde um minimo de 10° células foi
avaliado. As colunas representam a porcentagem média de expressdo + 1
EPM.

Com relagé@o a expressdo de VLA-4, demonstrada na Figura 11-A para

linfécitos, os valores médios obtidos foram: 93,1 + 0,3% para o grupo controle,
92,7 + 2,1% para o grupo HDDini, 92,3 + 1,2% para o grupo HDDfim,
88,2 + 1,4% para o grupo HDEini e 90,7 + 0,9% para o grupo HDE fim.

Nos mondcitos (Figura 11-B), 94,6 = 1,1% para o grupo controle,
92,1 + 1,8% para o grupo HDDini, 91,1 £ 1,7% para o grupo HDDfim,
88,3 + 1,4% para o grupo HDEini e 90,7 + 1,4% para o grupo HDEfim, foram os
valores médios encontrados.

A Figura 11-C demonstra a expressao de VLA-4 nos granulécitos, cujos
niveis de expressao obtidos foram 22,4 *+ 3,7%, 27,9 £ 5,0%, 27,4 £ 5,5%,
26,3 £ 3,5% e 29,5 + 4,0% para os grupos controle, HDDini, HDDfim, HDEini e
HDEfim, respectivamente, diferindo muito em relagdo aos elevados indices
apresentados por linfécitos e mondcitos.

Em contraste com a relativa uniformidade de expresséo observada para
LFA-1 e VLA-4, a expressdo de VLA-5 mostrou-se varidvel dependendo da
populacao celular estudada, assim como do grupo estudado. Para os linfocitos,
19,1 £ 2,9% (controle), 36,4 + 5,3% (HDDini), 33,0 £ 2,8% (HDDfim),
41,8 + 4,2% (HDEini) e 42,1 + 3,7% (HDE fim) foram encontrados (Figura 12-
A).

Ja nos mondécitos (Figura 12-B), os resultados encontrados foram
66,0 = 4,4% para o grupo controle, 72,7 + 2,4% para o grupo HDDini,
64,8 + 3,4% para o grupo HDDfim, 68,0 + 5,7% para o grupo HDEini e
70,7 £ 2,0% para o grupo HDEfim.

A Figura 12-C mostra os resultados obtidos quando investigou-se a
expressdo de VLA-5 nos granulécitos dos pacientes dos cinco grupos

estudados, onde 5,0 £ 1,1% para o grupo controle, 13,7 + 2,3% para o grupo
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HDDini, 25,8 + 4,1% para o grupo HDDfim, 26,8 + 2,5% para o grupo HDEini e

20,2 £ 3,4% para o grupo HDEfim foram os valores registrados.
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Figura 11. Expressao de VLA-4 em leucécitos detectada por citometria de
fluxo. Linfocitos (A), mondcitos (B) e granulécitos (C) obtidos de sangue
periférico de pacientes em hemodialise (HD) desnutridos (HDD) e eutroficos
(HDE) e voluntarios sadios (controle), antes (ini) e apés 20 minutos do
processo dialitico (fim), foram marcados com anticorpos monoclonais para
VLA-4, como descrito na sessdo de Material e Métodos. Em seguida, foram
analisados por citometria de fluxo para expressdo de VLA-4 usando as
estratégias descritas nas Figuras 3 e 4, onde um minimo de 10° células foi
avaliadn A< enhinac ranracentam a norcentanam maédia de axnreccin + 1
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Figura 12. Expressao de VLA-5 em leucécitos detectada por citometria de
fluxo. Linfocitos (A), mondcitos (B) e granulécitos (C) obtidos de sangue
periférico de pacientes com IRC em hemodialise (HD) desnutridos (HDD) e
eutroficos (HDE) e voluntarios sadios (controle), antes (ini) e ap6s 20 minutos
do processo dialitico (fim), foram marcados com anticorpos monoclonais para
VLA-5, como descrito na sessao de Material e Métodos. Em seguida, foram
analisados por citometria de fluxo para expressao de VLA-5 usando as
estratégias descritas nas Figuras 3 e 4, onde um minimo de 10° células foi

avaliado. As colunas representam a porcentagem média de expressdo + 1
EPM.

4.2. Adesao de leucécitos a fibronectina imobilizada

Para o estudo da funcdo adesiva de populagdes leucocitarias nos
grupos estudados, os leucocitos foram divididos em duas populagdes: a de
mononucleares (MNC) e a de granulécitos (GNC), obtidos apés centrifugacao
sobre um gradiente de densidade (ver Material e Métodos) e os resultados
foram expressos em porcentagem do numero de células aderidas, mais ou
menos 1 EPM.

A andlise citologica do conteudo dessas fracdes, obtidas em
citocentrifugados corados com May-Grinwald-Giemsa como ilustra a Figura
13, estd apresentada na Tabela 3.

Tabela 3. Tipos celulares das fracdes de granul6citos e mononucleares obtidas
de pacientes desnutridos e eutréficos com insuficiéncia renal crbnica em
hemodialise incluidos neste estudo.

Tipos celulares

Exp. Fracdo Grupo Seg (%) Bast (%) Eos (%) Linf(%) Mono (%)

01 GNC HDD 73 26 01

02 52 44 01 03 -
03 62 37 - 01 -
04 74 16 07 03 -
05 HDE 93 - 05 02 -
06 91 01 05 02 01
07 91 01 08 - -
08 85 07 08 - -
09 MNC HDD 02 - - 37 61
10 15 - - 62 23
11 HDE 10 04 04 37 45
12 03 06 - 59 32
13 22 - - 44 34

Citocentrifugados corados com May-Griinwald-Giemsa foram preparados apds separagao dos
mononucleares (MNC) dos granulécitos (GNC) usando gradiente de separagado (ver Material e
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Métodos) e observados sob microscopia de luz. Em cada experimento (exp.), um minimo de 100
células foram contadas e as figuras representam a porcentagem de cada tipo leucocitario
identificado. HDD: pacientes desnutridos portadores de insuficiéncia renal cronica em
hemodialise; HDE: pacientes com estado nutricional adequado portadores de insuficiéncia renal
crébnica em hemodialise; Seg: neutréfilos segmentados; Bast: neutréfilos bastonetes; Eos:
eosindfilos; Linf: linfécitos; Mono: mondcitos.

Figura 13. Anadlise citoldégica de citocentrifugados das fracoes de
granulocitos de pacientes eutroficos e desnutridos em hemodialise.
Citocentrifugados obtidos de sangue periférico de pacientes eutréficos (A) e
desnutridos (B) em hemodidlise foram analisados quanto a sua composicao
apds serem corados com May-Grunwald-Giemsa (ver Material e Métodos). As
setas destacam os neutréfilos bastonetes encontrados em maior proporgao aos
neutréfilos segmentados em pacientes desnutridos. Fotomicrografias obtidas
com auxilio do software IMAGE PRO PLUS (1000x).



Linfécitos e mondécitos predominaram entre os MNC (>78%), enquanto
neutréfilos e eosinofilos constituiram mais de 95% da fragdo GNC. Interessante
ressaltar que, dentre os neutréfilos, presenca marcante de células imaturas
(bastonetes) foram observadas somente nos citocentrifugados de GNC obtidos
de pacientes desnutridos em HD, como demonstrado na Figura 13-B.

A capacidade adesiva natural dos leucécitos foi analisada observando-
se 0 numero de células que aderiram espontaneamente a base do frasco de
cultura, em presenca de BSA.

A Figura 14-A demonstra a baixa adesao dos MNC ao frasco de cultura,
onde somente 24,2 + 0,9% para o grupo controle, 27,8 + 2,6% para o0 grupo
HDDini, 20,1 + 1,8% para o grupo HDDfim, 22,5 + 2,1% para o grupo HDEini e
29,0 + 2,9% para o grupo HDEfim dessas células permaneceram firmemente
aderidas.

Em contraste, este numero elevou-se para 37,4 + 0,7% (n=6; p<0,0001),
47,6 £ 1,2% (n=5; p=0,001), 35,7 + 2,6% (n=5; p=0,009), 36,0 + 2,7% (n=6;
p=0,006), 45,4 + 1,4% (n=6; p=0,001), respectivamente para 0s Qrupos
controle, HDDini, HDDfim, HDEini e HDEfim quando expostos a fibronectina,
demonstrando diferencas significativas ndo somente entre essas populacoes
(Figura 14-B), mas também em relagdo a adesividade natural.

Para a populagdo de GNC, 36,4 + 1,8% para o grupo controle,
34,1 £+ 1,8% para o grupo HDDini, 28,8 + 3,2% para o grupo HDDfim,
44,6 + 1,6% para o grupo HDEini e 37,0 + 3,1% para o grupo HDEfim foram os
indices médios de adesao espontanea observados (Figura 15-A).

Quando expostos a fibronectina imobilizada, comportamento
semelhante aos MNC, porém mais intenso foi observado, com 58,9 £ 1,0%
(n=5; p<0,001) para o grupo controle, 48,8 + 1,5% (n=5; p<0,001) para o grupo
HDDini,

50,6 + 1,2% (n=5; p=0,004) para o grupo HDDfim, 62,3 + 0,7% (n=5; p<0,001)
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para o grupo HDEini e 65,7 + 1,4% (n=5; p<0,0001) para o grupo HDEfim de

granulocitos recuperados da fragcdo aderente (Figura 15-B).

100

60

p=0,036

40 -

% adesao MNC

0 mam PU - em= [

0 . . ‘ . ‘

Controle  HDD ini HDD fim HDE ini HDE fim

100 - p <0,001
- =0,006
o 807 — - I ’ |
é p <0,001 p = 0,005 p=0023
o 60 - [ || || |
@
> = =
] 40 - T
©
32
°~ 20
O I I I I

Controle HDD ini HDD fim HDE ini HDE fim

Figura 14. Adesao de leucdcitos mononucleares a diferentes substratos.

Células mononucleares de sangue periférico de individuos sadios e de

pacientes desnutridos e eutréficos em HD, obtidas apds separagdo por

centrifugacdo com gradiente de densidade (1 ,O77g/Cm3), foram incubadas em
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placas de cultura com ou sem a presencga de fibronectina, como descrito na
sessdo de Material e Métodos. Apds 1h a 37°C, as células em suspenséo (nao-
aderentes) foram retiradas e contadas em hemocitdmetro. Em seguida, as
células firmemente aderidas a base do frasco (A) ou a FN (B) foram
desalojadas apés tratamento com tripsina e também enumeradas. Os
resultados expressam a porcentagem média de adesdo £ 1 EPM em relagdo a
populagao inicial.
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Figura 15. Adesado de leucécitos granulécitos a diferentes substratos.
Granulécitos de sangue periférico de individuos sadios e de pacientes
desnutridos e eutroficos em HD, obtidos apds separagdo por centrifugagéo
com gradiente de densidade (1,077g/cm3), foram incubadas em placas de
cultura com ou sem a presenca de fibronectina, como descrito na sessédo de
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Material e Métodos. Apds 1h a 37°C, as células em suspensao (nao-aderentes)
foram retiradas e contadas em hemocitbmetro. Em seguida, as células
firmemente aderidas a base do frasco (A) ou a FN (B) foram desalojadas apos
tratamento com tripsina e também enumeradas. Os resultados expressam a
porcentagem média de adesédo = 1 EPM em relagédo a populagao inicial.

5. DISCUSSAO

Respostas imunolégica e inflamatéria adequadas requerem a migracao
de diferentes tipos de leucécitos que circulam no sangue periférico para a area
de lesdo. Essas células entram em contato com moléculas da matriz
extracelular, composta por colageno, glicoproteinas, proteoglicanas e
moléculas associadas, tais como laminina e fibronectina. Além da manutencao
da estrutura tecidual, a matriz extracelular e os seus ligantes atuam como
moduladores da ativacdo, adesdo, proliferacao e diferenciagcdo celulares.
Muitas dessas funcbes sdo mediadas por receptores de integrinas das
subfamilias B1 e Po, expressos tanto nos leucécitos circulantes como nas
paredes dos vasos e do endotélio subjacente apos sua interagdo com o ligante
(Springer, 1990).

Granulécitos, mondcitos e linfécitos usam diversas moléculas para
aderirem ao endotélio e sua adesividade pode ser modulada pelo estado de
ativacado de ambos (Butcher, 1991) e o estudo do padrao de sua expressao €
central para o entendimento de alguns dos processos patoldgicos que
comprometem e, eventualmente, agravam o estado de saude de pacientes em
HD.

Recentemente, uma diversidade de anticorpos especificos para detectar
a expressao de proteinas na superficie celular por citometria de fluxo encontra-
se disponivel no mercado. A citometria de fluxo € um método de contagem
automatizada que baseia-se em algumas caracteristicas da célula, como o
tamanho (FSC) e a complexidade estrutural interna (SSC), como elementos
discriminantes para sua analise. O equipamento FACS (fluorescent-activated
cell sorter) € um instrumento baseado na citometria de fluxo que seleciona
células marcadas com um ou mais anticorpos quando conjugados a

fluorocromos. As células marcadas podem, entdo, ser convenientemente
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selecionadas, analisadas e, se necessario, separadas das outras quando, no
aparelho, emitem fluorescéncia.

Uma estratégia de selecdo, como as ilustradas nas Figuras 5 e 6, é
normalmente requerida para separar uma ou mais populacdes de interesse e,
simultaneamente, minimizar interferéncias de debris e/ou outras células as
quais os anticorpos podem ligar-se de forma n&o-especifica (Shapiro, 1995).
Usando as caracteristicas de tamanho e complexidade interna demonstrada
nessas figuras, os linfécitos (LIN), monécitos (MON) e granulécitos (GNC)
obtidos de pacientes com IRC em HD mostraram distribuicdo similar ao grupo
controle (Figura 5) e comparaveis a descrita por outros (Civin e Loken, 1987).
Embora nao ilustrado, os monécitos de ambos o0s grupos de pacientes,
estrategicamente selecionados pela expressao de CD14 (Figura 6), também
apresentaram-se com perfil semelhante aquele demonstrado pelos mondécitos
do grupo sadio.

Em seguida, combinou-se a especificidade de anticorpos monoclonais
para LFA-1, VLA-4 e VLA-5 conjugados a fluorocromos com a metodologia de
citometria de fluxo para investigar a expressdao de moléculas de adesao na
superficie de leucocitos obtidos de pacientes com IRC desnutridos e eutroficos,
ambos em HD.

Como revisado na introducao desta dissertacdo, LFA-1 é uma integrina
B> normalmente presente nas subpopulag¢des leucocitarias circulantes e esta
envolvida nos processos de adesdo e migragdo dos leucocitos através do
endotélio vascular e nos mecanismos primarios envolvidos nas respostas
inflamatéria e imunitaria (Larson et al., 1991).

De fato, niveis elevados de LFA-1 foram encontrados em todas as
populacdes leucocitarias analisadas neste trabalho (Figura 10), particularmente
em granulécitos e linfécitos, células primarias dos mecanismos basicos de
defesa. Esta elevada expressao foi independente (a) do estado de saude das
populacdes (controle vs. HDD vs. HDE), (b) do estado nutricional dos pacientes
(HDD vs. HDE); ou (c) do processo dialitico (inicial vs. final).

Assim sendo, os niveis elevados de expressédo de LFA-1 nos diferentes
tipos de leucécitos demonstrados em nosso trabalho, tanto nos individuos do

grupo controle como nos pacientes em HD, vém corroborar com a ja conhecida
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ubiqua distribuicdo dessa molécula em leucécitos circulantes (Tielemans et al.,
1993; Zachee et al., 1994; Matsumoto et al., 1998), independente de seu
estado de ativacao.

Por outro lado, os histogramas apresentados nas Figuras 7, 8 e 9
mostram perfis de expressdo de LFA-1 distintos para as populagdes
leucocitarias estudadas. Por exemplo, mondcitos e granulécitos mostraram
homogeneidade de expressao, representada pela base estreita e forma aguda
dos picos dos histogramas, enquanto linfécitos mostraram distribuigcédo, em sua
maioria, bimodal.

Deve-se ressaltar que, neste trabalho, os linfécitos foram analisados
como populagao unica, mas é possivel que o perfil diferenciado de expressao
de LFA-1 observado para linfécitos possa estar relacionado as suas
subpopulacdes, como sugerido por outros (Shimizu et al., 1990a), as quais
possuem fungdes diversificadas, contribuindo nos diferentes processos
coadjuvantes da resposta imunitaria. Para elucidar essa hipétese, anticorpos
monoclonais especificos para cada subtipo de linfécitos poderiam ser utilizados
e a expressao de LFA-1 novamente estudada.

Quando analise de VLA-4 foi realizada com as mesmas fragdes
leucocitarias, niveis de expressao elevados foram encontrados nos linfocitos
dos pacientes em HD (Figura 11-A), porém menores do que o observado para
o controle, tendo sido inclusive significativo para o grupo dos pacientes
eutréficos no inicio da dialise quando comparado aos individuos do grupo
controle (p=0,004). De forma semelhante, menores e significativos niveis de
expressao de VLA-4 foram observados para os mondcitos destes pacientes
(Figura 11-B), tanto no inicio (p=0,001) como no final da dialise (p=0,045) em
comparagado ao grupo controle. Entretanto, observou-se um aumento
significativo na expressdo de VLA-4 nos mondcitos destes pacientes apds o
processo de filtragdo (p=0,043) em relacdo aos niveis iniciais.

A elevada expressdo de VLA-4 encontrada em linfocitos e mondcitos,
corrobora com outros relatos confirmando sua expressao constitutiva (Larson
et al., 1991; St-Pierre et al., 1996). Em contraste aos MNC, nossos resultados
demonstraram niveis reduzidos dessa molécula em granulécitos (Figura 11-C)

em todos os grupos estudados, também confirmando dados recentemente
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relatados (Kipps, 2001). Interessante ressaltar que todos os pacientes em HD
demonstraram uma tendéncia em apresentar niveis mais elevados dessa
molécula em seus leucécitos do que os individuos do grupo controle.
Entretanto, como observado para mondcitos e linfécitos, houve aumento,
embora discreto, da expressdo de VLA-4 pelos granuldcitos dos pacientes
eutréficos apds o processo dialitico.

Com relacdao a VLA-5, um perfil diferenciado de expressao, quando
comparado as expressdes de LFA-1 e VLA-4, pdde ser observado para os
linfocitos de todos os pacientes em HD, no inicio ou final de didlise,
independente do estado nutricional, com maior e significativa expressao em
relacdo aos individuos sadios (HDDini: p=0,013; HDDfim: p=0,003; HDEini:
p<0,001; HDEfim: p<0,001) (Figura 12-A).

Ja para os mondécitos, os niveis de expressdao de VLA-5 foram muito
semelhantes entre os grupos, porém com diminuicao significativa da expressao
apos a didlise (p=0,004) para os pacientes HDD (Figura 12-B).

Assim como observado para linfocitos, os granuldcitos de pacientes em
HD, independente do estado nutricional ou do processo de dialise (Figura 12-
C), expressaram maiores e significativos niveis de VLA-5 quando comparados
ao grupo controle (HDDini: p=0,005; HDDfim: p<0,001; HDEini: p<0,001;
HDEfim: p=0,001). Deve-se ressaltar que, em contraste com os resultados
obtidos com linfécitos e mondcitos de pacientes HDD, maiores e significativos
niveis de VLA-5 nos granuldcitos foram observados apo6s a diadlise quando
comparados aos niveis detectados no inicio da sessao (p=0,022), sugerindo
que o processo dialitico atua como um ativador de sua expressao.

Como revisado na introdugdo deste trabalho, leucdcitos circulantes
expressam algumas integrinas no estado inativo e sua ativacdo pode ser
resultante da agao de varios mediadores inflamatérios, como por exemplo,
algumas citocinas (Hynes, 1992). Estas por sua vez, geralmente encontram-se
aumentadas no soro de pacientes em HD crénica (Pereira et al., 1994) e varios
estudos tém demonstrado que o processo dialitico pode induzir sua producao
(Memoli et al., 1999; Pertosa et al., 2000; Toft et al., 2002). Dessa forma, é
provavel que a variagdo dos niveis de expressao de LFA-1, VLA-4 e VLA-5 nos
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diferentes subtipos de leucécitos observada em nossos experimentos seja,
também, resultante do processo de dialise.

De fato, interferéncia do processo de dialise nos niveis de expressao de
outras moléculas de adesao ja foi descrita, como por exemplo, para LAM-1 e
Mac-1 (Arnaout et al., 1985; Himmelfarb et al., 1992; Thylen et al., 1996) ou
para CD62L (Alvarez et al., 1991), dentre outras ja citadas na introducao desta
dissertacao.

Os efeitos decorrentes do uso de membranas dialisadoras na geragao
de fatores que exacerbam os mecanismos da resposta inflamatoria e, ao
mesmo tempo, comprometem a resposta imunitaria de pacientes portadores de
insuficiéncia renal é amplamente documentado na literatura (Hoffmann et al.,
2003), sendo que especial atencdo € dada a ativacdo dos leucécitos
circulantes apdés o processo dialitico, observada especialmente pela
modulag&o dos niveis de citocinas inflamatorias circulantes, como ja citado, e
na expressao de varias moléculas de adesao e de seus receptores. Como
consequéncia, disfuncdo dessas células relacionadas a atividade metabdlica
dos fagécitos (Kubala et al, 2002), sua migracdo (Thylen et al., 1996;
Kawabata et al., 2001), a interacdo célula-célula (Rabb et al., 1998) ou a sua
adesdo ao endotélio (Himmelfarb et al, 1992; Thylen et al., 1997) dentre
outras, tém sido descritas.

Entretanto, o contato freqliente do sangue desses pacientes com essas
membranas é, por enquanto, necessario e irremediavel para sua sobrevivéncia
e os disturbios por ele desencadeados devem ser atenuados com medidas que
visem a melhoria da qualidade de vida. Portanto, necessario se faz investir no
desenvolvimento de membranas cada vez mais biocompativeis, assim como
em substancias que possam amenizar (ou mesmo bloquear) os efeitos da
ativagao leucocitaria exacerbada decorrentes do processo dialitico. Neste
contexto, interessante sdo os relatos recentes demonstrando que o uso de
substancias antagonistas a ICAM-1 (Canonica e Ciprandi, 1999) e a VLA-4 tém
se mostrado eficientes contra doencas de natureza alérgica e pulmonar, tanto
in vitro (Koo et al., 2003) como in vivo seja em modelos animais (Abraham et
al., 2000; Kudlacz et al., 2002) como no homem (Koo et al., 2003).
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Como demonstrado até agora, LFA-1, VLA-4 e VLA-5 possuem perfis
diferentes de expressdao em pacientes em HD dependendo da populacdo de
leucdcitos estudada, assim como sua expressdao parece, de fato, sofrer
influéncias do processo dialitico. Entretanto, a expressdo de uma molécula nao
necessariamente demonstra sua capacidade de interagir com ligantes
apropriados, intermediando sinais e fungdes.

Em paralelo a expressao de LFA-1, VLA-4 e VLA-5, um dos objetivos
deste trabalho foi o de investigar a capacidade funcional de leucécitos de
pacientes com |IRC desnutridos e eutréficos em HD e compara-los com a
atividade desempenhada por células normais. Para tanto, explorou-se o
potencial dessas células em aderir, in vitro, a superficies estranhas (Mosier,
1984). Para tanto, usou-se a superficie plastica do frasco de cultura como
modelo. Depois, investigou-se sua interacdo com a molécula de fibronectina
intacta, proteina da matriz extracelular com epitopos distintos para interacao
com VLA-4 e VLA-5.

Quando se comparou, entre 0s grupos, a capacidade natural de
adesdo dos leucocitos, pdde-se observar que os granulécitos dos pacientes
eutréficos no inicio da didlise apresentaram maior e significativa habilidade
adesiva em relacdo aos grupos controle (p=0,012) e HDDini (p=0,002) (Figura
15-A). Propriedade semelhante também foi observada pelos mononucleares
desses pacientes quando comparados aos pacientes desnutridos (p=0,036),
porém somente apos a sessdo de dialise (Figura 14-A). Esses resultados
provavelmente refletem a biologia de ativagdo particular de cada tipo celular,
neste caso entre mononucleares e granulécitos. Sabe-se que durante um
processo inflamatoério, muitos mediadores quimicos sdo produzidos e que,
muitos deles, tém a funcdo de estimular as diferentes fungbes leucocitarias
(Cotran et al., 1994). Portanto, é possivel que, para os GNC, a presenca de um
estado de ativagdo prévio tenha influenciado o seu comportamento in vitro,
tornando-os mais prontamente responsivos ao estimulo de adesao, enquanto o
processo dialitico tenha sido necessario para ativar os MNC.

Varios estudos tém demonstrado que diferentes tipos de leucécitos
respondem de forma particular a, por exemplo, estimulos quimiotaticos,

dependendo de estarem ou nao sensibilizados e/ou ativados pela presenca de
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citocinas inflamatérias (Shalaby et al., 1985; Ozaki et al., 1987; Nathan, 1989)
ou outras substancias (Lomas et al., 1991). Neste contexto, Hill e colegas
relataram que neutréfilos de pacientes com infeccdes estreptocécicas de pele
(Hill et al., 1974a), assim como os de pacientes jovens portadores de infeccoes
bacterianas sistémicas (Hill et al., 1974b) apresentaram aumento da
locomocgéo in vitro. Semelhante efeito foi, também, registrado para leucocitos
provenientes de pacientes com infec¢des por Mycoplasma pneumoniae (Martin
et al., 1973) e daqueles de pacientes apresentando pirexia e leucocitose,
devido a infeccbes piogénicas severas (Krukowiski, 1978).

Quando a adesao de leucdcitos a fibronectina foi analisada, mondcitos e
granulocitos de pacientes HDE mostraram-se competentes, particularmente
apos o processo dialitico, em exercer essa fungcado. Evidéncias sugerem que
mesmo uma curta exposicdo dos leucocitos as citocinas pré-inflamatérias
aumentam significativamente a avidez de VLA-4 e VLA-5 pela fibronectina,
resultando em uma maior adesao (Lévesque et al., 1995). Assim, € provavel
que a significativa adesado dos leucécitos de pacientes HDE a fibronectina
observada seja ndo s6 um reflexo do aumento da expressado de VLA-5 como
observado em nossos experimentos, mas também a um estado de ativacao
maior destas células em relacdo as células obtidas dos outros grupos
estudados como anteriormente proposto. Por outro lado, é possivel que essa
diferenca de respostas entre as células estudadas esteja associada, também,
a concentracao de fibronectina necessaria para desencadear 0 mecanismo de
ativacao seguido de adeséao para os MNC.

Os resultados aqui demonstrados indicam que tanto os MNC como os
GNC de pacientes HDE s&o dotadas de habilidade funcional, pelo menos
aquela que se refere a adesao, semelhante ou até melhor a desempenhada
por essas populagdes provenientes de voluntarios sadios, em profundo
contraste com os resultados observados para com leucécitos do grupo de
pacientes desnutridos. Uma possivel explicacdo poderia ser com referéncia a
diminuicdo da expressdao de VLA-5 nessas células ap6s a dialise, a qual
chegou a ser inclusive significativa para mondcitos (Figura 12-B). Entretanto,
para granuldcitos, nossos dados mostram um aumento significativo na

expressao de VLA-5 apéds o processo de filtragao (Figura 12-C).
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A diferenca majoritaria entre os dois grupos de pacientes com IRC em
HD analisados neste trabalho foi com relacdo ao seu distinto estado
nutricional, caracterizando-os como eutroficos (HDE) e desnutridos (HDD).
Assim sendo, uma outra alternativa seria de que a deficiéncia nutricional,
evidente no grupo HDD, poderia estar comprometendo, de alguma forma, a
funcdo dessas células. Com a finalidade de se esclarecer a razao pela qual
granulécitos de pacientes desnutridos em HD tiveram menor adesdo a
fibronectina, investigou-se a composicdo celular desta fragdo em
citocentrifugados e uma marcante proporgdo de neutréfilos bastonetes foi
encontrada no material (Tabela 3) obtido desses pacientes (Figura 13).

Pacientes com IRC, quando submetidos a HD, apresentam uma
leucopenia transitoria, substituida por imediata leucocitose (Kaplow e Goffinet,
1968). Estudos mais aprofundados envolvendo os pools marginal e circulante
de neutrofilos durante esses processos, tém mostrado diferencas na
maturidade das células que compdem esses pools, onde representantes mais
jovens (bastonetes) abundam na circulagdo enquanto neutréfilos totalmente
diferenciados e maduros (segmentados) encontram-se sequestrados,
particularmente na regido pulmonar (Fehr e Grossmann, 1979). Recentemente,
cinética semelhante foi descrita para mondcitos (Girndt et al, 2001).
Entretanto, & preciso ressaltar que o elevado numero de bastonetes observado
nos pacientes do grupo HDD foi independente do processo dialitico, refletindo
uma cinética diferenciada desse tipo de leucécitos em relacdo aos pacientes
HDE.

Modelos experimentais de animais desnutridos tém revelado
deficiéncias na hematopoiese, onde se observou hipoplasia mieldide e
esplénica (Borelli et al., 1995), com bloqueio de diferenciagcdo de células
blasticas (Blatt et al., 2003), refletindo em uma reducéo de células sanglineas
maduras na circulacao (Fried et al., 1978; Blatt et al., 2003).

Medula éssea de ratos desnutridos mostram atrofia de todos os
compartimentos de neutrofilos associada a uma redug@o proporcional no
transito celular de um compartimento para outro, além de atraso de chegada
de PMN circulantes nos locais de lesé&o (Suda et al., 1976). Tempo maior para

maturagdo de células mieldides tem sido descrito em animais desnutridos
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(Ortiz e Betancourt, 1984) e esta, provavelmente, associado aos mesmos
mecanismos moleculares observados na deficiéncia de precursores do DNA,
como acido félico e vitamina B12 em humanos (Scott e Weir, 1994).

Interferéncia do estado de desnutricdo com as respostas imunitaria
(Chandra, 1991) e inflamatéria (Keusch e Farthing, 1986) tem sido amplamente
descrita e foi bastante discutida neste trabalho. Além disso, ha estudos
recentes mostrando que a desnutricdo provoca mudangas no microambiente
medular, com aumento de deposi¢do de fibronectina e laminina, ndo apenas
em modelos animais (Favero et al., 2003), mas também em humanos (Savino,
2002). Em paralelo, estudos in vitro tém demonstrado menor capacidade
adesiva de macrofagos provenientes de camundongos desnutridos a
fibronectina, vitronectina e colageno quando comparados a controles sadios
(Borelli et al., 1998).

Em condigbes fisiolégicas basais, a produgao de granuldcitos na medula
Ossea é totalmente dependente de interacdes entre as células progenitoras € o
microambiente medular, assim como da presenca de varias moléculas que
promovem o seu amadurecimento. Durante o seu desenvolvimento, proteinas
especificas para cada estadgio maturacional sado, entdo, sintetizadas com o
objetivo de formar elementos maduros, capazes de responder a estimulos
variados, assim como exercer atividades essenciais a defesa do organismo,
tais como adesao, diapedese, locomocéao, fagocitose, eliminacao de bactérias,
secrecao de citocinas, expressao de receptores, producao de espécies reativas
de oxigénio etc. Quando diferenciados, maduros e competentes, deixam o
ambiente medular e passam para a circulacdo sangliinea, onde sao capazes
de executar varias mudangas complexas e rapidas na expressao de genes que
regulam suas inUmeras atividades acima descritas (Newburger et al., 2000),
dentre outras, quando devidamente estimulados (Tsukahara et al., 2003;
Zhang et al., 2003).

No sangue periférico, cerca de 80% dessas células estdo sob a forma
de segmentados, sendo o restante composto por neutréfilos bastonetes,
caracterizados morfologicamente por incompleta segmentacdo do nucleo,
poréem ambos respondem com semelhante competéncia funcional quando

necessario (Lee et al., 1999).
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Entretanto, estudos comparando as atividades exercidas por bastonetes
e segmentados presentes na circulagdo com aqueles ainda residentes na
medula tém demonstrado diferencas na habilidade funcional desses pools,
como por exemplo, diminuicdo da atividade da fosfatase alcalina (Fehr e
Grossmann, 1979), diminuicdo da fagocitose (Steele et al., 1987), producao
defeituosa de radicais superoxido apds estimulagdo com peptideos
bacterianos, baixa atividade da oxidade NADPH-dependente (Berkow e
Dodson, 1986), indicando que esses neutréfilos, embora morfologicamente
maduros, permanecem funcionalmente imaturos. Além disso, relatos
demonstram que mondcitos circulantes obtidos de pacientes com IRC em HD
diferem na expressdao de moléculas de adesdo conforme seu grau de
maturidade (Faull et al., 1996).

Neste trabalho, estudou-se a influéncia do estado nutricional na
atividade de adeséo leucocitaria de pacientes em HD. Embora simples, nossos
resultados mostraram significativa disfuncao adesiva na populagao celular
primariamente responsavel por varios processos naturais de defesa. Além
disso, observou-se a presencga de células imaturas na circulagao de pacientes
desnutridos independente do processo dialitico, sugerindo uma cinética de
reposicao mieldide periférica diferenciada daqueles com estado nutricional
adequado. Portanto, € possivel que nossos resultados de adesdo estejam
relacionados a circulagcdo de um pool de PMN mais jovens, funcionalmente
comprometidos e que esta disfuncao resulte de uma somatéria de distarbios
decorrentes do seu estado desnutrido, acometendo ndao sé o microambiente
medular, a proliferacao, diferenciacao e maturagao de células sangiineas, mas

e principalmente, sua fungao.
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6. CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos neste trabalho revelaram que:

linfécitos, mondcitos e granuldcitos de pacientes em HD possuem
niveis de expressao de LFA-1 semelhantes aos individuos sadios e o
processo dialitico aumenta esta expressdo somente em granulécitos
dos pacientes eutréficos em HD.

linfécitos e mondécitos de pacientes eutroéficos em HD possuem niveis
de expressao de VLA-4 significativamente menores do que
individuos sadios e o processo dialitico aumenta esses niveis apenas
para mondcitos.

linfocitos e granulécitos de pacientes desnutridos e eutréficos em
HD, independente do processo dialitico, possuem niveis de
expressdo de VLA-5 significativamente maiores que individuos
sadios.

0os niveis de expressdo de VLA-5 em linfécitos e mondcitos
aumentam para pacientes eutréficos em HD ap6s a diadlise, enquanto
diminuem para granulécitos.

em contraste, os niveis de expressdao de VLA-5 em linfécitos e
monocitos de pacientes desnutridos em HD diminuem apés a didlise,
enquanto aumentam em granulécitos.

granulécitos de pacientes desnutridos em HD possuem menor e
significativa capacidade de adesao a FN, independente do processo

dialitico, quando comparado a pacientes eutréficos em HD e
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individuos sadios, independente do aumento de VLA-5 apoés a
didlise.

Tem se tornado cada vez mais notério que o estado nutricional de
pacientes em HD influencia a evolugcao de seu quadro clinico e pode ser um
fator determinante na qualidade de vida desses pacientes.

Neste trabalho, analisamos apenas uma pequena e inespecifica parte
dos eventos que ocorrem em uma resposta inflamatéria, ou seja, a capacidade
de expressdo de MA nos leucocitos e sua habilidade em aderir a uma proteina
da matriz extracelular. Embora estudos mais aprofundados sejam necessarios,
os resultados obtidos e as informacdes deles derivadas delinearam alguns dos
mecanismos contribuintes do estado inflamatério crénico presente em
pacientes com insuficiéncia renal crénica em hemodialise e essas
consideragcdes abrem, com certeza, um horizonte de possibilidades que
deverdo ser exploradas exaustivamente, a fim de testemunharem
(experimentalmente) a contribuicdo negativa da desnutricdo nos mais
diferentes mecanismos organicos, tornando-se ferramentas mestras que
incentivem mudancas na pratica clinica e dietoterdpica desses pacientes,

visando seu bem estar.
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