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RESUMO

A doenca renal crénica (DRC) possui como uma de suas principais manifestagoes
fisiopatologicas a uremia, caracterizada pelo acumulo de metabdlitos, como as toxinas
urémicas ligadas a proteinas (PBUT). Algumas PBUT, como indoxil sulfato (IxS), p-Cresil
sulfato (pCS) e o acido indol acético (IAA) ja foram associadas com maior taxa de
mortalidade na DRC, além de efeitos celulares: pro-fibroticos, pré-oxidantes e pro-
senescentes. Dessa forma, ha a necessidade de elucidar os mecanismos de excrecao
destes compostos tanto de forma fisiolégica, quanto de forma artificial. Quanto a
excrecao fisioldgica, sabe-se que os transportadores de anions orgéanicos (OAT) tém
papel essencial, embora os fatores bioquimicos que alteram a cinética da captacao e
eliminagdo nao estejam completamente esclarecidos. Quanto a excregao artificial, a
hemodialise (HD) é pouco eficiente na remogao das PBUT, pois estas encontram-se
majoritariamente associadas a albumina. A hemodiafiltracdo (HDF), por adicionar o
processo de convecgdo durante a filtragcdo das toxinas, parece ser mais eficiente em
eliminar PBUT. Para investigar estes problemas, neste trabalho (i) caracterizamos a
incorporagcdo de IAA por células tubulares renais in vitro e o papel da albumina na
viabilidade celular e (ii) comparamos HD e HDF, ao longo de 6 meses, quanto a eficiéncia
na taxa de remocéo de IxS, pCS e IAA. Os resultados mostraram que a incorporacao do
IAA pelas células tubulares ocorre de forma dose-dependente, e que a presencga de 4%
albumina garante uma maior viabilidade celular, quando comparado com 0,4% albumina.
Este dado corrobora a ideia de que apenas a fragdo de IAA nédo associada a albumina é
incorporada através de transportadores celulares, exercendo efeitos citotdxicos no meio
intracelular. Os dados também mostraram que a terapia HDF & superior na remogao de
IXS e pCS em comparacéao a HD, tanto apds 3 quanto apds 6 meses. Acredita-se que a
grande associagao das mesmas a albumina facilite a remogéao; além disso, dentro da
HDF, a remocéao é ainda melhor com volumes convectivos (VC) superiores a 27.5 L por
sessdo. Portanto, a excregao fisiologica de IAA estd associada a atividade de
transportadores, provavelmente os OAT, sendo seus efeitos citotoxicos dependentes
dessa incorporagao. Ja a excrecgao artificial de IxS e pCS é melhor alcangada através da
técnica de HDF, sendo as toxinas mais fortemente associadas as mais eliminadas por
esta técnica. A elucidagdo dos mecanismos de excregao das toxinas pode contribuir para
um melhor entendimento da DRC, auxiliar na escolha de tratamentos dialiticos e,
potencialmente, colaborar para uma maior sobrevida de pacientes acometidos pela
doenca.

Palavras-chave: Hemodialise, Hemodiafiltragdo, Uremia, Toxinas urémicas ligadas a
proteina, Incorporacéao celular.



ABSTRACT

One of the main pathophysiological manifestations of chronic kidney disease (CKD) is
uremia, characterized by the accumulation of metabolites, such as protein-bound uremic
toxins (PBUT). Some PBUTSs, such as indoxyl sulfate (IxS), p-Cresyl sulfate (pCS) and
indole acetic acid (IAA) have already been associated with a higher mortality rate in CKD,
in addition to cellular effects: pro-fibrotic, pro-oxidants and pro -senescent. Thus, there is
a need to elucidate the mechanisms of excretion of these compounds both physiologically
and artificially. As for physiological excretion, it is known that organic anion transporters
(OAT) have an essential role, although the biochemical factors that alter the uptake and
elimination kinetics are not completely understood. As for artificial excretion, hemodialysis
(HD) is inefficient in removing PBUTs, as they are mostly associated with albumin.
Hemodiafiltration (HDF), by adding the convection process during the filtration of toxins,
seems to be more efficient in eliminating PBUT. To investigate these problems, in this
work (i) we characterized the incorporation of IAA by renal tubular cells in vitro and the
role of albumin in cell viability and (ii) we compared HD and HDF, over 6 months,
regarding the efficiency in the rate of removal of IxS, pCS and IAA. The results showed
that the incorporation of IAA by tubular cells occurs in a dose-dependent manner, and
that the presence of 4% albumin guarantees greater cell viability, when compared to 0.4%
albumin. This data corroborates the idea that only the fraction of IAA not associated with
albumin is incorporated through cellular transporters, exerting cytotoxic effects in the
intracellular environment. The data also showed that HDF therapy is superior in removing
IXS and pCS compared to HD, both after 3 and after 6 months. It is believed that their
great association with albumin facilitates removal; in addition, within the HDF, removal is
even better with convective volumes (VC) greater than 27.5 L per session. Therefore, the
physiological excretion of IAA is associated with the activity of transporters, probably
OAT, and their cytotoxic effects are dependent on this incorporation. The artificial
excretion of IxXS and pCS is best achieved through the HDF technique, with the most
strongly associated toxins being the most eliminated by this technique. The elucidation of
the toxin excretion mechanisms can contribute to a better understanding of CKD, assist
in the choice of dialysis treatments and, potentially, contribute to a longer survival of
patients affected by the disease.

Keywords: Hemodialysis, Hemodiafiltration, Uremia, Protein-bound uremic toxins,
Cellular incorporation.
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1.INTRODUGAO

A doenga renal crénica (DRC) tem como um de seus fendmenos fisiopatoldgicos
0 acumulo de metabdlitos, também chamada de uremia ou sindrome urémica (Meyer and
Hostetter, 2007), caracterizada pelo acumulo de substéncias toxicas que nao sao
eficientemente removidas pelos rins, as quais podem atingir mais de 20 vezes as
concentragdes de um individuo saudavel (Duranton, Cohen, De Smet, et al., 2012).
Essas substancias sdo chamadas de toxinas urémicas. Entre elas as toxinas urémicas
ligadas a proteinas (PBUT) tais como indoxil sulfato (IxS), p-Cresil sulfato (pCS) e o acido
indol acético (IAA) sdo de maior interesse de estudo. Estas substancias possuem
tamanhos pequenos (<500 Da - Vanholder et al., 2004) e grande afinidade por proteinas
plasmaticas (60-98%) (Meert et al., 2010; Itoh et al., 2012; Snauwaert, Holvoet, et al.,
2019), principalmente albumina (Sirich et al., 2014), adquirindo tamanhos muito maiores,
quando associadas. Também, ao serem acumulados, as PBUT possuem diversos efeitos
deletérios para as células e tecidos, tais como disfungéo vascular (Brunet et al., 2011)
aumento do estresse oxidativo (Dou et al., 2007), e prejuizos ao funcionamento
mitocondrial (Mutsaers et al., 2013) . Finalmente, o proprio acumulo de toxinas promove
o incremento da fibrose renal, contribuindo para a progressao da doenga renal (Niwa and
Shimizu, 2012).

. As PBUT vém sendo associadas ao desenvolvimento da doencga cardiovascular
(Lekawanvijit et al., 2012; Tonelli, Karumanchi and Thadhani, 2016), desde a
aterosclerose até eventos trombéticos (Da Cunha et al., 2020). Essa associagéo é
importante ja que a taxa de acometimento cardiovascular € 3 vezes maior em pessoas
com DRC em comparagao a pessoas que nao possuem a doenga (Provenzano et al.,
2019), sendo a principal causa de morte nestes pacientes. Portanto, é de interesse clinico
a elucidagado dos mecanismos de remog¢ao das PBUT, tanto de maneira natural ou

fisiolégica, quanto de maneira artificial, através das terapias renais substitutivas (TRS).

A excrecéo fisiologica € comprometida na DRC, pois ha a formagao de um tecido

fibrotico em resposta a injuria — tanto crénica, quanto aguda - ao tecido renal (Liu, 2004),



que se torna, consequentemente, afuncional. Essa fibrose compromete, entre outros, o
funcionamento dos transportadores responsaveis pela excre¢cdo das PBUT, os
transportadores de anions organicos (OAT), ja apontados como fundamentais para a
excrecao de IxS (Favretto et al., 2017), pCS (Miyamoto et al., 2011; Watanabe et al.,
2014; Favretto et al., 2017), o acido hipurico (Deguchi et al., 2004, 2005) e até mesmo
do IAA em experimentos com hemacias (Deltombe et al., 2019). O IAA, em especial, é
responsavel por efeitos adversos relacionados ao comprometimento cardiovascular, ja
descrito para células endoteliais (Dou et al., 2015), ativagdo de vias pro-inflamatérias
(Brito et al., 2019), comprometendo significativamente a producdo energética celular
(Mutsaers et al., 2013). Embora estes estudos sugerem uma participagao ativa dos OAT
na excrecao do IAA, a captacao do IAA por células tubulares proximais renais, onde

efetivamente é excretado, ainda ndo esta elucidada.

Apods o comprometimento da fungao renal, as TRS sao prescritas para mimetizar
a funcgao filtradora dos rins. Nesse sentido, a hemodialise (HD) € a mais conhecida e
utilizada em larga escala no Brasil, sendo responsavel pelo tratamento de 92,3% dos
pacientes renais no pais e financiada majoritariamente (80 %) pelo Sistema Unico de
Saude (SUS) (Neves et al., 2020). Apesar da popularidade da HD, uma técnica mais
recente, a hemodiafiltracdo (HDF) tem se mostrado mais eficiente em filtrar moléculas
maiores, como a B2-microglobulina. Também, HDF ja foi associada a maiores taxas de
sobrevida (Canaud et al., 2006; Grooteman et al., 2012; Ok et al., 2013; Nubé et al., 2017)
e maior disposicao fisica de pacientes (Pecoits-Filho et al., 2019) em comparagdocom a
HD. Ha a especulacado de que os efeitos clinicos observados séo resultantes de uma
melhor remocgao das PBUT pela HDF.

HD e HDF séao técnicas ligeiramente diferentes. Brevemente, enquanto que HD
utiliza da difusdo para retirada dos metabdlitos do sangue, a HDF utiliza além dessa
ultima, a ultrafiltragdo, proporcionando um fluxo convectivo, que promete ser mais
eficiente para retirada de moléculas maiores. Realmente, a HDF ja se mostrou eficiente
quanto a remogao de moléculas de tamanho médio (>500 Da) em comparacédo a HD
(Lornoy et al., 2000; Patrier et al., 2013), no entanto, ndo ofereceu grandes vantagens

na remogao de moléculas pequenas (Gonzalez-Parra et al., 2014). Nesse ambito, ha



duvidas sobre a eficiéncia da HDF na remog¢ao de moléculas de comportamento variavel
(Meert et al., 2011; Pedrini et al., 2011; Snauwaert, Van Biesen, et al., 2019; van Gelder
et al., 2020), como as PBUT, ora livres, ora associadas a proteinas, em comparagao a
HD. Além disso, estudos que buscam descrever este fenbmeno sédo frequentemente
pequenos em numero de pacientes ou curtos em seguimento (sessdes ou semanas)
(Krieter et al., 2010, 2019; Meert et al., 2010). Também, as populagdes acompanhadas
sao de idades diferentes dos geralmente afetados — populacao idosa (Snauwaert, Van
Biesen, et al., 2019) e/ou os desenhos experimentais nao incluem a alocagao aleatéria
dos pacientes nos respectivos tratamentos (Shroff et al., 2019; Snauwaert, Van Biesen,
et al., 2019).

1.1. OBJETIVO GERAL

Este trabalho se propds a investigar as PBUT no contexto da DRC a partir de duas

frentes principais:

(i) investigar os mecanismos de excregédo de forma fisiologica de IAA em
células tubulares renais proximais e;
(i) comparar as estratégias para a remogao artificial HD e HDF para a

remogao de IxS, pCS e IAA.

1.1.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para tanto, pretendemos:

(i) A. investigar a incorporacao de IAA em células tubulares proximais renais;
B. avaliar o efeito da albumina durante a exposicao a IAA sobre a viabilidade
celular

(i) A. comparar os métodos dialiticos HD e HDF quanto a eficiéncia de remocéao

de IxS, pCS e IAA de 195 pacientes randomizados ao longo de 6 meses;

B. Dentro de HDF, comparar o impacto do volume convectivo na eficiéncia de remocgéao.



2. CAPITULO 1: INCORPORAGCAO DE ACIDO INDOL ACETICO POR CELULAS
TUBULARES PROXIMAIS

21. REVISAO DE LITERATURA

Os rins fazem parte do sistema excretor, responsavel majoritariamente pela retirada
dos metabdlitos presentes no sangue através da produgdo da urina. Pacientes
portadores da DRC possuem os tecidos renais afuncionais, porém parte dos pacientes
possuem funcdo renal residual, ou seja, ainda produzem urina (Lowenstein and
Grantham, 2017). Mesmo com a filtragdo de alguns metabdlitos de forma desorganizada
apos o diagnostico da DRC, ainda ha a acumulagao de diversos metabdlitos, incluindo
as toxinas urémicas (Vanholder et al., 2003b). Estas compdem o grupo de substancias
advindas do metabolismo de aminoacidos pela microbiota intestinal. Dessa forma, a
concentracao e diversidade de toxinas urémicas num dado individuo depende tanto da
riqgueza de proteinas na dieta, quanto da diversidade bacteriana da microbiota individual
(Joossens et al., 2018), o que contribui para a grande variabilidade entre os compostos
e também dificulta o estabelecimento de intervalos considerados normais nas analises
clinicas. Reciprocamente, a uremia é apontada como grande alteradora da diversidade
da microbiota, principalmente diminuindo a abundancia de familias bacterianas (Vaziri et
al., 2013).

A excrecdo dos metabodlitos conta com a participagdo importante de
transportadores de membrana presentes na membrana das células tubulares proximais
renais (Nawata and Pannabecker, 2018). O transporte de cations e anions organicos,
sejam eles endo ou exdgenos, € realizado por transportadores de duas grandes familias:
os carregadores de soluto (SLC) e os cassetes ligadores de ATP (ABC) (Roth, Obaidat
and Hagenbuch, 2012). Para o transporte das toxinas urémicas, a familia génica SLC é
de extrema importancia, principalmente no que se refere aos transportadores de anions
organicos (OAT) (Sekine, Miyazaki and Endou, 2006).

A partir de analises metabolémicas, os transportadores OAT1 (codificado pelo
gene SLC22A6) (Wikoff et al., 2012) e OAT3 (codificado pelo gene SLC22A8) (Bush et

al., 2017) foram apontados como responsaveis pela internalizacdo de metabdlitos da



microbiota intestinal, tais como as toxinas urémicas. Os transportadores OAT1 e OAT3
estdo localizados na membrana basolateral das células nos tubulos proximais renais
(Cha et al. (2001) e Kojima et al. (2002). No entanto, a entrada de toxinas nas células
tubulares proximais ndo depende exclusivamente da atividade dos OATSs. E sugerido que
a entrada das TU ocorra através da ativagdo de um sistema em triade (Fig. 1).
Primeiramente, a Na*K*ATPase forma um gradiente de sédio que é utilizado para a
internalizacdo do a-cetoglutarado (a-KG) pelos transportadores simporte
Na/dicarboxilatos (Steffgen et al., 1999); a formacao do gradiente de a-KG permite a

entrada dos anions organicos por transporte antiporte nos OAT (Race et al., 1999).

FIGURA 1. MECANISMO DE INTERNALIZACAO DE ANIONS ORGANICOS. Os OAT s&do chamados de
“tertiary active” ja que necessitam da atividade de outros dois transportadores para serem ativados

FONTE: Modificada de Roth et. al, 2012.

A expressdo génica de OAT1 e OAT3 é diminuida em estado diabético;
consequentemente, uma menor quantidade de metabdlitos foi encontrada na urina de
doentes renais que apresentavam diagnostico prévio de diabetes mellitus (Sharma et al.,
2013), o que corrobora o desenvolvimento da sindrome urémica. Também, a
administragdo de p-aminohipurato (PAH) causa deterioragdo, observada por
imunohistoquimica, dos transportadores OAT1, OAT3 e NA/K/ATPase nas células dos

tubulos proximais renais (Crljen et al., 2005).



Ja foi demonstrado que o IxS € internalizado através dos transportadores OAT
(Favretto et al., 2017). Outros parceiros moleculares ja foram descritos como ligantes dos
transportadores OAT, em especial OAT1, principalmente substancias ligados ao
metabolismo de fase Il (realizado primeiramente no intestino e apés no figado) tais como:
fenil sulfato, p-aminocresol sulfato e phenilacetilglicine (Wikoff et al., 2012). Em
experimentos com camundongos knockout para receptores OAT, outros compostos
semelhantes estruturalmente ao IAA (como por exemplo: indol acetato, indol lactato e 2-
oxindol-3-acetato) foram apontados como possiveis ligantes de OAT, dessa vez OAT3,
(Wu, Bush and Nigam, 2017). Embora os transportadores OAT, em especial a isoforma
OAT3, tenha sido apontada como intermediador da internalizagao da IAA em eritrocitos,
até o momento, nenhum estudo demonstrou a participacao dos transportadores OAT na

internalizacdo do IAA em células tubulares renais.

ApOs a incorporagao, as toxinas urémicas sao capazes de se ligarem a outros
compostos intracelulares para exercerem seus efeitos intracelulares (Addi et al., 2019).
A exposicgao in vitro de toxinas urémicas ja foi associada a efeitos pro-inflamatério e pro-
apoptotico intracelularmente (Poveda et al., 2014). Muitos efeitos relacionados ao
estresse oxidativo ja foram associados com a presenga de toxinas urémicas. Desde
ativacéo de vias oxidativas, como a NF-KB, como a inibi¢ao de vias antioxidantes, como
a Nrf2 (Stockler-Pinto et al., 2018). Nesse sentido, ja foi descrito que a exposigao prévia
a toxinas urémicas aumenta a sensibilidade celular a estimulos oxidantes (Rodrigues et
al., 2020). Dessa forma, a participagdo do estresse oxidativo na DRC (Ling and Kuo,
2018) aponta para a necessidade de avaliagado, especialmente, da fungao mitocondrial
(Ratliff et al., 2016). Além disso, as mitocéndrias ja foram associadas tanto a producao

de toxinas urémicas quanto a alvos dos efeitos destas toxinas (Popkov et al., 2019).



2.2. . MATERIAL E METODOS

2.2.1. CULTURA CELULAR

Células MM55.K, gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Tarcio Teodoro Braga (Fig. 2),
foram mantidas a 37°C em atmosfera de 5 % de CO.. Foi utilizado meio DMEM alta
glicose contendo 10 % de SFB e 1 % de penicilina-estreptomicina (pen-strepto, sendo
pen: 10.000 unidades/ml; strepto 10,000ug/ml). Para manutencdo da cultura foram

utilizadas pipetas soroldgicas e placas estéreis, PBS e Tripsina 0,25 %.

FIGURA 2. MICROGRAFIA DE CELULAS MM55.K EM CULTURA. Densidade celular préxima 1,5 x 10°
células/mL e confluéncia préxima de 80% (esquerda). Em destaque em vermelho, canaliculos formados.
Estas estruturas lembram tubulos e séo caracteristicas da memaria celular em cultura da estrutura prévia
tridimensional nos tubulos proximais renais. Quadros menores mostram densidade baixa (superior direita)
e alta (inferior direita).

FONTE: O autor (2021)

Células MM55.k fazem parte do tecido tubular proximal renal, sdo relativamente

pequenas, de formato estrelado e apresentam memoaria celular, dessa forma a estrutura



organizacional das células apresenta pequenos canaliculos lembrando tubulos. A
confluéncia celular em 80% em p100, por exemplo, apresentava cerca de 1,5 x 106
células/mL. Assim, nos ensaios que se seguiram, a confluéncia de 80% foi escolhida

como padrao, sendo a mesma adaptada para placas de areas menores.

222. MTT

O ensaio de 3-(4,5 difenil) tetrazdlio de brometo (MTT) foi realizado para a analise da
viabilidade celular frente a exposi¢ao a toxinas urémicas. Para tal, células MM55K foram
cultivadas em placas de 96 pogcos em densidade proxima a 8x103 células/pogo. No dia
seguinte, as células foram tratadas, em sextuplicata, com duas concentracdes de IAA (5
e 50 uyM) em meio DMEM completo e incubadas por 24 ou 48 h. Ap6és o periodo
determinado, as culturas tiveram seus meios substituidos por uma solucéo contendo 90
ul de meio DMEM completo e 10 pl de solugdo de MTT 5mg/mL em cada pogo, na qual
foram mantidas por 2h. Ao final, cada pog¢o teve o meio substituido por 100 ul de solvente
DMSO, o qual foi homogeneizado por pipetagem de 2 a 3x por pogo para a completa
dissolucdo dos cristais. Os resultados de absorbancia foram obtidos em leitor de
microplaca a 570 nm (BioTek®© synergy 2). O mesmo ensaio foi realizado na presenca
de BSA adicionado para comparacdo dos efeitos entre diferentes niveis de
disponibilidade de albumina, sendo DMEM completo, ja contendo 0,4% de albumina
advinda do SFB (0,4%) e DMEM completo adicionado de 3,6% de BSA, totalizando 4 %
(4%), visto que o IAA interage com essa proteina.

Para a melhor homogeneidade entre as replicadas, foram necessarios ajustes finos
neste protocolo. O protocolo utilizado normalmente para o ensaio de MTT incluia a
incubacao da solucdo de MTT em PBS e a revelacéo através do uso de 100 yL uma
solugdo mista de HCl/isopropanol (1:1000), este protocolo foi testado e substituido pela
incubacdo em DMEM - realizado através da producdo de uma solugcdo mae e
administracédo por pipetagem reversa - e a dissolugédo dos cristais com DMSO; o novo
protocolo trouxe mais homogeneidade aos dados. Também, muitos ensaios foram

realizados com IxS como controle positivo de perda de viabilidade. No entanto, foi



diagnosticado posteriormente que as células s6 perdiam viabilidade com H202, testado
inicialmente a 100 pM administrado em meio DMEM completo (10 % SFB e 1 % pen-

strepto), o qual foi substituido como controle positivo do ensaio.

2.2.3. INCORPORACAO CELULAR das PBUT

Células MM55.k foram plaqueadas em placas p60 na densidade 5x10° células por
placa em meio DMEM completo (10 % SFB e 1 % pen-strepto). Em todos os
experimentos a seguir, as células foram tratadas 24 h apos plaqueamento, assegurando

completa adesao celular.

2.2.4. VARIACAO NAS CONCENTRACOES DE IAA

Para avaliar a dindmica de incorporacdo do IAA, primeiramente foi realizada a
exposicao a diferentes concentracbes de IAA durante 1 hora. Dessa forma, no dia
seguinte ao plaqueamento, o meio de cultivo foi substituido por meio completo contendo
IAA em diferentes concentragdes (0 uM, 5 uM, 50 uM, 500 uM e 1mM) ou uma unica
concentragao de IxS (400 uM), nos quais foram mantidas por 1h.

2.2.5. COLETA E PREPARO DOS EXTRATOS CELULARES

Apods o periodo de incubacao das células com as toxinas, as placas foram lavadas 2x
com PBS, e coletadas em 300 pl de PBS com o auxilio de scraper. Foi adicionado
novamente mais 300 pyl de PBS para coleta completa das células restantes. Apds, o
volume resultante de 600 pl foi centrifugado a 2000 rpm por 5 minutos (min) para a
separacao do pellet celular. O sobrenadante foi aspirado e o pellet ressuspendido em
150 pl de PBS. Essa suspensao sofreu 2 ciclos de congelamento de 30 min: -80°C por
15 min e em gelo (4°C) por 15 min. Apds, foi mantido em banho seco a 96°C por 30 min,

resfriado em gelo por 10 min e centrifugadas a 13000 rpm por 20 min, do qual o
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sobrenadante foi filtrado com seringa de 1 ml e filtros de 0,22 mm manualmente. Os
sobrenadantes filtrados foram injetados no mesmo dia, sendo que 10 uL foram

separados para dosagem de proteinas.

2.2.6. CURVA DE CALIBRAGAO E ANALISE DE EXTRATOS CELULARES

Para a dosagem de toxinas nas células, foram produzidos calibradores contendo
toxinas puras em agua (Fig. 3 A). Algumas caracteristicas desta curva incluem: a
presenca de duas toxinas padréo — IxS e IAA, as concentragdes de IxS usadas na curva
de células eram cerca de 10x mais diluida que as da curva de plasma, e similares as
concentragdes de IAA, para abranger melhor o intervalo nos quais as concentragdes
intracelulares seriam dosadas. Também, a matriz utilizada para diluicdo das toxinas foi
agua MilliQ. O padrao misto foi preparado com 6 ul de uma solugao estoque 5 mM de
IxS e 15 uL de uma solugao estoque 200 uM de IAA, e 39 ul de agua MilliQ, completando
60 ul (volume final da solugao). Esta solugéo foi entdo diluida seriadamente (30 ul da
solugdo com mais 40 ul de agua) para o preparo das solugdes calibradoras. As
concentragdes finais de IxS e IAA nas solucdes calibradoras estdo mostradas na tabela
1.

TABELA 1. DETALHAMENTO DA CURVA DE CALIBRACAO PARA ANALISE DE INCORPORACAO. Os
estoques, aqui citados, foram posteriormente diluidos 10x para produgéao dos “cal mix”. A produg¢ao dos
“calibradores” foi realizada a partir da diluicdo dos cal mix em matriz de agua, ou seja, os cal mix foram
diluidos duas vezes em agua, primeiramente em diluicdo seriada, e novamente em fragdes iguais entre os
calibradores.

Cal 6 Cal 5 Cal 4 Cal 3 Cal 2 Cal 1
IXS (uM) 100 33,3 11,1 3,7 1,23 0,41
IAA (uM) 100 33,3 11,1 3,7 1,23 0,41

FONTE: O autor (2020)

As dosagens de toxinas nas células também foram realizadas por cromatografia
liquida de alto desempenho (HPLC - Fig. 3 B). Neste caso, foi utilizado o método

chamado Cell V1, previamente descrito (Dolenga, 2016). Sucintamente, a corrida leva



11

em torno de 27 minutos, no qual se estabelece uma rampa de concentragcdo da fase
movel, sendo a porcentagem de metanol sendo gradativamente substituida por formiato
de aménio de forma ascendente, estacionaria e descendente, em sequéncia (ANEXO 1).
Neste método, proporgéo inicial de fase mével mais concentrada corresponde a formiato

de ambénio (75%), a qual é complementada com e metanol (25%).
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FIGURA 3. CROMATOGRAMA REPRESENTATIVO Dos padroes auténticos e dos EXTRATOS
CELULARES. A. Curva de calibragao: Todos os calibradores sdo mistos e contém IxS e IAA, sendo que o
calibrador 6 representa a quantidade injetada de 100 pmol cada. Cada calibrador subsequente possui um
tergco da quantidade de toxinas do anterior. A corrida completa tem duracdo de 27 minutos, o trecho
representado é referente ao intervalo de 6 a 16 minutos B. Exemplo de andlise de extrato celular apés a
exposicdo em cultura a 5, 50 e 500 uM de IAA. As setas representam os picos relativos a IxS e IAA, da
esquerda para a direita, sendo em B representado apenas o IAA.
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FONTE: O autor (2021)

2.2.7. NORMALIZACAO
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Apébs o processamento de todos os tratamentos citados anteriormente, as amostras
(solugdes analisadas pelo HPLC) tiveram as proteinas quantificadas pelo método
adaptado de Bradford (1976). Especificamente, foram adicionados 100 ul de solugéo
reagente de Bradford diluida (volume final de 1:5) em triplicada em placa de 96 pocos,
nas dosagens foram adicionadas 10 pyl de amostra. Posteriormente a placa foi lida
através de leitor de placas em 595nm. As quantidades de proteinas das amostras foram
calculadas com base numa curva de calibragdo de quantidade de proteina conhecida
(0,23; 0,46; 0,93; 1,86; 2,79 ug de BSA).

2.2.8. ANALISE ESTATISTICA

Foram empregados os testes ANOVA de uma e duas vias, juntamente com teste
Tukey (também chamado de comparagdes multiplas) para avaliar diferengas entre os
grupos experimentais. Todas as analises foram realizadas através do software GraphPad

Prism versao 6.01.
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2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1. IAA NAO AFETA VIABILIDADE DE CELULAS TUBULARES PROXIMAIS
RENAIS

Embora espere-se que as células proximais tubulares renais sejam resistentes a
toxinas, como o IAA, ja que estas células desempenham um papel fundamental na
eliminacao destes metabdlitos, foi necessario assegurar isso para as células em cultura.
Dessa forma, foi realizado o ensaio de viabilidade celular pelo ensaio de MTT mediante
exposicao por 24 e 48 horas e, como esperado, nenhuma das concentracdes testadas
(de 0 a 50 uM de IAA) foram prejudiciais para a viabilidade das células (Fig. 4). Este
resultado concorda com resultados anteriores mensurados na mesma faixa de

concentracdo, porem com células HUVEC (Dou et al., 2015).

FIGURA 4. VIABILIDADE CELULAR. Exposicao a diferentes concentragdes de IAA no intervalo de 5 a 50
MM, durante 24 (A) e 48 horas (B). Todos os ensaios foram realizados em DMEM completo (10% SFB, o
que equivale a 0,4% BSA). A figura retne 3 ensaios independentes (n=3).
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FONTE: O autor (2021)

Nos gréaficos é possivel notar uma sutil diferenca (7,12 % em média) entre os
tratamentos expostos ao IAA em 24 horas e em 48 horas. Enquanto que em 24 horas, a

exposic¢ao ao IAA tende a resultar num comportamento mais proliferativo (os tratamentos
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de 5 a 50 uM de IAA correspondem a 104,69 % do controle), em 48 horas (0os mesmos
tratamentos correspondem a 97,57 % relativo ao controle), esse efeito parece ser
convertido num padrao citotéxico. Esse padrao se apresenta de forma mais expressiva,
embora ainda nao estatisticamente significativa, na figura 5. Claro que, ensaios
complementares devem ser realizados para confirmagcao dessas suposi¢coes. Contudo,
ensaios em células HeLa apontam que a combinacdo de IAA com citocinas parece
aumentar a morte celular e impedir a continuidade do ciclo celular (Zhao et al., 2015).
Em células renais, foi mostrada inibigdo da proliferagao celular (Motojima et al., 2002).
Mas deve-se notar que em ambos os trabalhos, a concentragédo de IAA foi superior a 1
mM. Portanto, espera-se que, dentro da faixa de concentragao testada, a exposi¢cao ao
IAA n&o prejudique significativamente a viabilidade das células testadas. Como controle
do ensaio, observa-se que a exposi¢cao das células a 100 uM H202 tanto por 24 e 48

horas induziu uma perda significativa da viabilidade celular.

2.3.2. EFEITOS DO IAA NA VIABILIDADE SAO INFLUENCIADOS PELA
CONCENTRAGCAO DA ALBUMINA

Devido a tendéncia das toxinas em associarem-se a albumina, o efeito do IAA na
viabilidade celular foi analisado em duas concentragcées de BSA: condi¢cdes de cultura
(0,4%) e condigdes fisiologicas (4%). Neste ensaio espera-se que a maior quantidade de
albumina limite ou impeca a entrada de IAA na célula e, portanto, diminua efeitos que o
IAA intracelular poderia causar. Analisando a viabilidade celular, observa-se que esta
nao foi significativamente alterada em 24h pela presenga de mais BSA. Mas apés 48h,
a viabilidade das células incubadas com 4% BSA foi maior que a das células incubadas
com 0.4%.

A figura 5 B, sugere efeitos opostos da exposicao ao IAA, sendo proliferativos em
24 horas e citotoxicos em 48 horas, os quais nao sdo observados em 5 C, ou seja, a
presenca de maior quantidade de albumina parece inibir esses efeitos. De formabastante
incipiente, os mesmos efeitos podem ser observados nos painéis A e B (Figura4), ou seja,
levemente proliferativos em 24 horas e levemente citotoxicos em 48 horas. Essa

diferenca pode ser decorrente da variabilidade experimental (replicatas técnicas:
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sextuplicata — Fig. 4 vs. triplicata — Fig. 5), o menor numero de replicatas diminuiu o poder

estatistico das analises.

FIGURA 5. VIABILIDADE CELULAR NA PRESENCA DE ALBUMINA (0,4 e 4%). Exposicao a diferentes
concentracdes de IAA a 5 ou 50 uM em concomitéancia com 0,4% (B) ou 4% (C) de albumina. Também,
uma versao resumida da figura 4 foi inserida em A, para facilitar comparagdes. Os tempos de exposigéao
foram de 24 e 48 horas, representados no eixo X. Os tratamentos expostos a 0,4% de albumina,
correspondem ao meio DMEM completo contendo 10% SFB. Embora os tratamentos sejam os mesmos
que os expostos na figura 4, anteriormente, as replicatas biolégicas ndo sdo as mesmas em B e C. A
auséncia de diferenca estatistica entre os tratamentos 0,4% BSA em 24 e 48 horas se mantém, exceto
para o controle de H202 100 uM. A figura reuine 3 ensaios independentes (n=3). A. Repeti¢ao da fig. 4. B.
0,4% BSA C. 4% BSA.
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E possivel observar uma mudanga no comportamento do controle positivo (H202)
na presenca de maior quantidade de albumina (Fig. 5 C), acreditamos que a albumina
disponivel diminua os efeitos oxidativos de H202. Nesse sentido, a carbonilacdo é uma
modificagdo estrutural conhecida como uma consequéncia da exposicdo ao meio
oxidativo (Fedorova, Bollineni and Hoffmann, 2013; Rodrigues et al., 2020). No contexto
da DRC, as PBUT ja foram associadas a ativagao de vias pro-oxidantes (Motojima et al.,
2003), sendo que o ambiente urémico contribui para que a albumina de pacientes renais
seja diferente da albumina em individuos saudaveis (Pieniazek et al., 2018) e que este
estado redox alterado e aumento da carbonilagdo se incremente ao longo da progressao
da DRC (Aveles et al., 2010). Neste experimento nao foi possivel observar um efeito
oxidativo das PBUT, e, portanto, nenhuma alteracdo deste efeito apds a exposicédo a

maior concentracao de albumina.
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Molecularmente, os efeitos do IAA ja foram associados ao prejuizo das atividades
mitocondriais, no que diz respeito a atividade diminuida da succinato desidrogenase
(complexo mitocondrial IlI) (Mutsaers et al., 2013), o que certamente prejudica a
viabilidade celular. De forma complementar, o acumulo de proteinas carboniladas
decorrentes do prejuizo aos mecanismos de autofagia, também refletem os efeitos
danosos da exposigéo de toxinas urémicas in vitro (Rodrigues et al., 2020). Segundo
Rodrigues e colaboradores (2020), a exposi¢ao do IAA em combinagao com outras duas
toxinas urémicas (IxS e pCS) durante 4 horas, ja € suficiente para a percepgao de danos
a viabilidade celular em células endoteliais humanas. Em células tubulares renais,
estudadas aqui, € esperado que a fisiologia celular justifique uma resisténcia maior

destas células em comparacao com células endoteliais.

Curiosamente, a exposicdo ao IAA a curto prazo (24 horas) resulta em um
aumento expressivo, embora nao significativo, na viabilidade. Analises em células
tubulares renais em linhagens primarias de origem suina descreveram que o IAA
contribui para a proliferagao celular (Cernaro et al., 2015). Neste sentido, analises in silico
apontam que o essa contribuicdo do IAA nas vias de proliferagao celular (Wu et al., 2020)
estaria associada positivamente com a producao de fatores de células tronco. Embora
nao se pudesse notar uma diferenga significativa da incubagao da toxina com o BSA 4%
ou 0,4%; resultados sugerem efeitos opostos e 24 horas e 48 horas, mesmo assim, estes
achados devem ser confirmados por ensaios complementares. Dessa forma, a atuacao
do IAA possivelmente depende da internalizagéo, impedida pela concentragao maior de
albumina. Neste cenario, a necessidade de interagdo com parceiros intracelulares,
hipotetizado por Wu e colaboradores (2020) como o fator de transducgéo de sinal Janus
kinase, reforca a necessidade de internalizacdo do IAA para a efetiva atividade do

mesmo.

2.3.3. IAAPARECE SER INCORPORADO DE FORMA DOSE DEPENDENTE

Apos, testamos quanto ao mecanismo de incorporagao do IAA. Dessa forma,
hipotetizamos a entrada por receptores de membrana que promoveriam o influxo, o que

retornaria um padrao de incorporagao dose dependente. Para tal, expusemos as células
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a concentragbdes de 0 a 500 uM, o que resultou num comportamento exponencial de

incorporacao (Fig. 6).

FIGURA 6. DINAMICA DE INCORPORACAO DE IAA. Concentragao de IxS ou IAA (umol/ug) em extratos
de células incubadas por 1h com 400 uM Ixs, 5-500 uM IAA ou com veiculo (CT). Todas as toxinas foram
previamente diluidas em meio DMEM (10% SFB, o que equivale a 0,4% BSA) para diminuir erros relativos
a pipetagem. Os valores representam média + DP de 4 ensaios independentes (n=4). Sendo * p<0,05
**p<0,001 representativo da diferencga do tratamento identificado em relagédo a todos os demais.
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Em ensaios prévios in vitro, realizados em células endoteliais, a incorporacéo do
IAA também apresentava um padrdao dose-dependente (Rodrigues et al., 2020). No
entanto, neste caso, as quantidades incorporadas eram consideravelmente menores,
sendo que a exposicao a 10, 20 e 40 uM de IAA durante 4 horas resultou na incorporagéo de
0,51, 0,60 e 0,89 pmol/ug, respectivamente. Em células HelLa, os niveis de incorporagao
sao ainda menores — 56,4, 89,8 e 150,4 fmol/ ug — frente a mesma exposigcao (dados nao
publicados). Comparativamente, as quantidades incorporadas aqui, em células tubulares
proximais renais, mediante a exposicdo de 5 e 50 uM de IAAdurante 1 hora foram em
média 3,29 e 15,32 ymol/ug.

De forma complementar, o IAA ja foi associado com o aumento de expressao de
um fator tecidual, envolvido no processo de cicatrizagdo, através da interacdo com o

receptor AHR — receptor aril-carbono (Addi et al., 2019). O AHR é um receptor citosdlico,
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dessa forma, ha um indicativo de que as atividades de IAA necessitam da incorporagao
para serem efetivas, suportando a hipétese de que a associagcdo com a albumina suavize
os efeitos intracelulares do IAA. Sendo que os efeitos observados em outros estudos
decorrentes da internalizagado do IAA, sendo sugerido como um marcador preditor de

morte decorrente de complicagdes cardiovasculares (Dou et al., 2015).

A exposicédo as PBUT retroalimenta a acumulagdo de metabdlitos, contribuindo
para a progressao da doencga. Nesse sentido, ensaios in vitro apontam para a reducao
nas quantidades de dois tipos de transportadores OAT (P1B1 e P2B1) em exposig¢des
de células a soros urémicos durante 48 horas (Tsujimoto et al., 2012). E importante notar
que, no estudo de Tsujimoto e colaboradores (2012), as dosagens de IAA no soro eram
cerca de 2 uM, e que as células foram incubadas com concentragdes de 1, 5 e 10% de
soro juntamente com meio de cultivo. Nesse sentido, é possivel que nas concentragdes
testadas aqui, muito mais altas, os transportadores ja estejam sofrendo algum
comprometimento em suas fungbes de incorporagdo, o que pode justificar a grande

variagao nos ensaios.

Quanto a incorporagao por transportadores, neste experimento é possivel
observar que o intervalo de tempo nas concentragdes utilizadas expressa um
comportamento exponencial, ou seja, nestas condi¢des néo foi possivel observar um
padrao de incorporagao dose dependente, no qual uma concentragao limitrofe € atingida
para a saturagéo do receptor (platd), como observado para o acido hipurico ja em torno
de 150 uM de exposigcédo nos primeiros 10 minutos (Motojima et al., 2002) . Isso pode
argumentar contra a incorporagdo do IAA através dos receptores hipotetizados
anteriormente. No entanto, ensaios de competicao, realizados em células HelLa, apontam
a reducgao progressiva na incorporagao de IAA frente a exposigdo concomitante de acido
hipurico, ja apontado como ligante de OAT1 (Motojima et al., 2002); o mesmo fenébmeno
ocorria com IxS. Nesse sentido, estudos feitos com odcitos de sapos (Wikoff et al., 2012)
e células endoteliais (Favretto et al., 2017) suportam o papel dos OAT na internalizagéo
de IxS. Além disso, estudos ja demonstraram que a expresséo do promotor do inibidor 1
do ativador de plasminogénio (PAI-1) ocorre de modo dose-dependente de IAA

(Motojima et al., 2003); neste estudo, o mesmo comportamento dose-dependente
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ocorreu na ativagao de vias pro-oxidantes (NF-KB), avaliadas através do gene reporter
luciferase. Esse conjunto de dados aponta para a internalizagao do IAA como sendo
dependente de transportadores de membrana; complementarmente, segundo dados da
literatura, o maior candidato para esta internalizagdo é o OAT1; para tal, sugere-se o0 uso

de inibidores, como o probenecid, para a confirmagao desta suspeita.
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3. CAPITULO 2: COMPARAGAO ENTRE HD E HDF NAS CONCENTRAGOES PRE-
DIALISE DE IXS, PCS E IAA

3.1. REVISAO DE LITERATURA

Clinicamente, a DRC é classificada como a perda progressiva e irreversivel da
funcéao renal. O diagnéstico preciso baseia-se na afericdo da taxa de filtragdo glomerular
(TFG), a qual utiliza 6 estagios para classificagcdo do agravamento da doenga, sendo o
ultimo estagio caracterizado pela faléncia renal (Webster et al., 2017). A perda da
filtracdo ocorre devido a injurias sofridas pelo tecido que, devido a urgéncia em manter
o tecido epitelial integro, se recupera rapidamente formando um tecido fibrético (Liu,
2004), portanto com fungao prejudicada. As injurias podem ser de naturezas diversas,
tais como medicamentos toxicos aos rins, contato com substéncias venenosas
produzidas por animais ou insetos, ou até mesmo uma injuria fisica; nestes casos, o
paciente desenvolve a chamada doenca renal aguda (Petejova et al., 2019). No caso da
DRC, as injurias sao lentas e constantes, sendo a hipertensédo e a diabetes as duas

principais causas (Webster et al., 2017).

Ap6s o comprometimento completo da fungéo renal, seja por causa aguda ou
crénica, os pacientes acometidos sdo encaminhados para terapias renais substitutivas,
as quais baseiam-se principalmente na substituicdo da funcdo de filtracdo dos rins,
podendo auxiliar também na correcdo do pH sanguineo e, principalmente, no balango
volémico (Pastan and Bailey, 1998). Essas terapias sdo chamadas dialises e possuem
diversas especificagdes, as mais comuns no Brasil sdo HD e didlise peritoneal (Neves et
al., 2020). Em ambas, os metabdlitos presentes no sangue entram em contato com um
liquido ultrafiltrado através de uma membrana semipermeavel, os quais caminham em
direcbes opostas e; por difusdo, estes metabdlitos passam para este liquido e sao
descartados. Dentre estes tratamentos, a dialise peritoneal pode ser realizada em casa
diariamente, na qual o paciente utiliza a membrana do peritdnio, presente na cavidade
abdominal, como membrana semipermeavel para a limpeza do sangue. No entanto, a

dialise peritoneal exige diversos cuidados no manuseio dos aparatos para que nao haja
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contaminacdo dos fluidos durante o estoque e a administragcdo. Ja a HD, utiliza
equipamentos especiais para filtragem sanguinea e deve ser realizada em clinicas
especializadas, exigindo o deslocamento do paciente pelo menos trés vezes no intervalo
de uma semana, visitas nas quais o paciente permanece durante, pelo menos, 5 horas.
Estes equipamentos promovem uma circulagdo extracorpdrea, ou seja, o sangue do
paciente é retirado através de uma via venosa, limpo e retornado a corrente sanguinea
através de outra via venosa. Neste intervalo, o sangue passa por uma porgao do
equipamento chamada dialisador, o qual abriga a membrana que permitira a filtragdo do

sangue.

Embora a HD seja a terapia de substituicdo renal mais utilizada no Brasil (92,3%)
(Neves et al., 2020), ela ainda ndo € a melhor opgao disponivel no mercado para os
pacientes renais. A emergéncia de uma outra técnica de dialise, chamada
hemodiafiltracdo (HDF), vem sendo classificada como um tratamento mais eficiente em
diversos aspectos (Maduell, 2005). Diferente da HD, a HDF n&o possui somente o fluxo
difuso continuo, responsavel pela remogao dos metabdlitos através da difusdo. A HDF
também possui um fluxo convectivo, pois incide uma pressao negativa dentro do
dialisador, que é responsavel pela ultrafiltracdo do plasma sanguineo. O volume retirado
apos a ultrafiltragao é reposto pela infusdo de um liquido ultrafiltrado. Estas ultimas duas
etapas podem ser invertidas, ou seja, tanto pode ocorrer a ultrafiltragdo seguida da
reposicao de liquido (p6s-diluicao), quanto pode ocorrer a infusdo de liquido seguida pela
ultrafiltracéo (pré-diluicao). Dessa forma, o volume de fluido dialitico € muito maior na HD
— 500 a 800 ml/min (Pastan and Bailey, 1998) se comparado com o volume de fluido
utilizado na HDF — 50 a 200 ml/min (Maduell, 2005). Detalhes sobre as etapas estao

descritas no diagrama a seguir (Fig. 7):

FIGURA 7. ILUSTRACAO REPRESENTATIVA DAS TERAPIAS DE DIALISE HD E HDF. E importante
observar que o dialisador é uma estrutura formada por diversos canaliculos circundados por uma estrutura
maior e unica. Neste caso, o sangue transita por dentro destes pequenos canudos, enquanto que o fluido
dialitico caminha por fora. Portanto, os esquemas dos painéis inferiores representam apenas uma
intersecgdo entre os meios interno e externo destes canaliculos presentes dentro do dialisador. A
esquerda: HD, (1) fluido dialitico (dialisato) & inserido no dialisador por fora dos canaliculos, (2) o sangue
do paciente é inserido também no dialisador por dentro dos canaliculos, (3) sangue filtrado, mas ainda com
alguns metabdlitos remanescentes volta para a corrente sanguinea do paciente e (4) fluido dialitico ainda
contendo alguns metabdlitos é descartado. A direita: HDF, (1) o fluido é inserido no dialisador por
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fora dos canaliculos, (2) o sangue do paciente é inserido também no dialisador por dentro dos canaliculos,
(3) sangue filtrado, mas ainda com alguns metabdlitos remanescentes volta para a corrente sanguinea do
paciente (4) fluido dialitico contendo alguns metabdlitos é descartado (5) nas modalidades pés-diluigao,
fluido dialitico (infusato) € infundido na corrente sanguinea do paciente; nos casos pés-diluigéo essa etapa
€ a anterior a todas as demais. Estas representagdes correspondem a um unico ciclo de didlise de cada
técnica; diversos ciclos sao realizados durante a sessdo no periodo de 4 a 5 horas. Note que na HDF,
moléculas de tamanho maiores s&o retiradas com maior eficiéncia devido a pressao negativa estabelecida
no interior do dialisador. Enquanto que na HD, ndo ha diferenca expressiva nas pressdes dentro e fora dos
canaliculos, e o transito de metabdlitos depende da difusdo somente.
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A eficiéncia de uma terapia renal substitutiva pode ser avaliada de diferentes
pontos de vista, principalmente de natureza clinica e diagnostica. No tocante a natureza
clinica, sado avaliados parametros como taxa de sobrevida apds o diagnéstico, taxa de

mortalidade e disposigéao fisica dos pacientes, por exemplo; enquanto que os parametros
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diagnosticos estao relacionados a eficiéncia de remogao das substancias acumuladas;
é estimada, por exemplo, a eficiéncia de remog¢ao de metabdlitos nitrogenados, como a
creatinina e a ureia. Durante a pratica clinica, a duragéo das sessdes de dialise € ajustada
de acordo com a taxa necessaria de depuragdo da ureia (Kt/V) acompanhada
mensalmente, utilizada como substancia base (Breitsameter, Figueiredo and Kochhann,
2012). Entretanto, estudos defendem que somente a Kt/V ndo é suficiente para uma
avaliacdo rigida da efetividade das técnicas de didlise (Depner, 1996; Jones and
Bargman, 2018).

A acumulacao de metabdlitos, principalmente da ureia, denominou este fenémeno
fisiopatolégico classico da DRC de uremia, ou sindrome urémica (Meyer and Hostetter,
2007). Além da ureia e de outros compostos de tamanho pequeno (<500 Da), a uremia
também é caracterizada pela acumulagdo de compostos de tamanho médio (>500 nm).
Nesse cenario, a HDF se mostrou mais eficiente que a HD na remogao de moléculas de
tamanho médio, tais como beta-2-microglobulina (Lin et al., 2001; Brunati et al., 2019;
Snauwaert, Van Biesen, et al., 2019), mas nao apresentou grandes vantagens quanto a
remocao das moléculas menores, como a creatinina, nesta mesma comparagao . Ha
ainda, um terceiro grupo de substancias acumuladas que atuam no intervalo de tamanho
destes dois grupos citados anteriormente, sdo as chamadas toxinas urémicas ligadas a
proteinas. Estas toxinas sdo advindas do metabolismo de proteinas realizado pela
microbiota intestinal e, apesar de terem tamanho pequeno (<500 Da) elas se associam
facilmente com proteinas plasmaticas, como a albumina, atingindo tamanhos muito
maiores apos esta ligagao, o que justifica o nome comum de toxinas urémicas ligadas a

proteinas (ou PBUT, no termo em inglés).

Esse comportamento dubio, ora de tamanho pequeno quando livres, ora de
tamanho médio devido a associagdo a proteinas, traz duvidas em relacdo a
superioridade da HDF em comparagcdo a HD no tocante a eficiéncia de remog¢ao das
toxinas urémicas. Além disso, diferentes compostos possuem diferentes taxas de
afinidades com a albumina. Enquanto alguns compostos, como IxS e pCS possuem altas
taxas de afinidade a albumina — proximos a 90 % (ltoh et al., 2012), outros, como o I1AA

possuem taxas menores - em torno de 60 % (Meert et al., 2010; Snauwaert, Holvoet, et
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al., 2019). Da mesma forma, estes compostos tem origens variadas. Enquanto que IxS
e IAA sao indois derivados do metabolismo do triptofano, pCS é proveniente do
metabolismo da tirosina. Dessa forma, espera-se que as quantidades de cada um destes
compostos variem grandemente entre os pacientes e que também a eficiéncia de
remogao de cada uma delas seja diferente de acordo com a porcentagem de associagao

a albumina.

Embora as toxinas urémicas circulem parcialmente associadas a albumina, seus
efeitos celulares parecem ser resultantes apenas da fracéo livre. A associagcdo das
toxinas a albumina € dinémica, ou seja, a mesma molécula de toxina pode estar ora
associada, ora livre. Ja foi descrito que IxS, acido fenil acético (Yu et al., 2017), pCS, IAA
e acido hipurico (Deltombe et al., 2017) interagem com albumina em dois sitios de
ligacdo. No entanto, ainda ndo se sabe se a albumina oferece outros sitios de ligacao
para outras toxinas. As toxinas podem exercer efeitos celulares dos mais variados,
muitos dos quais contribuem para o agravamento da doenga, tais como efeitos celulares
macroscopicos como: a fibrose renal (Niwa and Shimizu, 2012), a calcificagdo das células
musculares lisas (Zhang et al., 2018) ou o rompimento das células mesangiais -
mesangiolise (Ichii et al., 2014). Também ja foram descritos efeitos subcelulares, tais
como: producado de espécies reativas de oxigénio (EROS) e aumento no estresse
oxidativo (Sirich et al., 2014; Stockler-Pinto et al., 2018) e menor defesa antioxidante
(Aminzadeh et al., 2013). Neste ultimo caso, acredita-se que parte desses efeitos seja
resultante ou incrementado pela inibigdo de enzimas mitocondriais (Mutsaers et al.,
2013).

Muitos estudos tém se dedicado a pontuar diferencas entre a eficiéncia da HD a
HDF quanto a capacidade de remover as toxinas urémicas, e consequente mitigagcao dos
efeitos das mesmas (Meert et al., 2011; Pedrini et al., 2011; Snauwaert, Van Biesen, et
al., 2019; van Gelder et al., 2020). No entanto, ha uma grande variabilidade dentro de
cada uma dessas terapias e das diversas abordagens dentro de cada estudo, o que
dificulta a comparacéao entre os achados e o estabelecimento de uma resposta final nesta
comparagao. Dentro da HD, ha diferengas na velocidade do fluxo dentro do dialisador;

enquanto algumas técnicas utilizam o fluxo baixo, outras utilizam fluxo alto. Ja na HDF,
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ha variagdes quanto ao volume de fluido infundido (alto ou baixo) e quanto a ordem das
etapas de ultrafiltracdo e reposicao volémica. Dentre elas, estudos indicam que a
modalidade de alto fluxo na HD e a modalidade alto volume com pdés-diluicdo na HDF

sejam as mais eficientes de cada modalidade.

Além da variedade nas especificagbes de cada terapia, os desenhos
experimentais de cada estudo também variam, impedindo uma comparacédo adequada.
Nesse sentido, as condi¢gdes ideais para obtencdo de resultados mais robustos sao:
grande numero amostral, pacientes randomizados, e acompanhamento por um tempo
longo. Quando essas caracteristicas sdo atendidas pelos estudos, os componentes
dosados raramente sao toxinas urémicas. Isso ocorre, pois, a forma ideal de dosagem
das toxinas urémicas é feita através da cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC,
em inglés — Fig. 7), uma técnica relativamente cara na qual cada dosagem ultrapassa R$
100. A técnica também exige recursos humanos treinados. Um esquema representativo

do funcionamento desta técnica pode ser consultado abaixo (Fig. 8):

FIGURA 8. ESQUEMA DE FUNCIONAMENTO DA CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTO
DESEMPENHO. O fluxo é estabelecido da esquerda para a direita, iniciado e mantido através da bomba.
A coluna promove a separagao dos compostos (picos amarelo, vermelho e azul, em Cromatograma) de
forma diferencial, de acordo com a afinidade dos mesmos aos componentes da coluna. Apds a detecgao,
ha a emissao de um sinal (em volts), representado no cromatograma, que relaciona basicamente a
intensidade deste sinal com seu tempo de retengéo. Sucintamente, a identificacdo dos compostos depende
da interagéo diferencial dos compostos com a coluna, dessa forma, enquanto alguns compostos interagem
fortemente, e permanecem associados por mais tempo durante a passagem do fluxo, outros interagem
fracamente e caminham para o detector mais rapidamente. A diferenga do tempo no qual os compostos
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séo retidos na coluna é utilizada para deteccao de diferentes compostos em intervalos de tempos
diferentes.
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As concentragbes encontradas das toxinas irdo depender do tipo de amostra
analisada. Por exemplo, num individuo saudavel é natural que amostras de urina
contenham maiores niveis de creatinina do que amostras de soro ou plasma, ja que a
mesma é preferencialmente excretada. Essa diferenga ocorre com pacientes renais, em
amostras colhidas antes e apos as sessodes de dialise, ou seja, amostras pré-dialise sao
mais concentradas que amostras poés-didlise (ltoh et al., 2012; Brunati et al., 2019).
Portanto, € esperado que amostras pré-didlise sejam mais concentradas que amostras
pos-dialise, ja que a dialise retiraria grande parte destes metabdlitos. Nesse sentido, a
dosagem de amostras pos-dialise refletiria diretamente a eficiéncia do método utilizado
em uma unica sessao. Por outro lado, a dosagem de amostras pré-dialise refletiria as
concentragdes dos niveis de metabdlitos a longo prazo, em outras palavras, dosagens
pré-didlise representam efetivamente os niveis de toxina nos quais os pacientes estao
expostos ao longo dos dias, refletindo efetivamente o impacto do tratamento dialitico na

manifestacao dos efeitos celulares e clinicos citados anteriormente.

De forma ilustrativa, o diagrama a seguir (Fig. 9) resume a dindmica sofrida pelas

toxinas urémicas ao longo do tratamento dialitico. Neste cenario, periodos interdialiticos
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representam os 1 ou 2 dias de intervalo entre as sessdes de dialise. O objetivo dos
tratamentos é manter essa balanca mais tempo tendendo a niveis mais baixos de toxinas

no plasma e, portanto, tendendo a remogao ao longo do tempo.

FIGURA 9. REPRESENTACAO DA DINAMICA NAS CONCENTRACOES DE PBUT DURANTE O
TRATAMENTO DIALITICO EM PACIENTES RENAIS CRONICOS. Enquanto que uma dieta rica em
proteinas e a progressdo natural da doenga contribuem para a acumulagdo destes compostos,
caracteristicas dos métodos de didlise como alto fluxo ou alto volume convectivo (VC) contribuem para
que estes niveis sejam reduzidos e manifestam seus efeitos imediatamente apds as sessdes de didlise.
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FONTE: O autor (2021)

Este trabalho € uma analise post hoc do projeto multicéntrico HDFIT (Pecoits-Filho
et al., 2019). Sucintamente, o projeto buscou comparar a disposigao fisica (medida em
passos em 24 horas) de 195 pacientes renais crénicos randomizados entre os
tratamentos de HD e HDF. Juntamente a este estudo, foram coletadas amostras de
materiais bioldgicos diversos dos pacientes (soro, plasma, etc) que seriam utilizados para
analises posteriores. Analises provenientes do projeto HDFIT ja puderam observar
beneficios superiores aos pacientes alocados no tratamento de HDF, em comparagao
com HD, tais como: aumento na taxa de Kt/V ja a curto prazo (até 3 meses), ou seja,
melhor remogao de ureia, também, reducéo nos niveis de fosfato, (Guedes et al., 2021)
que também s&o marcadores classicos do comprometimento renal. Quanto as PBUT,
diversos estudos apontam para uma superioridade da HDF, quanto a eficiéncia de
remocao (Meert et al., 2011; Panichi et al., 2017; van Gelder et al., 2020). Dessa forma,

pretendemos investigar a eficiéncia da HDF em relagdo a HD nos niveis pré-didlise de
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PBUT entre as técnicas de HD e HDF, nos moldes utilizados previamente no projeto
HDFIT.
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3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1. DESENHO EXPERIMENTAL

Pacientes de 13 clinicas das regides Sul e Sudeste do Brasil foram alocados
aleatoriamente em dois tratamentos dialiticos (Fig. 10): HD de alto fluxo (HD) e HDF em
linha de alto volume e pds-diluigdo (HDF). Os 195 pacientes participantes eram maiores
de 18 anos, sendo a grande maioria adulta (média: 53 +15 anos), além disso, todos ja
estavam alocados ao tratamento de HD por pelo menos 3 meses. Também, como critério
de inclusao, estabeleceu-se o limite maximo em HD por até 24 meses, ja que se estima
que a DRC estaria estabilizada neste periodo (entre 3 e 24 meses). A coleta de amostras
pré-didlise — ao invés de pods-dialise — se baseou na melhor avaliacdo do impacto do
tratamento ao longo do tempo; dessa forma a analise pds-didlise traria resultados mais
precisos em relacdo a eficiéncia do tratamento em uma uUnica sessao, enquanto que,

analises pre-dialise refletiria o impacto da técnica a longo prazo.

Esta etapa do projeto contou com a colaboracéo do Prof. Dr. Roberto Pecoits-
Filho coordenador do projeto HDFIT (ClinicalTrials.gov: NCT02787161), responsavel
pelo desenho experimental inicial, aquisicdo de parcerias com clinicas e treinamento
técnico especializado para a coleta de material bioldgico dos pacientes envolvidos. Para
serem incluidos no estudo, foram selecionados pacientes com diagnéstico de DRC entre
3 e 24 meses, pois neste estagio a doenga é considerada estavel e, portanto, contribuiria

para a diminuicao de fatores de confusao.

FIGURA 10. REPRESENTACAO DO DESENHO EXPERIMENTAL UTILIZADO NO PROJETO HDFIT.
Inicialmente, houve a alocacgéo aleatdria de pacientes doentes renais crénicos ja em tratamento prévio por
HD de alto fluxo, também chamada HD convencional, nos dois tratamentos investigados: HD de alto fluxo
(HD) e HDF em linha de pés-diluicdo (HDF). Os pacientes foram mantidos nos respectivos tratamentos
durante 6 meses, nos quais foram coletadas amostras de plasma em 3 momentos distintos (TO=
baseline/imediatamente apds a alocagao ao tratamento, T3= 3 meses e T6= 6 meses apos a alocagao).
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Todas as amostras foram retiradas imediatamente antes de cada sesséo de didlise correspondente aos
momentos escolhidos para coleta.

PACIENTES HD EM TRATAMENTO PREVIO
A
T e
[ : | [ |

n

PLASMAS PRE-DIALISE HD

FONTE: O autor (2021)

Dentro da modalidade de HDF, os pacientes receberam volumes convectivos
diferentes, de acordo com especificagcbes médicas. Essa variedade possibilitou a
estratificacdo do grupo entre os que receberam baixos volumes convectivos (<27,5 L)
dos que receberam altos volumes convectivos (>27,5 L). Embora houvesse variagao,

todos os pacientes de HDF receberam um volume minimo de 22 L por sesséo.

3.2.2. COLETA DE AMOSTRAS

Apéds serem coletadas nos centros de dialise das regides Sul e Sudeste do Brasil,
os materiais bioldgicos (plasmas, soros, etc) foram encaminhados ao banco de amostras
da Universidade Pontifica Catélica do Parana (PUC-PR). Neste estudo solicitamos as
aliquotas de plasma pré-dialise de todos os pacientes contidos no banco. Esta selecéo
totalizou 494 amostras provenientes de 98 dos pacientes designados a HD e 95 a HDF.
Dos 195 pacientes presentes no estudo, 193 possuiam amostras para serem analisadas;
destes 130 pacientes continham amostras nos trés tempos (0, 3 e 6 meses), 43 em dois
dos trés tempos (0 e 3 meses / 0 e 6 meses / 3 e 6 meses) e 20 pacientes somente em

um dos trés tempos (0, 3 ou 6 meses).
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3.2.3. PREPARO DOS PLASMAS

Primeiramente 100 pl de cada amostra foi diluido em 260 ul de agua MilliQ, estas
foram mantidas em banho seco a 95°C por 30 min, centrifugadas a 13000 rpm por 20
min, do qual o sobrenadante foi transferido para filtros AMICON ULTRA 0,5mL 30kDa e
centrifugados novamente, dessa vez, a 11000rpm por 30 min. O conteudo filtrado foi
armazenado a -80°C até o momento de analise, realizada em até 2 dias apos o

armazenamento.

3.2.4 CURVA DE CALIBRACAO E ANALISE DOS PLASMAS.

Para a mensuracéo de toxinas nos plasmas analisados foi necessario o preparo
de padrdes mistos de concentracdes conhecidas. Primeiramente, as solugdes-estoque
foram preparadas pela dissolugdo de IxS (213,21 g/mol), pCS (188,2 g/mol) e IAA
(175,184 g/mol), comercializados em po, em agua MilliQ, nas concentragdes de 4,0, 7,34
e 2 mM, respectivamente. Os estoques foram quantitativamente aliquotados, liofilizados
e armazenados a -80°C. Posteriormente, os estoques liofilizados foram reconstituidos
nos mesmos volumes das aliquotas e usados para a preparo dos padrdes mistos. Para
o preparo do padrao mais concentrado, foram pipetados 30 ul de uma solugéo estoque
4 mM de IxS e 27 uL de uma solugao estoque 7,34 mM de pCS e 6 ul de IAA 2 mM de
IAA, completando 63 ul de volume final. Esta solugao foi entdo diluida seriadamente (20
ul da solugdo com mais 40 ul de agua MilliQ) para o preparo das solu¢des calibradoras,

formando uma sequéncia de 7 calibradores (Tabela 2 - Fig. 11 A e ANEXO 2).

Para a construgao da curva de calibracdo, um volume de 20 ul de cada um destes
padroes mistos foi diluido em 240 yl de agua MilliQ e 100 pl de plasma saudavel,
chamados agora de calibradores. Dessa forma, cada calibrador continha: padrdes mistos

0 a 6, agua e a matriz da amostra, no caso plasma saudavel.
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TABELA 2. DETALHAMENTO DA CURVA DE CALIBRACAO PARA ANALISE DOS PLASMAS.
Importante diferenciar os “cal mix” dos “calibradores”. Os “cal mix” séo feitos a partir de uma mistura das
toxinas puras em agua, ja os “calibradores” sao advindos da mistura dos cal mix numa matriz de plasma
saudavel diluido. A tabela cita as informacdes somente sobre os cal mix e calibradores de maior
concentragao (os de posi¢ao 6); os demais cal mix foram diluidos seriadamente e adicionados as matrizes
de plasma em quantidades iguais para produgdo dos calibradores. Dessa forma, o calibrador 0 nao
representa auséncia de toxinas adicionadas, e sim, a menor diluicao utilizada aqui.

Cal 6 Cal 5 Cal 4 Cal 3 Cal 2 Cal1 Cal0
IxS (uM) 110.00 36.67 12.22 4.07 1.36 0.45 0.15
pCS (uM) 183.00 61.00 20.33 6.78 2.26 0.75 0.25
IAA (uM) 11.00 3.67 1.22 0.41 0.14 0.05 0.02

FONTE: O autor (2020)

Os plasmas urémicos foram analisados através do Método 24.1 Meert 2011 em
Cromatografia Liquida de Alto Desempenho (HPLC), considerada padrdo ouro para
dosagens dessa natureza. O método utilizado foi o método para soro e plasma descrito
por Dolenga (2016). Brevemente, o método continha especificagdes tais como: 33 min
de corrida, proporg¢ao de fase mével 65% de formiato de aménio 50 mM pH 3,5 e 35%

metanol, sendo as proporgoes alteradas de forma gradiente (ANEXO 1).

O equipamento possui injetor automatico Shimadzu SIL-10AF, mantido a 7°C, o
qual inseria 20 yl das amostras previamente diluidas 1:2 em agua MilliQ. Os compostos
injetados interagem em diferentes intensidades com uma coluna de fase reversa C8; esta
interacao determina o tempo no qual a substancia leva para eluir da coluna, apds a qual
€ mensurada por um fluorimetro. As variaveis: corrente elétrica (mV) e tempo de retengao

(min) sao relacionadas no cromatograma.

As toxinas utilizadas neste trabalho possuem tempos de retencdo em torno de IxS:
4 minutos e 30 segundos, pCS: 7 minutos e 30 segundos e IAA: 12 minutos e 30
segundos para a analise no plasma (Fig. 11 B). Os tempos de retencao sao estimados e
podem variar sensivelmente conforme a temperatura do ambiente ou dos solventes e o
método utilizado, e variam consideravelmente de acordo com o método utilizado (Calaf
et al.,, 2011; de Loor et al., 2016). Para assegurar a identificagdo do composto correto,

eventualmente, solugdes puras de toxinas eram adicionadas as amostras (chamadas de
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spiked), e os picos corretos eram confirmados (Fig. 11 C). A partir da identificagdo dos
picos dos calibradores, os dados expostos no cromatograma das amostras podem ser
convertidos em concentracéo através da integragao das areas dos picos apresentados

nos tempos determinados.
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FIGURA 11. CROMATOGRAMAS REPRESENTATIVOS ANALISE DE PLASMAS UREMICOS. A. Curva
de calibragdo: Todos os calibradores s&o mistos e contém todas as toxinas analisadas: IxS, pCS e IAA,
sendo que o calibrador 6 representa a quantidade injeta de 1100, 1830 e 110 pmol respectivamente. Cada
calibrador subsequente possui um ter¢co da quantidade de toxinas do anterior. B. Exemplo de andlise de
plasma com um paciente da coorte, paciente 100t0. C. Exemplo de analise com spike. O spike é realizado
para confirmagao de picos dubios, neste caso a amostra em rosa representa a mesma amostra em preto,
porém com uma quantidade a mais de toxina adicionada, no caso IxS, a qual buscava-se ilustrar o spike.
As setas representam os picos relativos a IxS, pCS e IAA, em sequéncia da esquerda para a direita.
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3.2.5. ANALISE ESTATISTICA

Primeiramente, os dados foram avaliados quanto a distribuicdo normal, seguidos
pelo calculo das médias e desvios padrdo (DP) ou medianas e intervalos inter-quartis
(IQR). Foram utilizados teste-t ou Mann-Whitney para analise dos dados, sendo teste-t
pareados utilizados para analise ao longo dos periodos. Apés, para avaliar as diferentes
contribuicdes dos tratamentos, os dados foram inseridos no modelo linear de efeito misto,
no qual as taxas e interceptos foram considerados aleatérios, da mesma forma que
dados ausentes também foram considerados aleatérios. De forma complementar, o
grupo HDF foi subdividido de acordo com o volume convectivo (VC) atingido, no qual foi
adotado 27,5L (mediana) por sessao para estratificar o grupo entre baixo e alto VC. Da
mesma forma, taxas e interceptos foram considerados aleatérios. Todas as analises

foram realizadas no software R versdo 3.5.1.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.3.1 DESCRICAO DO GRUPO TESTADO

Nossa analise contou com a participagcéo de 193 pacientes de clinicas da regiao sul
e sudeste do Brasil, alocados de forma randomizada nos dois tratamentos dialiticos
testados HD e HDF. Cada um deles dispunha de 1 a 3 amostras de plasma nos tempos
de coleta determinados (Tabela 3), pois alguns pacientes ndo compareceram as visitas
nos dias determinados e, entdo, ndo puderam ter suas amostras coletadas. Dessa forma,
HD teve 8,54 % de desisténcia em detrimento de 8,65 % em HDF. Nenhum parametro
bioquimico ou clinico apresentou diferenca entre os grupos acompanhados em T=0; no
caso das toxinas, a concentracées médias gerais em T=0 foram: IxS = 98,86 uyM; pCS =

190,83 uM e IAA = 12,58 yM, considerando ambos os grupos.

TABELA 3. DESCRITIVO DE AMOSTRAS ANALISADAS. Contabilizagdo de amostras analisadas nos
diferentes tempos (0, 3 e 6 meses) em ambos os tratamentos dialiticos HD e HDF. A tabela traz também
o numero de pacientes alocados em cada grupo; dos 195 pacientes iniciais, 2 ndo foram analisados devido
a quantidade insuficiente de amostra, totalizando 193. E importante salientar que alguns pacientes ndo
continham os trés tempos de coleta completos. Dessa forma, 130 pacientes continham coletas nos 3
tempos; 43 pacientes continham somente em 2 tempos e 20 pacientes possuiam amostras em somente 1
tempo.

HD (n=96) HDF (n=97) Total (n=193)
T= 0 meses 86 88 174
T= 3 meses 79 83 162
T= 6 meses 81 81 162
Total 246 252 498

FONTE: O autor (2020)

Concentragbes gerais de todas as toxinas analisadas sdo menores em HDF
quando somados todos os tempos de dosagem (Tabela 4). As variagdes ao longo dos
tempos de coleta apontam para uma tendéncia clara de remocao em HDF, enquanto que

em HD as concentrac¢des de toxinas tendem a incrementar ao longo do tempo (Fig. 12).
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Neste ponto € importante citar que a dindmica de acumulacédo de toxinas depende de
dois fatores, o primeiro € o acumulo natural desses metabdlitos resultante da dieta
proteica do individuo, o segundo € a capacidade de remocgao pela técnica de dialise
utilizada. Dessa forma, os resultados apontam para um balango positivo de HDF,
indicando que nesta técnica, a remocdo de toxinas supera a acumulacdo natural

decorrente da doenga.

TABELA 4. CONCENTRACAO MEDIA DE CADA TOXINA EM AMBOS OS GRUPOS EXPERIMENTAIS.
Os valores sao resultantes da média das dosagens de todos os tempos e representam a tendéncia geral
em valores brutos. *Dados convertidos de (Duranton, Cohen, Smet, et al., 2012).

IXS (uM) pCS (M) IAA (M)
HD (média (DP)) 99.75 (56.77) 188.91(122.78)  12.22 (11.74)
HDF (média (DP)) 98.16 (53.58) 176.03 (106.31)  11.41 (8.96)
Populagao saudavel (média (DP)) *  2.48 (1.36) 10.09 (6.9) 0.00285 (0.00171)

FONTE: O autor (2021)

FIGURA 12. CONCENTRACOES DAS TOXINAS AO LONGO DO TEMPO EM AMBOS OS
TRATAMENTOS. Os pontos centrais nas hastes representam a média dos pacientes no tempo e
tratamento representados. T=0, T=3 e T=6 sao relativos aos momentos de coleta das amostras de plasma
analisadas, em meses apos a alocagao ao tratamento. Diferengas entre os tratamentos foram observadas
somente no IxS apds o periodo de 6 meses (p<0,05). Embora pCS também aparente uma diferenga entre
os tratamentos, a grande variacdo nas concentragbes entre os pacientes impossibilitou diferenga
estatistica.
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FONTE: Modificado de Murilo Guedes - colaborador (2021)

3.3.2 HDF PERMITE UMA RETIRADA MAIS EFICIENTE DE IXS
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ApoOs a mensuragao das toxinas em plasma através do método de HPLC, os
grupos foram inicialmente comparados em relagao a eficiéncia de remogao das toxinas
em cada tratamento (Fig. 13). Dessa forma, para cada toxina analisada, foram calculadas
as variagoes a curto prazo (de 0 a 3 meses) e a longo prazo (de 0 a 6 meses). Em todas

as toxinas, HDF apresentou taxas de remocédo maiores em relacdo as taxas obtidas em
HD (Tabela 5).

FIGURA 13. VARIAGAO MEDIA DAS TOXINAS AO LONGO DO TEMPO. As variagbes médias foram
calculadas a curto (A3) e a longo (A6) prazo, sendo A3 de 0 a 3 meses e A6 de 0 a 6 meses. Valores

negativos indicam remogao, enquanto que valores positivos indicam acumulagéo de toxinas no periodo
especificado.
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FONTE: Modificado de Murilo Guedes - colaborador (2021)

Frequentemente na literatura, a comparacdo entre métodos dialiticos varia
enormemente em relagao as especificidades de cada técnica. Previamente, a HD de alto
fluxo ja se mostrou mais eficiente do que a de baixo fluxo quanto a remogéao de IxS e
pCS (Camacho et al., 2016). As mesmas toxinas tiveram melhor desempenho na HDF
HDF, especialmente na modalidade pos-diluigao (Meert et al., 2011), q que ja era
previsto, uma vez que a vantagem da modalidade em pods diluicao foi sustentada,
anteriormente, também pela melhor remocdo de moléculas médias, como a as [p2-
microglobulin (Meert et al., 2009). De forma complementar, analises testando a HDF
contra a HD de baixo fluxo, pontuaram novamente a vantagem da primeira (van Gelder
et al., 2020) (Panichi et al., 2017).
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No acompanhamento de pacientes durante 6 meses também, Meert et.al (2011)
apontou resultado muito semelhantes aos aqui descritos — beneficios para IxS e pCS,
mas nenhuma vantagem da terapia de HDF para os niveis de IAA. Embora a melhor
remogao do IAA tenha sido reportada posteriormente, em comparagao com HD de alto
fluxo (Cornelis et al., 2015).

Embora a vantagem da HDF parega ser bem estabelecida, alguns estudos
discordam. Semelhangas na remogao de IxS e pCS (Krieter et al., 2010) foram
confirmadas em estudos de curto — 6 semanas (Krieter et al., 2019) e de longo prazo —
12 meses (Snauwaert, Van Biesen, et al., 2019). Dessa forma, mesmo que a comparac¢ao
de técnicas seja comparavel ao presente estudo, outras caracteristicas podem contribuir
para a diversidade de resultado; por exemplo, um dos estudos analisava um numero
amostral bastante menor (n=14) que o nosso (Krieter et al., 2019), enquanto que o outro
estudava populagdes pediatricas nao randomizadas (Snauwaert, Van Biesen, et al.,
2019).

3.3.3. EFICIENCIA DE HDF PARECE ESTAR ASSOCIADA AO VOLUME
CONVECTIVO.

Ja que o fluxo convectivo é apontado como uma caracteristica fundamental para
a eficiéncia superior de HDF, subdividimos os dados obtidos para pacientes que
dispuseram de fluxos convectivos mais altos e mais baixos (Fig. 14). O limite
estabelecido para a divisao foi de 27.5L administrados por sesséo. Dessa forma, pode-
se observar que as taxas de remocdo em alto volume convectivo (VC) sao tanto
superiores em comparagao ao subgrupo geral em HDF quanto em comparagao aos

valores obtidos em HD (Tabela 5).

TABELA 5. VARIACAO NAS TAXAS DE REMOCAO DE HDF EM RELACAO A HD ENTRE TOXINAS
ENTRE. Em todos os casos HDF apresentou maiores taxas de remogao, as quais sdo ainda maiores
quando comparamos o HD com a modalidade com maior volume convectivo (VC) do tratamento de HDF.
Dessa forma, todas as taxas, sendo positivas, representam melhor remogéo por HDF. A variagao geral
traz a vantagem da HDF, em todas os volumes convectivos utilizados neste estudo, € maior do que as
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taxas obtidas com HD. A vantagem de HDF é ainda maior quando isolamos somente os pacientes que
obtiveram alto VC (<27.5 L) em comparagéo ao HD.

Variacao geral HDF (uM/més) Variagao alto VC HDF (uM/més)

IxS (Cl 95%) 2,40 (0.30-1.98) 2,86 (0.43 — 5.28)
pCS (Cl 95%) 3,94 (9.41—-1.54) 7,43 (0.7 — 14.16)
IAA (CI 95%) 0,06 (0.5 —-0.6) -0,19 (-0.88 — 0.50)

FONTE: O autor (2021)

FIGURA 14. COMPARACAO DA EFICIENCIA DE REMOGAO DE TOXINAS EM HDF E EM SEUS
SUBGRUPOS (BAIXO E ALTO VOLUME CONVECTIVO — VC). Valores negativos indicam prejuizo em
HDF, portanto, favorecendo HD. O inverso ocorre para valores positivos no eixo X.
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FONTE: Modificado de Murilo Guedes - colaborador (2021)

Em tratamentos de HDF, as taxas de remocdo de IxS e pCS ja foram
correlacionadas com o volume convectivo atingido nas sessdes (Abad et al., 2016), o
mesmo para b2-microglobulina (Brunati et al., 2019). Nesse sentido parece haver um

limite minimo para que as vantagens de um maior volume convectivo sejam percebidos
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na remogao de toxinas urémicas, por exemplo, nenhum correlagado foi observada em
niveis de toxinas pré-dialise e volumes convectivos aplicados (van Gelder et al., 2020),
no entanto, o volume convectivo atingido (17.3 £ 4.3 L) pode ter sido insuficiente para
descrever essa relagao. Vantagens superiores encontradas aqui na modalidade de HDF,
em comparagao com demais estudos (Meert et al., 2010; Panichi et al., 2017; Krieter et
al., 2019; van Gelder et al., 2020), pode ser decorrente do maior volume convectivo

empregado.

Interessantemente, a modalidade de HDF parece oferecer vantagens superiores
a toxinas com maiores niveis de afinidade com proteinas, como o IxS e o pCS em
comparacao com o IAA. Isso pode ser justificado pela menor afinidade do IAA a proteinas
(<70%) em comparagao aos niveis descritos para IxS e pCS (ambos <90%) (Meert et al.,
2010; Deltombe et al., 2015).

De forma geral, a dindmica de remogéao das toxinas urémicas nas modalidades de

dialise testadas pode ser representada pelo esquema a seguir (Fig. 15):

FIGURA 15. RESUMO GRAFICO DA VARIAGCAO TOXINAS UREMICAS DE ACORDO COM A TERAPIA
DIALITICA EMPREGADA. Influéncia da escolha da técnica dialitica no balanco de toxinas urémicas. A
eficiéncia de retirada de toxinas (barra horizontal abaixo) é inversamente proporcional ao risco
cardiovascular do paciente renal (barra horizontal acima). Embora pCS seja melhor removido em
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comparagao com as demais toxinas testadas, a variagdo do mesmo € muito grande, resultando na perda
da significancia estatistica.
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FONTE: O autor (2021)
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4. CONCLUSOES

Este estudo analisou dois contextos distintos dentro da DRC e especialmente
quanto a atuagao das toxinas urémicas no estabelecimento, progressao e tratamento da
doenca. No primeiro capitulo, a incorporacéo do IAA foi avaliada de forma preliminar.
Quanto aos efeitos celulares, pudemos concluir que IAA nao afeta a viabilidade de
células tubulares proximais renais na faixa de concentragédo analisada, mesmo apds 48h.
A exposicdo das células a 4% de BSA e 0,4% BSA provocaram mudangas de
comportamento nas células somente no controle positivo (H202) ndo apresentando
grande variedade nos efeitos frente a exposicao ao IAA. Quanto a incorporagao de |AA,
a captacdo de IAA pelas células se mostrou dependente da concentracdo de IAA
adicionado. Embora nossos experimentos suportem dados da literatura de que o IAA
realmente utiliza-se de receptores para entrada na célula, outros dados de literatura,
como o efeito citotéxico do IAA nédo puderam ser confirmados. A elucidagdo dos
mecanismos de incorporagéo de toxinas urémicas € fundamental para o entendimento
do processo de progressdo da DRC, auxilio a prescrigdo medicamentosa e possivel
utilidade pare recomendacéao nutricional. Além disso, a descri¢gao rigorosa do processo
de incorporacao e secrecao pode oferecer alternativas para a implementacao de futuras
estratégias de didlise em pacientes que carregam esta doenga, como ocorreu com 0

mecanismo de difusédo, por exemplo.

Ja no segundo capitulo, observamos que HDF oferece melhores taxas de
remocao de IxS, especialmente em volumes convectivos maiores que 27,5 L.
Possivelmente essa vantagem possa ser estendida a demais toxinas urémicas com alta
afinidade por proteinas plasmaticas, como o pCS. Dessa forma, a melhor eficiéncia de
remogao destas, e potencialmente outras toxinas urémicas pode contribuir para a
mitigacao dos efeitos celulares exercidos por estes compostos. A implementagao ou
expansado da HDF como tratamento dialitico pode impactar positivamente na qualidade
de vida dos pacientes e na diminuigdo da taxa de mortalidade, principalmente decorrente
da doencga cardiovascular associada a progressao da DRC no Brasil. A elucidagao dos
mecanismos de excre¢ado das PBUT pode contribuir para o entendimento e mitigagao da

progressao da DRC, auxiliar na conduta clinica de tratamento, além de descrever
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mecanismos que podem ser utilizados no melhoramento e desenvolvimento de novos

tratamentos para a doenca.
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ANEXO 1 — DETALHAMENTO DOS METODOS CROMATOGRAFICOS UTILIZADOS

FIGURA 16. DETALHAMENTO DOS METODOS DE HPLC UTILIZADAS NESTE TRABALHO. A linha em
vermelho representa a variagao na porcentagem de injecdo de metanol (eixo Y a direita) no sistema e os
respectivos momentos (em minutos — eixo X) O formiato de aménio era injetado de forma complementar
ao metanol, ou seja, quando metanol representava 35 % da fase moével, por exemplo, o formiato
representava os outros 65 %, e assim por diante ao longo das varia¢des descritas abaixo. A. Método 24.1
meert 2011 IS PCS IAA (10.07.2015). Este método foi utilizado para a analise das amostras de plasma e
da respectiva curva de calibragédo. B. Método Cell v1 (11.12.2018). Este método foi utilizado para a analise
das amostras de extratos celulares.

FONTE: O autor (2021)
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TABELA 6. DESCRITIVO DETALHADO DOS METODOS DE ANALISE UTILIZADOS. Ambos os métodos
utilizados eram realizados em fluxo 0,7 ml/min em variagao do tipo gradiente. Também, ambos os métodos
utilizavam os mesmos tipos de fase mével e fase estacionaria, sendo formiato de aménio 50 mM pH 3,5
associado a metanol 100 % e coluna de carbono C8. A fase moével era constituida da combinacédo de
formiato de amonio e metanol, dessa forma, quando metanol representava 35 % da fase movel, o formiato
representava os outros 65 %, e assim por diante ao longo das variagbes descritas abaixo.

Método utilizado 24.1 Meert 2011 IS, PCS, IAA | Cell V1 11.12.2018
10.07.2015

Tempo de duragao (min) 33 27

Variagdo Metanol (%) 35-70 25-70

Ciclos emissao-excitagdao (nm) | 380-283 / 290-265 / 380-283 380-283 / 290-265 / 380-283

Tempos dos ciclos de | 0:01/6:50/10:00 0:01/9:30/13:00

emissao-excitagao (min)

Rampa ascendente (min) 0:01 - 18:00 0:01 - 9:00

Plat6 intermediario (min) X 09:00 - 13:00

Rampa descendente (min) 18:01 — 28:00 13:01 - 14:00

Plato final (min) 28:01 —33:00 14:01 — 27:00

FONTE: O autor (2021)
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ANEXO 2 - DETALHAMENTO DAS CURVAS DE CALIBRAGAO OBTIDAS

FIGURA 17. DETALHAMENTO DA CURVA DE CALIBRACAO UTILIZADA PARA ANALISES EM
PLASMA. Os graficos individualizados representam os calibradores de cada nivel, sendo o calibrador 6 o
mais alto e representando a injegao de 1100, 1830 e 110 pmol de cada uma das toxinas analisadas, Ixs,
pCS e IAA, representados pelas setas da esquerda para a direita, respectivamente. Todos os calibradores
foram analisados pelo método Cell V1, descrito anteriormente. Analises realizadas em 07/05/2019.
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FIGURA 18. DETALHAMENTO DA CURVA DE CALIBRACAO UTILIZADA PARA ANALISES EM
EXTRATOS CELULARES. Os graficos individualizados representam os calibradores de cada nivel, sendo
o calibrador 6 0 mais alto e representando a injegdo de 100 pmol de cada uma das toxinas analisadas, Ixs
e IAA, representados pelas setas da esquerda para a direita, respectivamente. Todos os calibradores
foram analisados pelo método Cell V1, descrito anteriormente. Analises realizadas em 29/01/2021.
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