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RESUMO 
 

 
 
A doença renal crônica (DRC) possui como uma de suas principais manifestações 
fisiopatológicas a uremia, caracterizada pelo acúmulo de metabólitos, como as toxinas 
urêmicas ligadas à proteínas (PBUT). Algumas PBUT, como indoxil sulfato (IxS), p-Cresil 
sulfato (pCS) e o ácido indol acético (IAA) já foram associadas com maior taxa de 
mortalidade na DRC, além de efeitos celulares: pró-fibróticos, pró-oxidantes e pró- 
senescentes. Dessa forma, há a necessidade de elucidar os mecanismos de excreção 
destes compostos tanto de forma fisiológica, quanto de forma artificial. Quanto à 
excreção fisiológica, sabe-se que os transportadores de ânions orgânicos (OAT) têm 
papel essencial, embora os fatores bioquímicos que alteram a cinética da captação e 
eliminação não estejam completamente esclarecidos. Quanto à excreção artificial, a 
hemodiálise (HD) é pouco eficiente na remoção das PBUT, pois estas encontram-se 
majoritariamente associadas à albumina. A hemodiafiltração (HDF), por adicionar o 
processo de convecção durante a filtração das toxinas, parece ser mais eficiente em 
eliminar PBUT. Para investigar estes problemas, neste trabalho (i) caracterizamos a 
incorporação 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 à eficiência 
na taxa de remoção de IxS, pCS e IAA. Os resultados mostraram que a incorporação do 
IAA pelas células tubulares ocorre de forma dose-dependente, e que a presença de 4% 
albumina garante uma maior viabilidade celular, quando comparado com 0,4% albumina. 
Este dado corrobora a ideia de que apenas a fração de IAA não associada à albumina é 
incorporada através de transportadores celulares, exercendo efeitos citotóxicos no meio 
intracelular. Os dados também mostraram que a terapia HDF é superior na remoção de 
IxS e pCS em comparação à HD, tanto após 3 quanto após 6 meses. Acredita-se que a 
grande associação das mesmas à albumina facilite a remoção; além disso, dentro da 
HDF, a remoção é ainda melhor com volumes convectivos (VC) superiores a 27.5 L por 
sessão. Portanto, a excreção fisiológica de IAA está associada a atividade de 
transportadores, provavelmente os OAT, sendo seus efeitos citotóxicos dependentes 
dessa incorporação. Já a excreção artificial de IxS e pCS é melhor alcançada através da 
técnica de HDF, sendo as toxinas mais fortemente associadas as mais eliminadas por 
esta técnica. A elucidação dos mecanismos de excreção das toxinas pode contribuir para 
um melhor entendimento da DRC, auxiliar na escolha de tratamentos dialíticos e, 
potencialmente, colaborar para uma maior sobrevida de pacientes acometidos pela 
doença. 

 
 
Palavras-chave: Hemodiálise, Hemodiafiltração, Uremia, Toxinas urêmicas ligadas à 
proteína, Incorporação 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 PBUTs, 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 IxS 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. INTRODUÇÃO 

 

A doença renal crônica (DRC) tem como um de seus fenômenos fisiopatológicos 

o acúmulo de metabólitos, também chamada de uremia ou síndrome urêmica (Meyer and 

Hostetter, 2007), caracterizada pelo acúmulo de substâncias tóxicas que não são 

eficientemente removidas pelos rins, as quais podem atingir mais de 20 vezes as 

concentrações de um indivíduo saudável (Duranton, Cohen, De Smet, et al., 2012). 

Essas substâncias são chamadas de toxinas urêmicas. Entre elas as toxinas urêmicas 

ligadas à proteínas (PBUT) tais como indoxil sulfato (IxS), p-Cresil sulfato (pCS) e o ácido 

indol acético (IAA) são de maior interesse de estudo. Estas substâncias possuem 

tamanhos pequenos (<500 Da - Vanholder et al., 2004) e grande afinidade por proteínas 

plasmáticas (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 disfunção vascular (Brunet et al., 2011) 

aumento do estresse oxidativo (Dou et al., 2007), e prejuízos ao funcionamento 

mitocondrial (Mutsaers et al., 2013) . Finalmente, o próprio acúmulo de toxinas promove 

o incremento da fibrose renal, contribuindo para a progressão da doença renal (Niwa and 

Shimizu, 2012). 

. As PBUT vêm sendo associadas ao desenvolvimento da doença cardiovascular 
(Lekawanvijit et al., 2012; Tonelli, Karumanchi and Thadhani, 2016), desde a 

aterosclerose até eventos trombóticos (Da Cunha et al., 2020). Essa associação é 

importante já que a taxa de acometimento cardiovascular é 3 vezes maior em pessoas 

com DRC em comparação a pessoas que não possuem a doença (Provenzano et al., 

2019), sendo a principal causa de morte nestes pacientes. Portanto, é de interesse clínico 

a elucidação dos mecanismos de remoção das PBUT, tanto de maneira natural ou 

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

A excreção fisiológica é comprometida na DRC, pois há a formação de um tecido 

fibrótico em resposta à injúria – tanto crônica, quanto aguda - ao tecido renal (Liu, 2004), 
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que se torna, consequentemente, afuncional. Essa fibrose compromete, entre outros, o 

funcionamento dos transportadores responsáveis pela excreção das PBUT, os 

transportadores de ânions orgânicos (OAT), já apontados como fundamentais para a 

excreção de IxS (Favretto et al., 2017), pCS (Miyamoto et al., 2011; Watanabe et al., 

2014; Favretto et al., 2017), o ácido hipúrico (Deguchi et al., 2004, 2005) e até mesmo 

do IAA em experimentos com hemácias (Deltombe et al., 2019). O IAA, em especial, é 

responsável por efeitos adversos relacionados ao comprometimento cardiovascular, já 

descrito para células endoteliais (Dou et al., 2015), ativação de vias pró-inflamatórias 

(Brito et al., 2019), comprometendo significativamente a produção energética celular 

(Mutsaers et al., 2013). Embora estes estudos sugerem uma participação ativa dos OAT 

na excreção do IAA, a captação do IAA por células tubulares proximais renais, onde 

efetivamente é excretado, ainda não está elucidada. 

Após o comprometimento da função renal, as TRS são prescritas para mimetizar 

a função filtradora dos rins. Nesse sentido, a hemodiálise (HD) é a mais conhecida e 

utilizada em larga escala no Brasil, sendo responsável pelo tratamento de 92,3% dos 

pacientes renais no país e financiada majoritariamente (80 %) pelo Sistema Único de 

Saúde (SUS) (Neves et al., 2020). Apesar da popularidade da HD, uma técnica mais 

recente, a hemodiafiltração (HDF) tem se mostrado mais eficiente em filtrar moléculas 

maiores, como a 2-microglobulina. Também, HDF já 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 disposição física de pacientes (Pecoits-Filho et al., 2019) em comparação com a 

HD. Há a especulação de que os efeitos clínicos observados são resultantes de uma 

melhor remoção das PBUT pela HDF. 

HD e HDF são técnicas ligeiramente diferentes. Brevemente, enquanto que HD 

utiliza da difusão para retirada dos metabólitos do sangue, a HDF utiliza além dessa 

última, a ultrafiltração, proporcionando um fluxo convectivo, que promete ser mais 

eficiente para retirada de moléculas maiores. Realmente, a HDF já se mostrou eficiente 

quanto à remoção de moléculas de tamanho médio (>500 Da) em comparação à HD 

(Lornoy et al., 2000; Patrier et al., 2013), no entanto, não ofereceu grandes vantagens 

na remoção de moléculas pequenas (Gonzalez-Parra et al., 2014). Nesse âmbito, há 
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dúvidas sobre a eficiência da HDF na remoção de moléculas de comportamento variável 

(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 proteínas, em comparação à 

HD. Além disso, estudos que buscam descrever este fenômeno são frequentemente 

pequenos em número de pacientes ou curtos em seguimento (sessões ou semanas) 

(Krieter et al., 2010, 2019; Meert et al., 2010). Também, as populações acompanhadas 

são de idades diferentes dos geralmente afetados – população idosa (Snauwaert, Van 

Biesen, et al., 2019) e/ou os desenhos experimentais não incluem a alocação aleatória 

dos pacientes nos respectivos tratamentos (Shroff et al., 2019; Snauwaert, Van Biesen, 

et al., 2019). 

 
 

1.1. OBJETIVO GERAL 
 

Este trabalho se propôs a investigar as PBUT no contexto da DRC a partir de duas 
frentes principais: 

(i) investigar os mecanismos de excreção de forma fisiológica de IAA em 
células tubulares renais proximais e; 

(ii) comparar as estratégias para a remoção artificial HD e HDF para a 

remoção de IxS, pCS e IAA. 

1.1.1. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Para tanto, pretendemos: 
 

(i) A. investigar a incorporação de IAA em células tubulares proximais renais; 

B. avaliar o efeito da albumina durante a exposição a IAA sobre a viabilidade 
celular 

(ii) A. comparar os métodos dialíticos HD e HDF quanto à eficiência de remoção 

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 eficiência de remoção. 
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2. CAPÍTULO 1: INCORPORAÇÃO DE ÁCIDO INDOL ACÉTICO POR CÉLULAS 
TUBULARES PROXIMAIS 

 
 

2.1. REVISÃO DE LITERATURA 
 

Os rins fazem parte do sistema excretor, responsável majoritariamente pela retirada 

dos metabólitos presentes no sangue através da produção da urina. Pacientes 

portadores da DRC possuem os tecidos renais afuncionais, porém parte dos pacientes 

possuem função renal residual, ou seja, ainda produzem urina (Lowenstein and 

Grantham, 2017). Mesmo com a filtração de alguns metabólitos de forma desorganizada 

após o diagnóstico da DRC, ainda há a acumulação de diversos metabólitos, incluindo 

as toxinas urêmicas (Vanholder et al., 2003b). Estas compõem o grupo de substâncias 

advindas do metabolismo de aminoácidos pela microbiota intestinal. Dessa forma, a 

concentração e diversidade de toxinas urêmicas num dado indivíduo depende tanto da 

riqueza de proteínas 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 análises 

clínicas. Reciprocamente, a uremia é apontada como grande alteradora da diversidade 

da microbiota, principalmente diminuindo a abundância de famílias bacterianas (Vaziri et 

al., 2013). 

A excreção dos metabólitos conta com a participação importante de 

transportadores de membrana presentes na membrana das células tubulares proximais 

renais (Nawata and Pannabecker, 2018). O transporte de cátions e ânions orgânicos, 

sejam eles endo ou exógenos, é realizado por transportadores de duas grandes famílias: 

os carregadores de soluto (SLC) e os cassetes ligadores de ATP (ABC) (Roth, Obaidat 

and Hagenbuch, 2012). Para o transporte das toxinas urêmicas, a família gênica SLC é 

de extrema importância, principalmente no que se refere aos transportadores de ânions 

orgânicos (OAT) (Sekine, Miyazaki and Endou, 2006). 

A partir de análises metabolômicas, os transportadores OAT1 (codificado pelo 

gene SLC22A6) (Wikoff et al., 2012) e OAT3 (codificado pelo gene SLC22A8) (Bush et 

al., 2017) foram apontados como responsáveis pela internalização de metabólitos da 
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microbiota intestinal, tais como as toxinas urêmicas. Os transportadores OAT1 e OAT3 

estão localizados na membrana basolateral das células nos túbulos proximais renais 

(Cha et al. (2001) e Kojima et al. (2002). No entanto, a entrada de toxinas nas células 

tubulares proximais não depende exclusivamente da atividade dos OATs. É sugerido que 

a entrada das TU ocorra através da ativação de um sistema em tríade (Fig. 1). 

Primeiramente, a Na+K+ATPase forma um gradiente de sódio que é utilizado para a 

internalização do α-cetoglutarado (α-KG) pelos transportadores simporte 

Na/dicarboxilatos (Steffgen et al., 1999); a formação do gradiente de α-KG permite a 

entrada dos ânions orgânicos por transporte antiporte nos OAT (Race et al., 1999). 

 
 

FIGURA 1. MECANISMO DE INTERNALIZAÇÃO DE ÂNIONS ORGÂNICOS. Os OAT são chamados de 
“tertiary active” já que necessitam da atividade de outros dois transportadores para serem ativados 

 

 
FONTE: Modificada de Roth et. al, 2012. 

 
 
 

A expressão gênica de OAT1 e OAT3 é diminuída em estado diabético; 

consequentemente, uma menor quantidade de metabólitos foi encontrada na urina de 

doentes renais que apresentavam diagnóstico prévio de diabetes mellitus (Sharma et al., 

2013), o que corrobora o desenvolvimento da síndrome urêmica. Também, a 

administração de p-aminohipurato (PAH) causa deterioração, observada por 

imunohistoquímica, dos transportadores OAT1, OAT3 e NA/K/ATPase nas células dos 

túbulos proximais renais (Crljen et al., 2005). 
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Já foi demonstrado que o IxS é internalizado através dos transportadores OAT 

(Favretto et al., 2017). Outros parceiros moleculares já foram descritos como ligantes dos 

transportadores OAT, em especial OAT1, principalmente substâncias ligados ao 

metabolismo de fase II (realizado primeiramente no intestino e após no fígado) 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 possíveis 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 internalização da IAA em eritrócitos, 

até o momento, nenhum estudo demonstrou a participação dos transportadores OAT na 

internalização do IAA em células tubulares renais. 

Após a incorporação, as toxinas urêmicas são capazes de se ligarem a outros 

compostos intracelulares para exercerem seus efeitos intracelulares (Addi et al., 2019). 

A exposição in vitro de toxinas urêmicas já foi associada a efeitos pro-inflamatório e pro- 

apoptótico intracelularmente (Poveda et al., 2014). Muitos efeitos relacionados ao 

estresse oxidativo já foram associados com a presença de toxinas urêmicas. Desde 

ativação de vias oxidativas, como a NF-KB, como a inibição de vias antioxidantes, como 

a Nrf2 (Stockler-Pinto et al., 2018). Nesse sentido, já foi descrito que a exposição prévia 

a toxinas urêmicas aumenta a sensibilidade celular a estímulos oxidantes (Rodrigues et 

al., 2020). Dessa forma, a participação do estresse oxidativo na DRC (Ling and Kuo, 

2018) aponta para a necessidade de avaliação, especialmente, da função mitocondrial 

(Ratliff et al., 2016). Além disso, as mitocôndrias já foram associadas tanto à produção 

de toxinas urêmicas quanto a alvos dos efeitos destas toxinas (Popkov et al., 2019). 
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2.2. . MATERIAL E MÉTODOS 
 

2.2.1. CULTURA CELULAR 
 

Células MM55.K, gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Tárcio Teodoro Braga (Fig. 2), 

foram mantidas a 37ºC em atmosfera de 5 % de CO2. 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 manutenção da cultura foram 

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

 
 

FIGURA 2. MICROGRAFIA DE CÉLULAS MM55.K EM CULTURA. Densidade celular próxima 1,5 x 106 
células/mL e confluência próxima de 80% (esquerda). Em destaque em vermelho, canalículos formados. 
Estas estruturas lembram túbulos e são características da memória celular em cultura da estrutura prévia 
tridimensional nos túbulos 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, são relativamente 

pequenas, de formato estrelado e apresentam memória celular, dessa forma a estrutura 
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organizacional das células apresenta pequenos canalículos lembrando túbulos. A 

confluência celular em 80% em p100, por exemplo, apresentava cerca de 1,5 x 106 

células/mL. Assim, nos ensaios que se seguiram, a confluência de 80% foi escolhida 

como padrão, sendo a mesma adaptada para placas de áreas menores. 

 
 
2.2.2. MTT 

 
 

O ensaio de 3-(4,5 difenil) tetrazólio de brometo (MTT) foi realizado para a análise da 

viabilidade celular frente a exposição a toxinas urêmicas. Para tal, células MM55K foram 

cultivadas em placas de 96 poços em densidade próxima a 8x103 células/poço. No dia 

seguinte, as células foram tratadas, em sextuplicata, com duas concentrações de IAA (5 

e 50 μM) em meio DMEM completo e incubadas por 24 ou 48 h. Após o período 

determinado, as culturas tiveram seus meios substituídos por uma solução contendo 90 

μl de meio DMEM completo e 10 μl de solução de MTT 5mg/mL em cada poço, na qual 

foram mantidas por 2h. Ao final, cada poço teve o meio substituído por 100 μl de solvente 

DMSO, o qual foi homogeneizado por pipetagem de 2 a 3x por poço para a completa 

dissolução dos cristais. Os resultados de absorbância foram obtidos em leitor de 

microplaca à 570 nm (BioTek© synergy 2). O mesmo ensaio foi realizado na presença 

de BSA adicionado para comparação dos efeitos entre diferentes níveis de 

disponibilidade de albumina, sendo DMEM completo, já 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 proteína. 

Para a melhor homogeneidade entre as replicadas, foram necessários ajustes finos 

neste protocolo. O protocolo utilizado normalmente para o ensaio de MTT incluía a 

incubação da solução de MTT em PBS e a revelação através do uso de 100 μL uma 

solução mista de HCl/isopropanol (1:1000), este protocolo foi testado e substituído pela 

incubação em DMEM – realizado através da produção de uma solução mãe e 

administração por pipetagem reversa - e a dissolução 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 
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diagnosticado posteriormente que as células só perdiam viabilidade com H2O2, testado 

inicialmente a 100 μM administrado em meio DMEM completo (10 % SFB e 1 % pen- 

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

 
 
2.2.3. INCORPORAÇÃO CELULAR das PBUT 

 

Células MM55.k foram plaqueadas em placas p60 na densidade 5x105 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 após plaqueamento, assegurando 

completa adesão celular. 

 
 
2.2.4. VARIAÇÃO NAS CONCENTRAÇÕES DE IAA 

 
 

Para avaliar a dinâmica de incorporação do IAA, primeiramente foi realizada a 

exposição a diferentes concentrações de IAA durante 1 hora. Dessa forma, no dia 

seguinte ao plaqueamento, o meio de cultivo foi substituído por meio completo contendo 

IAA em diferentes concentrações (0 μM, 5 μM, 50 μM, 500 μM e 1mM) ou uma única 

concentração de IxS (400 μM), nos quais foram mantidas por 1h. 

 
 
2.2.5. COLETA E PREPARO DOS EXTRATOS CELULARES 

 

Após o período de incubação das células com as toxinas, as placas foram lavadas 2x 

com PBS, e coletadas em 300 μl de PBS com o auxílio de scraper. Foi adicionado 

novamente mais 300 μl de PBS para coleta completa das células restantes. Após, o 

volume resultante de 600 μl foi centrifugado a 2000 rpm por 5 minutos (min) para a 

separação do pellet celular. O sobrenadante foi aspirado e o pellet ressuspendido em 

150 μl de PBS. Essa suspensão sofreu 2 ciclos de congelamento de 30 min: -80°C por 

15 min e em gelo (4°C) por 15 min. Após, 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 proteínas. 

 
 
2.2.6. CURVA DE CALIBRAÇÃO E ANÁLISE DE EXTRATOS CELULARES 

 

Para a dosagem de toxinas nas células, foram produzidos calibradores contendo 
toxinas puras em água (Fig. 3 A). Algumas características desta curva incluem: a 

presença de duas toxinas padrão – IxS e IAA, as concentrações de IxS usadas na curva 

de células eram cerca de 10x mais diluída que as da curva de plasma, e similares às 

concentrações de IAA, para abranger melhor o intervalo nos quais as concentrações 

intracelulares seriam dosadas. Também, a matriz utilizada para diluição das toxinas foi 

água MilliQ. O padrão misto foi preparado com 6 ul de uma solução estoque 5 mM de 

IxS e 15 uL de uma solução estoque 200 uM de IAA, e 39 ul de água MilliQ, completando 

60 ul (volume final da solução). Esta solução foi então diluída seriadamente (30 ul da 

solução com mais 40 ul de água) para o preparo das soluções calibradoras. As 

concentrações finais de IxS e IAA nas soluções calibradoras estão mostradas na tabela 

1. 

 
 

TABELA 1. DETALHAMENTO DA CURVA DE CALIBRAÇÃO PARA ANÁLISE DE INCORPORAÇÃO. Os 
estoques, aqui citados, foram posteriormente diluídos 10x para produção dos “cal mix”. A produção dos 
“calibradores” foi realizada a partir da diluição dos cal mix em matriz de água, ou seja, os cal mix foram 
diluídos duas vezes em água, primeiramente em diluição seriada, e novamente em frações 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 

líquida de alto desempenho (HPLC – Fig. 3 B). Neste caso, foi utilizado o método 

chamado Cell V1, previamente descrito (Dolenga, 2016). Sucintamente, a corrida leva 
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em torno de 27 minutos, no qual se estabelece uma rampa de concentração da fase 

móvel, sendo a porcentagem de metanol sendo gradativamente substituída por formiato 

de amônio de forma ascendente, estacionária e descendente, em sequência (ANEXO 1). 

Neste método, proporção inicial de fase móvel mais concentrada corresponde a formiato 

de amônio (75%), a qual é complementada com e metanol (25%). 
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FIGURA 3. CROMATOGRAMA REPRESENTATIVO Dos padrões autênticos e dos EXTRATOS 
CELULARES. A. Curva de calibração: Todos os calibradores são mistos e contém IxS e IAA, sendo que o 
calibrador 6 representa a quantidade injetada de 100 pmol cada. Cada calibrador subsequente possui um 
terço da quantidade de toxinas do anterior. A corrida completa tem duração de 27 minutos, o trecho 
representado é referente ao intervalo de 6 a 16 minutos B. Exemplo de análise de extrato celular após a 
exposição em cultura à 5, 50 e 500 μM de IAA. As setas representam os picos relativos a IxS e IAA, da 
esquerda para a direita, sendo em B representado apenas o IAA. 

 

 

FONTE: O autor (2021) 
 
 
 
2.2.7. NORMALIZAÇÃO 
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Após o processamento de todos os tratamentos citados anteriormente, as amostras 

(soluções analisadas pelo HPLC) tiveram as proteínas quantificadas pelo método 

adaptado de Bradford (1976). Especificamente, foram adicionados 100 μl de solução 

reagente de Bradford diluída (volume final de 1:5) em triplicada em placa de 96 poços, 

nas dosagens foram adicionadas 10 μl de amostra. Posteriormente a placa foi lida 

através de leitor de placas em 595nm. As quantidades de proteínas das amostras foram 

calculadas com base numa curva de calibração de quantidade de proteína conhecida 

(0,23; 0,46; 0,93; 1,86; 2,79 ug de BSA). 

 
 
2.2.8. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 
Foram empregados os testes ANOVA de uma e duas vias, juntamente com teste 

Tukey (também chamado de comparações múltiplas) para avaliar diferenças entre os 

grupos experimentais. Todas as análises foram realizadas através do software GraphPad 

Prism versão 6.01. 
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2.3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
2.3.1. IAA NÃO AFETA VIABILIDADE DE CÉLULAS TUBULARES PROXIMAIS 

RENAIS 
 

Embora espere-se que as células proximais tubulares renais sejam resistentes a 

toxinas, como o IAA, já que estas células desempenham um papel fundamental na 

eliminação destes metabólitos, foi necessário assegurar isso para as células em cultura. 

Dessa forma, foi realizado o ensaio de viabilidade celular pelo ensaio de MTT mediante 

exposição por 24 e 48 horas e, como esperado, nenhuma das concentrações testadas 

(de 0 a 50 μM de IAA) foram prejudiciais para a viabilidade das células (Fig. 4). Este 

resultado concorda com resultados anteriores mensurados na mesma faixa de 

concentração, porém com células HUVEC (Dou et al., 2015). 

 
 

FIGURA 4. VIABILIDADE CELULAR. Exposição a diferentes concentrações de IAA no intervalo de 5 a 50 
μM, 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 reúne 3 ensaios independentes (n=3). 

 

 
FONTE: O autor (2021) 

 
 

Nos gráficos é possível notar uma sutil diferença (7,12 % em média) entre os 

tratamentos expostos ao IAA em 24 horas e em 48 horas. Enquanto que em 24 horas, a 

exposição 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 (os mesmos 

tratamentos correspondem a 97,57 % relativo ao controle), esse efeito parece ser 

convertido num padrão citotóxico. Esse padrão se apresenta de forma mais expressiva, 

embora ainda não estatisticamente significativa, na figura 5. Claro que, ensaios 

complementares devem ser realizados para confirmação dessas suposições. Contudo, 

ensaios em células HeLa apontam que a combinação 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 inibição da proliferação celular (Motojima et al., 2002). 

Mas deve-se notar que em ambos os trabalhos, a concentração de IAA foi superior a 1 

mM. Portanto, espera-se que, dentro da faixa de concentração testada, a exposição ao 

IAA não prejudique significativamente a viabilidade das células testadas. Como controle 

do ensaio, observa-se que a exposição das células a 100 uM H2O2 tanto por 24 e 48 

horas induziu uma perda significativa da viabilidade celular. 

 
 
2.3.2. EFEITOS DO IAA NA VIABILIDADE SÃO INFLUENCIADOS PELA 

CONCENTRAÇÃO DA ALBUMINA 
 

Devido a tendência das toxinas em associarem-se à albumina, o efeito do IAA na 

viabilidade celular foi analisado em duas concentrações de BSA: condições de cultura 

(0,4%) e condições fisiológicas (4%). Neste ensaio espera-se que a maior quantidade de 

albumina limite ou impeça a entrada de IAA na célula e, portanto, diminua efeitos que o 

IAA intracelular poderia causar. Analisando a viabilidade celular, observa-se que esta 

não foi significativamente alterada em 24h pela presença de mais BSA. Mas após 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 exposição ao IAA, sendo proliferativos em 

24 horas e citotóxicos em 48 horas, os quais não são observados em 5 C, ou seja, a 
presença de maior quantidade de albumina parece inibir esses efeitos. De forma bastante 

incipiente, os mesmos efeitos podem ser observados nos painéis A e B (Figura 4), ou seja, 

levemente proliferativos em 24 horas e levemente citotóxicos em 48 horas. Essa 

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

estatístico das análises. 

 
 

FIGURA 5. VIABILIDADE CELULAR NA PRESENÇA DE ALBUMINA (0,4 e 4%). Exposição a diferentes 
concentrações de IAA a 5 ou 50 uM em concomitância com 0,4% (B) ou 4% (C) de albumina. Também, 
uma versão resumida da figura 4 foi inserida em A, para facilitar comparações. Os tempos de exposição 
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 biológicas não são as mesmas em B e C. A 
ausência de diferença estatística entre os tratamentos 0,4% BSA em 24 e 48 horas se mantém, exceto 
para o controle de H2O2 100 uM. A figura reúne 3 ensaios independentes (n=3). A. Repetição da fig. 4. B. 
0,4% BSA C. 4% BSA. 
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FONTE: O autor (2021) 
 
 

É possível observar uma mudança no comportamento do controle positivo (H2O2) 

na presença de maior quantidade de albumina (Fig. 5 C), acreditamos que a albumina 

disponível diminua os efeitos oxidativos de H2O2. Nesse sentido, a carbonilação é uma 

modificação estrutural conhecida como uma consequência da exposição ao meio 

oxidativo (Fedorova, Bollineni and Hoffmann, 2013; Rodrigues et al., 2020). No contexto 

da DRC, as PBUT já foram associadas a ativação de vias pró-oxidantes (Motojima et al., 

2003), sendo que o ambiente urêmico contribui para que a albumina de pacientes renais 

seja diferente da albumina em indivíduos saudáveis (Pieniazek et al., 2018) e que este 

estado redox alterado e aumento da carbonilação se incremente ao longo da progressão 

da DRC (Aveles et al., 2010). Neste experimento não foi possível observar um efeito 

oxidativo das PBUT, e, portanto, nenhuma alteração deste efeito após a exposição à 

maior concentração de albumina. 
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Molecularmente, os efeitos do IAA já foram associados ao prejuízo das atividades 

mitocondriais, no que diz respeito à atividade diminuída da succinato desidrogenase 

(complexo mitocondrial II) (Mutsaers et al., 2013), o que certamente prejudica a 

viabilidade celular. De forma complementar, o acúmulo de proteínas carboniladas 

decorrentes do prejuízo aos mecanismos de autofagia, também refletem os efeitos 

danosos da exposição de toxinas urêmicas in vitro (Rodrigues et al., 2020). Segundo 

Rodrigues e colaboradores (2020), a exposição do IAA em combinação com outras duas 

toxinas urêmicas (IxS e pCS) durante 4 horas, já é suficiente para a percepção de danos 

à viabilidade celular em células endoteliais humanas. Em células tubulares renais, 

estudadas aqui, é esperado que a fisiologia celular justifique uma resistência maior 

destas células em comparação com células endoteliais. 

Curiosamente, a exposição ao IAA a curto prazo (24 horas) resulta em um 

aumento expressivo, embora não significativo, na viabilidade. Análises em células 

tubulares renais em linhagens primárias de origem suína descreveram que o IAA 

contribui para a proliferação celular (Cernaro et al., 2015). Neste sentido, análises in silico 

apontam que o essa contribuição do IAA nas vias de proliferação celular (Wu et al., 2020) 

estaria associada positivamente com a produção de fatores de células tronco. Embora 

não se pudesse notar uma diferença significativa da incubação 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 atuação 

do IAA possivelmente depende da internalização, impedida pela concentração maior de 

albumina. Neste cenário, a necessidade de interação com parceiros intracelulares, 

hipotetizado por Wu e colaboradores (2020) como o fator de transdução de sinal Janus 

kinase, reforça a necessidade de internalização do IAA para a efetiva atividade do 

mesmo. 

 
 
2.3.3. IAA PARECE SER INCORPORADO DE FORMA DOSE DEPENDENTE 

 
Após, testamos quanto ao mecanismo de incorporação do IAA. Dessa forma, 

hipotetizamos a entrada por receptores de membrana que promoveriam o influxo, o que 

retornaria um padrão de incorporação dose dependente. Para tal, expusemos as células 
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a concentrações de 0 a 500 μM, o que resultou num comportamento exponencial de 

incorporação (Fig. 6). 

 
 

FIGURA 6. DINÂMICA DE INCORPORAÇÃO DE IAA. Concentração de IxS ou IAA (umol/ug) em extratos 
de células incubadas por 1h com 400 uM Ixs, 5-500 uM IAA ou com veículo (CT). Todas as toxinas foram 
previamente diluídas 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 diferença do tratamento identificado em relação a todos os demais. 

 
 
 

 
FONTE: O autor (2021) 

 
 

Em ensaios prévios in vitro, realizados em células endoteliais, a incorporação do 

IAA também apresentava um padrão dose-dependente (Rodrigues et al., 2020). No 

entanto, neste caso, as quantidades incorporadas eram consideravelmente menores, 

sendo que a exposição a 10, 20 e 40 μM de IAA durante 4 horas resultou na incorporação de 

0,51, 0,60 e 0,89 pmol/μg, respectivamente. Em células HeLa, os níveis de incorporação 

são ainda menores – 56,4, 89,8 e 150,4 fmol/ μg – frente a mesma exposição (dados não 

publicados). Comparativamente, as quantidades incorporadas aqui, em células tubulares 

proximais renais, mediante a exposição de 5 e 50 μM de IAA durante 1 hora foram em 

média 3,29 e 15,32 μmol/μg. 

De forma complementar, o IAA já foi associado com o aumento de expressão de 

um fator tecidual, envolvido no processo de cicatrização, através da interação com o 

receptor AHR – receptor aril-carbono (Addi et al., 2019). O AHR é um receptor citosólico, 
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dessa forma, há um indicativo de que as atividades de IAA necessitam da incorporação 

para serem efetivas, suportando a hipótese de que a associação com a albumina suavize 

os efeitos intracelulares do IAA. Sendo que os efeitos observados em outros estudos 

decorrentes da internalização do IAA, sendo sugerido como um marcador preditor de 

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

A exposição às PBUT retroalimenta a acumulação de metabólitos, contribuindo 

para a progressão da doença. Nesse sentido, ensaios in vitro apontam para a redução 

nas quantidades de dois tipos de transportadores OAT (P1B1 e P2B1) em exposições 

de células a soros urêmicos durante 48 horas (Tsujimoto et al., 2012). É 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 concentrações de 1, 5 e 10% de 

soro juntamente com meio de cultivo. Nesse sentido, é possível que nas concentrações 

testadas aqui, muito mais altas, os transportadores já estejam sofrendo algum 

comprometimento em suas funções de incorporação, o que pode justificar a grande 

variação nos ensaios. 

Quanto à incorporação por transportadores, neste experimento é possível 

observar que o intervalo de tempo nas concentrações utilizadas expressa um 

comportamento exponencial, ou seja, nestas condições não foi possível observar um 

padrão de incorporação dose dependente, no qual uma concentração limítrofe é atingida 

para a saturação do receptor (platô), como observado para o ácido hipúrico já em torno 

de 150 uM de exposição nos primeiros 10 minutos (Motojima et al., 2002) . Isso pode 

argumentar contra a incorporação do IAA através dos receptores hipotetizados 

anteriormente. No entanto, ensaios de competição, realizados em células HeLa, apontam 

a redução progressiva na incorporação de IAA frente à exposição concomitante de ácido 

hipúrico, já apontado como ligante de OAT1 (Motojima et al., 2002); o mesmo fenômeno 

ocorria com IxS. Nesse sentido, estudos feitos com oócitos de sapos (Wikoff et al., 2012) 

e células endoteliais (Favretto et al., 2017) suportam o papel dos OAT na internalização 

de IxS. Além disso, estudos já demonstraram que a expressão do promotor do inibidor 1 

do ativador de plasminogênio (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 ativação de vias pró-oxidantes (NF-KB), avaliadas através do gene repórter 

luciferase. Esse conjunto de dados aponta para a internalização do IAA como sendo 

dependente de transportadores de membrana; complementarmente, segundo dados da 

literatura, o maior candidato para esta internalização é o OAT1; para tal, sugere-se o uso 

de inibidores, como o probenecid, para a confirmação desta suspeita. 
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3. CAPÍTULO 2: COMPARAÇÃO ENTRE HD E HDF NAS CONCENTRAÇÕES PRÉ- 
DIÁLISE DE IXS, PCS E IAA 

 
 

3.1. REVISÃO DE LITERATURA 
 
 

Clinicamente, a DRC é classificada como a perda progressiva e irreversível da 

função renal. O diagnóstico preciso baseia-se na aferição da taxa de filtração glomerular 

(TFG), a qual utiliza 6 estágios para classificação do agravamento da doença, sendo o 

último estágio caracterizado pela falência renal (Webster et al., 2017). A perda da 

filtração ocorre devido a injúrias sofridas pelo tecido que, devido à urgência em manter 

o tecido epitelial íntegro, se recupera rapidamente formando um tecido fibrótico (Liu, 

2004), portanto com função prejudicada. As injúrias podem ser de naturezas diversas, 

tais como medicamentos tóxicos aos rins, contato com substâncias venenosas 

produzidas por animais ou insetos, ou até mesmo uma injúria física; nestes casos, o 

paciente desenvolve a chamada doença renal aguda (Petejova et al., 2019). No caso da 

DRC, as injúrias são lentas e constantes, sendo a hipertensão e a diabetes as duas 

principais causas (Webster et al., 2017). 

Após o comprometimento completo da função renal, seja por causa aguda ou 
crônica, os pacientes acometidos são encaminhados para terapias renais substitutivas, 

as quais baseiam-se principalmente na substituição da função de filtração dos rins, 

podendo auxiliar também na correção do pH sanguíneo e, principalmente, no balanço 

volêmico (Pastan and Bailey, 1998). Essas terapias são chamadas diálises e possuem 

diversas especificações, as mais comuns no Brasil são HD e diálise peritoneal (Neves et 

al., 2020). Em ambas, os metabólitos presentes no sangue entram em contato com um 

líquido ultrafiltrado através de uma membrana semipermeável, os quais caminham em 

direções opostas e; por difusão, estes metabólitos passam para este líquido e são 

descartados. Dentre estes tratamentos, a diálise peritoneal pode ser realizada em casa 

diariamente, na qual o paciente utiliza a membrana do peritônio, presente na cavidade 

abdominal, como membrana semipermeável para a limpeza do sangue. No entanto, a 

diálise peritoneal exige diversos cuidados no manuseio dos aparatos para que não haja 
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contaminação dos fluidos durante o estoque e a administração. Já a HD, utiliza 

equipamentos especiais para filtragem sanguínea e deve ser realizada em clínicas 

especializadas, exigindo o deslocamento do paciente pelo menos três vezes no intervalo 

de uma semana, visitas nas quais o paciente permanece durante, pelo menos, 5 horas. 

Estes equipamentos promovem uma circulação extracorpórea, ou seja, o sangue do 

paciente é retirado através de uma via venosa, limpo e retornado à corrente sanguínea 

através de outra via venosa. Neste intervalo, o sangue passa por uma porção do 

equipamento chamada dialisador, o qual abriga a membrana que permitirá a filtração do 

sangue. 

Embora a HD seja a terapia de substituição renal mais utilizada no Brasil (92,3%) 

(Neves et al., 2020), ela ainda não é a melhor opção disponível no mercado para os 

pacientes renais. A emergência de uma outra técnica de diálise, chamada 

hemodiafiltração (HDF), vem sendo classificada como um tratamento mais eficiente em 

diversos aspectos (Maduell, 2005). Diferente da HD, a HDF não possui somente o fluxo 

difuso contínuo, responsável pela remoção dos metabólitos através da difusão. A HDF 

também possui um fluxo convectivo, pois incide uma pressão negativa dentro do 

dialisador, que é responsável pela ultrafiltração do plasma sanguíneo. O volume retirado 

após a ultrafiltração é reposto pela infusão de um líquido ultrafiltrado. Estas últimas duas 

etapas podem ser invertidas, ou seja, tanto pode ocorrer a ultrafiltração seguida da 

reposição de líquido (pós-diluição), quanto pode ocorrer a infusão de líquido seguida pela 

ultrafiltração (pré-diluição). Dessa forma, o volume de fluido dialítico é 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 estão 

descritas no diagrama a seguir (Fig. 7): 

 
 

FIGURA 7. ILUSTRAÇÃO REPRESENTATIVA DAS TERAPIAS DE DIÁLISE HD E HDF. É importante 
observar que o dialisador é uma estrutura formada por diversos canalículos circundados por uma estrutura 
maior e única. Neste caso, o sangue transita por dentro destes pequenos canudos, enquanto que o fluido 
dialítico caminha por fora. Portanto, os esquemas dos painéis inferiores representam apenas uma 
intersecção entre os meios interno e externo destes canalículos presentes dentro do dialisador. À 
esquerda: HD, (1) fluido dialítico (dialisato) é inserido no dialisador por fora dos canalículos, (2) o sangue 
do paciente é inserido também no dialisador por dentro dos canalículos, (3) sangue filtrado, mas ainda com 
alguns metabólitos remanescentes volta para a corrente sanguínea do paciente e (4) fluido dialítico ainda 
contendo alguns metabólitos é descartado. À direita: HDF, (1) o fluído é inserido no dialisador por 
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fora dos canalículos, (2) o sangue do paciente é inserido também no dialisador por dentro dos canalículos, 
(3) sangue filtrado, mas ainda com alguns metabólitos remanescentes volta para a corrente sanguínea do 
paciente (4) fluido dialítico contendo alguns metabólitos é descartado (5) nas modalidades pós-diluição, 
fluido dialítico (infusato) é infundido na corrente sanguínea do paciente; nos casos pós-diluição essa etapa 
é a anterior à todas as demais. Estas representações correspondem a um único ciclo de diálise de cada 
técnica; diversos ciclos são realizados durante a sessão no período de 4 a 5 horas. Note que na HDF, 
moléculas de tamanho maiores são retiradas com maior eficiência devido à pressão negativa estabelecida 
no interior do dialisador. Enquanto que na HD, não há diferença expressiva nas pressões dentro e fora dos 
canalículos, e o trânsito de metabólitos depende da difusão somente. 

 

 
 
 

 

FONTE: O autor (2020) 
 
 
 

A eficiência de uma terapia renal substitutiva pode ser avaliada de diferentes 

pontos de vista, principalmente de natureza clínica e diagnóstica. No tocante à natureza 

clínica, são avaliados parâmetros como taxa de sobrevida após o diagnóstico, taxa de 

mortalidade e disposição física dos pacientes, por exemplo; enquanto que os parâmetros 
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diagnósticos estão relacionados à eficiência de remoção das substâncias acumuladas; 

é estimada, por exemplo, a eficiência de remoção de metabólitos nitrogenados, como a 

creatinina e a ureia. Durante a prática clínica, a duração das sessões de diálise é ajustada 

de acordo com a taxa necessária de depuração da ureia (Kt/V) acompanhada 

mensalmente, utilizada como substância base (Breitsameter, Figueiredo and Kochhann, 

2012). Entretanto, estudos defendem que somente a Kt/V não é suficiente para uma 

avaliação rígida da efetividade das técnicas de diálise (Depner, 1996; Jones and 

Bargman, 2018). 

A acumulação de metabólitos, principalmente da ureia, denominou este fenômeno 
fisiopatológico clássico da DRC de uremia, ou síndrome urêmica (Meyer and Hostetter, 

2007). Além da ureia e de outros compostos de tamanho pequeno (<500 Da), a uremia 

também é caracterizada pela acumulação de compostos de tamanho médio (>500 nm). 

Nesse cenário, a HDF se mostrou mais eficiente que a HD na remoção 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 não apresentou grandes vantagens quanto à 

remoção das moléculas menores, como a creatinina, nesta mesma comparação . Há 

ainda, um terceiro grupo de substâncias acumuladas que atuam no intervalo de tamanho 

destes dois grupos citados anteriormente, são as chamadas toxinas urêmicas ligadas a 

proteínas. Estas toxinas são advindas do metabolismo de proteínas realizado pela 

microbiota intestinal e, apesar de terem tamanho pequeno (<500 Da) elas se associam 

facilmente com proteínas plasmáticas, como a albumina, atingindo tamanhos muito 

maiores após esta ligação, o que justifica o nome comum de toxinas urêmicas ligadas a 

proteínas (ou PBUT, no termo em inglês). 

Esse comportamento dúbio, ora de tamanho pequeno quando livres, ora de 

tamanho médio devido à associação a proteínas, traz dúvidas em relação à 

superioridade da HDF em comparação à HD no tocante à eficiência de remoção das 

toxinas urêmicas. Além disso, diferentes compostos possuem diferentes taxas de 

afinidades com a albumina. Enquanto alguns compostos, como IxS e pCS possuem altas 

taxas de afinidade à albumina – próximos a 90 % (Itoh et al., 2012), outros, como o IAA 

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 são indóis 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 eficiência de 

remoção de cada uma delas seja diferente de acordo com a porcentagem de associação 

à albumina. 

Embora as toxinas urêmicas circulem parcialmente associadas a albumina, seus 

efeitos celulares parecem ser resultantes apenas da fração livre. A associação das 

toxinas à albumina é dinâmica, ou seja, a mesma molécula de toxina pode estar ora 

associada, ora livre. Já foi descrito que IxS, ácido fenil acético (Yu et al., 2017), pCS, IAA 

e ácido hipúrico (Deltombe et al., 2017) interagem com albumina em dois sítios de 

ligação. No entanto, ainda não se sabe se a albumina oferece outros sítios de ligação 

para outras toxinas. As toxinas podem exercer efeitos celulares dos mais variados, 

muitos dos quais contribuem para o agravamento da doença, tais como efeitos celulares 

macroscópicos como: a fibrose renal (Niwa and Shimizu, 2012), a calcificação das células 

musculares lisas (Zhang et al., 2018) ou o rompimento das células mesangiais - 

mesangiólise (Ichii et al., 2014). Também já foram descritos efeitos subcelulares, tais 

como: produção de espécies reativas de oxigênio (EROS) e aumento no estresse 

oxidativo (Sirich et al., 2014; Stockler-Pinto et al., 2018) e menor defesa antioxidante 

(Aminzadeh et al., 2013). Neste último caso, acredita-se que parte desses efeitos seja 

resultante ou incrementado pela inibição de enzimas mitocondriais (Mutsaers et al., 

2013). 

Muitos estudos têm se dedicado a pontuar diferenças entre a eficiência da HD a 
HDF quanto a capacidade de remover as toxinas urêmicas, e consequente mitigação 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, há uma grande variabilidade dentro de 

cada uma dessas terapias e das diversas abordagens dentro de cada estudo, o que 

dificulta a comparação entre os achados e o estabelecimento de uma resposta final nesta 

comparação. Dentro da HD, há diferenças na velocidade do fluxo dentro do dialisador; 

enquanto algumas técnicas utilizam o fluxo baixo, outras utilizam fluxo alto. Já na HDF, 
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há variações quanto ao volume de fluido infundido (alto ou baixo) e quanto à ordem das 

etapas de ultrafiltração e reposição volêmica. Dentre elas, estudos indicam que a 

modalidade de alto fluxo na HD e a modalidade alto volume com pós-diluição na HDF 

sejam as mais eficientes de cada modalidade. 

Além da variedade nas especificações de cada terapia, os desenhos 

experimentais de cada estudo também variam, impedindo uma comparação adequada. 

Nesse sentido, as condições ideais para obtenção de resultados mais robustos são: 

grande número amostral, pacientes randomizados, e acompanhamento por um tempo 

longo. Quando essas características são atendidas pelos estudos, os componentes 

dosados raramente são toxinas urêmicas. Isso ocorre, pois, a forma ideal de dosagem 

das toxinas urêmicas é feita através da cromatografia líquida de alto desempenho (HPLC, 

em inglês – 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   LÍQUIDA   DE   ALTO 
DESEMPENHO. O fluxo é estabelecido da esquerda para a direita, iniciado e mantido através da bomba. 
A coluna promove a separação dos compostos (picos amarelo, vermelho e azul, em Cromatograma) de 
forma diferencial, de acordo com a afinidade dos mesmos aos componentes da coluna. Após a detecção, 
há a emissão de um sinal (em volts), representado no cromatograma, que relaciona basicamente a 
intensidade deste sinal com seu tempo de retenção. Sucintamente, a identificação dos compostos depende 
da interação 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 diferença do tempo no qual os compostos 
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são retidos na coluna é utilizada para detecção de diferentes compostos em intervalos de tempos 
diferentes. 

 

 
 

FONTE: Modificado de (Blum, 2014) 
 
 
 

As concentrações encontradas das toxinas irão depender do tipo de amostra 

analisada. Por exemplo, num indivíduo saudável é natural que amostras de urina 

contenham maiores níveis de creatinina do que amostras de soro ou plasma, já que a 

mesma é preferencialmente excretada. Essa diferença ocorre com pacientes renais, em 

amostras colhidas antes e após as sessões de diálise, ou seja, amostras pré-diálise são 

mais concentradas que amostras pós-diálise (Itoh et al., 2012; Brunati et al., 2019). 

Portanto, é esperado que amostras pré-diálise sejam mais concentradas que amostras 

pós-diálise, já que a diálise retiraria grande parte destes metabólitos. Nesse sentido, a 

dosagem de amostras pós-diálise refletiria diretamente a eficiência do método utilizado 

em uma única sessão. Por outro lado, a dosagem de amostras pré-diálise refletiria as 

concentrações dos níveis de metabólitos a longo prazo, em outras palavras, dosagens 

pré-diálise representam efetivamente os níveis de toxina nos quais os pacientes estão 

expostos ao longo dos dias, refletindo efetivamente o impacto do tratamento dialítico na 

manifestação dos efeitos celulares e clínicos citados anteriormente. 

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

toxinas urêmicas ao longo do tratamento dialítico. Neste cenário, períodos interdialíticos 
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representam os 1 ou 2 dias de intervalo entre as sessões de diálise. O objetivo dos 

tratamentos é manter essa balança mais tempo tendendo à níveis mais baixos de toxinas 

no plasma e, portanto, tendendo à remoção ao longo do tempo. 

FIGURA 9. REPRESENTAÇÃO DA DINÂMICA NAS CONCENTRAÇÕES DE PBUT DURANTE O 
TRATAMENTO DIALÍTICO EM PACIENTES RENAIS CRÔNICOS. Enquanto que uma dieta rica em 
proteínas e a progressão natural da doença contribuem para a acumulação destes compostos, 
características dos métodos de diálise como alto fluxo ou alto volume convectivo (VC) contribuem para 
que estes níveis sejam reduzidos e manifestam seus efeitos imediatamente após as sessões de diálise. 

 

 
 

FONTE: O autor (2021) 
 
 

Este trabalho é uma análise post hoc do projeto multicêntrico HDFIT (Pecoits-Filho 

et al., 2019). Sucintamente, o projeto buscou comparar a disposição física (medida em 

passos em 24 horas) de 195 pacientes renais crônicos randomizados entre os 

tratamentos de HD e HDF. Juntamente a este estudo, foram coletadas amostras de 

materiais biológicos diversos dos pacientes (soro, plasma, etc) que seriam utilizados para 

análises posteriores. Análises provenientes do projeto HDFIT já puderam observar 

benefícios superiores aos pacientes alocados no tratamento de HDF, em comparação 

com HD, tais como: aumento na taxa de Kt/V já a curto prazo (até 3 meses), ou seja, 

melhor remoção de ureia, também, redução nos níveis de fosfato, (Guedes et al., 2021) 

que também são marcadores clássicos do comprometimento renal. Quanto às PBUT, 

diversos estudos apontam para uma superioridade da HDF, quanto à eficiência de 

remoção (Meert et al., 2011; Panichi et al., 2017; van Gelder et al., 2020). Dessa forma, 

pretendemos investigar a eficiência da HDF em relação a HD nos níveis pré-diálise 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 MÉTODOS 
 

3.2.1. DESENHO EXPERIMENTAL 
 
 

Pacientes de 13 clínicas das regiões Sul e Sudeste do Brasil foram alocados 

aleatoriamente em dois tratamentos dialíticos (Fig. 10): HD de alto fluxo (HD) e HDF em 

linha de alto volume e pós-diluição (HDF). Os 195 pacientes participantes eram maiores 

de 18 anos, sendo a grande maioria adulta (média: 53 ±15 anos), além disso, todos já 

estavam alocados ao tratamento de HD por pelo menos 3 meses. Também, como critério 

de inclusão, estabeleceu-se o limite máximo em HD por até 24 meses, já que se estima 

que a DRC estaria estabilizada neste período (entre 3 e 24 meses). A coleta de amostras 

pré-diálise – ao invés de pós-diálise – se baseou na melhor avaliação do impacto do 

tratamento ao longo do tempo; dessa forma a análise pós-diálise traria resultados mais 

precisos em relação à eficiência do tratamento em uma única sessão, enquanto que, 

análises pré-diálise refletiria o impacto da técnica a longo prazo. 

Esta etapa do projeto contou com a colaboração do Prof. Dr. Roberto Pecoits- 

Filho coordenador do projeto HDFIT (ClinicalTrials.gov: NCT02787161), responsável 

pelo desenho experimental inicial, aquisição de parcerias com clínicas e treinamento 

técnico especializado para a coleta de material biológico dos pacientes envolvidos. Para 

serem incluídos no estudo, foram selecionados pacientes com diagnóstico de DRC entre 

3 e 24 meses, pois neste estágio a doença é considerada estável e, portanto, contribuiria 

para a diminuição de fatores de confusão. 

 
 

FIGURA 10. REPRESENTAÇÃO DO DESENHO EXPERIMENTAL UTILIZADO NO PROJETO HDFIT. 
Inicialmente, houve a alocação aleatória de pacientes doentes renais crônicos já 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 pós-diluição (HDF). Os pacientes foram mantidos nos respectivos tratamentos 
durante 6 meses, nos quais foram coletadas amostras de plasma em 3 momentos distintos (T0= 
baseline/imediatamente após a alocação ao tratamento, T3= 3 meses e T6= 6 meses após a alocação). 
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Todas as amostras foram retiradas imediatamente antes de cada sessão de diálise correspondente aos 
momentos escolhidos para coleta. 

 

 
FONTE: O autor (2021) 

 
 
 

Dentro da modalidade de HDF, os pacientes receberam volumes convectivos 

diferentes, de acordo com especificações médicas. Essa variedade possibilitou a 

estratificação do grupo entre os que receberam baixos volumes convectivos (<27,5 L) 

dos que receberam altos volumes convectivos (>27,5 L). Embora houvesse variação, 

todos os pacientes de HDF receberam um volume mínimo de 22 L por sessão. 

 
 
3.2.2. COLETA DE AMOSTRAS 

 

Após serem coletadas nos centros de diálise das regiões Sul e Sudeste do Brasil, 
os materiais biológicos (plasmas, soros, etc) foram encaminhados ao banco de amostras 

da Universidade Pontífica Católica do Paraná (PUC-PR). Neste estudo solicitamos as 

alíquotas de plasma pré-diálise de todos os pacientes contidos no banco. Esta seleção 

totalizou 494 amostras provenientes de 98 dos pacientes designados à HD e 95 à HDF. 

Dos 195 pacientes presentes no estudo, 193 possuiam amostras para serem analisadas; 

destes 130 pacientes continham amostras nos três tempos (0, 3 e 6 meses), 43 em dois 

dos três tempos (0 e 3 meses / 0 e 6 meses / 3 e 6 meses) e 20 pacientes somente em 

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

Primeiramente 100 μl de cada amostra foi diluído em 260 μl de água 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 conteúdo filtrado foi 

armazenado a -80°C até o momento de análise, realizada em até 2 dias após o 

armazenamento. 

 
 
3.2.4 CURVA DE CALIBRAÇÃO E ANÁLISE DOS PLASMAS. 

 

Para a mensuração de toxinas nos plasmas analisados foi necessário o preparo 
de padrões mistos de concentrações conhecidas. Primeiramente, as soluções-estoque 

foram preparadas pela dissolução de IxS (213,21 g/mol), pCS (188,2 g/mol) e IAA 

(175,184 g/mol), comercializados em pó, em água MilliQ, nas concentrações 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 reconstituídos 

nos mesmos volumes das aliquotas e usados para a preparo dos padrões mistos. Para 

o preparo do padrão mais concentrado, foram pipetados 30 ul de uma solução estoque 

4 mM de IxS e 27 uL de uma solução estoque 7,34 mM de pCS e 6 ul de IAA 2 mM de 

IAA, completando 63 ul de volume final. Esta solução foi então diluída seriadamente (20 

ul da solução com mais 40 ul de água MilliQ) para o preparo das soluções calibradoras, 

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

Para a construção da curva de calibração, um volume de 20 μl de cada um destes 

padrões mistos foi diluído em 240 μl de água MilliQ e 100 μl de plasma saudável, 

chamados agora de calibradores. Dessa forma, cada calibrador continha: padrões mistos 

0 a 6, água e a matriz da amostra, no caso plasma saudável. 
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TABELA 2. DETALHAMENTO DA CURVA DE CALIBRAÇÃO PARA ANÁLISE DOS PLASMAS. 
Importante diferenciar os “cal mix” dos “calibradores”. Os “cal mix” são feitos a partir de uma mistura das 
toxinas puras em água, já os “calibradores” são advindos da mistura dos cal mix numa matriz de plasma 
saudável diluído.  A tabela cita as informações somente sobre os cal mix e calibradores de maior 
concentração (os de posição 6); os demais cal mix foram diluídos seriadamente e adicionados às matrizes 
de plasma em quantidades iguais para produção dos calibradores. Dessa forma, o calibrador 0 não 
representa ausência de toxinas adicionadas, e sim, a menor diluição utilizada aqui. 

 
 Cal 6 Cal 5 Cal 4 Cal 3 Cal 2 Cal 1 Cal 0 
IxS (μM) 110.00 36.67 12.22 4.07 1.36 0.45 0.15 

pCS (μM) 183.00 61.00 20.33 6.78 2.26 0.75 0.25 

IAA (μM) 11.00 3.67 1.22 0.41 0.14 0.05 0.02 

FONTE: O autor (2020) 
 
 

Os plasmas urêmicos foram analisados através do Método 24.1 Meert 2011 em 

Cromatografia Líquida de Alto Desempenho (HPLC), considerada padrão ouro para 

dosagens dessa natureza. O método utilizado foi o método para soro e plasma descrito 

por Dolenga (2016). Brevemente, o método continha especificações tais como: 33 min 

de corrida, proporção de fase móvel 65% de formiato de amônio 50 mM pH 3,5 e 35% 

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

O equipamento possui injetor automático Shimadzu SIL-10AF, mantido a 7ºC, o 

qual inseria 20 μl das amostras previamente diluídas 1:2 em água MilliQ. Os compostos 

injetados interagem em diferentes intensidades com uma coluna de fase reversa C8; esta 

interação determina o tempo no qual a substância leva para eluir da coluna, após a qual 

é mensurada por um fluorímetro. As variáveis: corrente elétrica (mV) e tempo de retenção 

(min) são relacionadas no cromatograma. 

As toxinas utilizadas neste trabalho possuem tempos de retenção em torno de IxS: 

4 minutos e 30 segundos, pCS: 7 minutos e 30 segundos e IAA: 12 minutos e 30 

segundos para a análise no plasma (Fig. 11 B). Os tempos de retenção são 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 identificação do composto correto, 

eventualmente, soluções puras de toxinas eram adicionadas às amostras (chamadas de 
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spiked), e os picos corretos eram confirmados (Fig. 11 C). A partir da identificação dos 

picos dos calibradores, os dados expostos no cromatograma das amostras podem ser 

convertidos em concentração através da integração das áreas dos picos apresentados 

nos tempos determinados. 
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FIGURA 11. CROMATOGRAMAS REPRESENTATIVOS ANÁLISE DE PLASMAS URÊMICOS. A. Curva 
de calibração: Todos os calibradores são 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 terço da quantidade de toxinas do anterior. B. Exemplo de análise de 
plasma com um paciente da coorte, paciente 100t0. C. Exemplo de análise com spike. O spike é realizado 
para confirmação de picos dúbios, 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 sequência da esquerda para a direita. 

 
 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

FONTE: O autor (2021) 
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3.2.5. ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
 

Primeiramente, os dados foram avaliados quanto à distribuição normal, seguidos 

pelo cálculo das médias e desvios padrão (DP) ou medianas e intervalos inter-quartis 

(IQR). Foram utilizados teste-t ou Mann-Whitney para análise dos dados, sendo teste-t 

pareados utilizados para análise ao longo dos períodos. Após, para avaliar as diferentes 

contribuições dos tratamentos, os dados foram inseridos no modelo linear de efeito misto, 

no qual as taxas e interceptos foram considerados aleatórios, da mesma forma que 

dados ausentes também foram considerados aleatórios. De forma complementar, o 

grupo HDF foi subdividido de acordo com o volume convectivo (VC) atingido, no qual foi 

adotado 27,5L (mediana) por sessão para estratificar o grupo entre baixo e alto VC. Da 

mesma forma, taxas e interceptos foram considerados aleatórios. Todas as análises 

foram realizadas no software R versão 3.5.1. 
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

3.3.1 DESCRIÇÃO DO GRUPO TESTADO 
 

Nossa análise contou com a participação de 193 pacientes de clínicas da região sul 

e sudeste do Brasil, alocados de forma randomizada nos dois tratamentos dialíticos 

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 não compareceram às visitas 

nos dias determinados e, então, não puderam ter suas amostras coletadas. Dessa forma, 

HD teve 8,54 % de desistência em detrimento de 8,65 % em HDF. Nenhum parâmetro 

bioquímico ou clínico apresentou diferença entre os grupos acompanhados em T=0; no 

caso das toxinas, a concentrações médias gerais em T=0 foram: IxS = 98,86 μM; pCS = 

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

 
 

TABELA 3. DESCRITIVO DE AMOSTRAS ANALISADAS. Contabilização de amostras analisadas nos 
diferentes tempos (0, 3 e 6 meses) em ambos os tratamentos dialíticos HD e HDF. A tabela traz também 
o número de pacientes alocados em cada grupo; dos 195 pacientes iniciais, 2 não foram analisados devido 
à quantidade insuficiente de amostra, totalizando 193. É importante salientar que alguns pacientes não 
continham os três tempos de coleta completos. Dessa forma, 130 pacientes continham coletas nos 3 
tempos; 43 pacientes continham somente em 2 tempos e 20 pacientes possuíam 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) 

 
 
 

Concentrações gerais de todas as toxinas analisadas são menores em HDF 

quando somados todos os tempos de dosagem (Tabela 4). As variações ao longo dos 

tempos de coleta apontam para uma tendência clara de remoção em HDF, enquanto que 

em HD as concentrações de toxinas tendem a incrementar ao longo do tempo (Fig. 12). 



38 
 

 

Neste ponto é importante citar que a dinâmica de acumulação de toxinas depende de 

dois fatores, o primeiro é o acúmulo natural desses metabólitos resultante da dieta 

proteica do indivíduo, o segundo é a capacidade de remoção pela técnica de diálise 

utilizada. Dessa forma, os resultados apontam para um balanço positivo de HDF, 

indicando que nesta técnica, a remoção de toxinas supera a acumulação natural 

decorrente da doença. 

 
 

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

 
 IxS (μM) pCS (μM) IAA (μM) 

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) 

População saudável (média (DP)) * 2.48 (1.36) 10.09 (6.9) 0.00285 (0.00171) 

FONTE: O autor (2021) 
 
 

FIGURA 12.   CONCENTRAÇÕES   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 são relativos aos momentos de coleta das amostras de plasma 
analisadas, em meses após a alocação ao tratamento. Diferenças entre os tratamentos foram observadas 
somente no IxS após o período de 6 meses (p<0,05). Embora pCS também aparente uma diferença entre 
os tratamentos, a grande variação nas concentrações entre os pacientes impossibilitou diferença 
estatística. 

 

 
FONTE: Modificado de Murilo Guedes - colaborador (2021) 

 
 
3.3.2 HDF PERMITE UMA RETIRADA MAIS EFICIENTE DE IXS 
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Após a mensuração das toxinas em plasma através do método de HPLC, os 

grupos foram inicialmente comparados em relação à eficiência de remoção das toxinas 

em cada tratamento (Fig. 13). Dessa forma, para cada toxina analisada, foram calculadas 

as variações 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 remoção maiores em relação às taxas obtidas em 

HD (Tabela 5). 

FIGURA 13. VARIAÇÃO MÉDIA DAS TOXINAS AO LONGO DO TEMPO. As variações médias foram 
calculadas a curto (Δ3) e a longo (Δ6) prazo, sendo Δ3 de 0 a 3 meses e Δ6 de 0 a 6 meses. Valores 
negativos indicam remoção, enquanto que valores positivos indicam acumulação de toxinas no período 
especificado. 

 

 
FONTE: Modificado de Murilo Guedes - colaborador (2021) 

 
 
 

Frequentemente na literatura, a comparação entre métodos dialíticos varia 

enormemente em relação as especificidades de cada técnica. Previamente, a HD de alto 

fluxo já se mostrou mais eficiente do que a de baixo fluxo quanto a remoção de IxS e 

pCS (Camacho et al., 2016). As mesmas toxinas tiveram melhor desempenho na HDF 

HDF, especialmente na modalidade pós-diluição (Meert et al., 2011), q que já era 

previsto, uma vez que a vantagem da modalidade em pós diluição foi sustentada, 

anteriormente, também pela melhor remoção de moléculas médias, como a as β2- 

microglobulin (Meert et al., 2009). De forma complementar, análises 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 – benefícios para IxS e pCS, 

mas nenhuma vantagem da terapia de HDF para os níveis de IAA. Embora a melhor 

remoção do IAA tenha sido reportada posteriormente, em comparação com HD de alto 

fluxo (Cornelis et al., 2015). 

Embora a vantagem da HDF pareça ser bem estabelecida, alguns estudos 

discordam. Semelhanças na remoção 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 comparação 

de técnicas seja comparável ao presente estudo, outras características podem contribuir 

para a diversidade de resultado; por exemplo, um dos estudos analisava um número 

amostral bastante menor (n=14) que o nosso (Krieter et al., 2019), enquanto que o outro 

estudava populações pediátricas não randomizadas (Snauwaert, Van Biesen, et al., 

2019). 

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

 
Já que o fluxo convectivo é apontado como uma característica fundamental para 

a eficiência 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 divisão foi de 27.5L administrados por sessão. Dessa forma, pode- 

se observar que as taxas de remoção em alto volume convectivo (VC) são tanto 

superiores em comparação ao subgrupo geral em HDF quanto em comparação aos 

valores obtidos em HD (Tabela 5). 

 
 

TABELA 5. VARIAÇÃO NAS TAXAS DE REMOÇÃO DE HDF EM RELAÇÃO À HD ENTRE TOXINAS 
ENTRE. Em todos os casos HDF apresentou maiores taxas de remoção, as quais são 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 remoção por HDF. A variação geral 
traz a vantagem da HDF, em todas os volumes convectivos utilizados neste estudo, é 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 comparação ao HD. 

 
 

 Variação geral HDF (μM/mês) Variação alto VC HDF (μM/mês) 
IxS (CI 95%) 2,40 (0.30-1.98) 2,86 (0.43 – 5.28) 

pCS (CI 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. COMPARAÇÃO DA EFICIÊNCIA DE REMOÇÃO DE TOXINAS EM HDF E EM SEUS 
SUBGRUPOS (BAIXO E ALTO VOLUME CONVECTIVO – VC). Valores negativos indicam prejuízo em 
HDF, portanto, favorecendo HD. O inverso ocorre para valores positivos no eixo X. 

 
 
 

 
FONTE: Modificado de Murilo Guedes - colaborador (2021) 

 
 
 

Em tratamentos de HDF, as taxas de remoção de IxS e pCS já foram 

correlacionadas com o volume convectivo atingido nas sessões (Abad et al., 2016), o 

mesmo para b2-microglobulina (Brunati et al., 2019). Nesse sentido parece haver um 

limite mínimo para que as vantagens de um maior volume convectivo sejam percebidos 
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na remoção de toxinas urêmicas, por exemplo, nenhum correlação foi observada em 

níveis de toxinas pré-diálise 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 relação. Vantagens superiores encontradas aqui na modalidade de HDF, 

em comparação 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 níveis de afinidade com proteínas, como o IxS e o pCS em 

comparação com o IAA. Isso pode ser justificado pela menor afinidade do IAA a proteínas 

(<70%) em comparação aos níveis descritos para IxS e pCS (ambos <90%) (Meert et al., 

2010; Deltombe et al., 2015). 

De forma geral, a dinâmica de remoção das toxinas urêmicas nas modalidades de 

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

 
 

FIGURA 15. RESUMO GRÁFICO DA VARIAÇÃO TOXINAS URÊMICAS DE ACORDO COM A TERAPIA 
DIALÍTICA EMPREGADA. Influência da escolha da técnica dialítica no balanço de toxinas urêmicas. A 
eficiência 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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comparação com as demais toxinas testadas, a variação do mesmo é muito grande, resultando na perda 
da significância estatística. 

 

FONTE: O autor (2021) 
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4. CONCLUSÕES 
 

Este estudo analisou dois contextos distintos dentro da DRC e especialmente 

quanto à atuação das toxinas urêmicas no estabelecimento, progressão e tratamento da 

doença. No primeiro capítulo, a incorporação do IAA foi avaliada de forma preliminar. 

Quanto aos efeitos celulares, pudemos concluir que IAA não afeta a viabilidade de 

células tubulares proximais renais na faixa de concentração analisada, mesmo após 48h. 

A exposição das células a 4% de BSA e 0,4% BSA provocaram mudanças de 

comportamento nas células somente no controle positivo (H2O2) não apresentando 

grande variedade nos efeitos frente à exposição ao IAA. Quanto à incorporação de IAA, 

a captação de IAA pelas células se mostrou dependente da concentração 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 citotóxico do IAA não puderam ser confirmados. A elucidação dos 

mecanismos de incorporação de toxinas urêmicas é fundamental para o entendimento 

do processo de progressão da DRC, auxílio à prescrição medicamentosa e possível 

utilidade pare recomendação nutricional. Além disso, a descrição rigorosa do processo 

de incorporação e secreção pode oferecer alternativas para a implementação de futuras 

estratégias de diálise em pacientes que carregam esta doença, como ocorreu com o 

mecanismo de difusão, por exemplo. 

Já no segundo capítulo, observamos que HDF oferece melhores taxas de 

remoção de IxS, especialmente em volumes convectivos maiores que 27,5 L. 

Possivelmente essa vantagem possa ser estendida a demais toxinas urêmicas com alta 

afinidade por proteínas plasmáticas, como o pCS. Dessa forma, a melhor eficiência de 

remoção destas, e potencialmente outras toxinas urêmicas pode contribuir para a 

mitigação dos efeitos celulares exercidos por estes compostos. A implementação ou 

expansão da HDF como tratamento dialítico pode impactar positivamente na qualidade 

de vida dos pacientes e na diminuição da taxa de mortalidade, principalmente decorrente 

da doença cardiovascular associada à progressão da DRC no Brasil. A elucidação dos 

mecanismos de excreção das PBUT pode contribuir para o entendimento e mitigação da 

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

tratamentos para a doença. 
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ANEXO 1 – DETALHAMENTO DOS MÉTODOS CROMATOGRÁFICOS UTILIZADOS 
 

FIGURA 16. DETALHAMENTO DOS MÉTODOS DE HPLC UTILIZADAS NESTE TRABALHO. A linha em 
vermelho representa a variação na porcentagem de injeção de metanol (eixo Y à direita) no sistema e os 
respectivos momentos (em minutos – eixo X) O formiato de amônio era injetado de forma complementar 
ao metanol,  ou seja, quando metanol representava 35 % da fase móvel, por exemplo,  o formiato 
representava os outros 65 %, e assim por diante ao longo das variações descritas abaixo. A. Método 24.1 
meert 2011 IS PCS IAA (10.07.2015). Este método foi utilizado para a análise das amostras de plasma e 
da respectiva curva de calibração. B. Método Cell v1 (11.12.2018). Este método foi utilizado para a análise 
das amostras de extratos celulares. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

FONTE: O autor (2021) 
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TABELA 6. DESCRITIVO DETALHADO DOS MÉTODOS DE ANÁLISE UTILIZADOS. Ambos os métodos 
utilizados eram realizados em fluxo 0,7 ml/min em variação do tipo gradiente. Também, ambos os métodos 
utilizavam os mesmos tipos de fase móvel e fase estacionária, sendo formiato de amônio 50 mM pH 3,5 
associado a metanol 100 % e coluna de carbono C8. A fase móvel era constituída da combinação de 
formiato de amônio e metanol, dessa forma, quando metanol representava 35 % da fase móvel, o formiato 
representava os outros 65 %, e assim por diante ao longo das variações descritas abaixo. 

 
Método utilizado 24.1 Meert 2011 IS, PCS, IAA 

10.07.2015 
Cell V1 11.12.2018 

Tempo de duração (min) 33 27 

Variação Metanol (%) 35 – 70 25 – 70 

Ciclos emissão-excitação (nm) 380-283 / 290-265 / 380-283 380-283 / 290-265 / 380-283 

Tempos dos ciclos de 
emissão-excitação (min) 

0:01 / 6:50 / 10:00 0:01 / 9:30 / 13:00 

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

Platô intermediário (min) x 09:00 – 13:00 

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

Platô final (min) 28:01 – 33:00 14:01 – 27:00 

 

FONTE: O autor (2021) 
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ANEXO 2 – DETALHAMENTO DAS CURVAS DE CALIBRAÇÃO OBTIDAS 
 

FIGURA 17. DETALHAMENTO DA CURVA DE CALIBRAÇÃO UTILIZADA PARA ANÁLISES EM 
PLASMA. Os gráficos individualizados representam os calibradores de cada nível, sendo o calibrador 6 o 
mais alto e representando a injeção 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. Análises realizadas em 07/05/2019. 

 
 

  
 

 

  
 

  
 

  
 

 
 

 
FONTE: O autor (2021) 
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FIGURA 18. DETALHAMENTO DA CURVA DE CALIBRAÇÃO UTILIZADA PARA ANÁLISES EM 
EXTRATOS CELULARES. Os gráficos individualizados representam os calibradores de cada nível, sendo 
o calibrador 6 o mais alto e representando a injeção 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. Análises realizadas em 29/01/2021. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 

FONTE: O autor (2021) 


