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RESUMO

ABRANTES, Daniele Carvalho. Mecanismos moleculares e celulares envolvidos na
modulacao da via L-arginina-6xido nitrico em pacientes com insuficiéncia renal
cronica em hemodialise. 2014. 69f. Dissertacdo (Mestrado em Biologia Humana e
Experimental) - Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2014.

A insuficiéncia renal crbénica (IRC) € uma sindrome clinica de elevada
prevaléncia no Brasil, que pode ser definida por perda progressiva e irreversivel da
funcdo dos rins (glomerular, tubular e enddécrina), e que esta associada a um
elevado risco de morbidade e mortalidade cardiovascular devido aos eventos
aterotromboticos. O 6xido nitrico (NO), uma pequena molécula gasosa, € produzido
através da conversdo do aminoacido catibnico L-arginina em L-citrulina e NO em
uma reacdo catalisada por uma familia de enzimas denominadas NO-sintases
(NOS), e modula o relaxamento do musculo liso vascular, sistema imune e a fungéo
plaguetaria. O objetivo desta dissertacdo foi avaliar a via L-arginina-NO em
neutrdfilos, e investigar a funcdo plaquetaria e o estresse oxidativo em pacientes
com IRC em hemodidlise. O transporte de L-arginina, a atividade e a expressao das
isoformas da NOS (iINOS e eNOS), niveis de L-arginina em neutrofilos, o estado
oxidativo sistémico - carbonilacdo de proteinas e peroxidacdo lipidica; atividade da
glutationa peroxidase (GPx) e da catalase - o efeito dos neutréfilos na funcao
plaquetaria, bem como o “burst” oxidativo em neutré6filos foram avaliados nos dois
grupos. Quinze pacientes com IRC em hemodialise e quinze individuos saudaveis
pareados por idade foram incluidos no estudo. Nossos resultados mostraram uma
reducdo da atividade da NOS em neutréfilos nos pacientes com IRC em
hemodialise, quando comparados aos controles. Isto ocorreu na presenca de
concentracfes normais do substrato L-arginina e de seu transporte, e da expressao
inalterada das isoformas eNOS e iINOS. A agregacao plaquetaria foi reduzida apos a
incubacdo com neutrofilos por 5 e 30 minutos tanto no grupo de pacientes como em
controles, ndo havendo diferencas entre os grupos. Os marcadores de estresse
oxidativo, avaliados através da quantificacdo da oxidacdo de proteinas e
peroxidacao lipidica, e pela atividade das enzimas antioxidantes catalase e GPx, nao
foram modificadas no soro de pacientes com IRC em hemodialise. Outra analise
avaliou a producdo do anion superoxido, uma espécie reativa de oxigénio, em
neutrofilos estimulados, mas ndo apresentaram diferengcas em neutréfilos de
pacientes com IRC em hemodialise. O estudo demonstrou uma producao reduzida
de NO em neutréfilos de pacientes com IRC em hemodialise, e a importancia dos
neutréfilos na homeostasia vascular. Portanto, este pode ser um elo entre esta
sindrome e a doenca cardiovascular.

Palavras-chave: Oxido nitrico. Neutréfilos. Estresse oxidativo. Plaquetas.

Insuficiéncia renal cronica



ABSTRACT

ABRANTES, Daniele Carvalho. Molecular and cellular mechanisms involved in the
modulation of the L-arginine-nitric oxide in patients with chronic renal failure on
hemodialysis. 2014. 69f. Dissertacao (Mestrado em Biologia Humana e
Experimental) - Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2014

Chronic renal failure (CRF) is a clinical syndrome with high prevalence in
Brazil, which can be defined by a progressive and irreversible decline in renal
function (glomerular, tubular and endocrine). It is associated with a high risk of
cardiovascular morbidity and mortality due to atherothrombotic events. Nitric oxide
(NO), a small gaseous molecule, is produced through the conversion of the cationic
amino acid L-arginine to L-citrulline and NO in a reaction catalyzed by a family of
enzymes called NO synthases (NOS) and modulates the relaxation of vascular
smooth muscle, immune system and the platelet function. The objective of this
dissertation was to evaluate L-arginine-NO pathway, as well as to investigate platelet
function and oxidative stress in patients with CRF on hemodialysis (HD). L-arginine
transport, the activity and expression of NOS isoforms (eNOS and iINOS) and L-
arginine levels in neutrophils, systemic oxidative status (Protein oxidation and lipid
peroxidation; glutathione peroxidase-GPx, and catalase activities), the effects of
neutrophils in platelet function and oxidative burst were measured in patients with
CRF on HD. Fifteen patients with CRF on maintenance HD and fifteen healthy
controls matched by age were included in this study. Our results showed reduced
NOS activity in neutrophils from CRF patients on HD compared to controls. This
happened in the presence of normal concentration of L-arginine and its transport,
and inaltered expression of endothelial and inducible NOS. Platelet aggregation was
diminished after incubation for 5 and 30 minutes with neutrophils from patients with
CRF and controls without difference between the groups. Systemic oxidative stress
markers evaluated by protein oxidation and lipid peroxidation; anti-oxidant enzymes
GPx, and catalase activities were not modified in serum by CRF. Another analysis
evaluated the production of superoxide in neutrophils stimulated, and there was no
difference in neutrophils by CRF. Our results demonstrared reduced NO production
in neutrophils from CRF patients on hemodialysis, indenpedent of L-arginine
bioavailability, and the importance of neutrophils in platelet function. Therefore, there
may be a link between this syndrome and cardiovascular disease.

Keywords: Nitric Oxide. Neutrophils. Oxidative stress. Platelets. Chronic renal failure



LISTA DE ILUSTRACOES

Quadro1l -  Estagio e classificacdo da doencarenal...........cccccceeeeeiieeneeennn. 18
Figura 1 - A sintese da L-arginina em seres humanos.............c..cccveevunnee. 25
Figura 2 - Esquema das espécies reativas e oxigénio e sistema de

defesa antioxidante enzimatiCo.........couvveeeoeee e 28



Gréfico 1 -
Gréfico 2 -
Gréfico 3 -
Gréfico 4 -
Gréfico 5 -
Gréfico 6 —
Gréfico 7 -
Gréfico 8 —
Gréfico 9 —
Gréfico 10 -
Gréfico 11 -
Gréfico 12 -
Gréfico 13 -
Gréfico 14 -

LISTA DE GRAFICOS

Cinética temporal do influxo de L-arginina...........ccccoeeeeeeeeeiiiiieeeeeiiiinnnns 33
Influxo total de L-arginina em neutrofilos..............ccoooveivviieeiece e, 42
Influxo de L-arginina via sistema y* em neutrdfilos ................cc.c......... 42
Influxo de L-arginina via sistema y'L em neutréfilos...............c.coveueane.e. 43
Producao basal de L[?H]- citrulina em neutrofilos...........cccoeveeeeeennn 43
Efeito dos neutrofilos na agregacao plaquetaria induzida por ADP....... 44
llustrativo do percentual de agregacéo plaquetaria...........cccccceeeeuvveene.. 44
Expresséo da enzima iNOS em neutrofilos..........cccoeveeviiieiiiiiiieenne. 46
Expressao da enzima eNOS em neutrofilos...........ccovvvvveviiiiccicicee e, 47
Atividade da enzima catalase €m SOr0...........ccoeeevviiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeee e 47
Atividade da enzima glutationa peroxidase em SOro............cccceeevveennnee 48
Carbonilagdo de proteinas €m SOr0............eeveeiiiiiiieeee e 48
Dosagem de substancias reativas ao acido tiobarbittrico em soro....... 49

Avaliacdo do burst oxidativo em neutrofilos...........ccccvvvvveeiieeieeeeeenen, 49



Tabela 1 -
Tabela 2 -
Tabela 3 -
Tabela 4 -

LISTA DE TABELAS

Principais caracteristicas das trés isoformas da NOS............... 23
Caracteristicas demogréficas, etioldgicas e nutricionais........... 40
Dados |aboratoriais. .........ccuuviiiiiiiiiiiiiie e 41
Perfil de aminoacidos Nos Neutrofilos............iiiiiiiiin, 45



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ADMA Dimetil-L-arginina-assimétrica

ADP Adenosina difosfato

BH4 Tetrahidrobiopterina

CAT Catalase

DCV Doenca cardiovascular

DM Diabetes Mellitus

DNPH 2,4 Dinitrofenilhidrazina

EDRF Fator relaxante derivado do endotélio
EDTA Acido etilenodiamino tetra-acético
ERO Espécies reativas de oxigénio
eNOS Oxido nitrico sintase endotelial

EP Erro padrao

TFG Taxa de filtragdo glomerular

GP Glicoproteina

GPx Glutationa peroxidase

GR Glutationa redutase

GSSH Glutationa reduzida

HAS Hipertenséo arterial sistémica

HCI Acido cloridrico

HD Hemodiélise

HDL Lipoproteina de alta densidade
HUPE Hospital Universitario Pedro Ernesto
H.O, Peréxido de hidrogénio

HPLC Cromatografia liquida de alta performance
IMC indice de massa corporal

INF-y Interferon gama

INOS Oxido nitrico sintase induzivel

IRC Insuficiéncia renal crénica

Km Constante de afinidade

Kt/ Vureia Medida da qualidade de dialise

LDL Lipoproteina de baixa densidade



L-NMMA
MLV
NADPH
nNOS
NO
NOS
0%y
OH'
ONOO
PBS
PMA
PPP
PRP
QL
SDS
SOD
TBARS
TNF-a

N-monometil-L-arginina

Musculo liso vascular
Nicotinamida-adenina-dinucleotideo-fosfato-reduzida
Oxido nitrico sintase neuronal

Oxido nitrico

Oxido nitrico sintase

Radical superoxido

Radical hidroxila

Peroxinitrito

Solucéo salina de tampéao fosfato
Phorbol-12-myriaste-13 acetato

Plasma pobre em plaquetas

Plasma rico em plaquetas
Quimioluminescéncia

Sodio dodecil sulfato

Superoxido dismutase

Substancias reativas ao acido tiobarbiturico

Fator de necrose tumoral alfa



SUMARIO

INTRODUGAO . ......c.oiiiiieiieeeeee ettt sttt etn e ann s 16
1 REVISAO DA LITERATURA ..ot ettt 18
1.1 Insuficiéncia renal CroNICaA......ccooieiei i 18
1.1.1 Definicdo, etiologia e classSifiCagan...........ccuuuurrrermmriiiiiiieeeeeeeeeieeeeeee 18
1.1.2 Insuficiéncia renal e doengas cardiovasCulares..........cccveveeeeeeeeeeenn. 20
1.1.3 Insuficiéncia renal, NO e alteracbes do sistema imune e

PIAGUETAS. ... e ettt e e e e e e e e e e e e e e e 20
1.2 A Vvia L-arginina-NO-GMPC..........ccooiiiiiiiiiiiiiiiee et 22
1.2.1 Histérico, sintese do NO e principais fung8es..........cccccvrvevrrerieeeennen.. 22
1.2.2 L-arginina: sintese, metabolismo e transportadores...............ccccuveeeee. 24
1.2.3 ViaL-arginina-NO-GMPc em neutrdfilos e plaguetas...........cccvvvevvneeee. 26
1.3 EStresSSe OXIdatiVO....ccoeeeiiiiiiiiiiiie e s e e e e e e e e e eeeeneneees 27
2 OBUJIETIVOS . ...ttt e e e e e aaaeee e e e e e anaans 29
2.1 ODjJELIVOS GEIAIS....ciei i i e eieeeee e e e e e 29
2.2 ODbjetivos €SPECITICOS.....iiiiiiiiiiceee e 29
3 MATERIAIS E METODOS.......citiiiitiiieieeieeeieiee e 30
3.1 Selec80 dos INAIVIAUOS.......eiiiiiiiee e 30
3.2 Isolamento de NeULrOfilOS.....cccuiiiiiiiiiiiiiie e 30
3.3 Isolamento de plaguetas..........coooiiiiiiiiiiiiicce e 31
3.4 Avaliagao 1aboratorial.............eeeeeiiiiiiiiii e 31
3.5 Transporte de L-arginina em neutrofiloS.........cccovvieiiiieiiee, 32
3.5.1  CAICUIO dO INFIUXD. .ottt e e e e e e e e e e e e e e e e ennees 32
3.6 Avaliacdo da atividade da 6xido nitrico sintase em neutrofilos....... 34
3.7 Neutrofilos e agregagao plaqUetaria..........cocuvvevieeeeiiiiieiieeeieeene 34
3.8 Dosagem de aminoacidos em neutrofiloS......cccoeveeeveiiieiiiiiiiiiieeiiiiens 35
3.9 Dosagem de proteinas em neutréfiloS............ooooiiiicccccecee, 35
3.10 Extracdo de proteinas e western blotting em neutréfilos................. 35
3.11 Avaliacdo do estresse oxidativo €m SOT0........cceevvvrvveennniiniineeeeaeannns 36
3.11.1 Atividade da CatalaSe..........cccevviiiieieieiiiiiireree e e 36
3.11.2 Atividade da glutationa PeroXidase............cceeeereerrrrrmumrnniinneenreeeeeeeeeeeeeee 37

3.11.3 Carbonilac8o de ProteINaS. ..c.oceuiee e 37




3.11.4 Avaliacdo da peroxidacéo lipidica (TBARS).....oouoeeeeeiieeeeee e 37

3.12
3.13
4
4.1

4.2
4.3
4.4
4.5
4.6
4.7
4.8
4.9
4.10
411

Anélise do burst oxidativo em neutréfilos...........ccooeeiiiiiiicciiiiinnne, 38
ANAITISE ESTALISTICA oottt 39
RESULTADOS.....ceeeiiie ettt a e e e e e e e e e s ennees 40
Caracteristicas demogréficas (idade e sexo), etiolégicas e dados

laboratoriais € ClINICOS....ccuuuiiiiiiiiiiiiie e 40
Transporte de L-arginina em neutrofilos.........ccovvvvvveeviiccccicieeeeee, 42
Atividade da NOS em neutrdfilos..........ooooiiiiiiiiiieee e 43
Efeitos dos neutréfilos na agregacao plaquetaria...........cccveeeeeeennes 44
Dosagem de aminoacidos em neutrofiloS.......ccccevveiviiiiiiieeeeiiiis 45
Western Blotting em neutrofilos.........ooovvvviiiciiiiii e, 46
Atividade da catalase €M SOT0......cccccuuiiiiiiiiiiiiiie e 47
Atividade da glutationa peroxidase €m SOr0........ccceeeeeeeeeeeeeeeeeeiinnnnns 48
Carbonilacdo de proteinas em SOI0........cceeiiiiiiieeeeee e 48
Avaliacdo da peroxidacao lipidica €m SOro0..........cceeeeeeveeeveeeeeiniiinnnns 49
Avaliacdo do burst oxidativo em neutrofilos........cccccceeeevieeeeenennnn, 49
DISCUSSAOD. ..ottt sttt 51
CONCLUSAOD. ... .ottt 55
REFERENCIAS......cootiiitiieieiee ettt 56
APENDICE - QUESLIONAIIO........uuuiieieiiiiiiee e e e 67
ANEXO A — Comité de ética em Pesquisa HUPE/UERJ...................... 68

ANEXO B - Termo de Consetimento Livre e Esclarecido................. 69



16
INTRODUCAO

A insuficiéncia renal cronica (IRC) ocorre devido a uma perda progressiva e
irreversivel da funcdo renal (1). Nos estagios avancados de IRC, os pacientes
desenvolvem uma sindrome denominada uremia, na qual praticamente todos
tecidos e oOrgdos sdo afetados e se torna necessaria uma terapia renal de
substituicdo, dialise ou transplante renal (2).

A sindrome urémica caracteriza-se pelo acumulo de metabdlitos, que em
condicbes normais seriam excretados pelos rins. Quando estes compostos
interferem nas funcdes biolégicas ou bioquimicas, sdo denominados de toxinas
urémicas (3).

Na IRC, existe uma disfuncdo endotelial, aterosclerose acelerada e uma
elevada incidéncia de complicacdes tromboembdlicas (4). Neste contexto, as
doencas cardiovasculares (DCV) sé&o as principais causas de mortalidade nos
pacientes com IRC, que apresentam indices anuais 10 a 20 vezes superiores a
populacdo em geral (5). No entanto, tem sido demonstrado que os fatores de riscos
cardiovasculares tradicionais, como hipertensao arterial e dislipidemia, explicam
apenas parcialmente a elevada incidéncia da doenca cardiovascular nesses
pacientes. Vem surgindo uma crescente busca de fatores de risco ndo tradicionais
como, por exemplo, ativacdo inflamatéria, os analogos da L-arginina (ex.
dimetilarginina assimétrica - ADMA) (6) e o estresse oxidativo (7).

A disfuncdo do sistema imune nestes pacientes € um processo multifatorial e
complexo. Paradoxalmente, existe um estado de ativacdo celular e uma acentuada
imunodeficiéncia (8). Um dos fatores associados a essa disfuncao € o elevado nivel
sérico de mediadores inflamatdrios nos pacientes em estagio avancado de IRC. A
piora da fungdo renal e o aparecimento da uremia estdo associados a um aumento
significativo dos niveis de citocinas como IL-6, TNF-alfa e INF-y (9).

Os neutrdfilos séo células efetoras na resposta imune inata a lesdo ou a
infeccdo. Além da participacdo na fungéo imune, os neutrofilos podem exercer uma
func@o antitrombotica pela inibicdo da ativacdo plaquetaria (10), e também estdo
envolvidos na formacéo da placa aterosclerética (11).

O oOxido nitrico (NO) € um gas inorganico de meia vida curta produzido no

endotélio vascular, nas plaquetas, nos neutréfilos e em varias outras células através
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das enzimas NO sintases (NOS), tendo como precursor o aminoacido catiénico L-
arginina (12). Alguns estudos mostraram que o NO pode exercer um efeito sobre 0s
neutrofilos, estimulando o aumento da secrecéo de citocinas, incluindo TNF-a e 1L-8
(13).

Aléem disso, o NO apresenta uma funcdo reguladora da agregacao
plaguetéaria, induzindo a desagregacdo das plaguetas agregadas e inibindo a
adesao plaquetaria (14). Uma hipétese da interacdo plagueta-neutrofilo é de que o
NO derivado dos neutrofilos possa inibir diretamente a ativacdo plaquetaria por
aumentar a quantidade de GMPc intraplaquetério (10).

E importante considerar que a biodisponibilidade de NO ndo depende
somente da sua sintese como também da degradacdo, mediada por espécies
reativas de oxigénio (EROs), principalmente o anion superoxido (O7") (15). A sintese
de NO, em varias doencas e diferentes tipos celulares, depende do influxo da L-
arginina extracelular. Essa dependéncia, que ocorre mesmo quando o0 nivel
intracelular de L-arginina disponivel estid em excesso, € denominado “paradoxo da
L-arginina” (16). O transporte de aminoacidos catibnicos como a L-arginina pode
ocorrer por quatro sistemas de transportes em mamiferos. Nos leucdcitos, o
transporte é feito pelos transportadores y* e y'L (17). O sistema de transporte y* é
seletivo para aminoacidos catidnicos e Na'- independente. J4 o sistema de
transporte y'L transporta aminoacidos basicos sem Na*, e aminoacidos neutros sé

na presenca de Na" (18).
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Insuficiéncia renal cronica

1.1.1 Definicdo, etiologia e classificacdo

A doenca renal crénica (DRC) apresenta elevadas taxas de morbidade e
mortalidade. Atualmente, tem sido considerada um importante problema de saude
publica, pois a incidéncia e prevaléncia da doenca tem aumentado a cada ano no
Brasil e em todo o mundo (19).

A DRC se baseia em alteracfes na taxa de filtracdo glomerular e/ou presenca
de lesdes parenquimatosas mantidas por pelo menos trés meses, que pode levar a
uma perda progressiva e irreversivel da funcdo dos rins (glomerular, tubular e
enddcrina) (20).

Nas fases mais avancadas da doenca, 0s rins ndo conseguem manter a
normalidade do meio interno, resultando em perda da funcdo renal e no
desenvolvimento de insuficiéncia renal cronica (IRC). Nas fases terminais, 0s
pacientes desenvolvem uma sindrome denominada uremia, onde praticamente
todos tecidos e 6rgdos sao afetados e se torna necessaria uma terapia renal de
substituicéo, dialise ou transplante renal (21).

A DRC é dividida em seis estagios funcionais de acordo com o grau de fungéo

renal do paciente (Quadro 1).

Quadro 1 - Estagios e classificacdo da doenca renal cronica

o Filtragcdo Glomerular .
Estagio _ Grau de Insuficiéncia Renal
(ml/min)

Grupos de risco para DRC, auséncia de
0 >90 .
les&o renal

1 >90 Lesao renal com fungao renal normal
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2 60-89 IR leve ou funcional

3 30-59 IR moderada ou laboratorial
4 15-29 IR severa ou clinica

5 <15 IR terminal ou dialitica

IR, insuficiéncia renal; DRC, doenca renal crdnica

Legenda: De acordo com Roma&o Junior, 2004 (21).

As maiores causas de DRC séo hipertensdo arterial sistémica (HAS),
diabetes mellitus (DM), glomerulonefrites, pielonefrite e doenca renovascular (22).
Os individuos portadores de HAS, de DM, ou historia familiar de doenca renal
cronica tém maior probabilidade de desenvolverem IRC. Conforme dados do dltimo
censo da Sociedade Brasileira de Nefrologia realizado em 2012, o numero de
pacientes em didlise por ano € de 97.586, sendo que 33,8% apresentam HAS e
28,5%, DM como diagnadstico de base (23).

A IRC promove o comprometimento do sistema fisiolégico com profundas
consequéncias médicas e sociais, caracterizadas por um comprometimento na
qualidade de vida, na produtividade e na sobrevivéncia (24).

A uremia, uma condicao fisiol6gica caracteristica na IRC, ocorre pelo
acumulo de metabdlitos, que em situacdes normais seriam excretados pelos rins.
Vérios estudos mostram a concentracdes elevadas de toxinas urémicas, como p-
cresol, ureia nitrogenada, acido Urico e poliaminas (25). Esses compostos, quando
nao eliminados, comprometem a funcdo muscular, aceleram a doenca vascular,
promovem a disfuncdo plaquetaria, desregulam o sistema enddcrino, o sistema

imunoldgico e varios outros (26).
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1.1.2 Insuficiéncia renal e doencas cardiovasculares

As doencas cardiovasculares (DCV) sado as causas mais comuns de
mortalidade em pacientes com IRC (27). Uma meta-andlise realizada por
pesquisadores nos EUA, com mais de 1 milhdo de participantes em 2010, mostrou
que pacientes a partir do estagio 3 da DRC (TFG < 60 mL/min) estdo associados a
este fato (28).

Nesse contexto, a aterosclerose e a hipertensao estdo envolvidas na maioria
das DCV (29). O processo acelerado de aterogénese pode ser desencadeado pelo
acumulo de toxinas urémicas na IRC (30). Estudos demonstraram que a uremia
pode provocar diversas alteracdes enddcrinas, como alteracdo nos mecanismos de
feedback, producéo, transporte, metabolismo e eliminacdo de hormdnios. Essas
alteracdes podem estar associadas a uma disfungéao endotelial, aumentando o risco
cardiovascular (31).

Avramovski et al. avaliaram a progressédo da rigidez da artéria carétida e
femural de 80 pacientes em hemodialise, os quais apresentaram reducdo da
elasticidade, que é considerada um componente importante de risco cardiovascular
(32).

A aterosclerose é uma doenca inflamatoéria crénica nas paredes das artérias
gue envolve o sistema imune inato e o adaptativo. A placa aterosclerética é formada
pela ativacdo e acumulo de células do sistema imune. Os neutrofilos, que
representam 50 a 60% das células do sistema imune inato, tém um papel
fundamental na formacao da placa (33, 34).

Além dos fatores de riscos tradicionais, pesquisas vém dando importancia ao
fatores de risco nao-tradicionais para eventos cardiovasculares nos pacientes com

IRC, incluindo desnutrigédo, estresse oxidativo e a inflamagéao (9, 35-37).

1.1.3 Insuficiéncia renal, NO e alteracoes do sistema imune e plaguetéario

A infeccdo, desencadeada por repetidos eventos inflamatorios, € uma

importante causa de mortalidade em pacientes com IRC. Estudos epidemiolégicos
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indicam que as causas infecciosas sao secundarias a DCV e causam a morte de 12-
22% dos pacientes (38).

A inflamacao e a deficiéncia imune ocorrem devido a ativagao e disfuncao do
sistema imune inato, o qual € composto pelos mondcitos, macrofagos, neutrofilos,
células dendriticas, eosindfilos, basdfilos entre outras. Os neutroéfilos sdo a primeira
linha de defesa contra a invasdo de microorganismos e apresenta um papel
essencial na inflamacéo (39).

Em estudos prévios, os pacientes com IRC em hemodidlise apresentaram
uma expressdo aumentada de receptores celulares, aumento da producédo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) e da degranulacdo das células fagociticas.
Estas disfun¢bes contribuem para a diminuicdo da capacidade fagocitica da célula e
um aumento da apoptose de neutrofilos. Além disso, as pesquisas mostram que a
hemodidlise pode intensificar essas disfuncées em caso de bioincompatibilidade da
membrana do dialisador, anemia e sobrecarga de ferro (40-43).

O papel do 6xido nitrico (NO) associado a respostas inflamatérias € bem
conhecido. Um estudo demonstrou que em concentracdes elevadas de GMPc, um
mensageiro secundario do NO, houve o aumento da producdo de TNF-aem
neutrofilos (44, 45). No entanto, Meennakshi et al. observaram um aumento de NO
no soro de pacientes em hemodialise, que foi atribuido a uma possivel estimulacao
da via L-arginina-NO e a uma ativacdo do sistema imune pelas membranas de
dialise, as quais induziriam a iNOS para gerar NO (46).

Uma outra alteragéo envolvendo a producdo aumentada de NO na IRC séo os
eventos tromboéticos frequentes, associados paradoxalmente ao tempo de
sangramento prolongado (47). Previamente, nosso grupo demonstrou que plaquetas
humanas de pacientes renais em hemodialise desnutridos apresentaram uma
inibicdo do transporte de L-arginina para o interior da célula via sistema y'L, e
sintetizam mais NO e um aumento de agregacdo plaquetaria comparado aos
controles (35).

Portanto, estudos tém considerado importante avaliar a interacdo entre
plaguetas e neutréfilos, mostrando serem essenciais nos processos patologicos
como a inflamacdo e a aterogénese (48, 49). Nesse contexto, sabe-se que 0s
neutréfilos também estdo relacionados a homeostase e que o NO sintetizado e
liberado por estas células atuam nos eventos trombadticos inibindo a agregacao
plaquetaria (10, 50-52).
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Até o presente momento, a via L-arginina — 6xido nitrico em neutrofilos de
pacientes com IRC em hemodialise ndo foi investigada, podendo esclarecer
guestbes sobre a IRC associada aos fatores de riscos tradicionais e 0s néao-

tradicionais.

1.2 Avial-arginina-NO-GMPc

1.2.1 Histérico, sintese do NO e principais funcoes

O final da década de 80 e inicio da década de 90 ficou marcado pela
descoberta de uma molécula conhecida hoje como 6xido nitrico (NO). O interesse
destes estudos teve inicio quando Furchgott e Zawadzki observaram que alguns
vasodilatadores, como a acetilcolina, dependiam inteiramente do endotélio intacto
para que houvesse o relaxamento vascular. A partir dai surgiu o termo fator de
relaxamento dependente do endotélio (EDRF), que foi estudado por alguns anos até
provarem que a composicao e acdes do EDRF eram idénticas ao NO (53-55).

O NO é um gas encontrado no ar atmosférico, em pequenas quantidades, e
altamente toxico devido a presenca de um radical livre que o torna uma molécula
muito reativa. A meia-vida do NO é muito curta, aproximadamente 10 seg, devido a
sua rapida oxidagdo em nitrito e nitrato (56).

Fisiologicamente, o NO é produzido por vérias células, como, por exemplo,
as plaquetas, eritrocitos, células endoteliais e leucdcitos. A sua sintese ocorre
através de hemeproteinas da familia do citocromo P-450 like, denominadas NO
sintase (NOS). Existem trés tipo de enzimas: isoforma | ou nNOS, isoforma Il ou
INOS e isoforma Ill ou eNOS. Dentre as trés isoformas, nNOS e eNOS séao
constitutivas, dependentes de calcio (Ca®*) e calmodulina, uma proteina associada
ao calcio (57). Por outro lado, a iINOS é uma enzima induzivel, independente de
Ca’?" e calmodulina, ou seja, ela é induzida nos macréfagos, neutréfilo e outras
células por lipolissacarideos bacterianos (LPS) ou citocinas (Tabela 1). As NOS séao
dependentes de O,, NADPH, flavinas e biopterinas para exercer sua atividade (58-
60).
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Tabela 1 - Principais caracteristicas das trés isoformas da NOS

Caracteristicas nNOS ou tipo | iNOS ou tipo Il eNOS ou tipo
Primeira Neurdnios Macréfagos Endotélio
identificacao

Peso 160 130 133
Molecular

(kDa)

Localizacao 12p24.2 17cen-q12 7035-36

cromossomial

Funcéo Neurotransmissao Imunocitotoxicidade Relaxamento do MLV
principal

Niveis de pmol nmol pmol
producéo

Regulacéo da Constitutiva Preferencialmente Constitutiva

expressao

Estimulada por

hormonios sexuais,

lesdo do tecido
nervoso e hipdxia

Inibida por citocinas e

endotoxina

induzivel

Expresséao induzida
por citocinas e
endotoxina

Estimulada por
hormonios sexuais e
stress de cisalhamento

Inibida por citocinas e
endotoxina e hipoxia

MLV= musculo liso vascular

Legenda: Adaptado de Lincoln et al., 1997.

As func¢des do NO sao variadas, abrangendo diversas vias de modulacéo.

Um aspecto importante desta molécula € a sua capacidade de ser benéfica ou

potencialmente tdxica em concentracbes elevadas. O NO desemprenha acodes

antibactericidas, apresenta funcéo vasodilatadora e atua na inibicdo da agregacao

plaquetéria (61, 62).

As plaquetas expressam dois tipos diferentes dessa enzima, uma constitutiva

e outra induzivel, eNOS e INOS, respectivamente (63). Os neutrdéfilos expressam o0s

7

trés tipos desta enzima, porém a mais estudada é a INOS, que aumenta
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consistentemente a sua quantidade com a maturacao da célula (64).

1.2.2 L-arginina: sintese, metabolismo e transportadores

A L-arginina € um aminoacido semiessencial aos mamiferos adultos, uma vez
que eles sdo capazes de sintetiza-la, mas que torna-se essencial em fase de
crescimento e em condigdes catabdlicas. E um produto da detoxificagio da amonia,
participa do ciclo da ureia, € precursora de proteinas e esta envolvida na formacao
de varias enzimas. Uma das principais fungdes, a qual iremos nos aprofundar neste
estudo, é ser substrato para a producéo de NO (65).

As fontes de L-arginina utilizadas pelo organismo sdo tanto exdégenas como
enddgenas. As fontes exdgenas advém de dietas como: soja, améndoa, noz
brasileira, castanha, pitu, carne e linguado (66). A maior parte da sintese enddégena
ocorre nos rins e no figado. Deste modo, o figado utiliza grande parte da L-arginina
produzida por ele no ciclo da ureia, e o rim, junto com a ingestao diaria (1-2 g/dia), é
responsavel por manter os niveis plasmaticos de L-arginina (80-100 uM) (67)
(Figura 1).

Figura 1 - A sintese da L-arginina em seres humanos

-
Vo

Ingestdo de L-arginina
(1-2g/dia)

b

Glutamina (28%) \‘.‘\
Absorgao

Intestinal (65%)

<

L-citrulina
(30-40 pM/L)

L-arginina

!

L-arginina plasmatica

Legenda: Adaptado de Reyes et al. 1994
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A L-arginina extracelular parece ser essencial para a producédo de NO. Varios
estudos demonstraram que o transporte de L-arginina € limitante para a geragéo de
NO por células endotelias, plaquetas e macrofagos ativados, embora a
concentracdo intracelular (0,1-2 mM) permaneca superior as constantes de
afinidade (Kn) para as diferentes isoformas de NOS que variam entre 1 e 32 uM
(68-71).

Além disso, existem evidéncias de que mesmo com uma concentracao
intracelular de L-arginina cem vezes maior a producéo de NO nao se alterou. A este
fato deu-se o nome de “paradoxo da via L-arginina-NO” (72, 73).

Teorias foram propostas para tentar explicar este paradoxo. Uma explicacao
seria de que o transportador e a enzima NOS estariam ligados, portanto a producéo
de NO nado dependeria da concentracdo intracelular de L-arginina, mas sim do
transporte da mesma.

Em alguns tipos de células existe a colocalizacdo da eNOS e do
transportador de L-arginina y* em porc¢des especificas da membrana denominadas
cavéolos, mas esta teoria foi comprovada somente em células endoteliais (74, 75).
Outra teoria, propds que as células endoteliais e macrofagos possuiriam dois
reservatorios intracelulares de L-arginina, sendo que um deles poderia fazer trocas
com o meio extracelular e o outro ndo. Portanto, o transporte de L-arginina seria
importante porque este segundo reservatorio seria inacessivel a NOS em
macrofago (76, 77).

Um fator importante a considerar é a participacdo da L-arginina em diferentes
vias metabdlicas como na sintese de creatinina, ureia, agmatina, poliaminas e
bases pirimidinas, além de modular a liberacdo de alguns hormdnios
(catecolaminas, glucagon, insulina, corticosterdide, horménio do crescimento,
prolactina e somatostatina). Pois, a disponibilidade de L-arginina varia de acordo
com a quantidade que é utilizada nestas diferentes vias (78).

Apesar de varias hipoteses para explicar o “paradoxo da L-arginina”, ndo se
chegou a um consenso, mas sabe-se que o0s carreadores de aminoacidos
catibnicos sdo essenciais na producdo de NO em diferentes células e condi¢des
patologicas (79).

Existem descritos na literatura, quatro sistemas responsaveis pelo transporte

de amino&cidos catidnicos (L-arginina, L-lisina e L-ornitina) em mamiferos: y*, y'L,
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b%* e B®* (80, 81).

O sistema y" foi descrito por Halvor Christensen, sendo caracterizado como
Na® e pH independente, e seletivos para aminoacidos catidnicos. O sistema de
transporte y* é sensivel a trans-estimulacao, e a hiperpolarizacdo ativa o transporte
de aminoéacido catbnicos (82, 83).

Os sistemas y*L, b®* e B%*, transportam tanto aminoacidos catiéncos quanto
neutros, mas diferem na dependéncia ou ndo de Na® (84). Os sistemas de
transporte B%* e b®* foram elucidados por Van Winlke e colaboradores. O sistema
B®* Na'-dependente e b®" Na'-independente (85). O sistema y'L foi descrito
inicialmente em eritrocitos humanos por Rose Devés e colaboradores, o qual
transporta aminoéacidos catiénicos na auséncia de Na' e aminoacido neutros
somente na presenca de Na® (86). Foi demonstrado que a atividade do
transportador y'L ocorre em resposta a expressdo de dois transportadores
heterodiméricos: glicoproteina 4F2 (cadeia pesada) associada a um carreador de
aminiacidos (cadeia leve), y'LAT1 ou y'LAT2 (87, 88).

O transporte de L-arginina em leucécitos e hemacias € mediado pelos
sistemas y* e y'L, enquanto nas plaquetas ocorre somente pelo sistema y'L. O
nosso grupo demonstrou, através de estudos cinéticos, que o sistema y'L apresenta
alta afinidade e baixa capacidade (K, 10uM) para aminoécidos catidnicos, que
também transporta aminoacidos neutros com elevada afinidade na presenca de Na*
(89).

1.2.3 Via L-arginina-NO-GMPc em neutréfilos e plaguetas

As plaquetas sao fragmentos celulares anucleados derivados de
megacariocitos localizados na medula 6ssea. Elas apresentam um papel essencial
tanto na hemostasia como na trombose. Sao necessarias trés fases distintas para
que haja a formacdo do tampdo plaquetario: adesdo, ativacdo e agregacao
plaquetaria. O NO secretado pelas plaguetas € um inibidor natural destas trés fases
(90, 91), sendo o transporte de L-arginina via sistema y'L essencial para a producao
de NO (89).
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Os neutrofilos sdo células do sistema imune inato que circulam através do
corpo e séo direcionados para os locais de infeccdo e lesdo para desempenhar
papéis importantes na defesa do hospedeiro. A capacidade dos neutréfilos de
sintetizar NO foi descoberta pela primeira vez através da sua capacidade de relaxar
anéis aodrticos (92) e pela inibicdo da agregacédo plaquetaria (50, 93). Estudos
demonstraram que os neutréfilos geram NO a uma taxa de 10-100 nmols/5min/10°
células, uma quantia comparavel a células do endotélio, contribuindo para a
guantidade de NO circulante (64).

Malawista et al. relataram pela primeira que o NO gerado pelos neutrofilos
estava envolvido na sua funcdo antimicrobiana (94). Ao longo dos anos, foram
identificadas varias outras fungcdes como a modulacéo de cascatas de sinalizacdes,
adeséao, quimiotaxia, fagocitose, “burst” oxidativo, e apoptose (95).

1.3 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo € o termo utilizado para definir o desequilibrio entre a
geracdo excerbada de espécies oxidantes e 0 mecanismos insuficiente de defesa
antioxidantes (96). As células produzem espécies reativas de oxigénio por
diferentes mecanismos, como pela cadeia respiratoria mitocondrial ou pela ativacao
de neutrdfilos, ao sofrerem estimulos de citocinas inflamatorias (97).

Uma das vias bastante estudada da sintese EROs é complexo enziméatico
NADPH oxidase, que € responsavel pela formacdo de anion superoxido (O2) a
partir do oxigénio consumido durante a burst oxidativo. Este complexo enziméatico é
composto por varias proteinas, como gp9lphox e p22phox na membrana, e
p47phox, p67phox, p40phox, Racl no citoplasma (98).

O peréxido de hidrogénio (H,O,) é formado pela dismutacdo do O, que
ocorre espontaneamente ou pela estimulagcdo da enzima superoxido dismutase
(SOD). Tanto o O, quanto H,O, contribuem para a formagdo de outras espécies
reativas. Por exemplo, a espécie reativa de nitrogénio (ERN) é formada pela reacéo
do NO com O, formando o peroxinitrito (ONOQO). O radical (OH’), o mais reativo
em sistemas biologicos, é formado pela reagdo do H,O, com moléculas de metais

como cobre e zinco (Figura 2) (99).
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Uma outra fonte de ERN ocorre a partir das enzimas NOS, as quais séo
essenciais na conversdo da L-arginina em NO. Quando a concentracdo de BH,
(cofator) ou de L-arginina (substrato) esta reduzida, a NOS produz O,, além de
produzir NO (100).

Neste contexto, é importante considerar que a biodisponibilidade de NO néo
depende somente da sua sintese como também da degradacdo, mediada por
espécies reativas de oxigénio (EROs), principalmente o anion superéxido (O2) (15).

Com a finalidade de equilibrar a quantidade de espécies reativas no
organismo existem as defesas antioxidantes enzimaticas, compostas pela
superoxido dismutase (SOD), catalase e glutationa peroxidase, e as ndo-enziméatica
pelas vitaminas A, C e E, e pela glutationa (101, 102).

Estudos demonstram que o estresse oxidativo esta relacionado a doencas
cardiovasculares, doencas inflamatérias, doencas neurodegenerativas, entre outras.
Por isso, a importancia de andlises oxidativas nos pacientes com insuficiéncia renal
cronica (103).

Figura 2 - Espécies reativas e oxigénio e sistema de defesa antioxidante enzimatico

\ SOD

Legenda: CAT, catalase; GPx glutationa peroxidase; GR, glutationa redutase; GSH, glutationa;
GSSH. Glutationa oxidada. NO, O6xido nitrico; ONOO', perdxinitrito; SOD, superéxido
dismutase.
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OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar a via L-arginina-NO em neutrdfilos e sua associagdo com o0s

marcadores de estresse oxidativo e seus efeitos na agregacdo plaguetaria em

pacientes com IRC em hemodialise.

2.2 Objetivos especificos

. Avaliar e comparar o transporte da L-arginina total, via sistemas y* e sistema

y'L em neutrofilos de controles e pacientes com IRC em hemodidlise.

. Analisar a atividade da NOS e a expressdo da eNOS e iINOS em neutrofilos

de controles e pacientes com IRC em hemodiélise.

. Avaliar o efeito da incubacdo dos neutrofilos com plaquetas, em tempos

diferentes, na agregacdo plaquetaria induzida por ADP de contoles e

pacientes com IRC em hemodialise.

. Quantificar e comparar as concentracdes de aminoacidos em lisado de

neutrdéfilos de controles e pacientes com IRC em hemodidlise.

. Analisar a atividade das enzimas antioxidantes catalase e glutationa

peroxidase em soro de controles e pacientes com IRC em hemodialise.
Avaliar a presenca do dano oxidativo, através da carbonilacéo de proteinas e
dos niveis de peroxidacéao lipidida através do TBARS em soro de controles e

pacientes com IRC em hemodialise.

. Avaliar o “burst” oxidativo em neutréfilos estimulados com PMA de controles e

pacientes com IRC em hemodialise.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Selecao de individuos

O grupo IRC foi constituido por 15 pacientes com IRC em hemodidlise
ha pelo menos seis meses provenientes da clinica de hemodialise DERT
Depuracdo Extra Renal e Transplante (Niter6i, Rio de Janeiro, Brasil). Foram
considerados critérios de exclusdo a presenca de cardiopatia isquémica,
insuficiéncia cardiaca, transfusdo de sangue recente, obesidade, desnutricéo,
diabetes mellitus, infec¢do e uso de medicamentos antiplaquetarios.

O grupo controle foi composto por 15 individuos saudaveis, pareados
por idade, recrutados entre alunos e funcionarios da Universidade do Estado
do Rio de Janeiro. Os participantes foram submetidos a uma avaliacdo clinica
e laboratorial, e foram excluidos do grupo controle agueles que apresentassem
qualquer doenca e/ou faziam uso de farmacos.

As caracteristicas demogréficas e laboratorias de ambos os grupos
estdo apresentadas nas Tabelas 3 e 4.

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de
Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Pedro Ernesto (processo 451-
CEP/HUPE). A participacdo no estudo foi voluntaria e somente se deu apoés
esclarecimento de todos os aspectos associados ao estudo aos sujeitos e

assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido.

3.2 Isolamento de neutroéfilos

As amostras de sangue dos pacientes foram coletadas apds a sesséao
de hemodialise e transferidas para tubos contendo o anticoagulante heparina.
Os neutréfilos foram isolados por um gradiente de densidade composto por
uma camada de Histopaque 1119 (Sigma Aldrich, Sado Paulo, Basil) e

Histopaque 1077 (Sigma Aldrich, S&o Paulo, Basil). O sangue foi colocado em
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cima das duas camadas de histopaque e centrifugados a 700x g por 30 min a
temperatura ambiente.

Posteriormente, os neutrofilos foram coletados, lavados com PBS e
centrifugados a 600x g por 10 min a 4°C. Ao pellet foi adicionado agua gelada
para lisar os eritrocitos e a suspenséo foi centrifugada novamente a 600x g por
10 min a 4°C. Ao final, o pellet de neutrofilos foi ressuspenso em PBS e a
contagem e viabilidade das células foram analisadas com o corante liquido de

Lazarus na camara de Neubauer.

3.3 Isolamento de plaquetas

As amostras de sangue foram coletadas em tubos contendo citrato de
sédio (3,8% , 9:1 v/v) e centrifugadas a 250x g por 15 min para obter o plasma
rico em plaguetas (PRP), apés retirar o plasma rico o0 mesmo sangue foi
centrifugado novamente a 900x g por 10 minutos a temperatura ambiente para
obter o plasma pobre em plaquetas (PPP). A contagem do PRP foi feita no
contador de células ABX Pentra 60 (Horiba, Téquio, Japao) e a concentracao
de plaguetas do PRP foi ajustada para 2,5 x 10° cels/mL com PPP.

3.4 Avaliagéo laboratorial

As avaliagBes bioquimica e hematoldgica foram feitas no Laboratorio
Central do Hospital Universitario Pedro Ernesto.
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3.5 Transporte de L-arginina em neutroéfilos

O influxo de 1ImM de L-[*H] arginina foi medido. O transporte total foi
fracionado nas vias sistema y* e y'L através da inibicdo do y'L com 100uM de
L-leucina. O influxo foi medido a 37°C (durante um periodo de 3 minutos) pela
adicdo de 200uL de suspensdo de células em 700uL de tampdo PBS
contendo L-arginina fria e radioativa.

Posteriormente, aliquotas de 200 uL foram retiradas em 15s, 1, 2 e 3
minutos, e colocadas em microtubos contendo 50uL de 6leo (3 vol dibutil
phatalate: 2 dinonyl phatalate) e centrifugados por 15s a 10000x g
(microcentrifuga Eppendorf 5417 C/R). Este precesso separa as células do
sobrenadante. Técnica adaptada do linfocito realizada pelo nosso grupo (16).

Os padrdes foram preparados através de uma aliquota de 20uL do
sobrenadante. O sobrenadante e o 6leo foram aspirados do tubo e 0 mesmo
foi mantido no freezer. O tubo contendo o pellet de células foi cortado em tubos
contendo 2mL de liquido de cintilagdo. A medida da radioatividade foi feita,
apos 24h, através do cintilador (LS 6500 Liquid Scintillation Counter, Beckman

Counter Inc., California, EUA).

3.5.1 Célculo do influxo

O influxo de L-arginina foi medido ao longo de trés minutos usando uma
regressao linear. A taxa inicial de transporte foi calculada usando uma

inclinacéo linear.
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Gréfico 1 -Cinética temporal do influxo de L-arginina (1mM) nos neutrofilos
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Legenda: influxo total (e) foi inibido por 100 mM de L-leucina (m). Dados apresentados séo
uma representacdo de um experimento.

A taxa inicial do transporte foi calculada e expressa em picomol/10° cels/

minutos. A equacao para o célculo do influxo é:

Taxa inicial= inclinacdo dalinha x [AA] X Vpadrao

Sendo:

[AA] concentracdo do aminoacido presente no padrao
Vpadrao = Volume do padréo

n= numero de células presente no pellet da amostra
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3.6 Avaliacdo da atividade da NOS

A atividade de NOS foi avaliada pela convers&o de L-[*H]-arginina em L-
[*H]-citrulina (104).

A suspensdo de neutréfilos foi adicionada L-[*H]-arginina na presenca e
na auséncia de um analogo, L-NMMA (10mM), posteriormente foi realizada a
incubacdo por 120 minutos a 37°C. A reacdo foi interrompida por rapida
centrifugacéo seguida por lavagem com solucdo de PBS. Os neutrdéfilos foram
lisados com Triton e transferidos para uma coluna contendo a resina catidnica
Dowex, que retém a L-[*H]-arginina ndo metabolizada e permite a passagem
da L-[*H]-citrulina.

A L-[*H]-citrulina foi entdo removida para tubos de cintilacdo, o liquido
cintilante adicionado e a radioatividade contada no cintilador (LS 6500 Liquid
Scintillation Counter, Beckman Counter Inc., California, EUA).

3.7 Neutrofilos e agregacdao plaquetaria

O efeito dos neutrofilos na agregacao plaguetaria foi analisado através
da incubacdo do PRP (1,25 x 10° cels/mL) com os neutréfilos autélogos (2 x
10° cels/mL) por 5 e 30 minutos, e em seguida a agregac&o foi monitorada por
5 minutos com ADP (5uM) . A agregacao basal foi analisada pela incubacéao do
PRP com o tampao PBS, o qual os neutrofilos foram ressuspensos. A
agregacdo foi monitorada num agregbmetro de 4 canais (Chrono-Log,
Havertown, PA) (105). Os testes foram realizados a 37°C numa velocidade de

rotacao de 900 rpm.
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3.8 Dosagem de aminoéacidos

Os neutrofilos foram separados e contados em camera de Neubauer.
Foram separadas aliquotas de suspensao de neutréfilos em concentracdes de,
aproximadamente, 9x10° cels/ml.

Posteriormente, a aliquota foi centrifugada a 3000 g por 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado e ao pellet de neutrdfilos foi adicionado 1mL da
solucéo de Triton 10% para lisar as células. As aliquotas de célula lisada foram
armazenadas e enviadas ao laboratério de analise DLE (Rio de Janeiro,
Brasil). A dosagem quantitativa e qualitativas dos aminoacidos foram

realizadas por cromatografia liquida de alta performance (HPLC).

3.9 Dosagem de proteina

A mensuracdo das proteinas foi feita através de um ensaio
colorimétrico, utilizando-se o kit BCA ™ Protein Assay (BioAgency, Sdo Paulo,

Brazil).

3.10 Extracdo de proteina e western blotting

Os neutrdfilos foram isolados e lisados com uma tampéo de lise. A
quantificacdo de proteina foi feita pelo método previamente descrito. As
amostras contendo 20ug de proteina dos lisados de neutréfilos foram
suspensas em tampdo NuPage, ap0s desnaturacdo das proteinas por
incubacdo a 70°C por 10 minutos ( Sigma Chemical, St. Lois).

As proteinas foram fracionadas por eletroforese (200V, 100mA) em gel
poliacrilamida NUPAGE® Novex Bis-Tris 10% (Invitrogen, Califérnia, EUA)
utilizando-se tampé&o de corrida [concentrado 5 x (250 mM MOPS, 250 mM
Tris, 5 mM EDTA, 17,3mM SDS), e transferidas (15V, 328mA) para



membranas de PVDF (Invitrogen, California, EUA) em tamp&o de transferéncia
(48mM Tris, 39 mM Gilicina, 1,3mM SDS).

Foram utilizados anticorpos primarios monoclonais para eNOS e iINOS
(Santa Cruz Biotechnology, Califérnia, EUA) na concentracdo de 1:1000. A
tubulina foi utilizada como controle de quantidade de proteina nas amostras na
concentracéo de 1:1000.

O procedimento empregado para a deteccao de bandas foi a incubacéo
com ECL (Amersham-Biosciences Buckinghamshire, UK). Foram utilizados
como padrdo de peso molecular o Full-Range Rainbow™ Molecular Weight
Marker (GE Helathcare, EUA).

As intensidades das bandas foram normalizadas para a intensidade da
banda de tubulina correspondente por andlise densidométrica. A quantificacdo
de imagens foi realizada com o programa image J ( ImageJ 1.43, National
Institutes of Health, EUA).

3.11 Avaliacao do estresse oxidativo em soro

3.11.1 Atividade da catalase

O ensaio é baseado na capacidade que a catalase apresenta de reagir
com o peréxido de hodrogénio (H,O;) e formar oxigénio molecular e agua.

Foi preparado um tampdo de perdoxido de hidrogénio (25mL de PBS
para 40uL de H,0,). Na cubeta de quartzo foram adicionados 1980uL do
tampdao com peroxido de hidrogénio, e em seguida 20uL de soro.

A leitura foi realizada no periodo de 1 minuto a cada 10 segundos numa
absorbancia de 240nm no espectrofotometro (Genesys 10S UV-Vis Thermo
Scientifc). Os valores foram analisados em uma planilha do Excel e os

resultados foram apresentados em U de catalase/mg de proteina.
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3.11.2 Atividade da glutationa peroxidase

A medida da glutationa peroxidase (GPx) é medida a partir da taxa
decaimento da NADPH.

A reacdo foi feita em cubetas de plastico. Na cubeta foram adicionados
1800uL de tampao fosfato adiocionado de glutationa reduzida (GSH),
glutationa redutase (GR) e azida sédica (20mL tampéo para 4mL de GR + 1mL
de NADPH) e a leitura realizada por 3 minutos.

Em seguida, foram adicionados 200uL de peréxido de hidrogénio e lido
por 5 minutos. A leitura foi feita em comprimento de onda de 340nm no

espectrofotometro (Genesys 10S UV-Vis Thermo Scientifc).

3.11.3 Carbonilacado de proteinas

Este ensaio foi utilizado para avaliar a degradacéo de proteinas no soro,
e baseia-se no principio de que os residuos de proteinas (histidina, arginina,
lisina e prolina) sdo oxidados por radicais livres e formam produtos com o
grupo carbonil, que pode ser detectado através da reacdo com 2,4
dinitropheniylhidrazina (DNPH).

Foram utilizados 100uL de soro em duplicata. As aliquotas foram
lavadas trés vezes com solucdo de HCI-Acetona, TCA 10%, TCA 20%, TCA
30%, e Etanol-Acetato de Etila, respectivamente. Entre cada lavagem as
amostras foram passadas no vortex e centrifugadas por 3 minutos a 2000 rpm
e 0 sobrenadante foi descartado.

Uma das duplicatas foi incubada com HCI 2M e a outra com DNPH
diluido em HCI 2M, ambas por 1 hora. Posteriormente, todas as amostras
foram incubadas a -20°C por 10 minutos, centrifugadas e o sobrenadante
descartado. No final, as amostras foram incubadas com guanidina 6M a 60°C

por 30 minutos.
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Apés a incubacdo, as amostras foram centrifugadas e 200uL do
sobrenadante foram transferidos para uma microplaca e foi feita a leitura da
absorbancia a 380nm no espectrofotometro (Fluoestar Omega BMG labtech).

Os valores encontrados nas duplicatas que foram incubadas com DNPH
foram descontados do encontrado nas amostras incubadas com HCl. Os

resultados obtidos foram apresentados em nmol/mg de proteina.

3.11.4 Avaliacdo da peroxidacao lipidica (TBARS)

A peroxidacdo lipidica foi mensurada no soro dos controles e pacientes
através da formacdo de substancias reagentes ao acido tiobarbitarico
(TBARS).

Aliguotas de 200uL de soro foram misturadas com acido tricloroacético
a 10%, em seguida as amostras foram centrifugadas e incubadas com acido
tiobarbittrico 0,67% por 30 minutos a 96°C. As amostras foram colocadas em
microplacas e foi feita a leitura de absorbadncia em 532nm no
espectrofotometro  (Fluoestar Omega BMG labtech) expressas como

equivalentes de malondialdeido (pmol/mg de proteina).

3.12 Analise do burst oxidativo em neutréfilos

Esse experimento baseia-se na quantificagdo da geracdo de anion
superéxido no “burst” oxidativo dos neutréfilos, que utiliza como sonda
especifica a lucigenina (Nitrato bis-N-metil acridina). A rea¢do acontece quando
a lucigenina reage com o anion superoxido e forma uma molécula excitada que
emite luz ao voltar ao seu estado fundamental. O “burst” ocorre através do
estimulo da enzima NADPH com o PMA (phorbol-12-myristate-13-acetate), e a
enzima superéxido dismutase (SOD) tem a funcdo de dismutar o anion

superéxido que reage com a lucigenina.
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Os neutrofilos foram obtidos do sangue periférico e ajustados a uma
concentracdo de 3x10° cels/mL com tampdo PBS. Na microplaca foram
adicionados 150uL da suspenséao de células, 50uL de lucigenina (5uM), 50uL
de PMA (20ng/poco) para estimular o “burst” oxidativo e 20uL de SOD
(500U/mL). A reacao foi monitorada no intervalo de 120min com leituras a
cada 2 min. As leituras de luminescéncia foram feitas no lumindmetro
(Fluoestar Omega BMG labtech).

3.13 Anédlise estatistica

Os dados estao apresentados na forma de média e erro padréo (EP). As
diferencas entre os grupos foram testadas utilizando o teste t independente,
com excecao dos dados de agregacdo e de atividade da éxido nitrico sintase.
Nesses casos, 0s resultados foram comparados com uma andlise de
variancias de duas entradas (condicao clinica x meio de incubacdo) com
medidas repetidas no segundo fator. Em caso de F significativo, foi aplicado
um poés teste de Holm-Sidak para identificar as diferencas. As premissas de
normalidade, homogeneidade de variancias e esfericidade foram testadas com
os testes de Shapiro-Wilk, Levene e Mauchly, respectivamente.

A andlise dos dados e a preparacdo dos graficos foram realizadas
através do programa GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Inc., CA, EUA). A

significancia estatistica foi determinada quando p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracteristicas demograficas (idade e sexo), etioldgicas e dados

laboratoriais e clinicos

A Tabela 2 apresenta caracteristicas demograficas e etiolégicas dos
pacientes com insuficiéncia renal cronica (IRC) em hemodialise e controles.

Como podemos observar nesta tabela, os pacientes com IRC eram
adultos jovens, eutroficos, e a principal causa de IRC foi a HAS. Os pacientes
realizavam 4 horas de sessao de hemodidlise trés vezes por semana e o Kt/V
ureia demonstra a eficiéncia da dialise. Alguns pacientes faziam o uso de
medicamentos anti-hipertensivos, como inibidores da enzima conversora de
angiotensina (n=4), agonistas a-2 (n=5), p-bloqueadores (n=4) e bloqueadores

dos canais de calcio (n=1).

Tabela 2 - Caracteristicas demogréficas, etiolégicas e nutricionais dos
controles saudaveis e dos pacientes renais crénicos

Dados Controles Pacientes com
(n=15) IRC
(n=15)
Idade (anos) 36+2 42 +3
Sexo (F/IM) 10/5 7/8
Meses em didlise 107+ 52
Sesséo de dialise, min 2400
Kt/ V uréia 1,35+0,3
IMC (kg/m?) 22,8+0,7 22,7+0,8
Etiologia Hipertenséo - 11

Glomerulonefrite -2
Idiopética- 2

Legenda: indice de massa corporal (IMC), medida da qualidade da dialise (Kt/V ureia)

A Tabela 3 mostra os dados laboratoriais dos pacientes com IRC em

hemodidlise e controles. Como esperado, os pacientes com IRC apresentaram
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uma concentracdo sérica de creatinina e de ureia antes de uma sessao de
hemodialise superior ao grupo controle, em valores que indicam a disfuncao
renal. Pacientes com IRC em hemodidlise apresentaram niveis séricos de
potassio significativamente mais elevados e um maior niumero de leucécitos
que o grupo controle. Por outro lado, apresentaram niveis mais baixos de
hematdécrito e hemoglobina, embora estes valores estejam dentro dos valores
considerados normais. Os niveis plasmaticos de fibrinogénio ndo foram

modificados em pacientes com IRC em hemodialise.

Tabela 3 - Dados laboratoriais dos controles saudaveis e dos pacientes renais

cronicos
Dados Controles Pacientes com
IRC
Numero de pacientes 15 15
Potassio (mEq/l) 4,3+0,2 52+ 0,4*
Hematdcrito (%) 40+1,5 36 +0,9*
Hemoglobina (g/dL) 14+0,4 12 + 0,3*
Leucdcitos (10°/mm?) 56+0,5 7,3+0,6*
Plaquetas (10%/mm?3) 210+ 21 220 + 27
Colesterol total (mg/dL) 180+ 7,6 160 + 13
Colesterol LDL (mg/dL) 110+ 6,6 89+9,3
Colesterol HDL (mg/dL) 55+45 44 +5,6
Triglicerideos (mg/dL) 88+9,7 150 + 28
Glicose (mg/dL) 88+ 3,0 92+84
Creatinina (mg/dL) 0,85+ 0,05 4,6 +1,5*
Ureia (mg/dL) 20+4,3 167 + 7,9* (pré- HD)
39 + 6,3 (pés-HD)
Fibrinogénio (mg/dL) 269 + 26 302 + 55

Legenda: indice de massa corporal (IMC), hemodiéli§e (HD), lipoproteina de alta densidade
(HDL), lipoproteina de baixa densidade (LDL), p<0,05 — vs controle/IRC
Nota: Dados representados na forma de média + EP.
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4.2  Tranporte de L-arginina em neutrofilos

O transporte de L-arginina em neutréfilos mostra-se similar entre pacientes
com IRC em hemodidlise e controles. Quando os sistemas y* e y'L sdo isolados

também nado sdo observadas diferencas entre os grupos (Graficos 2, 3 e 4).

Gréfico 2 - Influxo total de L-arginina em neutrofilos de controles e pacientes IRC em
hemodialise
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Gréafico 3 - Influxo de L-arginina via sistema y* em neutréfilos de controles e
pacientes IRC em hemodialise
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Gréfico 4 - Influxo de L-arginina via sistema y’L em em neutréfilos de controles e
pacientes IRC em hemodialise
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Nota: os valores estédo representados em média + EP.

4.3 Atividade da NOS em neutrofilos

A atividade basal da NOS encontra-se significativamente reduzida em
neutroéfilos de pacientes com IRC em hemodialise comparada aos controles (Grafico
5). A presenca do analogo da L-arginina, L-NMMA, mostrou-se ser um potente

inibitor da atividade basal da NOS de neutrofilos tanto em controles como pacientes.

Gréfico 5 - Producgéo basal de L[*H]-citrulina em neutréfilos de controles e pacientes
IRC em hemodiélise
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4.4  Efeitos dos neutréfilos na agregacao plaquetéaria

Foram observados efeito tempo-resposta na inibicdo da agregacao
plaquetéria induzida por ADP na presenca de neutréfilos em pacientes e controles,
no entanto, ndo foram observadas diferencgas significativas entre os grupos (Grafico
6).

Grafico 6 - Agregacao plaquetaria induzida por ADP na presenca de neutroéfilos
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Grafico 7 - llustrativo do percentual de agregacéo plaquetaria induzida por ADP (2,5
MM) na presenca e auséncia de neutrdfilos
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4.5 Dosagem de aminoacidos em neutrofilos

Na dosagem da L-arginina em neutrofilos foi observado um aumento de 4
vezes desse aminoacido quando comparou-se pacientes portadores de IRC em
hemodialise com controles. Os outros aminoacidos catiénicos, L-ornitina e L-lisina,
apresentavam concentracfes intracelulares similares em pacientes com IRC em
hemodialise e controles. Os niveis de amionoacido anibénico L-glutamato estavam
aumentados em pacientes com IRC em comparacdo aos controles assim como o

aminoacido neutro L-glicina (Tabela 4).

Tabela 4 - Perfil de aminoéacidos nos neutroéfilos

Aminoéacidos Controles Pacientes com IRC
(umol/ 10° cels) (n=5) (n=5)
L-arginina 3,2+0,5 120+2,0*
L-glicina 12,4+ 29 23,0+34*
L-glutamato 39+1,1 78+12*
L-leucina 109+2,1 16,1+ 1,6
L-lisina 92+14 15,6 + 3,7
L-metionina 3,0+ 0,6 4,2+ 0,2
L-ornitina 51+0,6 6,1+ 1,2
L-serina 6,3+1,0 11,3+ 1,9
L-tirosina 8,9+ 1,3 11,5+ 1,2
L-triptofano 4,4+ 0,7 6,0+x1,4

Nota: Dados representados na forma de média + EP p< 0,05 — IRC vs controle



4.6 Western Blotting em neutroéfilos

A avaliacdo da expressado das enzimas NOS realizada por Western Blotting
mostra que os neutréfilos humanos expressam eNOS e INOS em condi¢cfes basais
(Graficos 8 e 9). Nao foram observadas diferencas significativas na expressao de

eNOS e INOS em neutrofilos de pacientes com IRC comparados aos controles.

Grafico 8 - Expressédo da enzima iNOS em neutrofilos de controles e pacientes IRC
em hemodialise
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Gréfico 9 - Expressdo da enzima iNOS em neutroéfilos de controles e pacientes IRC
em hemodialise
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4.7 Atividade da catalase em soro

N&o foram observadas diferencas significativas entre os pacientes com IRC e

0s controles quanto a atividade da enzima catalase no soro (Grafico 10).

Grafico 10 - Atividade da catalase em soro de controles e pacientes IRC em

hemodialise
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4.8 Atividade da glutationa peroxidase em soro

A atividade da GPx, através da mensuragao da inibicdo da auto-oxidacdo da

adrenalina, mostrou-se inalterada no soro de pacientes com IRC (Grafico 11).

Grafico 11 - Atividade da glutationa em soro de controles e pacientes com IRC
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4.9 Carbonilacdo de proteinas em soro

Nao foi observada diferenca significativa na carbonilagdo de proteinas no soro

de pacients com IRC e de controles (Gréafico 12).

Grafico 12 - Carbonilacdo de proteinas em soro de controle e pacientes com IRC
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4.10 Avaliacdo da peroxidacdao lipidica em soro

O dano em lipidios de membrana determinado pela formacao substancias
reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) nao foi afetada pela IRC (Gréfico 13).

Gréfico 13 - Dosagem de substancias reativas ao &cido tiobarbitirico em soro de
controles e pacientes com IRC

1.5 [ Controles (n= 8)
) Bl IRC (n=7)
c
\g ———
© 1.01
< o
Qo
= o
£ 051
©
£
£
0.0

Nota: Os valores estdo representados em média + EP.

4.11 Avaliacdo do burst oxidativo em neutrofilos

N&o houve diferenca significativa na resposta dos neutréfilos de pacientes
IRC em hemodidlise comparado ao controle quando estimulados com PMA. O

mesmo foi verificado quando os neutrdfilos foram estimulados na presenca de SOD
(Gréfico 14 A,B).
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Grafico 14 - Medida do burst oxidativo por quimioluminescéncia (QL) dependente da

lucigenina
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Legenda: O experimento foi realizado com pelo menos 4 amostras de cada grupo. (A) Média da
intensidade de QL em pacientes com IRC em hemodidlise e controles estimulados na
presenca e auséncia de SOD (as barras de erro foram suprimidas para melhor
visualizac&o). (B) Area sob a curva do perfil de QL sem e com estimulagdo com PMA, e na
presenca e auséncia de superéxido dismutase (SOD).
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5 DISCUSSAO

O presente estudo investigou, pela primeira vez, a via L-arginina-NO em
neutrofilos de pacientes com IRC em hemodialise, visando contribuir para uma
melhor compreensédo da relacdo desta sindrome e DCV (106, 107). Tem sido dado
destaque para a a geragdo de NO por leucocitos, bem como seus efeitos sobre
outras células e na formacédo do trombo (108, 109). Os resultados obtidos nesta
dissertacdo apontam uma menor producdo de NO nos neutrofilos obtidos de
pacientes com IRC em hemodidlise comparados com controles associada a uma
expressdo normal de eNOS e iINOS nestas células.

Uma vez que o transporte de L-arginina do meio extra para o meio intracelular
€ importante para a sintese de NO, no presente estudo a investigacdo da via-L-
arginina-NO em neutroéfilos foi iniciada através da mensuracdo do influxo da L-
arginina. Os resultados desses experimentos mostraram que o transporte total de L-
arginina foi semelhante entre os individuos sem e com IRC. Além disso, quando o
influxo de L-arginina foi fracionado nos sistemas de transporte catidnicos y* e y'L
também néo foi observada alteracdo nestes sistemas em neutréfilos. Por outro lado,
estudos prévios realizados pelo nosso grupo evidenciaram uma ativacao do sistema
y*, mas néo do sistema y'L, em eritrocitos e linfocitos de pacientes com IRC em HD
e dialise peritoneal ambulatorial continua (CAPD) (18, 110). J& Schwartz et al
evidenciaram que o transporte de L-arginina via sistema y* em aorta de ratos
urémicos estava reduzido devido a uma reducdo da expressdo da protéina CAT-1
(111). Estudos de biologia molecular identificaram uma familia de proteinas em
ratos, codificadas por mCAT incluindo quatro proteinas homélogas que induzem a
atividade do sistema y'. As proteinas clonadas sdo: mCAT-1 (alta afinidade,
expressa em muitos tecidos e células, exceto figado); mCAT-2A (variante do mCAT-
1 de baixa afinidade, expressa predominantemente no figado), mCAT 2B (isoforma
induzivel do mCAT-1, de alta afinidade, induzida em células T, macréfagos, pulméao
e testiculos) e mCAT-3 (expressa no tecido nervoso) (84, 112-114). Em humanos,
transportadores de aminoacidos catidnicos homologos aos de ratos foram clonados

e as proteinas codificadas como hCAT (115, 116). Os achados contrastantes podem
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ser em decorréncia a expressdo de diferentes proteinas com propriedades de
transporte distintas associadas a diferencas de espécies.

Diferentemente de leucdcitos e eritrocitos, o transporte de L-arginina em
plagquetas, € mediado exclusivamente pelo sistema de alta afinidade y'L que esta
ativado na IRC (89). E possivel que a ativacdo do sistema y'L em plaquetas de
pacientes renais cronicos, represente uma resposta adaptativa aos reduzidos niveis
plasmaticos de L-arginina presente em pacientes com IRC para manter a produgéo
de NO (89). Estudos moleculares demonstraram, que o y+LAT associado ao 4F2hc
induzem o sistema y'L em od6citos, mas 0s mecanismos responsaveis pela inducio
permanecem desconhecidos (88). Nesta dissertacdo, o sistema y'L em neutrdfilos
ndo sofreu influéncia da IRC em hemodialise.

Independemente dos niveis plasmaticos de L-arginina estarem reduzidos
pela metade, conforme descricdo anterior (89), e a andlise do transporte de L-
arginina em neutréfilos estar normal no presente estudo, a concentracdo deste
aminoécido esta 4 vezes aumentada em neutrofilos lisados de pacientes com IRC
comparados aos controles, o que seria suficiente para manter a producdo de NO.
Closs e colaboradores, em 2000, propuseram que algumas células como endotélio e
macrofago possuiriam reservatorios intracelulares de L-arginina, alguns deles
inacessiveis a NOS, o que poderia explicar a baixa producédo de NO (117).

E importante salientar que a L-arginina ndo é substrato apenas da NOS,
podendo ser também utilizada pela enzima arginase para a formacgéo de L-ornitina e
ureia (118). Como a expressao e atividade da NOS e arginase variam amplamente,
existe uma complexa interacdo entre elas de modo que o produto de uma pode inibir
a atividade da outra. A enzima arginase, presente nos neutrofilos, poderia estar
desviando a L-arginina para o ciclo da uréia (119). Futuros estudos da atividade e
expressao da arginase em neutréfilos de pacientes com IRC séo necessarios.

Uma outra hipotese para explicar a atividade diminuida das NOS seria a
presenca de baixas concentracfes de co-fatores necessarios para a producdo de
NO, a exemplo da tetrahidrobiopterina (BH,) (120). Corroborando com esta hipotese,
um estudo prévio evidenciou niveis reduzidos de BH, em um modelo animal de IRC
(121). Além disso, existem fortes evidéncias que a suplementacdo com BH, reduz a
disfungéo renal induzida por isquemia, impedindo a formacéo de peroxinitrito (122),

e a disfuncao endotelial (123).
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Outra possibilidade para este achado poderia ser o acumulo sistémico de
anélogos de L-arginina, ADMA e L-NMMA, observado em pacientes com IRC em
hemodialise, que sdo antagonistas competitivos reversiveis das enzimas eNOS e
INOS (18, 124, 125). No presente estudo, o efeito do L-NMMA foi testado na
atividade basal das NOS em neutréfilos e este analogo mostrou ser um potente
inibidor destas enzimas. Crescentes evidéncias sugerem que o ADMA € um novo
marcador para aterosclerose e um fator de risco cardiovascular independente em
pacientes em HD (126, 127).

A andlise da incubacédo das plaquetas com neutrdfilos revelou uma diminuicao
da agregacdo plaquetaria apos 5 e 30 minutos em relacdo aos niveis basais tanto
em pacientes como em controles. Nao houve diferencga significativa entre os grupos.
Os presentes resultados mostram que as plaquetas e neutrofilos interagem
bioquimicamente. Como o0s neutrofilos parecem nédo ter a via da cicloxigenase e
dessa forma ndo produzem prostaciclina (128), é possivel que o NO derivado dos
neutréfilos tenha um efeito anti-agregante plaquetario contribuindo em manter a
homeostasia vascular. Presume-se que qualquer desequilibrio na geracdo de NO
pelas células sanguineas e endoteliais pode ter consequéncias graves, opostas e
até certo ponto paradoxais como trombose e hemorragias nos pacientes com IRC
em hemodialise (129).

A biodisponibilidade do NO depende tanto de sua sintese como de sua
degradacdo. Nosso estudo mostrou uma reducdo da biodisponibilidade do NO
através da diminuicdo de sua sintese, mas ndo de sua degradacdo através do
estresse oxidativo. A carbonilacdo de proteinas, um método que avalia os
mecanismos pro-oxidantes, se apresentou inalterada, assim como a peroxidacao
lipidica quando avaliada em soro de pacientes com IRC em hemodialise quando
comparada ao grupo controle. Além disso, a atividade da catalase e da GPX,
enzimas que participam da defesa antioxidante, ndo diferiu quando comparamos 0s
pacientes e 0 grupo controle.

Estudos prévios sobre o estresse oxidativo na IRC sdo controversos e
geralmente ndo apresentam um grupo controle, e sim diferentes estagios de IRC
(130, 131). E importante salientar que na nossa amostra os pacientes eram todos
eutréficos, jA& que a desnutricdo esta mais comumente associada ao estresse
oxidativo. Terapia anti-oxidante ja vem sendo testada em pacientes em hemodialise

sem apresentar uma melhora dos marcadores de estresse oxidativo (132, 133).
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A funcéo de neutrofilos vém sendo investigada nos pacientes em hemodialise,
mas os resultados ainda sdo questionaveis (134). Nossos achados mostram que
neutrofilos isolados de pacientes com IRC em hemodidlise apresentam um burst
oxidativo apos estimulacdo com PMA similar aos controles, determinado através da
liberacdo de superoxido. Um estudo realizado por Cohen et al demonstrou uma
diminuicdo do burst oxidativo em pacientes em hemodialise em relacdo aos
controles apds estimulacdo com Escherichia Coli e PMA (135). Por outro lado, Wann
et al evidenciaram um aumento do burst oxidativo de neutréfilos, estimulados com
PMA, em pacientes em hemodialise que se correlacionava com acidose. As
diferengas encontradas nestes estudos podem ser devido as caracteristicas da
populacdo de pacientes em hemodidlise e as técnicas utilizadas (136).

Na quantificacdo de aminoacidos em neutrdfilos, a glicina e o glutamato,
precursores da glutationa, apresentaram-se em maior quantidade nos pacientes com
IRC em hemodidlise comparados com controles. A glutationa € o maior antioxidante
celular e a presenca de niveis aumentados destes aminoacidos podem contribuir
para sua sintese. Além disso, o glutamato tem um papel importante na migracao de
neutroéfilos (137) e ja existe um estudo experimental mostrando efeitos benéficos da
sua suplementacdo na funcdo dos neutréfilos (138). Também existe um estudo em
humanos que investiga os efeitos da suplementacdo de glicina na pressao arterial
em pacientes asiaticos. Os resultados mostraram uma elevacao da presséo arterial
nestes pacientes (139).

Este estudo apresenta algumas limitagbes como a diferenca do sexo entre
pacientes e contoles, e o fato de ndo analisar os perametros pré- hemodidlise, pois

o estudo foi realizado utilizando somente amostras coletadas pos-hemodialise.
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CONCLUSAO

A menor atividade da NOS em neutroéfilos foi observada independente do
influxo de L-arginina, evidenciando que esta ndo compreende uma etapa limitante da
via. Além disso, também foi observada a expresséo inalterada da enzima NOS, em
suas isoformas eNOS e iNOS. Neste contexto, o NO derivado dos neutréfilos
mostrou-se eficaz em reduzir a agregacao plaquetaria podendo contribuir para a
homeostasia vascular.

Um completo entendimento da modulacdo desta via é necessario, uma vez
gue pode conduzir a novas ferramentas terapéuticas na IRC, na tentativa de evitar o

desenvolvimento de complica¢cBes cardiovasculares associadas com essa doenca.
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APENDICE - Questionario

Ficha Clinica

DADOS PESSOAIS

Nome:

Prontuario:

Telefone:

Data de nascimento / / Idade: Sexo
Estado Civil Profissao

Endereco

Cidade : Estado:

ANAMNESE

Quanto tempo em dialise:
Causa da doenca renal:
Esta em tratamento médico atualmente? () Sim ( ) N&o

Historico familiar de obesidade? () Sim ( ) Nao

Atividade fisica? ( ) Sim ( ) Ndo Tempo:

Gravidez: () Sim ( ) Nao

Esta fazendo uso de alguma medicacéo (antiinflamatorio, antibiético)?
( )Sim ( )Nao

Ja foi operado? () Sim () Nao Qual
Fez transfusdo sanguinea recentemente?
Sofre alguma das seguintes doencas?
Febre reumética

Problemas cardiacos(cardiopatia esquémica, ICC,HAS,protese cardiaca):

( )Sim ( )Nao

Problemas hepaticos: ( ) Sim ( ) Nao

Problemas renais: ( ) Sim ( ) Nao

Problemas gastricos: ( ) Sim ( ) Nao

Problemas Respiratérios: () Sim ( ) Nao

Problemas alérgicos: ( ) Sim ( ) Nao

Problemas Articulares ou Reumatismo: ( ) Sim ( ) Nao

Problemas sanguineos: ( ) Sim ( ) Néo

Diabetes: ( ) Sim ( ) Nao

Tabagismo: (atual/passado-tempo, numero de cigarros/dia) ( ) Sim ( ) Nao
Peso: Kg Altura: m IMC: Kg/m*
Circunferéncia da cintura: cm Presséo arterial: mmHg
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Rio de Janeiro, 15 de agosto de 2001

Do: Comité de Etica em Pesquisa
Prof.: Wille Oigman

Para: Dra. Patricia Fonseca dos Reis
Orient. Antonio Clédudio M. Ribeiro

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Pedro Ernesto, apds
avaliagio, considerou o projeto (451-CEP/HUPE)" ALTERACOES DA VIA L-ARGINA-
OXIDO NITRICO EM PACIENTES COM INSUFICIENCIA RENAL CRONICA E SUA
CORRELACAO O ESTADO NUTRICIONAL " dentro dos padrdes éticos da pesquisa em
seres humanos, conforme Resoluggo n.° 251 sobre pesquisa envolvendo seres humanos
de 07 de agosto de 1997, do Conselho Nacional de Salide, bem como o consentimento
livre e esclarecido.

O Comité de Etica solicita a V. S2., periodicamente envie para este Comité
copias dos Termos de consentimentos de seu projeto e que a0 término da
pesquisa encaminhe a esta comissdo um sumario dos resultados do pyojeto.

o 3 [
Prof./Wille Oigman
Presidente do Comité de Etica em Pesquisa

CEP - COMITE DE E'UCA EM PESQUISA
AV. VINTE E OITO DE SETEMBRO, 77 TERREO - VILA ISABEL - CEP 20551-030
TELEFAX- 587-6675 — EMAIL: cocipe@uerj.br
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ANEXO B- Termo de Consentimento

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da pesquisa: Mecanismos moleculares e celulares envolvidos na
modulacdo da via L-arginina-oxido nitrico em pacientes com hipertensdo ou
hipotens&o intradialitica. Pesquisadores participantes: Dr. Antdnio Claudio
Mendes Ribeiro e Mestranda Daniele Carvalho Abrantes [Telefone para
contato: (21)28688201 ou (21)82279767

Universidade do Estado do Rio de Janeiro

Hospital Universitario Pedro Ernesto

Clinica DERT — Depuracao Extra Renal e Transplante Ltda.

Eu, , CPF ne
, abaixo assinado, concordo em participar da pesquisa
acima como sujeito. Fui devidamente informado e esclarecido pela Mestranda
Daniele Carvalho Abrantes sobre a pesquisa, 0os procedimentos nela envolvidos, os
possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participacdo, assim como as
garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Foi-me
esclarecido ainda que, por ser uma participacdo voluntaria e sem interesse
financeiro, ndo terei direito a nenhuma remuneracéo. Foi-me garantido que poderei
retirar meu consentimento a qualquer momento sem que isto leve a qualquer
penalidade ou interrup¢cdo do meu tratamento nesta instituicao.

Rio de Janeiro, de de 2013.

Assinatura do sujeito ou responsavel

Testemunha Pesquisador



