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RESUMO 
 

 

ABRANTES, Daniele Carvalho. Mecanismos moleculares e celulares envolvidos na 
modulação da via L-arginina-óxido nítrico em pacientes com insuficiência renal 
crônica em hemodiálise. 2014. 69f. Dissertação (Mestrado em Biologia Humana e 
Experimental) - Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, Universidade do 
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2014.  
 

A insuficiência renal crônica (IRC) é uma síndrome clínica de elevada 
prevalência no Brasil, que pode ser definida por perda progressiva e irreversível da 
função dos rins (glomerular, tubular e endócrina), e que está associada a um 
elevado risco de morbidade e mortalidade cardiovascular devido aos eventos 
aterotrombóticos. O óxido nítrico (NO), uma pequena molécula gasosa, é produzido 
através da conversão do aminoácido catiônico L-arginina em L-citrulina e NO em 
uma reação catalisada por uma família de enzimas denominadas NO-sintases 
(NOS), e modula o relaxamento do músculo liso vascular, sistema imune e a função 
plaquetária. O objetivo desta dissertação foi avaliar a via L-arginina-NO em 
neutrófilos, e investigar a função plaquetária e o estresse oxidativo em pacientes 
com IRC em hemodiálise. O transporte de L-arginina, a atividade e a expressão das 
isoformas da NOS (iNOS e eNOS), níveis de L-arginina em neutrófilos, o estado 
oxidativo sistêmico - carbonilação de proteínas e peroxidação lipídica; atividade da 
glutationa peroxidase (GPx) e da catalase - o efeito dos neutrófilos na função 
plaquetária, bem como o “burst” oxidativo em neutrófilos foram avaliados nos dois 
grupos. Quinze pacientes com IRC em hemodiálise e quinze indivíduos saudáveis 
pareados por idade foram incluídos no estudo. Nossos resultados mostraram uma 
redução da atividade da NOS em neutrófilos nos pacientes com IRC em 
hemodiálise, quando comparados aos controles. Isto ocorreu na presença de 
concentrações normais do substrato L-arginina e de seu transporte, e da expressão 
inalterada das isoformas eNOS e iNOS. A agregação plaquetária foi reduzida após a 
incubação com neutrófilos por 5 e 30 minutos tanto no grupo de pacientes como em 
controles, não havendo diferenças entre os grupos. Os marcadores de estresse 
oxidativo, avaliados através da quantificação da oxidação de proteínas e 
peroxidação lipídica, e pela atividade das enzimas antioxidantes catalase e GPx, não 
foram modificadas no soro de pacientes com IRC em hemodiálise. Outra análise 
avaliou a produção do ânion superóxido, uma espécie reativa de oxigênio, em 
neutrófilos estimulados, mas não apresentaram diferenças em neutrófilos de 
pacientes com IRC em hemodiálise. O estudo demonstrou uma produção reduzida 
de NO em neutrófilos de pacientes com IRC em hemodiálise, e a importância dos 
neutrófilos na homeostasia vascular. Portanto, este pode ser um elo entre esta 
síndrome e a doença cardiovascular.  
 

Palavras-chave: Óxido nítrico. Neutrófilos. Estresse oxidativo. Plaquetas. 

Insuficiência renal crônica 

 
 
  



 

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. Dissertação (Mestrado em Biologia Humana e 
Experimental) - Instituto de Biologia Roberto Alcântara 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 iNOS) 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 ILUSTRAÇÕES 
 

 

Quadro 1 -  Estágio e classificação da doença renal...................................  18 

Figura 1 -  A síntese da L-arginina em seres humanos.............................. 25 

Figura 2 - Esquema das espécies reativas e oxigênio e sistema de 

defesa antioxidante enzimático................................................. 

 

28 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

LISTA DE GRÁFICOS 
 
 

Gráfico 1 – 

Gráfico 2 – 

Gráfico 3 – 

Gráfico 4 – 

Gráfico 5 – 

Gráfico 6 – 

Gráfico 7 – 

Gráfico 8 – 

Gráfico 9 – 

Gráfico 10 – 

Gráfico 11 – 

Gráfico 12 – 

Gráfico 13 – 

Gráfico 14 – 

 

Cinética temporal do influxo de L-arginina............................................. 

Influxo total de L-arginina em neutrófilos.............................................. 

Influxo de L-arginina via sistema y+ em neutrófilos ............................. 

Influxo de L-arginina via sistema y+L em neutrófilos.............................. 

Produção basal de L[3H]- citrulina em neutrófilos.................................. 

Efeito dos neutrófilos na agregação plaquetária induzida por ADP....... 

Ilustrativo do percentual de agregação plaquetária..............................  

Expressão da enzima iNOS em neutrófilos........................................... 

Expressão da enzima eNOS em neutrófilos.......................................... 

Atividade da enzima catalase em soro................................................... 

Atividade da enzima glutationa peroxidase em soro.............................. 

Carbonilação de proteínas em soro....................................................... 

Dosagem de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico em soro....... 

Avaliação do burst oxidativo em neutrófilos........................................ 

33 

42 

42 

43 

43 

44 

44 

46 

47 

47 

48 

48 

49 

49 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

LISTA DE TABELAS 
 
 

 
Tabela 1 -  Principais características das três isoformas da NOS............... 23 

Tabela 2 - Características demográficas, etiológicas e nutricionais........... 40 

Tabela 3 -  Dados laboratoriais.................................................................... 41 

Tabela 4 - Perfil de aminoácidos nos neutrófilos....................................... 45 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 
 
 

ADMA  Dimetil-L-arginina-assimétrica 

ADP               Adenosina difosfato 

BH4 Tetrahidrobiopterina 

CAT Catalase 

DCV Doença cardiovascular 

DM Diabetes Mellitus 

DNPH 2,4 Dinitrofenilhidrazina 

EDRF Fator relaxante derivado do endotélio 

EDTA Ácido etilenodiamino tetra-acético  

ERO Espécies reativas de oxigênio 

eNOS Óxido nítrico sintase endotelial 

EP Erro padrão 

TFG Taxa de filtração glomerular 

GP Glicoproteína 

GPx Glutationa peroxidase 

GR Glutationa redutase 

GSSH Glutationa reduzida 

HAS Hipertensão arterial sistêmica 

HCl Ácido clorídrico 

HD Hemodiálise 

HDL Lipoproteína de alta densidade 

HUPE  Hospital Universitário Pedro Ernesto 

H2O2 Peróxido de hidrogênio 

HPLC Cromatografia liquida de alta performance 

IMC Índice de massa corporal 

INF- Interferon gama 

iNOS Óxido nítrico sintase induzível 

IRC Insuficiência renal crônica 

Km Constante de afinidade 

Kt/ V ureia Medida da qualidade de diálise  

LDL Lipoproteína de baixa densidade 



 

L-NMMA N-monometil-L-arginina 

MLV Músculo liso vascular 

NADPH Nicotinamida-adenina-dinucleotídeo-fosfato-reduzida 

nNOS  Óxido nítrico sintase neuronal   

NO Óxido nítrico            

NOS Óxido nítrico sintase 

O2
- Radical superóxido 

OH. Radical hidroxila 

ONOO. Peroxinitrito 

PBS Solução salina de tampão fosfato 

PMA Phorbol-12-myriaste-13 acetato 

PPP Plasma pobre em plaquetas 

PRP Plasma rico em plaquetas 

QL Quimioluminescência 

SDS Sódio dodecil sulfato 

SOD Superóxido dismutase 

TBARS Substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 

TNF- Fator de necrose tumoral alfa 

 



 

SUMÁRIO 
 

 

 INTRODUÇÃO........................................................................................ 16 

1 REVISÃO DA LITERATURA.................................................................. 18 

1.1 Insuficiência renal crônica................................................................. 18 

1.1.1 Definição, etiologia e classificação..................................................... 18 

1.1.2 Insuficiência renal e doenças cardiovasculares................................ 20 

1.1.3 Insuficiência renal, NO e alterações do sistema imune e 

plaquetas...............................................................................................      

 

20 

1.2 A via L-arginina-NO-GMPc...................................................................      22 

1.2.1 Histórico, síntese do NO e principais funções..................................... 22 

1.2.2 L-arginina: síntese, metabolismo e transportadores............................ 24 

1.2.3 Via L-arginina-NO-GMPc em neutrófilos e plaquetas........................... 26 

1.3 Estresse oxidativo................................................................................ 27 

2 OBJETIVOS............................................................................................ 29 

2.1 Objetivos gerais.................................................................................... 29 

2.2 Objetivos específicos........................................................................... 29 

3 MATERIAIS E MÉTODOS...................................................................... 30 

3.1 Seleção dos indivíduos........................................................................ 30 

3.2 Isolamento de neutrófilos.................................................................... 30 

3.3 Isolamento de plaquetas...................................................................... 31 

3.4 Avaliação laboratorial........................................................................... 31 

3.5 Transporte de L-arginina em neutrófilos............................................ 32 

3.5.1 Cálculo do influxo.................................................................................... 32 

3.6 Avaliação da atividade da óxido nítrico sintase em neutrófilos....... 34 

3.7 Neutrófilos e agregação plaquetária................................................... 34 

3.8 Dosagem de aminoácidos em neutrófilos.......................................... 35 

3.9 Dosagem de proteínas em neutrófilos................................................ 35 

3.10 Extração de proteínas e western blotting em neutrófilos................. 35 

3.11 Avaliação do estresse oxidativo em soro......................................... 36 

3.11.1 Atividade da catalase............................................................................. 36 

3.11.2 Atividade da glutationa peroxidase........................................................ 37 

3.11.3 Carbonilação de proteínas..................................................................... 37 



 

 

 

 

3.11.4 Avaliação da peroxidação lipídica (TBARS)........................................... 37 

3.12 Análise do burst oxidativo em neutrófilos....................................... 38 

3.13 Análise estatística ................................................................................ 39 

4 RESULTADOS....................................................................................... 40 

4.1 Características demográficas (idade e sexo), etiológicas e dados 

laboratoriais e clínicos......................................................................... 

 

40 

4.2 Transporte de L-arginina em neutrófilos............................................ 42 

4.3 Atividade da NOS em neutrófilos........................................................ 43 

4.4 Efeitos dos neutrófilos na agregação plaquetária............................ 44 

4.5 Dosagem de aminoácidos em neutrófilos.......................................... 45 

4.6 Western Blotting em neutrófilos.......................................................... 46 

4.7 Atividade da catalase em soro............................................................ 47 

4.8 Atividade da glutationa peroxidase em soro..................................... 48 

4.9 Carbonilação de proteínas em soro.................................................... 48 

4.10 Avaliação da peroxidação lipídica em soro....................................... 49 

4.11 Avaliação do burst oxidativo em neutrófilos................................... 49 

5 DISCUSSÃO........................................................................................... 51 

 CONCLUSÃO......................................................................................... 55 

 REFERÊNCIAS...................................................................................... 56 

 APENDICE - Questionário.................................................................... 67 

 ANEXO A – Comitê de ética em Pesquisa HUPE/UERJ...................... 68 

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



 16 

INTRODUÇÃO 

 

 

A insuficiência renal crônica (IRC) ocorre devido a uma perda progressiva e 

irreversível da função renal (1). Nos estágios avançados de IRC, os pacientes 

desenvolvem uma síndrome denominada uremia, na qual praticamente todos 

tecidos e órgãos são afetados e se torna necessária uma terapia renal de 

substituição, diálise ou transplante renal (2).  

A síndrome urêmica caracteriza-se pelo acúmulo de metabólitos, que em 

condições normais seriam excretados pelos rins. Quando estes compostos 

interferem nas funções biológicas ou bioquímicas, são denominados de toxinas 

urêmicas (3).  

Na IRC, existe uma disfunção endotelial, aterosclerose acelerada e uma 

elevada incidência de complicações tromboembólicas (4). Neste contexto, as 

doenças cardiovasculares (DCV) são as principais causas de mortalidade nos 

pacientes com IRC, que apresentam índices anuais 10 a 20 vezes superiores à 

população em geral (5). No entanto, tem sido demonstrado que os fatores de riscos 

cardiovasculares tradicionais, como hipertensão arterial e dislipidemia, explicam 

apenas parcialmente a elevada incidência da doença cardiovascular nesses 

pacientes. Vem surgindo uma crescente busca de fatores de risco não tradicionais 

como, por exemplo, ativação inflamatória, os análogos da L-arginina (ex. 

dimetilarginina assimétrica - ADMA) (6) e o estresse oxidativo (7).   

 A disfunção do sistema imune nestes pacientes é um processo multifatorial e 

complexo. Paradoxalmente, existe um estado de ativação celular e uma acentuada 

imunodeficiência (8). Um dos fatores associados a essa disfunção é o elevado nível 

sérico de mediadores inflamatórios nos pacientes em estágio avançado de IRC. A 

piora da função renal e o aparecimento da uremia estão associados a um aumento 

significativo dos níveis de citocinas como IL-6, TNF-alfa e INF- (9).  

 Os neutrófilos são células efetoras na resposta imune inata à lesão ou à 

infecção. Além da participação na função imune, os neutrófilos podem exercer uma 

função antitrombótica pela inibição da ativação plaquetária (10), e também estão 

envolvidos na formação da placa aterosclerótica (11).  

 O óxido nítrico (NO) é um gás inorgânico de meia vida curta produzido no 

endotélio vascular, nas plaquetas, nos neutrófilos e em várias outras células através 
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das enzimas NO sintases (NOS), tendo como precursor o aminoácido catiônico L-

arginina (12). Alguns estudos mostraram que o NO pode exercer um efeito sobre os 

neutrófilos, estimulando o aumento da secreção de citocinas, incluindo TNF- e IL-8 

(13).  

 Além disso, o NO apresenta uma função reguladora da agregação 

plaquetária, induzindo a desagregação das plaquetas agregadas e inibindo a 

adesão plaquetária (14). Uma hipótese da interação plaqueta-neutrófilo é de que o 

NO derivado dos neutrófilos possa inibir diretamente a ativação plaquetária por 

aumentar a quantidade de GMPc intraplaquetário (10).  

 É importante considerar que a biodisponibilidade de NO não depende 

somente da sua síntese como também da degradação, mediada por espécies 

reativas de oxigênio (EROs), principalmente o ânion superóxido (O2
-) (15). A síntese 

de NO, em várias doenças e diferentes tipos celulares, depende do influxo da L-

arginina extracelular. Essa dependência, que ocorre mesmo quando o nível 

intracelular de L-arginina disponível está em excesso, é denominado  “paradoxo da 

L-arginina” (16). O transporte de aminoácidos catiônicos como a L-arginina pode 

ocorrer por quatro sistemas de transportes em mamíferos. Nos leucócitos, o 

transporte é feito pelos transportadores y+ e y+L (17). O sistema de transporte y+ é 

seletivo para aminoácidos catiônicos e Na+- independente. Já o sistema de 

transporte y+L transporta aminoácidos básicos sem Na+, e aminoácidos neutros só 

na presença de Na+ (18).  
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1 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

1.1 Insuficiência renal crônica 
 

 

1.1.1  Definição, etiologia e classificação  
 

 

 A doença renal crônica (DRC) apresenta elevadas taxas de morbidade e 

mortalidade. Atualmente, tem sido considerada um importante problema de saúde 

pública, pois a incidência e prevalência da doença tem aumentado a cada ano no 

Brasil e em todo o mundo (19).   

 A DRC se baseia em alterações na taxa de filtração glomerular e/ou presença 

de lesões parenquimatosas mantidas por pelo menos três meses, que pode levar a 

uma perda progressiva e irreversível da função dos rins (glomerular, tubular e 

endócrina) (20).  

 Nas fases mais avançadas da doença, os rins não conseguem manter a 

normalidade do meio interno, resultando em perda da função renal e no 

desenvolvimento de insuficiência renal crônica (IRC). Nas fases terminais, os 

pacientes desenvolvem uma síndrome denominada uremia, onde praticamente 

todos tecidos e órgãos são afetados e se torna necessária uma terapia renal de 

substituição, diálise ou transplante renal (21).   

A DRC é dividida em seis estágios funcionais de acordo com o grau de função 

renal do paciente (Quadro 1).   

 

Quadro 1 - Estágios e classificação da doença renal crônica 

 

Estágio 
Filtração Glomerular 

(ml/min) 
Grau de Insuficiência Renal 

0 >90 
Grupos de risco para DRC, ausência de 

lesão renal 

1 >90 Lesão renal com função 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 clínica 

5 <15 IR terminal ou dialítica 

IR, insuficiência renal; DRC, doença renal crônica 

Legenda: De acordo com Romão Junior, 2004 (21). 

 

As maiores causas de DRC são hipertensão arterial sistêmica (HAS),  

diabetes mellitus (DM), glomerulonefrites, pielonefrite e doença renovascular (22). 

Os indivíduos portadores de HAS, de DM, ou história familiar de doença renal 

crônica têm maior probabilidade de desenvolverem IRC. Conforme dados do último 

censo da Sociedade Brasileira de Nefrologia realizado em 2012, o número de 

pacientes em diálise por ano é de 97.586, sendo que 33,8% apresentam HAS e 

28,5%, DM como diagnóstico de base (23). 

A IRC promove o comprometimento do sistema fisiológico com profundas 

consequências médicas e sociais, caracterizadas por um comprometimento na 

qualidade de vida, na produtividade e na sobrevivência (24).  

 A uremia, uma condição fisiológica característica na IRC, ocorre pelo 

acúmulo de metabólitos, que em situações normais seriam excretados pelos rins. 

Vários estudos mostram a concentrações elevadas de toxinas urêmicas, como p-

cresol, ureia nitrogenada, ácido úrico e poliaminas (25). Esses compostos, quando 

não eliminados, comprometem a função muscular, aceleram a doença vascular, 

promovem a disfunção plaquetária, desregulam o sistema endócrino, o sistema 

imunológico e vários outros (26). 
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1.1.2  Insuficiência renal e doenças cardiovasculares 

 

 

 As doenças cardiovasculares (DCV) são as causas mais comuns de 

mortalidade em pacientes com IRC (27). Uma meta-análise realizada por 

pesquisadores nos EUA, com mais de 1 milhão de participantes em 2010, mostrou 

que pacientes a partir do estágio 3 da DRC (TFG < 60 mL/min) estão associados a 

este fato (28).  

 Nesse contexto, a aterosclerose e a hipertensão estão envolvidas na maioria   

das DCV (29). O processo acelerado de aterogênese pode ser desencadeado pelo 

acúmulo de toxinas urêmicas na IRC (30). Estudos demonstraram que a uremia 

pode provocar diversas alterações endócrinas, como alteração nos mecanismos de 

feedback, produção, transporte, metabolismo e eliminação de hormônios. Essas 

alterações podem estar associadas a uma disfunção endotelial, aumentando o risco 

cardiovascular (31).  

 Avramovski et al. avaliaram a progressão da rigidez da artéria carótida e 

femural de 80 pacientes em hemodiálise, os quais apresentaram redução da 

elasticidade, que é considerada um componente importante de risco cardiovascular 

(32).   

A aterosclerose é uma doença inflamatória crônica nas paredes das artérias 

que envolve o sistema imune inato e o adaptativo. A placa aterosclerótica é formada 

pela ativação e acúmulo de células do sistema imune. Os neutrófilos, que 

representam 50 a 60% das células do sistema imune inato, têm um papel 

fundamental na formação da placa (33, 34).  

 Além dos fatores de riscos tradicionais, pesquisas vêm dando importância ao 

fatores de risco não-tradicionais para eventos cardiovasculares nos pacientes com 

IRC, incluindo desnutrição, estresse oxidativo e a inflamação (9, 35-37). 

 

         

1.1.3 Insuficiência renal, NO e alterações do sistema imune e plaquetário 

 

 

A infecção, desencadeada por repetidos eventos inflamatórios, é uma 

importante causa de mortalidade em pacientes com IRC. Estudos epidemiológicos 
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indicam que as causas infecciosas são secundárias à DCV e causam a morte de 12-

22% dos pacientes (38). 

 A inflamação e a deficiência imune ocorrem devido a ativação e disfunção do 

sistema imune inato, o qual é composto pelos monócitos, macrófagos, neutrófilos, 

células dendríticas, eosinófilos, basófilos entre outras. Os neutrófilos são a primeira 

linha de defesa contra a invasão de microorganismos e apresenta um papel 

essencial na inflamação (39).  

 Em estudos prévios, os pacientes com IRC em hemodiálise apresentaram 

uma expressão aumentada de receptores celulares, aumento da produção de 

espécies reativas de oxigênio (EROs) e da degranulação das células fagocíticas. 

Estas disfunções contribuem para a diminuição da capacidade fagocítica da célula e 

um aumento da apoptose de neutrófilos. Além disso, as pesquisas mostram que a 

hemodiálise pode intensificar essas disfunções em caso de bioincompatibilidade da 

membrana do dialisador, anemia e sobrecarga de ferro (40-43).  

 O papel do óxido nítrico (NO) associado a respostas inflamatórias é bem 

conhecido. Um estudo demonstrou que em concentrações elevadas de GMPc, um 

mensageiro secundário do NO, houve o aumento da produção de TNF-em 

neutrófilos(44, 45). No entanto, Meennakshi et al. observaram um aumento de NO 

no soro de pacientes em hemodiálise, que foi atribuído a uma possível estimulação 

da via L-arginina-NO e a uma ativação do sistema imune pelas membranas de 

diálise, as quais induziriam a iNOS para gerar NO (46). 

 Uma outra alteração envolvendo a produção aumentada de NO na IRC são os 

eventos trombóticos frequentes, associados paradoxalmente ao tempo de 

sangramento prolongado (47). Previamente, nosso grupo demonstrou que plaquetas 

humanas de pacientes renais em hemodiálise desnutridos apresentaram uma 

inibição do transporte de L-arginina para o interior da célula via sistema y+L, e 

sintetizam mais NO e um aumento de agregação plaquetária comparado aos 

controles (35).   

Portanto, estudos têm considerado importante avaliar a interação entre 

plaquetas e neutrófilos, mostrando serem essenciais nos processos patológicos 

como a inflamação e a aterogênese (48, 49). Nesse contexto, sabe-se que os 

neutrófilos também estão relacionados à homeostase e que o NO sintetizado e 

liberado por estas células atuam nos eventos trombóticos inibindo a agregação 

plaquetária (10, 50-52).   
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 Até o presente momento, a via L-arginina – óxido nítrico em neutrófilos de 

pacientes com IRC em hemodiálise não foi investigada, podendo esclarecer 

questões sobre a IRC associada aos fatores de riscos tradicionais e os não- 

tradicionais.   

 

1.2 A via L-arginina-NO-GMPc  

 

 

1.2.1 Histórico, síntese do NO e principais funções 

 

 

 O final da década de 80 e início da década de 90 ficou marcado pela 

descoberta de uma molécula conhecida hoje como óxido nítrico (NO). O interesse 

destes estudos teve início quando Furchgott e Zawadzki observaram que alguns 

vasodilatadores, como a acetilcolina, dependiam inteiramente do endotélio intacto 

para que houvesse o relaxamento vascular. A partir daí surgiu o termo fator de 

relaxamento dependente do endotélio (EDRF), que foi estudado por alguns anos até 

provarem que a composição e ações do EDRF eram idênticas ao NO (53-55).  

 O NO é um gás encontrado no ar atmosférico, em pequenas quantidades, e 

altamente tóxico devido a presença de um radical livre que o torna uma molécula 

muito reativa. A meia-vida do NO é muito curta, aproximadamente 10 seg, devido à 

sua rápida oxidação em nitrito e nitrato (56).  

 Fisiologicamente, o NO é produzido por várias células, como, por exemplo, 

as plaquetas, eritrócitos, células endoteliais e leucócitos. A sua síntese ocorre 

através de hemeproteínas da família do citocromo P-450 like, denominadas NO 

sintase (NOS). Existem três tipo de enzimas: isoforma I ou nNOS, isoforma II ou 

iNOS e isoforma III ou eNOS. Dentre as três isoformas, nNOS e eNOS são 

constitutivas, dependentes de cálcio (Ca2+)  e calmodulina, uma proteína associada 

ao cálcio (57). Por outro lado, a iNOS é uma enzima induzível, independente de 

Ca2+ e calmodulina, ou seja, ela é induzida nos macrófagos, neutrófilo e outras 

células por lipolissacarídeos bacterianos (LPS) ou citocinas (Tabela 1). As NOS são 

dependentes de O2, NADPH, flavinas e biopterinas para exercer sua atividade (58-

60). 
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Tabela 1 - Principais características das três isoformas da NOS  

 

Características 

 

nNOS ou tipo I 

 

iNOS ou tipo II 

 

eNOS ou tipo III 

 

 

Primeira 

identificação 

 

Neurônios 

 

Macrófagos 

 

Endotélio 

 

Peso 

Molecular           

(kDa) 

 

160 

 

130 

 

133 

 

Localização 

cromossomial 

 

 

12p24.2 

 

17cen-q12 

 

7q35-36 

 

Função 

principal 

 

Neurotransmissão 

 

 

Imunocitotoxicidade 

 

Relaxamento do MLV 

 

Níveis de 

produção  

 

 

pmol 

 

nmol 

 

pmol 

 

Regulação da 

expressão 

 

 

 

 

Constitutiva 

 

Estimulada por 

hormônios sexuais, 

lesão do tecido 

nervoso e hipóxia 

 

Inibida por citocinas e 

endotoxina 

 

Preferencialmente 

induzível 

 

Expressão induzida 

por citocinas e 

endotoxina 

 

Constitutiva 

 

Estimulada por 

hormônios sexuais e 

stress de cisalhamento 

 

 

Inibida por citocinas e 

endotoxina e hipóxia 

MLV= músculo liso vascular 

Legenda: Adaptado de Lincoln et al., 1997. 

 

 As funções do NO são variadas, abrangendo diversas vias de modulação. 

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

potencialmente tóxica em concentrações elevadas. O NO desemprenha ações 

antibactericidas, apresenta função vasodilatadora e atua na inibição da agregação 

plaquetária (61, 62).  

 As plaquetas expressam dois tipos diferentes dessa enzima, uma constitutiva 

e outra induzível, eNOS e iNOS, respectivamente (63). Os neutrófilos expressam os 

três tipos desta enzima, porém a mais estudada é a iNOS, que aumenta 
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consistentemente a sua quantidade com a maturação da célula (64).  

 
1.2.2  L-arginina: síntese, metabolismo e transportadores 

 
 
 A L-arginina é um aminoácido semiessencial aos mamíferos adultos, uma vez 

que eles são capazes de sintetizá-la, mas que torna-se essencial em fase de 

crescimento e em condições catabólicas. É um produto da detoxificação da amônia, 

participa do ciclo da ureia, é precursora de proteínas e está envolvida na formação 

de várias enzimas. Uma das principais funções, a qual iremos nos aprofundar neste 

estudo, é ser substrato para a produção de NO (65). 

 As fontes de L-arginina utilizadas pelo organismo são tanto exógenas como 

endógenas. As fontes exógenas advêm de dietas como: soja, amêndoa, noz 

brasileira, castanha, pitu, carne e linguado (66). A maior parte da síntese endógena 

ocorre nos rins e no fígado. Deste modo, o fígado utiliza grande parte da L-arginina 

produzida por ele no ciclo da ureia, e o rim, junto com a ingestão diária (1-2 g/dia), é 

responsável por manter os níveis plasmáticos de L-arginina (80-100 M) (67) 

(Figura 1).  

 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Adaptado de Reyes et al. 1994 

Ingestão de L-arginina 

(1-2g/dia) 

L-arginina plasmática 

Absorção 

Intestinal (65%) 

L-citrulina 

 (30-40 μM/L) 

Metabolismo 

Protéico 

Glutamina (28%) 

Ác. Aspártico 

L-arginina 

L-arginina 

Uréia 

Arginase 
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 A L-arginina extracelular parece ser essencial para a produção de NO. Vários 

estudos demonstraram que o transporte de L-arginina é limitante para a geração de 

NO por células endotelias, plaquetas e macrófagos ativados, embora a 

concentração intracelular (0,1-2 mM) permaneça superior às constantes de 

afinidade (Km) para as diferentes isoformas de NOS que variam entre 1 e 32 M 

(68-71).  

 Além disso, existem evidências de que mesmo com uma concentração 

intracelular de L-arginina cem vezes maior a produção de NO não 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 explicação 

seria de que o transportador e a enzima NOS estariam ligados, portanto a produção 

de NO não dependeria da concentração intracelular de L-arginina, mas sim do 

transporte da mesma.  

Em alguns tipos de células existe a colocalização da eNOS e do 

transportador de L-arginina y+ em porções específicas da membrana denominadas 

cavéolos, mas esta teoria foi comprovada somente em células endoteliais (74, 75). 

Outra teoria, propôs que as células endoteliais e macrófagos possuiriam dois 

reservatórios intracelulares de L-arginina, sendo que um deles poderia fazer trocas 

com o meio extracelular e o outro não. Portanto, o transporte de L-arginina seria 

importante porque este segundo reservatório seria inacessível à NOS em 

macrófago (76, 77).  

 Um fator importante à considerar é a participação da L-arginina em diferentes 

vias metabólicas como na síntese de creatinina, ureia, agmatina, poliaminas e 

bases pirimidinas, além de modular a liberação de alguns hormônios 

(catecolaminas, glucagon, insulina, corticosteróide, hormônio 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 várias hipóteses para explicar o “paradoxo da L-arginina”, não se 

chegou a um consenso, mas sabe-se que os carreadores de aminoácidos 

catiônicos são essenciais na produção de NO em diferentes células e condições 

patológicas (79).  

 Existem descritos na literatura, quatro sistemas responsáveis pelo transporte 

de aminoácidos catiônicos (L-arginina, L-lisina e L-ornitina) em mamíferos: y+, y+L, 
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b0,+ e B0,+ (80, 81). 

 O sistema y+ foi descrito por Halvor Christensen, sendo caracterizado como 

Na+ e pH independente, e seletivos para aminoácidos catiônicos. O sistema de 

transporte y+ é sensível a trans-estimulação, e a hiperpolarização ativa o transporte 

de aminoácido catônicos (82, 83).  

 Os sistemas y+L, b0,+ e B0,+, transportam tanto aminoácidos catiôncos quanto 

neutros, mas diferem na dependência ou não de Na+ (84). Os sistemas de 

transporte B0,+ e b0,+ foram elucidados por Van Winlke e colaboradores. O sistema 

B0,+  Na+-dependente e b0,+ Na+-independente (85). O sistema y+L foi descrito 

inicialmente em eritrócitos humanos por Rose Devés e colaboradores, o qual 

transporta aminoácidos catiônicos na ausência de Na+ e aminoácido neutros 

somente na presença de Na+ (86). Foi demonstrado que a atividade do 

transportador y+L ocorre em resposta a expressão de dois transportadores 

heterodiméricos: glicoproteína 4F2 (cadeia pesada) associada a um carreador de 

aminiácidos (cadeia leve), y+LAT1 ou y+LAT2  (87, 88).  

 O transporte de L-arginina em leucócitos e hemácias é 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 (Km 10M) para aminoácidos catiônicos, que 

também transporta aminoácidos neutros com elevada afinidade na presença de Na+ 

(89).  

 

 

1.2.3 Via L-arginina-NO-GMPc em neutrófilos e  plaquetas  
 

 

 As plaquetas são fragmentos celulares anucleados derivados de 

megacariócitos localizados na medula óssea. Elas apresentam um papel essencial 

tanto na hemostasia como na trombose. São necessárias três fases distintas para 

que haja a formação do tampão plaquetário: adesão, ativação e agregação 

plaquetária. O NO secretado pelas plaquetas é um inibidor natural destas três fases 

(90, 91), sendo o transporte de L-arginina via sistema y+L essencial para a produção 

de NO (89). 
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 Os neutrófilos são células do sistema imune inato que circulam através do 

corpo e são direcionados para os locais de infecção e lesão para desempenhar 

papéis importantes na defesa do hospedeiro. A capacidade dos neutrófilos de 

sintetizar NO foi descoberta pela primeira vez através da sua capacidade de relaxar 

anéis aórticos (92) e pela inibição da agregação plaquetária (50, 93). Estudos 

demonstraram que os neutrófilos geram NO a uma taxa de 10-100 nmols/5min/106 

células, uma quantia comparável a células do endotélio, contribuindo para a 

quantidade de NO circulante (64). 

 Malawista et al. relataram pela primeira que o NO gerado pelos neutrófilos 

estava envolvido na sua função antimicrobiana (94). Ao longo dos anos, foram 

identificadas várias outras funções como a modulação de cascatas de sinalizações, 

adesão, quimiotaxia, fagocitose, “burst” oxidativo, e apoptose (95).  

 

 

1.3 Estresse oxidativo 

 

 

 O estresse oxidativo é o termo utilizado para definir o desequilíbrio entre a 

geração excerbada de espécies oxidantes e o mecanismos insuficiente de defesa 

antioxidantes (96). As células produzem espécies reativas de oxigênio por 

diferentes mecanismos, como pela cadeia respiratória mitocondrial ou pela ativação 

de neutrófilos, ao sofrerem estímulos de citocinas inflamatórias (97).  

 Uma das vias bastante estudada da síntese EROs é complexo enzimático 

NADPH oxidase, que é responsável pela formação de ânion superóxido (O2
-) a 

partir do oxigênio consumido durante a burst oxidativo. Este complexo enzimático é 

composto por várias proteínas, como gp91phox e p22phox na membrana, e 

p47phox, p67phox, p40phox, Rac1 no citoplasma (98).   

 O peróxido de hidrogênio (H2O2) é formado pela dismutação do O2
- que 

ocorre espontaneamente ou pela estimulação da enzima superóxido dismutase 

(SOD). Tanto o O2
- quanto H2O2 contribuem para a formação de outras espécies 

reativas. Por exemplo, a espécie reativa de nitrogênio (ERN) é formada pela reação 

do NO com  O2
-  formando o peroxinitrito (ONOO-). O radical (OH-), o mais reativo 

em sistemas biológicos, é formado pela reação do H2O2 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 são 

essenciais na conversão da L-arginina em NO. Quando a concentração de BH4 

(cofator) ou de L-arginina (substrato) está reduzida, a NOS produz O2
-, além de 

produzir NO (100).  

Neste contexto, é importante considerar que a biodisponibilidade de NO não 

depende somente da sua síntese como também da degradação, mediada por 

espécies reativas de oxigênio (EROs), principalmente o ânion superóxido (O2
-) (15). 

Com a finalidade de equilibrar a quantidade de espécies reativas no 

organismo existem as defesas antioxidantes enzimáticas, compostas pela 

superóxido dismutase (SOD), catalase e glutationa peroxidase, e as não-enzimática 

pelas vitaminas A, C e E, e pela glutationa (101, 102).  

Estudos demonstram que o estresse oxidativo está relacionado a doenças 

cardiovasculares, doenças inflamatórias, doenças neurodegenerativas, entre outras.  

Por isso, a importância de análises oxidativas nos pacientes com insuficiência renal 

crônica (103).  

 

 

Figura 2 - Espécies reativas e oxigênio e sistema de defesa antioxidante enzimático 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: CAT, catalase; GPx glutationa peroxidase; GR, glutationa redutase; GSH, glutationa;  
GSSH. Glutationa oxidada. NO, óxido nítrico; ONOO

.
, peróxinitrito; SOD, superóxido 

dismutase. 
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1  Objetivo geral 

 

 

Investigar a via L-arginina-NO em neutrófilos e sua associação com os 

marcadores de estresse oxidativo e seus efeitos na agregação plaquetária em 

pacientes com IRC em hemodiálise. 

 

 

2.2  Objetivos específicos 

 

 

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

y+L em neutrófilos de controles e pacientes com IRC em hemodiálise.  

b. Analisar a atividade da NOS e a expressão da eNOS e iNOS em neutrófilos 

de controles e pacientes com IRC em hemodiálise.  

c. Avaliar o efeito da incubação dos neutrófilos com plaquetas, em tempos 

diferentes, na agregação plaquetária induzida por ADP de contoles e 

pacientes com IRC em hemodiálise.  

d. Quantificar e comparar as concentrações de aminoácidos em lisado de 

neutrófilos de controles e pacientes com IRC em hemodiálise.   

e. Analisar a atividade das enzimas antioxidantes catalase e glutationa 

peroxidase em soro de controles e pacientes com IRC em hemodiálise.  

f. Avaliar a presença do dano oxidativo, através da carbonilação de proteínas e 

dos níveis de peroxidação lipídida através do TBARS  em soro de controles e 

pacientes com IRC em hemodiálise. 

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

pacientes com IRC em hemodiálise.  
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3 MATERIAIS E MÉTODOS  

 

 

3.1 Seleção de indivíduos 

 

 

 O grupo IRC foi constituído por 15 pacientes com IRC em hemodiálise 

há pelo menos seis meses provenientes da clínica de hemodiálise DERT 

Depuração Extra Renal e Transplante (Niterói, Rio de Janeiro, Brasil). Foram 

considerados critérios de exclusão a presença de cardiopatia isquêmica, 

insuficiência cardíaca, transfusão de sangue recente, obesidade, desnutrição, 

diabetes mellitus, infecção e uso de medicamentos antiplaquetários.  

 O grupo controle foi composto por 15 indivíduos saudáveis, pareados 

por idade, recrutados entre alunos e funcionários da Universidade do Estado 

do Rio de Janeiro. Os participantes foram submetidos a uma avaliação clínica 

e laboratorial, e foram excluídos do grupo controle aqueles que apresentassem 

qualquer doença e/ou faziam uso de fármacos. 

As características demográficas e laboratorias de ambos os grupos 

estão apresentadas nas Tabelas 3 e 4.     

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comitê de 

Ética em Pesquisa do Hospital Universitário Pedro Ernesto (processo 451-

CEP/HUPE). A participação no estudo foi voluntária e somente se deu após 

esclarecimento de todos os aspectos associados ao estudo aos sujeitos e 

assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido.  

 

 

3.2 Isolamento de neutrófilos  

  

 

 As amostras de sangue dos pacientes foram coletadas após a sessão 

de hemodiálise e transferidas para tubos contendo o anticoagulante heparina. 

Os neutrófilos foram isolados por um gradiente de densidade composto por 

uma camada de Histopaque 1119 (Sigma Aldrich, São Paulo, Basil) e 

Histopaque 1077 (Sigma Aldrich, São 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 neutrófilos foram coletados, lavados com PBS e 

centrifugados a 600x g por 10 min a 4ºC. Ao pellet foi adicionado água gelada 

para lisar os eritrócitos e a suspensão foi centrifugada novamente a 600x g por 

10 min a 4ºC. Ao final, o pellet de neutrófilos foi ressuspenso em PBS e a 

contagem e viabilidade das células foram analisadas com o corante líquido de 

Lázarus na câmara de Neubauer.  

 

 

3.3 Isolamento de plaquetas  

 

 

 As amostras de sangue foram coletadas em tubos contendo citrato de 

sódio (3,8% , 9:1 v/v) e centrifugadas a 250x g por 15 min para obter o plasma 

rico em plaquetas (PRP), após retirar o plasma rico o 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, Tóquio, Japão) e a concentração 

de plaquetas do PRP foi ajustada para 2,5 x 106  cels/mL com PPP. 

 

 

3.4 Avaliação laboratorial 

 

 

 As avaliações bioquímica e hematológica foram feitas no Laboratório 

Central do Hospital Universitário Pedro Ernesto.  
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3.5 Transporte de L-arginina em neutrófilos 

 

 

 O influxo de 1mM de L-[3H] arginina foi medido. O transporte total foi 

fracionado nas vias sistema y+  e y+L através da inibição do  y+L com 100M de 

L-leucina. O influxo foi medido a 37°C (durante um período de 3 minutos) pela 

adição de 200L de suspensão de células em 700L de tampão PBS  

contendo L-arginina fria e radioativa.  

 Posteriormente, alíquotas de 200 L foram retiradas em 15s, 1, 2 e 3 

minutos, e colocadas em microtubos contendo 50L de óleo (3 vol dibutil 

phatalate: 2 dinonyl phatalate) e centrifugados por 15s a 10000x g 

(microcentrífuga Eppendorf  5417 C/R). Este precesso separa as células do 

sobrenadante. Técnica adaptada do linfócito realizada pelo nosso grupo (16). 

 Os padrões foram preparados através de uma alíquota de 20L do 

sobrenadante. O sobrenadante e o óleo foram aspirados do tubo e o mesmo 

foi mantido no freezer. O tubo contendo o pellet de células foi cortado em tubos 

contendo 2mL de líquido de cintilação. A medida da radioatividade foi feita, 

após 24h, através do cintilador (LS 6500 Liquid Scintillation Counter, Beckman 

Counter Inc., California, EUA). 

 

 

3.5.1  Cálculo do influxo  

 

 

 O influxo de L-arginina foi medido ao longo de três minutos usando uma 

regressão linear. A taxa inicial de transporte foi calculada usando uma 

inclinação linear. 
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Gráfico 1 -Cinética temporal do influxo de L-arginina (1mM) nos neutrófilos  
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Legenda: influxo total (●) foi inibido por 100 mM de L-leucina (■). Dados apresentados são 
uma representação de um experimento. 

 

 

 

 A taxa inicial do transporte foi calculada e expressa em picomol/106 cels/ 

minutos. A equação para o cálculo do influxo é: 

 

Taxa inicial=   inclinação da linha x [AA] x Vpadrão          

                               Radioatividade padrão x  n 

 

 

Sendo:  

 

[AA] concentração do aminoácido presente no padrão 

Vpadrão = volume do padrão 

n= número de células presente no pellet da amostra 
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3.6 Avaliação da atividade da NOS 

 

 

  A atividade de NOS foi avaliada pela conversão de L-[3H]-arginina em L-

[3H]-citrulina (104).   

À  suspensão de neutrófilos foi adicionada L-[3H]-arginina na presença e 

na ausência de um análogo, L-NMMA (10mM),  posteriormente foi realizada a 

incubação por 120 minutos a 37ºC. A reação foi interrompida por rápida 

centrifugação seguida por lavagem com solução de PBS. Os neutrófilos foram 

lisados com Triton e transferidos para uma coluna contendo a resina catiônica 

Dowex, que retém a L-[3H]-arginina não metabolizada e permite a passagem 

da L-[3H]-citrulina.  

 A L-[3H]-citrulina foi então removida para tubos de cintilação, o líquido 

cintilante adicionado e a radioatividade contada no cintilador (LS 6500 Liquid 

Scintillation Counter, Beckman Counter Inc., California, EUA). 

 

 

3.7 Neutrófilos e agregação plaquetária   

 

 

 O efeito dos neutrófilos na agregação plaquetária foi analisado através 

da incubação do PRP (1,25 x 106  cels/mL)  com os neutrófilos autólogos (2 x 

106  cels/mL) por 5 e 30 minutos, e em seguida a agregação foi monitorada por 

5 minutos com ADP (5M) . A agregação basal foi analisada pela incubação do 

PRP com o tampão PBS, o qual os neutrófilos foram ressuspensos. A 

agregação  foi monitorada num agregômetro de 4 canais (Chrono-Log, 

Havertown, PA) (105). Os testes foram realizados a 37ºC numa velocidade de 

rotação de 900 rpm.  
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3.8 Dosagem de aminoácidos 

 

 

 Os neutrófilos foram separados e contados em câmera de Neubauer. 

Foram separadas alíquotas de suspensão de neutrófilos em concentrações de, 

aproximadamente, 9x106 cels/ml.  

 Posteriormente, a alíquota foi centrifugada a 3000 g por 5 minutos. O 

sobrenadante foi descartado e ao pellet de neutrófilos foi adicionado 1mL da 

solução de Triton 10% para lisar as células. As alíquotas de célula lisada foram 

armazenadas e enviadas ao laboratório de análise DLE (Rio de Janeiro, 

Brasil). A dosagem quantitativa e qualitativas dos aminoácidos foram 

realizadas por cromatografia liquida de alta performance (HPLC). 

 

 

3.9 Dosagem de proteína  

 

 

 A mensuração das proteínas foi feita através de um ensaio 

colorimétrico, utilizando-se o kit BCA TM  Protein Assay (BioAgency, São Paulo, 

Brazil). 

 

 

3.10 Extração de proteína e western blotting 

 

 

 Os neutrófilos foram isolados e lisados com uma tampão de lise.  A 

quantificação de proteína foi feita pelo método previamente descrito. As  

amostras contendo 20g de proteína dos lisados de neutrófilos foram 

suspensas em tampão NuPage, após desnaturação das proteínas por 

incubação a 70oC por 10 minutos ( Sigma Chemical, St. Lois).  

 As proteínas foram fracionadas por eletroforese (200V, 100mA) em gel 

poliacrilamida NuPAGE® Novex Bis-Tris 10% (Invitrogen, Califórnia, EUA) 

utilizando-se tampão de corrida [concentrado 5 x (250 mM MOPS, 250 mM 

Tris, 5 mM EDTA, 17,3mM SDS), e transferidas (15V, 328mA) para 
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membranas de PVDF (Invitrogen, Califórnia, EUA) em tampão de transferência 

(48mM Tris, 39 mM Glicina, 1,3mM SDS).  

 Foram utilizados anticorpos primários monoclonais para eNOS e iNOS 

(Santa Cruz Biotechnology, Califórnia, EUA) na concentração de 1:1000. A 

tubulina foi utilizada como controle de quantidade de proteína nas amostras na 

concentração de 1:1000.  

 O procedimento empregado para a detecção de bandas foi a incubação 

com ECL (Amersham-Biosciences Buckinghamshire, UK). Foram utilizados 

como padrão de peso molecular o Full-Range RainbowTM  Molecular Weight 

Marker (GE Helathcare, EUA).  

 As intensidades das bandas foram normalizadas para a intensidade da 

banda de tubulina correspondente por análise densidométrica.  A quantificação 

de imagens foi realizada com o programa image J ( ImageJ 1.43, National 

Institutes of Health, EUA). 

 

 

3.11 Avaliação 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 peróxido de hodrogênio (H2O2)  e formar oxigênio molecular e água. 

 Foi preparado um tampão de peróxido de hidrogênio (25mL de PBS 

para 40L de H2O2). Na cubeta de quartzo foram adicionados 1980L do 

tampão com peróxido de hidrogênio, e em seguida 20L de soro.  

 A leitura foi realizada  no período de 1 minuto a cada 10 segundos numa 

absorbância de 240nm no espectrofotômetro (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 proteína. 
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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 reação foi feita em cubetas de plástico. Na cubeta foram adicionados 

1800L de tampão fosfato adiocionado de glutationa reduzida (GSH), 

glutationa redutase (GR) e azida sódica (20mL tampão para 4mL de GR + 1mL 

de NADPH) e a leitura realizada por 3 minutos.  

 Em seguida, foram adicionados 200L de peróxido de hidrogênio e lido 

por 5 minutos. A leitura foi feita em comprimento de onda de 340nm no 

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

 

 

3.11.3  Carbonilação de proteínas   

 

 

 Este ensaio foi utilizado para avaliar a degradação de proteínas no soro, 

e baseia-se no princípio de que os resíduos de proteínas (histidina, arginina, 

lisina e prolina) são oxidados por radicais livres e formam produtos com o 

grupo carbonil, que pode ser detectado através da reação com 2,4 

dinitropheniylhidrazina (DNPH).  

 Foram utilizados 100L de soro em duplicata. As alíquotas foram 

lavadas três vezes com solução de HCl-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 o sobrenadante foi descartado.  

 Uma das duplicatas foi incubada com HCl 2M e a outra com DNPH 

diluído em HCl 2M, ambas por 1 hora. Posteriormente, todas as amostras 

foram incubadas à -20°C por 10 minutos, centrifugadas e o sobrenadante 

descartado. No final, as amostras foram incubadas com guanidina 6M à 60°C 

por 30 minutos.  
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 Após a incubação, as amostras foram centrifugadas e 200L do 

sobrenadante foram transferidos para uma microplaca e foi feita a leitura da 

absorbância a 380nm no espectrofotômetro (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 proteína. 

 

 

3.11.4  Avaliação da peroxidação lipídica (TBARS) 

 

 

 A peroxidação lipídica foi mensurada no soro dos controles e pacientes 

através da formação de substâncias reagentes ao ácido tiobarbitúrico 

(TBARS).  

 Alíquotas de 200L de soro foram misturadas com ácido tricloroacético 

a 10%, em seguida as amostras foram centrifugadas e incubadas com ácido 

tiobarbitúrico 0,67% por 30 minutos a 96°C. As amostras foram colocadas em 

microplacas e foi feita a leitura de absorbância em 532nm no 

espectrofotômetro (Fluoestar Omega BMG labtech) expressas como 

equivalentes de malondialdeído (pmol/mg de proteína). 

 

 

3.12 Análise do burst oxidativo em neutrófilos 

  

 

Esse experimento baseia-se na quantificação da geração de ânion 

superóxido no “burst” oxidativo dos neutrófilos, que utiliza como sonda 

específica a lucigenina (Nitrato bis-N-metil acridina). A reação acontece quando 

a lucigenina reage com o ânion superóxido e forma uma molécula excitada que 

emite luz ao voltar ao seu estado fundamental. O “burst” ocorre através do 

estímulo da enzima NADPH com o PMA (phorbol-12-myristate-13-acetate), e a 

enzima superóxido dismutase (SOD) tem a função de dismutar o ânion 

superóxido que reage com a lucigenina.   
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 Os neutrófilos foram obtidos do sangue periférico e ajustados a uma 

concentração de 3x106 cels/mL com tampão PBS. Na microplaca foram 

adicionados 150L da suspensão de células, 50L de lucigenina (5M), 50L 

de PMA (20ng/poço) para estimular o “burst” oxidativo e 20L de SOD 

(500U/mL).  A reação foi monitorada no intervalo de 120min com leituras a 

cada 2 min. As leituras de luminescência foram feitas no luminômetro  

(Fluoestar Omega BMG labtech).  

 

 

3.13 Análise estatística  

 

 

 Os dados estão apresentados na forma de média e erro padrão (EP). As 

diferenças entre os grupos foram testadas utilizando o teste t independente, 

com exceção dos dados de agregação e de atividade da óxido nítrico sintase. 

Nesses casos, os resultados foram comparados com uma análise de 

variâncias de duas entradas (condição clínica x meio de incubação) com 

medidas repetidas no segundo fator. Em caso de F significativo, foi aplicado 

um pós teste de Holm-Sidak para identificar as diferenças. As premissas de 

normalidade, homogeneidade de variâncias e esfericidade foram testadas com 

os testes de Shapiro-Wilk, Levene e Mauchly, respectivamente.  

 A análise dos dados e a preparação dos gráficos foram realizadas 

através do programa GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Inc., CA, EUA). A 

significância estatística foi determinada quando p<0,05. 
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4 RESULTADOS  

 

 

4.1 Características demográficas (idade e sexo), etiológicas e dados 

laboratoriais e clínicos 

 

 

 A  Tabela 2 apresenta características demográficas e etiológicas dos 

pacientes com insuficiência renal crônica (IRC) em hemodiálise e controles.  

 Como podemos observar nesta tabela, os pacientes com IRC eram 

adultos jovens, eutróficos, e a principal causa de IRC foi a HAS. Os pacientes 

realizavam 4 horas de sessão de hemodiálise três vezes por semana e o Kt/V 

ureia demonstra a eficiência da diálise. Alguns pacientes faziam o uso de 

medicamentos anti-hipertensivos, como inibidores da enzima conversora de 

angiotensina (n=4), agonistas -2 (n=5), -bloqueadores (n=4) e bloqueadores 

dos canais de cálcio (n=1). 

 

Tabela 2 - Características demográficas, etiológicas e nutricionais dos 
controles saudáveis e dos pacientes renais crônicos 

Dados Controles 

(n=15) 

Pacientes com 

IRC  

(n=15) 

Idade (anos) 36 ± 2 42 ± 3 

Sexo (F/M) 10/5 7/8 

Meses em diálise --- 107± 52 

Sessão de diálise, min --- 240 ± 0 

Kt/ V uréia  --- 1,35 ± 0,3 

IMC (kg/m2) 22,8 ± 0,7 22,7 ± 0,8 

Etiologia --- Hipertensão - 11 

 --- Glomerulonefrite -2 

 --- Idiopática- 2 
Legenda: índice de massa corporal (IMC),  medida da qualidade da diálise (Kt/V ureia) 

  

 

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

hemodiálise e controles. Como esperado, os pacientes com IRC apresentaram 
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uma concentração sérica de creatinina e de ureia antes de uma sessão de 

hemodiálise superior ao grupo controle, em valores que indicam a disfunção 

renal. Pacientes com IRC em hemodiálise apresentaram níveis séricos de 

potássio significativamente mais elevados e um maior número de leucócitos 

que o grupo controle. Por outro lado, apresentaram níveis mais baixos de 

hematócrito e hemoglobina, embora estes valores estejam dentro dos valores 

considerados normais. Os níveis plasmáticos de fibrinogênio não foram 

modificados em pacientes com IRC em hemodiálise. 

 

Tabela 3 - Dados laboratoriais dos controles saudáveis e dos pacientes renais 
crônicos   

Dados Controles 

 

Pacientes com 

IRC  

 

Número de pacientes 15 15 

Potássio (mEq/l) 4,3 ± 0,2 5,2 ± 0,4* 

Hematócrito (%) 40 ± 1,5 36 ± 0,9* 

Hemoglobina (g/dL) 14 ± 0,4 12 ± 0,3* 

Leucócitos (103/mm3) 5,6 ± 0,5 7,3 ± 0,6* 

Plaquetas (103/mm3) 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  4,5 44  5,6 

Triglicerídeos (mg/dL) 88  9,7 150  28 

Glicose (mg/dL) 88  3,0 92  8,4 

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 (pós-HD) 

Fibrinogênio (mg/dL) 269  26 302  55 

Legenda: índice de massa corporal (IMC), hemodiálise (HD), lipoproteína de alta densidade 
(HDL), lipoproteína 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 neutrófilos  

 

 

 O transporte de L-arginina em neutrófilos mostra-se similar entre pacientes 

com IRC em hemodiálise e controles. Quando os sistemas y+ e y+L são isolados  

também não são observadas diferenças entre os grupos (Gráficos 2, 3 e 4). 

 

Gráfico 2 - Influxo total de L-arginina em neutrófilos de controles e pacientes IRC em 
hemodiálise  
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Nota: Os valores estão representados em média ± EP. 

 

 

Gráfico 3 - Influxo de L-arginina via sistema y+ em neutrófilos de controles e 
pacientes IRC em hemodiálise  
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Nota: Os valores estão representados em média ± EP. 
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Gráfico 4 - Influxo de L-arginina via sistema y+L em em neutrófilos de controles e 
pacientes IRC em hemodiálise  
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Nota: os valores estão representados em média ± EP. 

 

 

4.3 Atividade da NOS em neutrófilos  

 

 

 A atividade basal da NOS encontra-se significativamente reduzida em 

neutrófilos de pacientes com IRC em hemodiálise comparada aos controles (Gráfico 

5). A presença do análogo da L-arginina, L-NMMA, mostrou-se ser um potente 

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

Gráfico 5 - Produção basal de L[3H]-citrulina em neutrófilos de controles e pacientes 
IRC em hemodiálise  
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Nota: Os valores estão representados em média ± EP. a≠controle (p≤ 0,05); b≠ IRC (p≤0,05).   
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4.4 Efeitos dos neutrófilos na agregação plaquetária 

 

 

Foram observados efeito tempo-resposta na inibição da agregação 

plaquetária induzida por ADP na presença de neutrófilos em pacientes e controles, 

no entanto, não foram observadas diferenças significativas entre os grupos (Gráfico 

6). 

 
Gráfico 6 - Agregação plaquetária induzida por ADP na presença de neutrófilos 
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Nota: os valores estão representados em média  ± EP.  a ≠ Plt Controle (p≤ 0,05);  b ≠ Plt IRC  
(p≤ 0,05);  c ≠ Plt +Neut 5 min Controle (p≤ 0,05); d ≠ Plt +Neut 5 min IRC (p≤ 0,05). 

 

 
Gráfico 7 - Ilustrativo do percentual de agregação plaquetária induzida por ADP (2,5 
 μM)  na presença e ausência de neutrófilos  

 

Legenda: Agregação basal (curva azul), plaquetas incubadas com neutrófilos por 5 min (curva preta) 
e plaquetas incubadas com neutrófilos por 30 min (curva vermelha). 
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4.5 Dosagem de aminoácidos em neutrófilos  
 

 

 Na dosagem da L-arginina em neutrófilos foi observado um aumento de 4 

vezes desse aminoácido quando comparou-se pacientes portadores de IRC em 

hemodiálise com controles. Os outros aminoácidos catiônicos, L-ornitina e L-lisina, 

apresentavam concentrações intracelulares similares em pacientes com IRC em 

hemodiálise e controles. Os níveis de amionoácido aniônico L-glutamato estavam 

aumentados em pacientes com IRC em comparação aos controles assim como o 

aminoácido neutro L-glicina (Tabela 4). 

 

 

Tabela 4 - Perfil de aminoácidos nos neutrófilos 

Aminoácidos 

(µmol/ 109 cels)                     

Controles 

(n=5) 

Pacientes com IRC 

(n=5)  

L-arginina 3,2 ± 0,5 12,0 ± 2,0 * 

L-glicina 12,4 ± 2,9 23,0 ± 3,4 * 

L-glutamato 3,9  1,1 7,8  1,2 * 

L-leucina  10,9 ± 2,1 16,1 ± 1,6 

L-lisina  9,2 ± 1,4 15,6 ± 3,7 

L-metionina 3,0± 0,6 4,2± 0,2 

L-ornitina                                      5,1 ± 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 ± 1,4 

Nota: Dados representados na forma de média ± EP 
*
p≤ 0,05 – IRC vs controle  
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4.6 Western Blotting em neutrófilos 
 

 

A avaliação da expressão das enzimas NOS realizada por Western Blotting 

mostra que os neutrófilos humanos expressam eNOS e iNOS em condições basais 

(Gráficos 8 e 9). Não foram observadas diferenças significativas na expressão de 

eNOS e iNOS em neutrófilos de pacientes com IRC comparados aos controles. 

 

 

Gráfico 8 - Expressão da enzima iNOS em neutrófilos de controles e pacientes IRC 
em hemodiálise 
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Nota: Os valores estão representados em média ± EP. 
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Gráfico 9 - Expressão da enzima iNOS em neutrófilos de controles e pacientes IRC 
em hemodiálise  
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Nota: Os valores estão representados em média ± EP. 

 

 

4.7 Atividade da catalase em soro 
 

 

Não foram observadas diferenças significativas entre os pacientes com IRC e 

os controles quanto à atividade da enzima catalase no soro (Gráfico 10). 

 

Gráfico 10 - Atividade da catalase em soro  de controles e pacientes IRC em 
hemodiálise  
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Nota: Os valores estão representados em média ± EP. 
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4.8 Atividade da glutationa peroxidase em soro 

 

 

A atividade da GPx, através da mensuração da inibição da auto-oxidação da 

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

 

Gráfico 11 - Atividade da glutationa em soro de controles e pacientes com IRC  
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Nota: Os valores estão representados em média ± EP. 

 
 
4.9 Carbonilação de proteínas em soro 
 

 

Não foi observada diferença significativa na carbonilação de proteínas no soro 

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

 

Gráfico 12 -  Carbonilação de proteínas em soro de controle e pacientes com IRC  
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Nota: Os valores estão representados em média ± EP. 
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4.10 Avaliação da peroxidação lipídica em soro  
 

 

O dano em lipídios de membrana determinado pela formação substâncias 

reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) não foi afetada pela IRC (Gráfico 13). 

 

Gráfico 13 - Dosagem de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico em soro de  
controles e pacientes com IRC  
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Nota: Os valores estão representados em média ± EP. 

 

 

4.11 Avaliação do burst oxidativo em neutrófilos 
 

 

Não houve diferença significativa na resposta dos neutrófilos de pacientes 

IRC em hemodiálise comparado ao controle quando estimulados com PMA. O 

mesmo foi verificado quando os neutrófilos foram estimulados na presença de SOD 

(Gráfico 14 A,B). 
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Gráfico 14 - Medida do burst oxidativo por quimioluminescência (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 hemodiálise e controles estimulados na 
presença e ausência de SOD (as barras de erro foram suprimidas para melhor 
visualização). (B) Área sob a curva do perfil de QL sem e com estimulação com PMA, e na 
presença e ausência de superóxido dismutase (SOD). 
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5 DISCUSSÃO 

 

 

O presente estudo investigou, pela primeira vez, a via L-arginina-NO em 

neutrófilos de pacientes com IRC em hemodiálise, visando contribuir para uma 

melhor compreensão da relação desta síndrome e DCV (106, 107). Tem sido dado 

destaque para a a geração de NO por leucócitos, bem como seus efeitos sobre 

outras células e na formação do trombo (108, 109). Os resultados obtidos nesta 

dissertação apontam uma menor produção de NO nos neutrófilos obtidos de 

pacientes com IRC em hemodiálise comparados com controles associada a uma 

expressão normal de eNOS e iNOS nestas células.  

Uma vez que o transporte de L-arginina do meio extra para o meio intracelular 

é importante para a síntese de NO, no presente estudo a investigação da via-L-

arginina-NO em neutrófilos foi iniciada através da mensuração do influxo da L-

arginina. Os resultados desses experimentos mostraram que o transporte total de L-

arginina foi semelhante entre os indivíduos sem e com IRC. Além disso, quando o 

influxo de L-arginina foi fracionado nos sistemas de transporte catiônicos y+ e y+L 

também não foi observada alteração nestes sistemas em neutrófilos. Por outro lado, 

estudos prévios realizados pelo nosso grupo evidenciaram uma ativação do sistema 

y+, mas não do sistema y+L, em eritrócitos e linfócitos de pacientes com IRC em HD 

e diálise peritoneal ambulatorial continua  (CAPD) (18, 110). Já  Schwartz et al 

evidenciaram que o transporte de L-arginina via sistema y+ em aorta de ratos 

urêmicos estava reduzido devido a uma redução da expressão da protéina CAT-1 

(111). Estudos de biologia molecular identificaram uma família de proteínas em 

ratos, codificadas por mCAT incluindo quatro proteínas homólogas que induzem a 

atividade do sistema y+. As proteínas clonadas são: mCAT-1 (alta afinidade, 

expressa em muitos tecidos e células, exceto fígado); mCAT-2A (variante do mCAT-

1 de baixa afinidade, expressa predominantemente no fígado), mCAT 2B (isoforma 

induzível do mCAT-1, de alta afinidade, induzida em células T, macrófagos, pulmão 

e testículos) e mCAT-3 (expressa no tecido nervoso) (84, 112-114). Em humanos, 

transportadores de aminoácidos catiônicos homólogos aos de ratos foram clonados 

e as proteínas codificadas como hCAT (115, 116). Os achados contrastantes podem 

http://bases.bireme.br/cgi-bin/wxislind.exe/iah/online/?IsisScript=iah/iah.xis&src=google&base=LILACS&lang=p&nextAction=lnk&exprSearch=8244&indexSearch=ID
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ser em decorrência a expressão de diferentes proteínas com propriedades de 

transporte distintas associadas a diferenças de espécies.  

Diferentemente de leucócitos e eritrócitos, o transporte de L-arginina em 

plaquetas, é mediado exclusivamente pelo sistema de alta afinidade y+L que está 

ativado na IRC (89). É possível que a ativação do sistema y+L em plaquetas  de 

pacientes renais crônicos, represente uma resposta adaptativa aos reduzidos níveis 

plasmáticos de L-arginina presente em pacientes com IRC para manter a produção 

de NO (89). Estudos moleculares demonstraram, que o y+LAT associado ao 4F2hc 

induzem o sistema y+L em oócitos, mas os mecanismos responsáveis pela indução 

permanecem desconhecidos (88). Nesta dissertação, o sistema y+L em neutrófilos 

não  sofreu influência da IRC em hemodiálise. 

Independemente dos níveis plasmáticos de L-arginina estarem  reduzidos 

pela metade, conforme descrição anterior (89), e  a análise do transporte de L-

arginina em neutrófilos estar normal no presente estudo, a concentração deste 

aminoácido está 4 vezes aumentada em neutrófilos lisados de pacientes com IRC 

comparados aos controles, o que seria suficiente para manter a produção de NO. 

Closs e colaboradores, em 2000, propuseram que algumas células como endotélio e 

macrófago possuiriam reservatórios intracelulares de L-arginina, alguns deles 

inacessíveis a NOS, o que poderia explicar a baixa produção de NO (117). 

  É importante salientar que a L-arginina não é substrato apenas da NOS, 

podendo ser também utilizada pela enzima arginase para a formação de L-ornitina e 

ureia (118). Como a expressão e atividade da NOS e arginase variam amplamente, 

existe uma complexa interação entre elas de modo que o produto de uma pode inibir 

a atividade da outra. A enzima arginase, presente nos neutrófilos, poderia estar 

desviando a L-arginina para o ciclo da uréia (119). Futuros estudos da atividade e 

expressão da arginase em neutrófilos de pacientes com IRC são necessários. 

Uma outra hipótese para explicar a atividade diminuída das NOS seria a 

presença de baixas concentrações de co-fatores necessários para a produção de 

NO, a exemplo da tetrahidrobiopterina (BH4) (120). Corroborando com esta hipótese, 

um estudo prévio evidenciou níveis reduzidos de BH4 em um modelo animal de IRC 

(121). Além disso, existem fortes evidências que a suplementação com BH4 reduz a 

disfunção renal induzida por isquemia, impedindo a formação de peroxinitrito (122), 

e a disfunção endotelial (123).  
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Outra possibilidade para este achado poderia ser o acúmulo sistêmico de 

análogos de L-arginina, ADMA e L-NMMA, observado em pacientes com IRC em 

hemodiálise, que são antagonistas competitivos reversíveis das enzimas eNOS e 

iNOS (18, 124, 125). No presente estudo, o efeito do L-NMMA foi testado na 

atividade basal das NOS em neutrófilos e este análogo mostrou  ser um potente 

inibidor destas enzimas. Crescentes evidências sugerem que o ADMA é um novo 

marcador para aterosclerose  e um fator de risco cardiovascular independente em 

pacientes em HD (126, 127).  

A análise da incubação das plaquetas com neutrófilos revelou uma diminuição 

da agregação plaquetária após 5 e 30 minutos em relação aos níveis basais tanto 

em pacientes como em controles. Não houve diferença significativa entre os grupos. 

Os presentes resultados mostram que as plaquetas e neutrófilos interagem 

bioquimicamente. Como os neutrófilos parecem não ter a via da cicloxigenase e 

dessa forma não produzem prostaciclina (128), é possível que o NO derivado dos 

neutrófilos tenha um efeito anti-agregante plaquetário contribuindo em manter a 

homeostasia vascular. Presume-se que qualquer desequilíbrio na geração de NO 

pelas células sanguíneas e endoteliais pode ter consequências graves, opostas e 

até certo ponto paradoxais como trombose e hemorragias nos pacientes com IRC 

em hemodiálise (129).  

A biodisponibilidade do NO depende tanto de sua síntese como de sua 

degradação. Nosso estudo mostrou uma redução da biodisponibilidade do NO 

através da diminuição de sua síntese, mas não de sua degradação através do 

estresse oxidativo. A carbonilação de proteínas, um método que avalia os 

mecanismos pró-oxidantes, se apresentou inalterada, assim como a peroxidação 

lipídica quando avaliada em soro de pacientes com IRC em hemodiálise quando 

comparada ao grupo controle. Além disso, a atividade da catalase e da GPx, 

enzimas que participam da defesa antioxidante, não diferiu quando comparamos os 

pacientes e o grupo controle. 

Estudos prévios sobre o estresse oxidativo na IRC são controversos e 

geralmente não apresentam um grupo controle, e sim diferentes estágios de IRC 

(130, 131). É importante salientar que na nossa amostra os pacientes eram todos 

eutróficos, já que a desnutrição está mais comumente associada ao estresse 

oxidativo. Terapia anti-oxidante já vem sendo testada em pacientes em hemodiálise 

sem apresentar uma melhora dos marcadores de estresse oxidativo (132, 133). 
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A função de neutrófilos vêm sendo investigada nos pacientes em hemodiálise, 

mas os resultados ainda são questionáveis (134). Nossos achados mostram que 

neutrófilos isolados de pacientes com IRC em hemodiálise apresentam um burst 

oxidativo após estimulação com PMA similar aos controles, determinado através da 

liberação de superóxido. Um estudo realizado por Cohen et al demonstrou uma 

diminuição do burst oxidativo em pacientes em hemodiálise em relação aos 

controles após estimulação com Escherichia Coli e PMA (135). Por outro lado, Wann 

et al evidenciaram um aumento do burst oxidativo de neutrófilos, estimulados com 

PMA, em pacientes em hemodiálise que se correlacionava com acidose. As 

diferenças encontradas nestes estudos podem ser devido as características da 

população de pacientes em hemodiálise e as técnicas utilizadas (136).  

Na quantificação de aminoácidos em neutrófilos, a glicina e o glutamato,  

precursores da glutationa, apresentaram-se em maior quantidade nos pacientes com 

IRC em hemodiálise comparados com controles. A glutationa é o maior antioxidante 

celular e a presença de níveis aumentados destes aminoácidos podem contribuir 

para sua síntese.  Além disso, o glutamato tem um papel importante na migração de 

neutrófilos (137) e já existe um estudo experimental mostrando efeitos benéficos da 

sua suplementação na função dos neutrófilos (138). Também existe um estudo em 

humanos que investiga os efeitos da suplementação de glicina na pressão arterial 

em pacientes asiáticos. Os resultados mostraram uma elevação da pressão arterial 

nestes pacientes (139).  

Este estudo apresenta algumas limitações como a diferença do sexo entre 

pacientes e contoles, e o fato de não analisar  os perâmetros  pré- hemodiálise, pois 

o estudo foi realizado utilizando somente amostras coletadas pós-hemodiálise.  
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CONCLUSÃO 

 

 

A menor atividade da NOS em neutrófilos foi observada independente do 

influxo de L-arginina, evidenciando que esta não compreende uma etapa limitante da 

via. Além disso, também foi observada a expressão inalterada da enzima NOS, em 

suas isoformas eNOS e iNOS. Neste contexto, o NO derivado dos neutrófilos 

mostrou-se eficaz em reduzir a agregação plaquetária podendo contribuir para a 

homeostasia vascular. 

Um completo entendimento da modulação desta via é necessário, uma vez 

que pode conduzir a novas ferramentas terapêuticas na IRC, na tentativa de evitar o 

desenvolvimento de complicações cardiovasculares associadas com essa doença. 
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APÊNDICE -  Questionário 
 

 

Ficha Clínica 
DADOS PESSOAIS  
Nome:____________________________________________ 
Prontuário:_____________ 
Telefone:__________________________________________ 
Data de nascimento ________/________/__________Idade: ______Sexo_______ 
Estado Civil_______________ Profissão  
_______________________________________ 
Endereço____________________________________________________________
_____ 
Cidade :________________________________ Estado:________________ 
 
ANAMNESE 
Quanto tempo em diálise:_______________ 
Causa da doença renal:____________________ 
Está em tratamento médico atualmente? (   ) Sim  (   ) Não 
Histórico familiar de obesidade? (   ) Sim  (   ) Não 
Atividade física? (   ) Sim  (   ) Não  Tempo:_______ 
Gravidez: (   ) Sim  (   ) Não 
Está fazendo uso de alguma medicação (antiinflamatório, antibiótico)?  
(   ) Sim  (   ) Não 
Já foi operado? (   ) Sim  (   ) Não Qual_____________________________ 
Fez transfusão sanguínea recentemente?_____________ 
Sofre alguma das seguintes doenças? 
Febre reumática 
Problemas cardíacos(cardiopatia esquêmica, ICC,HAS,prótese cardíaca):  
(   ) Sim  (   ) Não 
Problemas hepáticos: (   ) Sim  (   ) Não 
Problemas renais: (   ) Sim  (   ) Não 
Problemas gástricos: (   ) Sim  (   ) Não 
Problemas Respiratórios: (   ) Sim  (   ) Não 
Problemas alérgicos: (   ) Sim  (   ) Não 
Problemas Articulares ou Reumatismo: (   ) Sim  (   ) Não 
Problemas sanguíneos: (   ) Sim  (   ) Não 
Diabetes: (   ) Sim  (   ) Não 
Tabagismo: (atual/passado-tempo, numero de cigarros/dia) (    ) Sim  (   ) Não 
Peso: __________Kg           Altura:__________m   IMC: ________Kg/m2 
Circunferência da cintura: _________cm  Pressão arterial: ___________mmHg 
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ANEXO A- Comitê de ética em pesquisa HUPE/UERJ 
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ANEXO B- Termo de Consentimento  
 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

 

Título da pesquisa: Mecanismos moleculares e celulares envolvidos na 

modulação da via L-arginina-oxido nítrico em pacientes com hipertensão ou 

hipotensão intradialítica. Pesquisadores participantes: Dr. Antônio Cláudio 

Mendes Ribeiro e Mestranda Daniele Carvalho Abrantes [Telefone para 

contato: (21)28688201 ou (21)82279767 

Universidade do Estado do Rio de Janeiro 

Hospital Universitário Pedro Ernesto 

Clínica DERT – Depuração Extra Renal e Transplante Ltda. 

  

Eu, _________________________________________, CPF nº 
_____________________, abaixo assinado, concordo em participar da pesquisa 
acima como sujeito. Fui devidamente informado e esclarecido pela Mestranda 
Daniele Carvalho Abrantes sobre a pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, os 
possíveis riscos e benefícios decorrentes de minha participação, assim como as 
garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Foi-me 
esclarecido ainda que, por ser uma participação voluntária e sem interesse 
financeiro, não terei direito a nenhuma remuneração. Foi-me garantido que poderei 
retirar meu consentimento a qualquer momento sem que isto leve a qualquer 
penalidade ou interrupção do meu tratamento nesta instituição. 

Rio de Janeiro, ____ de _______________ de 2013. 

 

________________________________ 

Assinatura do sujeito ou responsável 

 

_____________________________                    

_____________________________   

 _____________________________                 _____________________________ 

Testemunha                                                        Pesquisador 

 

 
 


