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Efeito de uma sessao de hemodialise sobre o estresse

oxidativo sistémico de pacientes renais créonicos terminais
Effect of a hemodialysis session on oxidative stress of chronic kidney

disease patients

Resumo

Objetivo: Avaliar a repercussio de uma ses-
sao de hemodiilise (HD) sobre o estresse
oxidativo sistémico de pacientes renais cro-
nicos. Métodos e Resultados: Foram avalia-
dos 17 pacientes (10 mulheres) com média
de idade de 39,9 + 13,5 anos em tratamento
hemodialitico na Unidade de Nefrologia do
HCPA, e o grupo controle formado por 18
individuos saudaveis (4 mulheres), com mé-
dia de idade de 34,8 = 10,1 anos. O sangue
dos doentes renais foi coletado antes e apos
a sessdo de HD. As médias foram analisadas
pelo teste ¢ de Student (p < 0,05). Nos eritro-
citos, avaliou-se a atividade das enzimas an-
tioxidantes superdxido dismutase (SOD) e
catalase (CAT). No plasma, avaliou-se o sis-
tema antioxidante ndo enzimdtico por meio
da mensuragdo da capacidade antioxidante
total (TRAP). Nao houve diferenca signifi-
cativa entre os valores de SOD e CAT antes
e apos HD. Comparando com o grupo con-
trole, observou-se reducido significativa na
atividade dessas enzimas. O TRAP apresen-
tou redugdo significativa apds sessao de HD.
O dano oxidativo a lipidios de membrana
foi avaliado por quimiluminescéncia (QL),
enquanto o dano as proteinas, pelo método
das carbonilas. Nao houve diferenca signifi-
cativa entre os valores de QL e Carbonilas
ap6s HD. Porém, quando comparados com
o grupo controle, observou-se diferenca sig-
nificativa indicando maior dano aos lipidios
de membrana e as proteinas nos doentes re-
nais. Conclusoes: Pacientes renais cronicos
tratados com HD apresentam redu¢io na
atividade das enzimas antioxidantes SOD e
CAT, bem como dano oxidativo aumentado
quando comparado com individuos sauda-
veis e uma sessao de HD ndo modifica esses
niveis.

Palavras-chave: estresse oxidativo, hemodia-
lise, doenga renal cronica.
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ABSTRACT

Objective: To assess the effect of a hemo-
dialysis (HD) session on systemic oxidative
stress of chronic renal patients. Methods and
Results: The study comprised 17 patients
(10 women and 7 men with mean age of
39.9 £ 13.5 years) undergoing hemodialytic
treatment at the Unit of Nephrology of Hos-
pital de Clinicas de Porto Alegre, and a con-
trol group formed by 18 healthy individuals
(4 women and 14 men with mean age of
34.8 £ 10.1 years). Renal patients had blood
samples withdrawn before and after HD ses-
sion. Means were analyzed by Student t test
(p < 0.05). In red blood cells, the activity of
the antioxidant enzymes superoxide dismu-
tase (SOD) and catalase (CAT) was assessed.
In plasma, the non-enzymatic antioxidant
system was assessed by measuring the total
reactive antioxidant potential (TRAP). No
significant differences were observed
between the values of SOD and CAT be-
fore and after HD. Comparison with the
control group showed a significant reduction
in the activity of those enzymes. After HD
session, a significant reduction in TRAP was
observed. Oxidative damage to membrane li-
pids was assessed through chemiluminescen-
ce (CL), and the damage to proteins through
carbonyl assay. No significant difference was
observed in the values of CL and carbonyls
after HD. However, when compared with
the control group, a significant difference
was observed, indicating a greater damage
to membrane lipids and proteins in renal pa-
tients. Conclusions: Chronic renal patients on
HD treatment show a reduction in the activi-
ty of antioxidant enzymes SOD and CAT, in
addition to an increase in oxidative damage,
when compared with healthy individuals. One
HD session does not change those levels.

Keywords: oxidative stress, hemodialysis,
chronic kidney disease.

175



176

Efeito da hemodiélise sobre o estresse oxidativo de pacientes renais crénicos

INTRODUCAO

A doenga renal cronica é acompanhada por um com-
plexo de comorbidades. Algumas manifestagdes,
como envelhecimento acelerado, catarata, ateroscle-
rose, diminuicdo das células vermelhas do sangue,
aumento da hemolise e disfun¢do plaquetdria, estdo
presentes nestes individuos, e tais patologias podem
estar associadas a hiperprodugio de radicais livres.!

As doengas aterosclerdticas cardiovasculares sdo pre-
conizadas como a maior causa de morbidade e mortali-
dade em pacientes urémicos. O desenvolvimento de ate-
rosclerose acelerada envolve multiplos fatores de risco.
Alguns sdo similares aos reportados para a populagdo
em geral, como idade, tabagismo, diabetes mellitus, hi-
pertensdo arterial sistémica e dislipidemia. Outros mais
especificos estdo associados as consequéncias da perda
de néfrons e levam a disttrbios metabélicos como hiperfi-
brinogenia, hiperhomocisteinemia e estresse oxidativo.?

Alguns autores sugerem que a uremia é um estado
pro-oxidante, com aumento nos niveis de lipoperoxida-
¢do e diminuicdo da atividade antioxidante.'*** Porém,
ndo esta clara a natureza desse estresse oxidativo e se o
mesmo € exacerbado pela didlise.>* A lipoperoxidagdo
tem sido associada a patogénese de doencas comumen-
te encontradas em individuos que realizam hemodidlise
(HD). Niveis plasmdticos aumentados de substancias
reativas ao 4cido tiobarbittrico (TBARS), um marcador
da peroxidacdo lipidica, tém sido relatados em pacien-
tes renais cronicos que realizam tratamento dialitico.!¢
Além disso, outras complica¢des, como hemorragia e
hipotensdo durante o curso da doenca e do tratamento
hemodialitico, estdo possivelmente associadas a um ra-
dical livre em especial, o 6xido nitrico. O 6xido nitrico
pode também ter efeitos deletérios devido a sua intera-
¢do com o radical superoxido, formando o peroxinitri-
to, altamente reativo.

Além de os marcadores de estresse oxidativo esta-
rem aumentados nos pacientes renais cronicos, neles
os mecanismos de defesa podem estar suprimidos.
Uma redugdo do sistema enzimatico de defesa, bem
como do sistema nio enzimatico, favoreceria o ata-
que das espécies ativas de oxigénio (EAQO) as células
com consequente dano celular.!%”

Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos
de uma sessdo de hemodidlise sobre o estresse oxida-
tivo sistémicos de pacientes renais cronicos em pro-
grama de HD.

MEetopos

Foram avaliados 17 pacientes, 10 do sexo femi-
nino com média de idade de 39,9 = 13,5 anos, em
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tratamento hemodialitico na Unidade de Nefrologia
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Os pacien-
tes avaliados realizavam trés sessoes semanais de HD
com duracio média de 4,2 = 0,3 horas. A média de
tratamento com HD nos pacientes foi de 45,2 = 40
meses. Utilizaram-se como critérios de exclusio pa-
cientes com doencas hepdticas, processos inflamaté-
rios cronicos conhecidos, doenca cardiaca conhecida,
tabagismo e alcoolismo. Como ndo existem valores
previstos de normalidade para as varidveis do es-
tresse oxidativo, optou-se por analisar um grupo de
pessoas sem nenhum tipo de patologia conhecida e
ndo fumantes. Para tanto, avaliou-se o sangue de 18
doadores, quatro mulheres, com média de idade de
34,8 + 10,1 anos, do Banco de Sangue do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre. Esse grupo de individuos foi
denominado grupo controle.

O estudo foi avaliado e aprovado em seus aspectos
éticos e metodoldgicos pela Comissdo Cientifica e pe-
la Comissdo de Pesquisa e Etica em Saiide do HCPA.
Antes das avaliacdes, todos os pacientes assinaram
termo de consentimento livre e esclarecido.

COLETA SANGUINEA

A coleta de sangue nos pacientes em HD foi realizada
em dois momentos distintos: no inicio da sessdo de
HD (pré-HD), quando os pacientes eram ligados as
madquinas dialisadoras, e ao término da sessdo (pos-
HD). As coletas foram realizadas na porc¢do arterial
da fistula arteriovenosa. O sangue foi armazenado
em um tubo de coleta a vicuo contendo anticoa-
gulante heparina (10 mL). Para mensura¢io de aci-
do trico nas amostras de plasma, utilizou-se um kit
Acido Urico — Liquiform, do laboratério LABTEST
Diagnostica. A avaliagdo do estresse oxidativo foi rea-
lizada no Laboratério de Fisiologia Cardiovascular do
Departamento de Fisiologia do Instituto de Ciéncias
Bésicas da Saude (ICBS) da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul. A coleta de sangue no grupo con-
trole, realizada para analise do estresse oxidativo, foi
efetuada ao final da doacio.

PREPARO DO SANGUE PARA AVALIACAO DO ESTRESSE
OXIDATIVO

O preparo do sangue para avaliagdo do estresse oxi-
dativo foi impreterivelmente realizado no dia da co-
leta. Apds a coleta, o sangue armazenado em tubo
com anticoagulante heparina era centrifugado por
20 minutos a 3000 rpm em centrifuga refrigerada
(Sorvall RC 5B — Rotor SM 24), o plasma era retira-
do, aliquotado em tubos tipo Eppendorff de 2,0 mL



e armazenado a temperatura de 800 °C negativos. Os
eritrocitos eram lavados com soro fisiologico (NaCl
0,9%) por trés vezes. Apds a lavagem dos eritrocitos,
parte (75 pL) era diluida em 500 uL de soro fisiolo-
gico para medida de lipoperoxida¢dao por quimilumi-
nescéncia e concentracdo de hemoglobina. Essas me-
didas eram realizadas no dia da coleta. Os eritrocitos
restantes eram aliquotados e armazenados em freezer
a -80 °C. Estes eritrdcitos eram armazenados em so-
lugdo de acido acético 1 mM e sulfato de magnésio
4 mM. Estas amostras eram utilizadas para analise de
proteinas e atividade das enzimas antioxidantes, cata-
lase (CAT) e superdxido dismutase (SOD). O plasma
foi utilizado para avaliacdo da oxidagio de proteinas
pelo método das carbonilas e para determinacdo de
nitratos e nitritos.

DOSAGEM DE HEMOGLOBINA

A hemoglobina foi dosada nas amostras de sangue
preparadas com soro fisiologico, utilizadas para men-
suracdo da lipoperoxidagio. Para andlise, utilizou-se
uma mistura de cianetos, obtendo-se, assim, o rea-
gente de Drabkin, que interage com a hemoglobina,
formando cianometa-hemoglobina, medida em espec-
trofotometro. O espectrofotometro utilizado neste
trabalho foi da marca Varian, modelo Cary. Para as
dosagens, colocou-se em um tubo de ensaio a quan-
tidade de 5 mL da solu¢do de Drabkin e 20 uL de
amostra, deixou-se reagir por cinco minutos e a ab-
sorbancia foi lida no espectrofotémetro a um com-
primento de onda de 546 nm. Os resultados foram
expressos em miligramas por mililitros (mg.ml-1).

LirorPEROXIDACAO (LPO) — QUIMILUMINESCENCIA
(QL) iNiciaba por T-BOOH

A QL foi medida em um contador beta (LKB Rack
Beta Liquid Scintilation Spectrometer-1215; LKB
Produkter AB, Bromma, Sweden) com circuito de
coincidéncia desconectado e utilizando o canal de tri-
tio. As determinagdes foram realizadas em sala escu-
ra, em frascos de vidro mantidos na penumbra para
evitar a fosforescéncia ativada pela luz fluorescente.
O meio de reacdo no qual foi realizado o ensaio consistiu
em 4 mL de uma solugio reguladora de KCI 140 mM,
fosfatos 20 mM, pH 7,4, na qual foi adicionado 10
uL de eritrocitos diluidos em soro fisioldgico. A se-
guir, realizou-se uma leitura inicial, considerada a
emissdo de luz basal. O hidroperdxido de tertbutila,
na concentra¢do de 400 mM, foi adicionado ao meio
de reagdo (30 pL), para uma concentragio final de
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3 mM. Foi, entao, medida a emissiao de luz e, desta,
descontada a emissio basal para calculos. Os resulta-
dos foram expressos em contagens por segundo (cps)
por miligrama de hemoglobina.?’

CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL (TRAP)

Para mensuracdo da capacidade antioxidante total —
Total Reactive Antioxidant Potential (TRAP)'*! —
foi utilizada uma técnica baseada na formacio de um
radical que emite luz, e detectado por contador beta
(LKB Rack Beta Liquid Scintilation Spectrometer —
1215; LKB Produkter AB, Bromma, Sweden) com o
circuito de coincidéncia desconectado e utilizando o
canal de tritio. As medidas foram realizadas em sala
escura e em frascos de vidro mantidos na penumbra
para evitar a fosforescéncia ativada pela luz fluores-
cente. O meio de reagdo consistiu em 3,0 mL de uma
solu¢ao de AZO, a qual se adicionou a quantidade
de 10 pL de luminol, realizando-se uma leitura ba-
sal. Em seguida, adicionou-se a amostra (em torno de
10 uL). Para estabelecer a curva padrio, foram reali-
zadas duas leituras contendo Trolox (vitamina E hi-
drossoltvel), nas quantidades 5 uL e 10 pL. A primei-
ra leitura foi realizada com ABAP e luminol; nesta,
foi verificada a formacdo de radicais livres, realizan-
do-se, posteriormente, uma curva padrdo com a uti-
lizacio do Trolox como antioxidante, e foi medida a
capacidade antioxidante das amostras observando-se
o tempo que a amostra inibe a formac¢io dos radicais
do luminol. Os resultados foram expressos em mM
de trolox.10:11:12

ENzIMAS ANTIOXIDANTES

A técnica utilizada para determinagao da SOD baseia-
se na inibi¢do da reacdo do radical super6xido com o
pirogalol. O radical superoxido é gerado pela auto-
oxidagdo do pirogalol quando em meio basico. A SOD
presente na amostra compete pelo radical superoxido
com o sistema de detec¢do. A oxidacdo do pirogalol
leva a formacio de um produto colorido, detecta-
do espectrofotometricamente a um comprimento de
onda de 420 nm. A atividade da SOD foi determina-
da medindo-se a velocidade de formagdo do pirogalol
oxidado." Os resultados foram expressos em U SOD/
mg proteina. A atividade da enzima antioxidante ca-
talase (CAT) foi determinada pela medida da reducdo
da absorbancia em 240-nm na presenga de perdxido
de hidrogénio (H,O,). A atividade é expressa em na-
nomols de H,0,, reduzidos por minuto por miligrama
de proteina." A concentracdo de proteinas, utilizada
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nos calculos da atividade das enzimas antioxidantes,
foi mensurada pelo método de Lowry et al., usando
albumina sérica bovina como padrido."

DETERMINACAO DE NITRATOS E NITRITOS

Os niveis de nitrato foram estimados pela reagio
de Griess de acordo com o procedimento descrito
por Granger et al. (1999).'° As amostras de plasma
(50 pL) foram incubadas com co-fatores enzi-
madticos e nitrato redutase, para que o nitrato
pudesse ser reduzido a nitrito. Reagente de Griess
(1 g sulfanilamide, 0,1g naphthylene e 2,3 mL de
acido fosforico 85%) era adicionado. A absorbancia
era lida a 540 nm. Os resultados foram avaliados
comparando-se com uma curva padrio feita com a
utiliza¢do de nitrato de sédio 1 mM e os resultados
foram expressos como pM de nitrato.!®

OXIDACAO DE PROTEINAS — METODO DAS CARBONILAS

As amostras de plasma foram incubadas com 2,4 dini-
trophenylhydrazine (DNPH 10 mmol/L) em solugio de
HCI 2,5 mol/L por uma hora em temperatura ambiente.
As amostras foram agitadas a cada 15 minutos. A seguir,
solucdo de TCA 20% foi adicionada aos tubos das amos-
tras, ficando estas reservadas em gelo por 10 minutos
e centrifugadas por cinco minutos. Entdo, as proteinas
precipitadas foram coletadas. O mesmo procedimento foi
realizado utilizando-se solu¢io de TCA 10%. O pellet foi
lavado por trés vezes com etanol: acetato de etila (1:1)
(v/v). Ao final, o precipitado foi dissolvido em 6 mol/L
de solucio de guanidina, agitando-se as amostras por dez
minutos em banho a 37 °C e lido a 360 nM. Os resulta-
dos foram expressos em nmol/mg prot."”

ANALISE EsTATIiSTICA

Depois de efetuados todos os testes, foram calculados
as médias e os erros padrdes da média para cada uma
das medidas realizadas e para cada um dos grupos
estudados. Para andlise estatistica dos dados pré e
p6s-HD, pré-HD e controle, utilizou-se o teste ¢ de
Student, sendo consideradas significativas diferengas
com p < 0,05.

ResuLTADOS

Neste estudo, foram avaliados o sistema antioxidante
de defesa enzimatico, por meio da mensuragio da ati-
vidade das enzimas superoxido dismutase e catalase,
e o sistema antioxidante nio enzimdtico, através da
avalia¢do da capacidade antioxidante total. O dano
causado pelo estresse oxidativo foi avaliado por mar-
cadores de dano a lipidios e proteinas, e avaliou-se
indiretamente o 6xido nitrico através de seus metabd-
litos, nitritos e nitratos.

Na Tabela 1, estao expressos os dados dos doentes
renais cronicos obtidos antes e apds uma sessio de
HD. Pode-se observar que ndo houve variagio signi-
ficativa das enzimas SOD e Catalase apds sessdo de
hemodiilise. Também nao foi observada alteracio
nos niveis de dano oxidativo a lipidios e proteinas,
bem como nos niveis de nitratos e nitritos apds a HD.
No entanto, na Tabela 2, onde os dados dos pacien-
tes em hemodidlise sao comparados com os contro-
les, observa-se redugdo significativa na atividade das
enzimas antioxidantes SOD e Catalase nos pacientes
renais cronicos. Além de as atividades das enzimas
antioxidantes estarem significativamente inferiores

NiVEIS DE ESTRESSE OXIDATIVO DE PACIENTES RENAIS CRONICOS ANTES (PRre-HD)

Tabela 1 E APOS (Pds-HD) UMA SESSAO DE HEMODIALISE (HD)

Variavel Pré-HD P6s-HD
Carbonilas (nmol/mg prot) 5,62 = 0,46 5,93 + 0,52
Lipoperoxidagédo — QL (cps/mg Hb) 22.194 £ 1.734 20.080 = 1.624
Catalase (pmoles/mg prot) 5,08 + 0,19 5,03 +0,13
Superoxido Dismutase (U/mg prot) 3,1+0,26 3,9 +0,65
Capacidade Antioxidante Total 1.476 = 119 648 + 87 *
(U Trolox/uL de amostra)

Nitrato (uM) 3,35 0,41 3,67 =0,33
Nitrito (uM) 0,10 £ 0,01 0,13 = 0,01

Valores expressos em média + erro padrao. Diferenca significativa (*) entre Pré e Pds- HD pelo teste t (p < 0,05).

(QL - Quimiluminescéncia).
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Tabela 2 COMI?ARAQAO ENTR!E 0S NIVEIS DE’ESTRESSE OX!DATIVO DE P’ACIENTES RENAIS CRONICOS ANTES DE UMA
SESSAO DE HEMODIALISE (HD) (Pre-HD) E INDIVIDUOS SAUDAVEIS (CONTROLE)

Variavel Pré-HD Controle

Carbonilas (nmol/mg prot) 5,62 + 0,46 3,44 +0,22 *

Lipoperoxidacédo - QL (cps/mg Hb) 22194 = 1734 12891 = 398 *

Catalase (pmoles/mg prot) 5,08 + 0,19 794 + 0,26 *

Superoéxido Dismutase (U/mg prot) 3,1+0,26 6,92 +0,18 *

Capacidade Antioxidante Total 1476 = 119 279 £ 28 *

(U Trolox/uL de amostra)

Nitrato (uM) 3,35+ 0,41 4,35 = 0,36

Nitrito (uM) 0,10 £ 0,01 0,05+ 0,01 *

Valores expressos em média + erro padrao. Diferenca significativa (*) entre Pré e P6s-HD pelo teste t (p < 0,05).

(QL - Quimiluminescéncia).

na populagio de renais cronicos, observou-se que o
dano oxidativo a lipidios, avaliado pela LPO por qui-
miluminescéncia, e o dano a proteinas, avaliado pelos
niveis de Carbonilas, estavam significativamente au-
mentados nesse grupo de pacientes. A atividade an-
tioxidante total apresentou reducdo significativa apos
sessao de HD, observada também nos niveis de acido
urico pré-HD (6,15 = 0,23 mg/dL) e pos-HD (4,49 =
0,20 mg/dL) (p < 0,05).

DiscussAo

A enzima SOD citosdlica é cobre e zinco dependen-
te. A diminuicdao desses ions em pacientes recebendo
tratamento hemodialitico pode contribuir para a dimi-
nuicao da atividade da SOD,' que também pode ser
diretamente diminuida por um aumento na produgio
de fons superdxido e peréxido de hidrogénio.'® Além
disso, a maioria dos pacientes renais cronicos em HD
recebe terapia com eritropoetina e ferro, e sabe-se que
o ferro atua como catalisador na geragdo de espécies
ativas de oxigénio, como o toxico radical hidroxil, e
que espécies férricas podem estar envolvidas em dife-
rentes etapas da LPO como inicia¢do e propagag¢io.®
Todos esses fatores podem ter influenciado a atividade
da SOD nestes pacientes com consequente diminui¢ao
de sua atividade.

A catalase, a exemplo da SOD, nio apresentou
variagdo em sua atividade apds sessdao de hemodiali-
se. Porém, quando comparadas com o grupo contro-
le, ambas estavam significativamente mais baixas. A
exposi¢do a alguns elementos como aluminio, silicone
ou ferro durante a didlise, deficiéncia de algum ele-
mento essencial participante da ativacdo de algumas
enzimas como selénio ou zinco, além de outros fatores
ainda ndo esclarecidos, podem contribuir para a baixa

atividade da catalase e SOD nos eritrécitos dos pacien-
tes em tratamento dialitico."”

A avaliagio da capacidade antioxidante total
(TRAP) pode fornecer informagdes a respeito da ca-
pacidade dos sistemas em resistir aos desequilibrios
do estresse oxidativo.”? O método utilizado neste es-
tudo permite medir a capacidade da amostra em agir
como antioxidante frente a radicais livres formados.
A capacidade apresentada pela amostra é compa-
rada a um padrdo, neste caso o Trolox (vitamina E
hidrossolavel).'!'"-2 Dentre as substincias antioxidan-
tes medidas pela técnica, estdo: a vitamina C, o dcido
urico e a glutationa, principais antioxidantes ndo enzi-
maticos hidrossoltuveis do plasma. As substancias sdo
mensuradas em conjunto e ndo individualmente.

Niveis de vitamina C nos pacientes renais cronicos
em HD estdo, na maioria das vezes, mais baixos que os
encontrados em pessoas sauddveis. Além disso, obser-
va-se diminuicdo nos niveis de vitamina C ao final da
dialise.” Como resultado da agdo dos radicais livres,
a vitamina E é convertida a a-tocoferil, um radical li-
vre. O radical livre a-tocoferil ndo tem propriedades
antioxidantes e pode disparar o processo de peroxi-
dagdo lipidica das membranas. A vitamina C, um dos
antioxidantes medidos pelo TRAP, é uma substancia
responsavel pela regeneragdo do radical a-tocoferil a
tocoferol (vitamina E). Essa pode ser uma explicacdo
para a relatada redug¢do concomitante do TRAP e da
vitamina C apds sessao de HD.

Clermont et al.*' observaram uma deplecdo acen-
tuada de antioxidantes ap6s sessio de hemodialise.
Os autores encontraram também uma diminui¢do
nos niveis de vitamina C e tidis, € um aumento nos
niveis do radical ascorbil em relacio ao nivel de vita-
mina C. A atividade antioxidante do plasma e os niveis
de acido urico eram significativamente mais altos nos
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pacientes renais cronicos. Apds HD, os niveis de vita-
mina C diminuiram e a razao radical ascorbil/vitamina
C aumentou, enquanto a capacidade antioxidante do
plasma e o nivel de 4cido urico eram significativamente
mais baixos apds o procedimento de didlise. A acentu-
acao nos niveis do radical ascorbil apds a didlise de-
monstra aumento na concentragao de espécies ativas
de oxigénio.?!

Erdogan et al.,”> em uma avalia¢do da capacidade
antioxidante total no plasma humano, mostraram que
esta era formada pela presenca de: urato (35 — 65%),
ascorbato (0 —24%), vitamina E (5 - 10%) e proteinas
(10 — 50%). Neste trabalho, observou-se diminui¢io
paralela em ambos, acido trico e estado antioxidante
do plasma apo6s sessio de HD, bem como maior TRAP
nos pacientes quando comparados aos controles. Esse
maior TRAP tem sido atribuido a um aumento no nivel
de urato desses pacientes, e os resultados deste traba-
lho estdo em consonancia com achados da literatura.!

A deplecio da capacidade antioxidante é atribui-
da em grande parte a elimina¢do do 4cido trico pela
dialise. Em adigdo, é frequente a perda de antioxidan-
tes causada pela remocio de antioxidantes soliveis
em 4gua durante sessio de hemodidlise devido ao seu
baixo peso molecular. As defesas também podem ser
enfraquecidas pela perda causada em funcao de grande
producio de radicais livres.?

A alta capacidade antioxidante ndo indica melhora
das defesas antioxidantes e ndo exclui a deficiéncia de
alguns antioxidantes.”’ Nas amostras de soro e saliva,
valores de TRAP sdo enfaticamente correlacionados
com o 4cido urico devido a alta concentracdo desse an-
tioxidante. Essa dependéncia dos valores de TRAP com
a concentragdo de um antioxidante em que a concentra-
¢do € pouco relacionada com o estresse oxidativo limita
a utilizacdo dessa técnica como um indice de estado an-
tioxidante no plasma.'> Medidas diretas dos niveis de vi-
taminas e outros antioxidantes hidrossoltveis poderiam
auxiliar na discussdo desses dados.

Virios estudos mostram que marcadores de estres-
se oxidativo estio aumentados na insuficiéncia renal
cronica.”?** Um dos marcadores avaliado neste estu-
do foi a determina¢io do dano oxidativo aos lipidios,
lipoperoxidacdo (LPO). A LPO tem-se mostrado en-
volvida na patogénese de doencas como aterosclerose
e cancer, doencas comumente encontradas entre os pa-
cientes renais cronicos que realizam HD.

Os radicais livres atacam os dcidos graxos poli-
insaturados das membranas celulares, resultando na
formagio de produtos da LPO como dienos conju-
gados e malondialdeido (MDA), um dos componen-
tes medidos pelo TBARS, que é um método bastante
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difundido, porém, pouco sensivel e especifico. Sabe-se
que muitos fatores, como composi¢do dos acidos gra-
x0s, quantidade de gordura e de antioxidantes, podem
modificar essa reagdo.? Durante HD, ocorre influéncia
de diversas substancias incluindo glicose, que podem
afetar a reacao com o TBA. Desse modo, € necessaria a
utilizagdo de uma técnica mais sensivel para melhorar
a qualidade e a acurdcia nas determinacdes de lipope-
roxida¢io na doenca renal cronica.’® A determinagio
da LPO neste trabalho foi feita pela técnica de quimilu-
minescéncia (QL), descrita por Gonzalez-Flecha et al.’
Essa técnica tem sido usada para determinar a ocorrén-
cia de estresse oxidativo em diversas situagdes patolo-
gicas e ¢ um método bastante sensivel para medida da
LPO. Analisando os dados apresentados nas Tabelas
1 e 2, observa-se que os valores da QL ndo foram mo-
dificados pela sessio de HD e que eram significativa-
mente maiores que o grupo controle. Embora a técnica
adotada para a mensuracio do dano aos lipidios se-
ja diferente da utilizada habitualmente, os resultados
apontam para um mesmo caminho, um importante es-
tado de estresse oxidativo nestes pacientes, ndo sendo
alterado por uma unica sessdo de hemodialise.

Acredita-se que um caminho compartilhado por
ambos, hemodidlise e uremia, uma vez que o aumen-
to do estresse oxidativo tem sido descrito em todos
os estagios da doenca renal, é a amplificacdo das
respostas inflamatérias. Um estimulo disparador
inicial poderia provocar a producdo de citoquinas
inflamatdrias ou aumento das EAO, como o super6-
xido e o peroxido de hidrogénio. Além disso, a falta
de defesas antioxidantes para encerrar ou diminuir
essa resposta amplificada poderia levar a um crénico
ciclo vicioso de radicais livres causando produgdo
de mediadores inflamatdrios que voltam a estimu-
lar a produgdo desses radicais livres. Essa produgdo
cronica pode lesar proteinas, lipidios de membrana
e DNA, mantendo altos os indices de estresse oxida-
tivo nesses pacientes.”?

Tem-se estabelecido que as proteinas representam
alvos para a injuria mediada por oxidantes. O ataque
de espécies ativas de oxigénio as proteinas pode levar a
alteracdes funcionais e, em particular, 2 perda progres-
siva de suas propriedades metabdlicas, enzimdticas ou
imunoldgicas. Produtos da oxidagdo de proteinas e pro-
dutos da oxidacdo de bases de DNA?728:2%-30.31 também
tém sido sugeridos como importantes indices de estresse
oxidativo. Essa nova linha de estudo indica que a men-
suragdo de proteinas oxidadas pode apresentar algumas
vantagens na comparag¢dao com produtos da lipoperoxi-
dagdo por sua formagdo ser relativamente precoce e pela
relativa estabilidade desses compostos.??



A formagio de carbonilas representa um marcador
precoce da oxidagdo de proteinas. Elas envolvem ca-
tions do ciclo redox como o ferro e cobre, os quais
tém locais de ligagdo em proteinas e podem transfor-
mar residuos de aminoacidos em carbonilas na presen-
¢a de peroxido de hidrogénio e dnion superoxido. Os
aminodcidos lisina, arginina, prolina e histidina sdo os
mais propensos em gerar carbonilas.?*3

No presente trabalho, avaliou-se oxidagiao de pro-
teinas no plasma pela técnica das carbonilas.!” Os da-
dos apresentados mostram os niveis de carbonilas no
plasma de pacientes renais cronicos em HD, significati-
vamente elevados quando comparados com individuos
controle. Esse alto indice de dano as proteinas, obser-
vado nos pacientes renais cronicos, ndo foi modificado
apOs uma unica sessdo de hemodidlise.

Além da avaliacdo de espécies ativas de oxigénio,
foram efetuadas medidas relativas aos metabdlitos do
NO, uma espécie ativa de nitrogénio. O NO, também
conhecido como fator de relaxamento dependente do
endotélio, é um gds hidrofébico responsivel por con-
trolar o tdnus vascular, promovendo vasodilatagio, por
inibir alguns processos como agregacdo plaquetdria,
adesdo de leucécitos ao endotélio, produgio de endo-
telinas (peptideos com potente agdo vasocontritora).>
Causa também variacdo na forca de contracdo e fre-
quéncia cardiaca. O NO ¢€ liberado quando ocorre
aumento no fluxo sanguineo, aumento do estresse de
cisalhamento (shear stress) e aumento da pressiao ar-
terial, provocando relaxamento dos vasos. Esse é um
mecanismo de adaptacdo que contribui para manter a
pressdo arterial em valores normais. Um aumento na
producio de EAO, como superdxido, perdxido de hi-
drogénio e lipoperdxidos, além de diminui¢do da sinte-
se de NO, foi observado em pacientes com hipertensio
essencial, quando comparados a individuos normais.
Esses individuos com hipertensdo arterial ainda apre-
sentam diminuidas concentracdes de antioxidantes tais
como a vitamina E e SOD.*?

Em hipertensdo por doenca renal cronica, obser-
vou-se inibi¢ao na sintese de NO.** Porém, quando
esses pacientes sao submetidos a sessdoes de HD, um
aumento de NO pode estar sendo induzido pelo au-
mento do fluxo sanguineo e estresse de cisalhamento
a que o sangue é submetido durante o procedimen-
to. Esse aumento de NO, juntamente com a perda de
volume, parece ser um dos fatores responsaveis pela
hipotensdo apresentada por alguns pacientes duran-
te HD. O superoxido circulante pode reagir com o
NO, inativando-o e formando nitratos, ou peroxini-
trito (ONOO-), que é um produto téxico altamente
oxidante. A diminui¢do espontinea do peroxinitrito
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pode levar a formagdo de nitrito e radical hidroxil.>*

Esse mecanismo pode explicar o aumento significa-
tivo nos niveis de nitrito observados nos pacientes
renais ap0s sessdo de hemodialise. Apesar de um me-
tabdlito do NO estar aumentado apos HD, nio se
observou aumento nos niveis de LPO e de carbonilas
ap6s o procedimento. Isso poderia estar sendo com-
batido pelo sistema antioxidante ndo enzimatico, que
teve redugdo importante durante o procedimento de
HD. Outra hip6tese é que uma tnica sessio de HD,
em func¢do do pequeno espago de tempo, nio seria
suficiente para detectar o dano causado por esses ra-
dicais, ja que, quando hd aumento nos niveis de nitri-
tos, também existe aumento do radical hidroxil.

Um conjunto de fatores, como aumento de espécies
ativas de oxigénio, redu¢do na atividade de enzimas
antioxidantes e redu¢do na concentracio de antioxi-
dantes nao enzimaticos apds a HD, pode constituir um
ciclo vicioso de estresse oxidativo nesses pacientes.

CoNncLusAo

A partir dos resultados obtidos, pode-se concluir que
o estresse oxidativo avaliado em pacientes renais cro-
nicos que realizam HD é significativamente maior que
o observado em individuos saudaveis, evidenciado
pelo aumento significativo nos niveis de lipoperoxi-
dagdo e oxidagdo de proteinas, redugio significativa
da atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT e
por niveis aumentados de nitritos. Uma tnica sessdo
de HD nio modificou os niveis de estresse oxidativo
sistémico apresentados por estes pacientes.
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