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RESUMO

Introducéo: A esfingosina-1-fosfato (S1P) é um lipidio sinalizador pleiotrépico, envolvido
em diversos processos celulares. No sangue, sua alta concentracéo deriva do armazenamento
e transporte por eritrécitos (RBC), cuja funcionalidade pode estar comprometida na doenca
renal cronica (DRC) devido a eriptose, um fendmeno exacerbado por fatores como toxinas
urémicas e inflamacéo persistente. Embora seu precursor induza a eriptose, a S1P tem sido
sugerida como um potencial mecanismo de protecdo celular. Objetivo: Estudar o impacto
da anemia e inflamag&o com a concentracdo plasmatica de S1P com na DRC. Metodologia:
O soro e plasma foram coletados de pacientes estagio V da DRC (DRC-V) em hemodialise
(HD n=19) ou em dialise peritoneal (DP n=26). Apos a centrifugacdo, os RBC isolados
foram adicionados a amostras de plasma do mesmo individuo, formando um plasma
enriquecido de RBC (Plasma+RBC). Através de ELISA, a concentracdo de S1P foi dosada
em plasma e plasma+RBC, enquanto as citocinas (IL-6, IFN-y, IL-1p ¢ TNF-a) foram
dosadas do soro. Analise estatistica foi realizada com o programa Graphpad Prism 10.
Resultados: Os niveis plasméaticos de S1P aumentaram significativamente com o
enriquecimento do plasma por RBC em todos os grupos (p < 0,0001). A concentragédo
plasmatica de S1P foi menor nos pacientes em HD comparados aos em DP (p < 0,02). Foi
identificada uma correlagdo positiva moderada e significativa entre hemoglobina (Hb) e S1P
nas populagdes DP (r2 =0,3702; p = 0,001) e HD (r2 = 0,3056; p = 0,0174), sugerindo que a
reducdo dos niveis de S1P possa ser devido a diminuicdo do nimero de RBC. Para as
citocinas, observou-se uma correlacdo negativa significativa entre Hb e IL-6, tanto em DP
(rz2=0,227; p = 0,0139) quanto em HD (r2 = 0,464; p = 0,0019), indicando gque niveis mais
baixos de Hb estdo associados a maior inflamacdo. Ndo foram identificadas associagdes
significativas entre Hb e outras citocinas (IFN-y, IL-1p3, TNF-a) em ambas as populagdes.
Adicionalmente, em DP, foi observada uma correlacdo negativa entre SIP e IFN-y (r?=-
0,4503; p = 0,021), enquanto em HD, a correlaco significativa foi entre S1P e IL-1pB (r?=-
0,4579; p = 0,0487), sugerindo padrdes distintos de regulacdo inflamatéria. Conclusdo: Os
resultados deste estudo destacam o impacto da anemia e da inflamacdo na concentracao
plasmatica de S1P. A associacao robusta entre Hb, S1P e IL-6 reforca a importancia da IL-
6 como biomarcador sensivel para inflamacdo associada a anemia. Além disso, 0s niveis
reduzidos de S1P observados em pacientes em HD em comparacdo com DP reforcam o
impacto da inflamacéo na biodisponibilidade desse lipideo bioativo.

Palavras-chave: S1P, inflamac&o, citocinas, anemia, DRC.



ABSTRACT

Introduction: Sphingosine-1-phosphate (S1P) is a pleiotropic signaling lipid involved in
several cellular processes. In blood, its high concentration derives from storage and transport
by erythrocytes (RBC), whose functionality may be compromised in chronic kidney disease
(CKD) due to eryptosis, a phenomenon exacerbated by factors such as uremic toxins and
persistent inflammation. Although its precursor induces eryptosis, S1P has been suggested
as a potential cellular protection mechanism. Objective: To study the impact of anemia and
inflammation on plasma S1P concentration in CKD. Methodology: Serum and plasma were
collected from stage V CKD (CKD-V) patients on hemodialysis (HD n=19) or peritoneal
dialysis (PD n=26). After centrifugation, isolated RBC were added to plasma samples from
the same individual, forming an RBC-enriched plasma (Plasma+RBC). The S1P
concentration was measured in plasma and plasma+RBC, while cytokines (IL-6, IFN-y, IL-
1B, and TNF-a) were measured in serum through ELISA. Statistical analysis was performed
with GraphPad Prism 10 software. Results: Plasma S1P levels increased significantly with
plasma enrichment by RBC in all groups (p < 0.0001). Plasma S1P concentration was lower
in HD patients compared to PD patients (p < 0.02). A moderate and significant positive
correlation was identified between hemoglobin (Hb) and S1P in PD (r? = 0.3702; p = 0.001)
and HD (r2 = 0.3056; p = 0.0174), suggesting that the reduction in S1P levels may be due to
a decrease in the number of RBC. For cytokines, a significant negative correlation was
observed between Hb and IL-6 in PD (r2 = 0.227; p = 0.0139) and HD (rz2 = 0.464; p =
0.0019), indicating that lower Hb levels are associated with greater inflammation. In either
population, no significant associations were identified between Hb and other cytokines (IFN-
v, IL-1B, TNF-a)). Additionally, in PD, a negative correlation was observed between S1P and
IFN-y (r = -0.4503; p = 0.021), while in HD, the significant correlation was between S1P
and IL-1pB (r=-0.4579; p = 0.0487), suggesting distinct patterns of inflammatory regulation.
Conclusion: The results of this study highlight the impact of anemia and inflammation on
the plasma concentration of S1P. The robust association between Hb, S1P, and IL-6
reinforces the importance of IL-6 as a sensitive biomarker for anemia-associated
inflammation. Furthermore, the reduced S1P levels observed in HD patients compared to
PD reinforce the impact of inflammation on the bioavailability of this bioactive lipid.

Keywords: S1P, inflammation, cytokines, anemia, CKD.



RESUMO POPULAR

A esfingosina-1-fosfato (S1P) é uma molécula que atua em diversas funcbes no
organismo humano, em especial, na imunidade. Embora diversas células a produzam, as
hemécias possuem a maior capacidade de armazenar e transportar essa substancia pelo
corpo. Com o agravamento da doenca renal cronica (DRC), os individuos sofrem com
anemia e inflamagao, o que piora a sua qualidade de vida. A partir disso, o presente estudo
se propos a avaliar o efeito da anemia e a inflamacgédo na concentracdo de S1P em pacientes
renais crénicos. Os achados confirmam que a disponibilidade da molécula na circulagao é
prejudicada pela anemia e pela inflamacgéo. Essas associa¢fes sugerem que o controle da
anemia e inflamagao na populag&o renal cronica é essencial para manter niveis normais de
S1P. Essa importancia se da por ser esse um lipidio essencial para o bom funcionamento da
imunidade.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Sintese e degradacédo de esfingosina-1-fosfato. ...........ccccccvevevieii i, 17
Figura 2 - Regulacdo da morte e sobrevivéncia celular mediada pelos esfingolipidios
CEIAMITA € SLP. .ottt sttt e st e nbe et e ne e s neenbeeneenreas 20
Figura 3 - A balanca “Reostato de Esfingolipidio”, seus componentes e suas fungdes quanto
1] =T - o= T USSR 20

Figura 4 - Tipos celulares nos quais sdo expressos os receptores de S1P, S1P1-5 e suas

FUNGDES. ..t b bbb bbbttt e b bbbt 23
Figura 5 - Sintese e degradacéo de S1P em um eritraCito. ........ccccovevrerriineieieeseceee, 25
Figura 6 - Classificacdo da DRC com base no dano renal ............cccocveveveeieeie e, 29

Figura 7 - Comparacdo da concentracdo plasmatica e de plasma enriquecido com RBCde
S1P (NM) na populagio eStUATA. ...........eeveiiieiieiceeeece e 38
Figura 8 - Comparacédo da concentracdo plasmatica de S1P (nM) na populacéo estudada..39
Figura 9 - Correlacdo entre a concentracdo plasmatica de S1P (nM) e niveis de Hb na
POPUIACAD BSTUAAA. .......c.vieiiciiecieee et e e e sreenee e 40
Figura 10 - Comparacdo da concentracdo sérica dos mediadores inflamatoérios na populagao
L2 0o =T - VOSSPSR PSPPSR 41
Figura 11 — Correlacdo entre a concentragdo sérica dos mediadores inflamatorios com os
niveis plasmaticos de S1P na populacdo estudada..............ccccvveveevieieeiicic e 42

Figura 12 — Regressao linear simples entre as varidvies Hb (g/dL), S1P (nM) e citocinas



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Caracterizagéo da populagéo do estudo



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

ABC ATP-binding cassett

AEE Agentes Estimuladores da Eritropoiese

ApoM Apoliproteina M

Ca® fon de Calcio

CCL2 Ligante 2 de Quimiocina

DC Célula Dendritica

DD Dependentes de Dialise

DP Didlise Peritoneal

DRC Doenca Renal Cronica

DRC-V Doenca Renal Crénica Estagio 5

ELISA Ensaio de Imunoabsorsdo Enzimatica, do inglés Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay

EPO Eritropoetina

Hb Hemoglobina

HD Hemodidlise

HDL Lipoproteina de Alta Densidade

KDIGO do inglés Kidney Disease Improving Global Outcomes
IFN-y Interferon gama

IL-1p Interleucina 1 beta

IL-6 Interleucina 6

IMC indice de Massa Corporal

LabAlIRe Laboratorio de Pesquisa em Anemia e Imunologia
LEM Laboratorio Experimental Multiusuario

LPS Lipopolissacarideos

Mfsd2b Major Facilitator Superfamily Transporter 2b
NF-xB Fator Nuclear kappa B

NO Oxido Nitrico

02 Gas Oxigénio

PTH Paratorménio

RBC do inglés Red Blood Cell

RE Reticulo Endoplasmaético

S1P Esfingosina-1-Fosfato



S1PR1is
Sph
SphK 1-2
SPL
Spns2
SPP

TFG
TNF-ao
TRS

Receptores de Esfingosina-1-Fosfato 1 a 5
Esfingosina

Esfingosina Quinase 1 e 2

S1P Liase

Spinster Homolog 2

S1P Fosfatase

Taxa de Filtragdo Glomerular

Fator de Necrose Tumoral Alfa

Terapia Renal Substitutiva



Sumario

Aluna: JUlia Bacarin MONE AIBGIE ........coiuiiiiieiee et 1
L. INTRODUGAOD ...ttt sttt sttt en et en et st enaes 12
FZ L S I | (O A I Y SR 15
3. REVISAO DE LITERATURA ..ottt ettt n sttt en s 16
3.1. S1P - esfingolipidio bioativo envolvido em varios processos celulares................... 16
3.2. Doenca Renal Cronica (DRC) .....ocvviiiiiiieiieie ettt 26
3.3. Inflamacao, Anemia e SIP NADRC.........cccccov i e 30
A, OBJIETIVOS ..ottt s e et e et e e b e e st e e e nb e e be e ste e sreenneennreanns 33
4. 1. ODJELIVO GEIAL.......cceiiiieeie ettt re e re e re e 33
4. 2. ODbjetivos ESPECITICOS ......iiviiieie ettt 33
5. MATERIAIS E METODOS ..ottt tes sttt enes sttt ne st tes st sns st ensss st an e 34
5. 1. POPUIACA0 dO ESTUAOD .....cvveiiieircie e 34
5. 2. Critérios de iNCIUSA0 € EXCIUSAD. .........eiveeeierieieriese e ee e 34
5. 3. Anélise dos dados 1aD0ratOriais ..........cccveveveriereiesc e 34
5. 5. ENSAI0S FUNCIONAIS ...vveviiiieiisieiti sttt sttt st 35
5. 6. ANALISE ESTALISTICA ....evviveeeierieieies et 35
6. RESULTADOS ...ttt st e st e et e st e e s be e e sa b e e snbe e e nbaeesnbeeensaeennes 37
6. 1 Dados da populagdo dO eSTUAO.........ccueieeiieieiieceee e 37
6. 2 Dosagem de S1P na populacdo DRC-V e correlagdo com niveis de Hb.................. 38
6.3 Correlacdo entre a concentracdo plasmatica de S1P e os mediadores inflamatorios. 40
7. DISCUSSAOD.......cooiiiieieiiecie et 45
8. CONCLUSAQ ...oovviiiiciee ittt 50
Q. LIMITAGOES. ...ttt s et 51
10. CONSIDERAC}OES FINALIS ..ot sbe e ree e 52

REFERENCIAS ..ottt 53



1. INTRODUCAO
A esfingosina-1-fosfato (do inglés Sphingosine-1-Phosphate - S1P), um produto do

catabolismo dos esfingolipidios de membrana, € um mediador pleiotropico que regula
atividades bioldgicas em diferentes sistemas do organismo, como a mobilizacdo de célcio
intracelular (Olivera et al., 1999), o trafego de células imunes (Venkataraman et al., 2006),
e pode desempenhar papel antiapoptdtico, de crescimento e de proliferacdo celular (Spiegel;
Milstien, 2003). O mecanismo primario para a producdo de S1P é altamente conservado
(Hanel et al., 2007) e o controle dos niveis € balanceado pela sintese e degradacéo (Spiegel;
Milstien, 2003). O plasma apresenta niveis relativamente altos de S1P em comparagdo com
tecidos solidos, sugerindo um gradiente significativo entre o plasma e o fluido intersticial
(Schwab et al., 2007). Estudos mostram que a concentracdo média de S1P no plasma de
individuos saudaveis varia de 100 a 300 nM (Knapp et al., 2010, Baranowski et al., 2011,
Knapp et al., 2013), dependendo da populacdo analisada (Hammad et al., 2010, Sattler et
al., 2010, Baranowski et al., 2014).

Apesar de que Ito et al. (2007) relataram que os eritrocitos (do inglés red blood cells
— RBC) contém uma concentracdo menor de S1P por célula em comparacao as plaquetas,
contribuem significativamente mais para o pool total de S1P devido a sua predominancia no
sangue (95% das células) sdo a principal fonte da molécula na circulacdo (Hanel et al., 2007).
No sangue total, 14% do S1P é encontrado no plasma, 32% nas plaquetas e 54% nos RBC
(Ito et al., 2007). Desta forma e por possuir alta atividade da enzima de sintese pela
esfingosina quinase 1 (SphK1) e baixa atividade das enzimas degradantes, S1P liase e S1P
fosfatase, além de serem capazes de importar S1P do microambiente circundante, os RBC
sdo também considerados os principais armazenadores de S1P (Qadri et al., 2011; Yang et
al., 1999.)

Para exercer e regular diversas funcdes, a S1P se liga a receptores especificos

expressos em uma ampla variedade de células e tecidos (Graler, 2010; Hénel et al., 2007;
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Karliner, 2004; Rosen; Goetzl, 2005). No sangue, a S1P livre é majoritariamente
transportada pela lipoproteina de alta densidade (HDL). E através do HDL que a S1P se
encontra bioativa no sistema cardiovascular, no qual participa na mediacédo de efeitos
cardiovasculares (Argraves; Argraves, 2007), cumpre o papel crucial de cardioprote¢édo
(Karliner, 2013) e pode ser atribuida as propriedades de manutencdo da homeostase
endotelial e vasodilatagéo arterial (Levkau, 2015). Estudos indicam que tanto pacientes
anémicos quanto aqueles com infarto do miocérdio apresentam niveis reduzidos de S1P no
plasma em comparacdo com individuos saudaveis (Knapp et al., 2009; Bode et al., 2010;
Selim et al., 2011). A concentracdo de S1P no plasma humano apresenta uma forte
correlacdo positiva com parametros relacionados aos RBC. Em pacientes anémicos, aléem da
reducdo nos niveis plasmaticos de S1P, observa-se que a anemia afeta seletivamente o pool
de S1P associado as particulas de HDL, levando ao seu esgotamento (Ohkawa et al., 2008,
Bode et al., 2010, Selim et al., 2011).

A anemia é uma complicacdo comum na doenca renal cronica (DRC), principalmente
nos estagios avangados da doenca, sendo associada ao aumento no nimero de internacdes,
maior mortalidade e pior qualidade de vida dos pacientes (Chen et al., 2021; Malyszko et al.,
2007). A queda da eritropoiese pela falta da producao endégena de eritropoietina (EPO) pelos
rins e falha na absorcéo de ferro sdo as principais causas da anemia renal (Portolés et al.,
2021). Ainda, em pacientes acometidos pela DRC o numero de RBC eriptéticos é
significantemente maior que a populacdo sem a doenca (Dias et al., 2020; Lang et al., 2017;
Lang; Lang, 2015). Ja foi descrito que toxinas urémicas (Dias et al., 2018; Tozoni et al.,
2019), estresse oxidativo (Dias et al., 2018; Lang et al, 2016), hipoxemia (Tozoni et al.,
2019) e inflamacdo (Pretorious, 2018) contribuem para o aumento da eriptose nessa
populacdo. Varios estudos indicam que a eriptose aumentada em pacientes com DRC leva a

eliminacdo precoce e acelerada dos RBC circulantes (Abed et al., 2014; Bissinger et. al.,
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2021; Bonan et al., 2016).

Qadri e colaboradores descreveram a inducao de eriptose como uma nova funcdo da
esfingosina, com base na analise in vitro que mostrou aumento da atividade do Ca?
citosolico, reducéo da fluidez da membrana e exposi¢édo de fosfatidilserina na superficie dos
RBC, efeitos ausentes quando as células foram tratadas com S1P. Os autores sugerem que a
conversao de esfingosina em S1P pela SphK1 pode proteger os RBC da eriptose induzida
pela esfingosina (Qadri et al., 2011). Além disso, considerando que niveis elevados de S1P
podem atuar como um mecanismo de protecdo contra a eriptose, essa a¢do poderia também
aumentar indiretamente a entrega de oxigénio (O2) para os tecidos (Sun et al., 2016).

O presente estudo propde a hipotese de que a concentracdo de S1P em pacientes renais
cronicos é negativamente influenciada pela reducdo no nimero de eritrdcitos, caracteristica
da anemia renal. Essa diminui¢do nos niveis de S1P poderia impactar a resposta inflamatoria,

devido & sua menor biodisponibilidade no plasma.
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2. JUSTIFICATIVA

Embora existam interacfes entre anemia e alteragdes imunoldgicas associadas a
reducdo da biodisponibilidade de esfingosina-1-fosfato, a relagdo desse lipidio com a doenca
renal crénica permanece pouco elucidada na literatura.

Nesse contexto, a S1P pode atuar como um biomarcador das disfungdes nos sistemas
cardiovascular e neurolégico tipicas dessa populagéo e se apresentar como um potencial alvo
terapéutico. Além disso, a anélise dos niveis de S1P pode proporcionar uma compreensdo
mais detalhada da fisiopatologia da doenca, possibilitar intervengdes mais eficazes e

contribuir positivamente para os desfechos clinicos e a qualidade de vida dos pacientes.
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. S1P - esfingolipidio bioativo envolvido em varios processos celulares

Os esfingolipidios emergem como componentes cruciais na regulacdo dos sistemas
de transducdo de sinal de membrana, desempenhando um papel fundamental em uma
variedade de processos celulares (Hannun; Obeid, 2018). Entre esses lipidios, a S1P destaca-
se como um mediador esfingolipidio bioativo Unico que exerce fungdes de mensageiro
intracelular quanto extracelular (Yatomi et al., 2001) e a desregulagdo de seu metabolismo
e sinalizagdo est envolvida em diversas doencas (Nishiuma et al., 2008).

A S1P pode ser produzida no reticulo endoplasmatico (RE) via sintese de novo e na
membrana plasmética (MP) via de sintese de salvamento, em todos os tipos celulares através
da fosforilacdo da esfingosina (Sph) (Schwab et al., 2005; Xiao, 2023), o que facilita sua
capacidade de regular diferentes mecanismos (Figura 1). Todavia, RBC, plaquetas,
mastdcitos, neutrofilos e células endoteliais sdo exemplos de células associadas a secrecao
do lipidio, principalmente no sangue, embora seus mecanismos se diferenciem (Thuy et al.,
2014). Em especial, RBC se destacam no armazenamento e transporte da molécula no
plasma e as plaquetas pela secre¢cdo, como evidenciado em caso de sepse (Yatomi et al.,
1997).

Os niveis de S1P sdo balanceados a partir da sintese pela acdo das enzimas
esfingosina quinases 1 e 2 (Sphk ou SK 1 e 2) e da degradacao irreversivel pela enzima S1P
liases (SPL) ou degradagdo reversivel da S1P fosfatase (SPP) no RE (Spiegel; Milstein,

2003).
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Figura 1 - Sintese e degradacéo de esfingosina-1-fosfato.
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Fonte: a autora, adaptado de Blaho; Hla (2014) e Xiao (2023).

As esfingosina quinases podem ser moduladas por estimulos agonistas e, assim,
afetar os niveis de S1P. Entre eles estao a hipdxia, fatores de crescimento e sobrevivéncia,
hormdnios, antigenos e citocinas, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e a
interleucina 1 beta (IL-1B) (Billich ef al., 2006; Hannun; Obeid 2008; Kim et al., 2009;
Maceyka et al., 2002). O TNF-a, por exemplo, ativa e transloca a SphK1 para a membrana
plasmatica, na qual a enzima catalisa S1P (Pitson et al., 2003), molécula que medeia
respostas produzidas pela citocina em inimeros tipos celulares (de Palma et al., 2006; Snider
et al., 2009). Essa ativagdo de SphK1 pelo TNF-o desencadeia efeitos secundarios
envolvidos na resposta imunologica como a degranulacdo de monocitos e a transcri¢ao de
moléculas de adesao (Snider et al., 2009).

Em casos de desiquilibrio de homeostase, ambas as SphKs sdo capazes de abastecer
o sangue ¢ a linfa com S1P, entretanto, no ambiente extracelular, apresentam diferenciacao
na distribuicao tecidual e expressao (Pappu et al., 2007) e no ambiente intracelular diferem

na localizagdo. Enquanto a SphK1 ¢ encontrada no citoplasma e translocada para a
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membrana plasmatica conforme sua ativagao (Pitson et al., 2003), a SphK2 esta presente nas
membranas do reticulo endoplasmatico, do complexo de Golgi e de endossomos, nas
mitocondrias e no nucleo (Neubauer; Pitson, 2013; Strub et al., 2011).

Outro aspecto que as diferenciam € o papel atribuido: a SphK 1 promove a inflamagao
e a SphK2 modula a inflamacao (Adada et al., 2015). SphK1 induz a proliferagao celular
(Oliveira et al., 1999), ¢ altamente expressa e essencial para a invasdo celular e angiogénese
(Salama et al., 2015) e pode estar envolvida na autofagia celular (Lavieu et al., 2006). A
sintese de S1P por essa enzima esta presente em diversos processos como na regulagido da
proliferacdo e sobrevivéncia celular em tumores, apresenta efeito citoprotetores (French et
al., 2006; Neubauer; Pitson, 2013), na sepse (Spiegel; Milstein, 2011) e na migracao celular
(Roviezzo et al., 2004). Com a inibi¢do de SphKl1, estudos apontam a supressdo de
moléculas que amplificam a inflamacao, as citocinas TNF-a, Interleucinas 4, 5, 6 ¢ 13 (IL-
4, IL-5, IL-6, IL-13), Interferon gama (IFN-y), ao sugerir a inibi¢do do Fator Nuclear kappa
B (NF-kB) (Alvarez et al., 2010; Price et al., 2013), além de diminuir a infiltragdo de
eosinofilos na inflamacao aguda (Nishiuma et al., 2008).

Em paralelo, o papel da SphK2 nao ¢ igualmente elucidado. Estudos apontam que a
enzima € pro-apoptética, uma vez que ¢ capaz de impedir a proliferagdo celular, suprimir o
crescimento celular, elevar a apoptose e, entdo, neutralizar o efeito de SphK1 (Ding et al.,
2007; Harvald; Olsen; Faergeman, 2015; Maceyka et al., 2005). Com a deplecao de SphK?2,
a producdo das citocinas pro-inflamatdrias IL-6, TNF-a e IFN-y ¢ aumentada (Lai et al.,
2009) e por se associar ao receptor de Interleucina 12 (IL-12) em linfécitos T, Yoshimoto e
colaboradores (2003) sugerem que SphK2 possui uma agdo imunomoduladora.

De maneira geral, a acdo conjunta das enzimas quinases e a sintese de S1P estdo
relacionadas a uma variedade de doencas tais como doencas inflamatorias, doencas

cardiovasculares, isquemia e cancer (Adada et al., 2013).
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J& a degradagdo ocorre quando a enzima SPL quebra a molécula e originam dois
produtos que sdo reaproveitados em outros processos e as enzimas S1P fosfatases (SPP)
retiram o grupo fosfato adicionado anteriormente a S1P e produzem esfingosina (Spiegel;
Milstien, 2003). Esse dltimo processo que pode induzir a apoptose e a eriptose, pela
diminuicdo dos niveis de S1P e pelo aumento de ceramida, um esfingolipidio pro-apoptético
(Mandala et al., 2000; Qadri et al., 2011), responsavel por inibir o crescimento celular e
induzir a morte celular. Por outro lado, a S1P contribui para a sobrevida e proliferacao celular
(Harvald; Olsen; Faergeman, 2015).

A concentracdo de ambas as moléculas estd intimamente ligada, uma vez que a S1P
¢ um metabolito da ceramida. A ceramida ¢ convertida em esfingosina pela a¢do da enzima
ceramidase acida e, como ja mencionado, a esfingosina em S1P pelas SphKs (Osawa et al.,
2005) (Figura 2). Nesse caso, a inibicdo da expressdo de SphK2 diminui a conversao de
esfingosina em ceramida, enquanto a inibi¢do de SphK 1 por TNF-a aumenta essa conversao
e, consequentemente, a concentracao de ceramida, que intensifica a inibicao de eritropoiese
e a inducao da mielopoiese (Maceyka et al., 2005; Orsini ef al., 2019).

Ademais, o balanceamento dos niveis de S1P e ceramida compdem um mecanismo
chamado “Reostato de Esfingolipidio” (do inglé€s Sphingolipid Rheostat) (Figuras 2 e 3), que
regula o crescimento celular, a autofagia e a apoptose, por determinar o destino celular: se a

célula sobrevive ou morre (Cuvillier et al., 1996; Horvath et al., 2023).
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Figura 2 - Regulagdo da morte e sobrevivéncia celular mediada pelos esfingolipidios ceramida e

S1P.
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Celular Celular
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o 4 e —
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MP — Membrana Plasmatica

Fonte: Adaptado de Harvald; Olsen; Faergeman, (2015).

Esse mecanismo é encontrado desregulado em doengas como o cancer, por apresentar
diversos efeitos inflamatdrios, dos quais a ceramida e a esfingosina desempenham funcao
pro-inflamatoria e a S1P e a ceramida-1-fosfato anti-inflamatoria (Chakinala et al., 2019;
Maceyka et al., 2002) (Figura 3).

Estudos in vivo com roedores, demonstraram que, em tecidos pulmonares com alta
expressdo de ceramida, o aumento da concentracdo de S1P resultou na restauracdo da
capacidade proliferativa de células endoteliais pulmonares, na preservacdo da morfologia e

na reducdo dos processos de apoptose (Diab et al., 2010; Schweitzer et al., 2015).

Figura 3 - A balang¢a “Reostato de Esfingolipidio”, seus componentes e suas fun¢des quanto a

inflamacé&o.
Esfingolipidios Regulatorios
Esfingolipidios Pro-inflamatorios Ceramida-1-Fosfato (C1P)
Esfingosina-1-Fosfato (S1P)
Ceramida
Esfingosina (Sph)

Fonte: Adaptado de Chakinala e colaboradores (2019).
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A S1P ¢ um mediador inflamatorio, que regula componentes e vias das imunidades
inata e adaptativa (Rivera et al., 2003) e regula atividades como a angiogénese, a homeostase
da barreira endotelial (Wilkerson; Argraves, 2014), o remodelamento do citoesqueleto e a
liberagdo de citocinas através de seus receptores (An; Zheng; Bleu, 2000; Eyster, 2007; Zhao
etal., 2013).

Apos ser excretada no ambiente extracelular, a molécula depende de seus receptores
S1PRi.5s (S1Pi.5) para se tornar bioativa. Esses receptores pertencem a familia de receptores
acoplados a proteina G e sdo expressos em células do sistema imunologico, como linfocitos
T (SIPR; e S1PRy), linfocitos B (SIPRi, SIPR2, SIPR3 e S1PR4), células NK (SIPR; e
S1PRs) (Blaho; Hla, 2014), bem como em células endoteliais (SIPR; e S1PR3) (Fukuhara et
al., 2012; Sanchez; Hla, 2004). Quando ligados ao lipidio, ativam diversas vias de
sinalizacdo (Spiegel; Milstien, 2011) e estdo associados a mecanismos de atuagdo de S1P
como proliferacdo celular, migragdo ¢ adesdo célula-célula (Okamoto et al., 2011) e
cicatrizacdo de feridas (Moon et al., 2012).

Funcdes especificas de SI1P, em diferentes tipos celulares, dependem
fundamentalmente do padrdo de expressao do subtipo do receptor (Figura 4). A atuacao
extracelular da molécula pode, por exemplo, estimular ou inibir a migragdo celular,
respectivamente pelas vias de S1IPR; ou S1PR3; e S1PR> (Sanchez; Hla, 2004). Dentre os
cinco tipos, esses trés receptores sao mais aprofundados na literatura e, muitas vezes, seus
papéis aliados a S1P sdo interligados ou opostos.

Em células endoteliais, SIPR;, SIPR, e S1PR3, regulam o desenvolvimento e
integridade vascular e somente SIPR; e SIPR3 estdo associados com o aumento da migragao
dessas células (Blaho; Hla, 2014; Kimura et al., 2000). Enquanto S1PR; possui efeitos
nefroprotetores e SIPR3 pode reduzir a injaria e inflamacao renal, o SIPR; ¢ relatado como

antagonista desses processos (Jo ef al., 2009; Park ef al., 2012). J& SIPR; e SIPR; estdo
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envolvidos na proliferagdo celular de mastocitos (Katsuma et al., 2005) e, com a elevagdo
dos niveis de S1P por macrofagos, esses receptores desencadeiam expressao de mediadores
pro-inflamatérios como CCL2, IL-1B, e IL-18 (Skoura et al., 2010) e SIPR; e S1PR3
medeiam a producdo de IL-6 e IL-8 por lipopolissacarideos (LPS) em células epiteliais
(Eskam et al., 2008).

Individualmente, o S1PR; esta envolvido na saida de linfécitos do timo e dos 6rgdos
linfoides periféricos, fundamental para a imunovigildncia (Schwab et al, 2005) e no
aumento da secre¢do de sodio pelos rins (Zhu et al., 2011). Além disso, o receptor participa
do balanceamento de S1P que afeta o funcionamento dos linfocitos T, uma vez que a
diminui¢ao dos niveis de S1P inibe a proliferacdo de T CD4 e a produgdo de IFN-y e IL-4
(Dorsam et al., 2003). Ja S1PR> esta envolvido em efeitos pro-fibroticos dos quais a S1P
extracelular exerce, como no desenvolvimento da permeabilidade e disfun¢ao endotelial, ao
participar da indugdo da resposta pro-inflamatoria e ativagdo da NF-«B, que influencia nos
niveis de TNF-a, IL-1B e IL-10 (Koch et al., 2013; Ren et al., 2017).

Em contrapartida, estudos com foco nos receptores SIPRs e SIPRs sdo escassos.
Graeler e Goetzl (2002) demonstraram que, juntamente com S1PR;, o SIPR4 € o receptor
predominante em células T CD4 e CD8 em seres humanos e em ratos e auxilia na mediagao
das fungdes celulares. Aliado a esses tipos celulares e na presenga de S1PR4, a S1P atua na
inibi¢do da proliferacdo celular, inibi¢do da secre¢do de IFN-y e IL-2 e elevagdo da
concentragdo de IL-10. Ja em relagdo as células B, a participagdo S1P em conjunto com seu
receptor estd associada a diminuicao da proliferacdo celular (Jo et al., 2008). Por fim, SIPRs
¢ essencial para a indugdo de autofagia pela acdo de S1P (Chang et al., 2009), processos que
ocorrem no sistema nervoso central e mediagdo de migracdo e fungdes celulares (Chun;

Giovannoni; Hunter, 2020).
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Figura 4 - Tipos celulares nos quais sdo expressos 0s receptores de S1P, S1P1-5 e suas funcdes.
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Fonte: A autora, adaptado de Chun; Giovannoni; Hunter (2020).

A regulacdo da circulagdo de linfocitos, o funcionamento de linfocitos T, o trafico de
leucocitos e a manutencdo da fungdo da barreira endotelial sdo alguns dos processos
fisiologicos dependentes do gradiente S1P (Mendoza et al., 2012; Wilkerson; Argraves,
2014). A manuten¢do desse gradiente se da através da sintese de S1P pelas enzimas SphKs,
da degradacao por SPL e SPP e da captagdo celular, armazenamento e liberacdo de S1P
(Wilkerson; Argraves, 2014). Em mamiferos, a concentragdo de S1P ¢ de aproximadamente
de 0,0005 a 0,075nM nos tecidos, 100 a 300 nM na linfa e 100 nM e 300 nM no plasma e de
2000 nM no sangue total (Hénel ef al, 2007; Nagahashi et al., 2016; Pappu et al., 2007,
Venkataraman et al., 2008).

A liberagdo de SIP no meio extracelular ocorre através da presenca de
transportadores de superficie celular, que variam conforme o tipo celular. Os ABCs (do
inglés ATP-binding cassett) estdo presentes em mastocitos, células endoteliais e astrocitos,
tipo celular neural (Nagahashi et al, 2014), o Spns2 (do inglés Spinster homolog 2) que
também aparece em células endoteliais e em vesiculas celulares (Mendoza et al., 2012) e o
Mfsd2b (do inglés Major facilitator superfamily transporter 2b) encontrado em RBC e

plaquetas (Vu et al., 2017).
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Por meio de Spns2, a S1P ¢ secretada na linfa e no sangue (Mendonza et al., 2012) e
pode se ligar ao receptor SIPR: (Adada et al, 2015). Tanto Spns2 quanto Mfsd2b sdo
capazes de exportar e importar o lipidio nas células que os possuem, além de participarem
da manuten¢do dos niveis de S1P plasmatico, que ¢ essencial contra a anafilaxia e a
regulacdo do desenvolvimento vascular (Le et al, 2022; Nguyen et al., 2020). De acordo
com Ghaderi e Levkau (2023), em RBC deficientes de Mfsd2b, o acumulo celular de S1P
resulta em anormalidades na membrana e estomatocitose, doenga na qual ha disturbios na
permeabilidade da membrana (Gallagher, 2013), o que confirma que SIP participa da
regulacdo da forma celular, hidratacao e organizacao do citoesqueleto dessas células.

Nos compartimentos vasculares, a S1P é carreada por lipoproteinas, em especial
pelas HDL, através da ligacdo a Apolipoproteina M (ApoM), e em menor quantidade pela
albumina (Murata et al., 2000; Okajima, 2002) e na corrente sanguinea, é transportada
majoritariamente por RBC. Dessa forma, a regulacdo da atividade bioldgica da S1P ndo so6
esta relacionada ao seu nivel total circulante, como também a sua distribuicdo pelos RBC,
que desempenham um papel essencial ao tamponar, capturar e liberar esse lipidio bioativo.

Estudos prévios sugerem que a anemia em humanos esta associada a uma reducao
nos niveis plasmaticos de S1P e que a capacidade total de armazenamento de S1P nos RBC
pode influenciar os niveis plasméticos de S1P em humanos (Bode et al., 2010; Hanel et al.,
2007; Venkataraman et al., 2008). Além disso, tanto o HDL quanto a albumina tém o poder
de induzir a liberacdo de S1P dos RBC (Bode et al., 2010). Essas descobertas, aliadas a
capacidade dos RBC isolados de absorver S1P do meio, deram origem a um modelo proposto
de homeostase circulante de S1P. Nesse modelo, os RBC atuam como protetores do lipidio,
enquanto a capacidade de ligacdo de componentes plasmaticos, como HDL e albumina,

regula a liberacdo da S1P dessas células.
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N&o somente responsaveis pelo transporte, RBC sdo adaptados para armazenar e
proteger altas concentragdes de S1P da degradacdo, o que corresponde a cerca de 50% da
concentragcdo encontrada no plasma e, como ja mencionado, de 2000 nM no sangue total
(Hanel et al., 2007; Pappu et al., 2007). A capacidade eficaz de armazenamento é atribuida
a um possivel mecanismo de “reciclagem” para a esfingosina (Sph), uma vez que os RBC
importam essa molécula do ambiente extracelular e possuem altos niveis de atividade da
enzima SphK1 (Figura5) (Yang et al., 1999). Estudos relatam que essas células ndo possuem
as enzimas degradantes, SPL e SPP, entretanto, Selim e colaboradores (2011) demonstraram
que h& baixa atividade de ambas as enzimas na membrana plasmética de RBC (Figura 5), 0
que pode impactar no armazenamento prolongado de S1P no sangue.

A diminuicdo acentuada dos niveis de S1P em RBC parece contribuir para eventos
clinicos adversos, como edema pulmonar e fungdo imunoldgica prejudicada (Selim et al.,
2011). Em pacientes com infarto do miocéardio, a diminuicéo nos niveis plasmaticos de S1P
se associa ao aumento da atividade da enzima SphK, em especial da expresséo de SphK1,

nos RBC (Knapp et al., 2013).

Figura 5 - Sintese e degradacdo de S1P no RBC.

Fonte: A autora, adaptado de Ksiazek e colaboradores (2015).
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Embora as fungdes de S1P plasmatica estejam bem descritas na literatura, a relagcdo
entre as funcdes de S1P e a fisiologia eritrocitéria ainda sdo desconhecidas. De acordo com
Qadri e colaboradores (2011), niveis elevados de S1P no plasma humano, funcionam como
um mecanismo de protecdo contra eriptose, além de que a S1P é responsiva ao estimulo
desencadeado pela hipoxia intracelular, que promove a glicolise eritrocitaria e aumenta a
entrega de oxigénio (O?) para as células nucleadas (Sun et al., 2016). Como ja relatado,
estudos apontam que quando comparadas com amostras de voluntéarios saudaveis, amostras
de pacientes anémicos possuem reducdo nos niveis de hematdcrito e de S1P plasmatico

(Bode et al., 2010; Selim et al., 2011).

3.2. Doenca Renal Cronica (DRC)

A DRC é considerada um problema de saude publica e afeta de 10 a 12% da
populagdo mundial, causada pelo aumento da expectativa de vida e de doengas como o
diabetes mellitus e a hipertenséo arterial e impacta econdémica e socialmente (Bauer et al.,
2024; Gansevoort et al., 2013; Hallan et al., 2006). No Brasil, entre os anos de 2009 e 2020,
foram registradas mais de 80 mil mortes, associadas com a elevagéo da idade e com 0 sexo
masculino (Gouvéa et al., 2023).

A doencga € classificada com base na reducdo da taxa de filtracdo glomerular (TFG),
categorizada entre os estagios G1 a G5 e determina o estadiamento da funcéo renal, e do
aumento da albumindria, de A1 a A3 e que demonstra o estagio de dano do rim (KDIGO,
2024) (Figura 6). Embora possibilitem reversdo do quadro clinico, os estagios iniciais da
doenca sdo quase sempre assintomaticos (Levey; Coresh, 2011). Ao atingir o estagio G4, 0s
nefrologistas preparam o paciente para 0 encaminhamento as terapias renais substitutivas
(TRS), hemodialise (HD) ou dialise peritoneal (DP), conforme a disponibilidade ou caso,

enquanto aguardam o transplante renal, terceira modalidade de TRS, que ocorre em G5
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(Titan, 2013).

A HD é a TRS mais conhecida e é realizada em uma unidade de diélise ambulatorial,
em clinicas e em hospitais, 3 vezes por semana e durante cerca de 3 a 4 horas, sob
responsabilidade de funcionérios capacitados e que possibilita a utiliza¢cdo de uma mesma
maquina por diferentes pacientes. Embora proporcione socializagdo e reduza a
responsabilidade do paciente, a HD possui baixa tolerancia hemodinamica, altos riscos de
bacteremia e necessita de manutencdo do acesso vascular (Rubin et al., 2004,
Sinnakirouchenan; Holley, 2011).

Por outro lado, a DP € utilizada pelo individuo em sua prépria casa, sem a
necessidade de se deslocar ao centro de dialise com frequéncia, apos passar por treinamento
com a equipe. Pode ser realizada de duas maneiras: por diélise peritoneal ambulatorial
continua, que consiste em 4 ou 5 trocas manuais de fluido de dialisato ou por uma méquina
cicladora automatizada, ciclica e pré-programada (dialise peritoneal automatica - DPA), que
deposita e aspira o liquido na cavidade peritoneal (Rubin et al., 2004; Teitelbaum, 2021).
Quando divulgada de forma adequeada aos pacientes, a DP possui uma alta taxa de escolha
e de avaliacBes positivas quanto aos cuidados dialiticos, além de apresentar maiores taxas
de sobrevivéncia até os 2 primeiros anos de uso, corroborar com a manuten¢do da funcédo
renal residual e reduzir a necessidade de voltar a dialise pds transplante. Todavia, € limitada
por possiveis peritonites, baixo clearance peritoneal e transferéncias para a HD (Rubin et
al., 2004; Sinnakirouchenan; Holley, 2011), sem contar que apds 2 anos, as taxas de
mortalidade de DP podem se igualar ou ultrapassar HD (Sinnakirouchenan; Holley, 2011).
As duas modalidades apresentam uma taxa de sobrevida similar, uma vez que as
comorbidades, a idade e a causa da diminuicdo da TFG séo responsaveis por esse fator

(Vonesh et al., 2004).
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Na DRC, a anemia é a complicacdo de maior incidéncia e prevaléncia e que se instala
de maneira gradual, conforme o agravamento da perda da funcéo renal (Yilmaz et al., 2011)
e diminuicdo da TFG (McClellan et al., 2004). Para um individuo ser considerado anémico,
necessita, em um primeiro momento, ter diminuicdo de na concentracdo de hemoglobina
(Hb) e namero eritrocitario (de Santis, 2019). A patogénese da anemia em pacientes com
DRC é multifatorial, tendo como causa predominante a deficiéncia na producdo de EPO
pelos fibroblastos peritubulares renais e deficiéncia de ferro (KDIGO, 2012).

Em ambientes com alta concentracdo de solutos acumulados na circulagédo pela perda
da funcéo renal, chamados de toxinas urémicas, a eriptose, morte ndo programada e precoce
de RBC circulantes, é acentuada, o que diminui a porcentagem de hematocrito no sangue e
contribui para a anemia em pacientes renais cronicos (Ahmed et al., 2013; Bonan et al.,
2016; Nicolay et al., 2006; Tozoni et al., 2019). Além das toxinas urémicas, estudos
demonstram que em doentes renais cronicos, a eriptose é também associada ao estresse
oxidativo, a inflamacédo e ao paratorménio (PTH) (Cachofeiro et al., 2008; Tanaka et al.,
2018; Vaziri et al., 2012).

Os primeiros sinais da anemia se tornam evidentes quando a TFG chega em
50mL/min, e em média a concentracdo de Hb nesse grupo é 2,5 g/dL menor em relacdo aos
individuos com TFG maior (Zoccali, 2002). Isso pode ser observado em individuos possuem
a classificacdo da sua doenca no estagio G3a (Figura 6), na qual a funcdo renal possui

diminuicdo leve a moderada.
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Figura 6 - Classificagdo da DRC com base no dano renal
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Retirado de KDIGO, 2012. Mantida no KDIGO de 2024.

A anemia renal é caracterizada como normocitica e normocrémica e
hipoproliferativa, na qual ndo ha alteracdo na cor e formato do eritrocito e é causada pela
falha producgéo de EPO, agravada pela inflamacdo (Adamson et al., 2009; Mims; Miller-
Chism; Sosa, 2020). E definida pelos niveis de Hb menores que 12,0g/dL em homens e que
11,0g/dL em mulheres (KDIGO, 2024), e ocorre em cerca de 70% dos pacientes que se
encontram em estdgios avancados da DRC (Yilmaz et al., 2011) e em cerca de 93% dos
pacientes dependentes de dialise (DD) (Evans et al., 2020). Consequentemente a reducédo de
RBC, ha diminuicdo no carreamento do oxigénio para os tecidos e aumento no estresse
oxidativo, visto que essas células comportam moléculas de defesa antioxidante, o que resulta
na piora de qualidade de vida e pior prognostico para os pacientes (Bissinger et al., 2018).

No estudo multicéntrico de Wong e colaboradores (2020) o aumento da porcentagem
de anemia foi relacionada com a reducdo da TFG na amostra da populacdo brasileira
avaliada. Dentre os pacientes classificados como estagio 3, cerca de 28% possuiam anemia,

no estagio 4 foram 49% e no estagio 5 foram 77% dos pacientes. Nesse mesmo estudo, a
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hipertensdo arterial e a diabetes foram as principais causas primarias da DRC e
comorbidades que afetam os pacientes recrutados (Wong et al., 2020).

Nessa populagdo de renais cronicos, a anemia & comumente tratada através do uso
dos agentes estimuladores da eritropoiese (AEEs) e de suplementos de ferro via oral ou
intravenosa (Portolés et al., 2021), com o objetivo de conduzir o paciente até 11,5g/dL de
Hb (KDIGO, 2012). Para Evans e colaboradores, cerca de 82% dos pacientes dependentes

de dialise fazem uso de AEEs e 62% de ferro.

3.3. Inflamacgéo, Anemia e S1P na DRC

Individuos acometidos pela DRC enfrentam um estado inflamatério crénico, o qual
esta intrinsecamente vinculado a diversos fatores subjacentes, como uma maior propensao a
infeccOes, elevacdo e producao persistente de citocinas pro-inflamatdrias por células efetoras
circulantes e residentes, ambiente urémico, disseminagdo da arteriosclerose, estresse
oxidativo (Chen et al., 2021; Malyszko et al., 2007). A prépria perda gradual da funcéo renal
leva a inflamacdo crénica sistémica na progressao da doenca, impulsionada por fatores como
a diabetes mellitus, hipertensdo e obesidade comumente presente nessa populacdo (Chen et
al., 2021).

De acordo com estimativas, mais de 30% a 50% dos pacientes com doenga renal
avancada apresentam evidéncia sorologica de um estado inflamatério ativo, conforme
indicado por niveis elevados de proteina C reativa e citocinas pré-inflamatorias, incluindo
IL-1B, IL-6 e TNF-a (Kimmel et al., 1998; Yeun et al., 2000; Stenvinkel et al., 2002). Entre
os fatores associados a persisténcia da inflamacdo de baixo grau em pacientes com DRC,
estéo o estresse oxidativo, complicagOes infecciosas, diminui¢do da depuragéo de citocinas
e fatores relacionados a dialise (Stenvinkel; Alvestrand, 2002).

O estresse oxidativo, promovido pelas toxinas urémicas como o indoxil sulfato (IS),
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induz a inflamacéo ao ativar o NF-xB que produz e eleva os niveis de TNF-a, IL-1p e IL-6,
exacerbando o estado inflamatdrio (Queisser; Schupp, 2012; Stockler-Pinto et al., 2016). O
TNF-a participa da regulagdo positiva de outros marcadores inflamatorios e na fibrose renal
através da diminuicdo dos sinais pro-apoptéticos (Taguchi et al., 2021), ativa respostas
inflamatorias endoteliais e recruta células imunolégicas como mondcitos e macrofagos.
Ainda, essa citocina inibe a liberacé@o da hepcidina, molécula responsavel por regular o ferro
celular e que € liberada por LPS e a IL-6 (Nemeth et al., 2004). J& a IL-6 juntamente com
IL-1B sdo associados com cicatrizes renais e supressao da secrecdo de PTH, e somente a
secrecdo de IL-1P por macrofagos pode resultar em fibrose renal (Feroze et al., 2011; Mack,
2018).

Foi demonstrado que as citocinas pro-inflamatérias afetam simultaneamente a
eritropoiese em varios niveis, incluindo a supressdo da proliferacdo de células progenitoras
eritréides (Yilmaz et al., 2011). Allen e colaboradores (1999) mostraram inibicdo da
formacao de col6nias eritroides por fatores solUveis no soro de pacientes com doenca renal
em estadgio avancado e doenca inflamatdria. Estudos in vivo confirmaram que a
administragcdo de TNF-a promove anemia hipoproliferativa através de um efeito direto nas
células progenitoras eritroides e estimulacdo indireta da producdo de IFN-y (Goicoechea et
al., 1998).

Por outro lado, um estudo conduzido por Schaper e colaboradores (2014) evidencia
que a S1P desencadeia uma reducdo na producdo das citocinas IL-12 e 1L-23 por células
dendriticas (DC) estimuladas por LPS, sendo essa modulacdo predominantemente mediada
pelo S1PR;. Este achado sugere que a sinaliza¢do induzida pela S1P pode gerar alteragdes
funcionais nas DC, o que influencia na polarizacdo da resposta imune adaptativa e, por
conseguinte, afeta as respostas inflamatorias (Idzko et al., 2006).

Adicionalmente, a S1P, somada as citocinas TNF-a ¢ IL-1, desempenha um papel
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crucial na ativagdo do NF-«kB, um regulador central na transcrigdo de citocinas pro-
inflamatorias, incluindo TNF-a e IL-6, e em outros processos inflamatdrios. Essa ativacéo
SO é possivel pela presenca de TNF-a e IL-1B que estimulam a enzima SphK1 que, por sua
vez, produz S1P e é necesséria para desencadear a transcricdo de moléculas como citocinas,
quimiocinas e moléculas de adesao (Billich et al., 2006; Kunkel et al., 2013; Moon et al.,
2012).

Essas interagdes complexas destacam a multifuncionalidade da sinalizagdo da S1P
no contexto imunoldgico, delineando caminhos cruciais que modulam a resposta
inflamatoria e a regulagdo de citocinas. Essas descobertas contribuem para uma
compreensdo mais abrangente dos mecanismos envolvidos nas respostas imunes mediadas
pela S1P, apresentando potenciais alvos terapéuticos para intervencdes especificas em
processos inflamatorios. Diante desse contexto, o objetivo deste estudo € investigar a
associa¢do dos niveis plasmaticos da S1P com a anemia ¢ a inflamagdo em pacientes com

DRC.
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4. OBJETIVOS
4. 1. Objetivo Geral

Determinar o impacto da anemia e da inflamacéo na biodisponibilidade plasmatica

da esfingosina-1-fosfato (S1P) em pacientes renais cronicos.

4. 2. Objetivos Especificos

a) Mensurar os niveis plasmaticos de S1P em pacientes renais cronicos dependentes
de dialise (DD).

b) Avaliar os niveis de S1P em plasma enriquecido com RBC.

c) Correlacionar a anemia e os niveis de S1P em pacientes DD.

d) Mensurar os niveis de citocinas inflamatdrias nos pacientes DD.

e) Correlacionar as citocinas com os niveis de S1P na DRC.

f) Determinar a relacdo dos niveis de S1P com a anemia e a inflamacéo em pacientes

DD.
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5. MATERIAIS E METODOS
O presente estudo observacional transversal foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos CEP/PUCPR, sob o numero de 5.587.701 e é de cunho
experimental, realizado no Laboratorio de Pesquisa em Anemia e Imunologia (LabAlIRe),

localizado no Laboratério Experimental Multiusuario (LEM) — PPGCS/PUCPR.

5. 1. Populagéo do estudo

Os pacientes em tratamento de diélise foram recrutados do Hospital Santa Casa de
Misericordia em Curitiba, Parana. Apés a assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE), amostras bioldgicas foram coletadas pela prépria equipe do hospital,

no momento anterior da HD ou anterior a consulta, para os pacientes em DP.

5. 2. Critérios de inclusdo e exclusao

a) Critérios de inclusao

Foram incluidos no estudo: pacientes maiores de 18 anos, no quinto estagio da DRC
(DRC-V), no minimo ha 3 meses em HD ou em DP no centro de diélise pertencente ao
Hospital Santa Casa de Curitiba, e que tenham assinado o TCLE.

b) Critérios de excluséo

Foram excluidos do estudo: individuos em tratamento com anti-inflamatorios por

qualquer razdo no momento da coleta, gravidas, com doenca autoimune e com cancer.

5. 3. Andlise dos dados laboratoriais

Os dados clinicos, demogréaficos e laboratoriais foram obtidos dos prontuarios dos

pacientes no Hospital Santa Casa de Misericordia de Curitiba.
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5. 5. Ensaios

A fim de evitar desconfortos desnecessarios aos pacientes, a coleta de sangue foi
realizada em tubos de soro com gel separador e de EDTA para plasma, durante os
procedimentos de rotina e por funcionérios do hospital. Em seguida, as amostras foram
transportadas até a PUCPR e utilizadas em experimentos no LabAlRe, localizado no LEM,
vinculado ao PPGCS.

Posteriormente as coletas, 0s tubos com as amostras foram centrifugados, em 3000
rpm por 15 min a 4°C, para a separacdo do soro e do plasma dos demais componentes do
sangue. Realizou-se também o isolamento de RBC para enriquecimento autologo de
plasma (plasma+RBC). As amostras de plasma e plasma com RBC isolados foram
armazenadas em tubos eppendorf de 1,5mL em freezer a -80°C, devidamente identificadas,
até que ocorressem as dosagens.

As amostras de soro foram utilizadas para as dosagens das citocinas humanas IL-6,
INF-y, IL-1B e TNF-a por meio do Ensaio de Imunoabsor¢iao Enzimatica (ELISA), de
acordo com instrucdes do fabricante (Immunotools, Alemanha).

Jé as dosagens de S1P, em plasma e em plasma com eritrdcitos (plasma+RBC), foram
realizadas através do kit ELISA Human S1P da marca FineTest — cat. EH2564 (Fine
Biotech, China).

Ambos o0s ensaios utilizaram placas de 96 po¢os para comportar amostras e curva,
conforme as instrucdes do fabricante. A absorbancia de cada pogo foi lida pelo leitor de

microplaca VersaMax, em comprimento de onda de 450nm.

5. 6. Andlise estatistica

Inicialmente, foi utilizado o teste de normalidade Shapiro-Wilk para avaliar se a
distribuicdo das amostras € normal. Para avaliar as comparagdes de medias dos dados

35



demogréficos e laboratoriais entre os dois grupos de paciente (HD e DP) foram utilizados os
testes t de Student e Mann-Whitney e entre os pacientes agrupados (DRC-V: HD + DP)
foram utilizados os testes ANOVA e Kruskal Wallis, conforme a normalidade.

Para todas as comparacOes dos niveis de S1P, entre tipos de amostras (plasma e
plasma com RBC), entre cada grupo de paciente (HD x DP), foi utilizado o teste de Mann-
Whitney. A correlagdo entre os niveis de S1P com valores de Hb ou com os niveis de
citocinas dos grupos de pacientes foi realizada através dos testes de correlacdo de Spearman,
de acordo com a normalidade.

Anaélises de regressdo linear simples foram utilizadas para definir uma relagéo entre
as variaveis “niveis de S1P”, “valores de Hb” e “valores de citocinas” na populacgdo estudada.
Foi considerado o Intervalo de Confianga (IC) de 95% em todas as analises. O programa
computacional utilizado para a anélise de dados, comparacdo de médias e desenvolvimento

dos gréficos foi o Graphpad Prism (GraphPad Software LLC, EUA).
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6. RESULTADOS

6. 1 Dados da populacgéo do estudo

Foram recrutados um total de 45 pacientes em estagio V da doenca renal cronica

(DRC-V), classificados conforme a TRS em DP (n=26) ou HD (n=19). Dentre as variaveis,

apenas o ferro obteve significancia estatistica entre DP e HD (p=0,0482) (Tabela 1). A partir

dessa analise, e considerando a falta de diferenca estatistica em relacdo as variaveis Hb

(p=0,8914) e hematocrito (p=0,9376), importantes para a avaliagdo da anemia e mesmos

valores de TFG, ambos os grupos foram agrupados em DRC-V (n=45), o que possibilitou

aumentar o valor da amostra populacional. Esse terceiro grupo também esta presente na

Tabela 1 e foi utilizado nas anélises a seguir, porém, ndo foi adicionado a comparacao a

sequir.
Tabela 1: Caracterizacdo da populagdo do estudo.
Parémetros DRC-V (n=45) DP (n=26) HD (n=19) Valor de p
Dados Demogréaficos

Idade (anos) 61,87 + 14,54 64,46 + 12,62 58,32 + 16,52 0,1639
Idade Minimo e Mé&ximo 20e 84 37e82 20e 84

Idoso (>60 anos) (%) 80 61 52

Género Masculino (%) 78 50 63

IMC (kg/m2) 24,86 £ 7,7 25,19 £ 5,06 27,06 £ 6,21 0,2768

Dados Laboratoriais

Ureia (mg/dL) 111+£31,21 110,8 + 30,28 111,2 + 33,26 0,9695
Creatina (mg/dL) 7,53+3,38 7,58 + 4,06 7,46 2,24 0,4836
Albumina (g/dL) 3,67+£0,45 3,58 £0,53 38+0,3 0,0981
Hemoglobina (g/dL) 11,08 + 1,68 11,1+1,64 11,04 +£1,79 0,8914
Hematdcrito (%) 32,3+5,46 32,36 + 4,96 32,23 £6,21 0,9376
Ferro (ug/dL) 87,43 + 44,09 97,78 £ 51,57 73,27 £ 26,32 0,0482*
Ferritina (ng/mL) 263,5+178,8 275,5 + 206,8 247 £135,1 0,9863
PTH Minimo e Méximo (pg/mL) 31e1645,3 63 e 1645,3 31e 624

Tempo de Didlise Minimo e

Maximo (meses) 4e128 4e128 4e95

Dados Clinicos

Anemia (%) 53 38 52

Diabetes (%) 48 53 42

Hipertensdo Arterial (%) 91 92 89

Dados expressos como média + desvio-padrdo e minimo e maximo. Variaveis categoricas

expressas como frequéncia (%). *significancia estatistica entre DP e HD (p<0,05).
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6. 2 Dosagem de S1P na populacdo DRC-V e correlagdo com niveis de Hb

A concentracdo de S1P plasmaético foi avaliada em trés grupos: DP, HD e DRC-V.
As medicOes foram realizadas em plasma isolado e em uma combinacdo de plasma
enriquecido com RBC (Plasma+RBC). Em todos os grupos, foi observada uma elevagao
estatisticamente significativa nos niveis médios de S1P quando o plasma foi enriquecido
com RBC (****p < 0,0001) (Figura 7). Esse padréo sugere uma maior concentracdo de S1P
nos compartimentos celulares, evidenciando o RBC como célula essencial no
armazenamento, transporte e liberacdo do lipidio na circulagcdo. Nos pacientes em DP a
concentracdo meédia de S1P no plasma foi de 61,98 + 17,63 nM, enquanto no Plasma+RBC
foi significativamente maior 136,1 + 63,6 nM (****p < 0,0001). Nos paciente em HD o
mesmo padrédo foi observado com concetragdo média de S1P plasmatico de 46,91 + 10,03
nM, enquanto no Plasma+RBC atingiram 69,46 + 17,05 nM (****p < 0,0001). Mesmo
padrdo observado quando avaliado os dados da populagdo como um todo (DRC-V) com

concentracdo media de S1P plasmaético de 55,61 + 16,56 nM, aumentando para 107,9 + 59,36

nM no Plasma+RBC (****p < 0,0001).

Figura 7 - Comparacao da concentracdo plasmatica e de plasma enriquecido com RBC de S1P (nM)

na populagdo estudada.
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Avaliou-se a existéncia de diferenca entre os niveis de S1P plasmatico nos grupos

estudados e observou-se ndo ter diferenca estatistica entre a concentracao de S1P populagéo
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geral DRC-V (56,28 + 17,08 nM) ndo houve diferenca estatistica na concentragdo plasmatica
de S1P comparado as populagdes isoladas DP (61,98 + 17,63 nM) ou HD (46,91 + 10,03
nM) (Figura 8). Porém, observou-se que a concentragcdo de S1P no plasma de pacientes em
HD mostrou-se significativamente menor que os valores encontrados nos pacientes em DP

(p<0.02) (Figura 8).

Figura 08 - Comparacdo da concentracdo plasmatica de S1P (nM) na populagéo estudada.
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Como o enriquecimento do plasma com RBC, mesmo apresentando aumento
significativo, esse aumento ndo se mostrou efetivo quando comparado ao descrito na
literatura, que em plasma total os niveis de S1P chegam a 2000 nM. Ainda, como a amostra
se mostrou pareada tanto para os parametros da DRC-V como para anemia dentro da
populacdo (Tabela 1). Desta forma, no presente estudo os dados obtidos das populacGes
isoladas (DP e HD) foram utilizadas para determinar as diferencas na anemia e inflamacéo
com os niveis de S1P plasmatico.

A anélise da correlacdo entre os niveis de Hb e a concentracdo de S1P em pacientes
em DP e em HD, foi realizada utilizando o teste de correlacdo de Spearman. Os resultados
indicam uma correlacdo positiva moderada e estatisticamente significativa entre essas

variaveis tanto na populacdo DP (r = 0,5635, intervalo de confianca de 95%: 0,2222 a
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0,7817, p =0,0022) como HD (r = 0,4853, intervalo de confianca de 95%: 0,02541 a 0,7757,
p = 0,0352) (Figura 09). Esses achados sugerem que concentracGes mais elevadas de S1P
podem estar associadas a niveis mais altos de Hb na populacdo estudada, mesmo com
concentracdes diferentes, o que pode refletir a funcdo dos RBC como principais

armazenadores e transportadores desse lipideo na circulag&o.

Figura 09 — Correlacdo entre a concentragdo plasmética de S1P (nM) e niveis de Hb na populagdo
estudada.
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6.3 Correlacdo entre a concentracdo plasmatica de S1P e os mediadores

inflamatorios

Para avaliar diferenca no estado inflamatdrio entre as populacdes incluidas no estudo,
foi realizada uma analise pareada pelo teste de Mann-Whitney. As médias das concentragdes
das citocinas na populacdo estudada revelaram diferenca significativa entre os pacientes DP
e HD, com excecdo de TNF-a (Figura 10). A mensuragédo de IL-6 resultou na concentragdo
de 16,04 £3 pg/mL em DP e 31,5£10,4 em HD (****p<0,001). Para IFN-y, a média da
concentracdo em DP foi de 6,7+£2,7 e em HD de 18,7+5,1 (****p<0,001). E a concentracéo
média de IL-1p em DP foi de 8,7+6,5 e em HD foi 21,05£5,3 (****p<0,001). A concentragao
média de TNF-a foi estatisticamente igual entre os grupos, sendo para DP de 11,5+3,5 e para

HD de 14,4+5,6 (ns = ndo significativo, com p<0,1378) (Figura 10).
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Figura 10 - Comparacdo da concentragdo seérica dos mediadores inflamatérios na populagdo
estudada.
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Como S1P tem uma forte relacdo com a regulacao da atividade imunoldgica, avaliou-
se a correlacdo entre os mediadores inflamatorios (determinados pelos niveis de citocinas)
com a concentracdo plasmatica de S1P nos grupos estudados (Figura 11). Mesmo que 0s
graficos demonstrem uma inclinacdo entre maior concentracdo plasmatica de S1P e menores
niveis de citocinas séricas para ambos 0s grupos, na populacdo em DP apenas a correlacao
entre S1P e IFN-y foi significativa e negativa (r=-0,4503; p=0,021), sugerindo uma potencial
relacdo inversa entre essas moléculas nesse grupo. Enquanto para HD a correlacdo
significativa foi observada entre S1P e IL-1B, também negativa, indicando um padrdo
semelhante (r = -0,4579; p = 0,0487), sugerindo que niveis mais altos de S1P no plasma

podem estar associados a niveis mais baixos de IL-1p.
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Figura 11 — Correlagdo entre a concentracdo sérica dos mediadores inflamatorios com os niveis
plasmaticos de S1P na populacdo estudada.
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6.4 Relacdo entre as varidveis do estudo - concentracdo plasmética de S1P, niveis
de Hb e mediadores inflamatorios

A andlise de regressdo linear simples entre os niveis de Hb e as concentracGes
plasmaéticas de S1P ou niveis séricos de citocinas revelou padrfes distintos nas populacdes
em DP e HD (Figura 12). Na populagédo em DP, houve uma relagdo positiva significativa
entre Hb e S1P (r?=0.3702, p=0,001), indicando que a anemia (Hb reduzida) pode estar
associada a menores niveis de S1P, possivelmente devido ao papel dos RBC como fonte de
S1P. Um aumento de 1 g/dL na Hb foi associado a um incremento de aproximadamente
6,534 nM em S1P. Para as citocinas, observou-se uma correlacéo negativa significativa entre
Hb e IL-6 (r?=0,227, p=0,0139), sugerindo que niveis reduzidos de Hb podem refletir um
estado inflamatdrio mais intenso, com reducéo estimada de 0,8763 pg/mL em IL-6 por cada
aumento de 1 g/dL na Hb. Nao foram observadas associacGes significativas entre Hb e IFN-
v (r2=0,148, p=0,0522), IL-1p (r?=0,0183, p=0,5089) ou TNF-a (r=0,0365, p=0,3493).

Na populacdo em HD, também houve uma correlagcdo positiva entre Hb e S1P
(r?=0,3056, p=0,0174), indicando uma relacéo consistente. Para as citocinas, identificou-se
uma tendéncia geral de correlacdo negativa, com associacdo mais forte entre Hb e 1L-6
(r2=0,464, p=0,0019), sugerindo que niveis mais altos de Hb estdo ligados a menor
inflamacéo sistémica. Nao foram observadas associagdes significativas entre Hb e as demais

citocinas (IFN-y, IL-1pB, TNF-a) (Figura 12).
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Figura 12 — Regressdo linear simples entre as variaveis Hb (g/dL), S1P (nM) e citocinas (pg/mL).
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7. DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo indicam uma diminui¢do na biodisponibilidade
plasmaética do lipidio bioativo S1P em pacientes renais crénicos, especialmente aqueles em
hemodialise. Essa diminuicdo na concentracdo de S1P nessa populagdo especifica foi
correlacionada com a anemia e a inflamagé&o.

Esta pesquisa foi motivada por vérias vertentes de evidéncias. Primeiro, a anemia na
DRC esta associada a maior mortalidade, hospitalizacdo e progressdo da doenca, além de
prejudicar a qualidade de vida dos pacientes com sintomas como fadiga, depresséo,
intolerancia ao exercicio e comprometimento cognitivo, além de aumentar o risco de eventos
cardiovasculares, como infarto do miocardio e insuficiéncia cardiaca (Gluba-Brzozka et al.,
2020, Johansen et al., 2012, Matsushita et al., 2022, Pépin et al., 2023).

Segundo, na DRC avancada, a vida atil dos RBC é reduzida, contribuindo para a
anemia (Sato et al., 2012), principalmente devido a eriptose, desencadeada pela uremia
(Tozoni et al., 2019; Dias et al., 2021) e pela inflamagéo (Pretorious, 2018). Esse processo,
mediado por aumento de Ca*' intracelular, leva a fagocitose dos RBC por macrofagos
(Bonomini et al., 2001) e mondcitos inflamatorios (Bonan et al., 2016).

Terceiro, os RBC sdo uma das principais fontes de S1P no sangue, uma vez que
possuem altas concentracdes de esfingosina quinase 1 (SphK1), a enzima responsavel pela
sintese de S1P (Hanel et al., 2007, Ito et al., 2007). A reducdo no niumero de RBC, como em
condicdes de anemia, pode levar a uma diminuicdo dos niveis circulantes de S1P.

Por ultimo, S1P é crucial para a manutencdo da barreira endotelial e da integridade
vascular (Qiu et al., 2022). O desequilibrio de S1P pode exacerbar a inflamag&o cronica,
caracteristica da DRC, alterando a sinalizacdo dos receptores de S1P (S1PR1-S1PR5)
(Nagahashi et al., 2018, Sun et al., 2024). Ainda, niveis reduzidos de S1P podem levar a

uma resposta imune desbalanceada, com efeitos negativos tanto na imunossupresséo quanto
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no aumento de reac¢Ges autoimunes (Li, et al., 2023, Sun et al., 2024).

Os resultados do estudo reforgcam a fungdo dos RBC no armazenamento e transporte
de S1P, uma vez que plasma de pacientes renais crénicos mostraram niveis baixos de S1P
quando comparado com o descrito na literatura para a populagdo saudavel. A dosagem de
S1P em plasma de pacientes em DP foi de 61,98 + 17,63nM, enquanto pacientes em HD
tiveram média de S1P significativamente menores (46,91 + 10,03nM) em relacdo a DP.
Poppe e colaboradores (2019) observaram que as concentragdes de S1P foram superiores em
produtos sanguineos, como RBC e plaquetas, em relacdo ao plasma. Quando o plasma dos
pacientes foi enriquecido com RBC, observamos aumento dos niveis de S1P, mas ainda
muito abaixo do que o relatado por outras pesquisas. Foi reportado que a concentracdo média
de S1P no plasma na populagéo saudavel varia entre 100 e 300nM (Knapp et al., 2013)
podendo chegar a 2000nM no sangue total contendo RBC e plaquetas (Nagahashi et al.,
2016). Esses achados corroboraram com a capacidade dos RBC de armazenar e influenciar
0s niveis plasmaticos desse esfingolipidio nos seres humanos (Bode et al., 2010; Hanel et
al., 2007; Venkataraman et al., 2008).

Observou-se também que a concentracdo de S1P foi maior em pacientes em DP
comparado ao observado no plasma de pacientes em HD. Winkler e colaboradores (2021)
sugeriram que a presenca de niveis elevados de S1P, em individuos infectados pelo virus
SARS-CoV-2 ao comparar com individuos saudaveis, pode ser devido a um mecanismo
adaptativo para a manutencao do tecido vascular e da imunidade, além da prevencdo da
hipdxia tecidual.

Embora a fungdo desempenhada por S1P na DRC ser escassa na literatura, foi
demonstrado que, em situacdo de hipoxia renal e a partir da inducdo de SphK1, S1P é capaz
de reprogramar o0 metabolismo da glicolise dentro dos RBC, o que possibilita uma melhoria

no carreamento do oxigénio (D’Alessandro; Xia 2020; Xie et al., 2020). Ainda, € preciso
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reforcar o fato de que a DP esta associada & melhoria nos resultados clinicos em pacientes
acometidos pela disfungéo renal, ao cooperar com a homeostase dos tecidos peritoneais e
renais, e & baixa mortalidade, ao comparar com 0s pacientes designados a HD (Caprara et
al., 2021; Fenton et al., 1997).

Valores baixos de Hb (<11 g/dL) indicam anemia e sdo comumente considerados
fatores de risco para a incidéncia da DRC-V (Yi et al.,, 2019). No presente estudo, a
correlacdo entre os niveis de S1P com os de Hb em pacientes renais cronicos revelou que
valores baixos de Hb sé&o correlacionados positivamente com valores baixos de S1P em
ambos o0s grupos avaliados (DP ou HD). A partir disso, pode-se sugerir que a anemia nesses
pacientes pode explicar em parte a reducdo dos niveis de S1P. A reducdo de Hb e de S1P
também foi encontrada em pacientes com malaria cerebral ao comparar com um grupo
controle, sugerindo a desregulacao da via de sinalizacdo de S1P nessa doenca e 0 surgimento
de um possivel alvo terapéutico (Finney et al., 2011).

Ademais, altos niveis de S1P sdo considerados essenciais para neutralizar os efeitos
da hipertensé@o grave (Xie et al., 2020), fator presente na DRC como uma das principais
causas primarias e principal comorbidade presente nessa populacdo (HD: 89% e DP: 92%)
(Wong et al., 2020). J& a comparacdo de niveis de S1P plasmaticos entre diabetes (HD: 42%
e DP: 53%) e individuos controle é imprecisa: estudos apontam tanto altos quanto baixos
niveis (Lopes-Virella et al., 2024; Randriamboavonjy et al., 2009).

Segundo Greiwe e colaboradores (2021) o uso de heparina em pacientes com DRC
pode promover a inflamacéo e reduzir a concentracdo de S1P (Law et al., 2020). A reducdo
do lipidio é, ainda, associada a longa permanéncia em UT], a piora no estado clinico, a sepse,
ao choque séptico, a lesdes renais e ao prognostico na doenga hepéatica em seu estégio final
(Becker et al., 2017; Bekpinar et al., 2015; Greiwe et al., 2021; Winkler et al., 2015).

No contexto da DRC, no entanto, a literatura apresenta escassez na relacdo entre
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marcadores inflamatdrios e niveis de S1P, embora o lipidio seja apontado como um
mediador bioativo em doengas causadas por inflamacdo cronica (Terlizzi et al., 2022). O
presente estudo também buscou avaliar essa relacdo utilizando a mensuragdo das citocinas
IL-6, IL-1B, IFN-y, TNF-a. Resultados divergentes foram encontrados, enquanto a
populagédo em DP mostrou correlacdo entre S1P e IFN-y de forma significativa, sugerindo
uma potencial relacdo inversa entre essas moléculas nesse grupo, amostras de pacientes em
HD mostraram correlacéo significativa entre S1P e IL-1p, sugerindo que niveis mais altos
de S1P no plasma podem estar associados a niveis mais baixos de IL-1(3. Esses dados
sugerem que o0 S1P pode estar relacionado a regulacéo de algumas citocinas inflamatérias,
com potenciais diferencas entre os tipos de dialise. E sabido que a carga inflamatdria de
pacientes em HD é maior que pacientes em DP (Sahib et al., 2024), resultado semelhante ao
encontrado no presente estudo. Entretanto, estudos futuros devem explorar 0s mecanismos
subjacentes a essas associa¢fes e seu impacto clinico. Na asma, foi demonstrado que o
aumento nos niveis das citocinas IL-13, IFN-y, TNF-a, IL-4, IL-5 e IL-1f funciona como
regulador “upstream” da S1P (Bahlas et al., 2020).

De maneira geral, a S1P parece exercer tanto funcbes inflamatérias como anti-
inflamatorias. Neste Gltimo caso, ao reduzir os niveis de IL-6, IL-12 e CCL2 (Hughes et al.,
2008). Todavia, curiosamente, Terlizzi e colaboradores (2022) sugeriram a capacidade desse
lipidio em induzir e em aumentar a producdo de IL-6 em casos especificos, possuindo
também uma funcdo pro-inflamatéria. O aumento de IL-6 e de IFN-y pode silenciar o gene
do receptor S1P> em camundongos, o que diminui a capacidade de ligacdo de S1P com esse
receptor especifico e induz maiores danos endoteliais no intestino (Chen et al., 2018). Ja a
reducdo na expressdo de IFN-y por DC deficientes das enzimas SphK1-2, sintetizadoras de
S1P, interfere de forma significativa em uma resposta inflamatéria precoce (Thuy et al.,

2020).
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Na DRC, a IL-6 é comumente associada ao declinio na TFG estimada, a predigédo de
eventos cardiovasculares adversos importantes, alteracdes no endotélio e anormalidades
patoldgicas do mesangio (Amdur et al., 2016; Batra et al., 2021; Lu; Zhou, 2008; Wassmann
et al., 2004). Em individuos hipertensos, a ativagdo das DC contribui para a producéo de IL-
6 e a IL-1B, com o intuito de promover a proliferacdo e recrutamento de linfdcitos T de
orgdos linfoides secundarios para os rins (Kirabo et al., 2014). Os presentes resultados
reforcam a importancia da IL-6 na populagéo renal crbnica, evidenciando uma associa¢ao
robusta entre Hb e IL-6 em ambas as populagdes DP e HD, sugerindo que IL-6 pode ser um
biomarcador sensivel para inflamacéo relacionada a Hb, enquanto outras citocinas parecem

ser reguladas por mecanismos distintos.
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8. CONCLUSAO

O presente trabalho reafirmou a capacidade dos eritrocitos de armazenar e influenciar
os niveis plasméaticos de S1P, demonstrando concentracBes elevadas em amostras
enriquecidas de RBC em comparagdo com aquelas sem eritrécitos. Esse achado destaca a
relevancia dos eritrocitos como reservatorios de S1P no contexto da DRC.

Um ponto forte do estudo foi a identificacdo de uma possivel fungdo adaptativa da
S1P nos pacientes com DRC. Sua concentracdo pode estar relacionada a manutencdo da
integridade vascular e imunol6gica em um ambiente de inflamacéo persistente e alteragdes
metabdlicas. Além disso, a menor concentracdo de S1P em pacientes submetidos a HD,
quando comparados a DP, sugere diferencas significativas entre as modalidades de TRS,
com impacto potencial na inflamacao que compromete a qualidade de vida e nos desfechos
clinicos.

Outro avanco foi a demonstracdo da interacdo entre os niveis de S1P e Hb, ja
observada em outras condi¢des. Essa associacao reforca o papel critico dos eritrécitos na
liberacdo e armazenamento do lipidio. O estudo também explorou a relagdo entre S1P e
marcadores inflamatérios (IL-6, IL-1p3, IFN-y, TNF-a), mostrando papel crucial da IL-6
nesse contexto.

Portanto, tanto a anemia como a inflamacdo parecem impactar negativamente a
biodisponibilidade de S1P plasmatico, sugerindo possiveis estratégias terapéuticas como 0s
anélogos de S1P, bem intervengdes para regular a atividade de enzimas como esfingosina
quinase (SphK) ou esfingosina-1-fosfatase (SPP) podem ajudar a restaurar os niveis de S1P

com intuito de melhorar a qualidade de vida dos pacientes com DRC.
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9. LIMITACOES

O estudo ndo explorou a fundo o impacto funcional da S1P no contexto clinico,
limitando a interpretacdo de seu papel adaptativo.

A analise comparativa entre as TRS poderia ser ampliada para incluir fatores clinicos
e laboratoriais adicionais, fortalecendo as conclusdes sobre diferencas nos desfechos dos
pacientes.

Esses resultados fornecem novas perspectivas sobre o papel da S1P na DRC, mas
destacam a necessidade de estudos futuros para validar os achados e aprofundar o
entendimento das interacdes entre S1P e inflamacéo.

O ndmero pequeno de participantes no estudo pode ter influenciado em resultados

negativos, principalmente relacionados aos mediadores inflamatorios.
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10. CONSIDERACOES FINAIS

Esta pesquisa consolidou a relevancia da S1P como um mediador bioquimico
importante na fisiopatologia da DRC. Demonstrou-se que os eritrocitos sdo fontes
significativas de S1P e que suas altera¢fes, comuns na DRC, impactam diretamente 0s niveis
plasmaticos desse lipidio.

Sugere-se que a alta concentragdo de S1P nos pacientes com DRC propicie um
mecanismo adaptativo em resposta ao ambiente inflamatério crénico e alteracbes
metabolicas, promovendo a manutencdo vascular e imunolégica. Além disso, a interacao
entre S1P e marcadores inflamatdrios, especialmente IL-6, reforca seu potencial anti-
inflamatdrio, enquanto as diferencas nos niveis de S1P entre modalidades de TRS, como
hemodialise e dialise peritoneal, abrem novas perspectivas para a avaliacdo de desfechos
clinicos e qualidade de vida.

Por fim, a correlacdo entre S1P e hemoglobina destaca o papel dos eritrocitos na

liberacdo desse lipidio e sugere implicacdes para 0 manejo da anemia na DRC.
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