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RESUMO

Introducdo: A eriptose, ou morte programada dos eritrécitos, € um processo naturalmente induzido
pela senescéncia celular. No entanto, na doenca renal cronica (DRC), esse fendmeno ocorre de
forma aumentada e estd associado a anemia renal, uma complicacdo comum nessa populacdo. A
eriptose na DRC pode ser desencadeada por toxinas urémicas e citocinas inflamatorias. Nesse
contexto, em individuos com DRC, a inflamacéao cronica é prevalente e esta intimamente ligada a
anemia renal. Obijetivos: Desta forma, no presente estudo buscou-se identificar a correlacéo entre
a eriptose, os mediadores inflamatorios e a anemia, em pacientes com DRC no estdgio V (DRC-V),
divididos de acordo com a modalidade de diélise. Metodologia: Foram incluidos no estudo 41
pacientes DRC-V, sendo 19 pacientes em hemodialise (HD) e 22 em didlise peritoneal (DP). Os
eritrécitos foram isolados de sangue periférico e marcados com Anexina-V+ para detec¢do da
exposicéo de fosfatidilserina (FS) e Fluo4-AM para célcio intracelular (icCa?*). As leituras foram
realizadas por citometria de fluxo. O soro obtido das amostras foi mensurado quanto as
concentragdes das citocinas IL-6, IFN-y, TNF-a e IL-1p através do método de ELISA. Analise
estatistica foi realizada com o programa Prism GraphPad 10. Resultados: Observou-se maiores
niveis de exposicdo de FS e icCa?* no grupo HD em comparacdo a DP. Com exce¢do do TNF-o,
todas as citocinas apresentaram maior concentragdo em HD comparado & DP. Observa-se correlagdo
entre FS e icCa? em DRC-V e HD. Ainda, altas concentracdes de IL-6 correlacionaram-se com alta
expressdo de FS nos grupos DRC-V e DP. O mesmo foi observado para as citocinas IL-1p e IFN-y
no grupo DRC-V. Ainda, foi possivel observar que o aumento da expressao de FS correlacionou-se
com niveis baixos de Hb nos grupos DRC-V e HD. Da mesma forma, concentragdes elevadas de
IFN-y, IL-1pB correlacionam-se com baixos niveis de Hb em todos os grupos estudados. J& TNF-a
apresentou correlagdo com Hb somente no grupo HD. Nos grupos DRC-V e HD, pontos com
concentragdes elevadas de IFN-y, IL-1 e TNF-a se encontram nos menores valores de Hb < 11
g/dL e maior exposi¢do de FS. Concluséo: A eriptose e a inflamacéao estdo correlacionadas com a
anemia renal em pacientes DRC-V, especialmente em pacientes submetidos a hemodialise (HD).
Esses achados indicam que tanto a eriptose quanto a inflamac&o podem servir como biomarcadores
Uteis para monitorar a anemia renal. Além disso, os resultados sugerem que intervencdes
terapéuticas direcionadas para reduzir a eriptose e a inflamagdo podem ser abordagens promissoras
para o tratamento da anemia renal em pacientes com DRC-V.

Palavras-chave: Eriptose; Anemia; Inflamagdo; Doenga renal crnica



ABSTRACT

Introduction: Eryptosis, or programmed erythrocyte death, is naturally induced by cellular senescence.
However, in chronic kidney disease (CKD), this phenomenon occurs in an increased manner and is
associated with renal anemia, a common complication in this population. Uremic toxins and
inflammatory cytokines can trigger eryptosis in CKD. In this context, in individuals with CKD, chronic
inflammation is prevalent and is closely linked to renal anemia. Objectives: Thus, in the present study,
we sought to identify the correlation between eryptosis, inflammatory mediators, and anemia in patients
with CKD stage V (CKD-V), divided according to the dialysis modality. Objectives: This study aimed
to identify the correlation between eryptosis, inflammatory mediators, and anemia, assessed through
hemoglobin (Hb) levels, in patients with CKD stage V (CKD-V), divided according to dialysis
modality. Methodology: Forty-one CKD-V patients were included in the study, with 19 patients on
hemodialysis (HD) and 22 on peritoneal dialysis (PD). Erythrocytes were isolated from peripheral blood
and stained with Annexin-V+ to detect phosphatidylserine (PS) exposure and Fluo4-AM for
intracellular calcium (icCa?*) detection. Readings were performed using flow cytometry. Serum
cytokine concentrations, including 1L-6, IFN-y, TNF-a, and IL-1B, were measured using the ELISA
method. Statistical analysis was performed using GraphPad Prism 10. Results: Higher levels of PS
exposure and icCa?*were observed in the HD group compared to the PD group. Except for TNF-a, all
cytokines showed higher concentrations in the HD group compared to the PD group. A correlation was
observed between PS and icCa?*in both CKD-V and HD groups. Additionally, high concentrations of
IL-6 were correlated with increased PS expression in the CKD-V and PD groups. Similar correlations
were observed for IL-1p and IFN-y in the CKD-V group. Furthermore, increased PS expression was
associated with lower Hb levels in the CKD-V and HD groups. Similarly, elevated concentrations of
IFN-y and IL-1p were correlated with lower Hb levels across all groups studied. TNF-a was correlated
with Hb levels only in the HD group. In the CKD-V and HD groups, higher IFN-y, IL-1p, and TNF-a
concentrations were found in patients with Hb levels < 11 g/dL and higher PS exposure. Conclusion:
This study suggests that eryptosis and inflammation are correlated with renal anemia in CKD-V
patients, especially in patients undergoing hemodialysis (HD). These findings indicate that eryptosis
and inflammation may be helpful biomarkers for monitoring renal anemia. Furthermore, the results
suggest that targeted therapeutic interventions to reduce eryptosis and inflammation may be promising
approaches for treating renal anemia in CKD-V patients.

Keywords: Eryptosis; Anemia; Inflammation; Chronic Kidney Disease



RESUMO POPULAR

Individuos com doenca renal crénica geralmente desenvolvem anemia com o avanco da doenca. 1sso
acontece quando ocorre diminuicdo do nimero de glébulos vermelhos, que sdo células que transportam
oxigénio no corpo. E ndo é s isso, a inflamagdo também aparece nesses individuos e pode piorar ainda
mais a anemia, atrapalhando a producéo desses globulos vermelhos. Ainda, esses glébulos vermelhos
(também conhecidos como eritrécitos) podem entrar em morte celular programada chamada eriptose
por conta dessa inflamacdo. Nosso estudo avaliou a relagéo da eriptose e a inflamagdo com a anemia
nesses individuos. Os resultados revelaram uma forte ligacao entre inflamagéo, eriptose e anemia nesses
pacientes. Esses resultados podem abrir caminho para novos formas de tratar a anemia nesses
individuos, com foco em controlar a inflamacao e a eriptose. E uma forma de melhorar a qualidade de
vida e reduzir a mortalidade desses pacientes.
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1. INTRODUCAO

A Doenca Renal Cronica (DRC) possui uma prevaléncia mundial estimada entre 11 e
13%, em que a taxa global de mortalidade em todas as idades aumentou cerca de 41,5% entre
1990 e 2017 (Bikbov et al., 2020; Hill et al., 2016). A anemia é uma complicagdo comum
em pacientes renais cronicos e estd associada com um aumento na morbidade e mortalidade.
A prevaléncia da anemia aumenta com o estagio da DRC, tendo 22,4% e 41,3% nos estagios
3 e 4 da DRC, respectivamente (Gilbertson et al., 2016), com taxas de 53,9% até 90% em
pacientes no estagio 5 (Gilbertson et al., 2016, Palaka et al., 2020). A anemia é uma
complicacdo multifatorial, porém alguns fatores ja foram associados com a fisiopatologia da
doenga, como a reducdo progressiva na producdo e secrecdo de eritropoetina (EPO),
deficiéncia absoluta do ferro, inflamac&o sistémica, diminui¢éo da resposta da medula 6ssea
a EPO por conta de toxinas urémicas e diminuicdo da expectativa de vida dos eritrécitos
(Portolés et al., 2021).

Pacientes com DRC enfrentam um estado inflamatério crénico, que esta associado a
uma série de fatores adversos como maior incidéncia de infecces, aterosclerose e aumento
nos niveis séricos de citocinas inflamatdrias (Gluba Brzdzka et al., 2020). Alguns elementos
também contribuem para a persisténcia da inflamagéo nesse grupo de pacientes, incluem-se
0 ambiente urémico, estresse oxidativo, diminui¢do da depuracdo de citocinas e aspectos
relacionados a dialise (Gluba Brzdzka et al., 2020; Malyszko; Mysliwiec, 2007).

Tanto mediadores inflamatorios (Bester; Pretorius, 2016) como toxinas urémicas (Dias
etal., 2021; Tozoni et al., 2019, Virzi et al., 2019) foram considerados indutores da eriptose,
morte programada dos eritrocitos, desencadeada pelo aumento do célcio intracelular que
induz a exposicdo da fosfatidilserina (FS) na superficie celular (Lang; Lang, 2015; Lang;
Qadri; Lang, 2012). Com aumento da exposi¢do de FS, os eritrocitos sdo removidos da

circulagdo por eritrofagocitose (Bonan et al., 2016). Em pacientes em estadgios mais
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avancados da DRC foi observado um aumento significativo de eriptose comparado com
individuos saudaveis, sendo esse aumento relacionado com a presenca de toxinas urémicas,
estresse oxidativo, inflamac&o e ao tratamento da dialise (hemodialise ou dialise peritoneal)
(Bissinger et al., 2016; Dias et al., 2021; Lang et al., 2017; Repsold; Joubert, 2018).

Neste contexto, apesar dos avangos significativos na pesquisa sobre a DRC e a anemia
renal, ainda h& uma lacuna substancial no entendimento da relacdo entre os marcadores da
eriptose e os mediadores inflamatdrios. Sugere-se que a eriptose possa desempenhar um
papel crucial na patogénese da anemia em pacientes com DRC. Ao mesmo tempo, a
inflamacdo sistémica é uma caracteristica proeminente da DRC e contribui para a progressao
da doenca e complicagGes associadas. No entanto, a correlacdo especifica entre a eriptose e
a presenca de mediadores inflamat6rios com a anemia nessa populacdo ainda ndo esta

claramente estabelecida na literatura atual.
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2. JUSTIFICATIVA

A anemia esta associada com o aumento da mortalidade em pacientes renais cronicos,
destacando a necessidade de uma investigacdo aprofundada sobre 0s mecanismos
envolvidos. De um lado, a eriptose per se é capaz de reduzir o nimero de eritrécitos
circulantes, podendo contribuir para a anemia renal, considerando que 0s pacientes néo
conseguem compensar a perda de eritrdcitos atraves do aumento da eritropoiese. Por outro
lado, pacientes com DRC apresentam um estado crénico inflamatorio, em que mediadores
inflamatorios foram relacionados com supressao da eritropoiese.

Portanto, ha uma lacuna significativa no entendimento de como esses processos
interagem e contribuem para a anemia na populacdo renal cronica. Investigar essa relagao
ndo sO preencherd uma lacuna de conhecimento, mas também lancara luz sobre os
mecanismos subjacentes a anemia renal. Além disso, a compreensdo desses parametros pode
potencialmente delinear novas estratégias terapéuticas, como o uso de tratamentos com
anticitocinas, que visam abordar a inflamagdo como uma intervencdo direcionada para

melhorar os resultados clinicos em pacientes com DRC e anemia renal.
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1 Doenca renal Cronica e anemia renal
A Doenga Renal Croénica (DRC) é definida pela diminuigdo da funcéo renal medida
pela taxa de filtragdo glomerular (TFG) inferior a 60 mL/min por 1,73 m? e/ou marcadores
de dano renal que perdurem por mais trés meses (Webster et al., 2017). E classificada
conforme a TFG e os niveis de albumindria (Figura 1). Nos estigios mais avancados da
doenca, os pacientes precisam de terapia renal substitutiva, o que significa que devem fazer
tratamentos como: hemodialise (HD), dialise peritoneal (DP) ou transplante renal (KDIGO,
2024; Webster et al., 2017). No Brasil, 95,3% dos pacientes fazem em hemodialise e 4,7%

dialise peritoneal (DP) (Nerbass et al., 2023).

Categorias de Albumindria Persistente
Descrigdo e classe

Prognostico de DRC por

. Al A2 A
Categorias de TFG e .
Albuminuria Mormal ou levem.  Moderadam. Severam.
aumentada aumentada aumentada

<30 mg/g 30-300 mg/g >300 mg/g
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&
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e
B
£ &8 Leve a moderadam.
:E- e G3a reduzida 45-59
E o
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a
-}
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Figura 1: Prognostico da DRC por categoria de TFG e albumindria KDIGO (Kidney Disease Improving Global Outcomes).
Verde significa baixo risco se néo tive outros marcadores para doenca renal; amarelo significa risco moderadamente
aumentado; laranja significa alto risco; vermelho significa muito alto risco. Fonte: Adaptado de KDIGO, 2024

A HD é realizada em uma unidade de dialise ambulatorial, geralmente trés vezes por
semana, com cada sessdo durando entre 3 e 4 horas. O procedimento requer acesso a

vasculatura por uma fistula arteriovenosa e uso de uma maquina de dialise na qual o sangue
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é limpo removendo produtos de retengdo urémica por uma membrana semipermeavel. Ja a
DP é realizada em casa pelo pacientes, diariamente. Dessa forma, ocorrem menos visitas a
unidade de didlise (uma vez por més) e esse tipo de diélise requer o acesso a cavidade
peritoneal por meio de um cateter peritoneal (Rubin et al., 2004).

A DRC ¢é normalmente assintomatica ou causa sintomas inespecificos, como por
exemplo: letargia, coceira ou perda de apetite. Entretanto, possui uma alta prevaléncia
global (entre 11 e 13% da populacdo), em que todos os estagios da doenga estdo associados
com riscos para problemas cardiovasculares e diminui¢do da qualidade de vida (Hill et al.,
2016; Webster et al., 2017). A prevaléncia global da DRC aumentou cerca de 86,95% e a
taxa de mortalidade de 98,02% entre 1990 e 2016 (Xie et al., 2018). Diversas complicagdes
séo encontradas na DRC, como: hipertenséo arterial, anemia, desnutrigdo e doenga mineral
Ossea (Bello et al., 2017).

A anemia em pacientes com DRC é caracterizada por ser normocitica, normocrémica
e hipoproliferativa, ou seja, o tamanho e a forma dos eritrocitos se mantém normais,
entretanto ocorre uma diminuicdo na circulacio das células. E uma comorbidade
multifatorial, os principais fatores que contribuem com essa complicagdo nesse grupo de
pacientes sdo: deficiéncia relativa de eritropoetina (EPO), inibidores de eritropoiese
induzidos pela uremia, diminui¢do do tempo de vida Gtil dos eritrocitos, desequilibrio na
homeostase do ferro (Babitt; Lin, 2012). Esta entre as comorbidades mais comuns nesse
grupo de pacientes, sendo relacionada com a diminuicéo da qualidade de vida, aumento do
risco de hospitalizacdo e mortalidade (Portolés et al., 2021).

O ferro e a EPO estdo envolvidos na producéo de eritrocitos na medula 6ssea, enquanto
a hepcidina, um hormonio hepatico, regula a disponibilidade do ferro e a sua reciclagem
pelos macrofagos. A producdo de hepcidina é estimulada por trés fatores: inflamagé&o,

excesso de ferro e anemia ou hipoxia. Entretanto, o excesso de hepcidina possui um papel
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significativo no desequilibrio de ferro, o que contribui para o desenvolvimento na anemia
na doenca renal cronica (Babitt; Lin, 2012; Yilmaz et al., 2011).

Citocinas inflamatérias suprimem a eritropoiese na medula 6ssea, a producéo de EPO
no rim e estimulam a producdo de hepcidina, impactando na absor¢do do ferro. Nos
pacientes com DRC os niveis de hepcidina sdo elevados, indicios indicam que devido a
reducdo da depuragdo renal e a inflamagdo. Além disso, a DRC também inibe a produgéo
de EPO pelos rins e induz a presenca inibidores urémicos resultando em uma diminuigdo
da vida util dos eritrdcitos e um aumento da perda de sangue (Figura 2) (Babitt; Lin, 2012;

July; Koury; Haase, 2015).

Figado

Diminuig&o da liberagao
renal

4
|

Inflamacéao
Hepcidina Rim
| Diminuicao
/—da producéo
de EPO
EPO

/ Ferro \ AEE

N\

Administracao

/'" |
v Perda de sangue de fero /\
Macréfagos - \d J
.‘ Inibidores
® ‘. urémicos
—

Eritrocitos Medula 6ssea

Reducgao da sobrevida dos glébulos vermelhos

Figura 2: Mecanismos subjacentes a anemia renal. As setas pretas representam os fluxos de ferro e hormonais e cinzas os
processos regulatérios, ambos simbolizam o que ocorre no processo fisiolgico. As setas coloridas (verde e vermelho)
referem-se as consequéncias adicionais que ocorrem na DRC, em que o verde indica ativacdo e o vermelho inibi¢éo. Fonte:
Adaptado de Babitt & Lin, 2012 pelo Biorender.

Pacientes com DRC podem ser divididos em dois grupos, com base se realizam ou ndo
a dialise, os ndo dependentes de dialise (NDD) e os dependentes de dialise (DD). A anemia

ocorre em 60% dos pacientes NDD e 93% dos DD (Evans et al., 2020). Em outro estudo,
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a anemia esteve presente em 47,7% dos 5.222 pacientes em pré-dialise, foi sugerido que a
prevaléncia da anemia aumentou a medida que a fungdo renal diminuiu (Mcclellan et al.,
2004). Esta condicdo também se desenvolve nos estagios iniciais da DRC e se torna mais
frequente de acordo com a diminuicdo da taxa de filtragdo glomerular, em que uma
incidéncia de 10% j& observada no estagio 1 e um aumento de 70% no estagio 5 (Yilmaz
etal., 2011).

Pacientes com DRC em HD tendem a apresentar anemia mais grave comparada com
0s que realizam o tratamento com a DP, devido a maior perda de sangue e hemolise que
ocorre na hemodiélise, além disso, na DP ocorre uma melhor remogdo de moléculas que
ndo foram completamente identificadas, mas que s&o associadas a inibi¢cdo da eritropoiese
(Macdougall, 2007). A diretriz “KDOQI Anemia Guideline, 2006, explica que existem
mais beneficios na qualidade de vida de um paciente renal crénico com a Hemoglobina
(Hb) em > 11,0 g/dL ao invés dos riscos de manter a Hb >13 g/dL.

Os atuais tratamentos para a anemia incluem: suplementacdo com ferro, transfusdo de
sangue, agentes estimuladores de eritropoiese (AEE), inibidores da hidroxilase prolil de
fator induzivel por hipoxia (HIF-PHI) (Sonia et al., 2023). No tratamento com AEE cerca
de 10% dos pacientes séo hipo ou ndo responsivos a essa abordagem (Swinkels; Winkels;
Wetzels, 2008). A hiporresponsividade & EPO pode ser definida através de trés fatores:
aumento na quantidade de dose necessaria a AEE, uma diminuicdo dos niveis de
hemoglobina quando a dose é mantida constante e falha em aumentar o nivel de Hb em
>11g/dL quando a administracdo de AEE ultrapassa 500UI/Kg/Semana (KDOQI Anemia
Guideline, 2006).

3.2 Eriptose
Os eritrdcitos representam a célula mais comum no sangue adulto, com uma média de

vida de 120 dias em individuos saudaveis. Sdo caracterizados por serem células bicdncavas,
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sem ndcleo e mitocéndrias. Essa estrutura permite o acimulo da proteina hemoglobina (Hb),
responsavel pelo transporte de oxigénio (O2) (Higgins, 2015; Lang; Qadri; Lang, 2012;
Minetti et al., 2019).

Novos eritrdcitos sdo produzidos constantemente na medula 6ssea, esse processo de
producdo e maturacdo é chamado de eritropoiese, em que sua regulacdo ¢ mediada pelo
horménio eritropoetina (EPO), produzida pelos rins, sendo o principal regulador da producao
de celulas vermelhas (Dzierzak; Philipsen, 2013). Em condic¢Ges de hipoxia, suprimento
inadequado de oxigénio aos tecidos, a resposta inicial € a producéo de EPO nos rins, a qual
é controlada diretamente pela quantidade de oxigénio dos tecidos através do complexo de
fatores de transcricdo induzidos pela hipéxia (HIF) (Campos et al., 2016; Dzierzak;
Philipsen, 2013).

A eriptose é a morte programada dos eritrécitos, caracterizada pelo encolhimento celular
e pela exposicdo da fosfatidilserina (FS) da membrana interna para externa (Lang; Qadri;
Lang, 2012; Lang et al., 2010). Desencadeada pelo aumento do influxo de Ca?* (Calcio),
mediado por canais ha membrana da célula que sdo ativados por estimulos, como: estresse
oxidativo, toxinas urémicas, dentre outros fatores. A contracdo osmética leva a entrada do
Ca2" e a estimulagdo de uma esfingomielinase que por consequéncia forma a ceramida, ent&o
a ceramida e Ca?" ativam a scramblase e ocorre a inativacio de flippases, gerando uma
exposicdo da fosfatidilserina (FS) (Boulet; Doerig; Carvalho, 2018; Dias et al., 2020; Lang
et al., 2007). Diferente da hemdlise, a eriptose elimina os eritrocitos através de outro
mecanismo, antes mesmo que ocorra a hemadlise nos eritrocitos (Lang; Qadri; Lang, 2012).

Eritrocitos que apresentam a FS exposta sdo removidos da circulagdo por
eritrofagocitose, através de mondcitos (Bonan et al., 2016) e macréfagos (Bonomini et al.,
2001). A proteina transmembrana CD47 transmite um sinal de “Don’t eat me” atraveés da

interacdo com o receptor de macrofago SIRPa, impedindo que ocorra a eritrofagocitose. Em
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individuos saudaveis, a producdo de CD47 diminui apds aproximadamente 120 dias,

permitindo que o sistema monocitico-macrofago remova os eritrocitos. Entretanto, na DRC
a expectativa da vida atil dos eritrocitos é reduzida para cerca de 73 dias e ocorre a exposi¢do
da FS na superficie do eritrdcito, e a transmissdo do sinal “Eat me”. Desse modo, mondcitos
e macrofagos reconhecem a FS exposta e os eritrocitos sdo removidos de circulagdo (Figura
3) (Arias; Arias, 2017; Dias et al., 2020). Se a perda de eritrocitos ndo for compensada por

um aumento da eritropoiese, esse fendbmeno pode contribuir para a anemia (Lang et al.,
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Figura 3: Representacéo da sinalizacdo, vida Util e ambiente redox dos eritrdcitos, sendo separado em condigdes saudaveis
(esquerda) e na doenca renal (direita). Fonte: Adaptado de Dias e colaboradores (2020).

Em estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa, verificou-se que os dois marcadores

de eriptose (FS e niveis de Ca?" intracelular) foram aumentados em pacientes que realizam

hemodialise em comparacdo com o grupo controle (individuos saudaveis). Na exposi¢do da
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FS, houve uma diferenca significativa entre Pre e p6s HD, em que o0 p6s-HD apresentou um
aumento no numero de eritrocitos com a FS exposta. Entretanto, em relagdo aos niveis de

Ca2* ndo foi observada diferenca significativa entre pré e pos-HD (Figura 4) (Dias et al.,
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Figura 4: Eriptose sendo indicada pela exposicao da FS (A) e niveis de Ca intracelular (B). Os dados estdo sendo expressos
pela média de intensidade de fluorescéncia (MFI). CON-RBC:Control Red Blood Cells, HD: Hemodiélise. ***p<0,001

comparando os grupos (pré e pds hemodialise) com controle. & p<0,05 comparando pré e pds hemodiélise. Fonte: Adaptado
de Dias et al., 2021.

3.3 Toxinas urémicas

A uremia ocorre devido a retencdo de solutos, coletivamente chamada de toxinas
urémicas ou solutos urémicos, quando nao sao eliminados pelos rins acabam interagindo
negativamente com 0s processos fisioldgicos (Hamza; Metzinger; Metzinger-Le Meuth,
2020). As toxinas urémicas (TUs) podem ser divididos em trés categorias: Solutos
pequenos sem ligacdo proteica (<500 Daltons); com ligacdo proteica; moléculas
intermediarias (>500 Daltons) (Vanholder et al., 2003).

Os principais solutos de retencéo urémica de pequeno peso e que apresentam relevancia
clinica sdo a ureia e creatinina. Entre as moléculas intermediarias, podem ser incluidos o
hormonio paratireoide (PTH), Interleucinas (IL- 6,8 e 10) e TNF-a. Além disso, os produtos
de retencdo urémica ligados a proteina incluem o indoxil sulfato, p -cresil sulfato e acido

indol-3-acético (Espi et al., 2020). As TUs contribuem para o estresse oxidativo (Verma et
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al., 2021), e apresentam relacdo com a eriptose, as estudadas até 0 momento foram: Indoxil
sulfato (IS) (Ahmed et al., 2013a), vanadato (Foller et al., 2008), acroleina (Ahmed et al.,
2013Db) e metilglioxal (Nicolay et al., 2006).

A toxina IS aumenta a producdo de espécies reativas de oxigénio e eriptose em
eritrécitos do grupo de individuos saudaveis (Dias et al., 2018). A acumulacdo dessas
toxinas leva a danos renais, aumento do estresse oxidativo e inflamagéo (Lu et al., 2021).
Na DRC, a presenga elevada TUs pode levar a um envelhecimento prematuro de eritrocitos,
a uma exposicdo da FS, além de uma reducdo da vida Util dessas células (Bonan et al.,
2016). O acumulo de toxinas urémicas (TUs) também esta associado a uma diminuicdo da
producdo de eritropoetina pelos rins, a qual compromete a eritropoiese pela medula éssea
e dessa forma afeta a producdo de eritrécitos, ocasionando anemia em pacientes com

problemas renais (Hamza; Metzinger; Metzinger-Le Meuth, 2020).

3.4 Inflamacao

A inflamacéo é a resposta a estimulos biolégicos, quimicos ou fisicos, na fase aguda
ocorre a migracao de células do sistema imunolégico para o local onde ocorreu o estimulo,
mediada por citocinas e quimiocinas, entretanto, na fase crénica, a inflamacéo é persistente
e pode causar danos aos tecidos (Germolec et al., 2018). Diversas doencas séo associadas
a inflamacédo crdnica, como: artrite, diabetes, doencas autoimunes e a DRC (Germolec et
al., 2018; Petreski et al., 2021).

Citocinas sdo proteinas de tamanho pequeno (15-20kDa) e estdo envolvidas no
desenvolvimento e na regulagdo da atividade do sistema imunologico. Elas se subdividem
em grupos distintos, como as interleucinas que sdo expressas por leucocitos, Fator de
necrose tumoral, em que o alfa é liberado por mondcitos/macréfagos e Interferons que

podem ser divididos em trés grupos, em que o tipo 2 ¢ conhecido como Interferon y
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secretado por células natural Killer e linfocitos T (Petreski et al., 2021).

Cerca de 30% a 50% dos pacientes com DRC nos estagios mais avangados apresentam
um estado inflamatorio elevado, conforme os niveis de proteina C reativa, interleucina (IL)
-1, IL-6, fator de necrose tumoral (TNF-a) (Gluba-Brzozka et al., 2020). Segundo De
Francisco e colaboradores (2009), a inflamacédo persistente pode contribuir para a
variabilidade nos niveis de Hb, além de contribuir para a hiporresponsividade nos pacientes
que fazem tratamento com AEE. Do mesmo modo, o desenvolvimento da anemia renal
pode ser influenciado pelo estado inflamatério (Gluba-Brz6zka et al., 2020). As citocinas
também apresentam o potencial de suprimir a proliferacéo de células progenitoras eritroides
(Yilmaz et al., 2011).

As moléculas inflamatorias provocam efeitos adversos sobre as células do sistema
hematoldgico, tais como deficiéncia de ferro, reducéo na producdo de EPO, aumento na
fagocitose de eritrocitos e aumento da eriptose pelo estresse oxidativo na circulagdo (Wacka
et al., 2023). Atraveés da producdo de IL-6, devido a inflamac&o sistémica, ocorre a inducao
para uma producéo de hepcidina que regula a homeostase do ferro. Entdo, a hepcidina tanto
reduz a absorc¢do intestinal do ferro quanto a liberacéo de ferro por macréfagos, porém, a
reciclagem de ferro por macréfagos é responsavel por cerca de 90% das demandas diarias
de ferro para a eritropoiese (Wacka et al., 2023; Weiss; Ganz; Goodnough, 2019). Pacientes
com Doenca Renal Cronica no estagio V (DRC-V) apresentam aumento na producdo de
IL-6 a devido a hemodialise e a dialise peritoneal, que estimulam respostas infamatdrias
adicionais (Su; Lei; Zhang, 2017).

O soro de pacientes em estagios mais avangados da DRC que também apresentem
doencas inflamatorias inibiu a formagdo de col6nias eritroides e resposta a EPO, porém
esse processo foi revertido pela adicdo de anticorpos diretos contra TNF-a e Interferon vy

(IFN-y). O aumento da inflamacéo também esta associado com uma supressdo da producao
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de EPO que influencia na eritropoiese (Allen et al., 1999; Yilmaz et al., 2011).

O IFN-y diminui a expressdo do receptor de EPO em células progenitoras eritroides,
inibe sua diferenciacdo e reduz o tempo de vida util dos eritrécitos (Taniguchi et al., 1997;
Wacka et al., 2023). Além disso, IL-1a, TNF-a ¢ IL-1f inibiram de forma dose-dependente
a producdo de EPO induzida por hipdxia em um estudo com células Hep3B, em que a
citocina IL-1p foi a que mais demonstrou efeito na inibicdo (Faquin; Schneider; Goldberg,
1992; Yilmaz et al., 2011).

Segundo Keithi-Reddy e colaboradores (2008), a anemia renal foi associada com
valores elevados do TNF-a, além de niveis elevados de IL-6 e IL-8 em pacientes anémicos
comparados com ndo anémicos. A deterioracdo da funcdo renal na uremia pode ser
associada a um aumento significativo na atividade do TNF-a (Stenvinkel et al., 2005).
Dessa forma, os mediadores TNF-a, IL-1p, IL-6 e IFN-y parecem estar relacionados a
sintese comprometida de EPO em relacdo ao desenvolvimento da anemia associada a

inflamacdo (Figura 5) (Wacka et al., 2023).
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As citocinas inflamatérias também sdo importantes preditores de mortalidade
cardiovascular em pacientes com a DRC (Keithi-Reddy et al., 2008). De acordo com
Ridker e colaboradores (2018), foi observada uma redugdo das taxas de eventos
cardiovasculares adversos graves em pacientes com alto riso de aterosclerose e com DRC
através da utilizacdo de um inibidor de IL-1B, chamado de canakinumab.

Pacientes hiporresponsivos a AEE demonstraram uma associagdo entre o estado
inflamatorio e o desequilibrio oxidativo devido o processo de dialise (Khalil et al., 2016).
Adicionalmente, pacientes ndo responsivos ao tratamento com AEE também apresentam
niveis elevados de citocinas, como: TNF-a, IFN-y, IL-10 e IL-13 (Macdougall et al., 2004).
O estado inflamatorio que ocorre no paciente hiporresponsivo influencia na resposta a EPO
humana recombinante, levando a uma interrup¢do do metabolismo do ferro e a liberacéo
de citocinas que por sua vez inibem a eritropoiese (Drueke et al., 2001). Nessa perspectiva,
Gluba-Brzdzka e colaboradores (2020) consideram que estratégias utilizando anticitocinas
e antioxidantes podem ser sugeridas no futuro visando também o tratamento a

hiporresponsividade & EPO relacionada a inflamacéo.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar a correlagdo entre eriptose e inflamag&o no contexto de anemia renal em

pacientes com doenca renal crénica estagio V (DRC-V).

4.2 Objetivos especificos

a)

b)

d)

Quantificar a eriptose e citocinas de pacientes com DRC-V, distinguindo entre
aqueles submetidos a hemodialise e a didlise peritoneal.

Correlacionar os niveis de fosfatidilserina e mediadores inflamat6rios nos grupos
do estudo.

Correlacionar os niveis de hemoglobina e a expressao de fosfatidilserina nos grupos
do estudo.

Correlacionar os niveis de hemoglobina e mediadores inflamatérios nos grupos do

estudo.
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5.METODOLOGIA
5.1 Populacéo e desenho do estudo

O presente estudo foi aprovado pelo comité de ética da Pontificia Universidade
Catolica do Parand (PUCPR) sob o numero 5.587.701 e com o CAAE de numero
61295922.1.0000.0020. Os pacientes em tratamento de diélise foram recrutados do Hospital
Santa Casa em Curitiba, Parand. Ap0s a assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE), amostras bioldgicas foram coletadas pela prépria equipe do hospital,
no momento anterior da hemodialise ou em exames de rotina dos pacientes em dialise
peritoneal. As etapas experimentais do trabalho estdo representadas na figura 6. O desenho

do estudo é transversal.
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Figura 6: Representacéo grafica de como foram realizadas as etapas experimentais do estudo. DRC-V: Doenca renal cronica
estagio V, grupo com pacientes em hemodidlise e em dialise peritoneal. DP: dialise peritoneal. HD: Hemodialise. Fonte:
Criado pelo Biorender com imagens do Central Florida Kidney Centers

Os dados demogréaficos, clinicos e laboratoriais, como creatinina, albumina,
hematocrito, hemoglobina, PTH, ureia, ferro sérico e ferritina sérica, foram coletados a partir
dos prontuéarios dos pacientes.Todas as amostras foram coletadas no Hospital Santa Casa de
Curitiba e transportadas, processadas e armazenadas no Laboratério de Pesquisa em Anemia
e Imunologia (LabAlRe), do Programa de Pos-graduacdo em Ciéncias da Saude (PPGCS)

localizado na PUCPR para a realizagdo dos ensaios.
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5.2 Critérios de incluséo e excluséo

a) Critérios de inclusdo: Foram incluidos no estudo pacientes maiores de 18 anos em dialise
por mais de trés meses do Hospital Santa Casa de Curitiba. Os participantes incluidos
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

b) Critérios de exclusdo: Pacientes em tratamento com anti-inflamatorios por qualquer
razdo no momento da coleta, pacientes com doenca autoimune, com cancer, pacientes

gravidas ou com infec¢do ativa foram excluidos do estudo.

5.3 Amostra

O ensaio foi realizado com 19 amostras de pacientes em pré hemodialise (HD), 22
amostras de pacientes em dialise peritoneal (DP). O sangue foi coletado em tubos de 4 mL
contendo EDTA para a realizacdo do isolamento dos eritrocitos e em tubos com gel
separador para obtencdo do soro e transportadas no mesmo dia da coleta pela equipe do
LabAlIRe. As amostras foram centrifugadas (3000 rpm por 15 minutos). Nos tubos de soro
foram realizadas a identificagdo e armazenamento em micro tubos conicos de 1,5 mL a 80°C
para posterior mensuracdo das citocinas. Nos tubos com EDTA foi realizado o isolamento
de eritrdcitos para a realizacdo dos ensaios no mesmo dia.

5.4 Quantificacdo de Fosfatidilserina (FS)

Apo6s o isolamento dos eritrdcitos foi realizada a marcagdo com Anexina-V+-PE
(ImmunoTools, Friesoythe, Alemanha), por 15 minutos no escuro, conforme instrucées do
fabricante, para a quantificacdo da exposicdo de FS.

Em seguida, os eritrocitos marcados por Anexina-V+-PE foram ressuspendidos em
Fixfacs (paraformoldeido 4% em tampéo fosfato PBS) e realizado a leitura por citometria de

fluxo (BD Accuri™ C6 Plus Flow Cytometry).
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5.5 Niveis de calcio intracelular (icCa?*)

Os eritrécitos isolados foram marcados com solucao Fluo-4/AM+ (Invitrogen, EUA)
para a dosagem do icCa2*, durante 40 minutos no escuro a 37 °C, conforme instrugdes do
fabricante. Em seguida, os eritrocitos foram ressuspendidos em Tris-glicose e a leitura
realizada por citometria de fluxo (BD Accuri™ C6 Plus Flow Cytometry).

5.6 Dosagem dos mediadores inflamatdrios

A quantificagdo das citocinas IL-6, IL-1p, IFN-y e TNF-a com 0 soro de pacientes
em hemodialise (HD) e em diélise peritoneal (DP) foi realizada pelo método
imunoenzimatico ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), conforme as instrucées
do fabricante (ImmunoTools, Friesoythe, Alemanha).

5.7 Anélise estatistica

Foi realizado a estatistica descritiva dos dados demogréaficos e laboratoriais de todos
0s grupos. Para a comparacao das médias dos dados demograficos e laboratoriais, bem como
dos niveis de morte celular e niveis de citocinas entre os pacientes DP e HD, foram utilizados
0 teste t ou teste Mann-Whitney, conforme o resultado do teste de normalidade. O programa
utilizado foi o GraphPad Prism.

Para a associacao entre as variaveis % de FS na superficie dos eritrécitos, bem como,
concentracOes de cada citocina avaliada com os niveis de Hb de cada paciente foi realizada
analise de correlacdo de Spearman. Correlacdo significativa foi considerada como p<0,05.
Em seguida, uma andlise de regressdo linear simples foi realizada para modelar a relagéo
entre as variaveis, sendo utilizado o programa GraphPad Prism.

Os gréficos de dispersao entre a expressdo de FS, concentra¢@es de citocinas e niveis

de hemoglobina no grupo DRC-V foram realizados pelo programa STATA.
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6. RESULTADOS
6.1 Dados da populagéo

A tabela 1 apresenta os dados demogréficos, laboratoriais e clinicos dos grupos:
pacientes com DRC no estagio V (DRC-V), com a subdivisao diélise peritoneal (DP) e
hemodialise (HD). A média de idade dos pacientes incluidos no estudo foi de 62,51+14,1,
com 56% do sexo masculino e com média do IMC de 26,38+5,6. Dos parametros
laboratoriais, observou-se hemoglobina de 11.16+1,65 g/dL. A porcentagem dos pacientes
DRC-V anémicos (Hb < 11g/dL) foi de 51%, hipertensos de 90% e diabéticos 40%. Foi
realizada uma comparacao estatistica entre o grupo DP e HD, em que foi observado diferencga

estatistica significativa nas medias de ferro serico (p=0,0307).

Pacientes em diilise peritoneal Pacientes em hemodiilise

Parametros DRC-V (n=41) @=22) (=19) Valor de p
Dados Demogrificos
Idade (anos) 62,51+ 14,18 66,14 £ 10,93 5832+16,52 0,078
Idade (Min e Max) 20 e 84 48e 82 20e84
Sexo masculino (%) 56 50 63
IMC (kg/m2) 26,38 £ 565 2574+ 515 27.06+621 0,5359
Dados Laboratoriais
Creatinina (mg/dL) 7.21+297 7.03+354 T41+2121 0.2931
Abumina (g/dL) 371+£041 3.62+£047 3.81+£030 0.1672
Hematdcrito (%o) 3248543 32,70+ 4.8 32.23+6.21 0,7848
Hemoglobina (g/dL) 11,16 £ 1,65 1127+ 1.56 11.04+1.79 0.6614
PTH (Mediana (Min-Max)) 268,2(31-953) 3242 (63-953) 120 (31-624)
Utreia (mg/dL) 1103 + 28 86 10951 £ 2524 111,2+33.26 0.8565
Ferro sérico (ug/dL) 8455+£31.41 0429+3271 73.27+£2632 0,0307*
Ferritina sérica (ng/mL) 278.0+1907 2835+£2225 27161516 0,7076
Tempo de didlise (meses) 21 (3-139) 15.50 (3-139) 28 (4-95)

(Mediana (Min-Max))

Dados Clinicos

Hipertensio (%) 90 91 90
Diabetes (%) 19 55 1
Anemia (%) 51 50 53

Tabela 1: Caracteristicas demograficas e laboratoriais dos grupos Doenca renal cronica estagio V (DRC-V), dialise
peritoneal (DP) e Hemodialise (HD). Dados expressos como médiatdesvio padréo. Varidveis categdricas expressas como
frequéncia. Paratorménio (PTH) e indice de massa corporal (IMC).*p<0,05. Valor de p representa a comparagao entre 0s
grupos de pacientes em DP e HD.

Na tabela 2 estdo representados os dados dos biomarcadores celulares avaliados no
estudo. A comparacéo estatistica foi realizada nos entre os subgrupos diélise peritoneal (DP)

e hemodidlise (HD). Sendo possivel observar que a média de intensidade de fluorescéncia
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(MFI) nos eritrécitos com FS na superficie foi maior no grupo HD (19,57+5,6) quando
comparado com o grupo DP (10,90+4,7) (p<0,0001). Em relagdo ao nivel de icCa?* a MFI
encontrada em pacientes HD foi de 84,44+6,77 a qual foi significativamente maior
comparado com os pacientes DP em que a média foi de 30,9+14,05 (p<0,0001). Em relac&o
a comparacdo dos niveis de citocinas, o grupo HD apresentou maiores niveis de IL-6
(31,56+10,43), IL-1pB (21,05+5,34), IFN-y (18,72+5,17), comparando com o grupo em DP
(15,57+2,39; 12,47+6,31; 8,29+4,04, respectivamente) (p<0,0001). Em relacdo a TNF-o ndo
foi observada diferenga significativa entre as médias dos grupos HD (11,78+6,40) e DP

(13,2545,17) (p<0,25).

Marcadores DRC-V (n=41) DP (n=22) HD (n=19) Valordep

Fosfatidilserina (%MFI) 14,92 £6.72 10.90 = 4.7 195756  <0,0001*

Calcio intracelular (%MFI) 55,71 =29.24  30.9=14.05 84.44=6.77 <0.0001*

IL-6 & (pg/mL) 2277£10,74 1557=2.39 31,56=10.43 <0,0001*
IFN-y (pg/mL) 13,12 =6.95 8.20 =404 18,72 +=5.17  <0,0001*
IL-1P (pg/mL) 16.45=7.24 12,47 =6.31 21.05 534  <0.0001*
TNF-0 (pg/mL) 12,57 = 5,75 13.25 =517 11,78 = 6.40 0.2557

Tabela 2: Representacdo dos valores de médiatdesvio padrdo dos marcadores utilizados no estudo. Doenca renal cronica
V (DRC-V), Diélise peritoneal (DP) e Hemodialise (HD). Valor de p representa a comparagao entre os grupos de pacientes
em DP e HD. MFI=Média de intensidade de fluorescéncia. *p<0,05.

6.2 Correlacdo entre os marcadores de eriptose (FS e icCa?*) nos grupos

A andlise de correlacdo entre os marcadores de eriptose no grupo DRC-V e
individualmente entre as modalidades de didlise revelou relagdo significativa (p<0,05)
(Figura 7) indicando que valores elevados de icCa?* estdo associados a maiores valores de
exposicdo de FS no grupo DRC-V (r=0,6929; p<0,0001) (Figura 7A). Quando a mesma

andlise foi realizada nos subgrupos, observou-se correlagéo positiva e significativa no grupo
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HD (r=0,4827;p<0,0348) (Figura 7C), e correlagéo positiva fraca e ndo significativa no

grupo DP (r=0,3032; p<0,2564) (Figura 7B).

>
)
)
Q
<

w
=)
3

o
T
o

3
1=

125 p<0.0001 <0.2564 100

. p<0.0348

@
=3
.

T T T
= 75 = . = 9
= 2 . IS
e T a0 * ot et Iy
g 3 e S g
3 3 ° . . 3 80
o L 20 . LY ° ]
25 o
L] L] ° °
10 20 30 0 5 10 15 20 25 0 10 20 30 40
FS (% MFI) FS (% MFI) FS (% MFI)

Figura 7: Correlagdo entre calcio intracelular (icCa?*) e fosfatidilserina (FS) em eritrocitos de pacientes DRC-V.
Representados pela % de MFI - Média de intensidade de fluorescéncia. A: Doenga renal cronica estagio V (DRC-V), B:
diélise peritoneal (DP) e C: hemodialise (HD).

6.3 Correlacdo entre FS e mediadores inflamatorios
A andlise de correlacdo entre a exposicdo de FS e os niveis de IL-6 demonstrou que
menores concentracdes de IL-6 foram associadas com menores niveis de exposicao de FS
no grupo DRC-V (r=0,4999; p<0,0003) (Figura 8A). Da mesma forma, correlacéo positiva
e significativa foi observada no subgrupo DP (r=0,3473; p<0,039) (Figura 8B), sem

significancia no subgrupo HD (r=0,003; p<0,99) (Figura 8C).
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Figura 8: Correlagdo entre eritrdcitos com exposicao de fosfatidilserina (FS) e a citocina IL-6. Representados pela % de
Meédia de intensidade de fluorescéncia (MFI). A: Doenca renal cronica estagio V (DRC-V), B: Grupo em diélise peritoneal
(DP) C: Hemodiélise (HD).

Para a citocina IL-1p a correlagdo foi positiva somente no grupo DRC-V (r=0,34;

p<0,001), em que valores mais baixos de IL-1p foram relacionados com menores valores de
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exposicao de FS (Figura 9A). Na andlise dos subgrupos, tanto para DP (r=0,25;p<0,254)

como para HD (r=0,4326;p<0,064) observou-se correlacdo positiva moderada, mas sem

significancia estatistica (Figura 9B e C, respectivamente).
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Figura 9: Correlagéo entre eritrocitos com exposicdo de fosfatidilserina (FS) e a citocina IL-1pB. Representados pela % de
MFI - Média de intensidade de fluorescéncia. A: Doenga renal cronica estagio V (DRC-V), B: Grupo em diélise peritoneal
(DP) e C: Hemodiélise (HD).

Na correlagdo entre a citocina IFN-y e a exposi¢do de FS observa-se correlagéo
positiva moderada significativa somente no grupo DRC-V (r=0,4370; p<0,001), dessa forma
menores valores da citocina estdo correlacionados com menores valores de exposicéo de FS
(Figura 10A). No grupo DP (r=0,1282;p<0,569) e no grupo HD (r=0,3256;p=0,173) as

correlagdes foram positivas fracas e ndo significativas (Figura 10B e C, respectivamente).
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Figura 10: Correlagdo entre eritrocitos com exposicéo de fosfatidilserina (FS) e a citocina IFN-y. Representados pela % de
MFI - Média de intensidade de fluorescéncia. A: Doenga renal cronica estagio V (DRC-V), B: Grupo em dialise peritoneal
(DP), C: Hemodidlise (HD).

Né&o foi observado correlacao significativa em nenhum dos trés grupos estudados em

relacdo as concentracdes de TNF-a. No grupo DRC-V, o coeficiente de correlacdo foi
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r=0,08190 com p<0,61, indicando uma correlacdo fraca (Figura 11A). No grupo DP,
r=0,1316 e p<0,559, sugerindo uma correlagdo positiva fraca. O grupo HD apresentou
r=0,4267 e p<0,0685 com uma correlagdo positiva moderada, mas sem significancia

estatistica (Figura 11B e C, respectivamente).

o DRC-V . DP . HD
£<0.61 p<0.559 p<0.0685
g 301 . . Z 304 = 304 . o
= ] . = = .
E ¢ e ¢ g 2 £ 20 L )
= 20 L § . - R & e - ® .
» »n . » s
w O * .. uw . o] w e °
10 i :.'0 s 10 —‘—.v;‘v—..’" 10 o
e L L4 ., .
0 T T 1 0 T T 1 0 T T 1
0 10 20 30 0 10 20 30 0 10 20 30
TNF- (pg/mL) TNF-« (pg/mL) TNF-a (pg/mL)

Figura 11: Correlagdo entre eritrocitos com exposicéo de fosfatidilserina (FS) e a citocina TNF-a. Representados pela %
de MFI - Média de intensidade de fluorescéncia. A: Doenga renal cronica estagio V (DRC-V), B: Grupo em dialise
peritoneal (DP), C: Hemodialise (HD).

6.4 Correlacéo entre hemoglobina (Hb) e FS
A correlacdo entre exposicdo de FS e niveis de Hb demonstra correlagdo negativa
com significancia estatistica (p<0,05) em que os menores valores de Hb foram associados a
maiores valores de exposicdo de FS no grupo DRC-V (r=-0,4811; p<0,001) (Figura 12A).
Quanto estratificado quanto a modalidade de dialise, o grupo HD também apresentou
correlacdo negativa e significativa (r=-0,6734; p<0,0031) (Figura 12C), enquanto 0 grupo

DP apresentou correlacdo negativa fraca e sem significancia estatistica (r=-0,366;p<0,192)

(Figura 12B).
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Figura 12: Correlagdo entre eritrocitos com exposicdo de fosfatidilserina (FS) e os valores de Hemoglobina (Hb).
Representados pela % de MFI - Média de intensidade de fluorescéncia. A: Doenca renal cronica estadgio V(DRC-V), B:
Grupo em didlise peritoneal (DP), C: Hemodidlise (HD).
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6.5 Correlacao entre Hb e mediadores inflamatorios

Na correlagdo entre a concentracdo da IL-6 e os niveis de Hb ndo foram encontrados
valores significativos. Os grupos DRC-V (r=-0,2843; p<0,578) e HD (r=-0,2519; p<0,313)
apresentaram correlacdes negativas fracas, ja o grupo DP (r=0,035; p<0,874) ndo apresentou

correlagéo (Figura 13A-C).
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Figura 13: Correlacdo entre a citocina IL-6 e os valores de hemoglobina (Hb). A: Doenca renal cronica estagio V (DRC-
V), B: Grupo em didlise peritoneal (DP), C: Hemodiéalise (HD).

Na correlagdo de IFN-y e Hb nos grupos estudados foi possivel observar associagéo
inversa em que a medida que os valores de Hb aumentam, os niveis de IFN-y tendem a
diminuir no grupo DRC-V (r=-0,4737; p<0,0001). Nos subgrupos, observou-se correlacao
negativa moderada em DP (r=-0,7; p<0,0001) e correlacdo negativa forte e HD (r=-0,5608;

p<0,0125) (Figura 14A-C).
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Figura 14: Correlagdo entre a citocina IFN- y e os valores de hemoglobina (Hb). A: Doenga renal cronica estagio V(DRC-
V), B:Grupo em dialise peritoneal (DP), C: Hemodialise (HD).

Na associacdo de IL-1p e Hb foi possivel observar correlagdo negativa moderada

significativa em todos os grupos estudados (Figura 15 A-C), conforme menores 0s niveis de
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Hb, maiores foram os niveis de IL-1p no grupo DRC-V (r=-0,6055; p<0,0001), DP (r=-

0,6971; p<0,0003) e HD (r=-0,6082; p<0,0057).
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Figura 15: Correlacdo entre a citocina IL-1 B e os valores de hemoglobina (Hb). A: Doenca renal cronica estagio V (DRC-
V), B: Grupo em didlise peritoneal (DP), C: Hemodiéalise (HD).

Em relacdo ao TNF-a, menores valores de Hb apresentam correlacdo negativa
moderada significativa com maiores concentracées de TNF-o. no grupo HD (r=-0,5022;
p<0,028) (Figura 16 C), entretanto nos grupos DRC-V (r=-0,288; p<0,067) e DP (r=-0,069;
p<0,758) as correlacdes entre as variaveis foram negativas fracas e ndo apresentaram

significancia estatistica (Figura 16 A e B, respectivamente).
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Figura 16: Correlacdo entre a citocina TNF- o e os valores de hemoglobina (Hb). A: Doenca renal cronica estagio V (DRC-
V), B: Grupo em dialise peritoneal (DP), C: Hemodialise (HD).

6.6 Dispersao entre hemoglobina, citocinas e fosfatidilserina

Foi conduzido um grafico de dispersdo para avaliar os niveis de Hb, com as
concentragdes das citocinas e a exposic¢do da FS para o grupo DRC-V. Sendo definido os
niveis mais baixos de Hb de 8 até 11 g/dL e altos acima de 11g/dL, os niveis de citocinas

estdo representados por niveis de elevados (pontos pretos), medianos (pontos azuis) e
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baixos (pontos vermelhos) e os valores de FS por % de MFI (Figura 17).

Em relacéo aos niveis de IL-6 observou-se que pontos com maiores concentragdes
da citocina em sua maioria se encontram com 0s menores valores de Hb e maiores de FS
exposta (Figura 17A). O mesmo foi observado em relagdo aos niveis de Hb, a IFN-y e % de
exposicdo de FS onde observou-se que os pontos com maiores concentracdes da citocina
(pontos pretos) em sua maioria se encontram nos valores de Hb<11g/dL e maiores % de FS
exposta (Figura 17B). Na IL-1B que 0s pontos que apresentam maiores concentragdes da
citocina estdo concentrados majoritariamente em valores de Hb<11g/dL e em sua maioria
com aumento de morte celular (% exposi¢édo de FS) (Figura 17C), o mesmo observado para
a relacdo entre os niveis mais baixos de Hb (8 a 11 g/dL) e concentracdo maior que TNF-a.

com alta % de exposicdo de FS (Figura 17D).
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Figura 17: Gréfico de Disperséo entre os niveis de A: IL-6, B: IFN-y; C: IL-1B e D: TNF-o. com a % da exposi¢éo de
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7. DISCUSSAO

Em resumo, os resultados indicam que pacientes em HD apresentam niveis
aumentados de FS, icCa?*, e citocinas inflamatdrias (com excecdo da TNF-a) comparados a
pacientes em DP. Como esperado a correlagdo entre FS e icCa?* foi significativa na DRC-V,
e niveis elevados de FS associaram-se a menores concentragdes de Hb no grupo DRC-V e
HD. Além disso, altas concentragdes das citocinas inflamatérias IFN-y e IL-1p mostraram
forte correlagdo com menores niveis de Hb, independentemente do tratamento de dialise.
Nesse mesmo contexto, a alta taxa da exposi¢éo de FS mostrou-se fortemente correlacionada
a altas concentragdes de IFN-y e IL-1p em pacientes DRC-V.

De acordo com a literatura, a exposi¢édo de FS foi observada como sendo maior em
pacientes submetidos a HD e DP em compara¢do com individuos saudaveis. No entanto, na
analise comparativa entre os grupos, foi relatado que pacientes em DP apresentaram
eritrécitos com maior exposicdo de FS em relagdo aos eritrocitos obtidos de pacientes em
HD (Bissinger et al., 2016), o que contrasta com os resultados do presente estudo. Essa
discrepancia pode ser atribuida a diferencas nas caracteristicas clinicas e sociodemogréficas
dos pacientes incluidos em cada estudo. Além disso, outro estudo destacou que a exposi¢do
a FS foi mais elevada em pacientes em DP quando comparados a individuos saudaveis, e
que comorbidades como hipertenséo e doencas cardiovasculares ndo tiveram uma influéncia
significativa sobre os niveis de FS (Virzi et al., 2019).

A correlacio positiva entre a exposicio da FS e niveis de Ca?* intracelular em que
maiores % de exposicdo de FS foram associados a maiores niveis de icCa?* era esperada,
uma vez que a eriptose é caracterizada pelo aumento da exposi¢cdo de FS induzida pelo
aumento do influxo de Ca?* em eritrocitos (Lang; Qadri; Lang, 2012; Lang et al., 2007;
Lang; Lang; Foller, 2012). Do ponto de vista fisiol6gico, a eriptose € um mecanismo de

protecdo muito semelhante a apoptose de células nucleadas, para remover eritrocitos
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defeituosos. E um processo importante, pois permite uma forma de morte celular do
eritrécito diferente da hemdlise, que resulta na ruptura das membranas com liberagdo de
contetido danificado do RBC e consequente inflamacdo. Com a exposicao de FS, o eritrocito
é reconhecido por mondcitos circulantes com receptores especificos de fosfatidilserina, que
engolfam e removem o eritrécito da circulacdo (Bonan et al., 2016). Contudo, quando ocorre
um aumento da eriptose com uma diminic¢ao da reposicdo destas células na circulacdo, um
quadro de anemia pode ser estabelecido como o que acontece na DRC.

Os achados confirmam o estado inflamado dos pacientes com DRC-V, em que
maiores concentracbes dos mediadores inflamatorios estavam significativamente
aumentadas em pacientes HD comparados com pacientes em DP. Poucos estudos avaliam
as concentracOes séricas de marcadores inflamatorios na populagéo estudada, sendo as vezes
controversas. Enquanto um estudo sugere uma predominancia de estado inflamatério Thl
sob condicdes urémicas (Sester et al., 2000), outro estudo indica uma prevaléncia de Th2
(Libetta et al., 2001). Parece, no entanto, que durante o intervalo interdialitico, a producéo
de citocinas dos mondcitos se mantem normal, embora essas células liberem grandes
quantidades de citocinas pro-inflamatorias sob estimulacdo urémica (Coppo et al., 2000).
Entre os mediadores inflamatorios, a IL-6 tem sido a citocina mais estudada nas populagdes
com DRC e diélise (Stenvinkel et al., 2002). Niveis elevados de IL-6 sdo comumente
observados em pacientes com DRC (Pecoits-Filho et al., 2003) e tanto a hemodialise como
a dialise peritoneal por si s6 estimulam ainda mais as respostas inflamatoérias e aumentam a
producdo de IL-6 (Takahashi et al., 2000, Caglar et al., 2002). Além disso, IL-6 prevé melhor
mortalidade cardiovascular e por todas as causas do que a PCR e outras citocinas, como
TNF-o, IL-1p e IL-18 (Honda et al., 2006, Tripepi et al., 2005).

Entretanto, acredita-se que a inflamacdo cronica e a resposta de fase aguda interagem

em varios niveis para prejudicar a eritropoiese, acelerar a destruicdo de eritrocitos,
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contribuindo para a anemia renal (Chawla; Krisnan, 2009). As citocinas, incluindo IL-1, IL-
6, IFN-y e TNF-a, suprimem e afetam as células precursoras em diferentes estagios da
eritropoiese (Allen et al., 1999). O presente estudo aponta correlagdo entre a exposicao de
FS e as citocinas (IL-6, IL-1pB, IFN-y), principalmente na populacdo DRC-V, podendo
portanto, potencializar a reducdo na vida util dos eritrocitos. Também foi observado uma
correlacdo significativa entre a eriptose e os niveis de Hb, indicando que quanto maior a
exposicdo de FS, menores sdo os valores de Hb. Sabe-se que existe uma correlagédo positiva
significativa entre eriptose e IL-6, bem como entre eriptose e mieloperoxidase em eritrdcitos
de individuos saudaveis expostos a plasma de pacientes com sepse (Marcello et al., 2023).

De acordo com Khalil e colaboradores (2016), verificou-se uma correlagéo negativa
entre Hb e IL-6, em que menores niveis de Hb apresentaram maiores valores de IL-6,
indicando uma possivel correlagdo entre os marcadores inflamatorios e a anemia. Entretanto
os resultados apresentados ndo apontam correlacdo significativa entre IL-6 e Hb em nenhum
dos grupos estudados. As diferencas entre os presentes achados e o estudo anterior, que
contou com uma amostra de 80 participantes, podem divergir devido a um menor nimero de
participante no presente estudo e perfil dos pacientes que participaram. Porém, é sabido que
pacientes com anemia renal apresentaram valores elevados de TNF-a e niveis
significativamente mais baixos de Hb. Além de maiores concentracdes de IL-6 e IL-8 em
pacientes anémicos comparados com nao anémicos (Keithi-Reddy et al., 2008). Em
concordancia com o achado, o presente estudo revelou correlagdo significativa entre os
niveis baixos de Hb com valores elevados de TNF-a no grupo de pacientes DRC-V e na
subdiviséo de pacientes HD.

A baixa concentracdo de Hb foi associada & inflamacéo cronica caracterizada pelos
niveis elevados de TNF-a e IL-1f, com os menores niveis de Hb. Ja a IL-6 ndo apresentou

diferenga estatistica entre o grupo anémico e ndo anémico (Wacka et al., 2023). Os
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resultados corroboram com os dados obtidos no presente estudo, nos quais foram
encontrados uma correlagdo significativa entre niveis de Hb e TNF-a no grupo DRC-V e
HD, além da significancia encontrada entre niveis de Hb e IL-1p, sem diferenca estatistica
entre a Hb e a IL-6. E necessario ressaltar que Wacka e colaboradores (2023) estudaram a
inflamacéo relacionada com a idade e ndo exclusivamente no grupo de pacientes doentes
renais cronicos.

De acordo com um estudo realizado por Virzi e colaboradores (2022), citocinas e
toxinas urémicas apresentam um efeito prejudicial nos eritrécitos ao induzir a eriptose. A
eriptose foi observada significativamente maior em eritrocitos em contato com
concentracdes mais elevadas das citocinas (IL-6 e IL-1B) comparadas com as concentragdes
mais baixas das mesmas citocinas. O estudo revela que eritrocitos incubados com o0s
mediadores inflamatérios (IL-6 e IL-1) ou toxinas urémicas (p-cresol e ureia) apresentaram
uma aumento significativo de eriptose em todos os tempos comparado com células ndo
tratadas. Além disso, foi observado uma correlacdo positiva entre IL-1p e a eriptose, 0 que
corrobora com o resultados encontrados no presente estudo. Os resultados revelam que maior
concentracéo da IL-1p estdao associados com maiores % de FS e menores valores de Hb.

Com a influéncia da inflamagdo na progressdo da DRC, estudos com anticitocinas
tém sido buscados para a diminuicdo da inflamacdo nesta populacdo, até mesmo para o
tratamento em relacdo a hiporresposividade a EPO relacionada a inflamacéo (Gluba-Brz6zka
et al., 2020). Alguns resultados de coortes revelam efeitos positivos na reducdo de eventos
cardiovasculares adversos graves em pacientes com alto riso de aterosclerose com a
utilizacdo de canakinumab, um inibidor de IL-1pB (Ridker et al., 2018). O antagonista do
receptor de interleucina-1 (IL-1ra), conhecido como Anakinra, também demostrou controlar
a resposta inflamatoria em pacientes em HD pela diminuicéo dos niveis de IL-6 e da proteina

C reativa ap6s 4 semanas de utilizagdo (Hung et al., 2011). Além disso, observou-se uma
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menor taxa de efeitos adversos, como infecgdes e citopenias, com a utilizagcdo do Anankinra
comparando com o placebo. Os resultados também sugerem que o Anankinra apresentou um
impacto positivo na reducdo dos niveis de IL-6 (Dember et al., 2022).

O ziltivekimab, um anticorpo monoclonal direcionado contra a IL-6, foi eficaz na
reducdo de biomarcadores inflamatérios e tromboticos relacionados com a aterosclerose
(Ridker et al., 2021). Em outro estudo, o ziltivekimab também apresentou uma significativa
melhora nos marcadores de inflamag&o, diminuiu a necessidade do uso de agentes
estimuladores da eritropoiese (AEE) e aumentou os niveis de albumina sérica em pacientes
em hemodialise (HD) com inflamac&o e hiporresponsividade aos AEE (Pergola et al., 2021).
Essas evidéncias sugerem que tanto o Anankinra quanto o ziltivekimab podem desempenhar
um papel importante na gestdo da inflamagdo em pacientes com DRC e em dialise,
potencialmente melhorando os desfechos clinicos e reduzindo a necessidade de intervencdes
adicionais.

Os achados do presente estudo, juntamente com novos dados sobre o uso de
anticitocinas na DRC, destacam a necessidade de estratégias terapéuticas personalizadas
para melhorar o0 manejo da inflamacdo e da anemia renal, com consequente beneficio aos

pacientes com DRC-V.
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8. CONCLUSAO

As principais conclusdes dos resultados s&o:

1) Niveis aumentados de fosfatidilserina (FS) e célcio intracelular (icCa?*) foram
observados mais altos em pacientes em hemodialise (HD) em comparacdo aos pacientes em

diélise peritoneal (DP).

2) Correlacio estatistica foi observada entre a exposicio de FS e os niveis de icCa?*

na DRC-V.

3) O aumento da expressdo de FS correlacionou-se com niveis mais baixos de

hemoglobina (Hb) no grupo DRC-V e HD.

4) ConcentracOes elevadas de IFN-y, IL-1p ¢ Hb correlacionam-se fortemente em

todos 0s grupos de pacientes estudados.

5) Altas taxas da exposicdo de FS correlacionam-se com altas concentracdes das

citocinas IFN-y, IL-1p em pacientes DRC-V.

9. CONSIDERACOES FINAIS

As limitacGes do estudo incluem o nimero reduzido de participantes, o que pode ter
impactado nas correlagdes na subdivisdo de acordo com a modalidade de dialise. Além
disso, as técnicas diferentes das dialises possuem processos diferentes que podem impactar
diretamente nos resultados de inflamacao na analise dos subgrupos. Ainda, os pacientes em
hemodialise (HD) e dialise peritoneal (DP) podem estar recebendo tratamentos adicionais
ou diferentes, que podem influenciar tanto a exposi¢cdo de FS como na producdo dos
mediadores inflamatdrios.

Algumas sugestdes visam conectar as descobertas do presente estudo a potenciais
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aplicagdes clinicas que podem melhorar o gerenciamento e os resultados para pacientes
com doenga renal cronica em estagio V (DRC-V) submetidos a diferentes tratamentos de
dialise. Em que os niveis de FS e icCa?* podem ser biomarcadores clinicos para avaliar o
estresse celular na DRC, particularmente em pacientes de HD. Além de alvos terapéuticos
em que estratégias destinadas a modular os niveis de citocina, especialmente IFN-y e IL-1f
em pacientes de HD, podem ser exploradas para mitigar a inflamacao e suas complicac¢des

associadas na DRC.
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