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RESUMO

Em pacientes com doencga renal cronica (DRC), altas concentragbes de toxinas
urémicas (TU) causam disfungdo em células ou sistemas bioldgicos, que podem ser
mediados pela resposta imune. No entanto, pouco se sabe sobre a relacao entre
TU, biomarcadores inflamatorios e biomarcadores de resposta a toxicidade urémica
(UTRB) e seu impacto no estado cardiovascular. Nosso obijetivo foi identificar as
associagdes entre TU, biomarcadores inflamatorios e UTRB e seus papéis como
preditores de desfecho em pacientes com DRC moderada a grave.

Material e métodos: Amostras de plasma obtidas de sessenta e sete pacientes nos
estagios 3, 4 e 5 de DRC (coorte 1) foram usadas para determinar os niveis totais
de TU (indoxil sulfato - IS, p-cresil sulfato - pCS e acido indol-3-acético - IAA) por
cromatografia liquida de alta performance (HPLC). As concentragdes de
biomarcadores inflamatorios [IL-6, proteina C reativa de alta sensibilidade (hsCPR),
monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1), vascular adhesion molecule—1
(sVCAM-1), intercellular adhesion molecule—1 (sICAM-1) e sFas] e UTRBs [forma
soluvel de CD36 (sCD36), receptor soluvel de produtos finais de glicacdo avangada
(sRAGE), fractalcina] foram medidos por ensaios imunométricos. Para avaliar a
presenga do receptor da fractalcina (CX3CR1) no tecido, foi realizada
imunohistoquimica dos segmentos da artéria iliaca externa e renal de uma coorte
composta por pacientes com DRC em estagio 5 e seus doadores saudaveis (coorte
2). A avaliagao cardiovascular foi realizada através do Doppler de carotidas. Os
pacientes foram acompanhados prospectivamente por uma média de 5,2 anos e a
morte por qualquer evento foi usada como desfecho primario.

Resultados: Os niveis plasmaticos da TU, bem como os niveis de biomarcadores
inflamatoérios (MCP-1, sVCAM-1, sICAM-1, sFas) e UTRB, foram correlacionados
negativamente com a TFG em pacientes com DRC. IS e p-CS correlacionaram-se
com sFas (r=0,39, p=0,001; r=0,46; p<0,001), sCD36 (r=0,62, p<0,001, r=0,55,
p<0,001), sRAGE (r=0,48, p<0,001, r=0,48, p<0,001) e fractalcina (r=0,77, p<0,001,
r=0,77, p<0,001), respectivamente. O IAA correlacionou-se com sCD36 (r=0,52,
p<0,001) e fractalcina (r=0,41, p<0,001). No coorte 2, observou-se uma expressao
tecidual de CX3CR1 significativamente maior nos pacientes com DRC (receptores)
que nos controles (doadores). Quando comparados 0s casos com € sem placa
aterogénica, em relagdo a TU e biomarcadores, foi observada diferenga significativa
para sCD36 (p=0,049). Baixa TFG foram associados com aumento da mortalidade
(HR 1,03, IC 95% 1,01-1,08; p=0,02), enquanto os maiores niveis séricos de IS (HR
1,02, 1IC95% 1,001-1,040; p=0,03), pCS (HR 1,005, 1C95% 1.001-1.010; p=0,007),
IL-6 (HR 1,20, 1C95% 1,02 - 1,40; p=0,026), sFas (HR 1,002, IC95% 1,003-1,40;
p=0,001), sCD36 (HR 1,02, 1C95% 1,004-1,030, p=0,01) e fractalcina (HR 3,98,
IC95% 1,200-13,180; p=0,02) foram associados a um risco aumentado de
mortalidade. IAA, hsCPR, MCP-1, sVCAM-1, sICAM-1 e sRAGE nao foram
preditores independentes ou significativos de eventos fatais na populacao estudada.
Conclusoées: Existem fortes correlacdes entre TFG, TUs circulante, biomarcadores
plasmaticos de inflamacéo sistémica e vascular e UTRB. Tanto TU (IS, pCS), sFas e
alguns UTRB (sCD36 e fractalcina) foram preditores independentes de risco de
mortalidade total em pacientes com DRC moderada a grave.

Palavras-chave: Toxinas urémicas, biomarcadores inflamatérios, sCD36,
Fractalcina (CX3CL1) e sSRAGE



ABSTRACT

In chronic kidney disease (CKD) patients, high concentrations of uremic toxins (UT)
cause dysfunction in cells or biological systems, which may be mediated by the
immune response. However, little is known about the relationship between UT,
inflammatory biomarkers and uremic toxicity response biomarkers (UTRB) and their
impact on cardiovascular status. We aimed to identify the associations between
uremic toxins, inflammatory biomarkers and UTRB and their roles as predictors of
outcome in patients with moderate to severe CKD.

Material and methods: Plasma samples obtained from sixty-seven CKD patients
stages 3, 4, and 5 (coorte 1) were used to determine total levels of UT (indoxyl
sulfate - IS, p-cresil sulfate - pCS and indole-3-acetic acid - IAA) by high
performance liquid chromatography (HPLC) with fluorescence detection. The
concentrations of inflammatory biomarkers [IL-6, high sensitivity C protein reactive
(hsCPR), monocyte chemoattractant protein—1 (MCP-1), soluble vascular adhesion
molecule-1 (sVCAM-1), soluble intercellular adhesion molecule-1 (sICAM-1) and
sFas] and UTRBs [soluble form of CD36 (sCD36), soluble receptor of advanced
glycation end products (sRAGE), fractalkine] were measured by immunometric
assays. To evaluate the presence of fractalkine receptor (CX3CR1) in the tissue,
immunohistochemistry of external iliac and renal artery segments from donors and
stage 5 CKD patients were performed (coorte 2). Cardiovascular evaluation was
performed through carotid Doppler. Patients were followed prospectively for an
average of 5.2 years and death by any event was used as the primary outcome.
Results: UT plasma levels as well as the inflammatory biomarkers levels (MCP-1,
sVCAM-1, sICAM-1, sFas) and UTRB were correlated negatively with GFR in CKD
patients. IS and p-CS correlated with sFas (r=0.39, p=0.001; r=0.46; p<0.001),
sCD36 (r=0.62, p<0.001, r=0.55, p<0.001), sRAGE (r=0.48, p<0.001, r=0.48,
p<0.001) and fractalkine (r=0.77, p<0.001, r=0.77, p<0.001), respectively. IAA
correlated with sCD36 (r=0.52, p<0.001) and fractalkine (r=0.41, p<0.001). In cohort
2, significantly more CX3CR1 tissue expression was observed in patients with CKD
(receptors) than in controls (donors). When comparing cases with and without
atherogenic plaque, relative to UT and biomarkers, statistically significant difference
for sCD36 was observed (p=0.049). Lower GFR were associated with increased
mortality (HR 1.03, 95% CI 1.01-1.08; p=0.02), whereas the highest serum IS levels
(HR 1.02, 1C95% 1.001-1.040; p=0.03), pCS (HR 1.005, 1C95% 1.001-1.010;
p=0.007), IL-6 (HR 1.20, 1C95% 1.02 — 1.40; p=0.026), sFas (HR 1.002, IC95%
1.003-1.40; p=0.001), sCD36 (HR 1.02, IC95% 1.004-1.030; p=0.01) and fractalkine
(HR 3.98, IC95% 1.200-13.180; p=0.02) were associated with an increased risk of
mortality. IAA, hsCPR, MCP-1, sVCAM-1, sICAM-1 and sRAGE were not
independent or significant predictors of fatal events in the study population.
Conclusions: There are strong correlations between GFR, circulating UT, plasma
biomarkers of systemic and vascular inflammation and UTRB. Both UT (IS, pCS),
sFas and some UTRB (sCD36 and fractalkine) were independent predictors of total
mortality risk in patients with moderate to severe CKD.

Running title: Uremic toxins, Inflammatory biomarkers, sCD36, Fractalkine
(CX3CL1) and sRAGE
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1. INTRODUGCAO

A doenga renal crénica (DRC) é considerada um problema de saude publica por
sua prevaléncia e incidéncia elevadas. Pacientes com DRC apresentam alto
risco de mortalidade, especialmente em decorréncia da doenca cardiovascular
(DCV) (1). Os fatores de risco tradicionais ndo sao suficientes para explicar esse
fato e muitos fatores considerados nao-tradicionais, como a inflamacédo e a
toxicidade urémica vém sendo estudados (2). As toxinas urémicas s&o retidas
no sangue e nos tecidos, em decorréncia do dano renal e sdo potencialmente
causadores de processos degenerativos. Isto é caracterizado por um complexo
de alteragdes celulares e moleculares, intimamente ligados a resposta imune
inadequada (3). A disfuncdo imune da DRC se caracteriza por inflamagao
sistémica e crbnica, com altos e constantes niveis de marcadores de
inflamacao. A toxicidade urémica ainda, pode levar a uma resposta inflamatodria
endotelial, seguida de aterosclerose e consequentemente, DCV (4). Alguns
biomarcadores de inflamacéo crénica, disfuncdo endotelial e apoptose sdo bem
conhecidos e estudados. Porém, para melhor entender a patogénese de
algumas moléculas e a relacdo delas com a toxidade urémica, com a
progressdo e o impacto na DCV em DRC, se faz necessario buscar novos
biomarcadores. Assim, talvez seja possivel melhor estratificar, obter novos alvos

de tratamento e reduzir a mortalidade desses pacientes.

1.1 Epidemiologia da Doenga Renal Crdnica e risco cardiovascular

7

A DRC ¢é definida como uma condigdo onde a funcido renal esta
diminuida, demonstrada pela taxa de filtragcdo glomerular (TFG) inferior a
60mL/min por 1,73/m?, ou com a presenca de marcadores de dano renal
(proteinuria, sinais radioldégicos de comprometimento renal), com pelo menos 3
meses de duracdo, independentemente da causa subjacente (5). O melhor
indicador disponivel da funcdo renal € a TFG que pode ser determinada pela
medida da depuracdo renal de solutos com producao estavel, auséncia de

metabolizacdo extra renal, filtragdo glomerular sem restricbes e baixa
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reabsorcao ou secrecgao tubular. Na pratica, a depuracio de creatinina, levando-
se em conta os niveis séricos e urinarios, € a mais utilizada. A TFG pode
também ser estimada através de equacgdes, considerando-se niveis séricos de
creatinina, e dados antropométricos e demogréficos (idade, peso, sexo e raga).
A primeira equagao desenvolvida foi a de Cockroft-Gault, porém nos ultimos
anos as formulas de MDRD e a CKDEpi se mostraram superiores em termos de

performance, para a estratificagcdo da DRC (6).

A DRC ¢é considerada um problema de saude publica, por sua
prevaléncia e incidéncia elevadas (cerca de 7 a 10% da populacdo adulta), além
dos enormes custos econdmicos e sociais por conta do manejo das
comorbidades associadas a DRC, bem como das terapias de substituigdo de
funcao renal. Inumeros fatores como o diabetes, hipertensao arterial, obesidade
e histéria familiar estdo associados a instalagcdo e progressdo da DRC (1). A
compreensdo dos mecanismos da DRC e sua interagdo com fatores de risco
tem permitido o desenvolvimento de intervengbes farmacoldgicas e né&o
farmacoldgicas, especialmente nos pilares de controle pressoérico, controle
glicémico e inibicdo do sistema renina angiotensina aldosterona, com
comprovado beneficio na prevengdo primaria da DRC e no retardo da

progressao da doenga (1, 7, 8).

Além do potencial de progressao da DRC para os estagios avangados, a
DRC representa um multiplicador do risco da doenga cardiovascular (DCV), por
mecanismos que ndo podem ser explicados exclusivamente pelos fatores de
risco tradicionais da DCV (9). Entre os fatores n&o tradicionais para a DCV na
DRC estdo sobrecarga volémica, os disturbios do metabolismo mineral, e a
inflamacao (2). Intimamente ligados com estes fatores de risco CV que sao
peculiares da DRC esta o fendbmeno da toxicidade urémica, que é o ponto

central desta tese.

1.2. Conceitos basicos da toxicidade urémica

Com a progressao da DRC, os rins perdem a capacidade de remover

efetivamente da corrente circulatoria produtos do metabolismo do organismo ou

14



provenientes da dieta. Quando estes produtos do metabolismo s&o eliminados
predominantemente pelos rins, ha um acumulo no organismo e aumento na
concentragdo circulante ou tecidual. Quando estes compostos resultam em
reacao deletéria em células ou tecidos, sdo chamados de toxinas urémicas (10,
11). Esforgos consideraveis foram realizados para identificar e compreender os
mecanismos responsaveis para tal toxicidade porém, poucas formas de
intervengdes terapéuticas, que possam reduzir os efeitos adversos das toxinas

urémicas, foram estudadas até o presente (2).

Atualmente, ja foram identificados mais de 100 compostos urémicos,
classificados de acordo com suas propriedades fisico-quimicas e
caracteristicas de remocao por dialise em:

- Compostos pequenos, soluveis em agua, com no maximo 500 Da. Por
exemplo: a ureia e a creatinina, as quais, sao facilmente removidas por dialise.
Os compostos neste grupo ndo tém necessariamente uma toxicidade funcional
sobre 0 organismo;

- Compostos de peso molecular moderado com mais de 500 Da. Os
exemplos deste grupo sao 2-microglobulina e leptina, e estas moléculas sé
podem ser removidas através de hemodidlise com o0 uso de membranas de
porosidade grande. Muitos dos compostos neste grupo sdo peptideos que
afetam um grande numero de orgaos e sistemas;

- Compostos ligados a proteinas, em geral com baixo peso molecular.
Os exemplos deste grupo séo os fendis (p-cresol, p-cresil sulfato) e os inddis
(indoxil sulfato, acido-3-indol acético), compostos dificeis de remover por dialise
e com diversas atividades tdxicas no organismo (12, 13).

A maioria dos estudos pioneiros com compostos fendlicos iniciou-se
com o p-cresol, mas posteriormente descobriu-se que, este composto se
encontra em concentragdes muito pequenas no organismo, sendo logo
metabolizado para seus conjugados pela microbiota intestinal (12). Durante sua
passagem pelas mucosas do colon e figado, € metabolizado por processos de
conjugacao (sulfatacdo e glucoronidagdo) formando dois compostos o p-
cresilsulfato e o p-cresilglucoronidato (14). Estudos in vitro demonstram que o
p-cresol afeta a resposta inflamatéria, interferindo na ativacdo de leucécitos

polimorfonucleares e resposta endotelial a citocinas (15).
15



Entre as toxinas urémicas ligadas a proteina, o indoxil sulfato (IS), p-cresil
sulfato (pCS) e acido-3-indol acético (IAA) sdo mais extensivamente estudadas
devido ao seu impacto negativo no sistema cardiovascular (16). Estas toxinas se
originam da fermentacao de compostos indélicos ou fendlicos pela microbiota do
intestinal (17) e s&do moléculas citotoxicas que, induzem efeitos cardiovasculares
e respostas proé-inflamatorias. Varios estudos demonstraram que estas toxinas
sdo marcadores confiaveis de DCV e da evolugdo da doenga e mortalidade em
DRC (18-20). O p-CS se origina da conjugacao do p-cresol pelo figado sendo
considerado a toxina efetiva (18). Schepers e colaboradores (2007) observaram
um efeito pré-inflamatério do p-CS, avaliado pelo aumento da formacédo de
radicais livres produzidos por leucocitos, contribuindo para o dano vascular nos
pacientes com DRC (21). O p-CS pode induzir o desprendimento de
microparticulas endoteliais, mesmo na auséncia de dano (22), sugerindo que
esta toxina pode estar envolvida na disfuncdo endotelial e significativamente
correlacionado com a patogénese da aterosclerose em pacientes em estagio
avangcado de DRC (23). O p-CS é um composto fendlico, pequeno, com
caracteristicas lipofilicas e por isso, facilmente penetra na membrana celular e
desorganiza a célula como um todo (24). Além disso, prejudica a reatividade e
remodelagdo vascular (25) e também, acelera o desenvolvimento da disfungao

cardiaca associada a DRC, intensificando a apoptose de cardiomiécitos (26).

O IS é derivado do triptofano, o qual € metabolizado em indol que, apds
ser absorvido pelo sangue, é transformado em IS no figado (27). Alguns
estudos mostraram que essa toxina urémica pode acelerar a progressédo da
DRC através da indugédo direta de uma variedade de genes envolvidos no
processo inflamatdrio e fibrose (28, 29). O IS desempenha um papel essencial
na lesdo endotelial e desencadeia a producdo de moléculas pré-inflamatorias,
inibe o reparo do endotélio e produz radicais livres promovendo assim, a
progressao da DRC (30). Além disso, pode estimular progressivamente a
fibrose devido ao aumento dos niveis de expressao do fator de estimulagdo do
crescimento (TGF-B1), inibigdo de metaloproteases teciduais e colageno pro-a1
(31). Estudos recentes mostraram que o nivel plasmatico de IS € um marcador

valido para DCV e mortalidade em pacientes com DRC (19, 29).
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Outra toxina do grupo indol, derivada do metabolismo do aminoacido
triptofano é o IAA. Dou e colaboradores (2015) mostraram que a concentragao
desta toxina no plasma é de 5 yM e a maxima de 50 uM e que, juntamente com
o IS, o IAA induz estresse oxidativo em células tubulares e endoteliais (32). Os
mesmos autores demonstraram também que, o IAA aumentou a expressao de
genes de inflamagéo endotelial como IL-6, IL-8, ICAM-1 e MCP-1 no endotélio
de pacientes com DRC (32). Ent&o, concluiram que, o IAA mostra efeitos pro-
inflamatdrios e pro-oxidantes, de inflamagao vascular, estresse oxidativo e
aterosclerose e age como um marcador significativo para DCV, podendo estar
associado a mortalidade na DRC (32). Além disso, o IAA, assim como o IS,
inicia a transcri¢gao do fator receptor de human aryl hydrocarbon (AhR) (33) cuja
a ativacao esta envolvida nos processos de: aterogénese, inflamagao vascular
e estresse oxidativo (34).

A literatura mostra que IS e pCS juntos sdo amplamente responsaveis
pela progressdo da DRC e pelo desenvolvimento de complicagbes, como a
DCV. Estudos sugerem que as agdes patogénicas do IS e p-CS derivam da
inducdo de espécies reativas do oxigénio as quais ativam a via NF-«kf,
resultando em estresse oxidativo, producdo de citocinas proé-inflamatérias,
quimiocinas e moléculas de adesao (28, 35, 36). O entendimento destes
mecanismos € vital para elucidar se o IS e p-CS sao potenciais alvos
terapéuticos ou unicamente biomarcadores da progressdo da DRC (36).

1.3. Toxicidade urémica e inflamacao
Diante do exposto acima, conclui-se que o ambiente urémico propicia a
geracdo de toxicidade celular e tecidual, potencialmente causadores de
processos degenerativos. Isto € caracterizado por um complexo de alteragbes
celulares e moleculares, intimamente ligados a resposta imune inadequada (3).
A disfuncdo imune da DRC se caracteriza por inflamacao sistémica e cronica,
com altos e constantes niveis de marcadores de inflamagéo, como a proteina C
reativa (PCR), citocinas pro-inflamatérias e quimiocinas (37). A PCR €& um
marcador sistémico da inflamacgdo e estudos prospectivos mostraram que a
mesma tem um efeito sinérgico com citocinas pro-inflamatorias como um
preditor de mortalidade cardiovascular em pacientes em hemodialise (38).
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Dentre as citocinas pro-inflamatérias, uma foi amplamente estudada: a
interleucina-6 (IL-6). Esta citocina induz a diferenciacédo de linfocitos B em
células produtoras de anticorpos e a produgao de proteinas de fase aguda como
a PCR e o fibrinogénio (39). O fato da IL-6 promover a produgdo de PCR, uma
proteina conhecida por diminuir a expressao de oxido nitrico sintetase, pode ser
a razao pela qual foi implicada no desenvolvimento da aterosclerose através de
mecanismos metabdlicos, endoteliais e pré-coagulantes (40). Diante disso,
estudos foram realizados correlacionando a IL-6 ao aumento da mortalidade e
desfechos adversos em pacientes em estagio final de DRC (40, 41). Além disso,
mostrou-se um preditor independente de mortalidade cardiovascular em um
coorte de pacientes em diferentes estagios da DRC, com maior poder de

predicdo quando comparada a PCR, TNF-a e albumina (42).

A disfuncdo endotelial € um evento comumente descrito na faléncia
renal, tanto crénica como aguda, assim como em estagio final de todas as
doencas renais. Acredita-se que o acumulo de toxinas urémicas, pode levar a
uma resposta inflamatéria endotelial, seguida de aterosclerose e
consequentemente, DCV (4, 13). A aterosclerose € uma doenga vascular
inflamatoria e frequentemente esta associada a DRC (4). De fato, a exposigcéo
do endotélio a estas toxinas, leva a modificagdes no fenoétipo celular, fazendo
com que as células endoteliais respondam com a produg¢ao de moléculas pro-
inflamatdrias (43). A disfungédo endotelial € marcada pela regulagao positiva de
moléculas de adesdo celular, tais como a vascular adhesion molecule-1
(VCAM-1), intercelular adhesion molecule-1 (ICAM-1) e selectinas, que
desempenham um papel fundamental nas interagdes entre os leucdcitos,
plaquetas e endotélio vascular (44) e também, cooperam com quimiocinas
influenciando o aumento da adesado de mondcitos e neutrdfilos no endotélio
ativado (45). Seguindo a aderéncia ao endotélio, citocinas de quimioatracao
tais como a monocyte chemoatractant protein-1 (MCP-1), medeiam a
transmigracdo e ativacdo de células inflamatérias dentro do espago sub-
endotelial, promovendo a diferenciagcdo de mondcitos em macréfagos, os quais
se tornardo as chamadas foam cells apos a fagocitose de LDL-oxidada, e
consequentemente influenciardo a aterosclerose em seus estagios iniciais (45,

46).
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Um outro marcador envolvido na inflamacao e desenvolvimento de DCV
em DRC é o Fas. O sistema Fas e seu ligante (FasL) sdo membros da familia
do TNF e s&o relacionados a inflamacéo e apoptose. Foi demonstrado que o
sistema Fas/FasL é expresso em lesbes ateroscleréticas e esta relacionado a
apoptose de células endoteliais e reposta inflamatéria em placas de
aterosclerose (47). Blanco-Colio e colegas (2007) mostraram que o aumento da
sFas e a diminuicdo de sFasL correlacionou-se com risco cardiovascular
sugerindo que, as formas soluveis desse sistema (sFas/sFasL) sejam
consideradas um novo biomarcador de dano vascular e risco cardiovascular
(48). Em outro estudo, foi observado que as concentragbes plasmaticas de
sFas e sFasL foram significativamente maiores em pacientes com DRC quando
comparados com o grupo controle. Estes resultados indicam que a DRC esta
fortemente associada com a inflamagédo, desregulagdo do sistema imune,

disfuncao endotelial e dano vascular (49).
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Figura 1. Efeitos das toxinas urémicas na sindrome cardiorrenal. Em condi¢des de
faléncia renal, ocorre o aumento de toxinas urémicas tais como IS, pCS e IAA. A
toxicidade urémica faz com ocorra um aumento das citocinas inflamatodrias, moléculas
de adesao e demais biomarcadores levando a disfungcéo endotelial, aterosclerose, DCV
e consequentemente a morte. Esta figura foi gentiimente cedida, para ser adaptada,
pela professora Dra. Andréa Emilia Marques Stinghen.

20



A resposta inflamatéria da DRC ndo somente representa um evento
fisiopatoldgico importante, mas também abre perspectivas de identificacdo de
multiplos biomarcadores deste processo. Isso vem se consolidando como
ferramentas de utilidade no entendimento dos mecanismos de doenca,
identificacdo de pacientes sob alto risco de complicagcdes e na monitoracéo de
tratamentos de reducdo de risco de DCV, por exemplo. Alguns biomarcadores
de inflamag&o cronica como a IL-6, disfungcdo endotelial (formas soluveis de
moléculas de adesao) e apoptose (Fas, Fas ligante) sdo bem conhecidos e
estudados, mas, para melhor entender a patogénese de algumas moléculas e a
relacdo delas com a toxidade urémica, com a progressao e o impacto na DCV
em DRC, se faz necessario buscar novos biomarcadores. sCD36, Fractalcina e

RAGE soluvel sdo alguns desses exemplos.

O CD36, também conhecido como translocase de &acido graxo e
glicoproteina 1V ou llIb da plaqueta, € uma glicoproteina integral de membrana,
multiligante, expressa na superficie de uma variedade de células incluindo:
adipdcitos, células musculares esqueléticas, plaquetas, células endoteliais e
mondcitos/macrofagos (50, 51). O CD36 atua como um receptor para a
lipoproteina de baixa densidade (LDL) em células apoptdticas, em macréfagos
e como um transportador de acido graxo em musculo e adipocitos (52, 53).
Possui uma fungdo muito importante na patogénese da aterosclerose pois o
aumento da expressao de CD36 em macrofagos induz a internalizagéo de LDL
oxidada e leva a formagdo de células espumosas, presentes nos estagios
precoces de aterosclerose (54).

A forma soluvel (sCD36) é considerada um biomarcador da expressao
alterada de CD36 nos tecidos pois, foi observado em concentracoes
aumentadas nos obesos e em individuos com diabetes tipo Il (51). Alguns
estudos mostraram a influéncia do CD36 na progressdo da DRC pois, estes
pacientes ndao somente tém um perfil lipidico mais aterogénico como também
evidéncias de inflamagéao crdnica e estresse oxidativo (55, 56).

Em um estudo com animais hipercolesterolémicos com um modelo de
doenga renal progressiva, reforgou-se a teoria que as lipoproteinas oxidadas
estdo diretamente envolvidas na ativacdo de vias moleculares que

desencadeiam inflamacdo e estresse oxidativo, levando a DCV. Em ratos
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geneticamente modificados CD36-/- e recebendo dieta normal observou-se a
diminuicdo da severidade da fibrose renal. Estes dados sao consistentes com o
fato do CD36 ndo somente ser um receptor para compostos oxidados mas,
também propagar um estado de estresse oxidativo o que lesa o rim
cronicamente (57). Chmielewski e colaboradores (2010) demonstraram que a
concentracdo de CD36 soluvel, o 75° percentil foi associado ao aumento do
risco de mortalidade cardiovascular em pacientes em dialise (58).

Os produtos finais da glicagcao avancada (AGEs) fazem parte da grande
variedade de substancias formadas a partir de interacbes amino carbonila de
natureza nao enzimatica, entre acucares redutores ou lipideos oxidados e
proteinas, aminofosfolipideos ou acidos nucléicos (59).

Os AGEs séao fortemente implicados no desenvolvimento de doenca
vascular e sdo de especial interesse como novos biomarcadores, porque eles
sdo um elo etioldgico entre hiperglicemia e complicagdes no diabetes. Pensa-
se também, que os AGEs contribuem para o desenvolvimento de doenca
vascular em nao diabéticos através de suas atividades pré-oxidantes (60, 61).

Os AGEs ligam-se a uma variedade de receptores e os niveis circulantes
desses receptores sao influenciados por fatores enddgenos (glicose, insulina,
inflamacéao, espécies reativas do oxigénio) e exdgenos (tabagismo, dieta) (62).
O RAGE ¢é o receptor mais amplamente estudado e que se expressa nas
células vasculares, retina, rins e células inflamatorias (63). Em resposta a
formacdo dos AGEs, a expressdao de RAGE aumenta em doencas como
diabetes e DRC (63).

O receptor soluvel dos AGEs (sRAGE) é a isoforma de RAGE
encontrada no soro e forma-se principalmente, por clivagem proteolitica de
RAGE e secundariamente, por RAGE secretado endogenamente (esRAGE). O
esRAGE pode ser medido de forma independente e compreende cerca de um
quarto do RAGE sérico total e esta altamente correlacionada com niveis totais
de sRAGE (64). A via de sinalizagdo do RAGE pode ser inicializada por
diversos ligantes, como os AGEs, uma superfamilia de imunoglobulinas,
proteinas S100/ calgranulinas, peptideo p-amildide, entre outras moléculas.

Quando estimulado por AGEs, RAGE induz inflamacéo, contribui para a leséo
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do tecido e é um incentivo para a progressao da doenga crbnica através da
sinalizagdo mediada por NFkf} (65, 66).

Considerando a crescente literatura sobre sRAGE e suas associagoes
com o diabetes e a DCV, o papel deste marcador no desenvolvimento da DRC
nao & bem caracterizado. Estudos indicam que, os niveis de sRAGE sao
elevados entre os pacientes com DRC e em estagio final da DRC em relagao a
individuos sem doenca renal ou com doenga menos grave (67, 68).

Rebholz e colaboradores (2014) estudaram uma coorte com 15.792
pacientes onde observou-se que, as taxas de sRAGE do baseline foi
inversamente correlacionada com a eTFG (estimada) e positivamente
correlacionada com outros marcadores de filtragdo renal (32 microglobulina,
por exemplo). Estes resultados sugerem que os niveis circulantes de sRAGE
podem ser diretamente afetados pela insuficiéncia dos rins em filtrar
substancias enddgenas de forma adequada ou, pelo contrario, que sRAGE
impacta diretamente a funcdo renal sendo um marcador de risco para o
desenvolvimento tanto no inicio como no estagio final da DRC (69). A literatura
mostra também que os niveis elevados sRAGE estdo associados com
desfechos adversos em pacientes com DRC (66, 70, 71).

O mecanismo pelo qual sRAGE exerce sua influéncia em tecidos e vias
de sinalizacdo nao esta totalmente elucidado. Uma possibilidade é que os
niveis de SRAGE podem refletir o grau da atividade AGE-RAGE, a qual por sua
vez pode contribuir de forma adversa na saude (72). Isto é, na presenga de
niveis elevados dos AGEs circulantes ocorre aumento da expressao de mRNA,
resultando na regulagéo positiva da produgédo de RAGE (73). Visto que, sSRAGE
€ um produto da clivagem de RAGE, a concentragdo plasmatica de sRAGE
poderia corresponder a quantidade de RAGE produzido. Outra explicagao
possivel € que, semelhante aos AGEs, niveis elevados sRAGE circulantes
resultam da diminuigdo da depuragédo renal e subsequente acumulo (74, 75). A
concentracdo de sRAGE na pratica, pode representar o estado inflamatério, e,
assim, contribuir na patogénese da doenga renal (76, 77).

A fractalcina (CX3CL1), uma proteina transmembrana contendo
multiplos dominios é o unico membro da subfamilia CX3C. A forma soluvel
consiste no dominio extracelular gerado por metaloproteases e possui fungéo
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de quimioatragdo (78). E expressa em células endoteliais ativadas por citocinas
pro-inflamatérias e age como uma molécula de adeséo. A molécula é regulada
in vivo por agentes inflamatérios tais como: lipopolissacarideos, interleucina-1,
interferon (IFN-y) e TNF-a (79).

A fractalcina e seu receptor (CX3CR1) foram relacionados ao
desenvolvimento e progressao de lesdes ateroscleréticas (80). Os niveis de
fractalcina e CX3CR1 estdo elevados na circulagio e em placas
aterosclerdticas na doencga arterial coronariana. Além disso, observou-se que
polimorfismos do gene CX3CR1 estdo associados a eventos coronarianos (81).
Como ja foi dito anteriormente, a DRC estd associada a uma condigéo
inflamatoria permanente o que pode levar a alteragbes na via fractalcina-
CX3CR1 aumentando assim, o risco de DCV (80). Yadav e colaboradores
(2011) observaram uma associagdo entre a espessura média-intimal e o
aumento da populacdo de linfécitos T CD4*CX3CR1* e fractalcina plasmatica
em pacientes com DRC em estagio 3 e 4. Baseando-se nesses achados e na
habilidade da fractalcina em induzir quimiotaxia e promover infiltragdo de
leucdcitos dentro da parede do vaso, sugeriu-se que a via fractalcina-CX3CR1
pode ser importante no desenvolvimento e/ou progressdo da aterosclerose na
DRC (82).

A fractalcina foi considerada um marcador plasmatico da ativagao
inflamatdria relacionada ao p-cresol. Um estudo revelou que p-cresol, em
concentragdes urémicas, inibe a migragao transendotelial de leucécitos e altera
a expressao de fractalcina soluvel (83). Demonstrou-se ainda que, em
processos inflamatérios ocorre a elevacdo dos niveis plasmaticos da
fractalcina, aumento do seu mRNA, assim como aumento da expressdo e

funcao do receptor CX3CR1 em linfocitos (80).

1.4. Racional e hipdteses
A literatura mostra que os pacientes com DRC apresentam um estado
inflamatadrio cronico e que isto esta relacionado com eventos cardiovasculares.
Novos marcadores vém sendo implicados no agravamento do quadro da DRC,
porém, o papel desses marcadores nao foi bem explorado e ainda € conflitante.
A analise de biomarcadores especificos deste processo e da resposta in vitro
24



ao estimulo de toxinas representa um avanco na compreensao da toxicidade
urémica relacionada a imunidade inata. Desta forma, o estudo de
biomarcadores da resposta celular a toxicidade urémica e o entendimento dos
mecanismos celulares envolvidos na resposta imune inata da DRC podem
auxiliar a estratificacido dos pacientes sob o risco das complicagdes da DRC e
também na identificacido de vias especificas de reposta imune a DRC e em
novos alvos de tratamento para potencialmente reduzir a mortalidade destes

pacientes.
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2. OBJETIVOS

Investigar a relagdo entre a concentragcdo sérica de toxinas urémicas,
biomarcadores inflamatérios, biomarcadores de resposta a toxicidade urémica
e o impacto na estrutura e histologia de vasos de pacientes com DRC, bem

como o risco de mortalidade em pacientes com DRC em fase pré-dialitica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar a concentragdo plasmatica das toxinas urémicas p-cresil e
indoxil-sulfato e acido-3-indol acético em pacientes com DRC moderada
a severa,;

e Verificar a concentragdo plasmatica de biomarcadores inflamatérios
(resposta sistémica, vascular, de apoptose) e biomarcadores resposta a
toxicidade urémica;

e Avaliar as correlagdes entre a TFG, os niveis de toxinas urémicas e
biomarcadores de resposta inflamatdria sistémica, vascular, de apoptose
e especifica da toxicidade urémica;

e Avaliar associagdo de biomarcadores inflamatorios e de resposta a
toxicidade urémica em artérias (avaliagédo n&o invasiva e histolégica) de
pacientes com DRC;

e Avaliar o impacto das toxinas urémicas e dos varios biomarcadores

estudados no risco de mortalidade em pacientes com DRC.
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3. DESENVOLVIMENTO

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos da Pontificia Universidade Catdlica do Parana, sob o parecer CEP n°
509 (ANEXO 1) e parecer CEP n° 577 (ANEXO II). O consentimento informado

foi obtido dos pacientes.

3.1 Pacientes

Este estudo tem duas coortes: para a analise de biomarcadores, caracterizacao
de DCV e andlise do risco de mortalidade, estudamos um grupo de pacientes
com DRC em preé-dialise (coorte 1). Para a avaliagdo da expresséao tecidual de
biomarcadores em artérias, incluimos pacientes em estagio 5 da DRC
submetidos a transplante renal. Os doadores de rim foram usados como
controles (coorte 2). Informagdes detalhadas das coortes foram publicadas em
outros estudos (84-86).

3.1.1 Pacientes com DRC em pré-dialise:

Sessenta e sete pacientes de nossa clinica de DRC foram incluidos no estudo.
Os critérios de inclusdo foram 18 anos ou mais, presenca de DRC (proteinuria
ou diminuicdo da taxa de filtragcdo glomerular (TFG) em trés avaliagdes
consecutivas) e disponibilidade para participar do estudo. Os critérios de
exclusao foram sinais de doenga inflamatéria ou infecciosa ativa (avaliada pela
auséncia de sinais clinicos de inflamagdo aguda), malignidade, terapia de
reposicao renal prévia ou real e o uso de drogas imunossupressoras. A TFG foi
estimada pela formula simplificada de Modificagdo da Dieta na Doenca Renal
(MDRD) usando a média de duas determinagdes da concentracdo de

creatinina.

3.1.2 Pacientes com DRC em transplante renal

Quatorze pacientes em estagios 5 da DRC e que foram submetidos a
transplante renal de doador vivo foram incluidos no estudo. Seus doadores de
rim serviram como grupo controle. Durante o transplante, segmentos iliacos

externos e artérias renais foram coletados dos pacientes com DRC e dos
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controles, respectivamente. Os critérios de exclusdo foram tabagismo,
diabetes, doencga inflamatdria sistémica e historia ou sintomas de DCV antes do
transplante. Ambos os grupos foram submetidos a uma triagem de DCV dentro
de 3 meses do estudo, incluindo os biomarcadores séricos de risco CV, escore
de Framingham, ecocardiograma de estresse ou cintilografia. Apenas os
pacientes com baixo risco para eventos CV apds a avaliagao foram incluidos

na analise.

3.2 Amostras de sangue

Na manh& da inclusdo no estudo, amostras de sangue periférico foram
coletadas em EDTA. Apds a centrifugagédo, o plasma obtido foi dividido em
aliquotas e armazenado a —80°C até a dosagem de toxinas urémicas ou
biomarcadores. Os pacientes foram classificados nos estagios 1-5 de acordo

com as recomendacgdes do KDIGO (6).

3.3 Determinacgédo das concentragbes plasmaticas de toxinas urémicas ligadas
a proteina

As concentragdes plasmaticas totais das toxinas urémicas p-cresil e indoxil-
sulfato e acido indol-3-acético foi realizada através do método de HPLC (High
Performance Liquid Chromatography) com deteccdo fluorescente.
Resumidamente, os plasmas foram processados conforme descrito (87). O
ultrafiltrado foi injetado no sistema cromatografico (Shimadzu Prominence
Tokyo, Japao) equipado com um injetor manual modelo 7125 Rheodyne, uma
bomba de quartzo (Shimadzu LC-20AD Tokyo, Japan) controlada pelo
programa LC Solution (Shimadzu Tokyo, Japan) e equipada com detector de
fluorescéncia Shimadzu RF-20 A. Definiu-se a fase movel e os tempos de
corrida necessarios para a obtencdo dos resultados apds o processo de
padronizacao, utilizando os compostos comerciais de indoxil-sulfato e acido
indol-3-acético e o composto sintetizado de p-cresil sulfato. Para identificacao
das toxinas urémicas seguiu-se os métodos de protocolos ja publicados (88-
90). As toxinas foram separadas por uma coluna C8 (Phenomenex, Luna 5um,
100A, 150x4,6mm), utilizando gradiente de concentragéo, eluida com 50mM de
formiato de amoénio, pH=3,0 e metanol variando entre 35% a 65%, com 0,7
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mL/min de vazao. As toxinas urémicas foram detectadas por fluorescéncia, e
durante a corrida os comprimentos de onda foram alternados da seguinte
forma: IS com comprimento de onda Aexc = 280 nm e Aemi = 383 nm até 6,5
minutos; pCS com comprimento de onda Aexc = 265 nm e Aemi = 290 nm de
6,51 a 10,0 minutos; e IAA com comprimento de onda Aexc = 280 nm e Aemi =

383 nm a partir de 10,01 minutos até o final da corrida, em 33 minutos.

3.4 Determinacdo das concentracbes plasmaticas dos marcadores
inflamatorios (IL-6, hsCRP, MCP-1, sICAM-1, sVCAM-1 e sFas)

Para avaliagcdo do processo inflamatério em pacientes com DRC, foram
analisados marcadores gerais de inflamagdo (IL-6, hsCRP), quimiocina de
inflamacédo vascular (MCP-1), moléculas de adesédo (sICAM, sVCAM) e
marcador envolvido com a apoptose (sFas).

A avaliagao da proteina C reativa de ultra sensibilidade (hsCRP) foi realizada
em laboratorio de analises clinicas, pela técnica de quimioluminescéncia
(Immulite; DPC Biermann, Bad Nauheim, Alemanha). O intervalo de detecg¢ao
para hsCRP e IL-6 foi de 0,175 a 1,100 mg/L e 0,5 a 1.500 pg/mL,
respectivamente.

Os niveis plasmaticos de MCP-1, ICAM-1 soluvel (sICAM-1) e VCAM-1 soluvel
(sVCAM-1) foram medidos por um ensaio imunoenzimatico (ELISA) ‘in house’,
utilizando anticorpos disponiveis comercialmente (R & D Systems, Minneapolis,
MN, EUA). Isso possibilitou a redugao significativa de custos dos experimentos
através da compra. Desta forma, todos os anticorpos (captura, detecgao e
recombinante, marca R&D Systems), assim como as placas de ELISA (Nunc),
Streptavidina (Zymed) e substrato cromogénico (TMB — Zymed) e demais
reagentes necessarios para a técnica foram adquiridos comercialmente. A
realizagdo de um ensaio de ELISA, “in house” requer uma série de cuidados
técnicos, como por exemplo, experiéncias em analises laboratoriais,
conhecimentos de técnicas de preparo de solugdes e calculos de concentracao
e de conceitos imunoldgicos e de estatistica basicos.

As concentragdes plasmaticas dos Fas soluveis (sFas) foram realizadas em
outro laboratorio de pesquisa, através de um ensaio imunoenzimatico (ELISA)
utilizando um kit comercialmente disponivel (OptEIA, PharMingen, San Diego,
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CA, U.S.A.) de acordo com as instrugdes do fabricante.

3.5 Determinagédo das concentragcbes plasmaticas dos marcadores de resposta
a toxicidade urémica - UTRB - (sCD36, fractalalcine e SRAGE)

Os niveis plasmaticos do CD36 soluvel (sCD36), fractalcina soluvel e RAGE
soluvel (sRAGE) foram medidos por um ensaio imunoenzimatico (ELISA)
utilizando um kit comercialmente disponivel (Cusabio Technology® - Houston,
TX, EUA para sCD36 e Quantikine® Immunoassay - R&D Systems,
Minneapolis, MN., EUA para os outros biomarcadores). O intervalo de medicéo
do sistema ELISA foi de 2,5 a 160 ng/mL para sCD36, 75 - 5000 pg/mL para
sRAGE e 0,15 a 10 pg/mL para fractalcina. O CV intra-ensaio para sCD36,
fractalcina, sRAGE foi de 7,5, 7,2 e 8,2%, respectivamente, e o inter-ensaio CV

7,0, 7,5 e 8,1%, respectivamente.

3.6 Imunohistoquimica (IHC) de artérias de pacientes com DRC e controles
saudaveis

A presenca de IL-6, MCP-1, CD36, fractalcina e receptor de fractalcina
(CX3CR1) em tecido, foi avaliada em segmentos de artéria renal e iliaca de
pacientes com DRC em estagio 5 e seus doadores, respectivamente. Durante o
transplante, foram coletados os segmentos de artéria renal e iliaca e
imediatamente fixados em formalina a 10%. Apdés 12 horas, os espécimes
foram embebidos em parafina. As analises IHC foram realizadas no Laborat6rio
de Patologia Experimental da Pontificia Universidade Catdlica do Parana
(PUCPR). Os tecidos embebidos em parafina foram seccionados, montados
em laminas, secos, deparafinados e reidratados. As se¢des foram incubadas
com Imuno Retriver (Dako™; Santa Clara, CA, EUA), em banho-maria por 30
min. Em seguida, as secg¢des foram incubadas com o anticorpo monoclonal de
camundongo (ABCAM - Cambridge, MA, EUA) para anticorpos anti-IL-6 e
anticorpos policlonais de coelho (ABCAM - Cambridge, MA, EUA): anti-MCP-1,
anti-CD36, anti-fractalcina ou anti CX3CR1 em uma céamara umida a 2-8 ° C
durante a noite. As sec¢des foram incubadas com anticorpo secundario (Spring
Reveal Complement; Spring Bioscience™; Fremont, CA, EUA), tratadas com
complexo avidina biotina-peroxidase (Spring Reveal Conjugate; Spring
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Bioscience™; Fremont, CA, EUA) e coradas com diaminobenzidina (DAB
solucdo de substrato cromogénico - Dako™; Santa Clara, CA, EUA). As
laminas foram contra-coradas com hematoxilina de Harris e montadas em
resina histolégica para microscopia (Entellan, Merck™). Controles positivos e
negativos foram incluidos em todas as reag¢des. Para a analise morfométrica,
imagens representativas da expressao tecidual de IL-6, MCP-1, CD36,
fractalcina e CX3CR1 foram capturadas com um Scanner Zeiss Axio Scan
Slide (Alemanha) equipado com uma objetiva de 20X. As imagens foram
otimizadas no software Adobe Photoshop CS6 v 13.0, removendo as areas
brancas. Vinte campos de mediun-power (MPF) foram selecionados
aleatoriamente (ampliagdes de 200x) em cada lamina. A fotomicrografia MPF
de controle positivo foi escolhida como a “mascara”, que continha niveis
adequados de sinal positivo de expressao tecidual e, em seguida, a mascara
foi sobreposta as fotomicrografias das amostras. Com base no sinal de
imunoexpressao tecidual positivo ideal obtido, o soffware de analise de imagem
Image-Pro Plus 4.5™ da Media Cybernetics™ (Rockville, MD, EUA) identificou
as areas positivas e transformou os resultados em area de imunoexpressao
tecidual positiva por micrometro quadrado (um?). A area em um? obtida foi
dividida pela area total do MPF, gerando um valor percentual para cada
imagem. Uma porcentagem média de area positiva foi determinada em 20

imagens MPF para cada lamina.

3.7 Avaliagdo nao invasiva de DCV aterosclerotica

O exame ecografico de cardtidas foi realizado na tarde do dia da coleta de
sangue, para evitar a interferéncia nas flutuagbées diarias da inflamagéo. As
artérias carotidas direita e esquerda foram examinadas com um scanner duplex
de alta resolucédo (Apogee Plus; ATL-Phillips, Washington, DC, EUA) usando
um transdutor linear de 5 a 10 MHz. Os sujeitos foram investigados em
decubito dorsal com a cabecga levemente virada para o ultra-sonografista, o
qual realizou todas as varreduras. A parede distante das artérias carétidas
comuns (CCA), 0,5-1,0 cm proximal ao inicio do bulbo carotideo, foi usada para
medi¢des da espessura media-intimal (IMT) em cada lado em intervalos de 0,5
cm. O IMT foi definido como a distancia entre a borda principal do [lUmen-intima
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e a borda inicial do eco média-adventicia. As medidas foram sempre realizadas
em segmentos arteriais sem placa. A camada intima-média também foi
analisada quanto a presenca de formacéo de placa e historia de DCV. A placa
foi definida como uma area claramente identificada de espessura focal

aumentada (>1 mm) da camada intima-média.

3.8 Analise estatistica e Analise de sobrevida

Os resultados foram expressos como média £+ DP, mediana e intervalo ou
frequéncia, conforme apropriado. A condicado de normalidade das variaveis
quantitativas foi avaliada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Os dados de
variaveis que n&o atenderam esta condigdo foram submetidos a uma
transformacao logaritmica. A comparagao entre dois grupos em relagdo a
variaveis quantitativas foi realizada usando-se o teste t de Student para
amostras independentes. Para a avaliacdo da correlagdo entre as variaveis
quantitativas foram estimados os coeficientes de Pearson (r). Para estudar as
associagdes de eTFG, os niveis plasmaticos de toxinas urémicas ligadas a
proteina, biomarcadores inflamatérios e UTRB com a presenca de todas as
causas de risco de mortalidade, apds 5,2 anos de acompanhamento e ajuste
para idade, sexo, diabetes e DCV, foram realizadas analises univariadas
usando modelos de regressdo de Cox e o teste de Wald, para avaliar a
significAncia de co-variaveis. Valores de p<0,05 foram considerados
estatisticamente significantes. Os dados foram analisados com os programas
estatisticos IBM SPSS v.20 (IBM SPSS, Inc., Chicago, IL) e STATA 14®
(StataCorp, College, Station, TX, USA).

3.9 Captacao de recursos e estruturagcao do laboratorio

O presente projeto, submetido a 6rgdao de fomento, foi contemplado em dois
editais:

- Fundacéao Araucaria: Programa de apoio a pesquisa basica e aplicada — Edital
Universal FA 05/2011, Modalidade D, (R$ 82.000,00);

- CNPq: Edital Universal CNPQ 014/2011 — Modalidade B, (R$ 45.400,00)

- Total de recursos: R$ 127.400,00.
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Os recursos obtidos foram utilizados para compra de insumos de
laboratério, reagentes como kits comerciais e anticorpos para determinacao
das dosagens por ELISA e imunohistoquimica. Além disso, foi adquirido um

freezer —80°C e pipetas micrométricas.
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4. ARTIGO

THE IMPACT OF UREMIC TOXICITY INDUCED INFLAMMATORY
RESPONSE ON THE CARDIOVASCULAR BURDEN IN CHRONIC KIDNEY
DISEASE
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Abstract: Uremic toxin (UT) retention in chronic kidney disease (CKD) affects biological
systems. We aimed to identify the associations between UT, inflammatory biomarkers and
biomarkers of the uremic cardiovascular response (BUCVR) and their impact on
cardiovascular status as well as their roles as predictors of outcome in CKD patients. CKD
patients stages 3, 4 and 5 (n = 67) were recruited and UT (indoxyl sulfate/lS, p-cresil
sulfate/pCS and indole-3-acetic acid/IAA); inflammatory biomarkers [Interleukin-6 (IL-6),
high sensitivity C reactive protein (hsCRP), monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1),
soluble vascular adhesion molecule-1 (sVCAM-1), soluble intercellular adhesion molecule-
1 (sICAM-1) and soluble Fas (sFas)] and BUCVRs [soluble CD36 (sCD36), soluble
receptor for advanced glycation end products (sRAGE), fractalkine] was measured.
Patients were followed for 5.2 years and all causes of death was used as the primary
outcome. Artery segments collected at the moment of transplantation were used for the
immunohistochemistry analysis in a separate cohort. Estimated glomerular filtration rate
(eGFR), circulating UT, plasma biomarkers of systemic and vascular inflammation and
BUCVR were strongly interrelated. Patients with plaque presented higher signs of UT-
induced inflammation and arteries from CKD patients presented higher fractalkine receptor
(CX3CRH1) tissue expression. Circulating IS (p = 0.03), pCS (p = 0.007), IL-6 (p = 0.026),
sFas (p = 0.001), sCD36 (p = 0.01) and fractalkine (p = 0.02) were independent predictors
of total mortality risk in CKD patients. Our results reinforce the important role of uremic
toxicity in the pathogenesis of cardiovascular disease (CVD) in CKD patients through an
inflammatory pathway.

Keywords: uremic toxins; inflammatory biomarkers; sCD36; sRAGE; fractalkine
(CX3CL1); fractalkine receptor (CX3CR1)

Key Contribution: The role of uremic toxicity in the pathogenesis of CVD in CKD patients
through an inflammatory pathway

36



1. Introduction

Cardiovascular disease (CVD) is the main cause of morbidity and mortality of
chronic kidney disease (CKD) patients [1,2] and the high CVD risk cannot be fully
explained by traditional risk factors (hypertension, diabetes, dyslipidemia) [2]. CKD specific
risk factors have been described as ‘missing links’ that explain the high cardiovascular
burden in CKD [3,4]. Uremic toxicity has been highlighted as a pivotal risk factor for CVD
in CKD.

Uremic toxins (UTs) cause cell or system dysfunction, and experimental studies
have described that the immune activation induced by several UTs [5,6,7,8] is associated
with  circulating UT levels and inflammatory biomarkers [5,8,9]. In order for us to
understand the mechanisms relating the immuno-inflammatory response to uremic toxicity
and its CVD consequences, we need a comprehensive approach to the UT analysis,
circulating biomarkers of systemic and vascular inflammation, and particularly
inflammatory mediators that capture the specific immune response to uremic toxicity.

We hypothesize that circulating UT [indoxyl sulfate (I1S), p-cresyl sulfate (p-CS) and
indole-3-acetic acid (IAA)] are associated with inflammatory [Interleukin-6 (IL-6), high
sensitivity C-reactive protein (hsCRP)], and vascular inflammation [monocyte
chemoattractant protein-1 (MCP-1), soluble vascular adhesion molecule-1 (sVCAM-1),
soluble intercellular adhesion molecule-1 (sICAM-1) and soluble Fas (sFas)] biomarkers,
including those particularly involved in mechanisms related to the cardiovascular response
to specific uremic toxins [soluble CD36 (sCD36), soluble receptor for advanced glycation
end products (SRAGE) and fractalkine]. These biomarkers were previously described to be
activated specifically by the UTs, oxidized LDL, advanced glycation end products (AGEs)
and indoxil sulphate, respectively. In this study, these biomarkers will be named as
biomarkers of the uremic cardiovascular response-BUCVR. In addition, we hypothesize
that UT-induced inflammatory reaction leads to vascular structural and histological
changes and to increased mortality risk. To advance in the understanding of mechanisms
linking UT to cardiovascular (CV) burden in CKD, we aim to analyses the relationship
between UTs, inflammatory biomarkers and BUCVRs and their association with
atherosclerotic CVD and mortality risk in patients with moderate to severe CKD.

2. Results

The demographic, clinical and laboratory characteristics of chronic kidney disease

(CKD) population of the study are shown in Table 1.
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Patients were divided according to the stages of CKD (1 to 5) and, most were in
stage 3 (31%) and stage 4 (22%). Patients were taking angiotensin-converting enzyme
inhibitors in 69% of the cases, diuretics in 57%, aspirin in 54% and statins in 13% of

cases. No patients were in treatment with erythropoietin stimulants or vitamin D analogues.

Table 1. Main clinical and laboratory characteristics of the study population (cohort 1).

Analyzed Parameters
Patients, n 67
Traditional risk factors CKD1(n=7) CKD2(n=15) CKD3 (n=20) CKD 4 (n=16) CKD5 (n=9)
Mean age * SD, years 45+16.7 54+11.2 611112 56+149 61187

Gender, % females 6 12 21 10 8
Race, % caucasians 9 17 28 22 14
Mean BMI = SD 29.6+53 28.2+3.7 284140 284+45 28t6.1
Diabetes, % 3 9 12 9 3
Hypertension, % 3 12 19 15 8
CVD, % 9 13 15 10 6
Dyslipidemia, % 5 6 6 5 5
Smoking, % 2 3 3 2 3
LVH, % - 6 6 9 3
Plaques, % 3 5 8 9 6
Primary Kidney Disease
Diabetic nephropathy, % 3 9 9 5 5
Glomeruloes_clerosis i 5 10
hypertensive, %
Chronic glomozrulonephrltls, 6 > > 5 )
Others and unknown, % 2 3 3 3 2
Laboratory Parameters
GFR (CKD-EPI), mL/min 101.0 74.6 414 19.4 12.3
Median (range) 90.6-125 60.1-89 30-59.3 15-275 8.1-144
Proteinuria, mg/24 h 2221 277.0 1091.0 879.0 3232.0
Albumin, mg/dL 4.2 4.0 3.8 3.8 3.8
Glucose, mg/dL 85.5 92.2 106.4 122.8 107.8
HDL cholesterol, mg/dL 47.6 41.0 44 4 38.2 39.7
LDL cholesterol, mg/dL 112.0 100 122 109.6 1354
Triglycerides, mg/dL 175.1 217.2 168.2 202.3 191.1
Calcium, mg/dL 9.2 9.3 8.9 9.0 9.2
Phosphorus, mg/dL 3.3 3.7 3.7 4.3 5.0
Hemoglobin, g/dL 14.6 14.4 13.9 12.0 12.3

CVD = Cardiovascular disease, LVH = Left ventricular hypertrophy, BMI = Body mass index; GFR (CKD-EPI)
= Glomerular filtration rate estimated by Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration equation, LDL
= Low-density lipoprotein; HDL = High-density lipoprotein
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The demographic, clinical and laboratory characteristics of CKD transplant

recipients are shown in Table 2.

Table 2. Main clinical and laboratory characteristics chronic kidney disease (CKD)

transplant recipients (cohort 2).

Analyzed Parameters

Traditional risk factors Control group (n=12) CKD group (n = 14)

Mean age * SD, years 41.6 +10.1 37.1+£13.1
Gender, % females 50 43

Mean BMI + SD 247+35 243+3.2
Hypertension, % 0 100

Primary Kidney Disease

Hypertensive r;/ephrosclerosis, i 43
(o]
Chronic glomerulonephritis, % - 43
Others and unknown, % - 14
Laboratory Parameters
Creatinine, mg/dL 0.8+0.2 8.6 £3.2
Glucose, mg/dL 93+17.2 112.0 £ 28.1
HDL cholesterol, mg/dL 50.1 £10.7 454 +17.4
LDL cholesterol, mg/dL 112 £ 28.2 114 £ 30.3
Calcium, mg/dL 91+£05 95+0.9
Phosphorus, mg/dL 4.01+£1.0 58+1.9
Hemoglobin, g/dL 13.5+1.9 10.6 £1.5

BMI = Body mass index; LDL = Low-density lipoprotein; HDL = High-density lipoprotein.

Most patients (86%) were treated with hemodialysis before the transplantation and
remaining were on peritoneal dialysis. The mean time on renal replacement therapy was

37 £ 8 months.
The overall results for UT, inflammatory biomarkers and BUCVR in the study

population are described on Table 3.
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Table 3. Uremic toxins, Inflammatory biomarkers and BUCVR of the study population.

Analyzed Parameters Mean * SD Median (Range)

Uremic Toxins

IS, uM 15.8 +19.4 7.6 (1.1-100.5)
pCS, uM 91.5+92.2 60.7 (0.9-501.0)
IAA, uM 0.80 £ 0.57 0.66 (0.06-3.28)

Inflammatory Biomarkers
IL-6, pg/mL 491+ 3.37 3.69 (0.67-11.0)
hsCRP, mg/L 5.18 + 6.66 2.8 (0.30-39.9)
MCP-1, pg/mL 105.9 + 31 102.9 (54.4 0-229.0)
sVCAM, ng/mL 806 + 392 689 (378-1849)
sICAM, ng/mL 81+14.5 80.8 (39.6-156.8)
sFas pg/mL 1339 £ 659 1253 (306-4181)
BUCVR
sCD36, ng/mL 66.6 £ 34.4 60.9 (5.8-157.9)
sRAGE, pg/mL 2594 + 1115 2552 (795-4827)
Fractalkine, ng/mL 1.30 £ 0.46 1.24 (0.27-2.42)

IS (indoxyl sulfate), pCS (para-cresyl sulfate), I1AA (indole-3-acetic acid); IL-6 (Interleukin-6), hsCRP (High
sensitivity C-reactive protein), MCP-1 (Monocyte chemoattractant protein-1), sVCAM-1 (soluble vascular
adhesion molecule-1), sICAM-1 (soluble intercellular adhesion molecule-1); BUCVR = biomarkers of the
uremic cardiovascular response, SRAGE (soluble receptor for advanced glycation end products).

2.1. Correlations between eGFR and Uremic Toxins, Inflammatory Biomarkers and
BUCVR

We observed a negative correlation between eGFR and UTs (IS, pCS and IAA)
(Figure 1a—c). No significant correlations were observed between GFR and IL-6 and
hsCRP. In contrast, we observed negative correlations between eGFR and biomarkers of
vascular inflammation [MCP-1 (r = -0.28, p < 0.05), sVCAM-1 (r = -0.35, p < 0.005), sFas
(r = -0.49, p < 0.001)] but not to sICAM-1. In addition, we observed strong correlations
between eGFR and BUCVRs (sCD36 (r = -0.86, p < 0.001), sRAGE (r = -0.44, p < 0.001)
and fractalkine (r = -0.72, p < 0.001) (Figure 1d-f).
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Figure 1. The scatter plots (a—c) show the relationship between the concentrations of UTs
and glomerular filtration rate (GFR) in CKD patients in pre-dialysis. Similarly, the scatter
plots (d—f) show the correlation with biomarkers of the uremic cardiovascular response
and GFR.
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2.2. Correlations between Plasma Levels Uremic Toxins, Inflammatory Biomarkers
and BUCVR

In the analysis of inflammatory biomarkers, MCP-1 correlated positively with IS,
pCS and IAA(r=0.38;r=0.42;r=0.29; p = 0.001, p <0.001 and p = 0.015, respectively).
sVCAM-1 showed correlation with IS, pCS and IAA (r = 0.29; r = 0.29; r = 0.27; p = 0.019,
0.017 and 0.025 respectively). IL-6, hsCRP and sICAM-1 were not correlated with any of
the UTs. sFas showed positive correlations with IS (r = 0.39; p = 0.001) and pCS (r = 0.46;
p < 0.001) but no significant correlations with IAA (Table 4).

Table 4. Correlations between uremic toxins and inflammatory biomarkers.

IS pCS IAA
r p r p r p
IL-6, pg/mL 0.13 0.29 0.236 0.055 0.078 0.53
hsCRP, mg/L 0.10 0.42 0.024 0.84 0.020 0.87
MCP-1, pg/mL 0.38 0.001 0.42 <0.001 0.29 0.015
sVCAM, ng/mL 0.29 0.019 0.29 0.017 0.27 0.025
sICAM, ng/mL 0.047 0.71 0.12 0.34 0.087 0.48
sFas, pg/mL 0.41 0.001 0.46 <0.001 0.19 0.13

IL-6 (Interleukin-6), hsCRP (High sensitivity C-reactive protein), MCP-1 (Monocyte chemoattractant
protein-1), sVCAM-1 (soluble vascular adhesion molecule-1), sICAM-1 (soluble intercellular
adhesion molecule-1), IS (indoxyl sulfate), pCS (para-cresyl sulfate), IAA (indole-3-acetic acid).

sCD36 presented a moderate correlation with IS, pCS and IAA (r = 0.62; r = 0.55, r
= 0.52; p < 0.001 respectively). Fractalkine had a strongly positive correlation with IS and
pCS (r = 0.77; p < 0.001 for both). There was no significant correlation between IAA and
biomarker sRAGE (r = 0.20; p = 0.108). For other BUCVRs, the IAA showed a weak
correlation (Table 5).
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Table 5. Correlations between uremic toxins and BUCVR.

IS pCS IAA

r P r p r p

sCD36, ng/mL 0.62 <0.001 0.55 <0.001 0.52 <0.001
sRAGE, pg/mL 0.48 <0.001 048 <0.001 0.20 0,108

Fractalkine, ng/mL  0.77 <0.001 0.77 <0.001 0.41 <0.001

BUCVR (biomarkers of the uremic cardiovascular response), UTs (uremic toxin), IS (indoxyl sulfate),
pCS (para-cresyl sulfate), IAA (indole-3-acetic acid), sRAGE (soluble receptor for advanced
glycation end products).

There was no significant difference between plasma levels of inflammatory
biomarkers (hsCRP, MCP-1, sVCAM-1 and sICAM-1) and BUCVR in patients with or
without the following comorbidities: diabetes, obesity, hypertension, dyslipidemia, history of
CVD and smoking. On the other hand, we observed a significant difference between IL-6
plasma levels and CVD (p = 0.036). We also found no differences between race and
gender.

Table 6 shows correlations between plasma levels of inflammatory biomarkers and
BUCVR. We also observed that MCP-1 had a positive correlation with IL-6 (r = 0.36, p =
0.003), sVCAM-1 (r = 0.41, p = 0.001) and all BUCVRs while, sICAM-1 correlated only
with hsCRP (r = 0.37, p = 0.002). sFas correlated positively with all BUCVRs but not with
the inflammation markers. With respect to BUCVR, we observed that only sCD36
correlated positively with sVCAM-1. BUCVRs had a significant correlation between each
other; however, the relation was the strongest between sCD36 and Fractalkine (r = 0.73, p
< 0.001).
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Table 6. Correlations between inflammatory biomarkers (IL-6, hsCRP, MCP-1, sVCAM-1,
sICAM-1, sFas) and BUCVR (sCD36, sRAGE, Fractalkine).

MCP-1 sICAM sCD36 sRAGE Fractalkine
r P r P r P r P r P
IL-6, pg/mL 0.36 0.003 NS NS NS NS
hsCRP, mg/L NS 0.37 0.002 NS NS NS
MCP-1, pg/mL - NS 0.30 0.015 0.28 0.022 0.38 0.002
sVCAM, ng/mL 0.41 0.001 NS 0.33 0.006 NS NS
sICAM, ng/mL NS - NS NS NS
sFas, pg/mL NS NS 0.47 <0.001 0.39 0.001 0.43 <0.001
sCD36, ng/mL 0.30 0.015 NS - 0.42 <0.001 0.73 <0.001
sRAGE, pg/mL 0.28 0.022 NS 042 <0.001 - 0.50 <0.001
Fran‘:;‘r':;'_“e’ 0.38 0.002 NS 0.73 <0.001 0.50 <0.001 -

IL-6 (Interleukin -6), hsCRP (High sensitivity C-reactive protein), MCP-1 (Monocyte chemoattractant protein-
1), sVCAM-1 (soluble vascular adhesion molecule-1), sSICAM-1 (soluble intercellular adhesion molecule-1),
BUCVR (biomarkers of the uremic cardiovascular response). NS (Not significant).

2.3. Tissue Expression of Inflammatory Biomarkers and BUCVR in Human Renal

Arteries

No statistical difference was observed upon comparing the tissue expression of
inflammatory biomarkers (IL-6, MCP-1) and BUCVR (CD36, fractalkine) between human

renal arteries of CKD transplant recipients and donor (control). In contrast, we observed

that CKD transplant recipient group showed stronger tissue expression for CX3CR1 (p =

0.002) when compared to the donor samples (Figure 2).
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Figure 2. (A) Graph with the total percentage (%) of tissue expression of fractalkine
receptor (CX3CR1) by immunohistochemistry (IHC). * p = 0.002, significant difference
between donor and CKD receptor tissue expression of CX3CR1; t Student (p < 0.05).
Demonstrative images showing the negative (B) and immunopositivity (C) (red arrow)
tissue expression of CX3CR1 for medium power field (200x), in the renal arteries.
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2.4. Comparisons between Plasma Levels Uremic Toxins, Inflammatory Biomarkers,

Vascular Inflammation, BUCVR in Patients with and without Carotid Artery Plaques

The t-test comparing cases with and without atherogenic plaque relative to UT,
inflammatory biomarkers, vascular inflammation and BUCVR showed a statistically
significant difference only for sCD36 (p = 0.049) (Table 7).

Table 7. Comparing cases with and without plaques with respect to uremic toxins,

inflammatory biomarkers and BUCVR.

PLAQUES
No Yes P
(n = 44) (n = 20)
IS, uM 16.6 £ 21.3 14.9+16.0 0.957
'5 pCS, uM 74.9 £ 66.1 113 £ 96.5 0.160
IAA, uM 0.75 047 0.92+0.77 0.378
IL-6, pg/mL 4.4 +3.1 59+3.6 0.106
%‘ g hsCRP, mg/L 51275 53146 0.921
g —c‘% MCP-1, pg/mL 102.9 £ 27.9 113.4 £ 36.3 0.212
% g sVCAM-1, ng/mL 772.7 £ 3411 884.1 +480.4 0.293
=m sICAM-1, ng/mL 81.0+95 82.2+22.3 0.762
N sFas, pg/mL 1418.8 £ 694.8 1224.0 + 584.7 0.289
x sCD 36, ng/mL 61.0 £ 30.2 79.1 £40.1 0.049
(>) sRAGE, pg/mL 2661 £ 1108 2508 £ 1129 0.611
8 Fractalkine, ng/mL 1.25+0.45 1.40 £ 0.45 0.223

UT (uremic toxin), IS (indoxyl sulfate), pCS (para-cresyl sulfate), IAA (indole-3-acetic acid); IL-6 (Interleukin-
6), hsCRP (High sensitivity C-reactive protein), MCP-1 (Monocyte chemoattractant protein-1), sVCAM-1
(soluble vascular adhesion molecule-1), sICAM-1 (soluble intercellular adhesion molecule-1); sRAGE
(soluble form receptor for advanced glycation end products), BUCVR (biomarkers of the uremic
cardiovascular response); Mean * SD; Test t Student (p < 0.05).

2.5. Survival Analysis According to eGFR, Plasma Levels Uremic Toxins,

Inflammatory Biomarkers and BUCVR

The survival analysis shows the relationship between independent co-variables and
clinical outcomes in CKD patients of the study (Figure 3). After 5.2 years of follow-up,
twenty-two patients presented a composite cardiovascular event, which included total
cardiovascular mortality, non-fatal myocardial infarction (Ml), revascularization, amputation
or non-fatal stroke. After follow-up and adjustments for age, sex, diabetes and CVD we
observed that lower eGFRs were associated with increased mortality (HR 1.03, IC 95%
1.010-1.060; p = 0.02). The highest serum levels of IS (HR 1.02, IC 95% 1.001-1.040; p =
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0.03), pCS (HR 1.005, IC 95% 1.001-1.010; p = 0.007), IL-6 (HR 1.20, IC 95% 1.02-1.40;
p = 0.026), sFas (HR 1.002, IC 95% 1.003-1.40; p = 0.001), sCD36 (HR 1.02, IC 95%
1.004-1.030; p = 0.01) and fractalkine (HR 3.98, IC 95% 1.20-13.18; p = 0.02) were
associated with an increased risk of mortality. On the other hand, hsCPR, MCP-1, sVCAM-
1, sICAM-1, sRAGE and IAA were not independent or significant predictors of fatal events

in the study population.

Indoxil Sulphate (uM)e+1 ——
pCS (UM)e-2 : .
IAA [uM] —
|
IL-6 (pg/mL) i—o—
CRP (mg/dL) - <
|
MCP-1 (pg/mL)e-1 .-
VCAM (ng/mL)e-1- Le-
ICAM (ng/mL)e-1 JI_._
FAS (pg/mL)e-2 .
|
CD36 (ng/mL)e-11 ro-
RAGE fg/mL - ————
Fractalkine (ng/mL)e-1 - lLo—
o 1 2 3 4

Hazard Ratio

Figure 3. Cox regression univariate analysis for evaluating the relationship between

independent co-variables and clinical outcomes in CKD patients of the study.
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3. Discussion

The association between general inflammatory markers and poor outcomes in CKD
has been consistently described, but the role of inflammatory pathways linking uremic
toxicity to CVD is largely unknown [10]. Here we studied a population with moderate to
advanced CKD and described (1) strong correlations between eGFR, circulating uremic
toxins, serum biomarkers of systemic and vascular inflammation and BUCVR (2) evidence
of the impact of inflammation triggered by uremic toxicity in arteries (both in a non-invasive
evaluation and also in tissue) of CKD patients; and (3) that several biomarkers of uremic
toxicity and inflammation were associated with mortality in patients with moderate to
severe CKD.

In agreement with previous studies [9,11,12,13], we observed that UT accumulated
in the circulation of CKD patients as kidney function declines. Similarly, MCP-1, sVCAM-1,
sFas and several BUCVR are all correlated negatively with eGFR. These correlations have
been described in previous isolated studies, however, our study was the first to
concomitantly describe the associations between eGFR and UT, inflammatory biomarkers
and vascular inflammation, and the first to describe BUCVR in relation to kidney function.
We previously observed not only relationships between renal function and various
inflammatory biomarkers [14], but also an increased expression of this inflammatory
molecules by endothelial cells in vitro [15]. The present results support the hypothesis that
uremic toxicity, inflammation and vascular response are interrelated processes.

In the current study, the correlation between IS, p-CS and IAA levels and the
biomarkers of systemic inflammation, namely C-reactive protein (CRP) and IL6 contrasts
with a previous study [8] that found that IS and p-CS correlated significantly with IL-6 in
stages 3 and 4 CKD patients. Also, Dou et al. [16] found a significant positive correlation
between IAA and CRP. On the other hand, IS, p-CS and IAA correlated positively with
MCP-1 and sVCAM-1 in the present study. These results corroborate the concept that UT,
mainly IS and p-CS, mediate an increased MCP-1 expression, and this could present a
possible mechanism for the induction of vascular pro-inflammatory phenotype observed in
CKD [5]. Another important observation of the present study is the significant correlation
between UT (IS, p-CS) and sFas. This corroborates with the information that sFas has
been defined as a marker of inflammation and endothelial dysfunction in adults with
coronary artery disease and CKD [17,18].

To the best of our knowledge, this is the first study demonstrating a relationship

between UT and BUCVR. We observed that plasma levels of two UTs analyzed (IS, p-CS),
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showed a positive correlation with sCD36, sRAGE and fractalkine. Until now, little is known
about the impact of UTs on immune cells and chronic inflammatory responses that can
accelerate the development and progression of CVD in CKD patients. A recent study,
demonstrated that IS, but not p-CS, induces the secretion of fractalkine by human
monocytes, a CX3CR1-specific chemokine ligand, which is highly expressed in
lymphocytes [19]. Increased concentrations of sCD36 in CKD patients is another example
of the uremia-related immune dysfunction. Previous studies have demonstrated that the
ox-LDL, inflammatory chemokines and cytokines induce CD36 expression in CKD [20,21].

UTs (mainly IS and p-CS) are implicated in the pathogenesis of atherosclerosis as well as
non-atherosclerotic vascular diseases commonly found in the CKD setting [22]. Kashiyama
and colleagues (2015) show that plaque volume was significantly greater in CKD 4-5 than
in other stages and that CKD stage is an independent predictor of plaque progression [23].
This is explained by the uremic milieu that promotes endothelial dysfunction and increased
serum levels of inflammatory markers that play an important role in the development of
atherosclerosis [24]. Under these conditions, levels of cell adhesion molecules, such as
ICAM-1 and VCAM-1, promote monocyte infiltration into the activated endothelium [25,26].
High levels of CD36 could promote atherogenesis through enhanced ox-LDL clearance
and, consequently, through foam cell formation [20]. Higher concentration of CD36 in
patients with atherosclerotic plaques supports the hypothesis that this biomarker has pro-
atherogenic properties. On other hand, there was no difference between the UTs,
fractalkine and sRAGE with presence or absence of plaque. Similarly, in a previous study
fractalkine and it's receptor (CX3CR1) were increased in circulation as well as in
atherosclerotic plaque in coronary artery disease [27], providing a potential link between
uremic toxicity and accelerated atherogenesis. Reinforcing this information, through IHC of
renal arteries we observed that CKD transplant recipients group showed stronger CX3CR1
tissue expression when compared to the donor samples. Unfortunately, it's not possible to
know precisely which cells types are expressing CX3CR1 in Figure 2 but, the literature
shows that CX3CR1 is mainly expressed in T lymphocytes, monocytes, natural killer cells
and mast cells [28]. In addition, intimal smooth muscle cells in atherosclerotic vessels and
stimulated endothelial cells also express CX3CR1 [29].

In recent meta-analysis, involving patients with CKD stage 3 and above, the authors
concluded that elevated levels of p-CS and IS are associated with increased mortality in
patients with CKD corroborating with our study that shows an impact of uremic toxicity,
inflammation and CKD disease. p-CS, but not IS, is associated with an increased risk of

CV events [30]. Dou et al (2015) observed that IAA serum levels were a significant
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predictor of mortality and cardiovascular events [16]. In disagreement with these findings,
our results showed that IAA was not a significant predictor of fatal events in the study
population. Similar to protein-bound UTs, higher serum levels of IL-6, sFas, sCD36 and
fractalkine were associated with increased risk of mortality. In a different CVD setting, a
study assessed fractalkine plasma levels in 349 patients with advanced systolic heart
failure. The authors observed over a median follow-up of 4.9 years that fractalkine was a
significant predictor of all-cause mortality [31]. Like a fractalkine, sCD36 was also
considered a predictor of CV mortality, since sCD36 concentration in dialysis patients were
at increased risk of 3-year cardiovascular mortality, as compared to the rest of the cohort
[20]. We observed that SRAGE was not a significant predictor of fatal events in the study
population, in contrast to previous findings that showed elevated sRAGE levels associated
with adverse outcomes in patients with CKD [32,33]. In addition, high levels of circulating
sRAGE were associated with worse kidney function and increased risk in CKD progression
[34].

There are some limitations of the present study. First, our cohort was relatively
small and several patients lost to follow up and data should be confirmed in larger CKD
populations with a standardized follow up, particularly powered for the survival analysis.
Secondly, we did not measure free concentrations of IS and p-CS. Liabeauf et al. (2010)
observed that total p-CS levels and free fraction are higher in advanced stage CKD
patients, but only free fraction was associated with mortality in these patients [12]. In
addition, it can be speculated that the influence of p-CS and IS concentration on overall
mortality among CKD patients is more likely to be a group effect for protein-bound solutes
as a whole. Furthermore, evidence of increased risk should be reproduced in multiple
groups of CKD patients and in a wide range of clinical settings. Thirdly, we measured
sRAGE individually, however, ideally the levels of sRAGE should be considered in
conjunction with plasma levels of AGEs. In the literature, the lack of consistent association
of AGE/RAGE pathway with CKD and its complications, may reflect difficulties in
measuring AGE products. Immunologic techniques such as ELISA have been employed
more commonly but are much less specific, capturing molecules other than the target [35].
In conclusion, we described several associations between eGFR, circulating UTs, serum
biomarkers of systemic and vascular inflammation and BUCVR. We also observed a
modest impact of inflammation potentially triggered by uremic toxicity in arteries (both in a
non-invasive evaluation-observed specifically for CD36 as well as in tissue—particularly
related to CX3CR1) and its association with mortality (taking into consideration the

limitations imposed by the potential lack of power of the survival analysis) in this group of
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CKD patients. Our results reinforce the important role of uremic toxicity in the

pathogenesis of CVD in CKD patients through an inflammatory pathway.

4. Materials and Methods

The study protocol was approved by the Ethics Committee of Pontifical Catholic
University of Parana (Curitiba, Brazil) under registration numbers CEP/PUCPR 509
(approved on 1 June 2005) and CEP/PUCPR 577 (approved on 6 April 2005), respectively
and informed consent was obtained from all patients recruited. Detailed information of

these cohorts has been published elsewhere [15,36,37].

4.1. Subjects

4.1.1. Pre-Dialysis CKD Patients

For the analysis of biomarkers, characterization of CVD and analysis of mortality
risk, 67 patients from our CKD clinic were included (cohort 1). Inclusion criteria were age
>18 years old, presence of CKD (proteinuria or decreased glomerular filtration rate-GFR)
in 3 consecutive evaluations) and willingness to participate in the study. Exclusion criteria
were active inflammatory or infectious disease, malignancy and use of
immunosuppressive drugs (Figure 4). GFR was estimated by CKD-EPI (Chronic Kidney
Disease Epidemiology Collaboration) equation [38]. Diabetes was defined according to a
medical history of diabetes, use of hypoglycemic agents or compatible levels of fasting
glycemia or HbA1C. Hypertension was defined according to a medical history of
hypertension or the use of anti-hypertensive agents at the visit. Cardiovascular disease
was defined according to a history of a previous stroke, myocardial infarction or
amputation. LVH was documented when the patients presented an echocardiogram
reporting LVH. Smoking was defined as previous or present history of smoking any

number of tobacco product.
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PATIENTS SCREENED
DURING THE STUDY
PERIOD (#=78)

=PATIENTS EXCLUDED {»=11)
- presence of aclive inflammatery or infecticus disease (n=2)
- malignancy {n=3)
- use of immunesuppressive drugs (=2} —
Refused to participate (n=4)

PATIENTS INCLUDED IN THE STUDY
(n=5b7)

=Lost to follow up:
13 patients

42 PATIENTS COMPLETED THE
FOLLOW UPF (5.2 YEARS)
=22 events:
Cardiovascular mortality (r=14)
Non-fatal MI (x=4)
Revascularizafion (n=2)
Amputation (n=1)
Non-fatal stroke (r=1)

Figure 4. Flow chart of the study.

4.1.2. CKD Transplant Recipients

For the evaluation of the tissue expression of biomarkers in arteries, 14 stage 5
CKD patients who underwent a living donor renal transplantation (cohort 2) were included.
Their kidney donors served as the control group. Exclusion criteria included smoking,
diabetes, systemic inflammatory disease and history or symptoms of CVD prior to the
transplantation. Both groups underwent CVD screening within 3 months of the study,
including serum biomarkers of CV risk, Framingham score, stress echocardiogram, or
scintigraphy. Only patients with low risk for CV events after the evaluation were included in

the analysis.
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4.2. Material

4.2.1. Blood Sampling

Peripheral blood samples from patients with pre-dialysis CKD were collected in
EDTA. After centrifugation (15 mins, 1200x g, 18 °C), the obtained plasma was divided into
aliquots and stored at —80 °C until analysis of UT or biomarkers. Patients were classified in
stages 1-5 according to the KDIGO recommendations [39].

4.2.2. Renal Arteries Samples

During kidney transplantation, external iliac and renal artery segments were
collected from CKD patients and controls, respectively, and were immediately fixed in 5 mL

of 10% formalin. After an overnight period, specimens were embedded in paraffin.

4.2.3. Clinical and Biochemical Characteristics of the Patients (Cohort 1)

Data regarding anthropometry, age, gender, primary kidney disease, smoking habit,
history of dyslipidemia, diabetes mellitus, hypertension and clinically detected
cardiovascular disease (coronary heart disease, cerebrovascular disease, peripheral
vascular disease and heart failure) were recorded by a detailed analysis of medical
records, patient interview and physical examination. Biochemical parameters were

measured by colorimetric methods (Cobas Mira Plus; Roche, Montclair, NJ, USA).

4.3. Measurement of Plasma Levels of Uremic Toxins

Total concentrations of UTs pCS, IS and IAA were quantified by HPLC method (High
Performance Liquid Chromatography) with fluorescent detection. The ultrafiltered plasma
was injected into HPLC system (Shimadzu Prominence, Tokyo, Japan) equipped with a
manual injector model 7125 Rheodyne, a quaternary pump (Shimadzu LC-20AD, Tokyo,
Japan), controlled by LC Solution software (Shimadzu, Tokyo, Japan) and equipped with a
fluorescence detector Shimadzu RF-20A. Identification of UTs followed the protocols of the

published methods [17,18]. The toxins were separated by a C8 column (Phenomenex,

53



Luna 5 pm, 100A, 150 x 4.6 mm) using concentration gradient eluted with 50 mM
ammonium formate pH 3.0 and methanol whose proportion increased from 35% to 70%
along the run, at a flow rate of 0.7 mL/min. During the run, the fluorescence wavelengths
varied as follows: Aexc = 280 nm and Aem = 383 nm to IS and IAA, Aexc = 265 nm and
Aem = 290 nm to pCS.

4.4. Measurement of Plasma Levels of Inflammatory Biomarkers (IL-6, hsCRP, MCP-
1, siICAM-1, sVCAM-1 and sFas)

General markers of inflammation (IL-6, hsCRP), vascular inflammation chemokine
(MCP-1), adhesion molecules (sICAM, sVCAM) and cell death marker (sFas) were
analyzed. The IL-6 concentration was performed by an enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA), using commercially available kit (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA).
Ultra-high-sensitivity C-reactive protein (hsCRP) concentration was performed by the
chemoluminescence technique (Immulite; DPC Biermann, Bad Nauheim, Germany). The
concentration range to IL-6 and hsCRP were 0.5-1.500 pg/mL and 0.175-1.100 mg/L,
respectively.

Plasma concentration of MCP-1, soluble ICAM-1 (sICAM-1) and soluble VCAM-1
(sVCAM-1) were measured by ELISA using commercially available antibodies. The
chemokines concentrations (pg/mL) and soluble adhesion molecules (ng/mL) were
calculated against standard curves obtained using the corresponding recombinant
molecules. The measuring range was 31.25-2.000 pg/mL for MCP-1 and 0.03-2 ng/mL for
sICAM-1 and sVCAM-1. The intra-assay coefficients of variation (cv) for MCP-1, sICAM-1
and sVCAM-1 were 6.0%, 7.9% and 8.2%, respectively, and the inter-assay cv 6.2, 7.7%
and 8.1%, respectively. Soluble Fas (sFas) was measured by ELISA using commercially
available kit (OptEIA, PharMingen, San Diego, CA, USA) according to the manufacturer’s
instructions. The lower limit of detection for sFas was 8 pg/mL.

4.5. Biomarkers of the Uremic Cardiovascular Response (BUCVR)-sCD36,
Fractalkine and sRAGE Plasma Levels

BUCVRs were measured by an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) using
commercially available kit (Cusabio Technology®-Houston, TX, USA for sCD36 and

Quantikine® Immunoassay-R&D Systems, Minneapolis, MN, USA for fractalkine and
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SsRAGE). The ELISA system measuring range was 2.5-160 ng/mL for sCD36, 75-5000
pg/mL for sSRAGE and 0.15-10 pg/mL for fractalkine. The intra-assay cv for sCD36,
fractalkine, SRAGE were 7.5%, 7.2% and 8.2%, respectively, and the inter-assay cv 7.0%,
7.5% and 8.1% respectively.

4.6. Histology and Immunohistochemistry (IHC) of Arteries from CKD Patients and
Healthy Controls

Serial sections of external iliac and renal artery segments from stage 5 CKD
patients and donor controls, respectively, were deparaffinized and rehydrated for routine
IHC. Antigen retrieval was made by incubation with Immuno Retriver (Dako™:; Santa
Clara, CA, USA), in a water bath for 30 min. To detect IL-6 (monoclonal mouse anti-IL-6
antibody [ABCAM-Cambridge, MA, USA]); MCP-1, CD36, fractalkine and fractalkine
receptor (CX3CR1) (polyclonal rabbit anti-MCP-1, -CD36, -fractalkine and, -CX3CR1
antibodies [ABCAM-Cambridge, MA, USA]) sections were incubated in a humid chamber
at 2-8 °C overnight. After incubation with a secondary antibody (Spring Reveal
Complement; Spring Bioscience ™: Fremont, CA, USA), the sections were treated with an
avidin-biotin-peroxidase complex (Spring Reveal Conjugate; Spring Bioscience™:
Fremont, CA, USA) and colored with diaminobenzidine (1:1; DAB chromogen-substrate
solution-Dako™: Santa Clara, CA, USA). The slides were counterstained with Harris
hematoxylin and were mounted in histological resin for microscopy (Entellan, Merck™,
Kenilworth, NJ, USA). Positive and negative controls were included in all reactions.

For the morphometric analysis, representative images of tissue expression of all
biomarkers studied were captured with a Zeiss Axio Scan Slide Scanner (Carl Zeiss, Jena,
Germany). Images were optimized in Adobe Photoshop CS6 V13.0 software, by removing
the white areas. Twenty randomly selected medium-power fields (200x magnifications) in
each slide were captured. The positive control MPF photomicrography was chosen as the
‘mask”, which contained adequate levels of positive tissue expression signal and was
subsequently superimposed to the samples photomicrographs. Based on the ideal positive
tissue immune expression signal obtained, the image analysis Image-Pro Plus 4.5™ of
Media Cybernetics™ (Rockville, MD, USA) identified the positive areas and transform
these results into positive tissue immune expression area per square micrometer (um?).

The area in ym? obtained was divided by the total area of the MPF, thus generating a
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percentage value for each image. An average percentage of positive area was determined

in 20 MPF images for each slide.

4.7. Non-Invasive Evaluation of Atherosclerotic CVD

Carotid ultrasonographic examination was performed in the afternoon of the day of
blood collection, to avoid interference from daily fluctuations of inflammation biomarkers.
The right and the left carotid arteries were examined with a high-resolution duplex scanner
(Apogee Plus; ATL-Phillips, Washington, DC, USA) using a 5- to 10-MHz linear array
transducer. The subjects were examined in dorsal decubitus with the head slightly turned
to the sonographer. All the evaluations were performed by the same trained sonographer.
The distal wall of the common carotid arteries (CCA), 0.5—1.0 cm proximal to the beginning
of the carotid bulb, was used to determine the intima-media thickness (IMT) on each side
at 0.5-cm intervals. The IMT was defined as the distance between the leading edge of the
lumen-intima echo and the leading edge of the media-adventitia echo. Measurements
were always performed on arterial segments without plaque. The intima-media layer was
analyzed for the presence of plaque formation and CVD history. Plaque was defined as a

clearly identified area of focal increased thickness (>1 mm) from the intima-media layer.

4.8. Cardiovascular Events during the Follow Up

For the analysis of predictors of cardiovadcular events during the follow up, total
cardiovascular mortality, non-fatal MI, revascularization, amputation or non-fatal stroke.
This information was obtained by a detailed analysis of medical records and patient
interview (including telephone contacts for confirmation). Patients who lost to follow up

were censored.

4.9. Statistical Analysis

Results were expressed as the mean £ SD, median and range or frequency. The
Kolmogorov-Smirnov test was used to assess normality of the quantitative variables.
Variables that did not meet this condition underwent a logarithmic transformation. Student
t-test for independent samples was used for comparison between two groups in relation to
quantitative variables. Pearson’s coefficients (r) was used for estimating correlation

between quantitative variables. To examine the associations of eGFR, UT plasma levels,
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inflammatory biomarkers and BUCVR with all causes mortality risk after 5.2 years of
follow-up and adjustment for age, sex, diabetes and CVD, univariate analyses were
performed using the Cox regression model and the Wald test, for assessing the
significance of co-variables. p values < 0.05 were considered statistically significant. Data
were analyzed with the computer program IBM SPSS v.20 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)

and STATA 14® (StataCorp, College Station, TX, USA).
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5. CONCLUSOES

»Os niveis plasmaticos de toxinas urémicas, bem como os niveis de MCP-1, sVCAM-1,
sFas e UTRB foram correlacionados negativamente com TFG em pacientes com DRC;

» Os niveis circulantes de toxinas urémicas (IS, pCs, IAA) foram associados aos niveis de
MCP-1 e VCAM-1. O sFas correlacionou-se somente com IS e p-CS;

»Os niveis circulantes de toxinas urémicas foram associados com os niveis de UTRB
(sCD36, sRAGE e fractalcina), indicando uma ativacdo do sistema imunoldgico
especificamente induzido por toxinas urémicas;

» A expressao tecidual de CX3CR1 em artérias renais foi maior em pacientes com DRC
(receptores) que nos controles (doadores);

»Ao comparar casos com e sem placa aterogénica, em relagdo a toxinas urémicas e
biomarcadores inflamatérios e UTRB, observou-se diferenga estatisticamente
significantiva com sCD36. Isto evidencia o impacto da inflamagéao iniciada pela toxicidade
urémica em artérias;

»A menor TFG foi associada a uma reducdo na sobrevivéncia enquanto que, os niveis
plasmaticos mais elevados de IS, pCS, IL-6, sFas, sCD36, fractalcina e foram associados
a um risco aumentado de mortalidade;

»IAA, hsCRP, moléculas de adesdo e sRAGE nao foram preditores independentes ou
significativos de eventos fatais na populagéo estudada;

» Finalmente, demonstramos que ambas as toxinas urémicas (IS, pCS), IL-6, sFas,
sCD36 e fractalcina foram preditores independentes do risco de mortalidade total em

pacientes com DRC moderada a grave.
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

Desde o desenho do projeto, havia uma intengdo de buscar novos biomarcardores para o
melhor entendimento da toxicidade urémica e suas consequéncias sobre érgaos e tecidos
na DRC. A importancia dos biomarcadores se da principalmente, por serem indicadores
de processos biologicos e ajudarem na estratificacdo de grupos de alto risco para inicio e
avaliacao de repostas nas intervencdes terapéuticas. Dentre as caracteristicas ideais para
um biomarcador estao a capacidade de ser preciso e ter reprodutibilidade. O processo de
validagcao de um biomarcador envolve varias etapas. Primeiramente, a escolha de um
biomarcador a partir de plausibilidade biolégica. Apds, a analise da viabilidade de
determina-lo na rotina laboratorial. Em uma fase mais avang¢ada, a caracterizagdo da
validade clinica (associagdo com desfechos clinicamente relevantes) em estudos
observacionais retrospectivos e prospectivos. Baseado no conhecimento da fisiopatologia
de complicagcbdes da DRC, particularmente cardiovasculares, escolheu-se biomarcadores
ainda ndo muito explorados quanto a sua relagdo com a toxicidade urémica e o impacto
na mortalidade em pacientes com DRC. Apesar dos nossos resultados serem promissores
em relagdo a mortalidade, ainda se faz necessario maiores estudos, como a avaliacdo em
coortes maiores, para validacdo desses marcadores, principalmente, na confirmacao do
uso clinico do biomarcador no monitoramento de doengas e quando o uso gera
informacédo importante o suficiente para direcionar alteragcdes de conduta clinica. Além
disso, antes de sua incorporagao na pratica clinica, a mensuragcdo do biomarcador deve
ser custo efetiva, resultando em medidas terapéuticas ou preventivas que possibilitem a

reducao da incidéncia de eventos.
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8.1 ANEXO 1 - APROVAGAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
(COORTE 1)

.
i, |
LS

Curititsa, OF de abiil de 2005
O, BFMSCEP-FUCPR

Ponlificia Linkversidada Catdlica do Parana
Pro-Aeitoria de Pesquisa e Pas-Graduagio

Rud, “ipdfludngcis oa Doonee Roepsl Cronlce o Processo
Ateroginico”

Frezade (8) Pesguisador (es),

Wenho por mein dasta infiomer 8 Wresa Senhoia qes o Comitd de Elica om
Pesquisa da PUCPHE, no dia 06 de abr do coments ano aprovou o Projels
Inlifdadn “Influéncia da Doenca Renal Crénica no Processo Ateraoginice”,
partencante ao Grupo I, sob o regisino no CEP o 509, e serd encaminhado a
COMNER para o devido cadasine. Lembro ao senhor (a) pesgusador (a) qua &
obfgatinse ancaminhar relaidne enual panclel e retatino final a ezie CEP

Alenciosamenke,

Fref™ M. Sc Ana Cnsfing Migusz Ribeig
Coorderadara < Gomitd de Elina em Pasquisa - PUCPR

[y 25
Roberio F.5. Pecoits Fithe
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8.2 ANEXO Il - APROVAGAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

(COORTE 2)
4 'E‘::?‘ o i
L ety Pontificia Universidade Catolica do Parana
o ‘ B9 Pro-Reitaria de Pesquisa e Pos-Graduagio

Curitiba, 26 de junho de 2005
Of. 22605/CEP-PUCPR

Ref “Modsache fenotipice induzids por soro urémico em  calufas

vasculires”

Frezado (a) Pésquisador (28),

Venho por meio daste informar a Vossa Senhona que o Comité de Evca em
Pesquisa da PUCPR. no dis 01 de junho do coments ano aprovod o Projete
intituiado “Modulacdo fenotipica indumda por soro undmico am  células
vasculares”, partencenile so Grupe lll, sob o registro no CEP n' 577 & sera
encamnhado a CONEP para o devido cadssifo. Lembro so senhor (a)
peequisador (3] qus & cbngatarie encaminhar relamrio anusl parclal e relatério
final a este CEP,

Alencicsamenis,

Prof* M. 5S¢ | SrEmna Mgusz Ribein

Coordensdord do Com#é de Ebca em Pesguisa - PUCPR

lima &ra.
Lia Sumie Naikao

Pus imacuisdn ConosCia 1758 - Poene Uslo - QP 8021 8-004 « Casa Peizi 18310
W wwawiepe e - Tewtons: (49] 39790547 - Tk (01} 2NEN009 - Curdibs - Paind - Bl
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