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RESUMO

Introducéo: A doenca renal cronica (DRC) é caracterizada por uma progressiva perda
de funcéo renal, que € acompanhada por acumulo de toxinas urémicas e um potencial
desequilibrio redox com geracdo de pro-oxidantes. Este estresse oxidativo, juntamente
com a inflamacéo cronica resultam em complicagdes nesta populagdo. O objetivo deste
estudo foi analisar os nives de tiois (indicador da capacidade de anti-oxidante) e
carbonilas (um marcador de estresse oxidativo) no plasma e sua associagdo com a
funcgdo renal e sinais de inflamagdo em pacientes com DRC. Pacientes e meétodos: Um
grupo de 68 pacientes com DRC em fase pré-dialitica (estagios 2-5; idade média 57
+12 anos, 46% do sexo masculino, 34% diabéticos) e um outro grupo de 21 pacientes
submetidos ao transplante renal (idade média de 3617 anos, 50% do sexo masculino,
10% diabéticos e 9+2 meses ap6s o transplante renal) foram incluidos no estudo.
Niveis plasmaticos de tiois e carbonilas foram determinados no plasma pelos métodos
DTNB e DNPH, respectivamente, e as concentragcdes foram ajustadas pela albumina
plasmatica. Niveis de fibrinogénio (Fib) e proteina C reativa (PRC) foram calculados
por métodos de rotina e usados como marcadores da inflamacéo. Resultados: A média
de TFG no grupo pré-dialise foi de 48ml/min, e houve uma correlagdo positiva entre
TFG e tiol (r=0,25, p< 0,05) e uma correlagdo negativa entre TFG e carbonila (r=0,26,
p <0,05), fibrinogénio ( r=-0,45, p<0,0001) e CRP ( r=-0,14, p=ns). A concentracdo
de carbonilas se correlacionou com os niveis de CRP (r=0,49, p<0,0001) e de
fibrinogénio (r=0,30, p < 0,01). Quanto ao segundo grupo de pacientes, houve uma
significativa reducdo das carbonilas no plasma apdés o transplante renal
(1,4+0,4nmol/mg de albumina) comparado com os niveis antes do procedimento (2,0
+1,4nmol/mg de albumina, p<0,05). Em paralelo, os niveis de tiol cairam apds o
transplante (15+4nmol/mg de albumina), comparados aos niveis no periodo basal (21+
5nmol/mg de albumina, p < 0,001). Além disso, houve uma significativa correlacdo
entre CRP e carbonila apos o transplante (r=0,65, p<0,005). Concluséo: Foi observado
que pacientes com DRC apresentam estado redox alterado e sinais de estresse
oxidativo aumentado, de forma proporcional a disfuncéo renal, o que foi parcialmente
corrigido apos transplante renal. Estes achados indicam a potencial importancia da
funcdo renal nas complicacdes de DRC relacionadas ao estresse oxidativo e
inflamacao.



Vi

ABSTRACT

Background: Chronic kidney disease (CKD) is characterized by a progressive kidney
dysfunction, which is accompanied by uremic toxin accumulation and a potential
disequilibrium between the redox status and the generation of pro-oxidants, generating
oxidative stress and chronic inflammation, which is associated with complications
(particularly cardiovascular) in this population. We aimed to analyze the concentration of
total plasma thiols (indicator of anti-oxidant capacity) and the protein carbonyl content
(a marker of oxidative stress) in relation to kidney function and signs of inflammation
in a group of patients with CKD. Patients and methods: A group of 68 patients with
CKD (stages 2-5; mean age of 57+12 year, 46% male, 34% diabetics) and another
group of 21 patients who underwent a living donor kidney transplant (mean age of 36
+ 17 year 50% male, 10% diabetics and 9+2 months after renal transplant) were
included in the study. Total plasma thiols and protein carbonyl levels were determined
by the DTNB and DNPH methods, respectively and were adjusted to the plasma
albumin concentrations. Plasma levels of fibrinogen (Fib) and C-reactive protein
(CRP) were measured by routine methods and used as markers of inflammation.
Results: Mean GFR was 48mL/min, and there was a positive correlation between GFR
and Th (r=0.25, p<0.05) and a negative correlation between GFR and Carbonyl (r=-
0.26, p<0.05), Fibrinogen (r=-0.45, p<0.0001) and CRP (r=-0.14, p=ns). Carbonyl
strongly correlated to CRP (0.49, p<0.0001) and to Fibrinogen (0.30, p<0.01). There
was a significant reduction in plasma Carbonyl after renal transplant (1.4+0.4nmol/mg
de alb.), compared with the levels before the procedure (2.0£1.4 nmol/mg de alb.,
p<0.05), which parallel a improvement in thiol levels (15+4uM /g de alb., vs 21+5uM
/g de alb., p<0.001). In addition, there was a significant correlation between CRP and
Carb after the transplant (r=0.65; p<0.005). Conclusion: In conclusion, we observed
that patients with CKD present an altered redox status and increased signs of oxidative
stress and inflammatory activity as kidney function deteriorates, which was partially
but significantly improved after renal transplant. These findings indicate the
importance of renal function in the complications of CKD related to oxidative stress
and inflammation.
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LISTA DE ABREVIATURAS

DCV - Doenca cardiovascular (cardiovascular disease)
DNPH - (2,4-Dinitrofenilhidrazina

DRC - Doenca renal cronica (chronic kidney disease)
DTNB - (5,5"- Dithio-bis (2-nitrobenzoic acid))

ERN - Espécies reativas de nitrogénio

ERO - Espécies reativas de oxigénio

EO - Estresse oxidativo

GSH-Px - Glutationa-peroxidase

GSH-Rd - Glutationa-redutase

GSH - Glutationa reduzida

HAS - Hipertensdo arterial sistémica

MPO - Mieloperoxidase

PCR - Proteina C-reativa (C-reactive protein)

RLs - Radicais livres

SOD - Superoxido-dismutase

TFG/GFR - Taxa de filtracdo glomerular (glomerular filtration rate)

Tx - Transplante renal (Kidney transplant)
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1 INTRODUCAO

A doenca renal cronica (DRC) consiste em lesdo renal e perda progressiva e
irreversivel da funcbes (glomerular, tubular e enddcrina) dos rins. Segundo as
diretrizes da Sociedade Brasileira de Nefrologia®, a DRC pode ser classificada em
estagios de 1 a 5, de acordo com a estimativa da taxa de filtracdo glomerular (TFG).
Em sua fase mais avangada, os rins ndo conseguem mais manter a homeostasia do
organismo, gerando consequéncias clinicas deletérias para os pacientes, decorrentes da
toxicidade dos compostos acumulados pela queda da TFG. Neste momento, as opgdes
terapéuticas de reposicdo da funcéo renal sdo os métodos de depuracdo artificial do sangue
(didlise peritoneal ou hemodidlise) ou o transplante renal.

Pacientes com DRC, quando comparados a populagdo geral, apresentam uma
elevada mortalidade, especialmente em decorréncia da doenca cardiovascular (DCV)®,
Uma potencial justificativa para esta observacéo seria a alta prevaléncia de fatores de risco
tradicionais para DCV como a idade avancada, obesidade, diabetes, hipertensao arterial,
hipertrofia de ventriculo esquerdo e dislipidemia. Porém, esses fatores de risco nao sao
suficientes para justificar a elevada mortalidade por DCV®, e fatores de risco néo-
tradicionais e fatores de risco peculiares a uremia vem se tornando importantes
ferramentas para a identificacdo dos mecanismos especificos da DCV na DRC, 0 que
potencialmente gera interessantes alvos para intervengdes no futuro.

A prevaléncia destes fatores de risco ndo-tradicionais aumenta a medida que a
funcdo renal diminui. Dentre eles, a anemia, os distarbios do metabolismo mineral, a
sobrecarga de volume, a dislipidemia, a desnutricdo, a inflamacdo cronica e
especialmente o estresse oxidativo tém sido associados a uma maior mortalidade
cardiovascular®. Nos Gltimos anos tem sido grande o interesse no estresse oxidativo como
fator associado a patogénese de doencas degenerativas, desencadeado por uma série de
eventos em resposta a estimulos pro-inflamatdrios e pré-oxidantes ou da reducdo da
capacidade antioxidante®. Para um claro entendimento da importancia do estresse

oxidativo na fisiopatologia de doencas degenerativas (e especialmente das complicacdes da



DRC) é necessario que se definam conceitos de geracdo de espécies reativas, defesas

antioxidantes e estresse oxidativo, bem como seus potenciais efeitos bioldgicos.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 GERACAO DE ESPECIES REATIVAS

A presenca de elétrons ndo-pareados em atomos ou moléculas aumenta a sua
reatividade quimica, por tenderem a acoplar o elétron ndo-pareado com um outro que
esteja presente em estruturas proximas a sua formacdo. Desta forma, tais atomos ou
moléculas podem compartar-se como receptores (oxidantes) ou como doadores
(redutores) de elétrons®. Esse fendmeno ocorre especialmente em atomos de oxigénio,
nitrogénio, carbono, hidrogénio, enxofre ou atomos de metais de transicdo, gerando
espécies reativas. As espécies reativas de maior relevancia bioldgica sdo as de oxigénio
e de nitrogénio, ocorrendo tanto de forma continua a partir do metabolismo
mitocondrial quanto de forma induzida como componente do sistema imune inato.
Estas reacOes sdo catalisadas principalmente por quatro vias enziméaticas (NADPH
oxidase, superoxido dismutase, 6xido nitrico sintase e mieloperoxidase) para produzir
as espécies intermediarias no processo de defesa do organismo contra agressdes. Os
principais indutores da producdo de espécie reativas Sd0 0S microrganismos
fagocitados, porém qualquer agressdo ao organismo é capaz de desencadear a
producéo de espécies reativas®,

O oxigénio pode dar origem a diversas espécies reativas de oxigénio (ERO) em
qualquer sistema biologico, seja por absorcdo de energia, seja por transferéncia de
elétrons. Pelo fato de a molécula de oxigénio possuir dois elétrons livres nos orbitais, o
oxigénio reage preferencialmente com moléculas de configuracéo eletronica semelhante.
Em condicdes fisiologicas do metabolismo celular aerébio, o oxigénio sofre reducéo
tetravalente, com aceitacdo de quatro elétrons, resultando na formacédo de agua. Durante
esse processo de quatro etapas (figura 1), sdo formados intermediarios reativos, como 0s
radicais superdxido (O2~), hidroperoxila (HO2) e hidroxila (OH), e o perdxido de
hidrogénio (H-02). Normalmente, a reducdo completa do O, ocorre na mitocondria € a

reatividade das EROs é neutralizada com a entrada dos quatro elétrons* . Uma outra



via de formacdo de ERO de importancia bioldgica consiste na reducdo unieletrénica do
oxigénio a &gua, na qual a entrada de quatro elétrons na molécula de oxigénio

promove o aparecimento de EROs®),

O, (5:5)
|
G

. - : -
(H:0:0) HO 2 | F 02 (0:0)

*

2H T
-/
-

Hao©Q, (H:0:0: H)

H.O (H:O: H)

Figura 1 - Reducdo tetravalente do oxigénio molecular (O,) até
a formagcéo da agua (H.02)™

O radical superdxido (O2) € formado apds a primeira reducdo do oxigénio. O
radical superoxido ocorre em quase todas as células aerdbicas sendo produzido durante a
ativacdo méaxima de neutrdfilos, mondcitos, macrofagos e eosinofilos. Apesar de ser
considerado pouco reativo em solugdes aquosas, tem sido observada lesdo bioldgica
secundaria a sistemas geradores de O2" (seja enzimatico, fagocitico ou quimico). Ja o
radical hidroperoxila (HO2) representa a forma protonada do radical superoxido.
Existem evidéncias de que a hidroperoxila é mais reativa que o superoxido, por sua
maior facilidade em iniciar a destruicdo de membranas bioldgicas. Porém, o radical
hidroxila (OH') é considerado a ERO mais reativa em sistemas bioldgicos. A combinagéo
extremamente rapida do OH- com metais, moléculas ou outros radicais no préprio local
onde foi produzido confirma sua alta reatividade. Apesar do peroxido de hidrogénio

ndo ser um radical livre, € um metabdlito deletério, porque é precursora do radical -OH
(4,6,8)



Outro grupo de espécies reativas importante no processo de geracdo de estresse
oxidativo com consequéncias bioldgicas sdo as espécies reativas de nitrogénio (ERN),
que incluem o éxido nitrico (NO*), éxido nitroso (N20), acido nitroso (HNO>), nitrito
(NO2), nitrato (NO3") e peroxinitrito (ONOO’). O NO* pode ser produzido no organismo
pela acdo da enzima oOxido nitrico sintase a partir da L-arginina e oxigénio. Esse
radical também pode ser produzido em maiores quantidades através dos fagocitos
estimulados. O nitrato pode transformar-se em nitrito, gerando 0 HNO2. O N2O3 também
é precursor do HNO2 por meio da sua reacdo com a agua. O HNO. promove a
desaminagdo das bases do DNA que contém grupos —NH: livres (citosina, adenina e
guanina), formando uracila, hipoxantina e Xxantina, respectivamente®. Enquanto
alguns deles podem ser altamente reativos no organismo atacando lipidios, proteinas e

DNA, outros sdo reativos apenas com os lipidios®.

2.2 SISTEMAS DE DEFESA ANTIOXIDANTE

As defesas antioxidantes derivam principalmente da dieta (vitaminas E e C, zinco,
cobre e selénio), de sistemas enziméaticos como a superoxido desmutase (SOD), catalase,
glutationa-peroxidase (GSH-Px) e de sistemas ndo-enzimaticos como acido drico,
albumina, transferrina e tidis? ®_ Qutra linha de defesa tem a funcéo de reparar a lesio
ocorrida, sendo constituida pelo acido ascorbico, pela glutationa redutase (GSH-Rd) e
pela GSH-Px. Com excecdo da vitamina E, que € um antioxidante estrutural da
membrana celular, a maior parte dos agentes antioxidantes esta solubilizada no meio
(11).

A glutationa reduzida (GSH) esta presente em todas as células e é o tiol (-SH)
mais abundante no meio intracelular. Sua capacidade redutora é determinada pelo
grupamento tiol, presente na cisteina. A GSH pode ser considerada um dos agentes mais
importantes do sistema de defesa antioxidante da célula, protegendo-a contra a leséo

resultante da exposicédo a agentes como ions ferro, oxigénio hiperbarico, radiacdo e luz



ultravioleta. Além disto, diminui a suscetibilidade a leséo tissular decorrente da isquemia
e reperfusdo e participa da eliminacdo de produtos da lipoperoxidacdo. Apds a
exposicdo da GSH ao agente oxidante, ocorre sua oxidacdo a GSSG. A recuperagédo da
GSH é feita pela enzima GSH-Rd, uma etapa essencial para manter integro o sistema
de protecdo celular. Habitualmente, a reserva intracelular de GSH-Rd é alta e somente
uma grave deficiéncia desta enzima resultard em sinais clinicos. A GSH-Px catalisa a
reducdo do perdoxido de H20- e perdxidos orgéanicos para seus correspondentes alcoois
as custas da conversdo da GSH a GSSG® 11:12),

A superoxido-dismutase (SOD) corresponde a uma familia de enzimas com
diferentes grupos prostéticos em sua composicdo. Nos sistemas eucariontes existem
duas formas de SOD. A forma Cu/ZnSOD esta presente principalmente no citosol,
enquanto Mn-SOD esta localizada primariamente na mitocondria. Essa enzima também
tem papel antioxidante, ja que catalisa a dismutacao do radical superoxido em H20- e
02, na presenca do préoton H*(*2),

Finalmente, a enzima catalase é uma hemeproteina citoplasmatica que catalisa a
reducdo do H20, a H.O e Oz E encontrada em células do sangue, medula dssea,
mucosas, rim e figado. A suplementacdo de catalase exdgena previne a oxidacdo da GSH
mediada pelo H2O, em eritrocitos normais(7).

Além dos antioxidantes citados, outros sistemas ndo enzimaticos sao importantes. O
[-caroteno interage com as ERO especialmente quando ocorrem baixas tensdes de Oo,
enquanto a vitamina E se mostra mais eficiente quando ha altas tensdes de O2 no meio.
A vitamina C é um antioxidante hidrossollvel que pode neutralizar diretamente as

EROs; porém, pode funcionar como pré-oxidante quando em dose elevada.

2.3 ESTRESSE OXIDATIVO

Aos efeitos nocivos induzidos pelas espécies reativas e capazes de lesar as

estruturas dos sistemas bioldgicos da-se 0 nome de estresse oxidativo. O estresse oxidativo



pode resultar do excesso na producdo oxidante ou da deplecéo das defesas antioxidantes®?,
O estresse oxidativo pode ser benéfico nos casos de infeccdo, quando ocorre produgédo
de espécies reativas por células fagocitarias para eliminar microrganismos invasores.
Passa a ser prejudicial quando a agressdo se torna sistémica, descontrolada e néo-
resolvida. As espécies reativas lesam a célula de modo direto ou danificam os acidos
nucléicos e as proteinas, tornando-os mais suscetiveis a degradacdo. Além de seu
efeito citotdxico, atuam como mensageiros das vias de sinalizacdo intracelular das células
inflamatorias®. Um exemplo é a ativacdo do fator nuclear kappa B (NF kappa B),
induzida por diversos oxidantes e bloqueada por varios antioxidantes. O NF kappa B é
um fator central de transcricdo, envolvido na regulacdo de numerosos genes pro-
inflamatdrios, incluindo muitas citocinas, fatores de crescimento, moléculas de adesao e
a enzima oxido nitrico sintetase®®. Desta forma, a geragdo de espécias reativas esta
intimamente associada a uma ativacdo de resposta inflamatéria. Por outro lado o
sistema imune ativado representa fonte adicional de geracdo de espécies reativas.

O estresse oxidativo é uma situacdo em que a homeostase celular é alterada por
causa da producéo excessiva de ERO ou ERN e (ou) da deplecéo de defesas antioxidantes
celulares® 4. Por outro lado, os mecanismos de sinalizacdo por ERO envolvem fendmenos
oxidativos brandos, com aumentos transitdrios e controlados de tais espécies. Uma vez
cessado o estimulo, a maquinaria antioxidante celular restabelece o estado redox original,
sem a ocorréncia e (ou) acumulo de danos oxidativos celulares. As ERO sdo consideradas
espécies quimicas muito pequenas e simples para que sejam reconhecidas por caracteristicas
conformacionais numa classica interacdo agonista-receptor. Logo, sua habilidade de
transmitir sinais quimicos estaria relacionada principalmente a suas propriedades
reativas, ou seja, sua capacidade de reagir especificamente com grupamentos quimicos
na superficie de proteinas que possam ser prontamente oxidadas por baixas

concentragdes de EROM®),



2.4 BIOMARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO

Um biomarcador deve ser um composto estavel do ponto de vista bioldgico, de
facil mensuracdo e que traduza de forma sensivel e especifica um processo patologico.
Especificamente em relagdo ao estresse oxidativo, existem varios biomarcadores de
interesse para avaliacdo do estado de estresse oxidativo em DRC, muitos deles ja
avaliados anteriormente®. De particular interesse pratico sio compostos que podem
ser medidos in vivo, de preferéncia a partir de amostras de plasma ou soro.

Primeiramente, lipideos modificados (entre eles o malondialdeido, lipoproteinas
oxidadas e os produtos finais da lipoxidagcdo avancada) foram identificados como
interessantes marcadores de estresse oxidativo e se associam claramente a fisiopa-
tologia de diversas doencgas. Derivados do &cido araquiddnico também podem ser
mensurados e tém sido utilizados como bhiomarcadores de estresse oxidativo. Entre eles,
destacam-se 0s F> isoprostanos, que podem ser medidos tanto no plasma como na urina.
Carboidratos como aldeidos reativos e produtos finais da glicacdo avancada
representam produtos estaveis conseqlentes do estresse oxidativo. Alguns ensaios
identificando alteragdes estruturais do DNA decorrentes do estresse oxidativo também
sdo promissores pois representam forma estavel de avaliar o dano celular. A deteccdo
da oxidacgdo do residuo de tirosina constitui atualmente uma das formas mais sensiveis e
especificas disponivel para se detectar produtos de vias oxidativas. A oxidacdo de
residuos de tirosina induz a formacgdo de 3-clorotirosina, 3-nitrotirosina, ou ditirosina,
dependendo da espécie de oxidacdo predominante (acido hipocloroso, espécie reativa
do nitrogénio ou um radical livre, respectivamente). Estudos demonstram que pacientes
em hemodialise, possuem niveis elevados de 3-clorotirosina no plasma, o que ndo
ocorre com 3-nitrotirosina ou de ditirosina. Dado que a 3-clorotirosina é um produto
especifico da reacdo catalisada pela mieloperoxidase, reacGes oxidativas iniciadas por
fagocitos podem ser consideradas como principal causa do estresse oxidativo na
DRC®),



Finalmente, proteinas plasmaticas modificadas pelo processo de oxidacao, como 0s
produtos da oxidagdo protéica avancada e as carbonilas (particularmente relevante no
contexto do presente trabalho), ttm se mostrado biomarcadores interessantes para
detectar o estresse oxidativo e monitorar os resultados de intervencBes. Proteinas
carboniladas podem ser detectadas na DRC em concentragdes elevadas quando
comparadas com individuos saudaveis® ). Como carbonila é também um dos produtos
da reacdo de fagdcitos, a concentracdo da carbonila pode ser também um marcador da
ativacdo do fagocito e da inflamac&o®).

Por outro lado, biomarcadores da capacidade antioxidante também séo
importantes na identificagcdo de pacientes sob risco de complicagées. Um antioxidante
importante € mantido no plasma pelos grupos tidis. A albumina contém um tiol livre,
representado assim um importante antioxidante plasmatico. Além de seus efeitos
antioxidantes ativos, a albumina parece ser oxidada seletivamente por uma variedade
de oxidantes, que impede a injdria oxidativa vascular(®),

Sinais de um sistema imune cronicamente ativado séo descritos em DRC!?, Uma
elevacdo de proteina C-reativa (PCR) no plasma € extremamente comum em pacientes
com DRC, uma indicacdo de uma resposta inflamatdria dirigida por citocinas de fase
aguda. Niveis circulantes de PCR elevado representa um indicador de maior risco de
mortalidade cardiovascular®). Embora a associagdo entre a aterosclerose e a
inflamacdo cronica na populacdo de pacientes em didlise ja esteja estabelecida, ndo se
sabe se a resposta inflamatdria reflete meramente um fenémeno que acompanha a doenca
aterosclerotica estabelecida ou se a inflamagcdo e as reacdes da fase aguda estdo
envolvidas na iniciacdo e (ou) progressdo da aterosclerose@®. Ja existem dados
correlacionando a inflamagcdo (manifestado com o aumento do PCR) e 0 estresse

oxidativo em pacientes com DRC e em dialise® 22,
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2.5 EFEITOS BIOLOGICOS DO ESTRESSE OXIDATIVO

Os efeitos da geracao de espécies reativas em células e tecidos sdo amplos, mas
algumas reagdes sdo particularmente relevantes. O estresse oxidativo causa efeitos
deletérios em consequéncia da oxidacdo induzida pelos radicais livres provocando danos
nas macromoléculas, interagindo diretamente com as proteinas e as membranas, causando
a perda significativa da funcdo de transporte de membrana, enzimas, fatores de
transcri¢do, microtubulos, e outras proteinas.

A producdo de radical hidroxila produzido proximo ao DNA poderd modificar
bases purinicas e pirimidinicas. Além disso, o radical hidroxila pode inativar varias
proteinas (enzimas e membrana celular), ao oxidar seus grupos sulfidrilas (-SH).
Tambeém pode iniciar a oxidacdo dos &cidos graxos poli-insaturados das membranas
celulares (lipoperoxidacdo). Na peroxidacdo lipidica da membrana plasmética e das
organelas na presenca de espécies reativas de oxigénio, a lesdo oxidativa € iniciada
quando as ligacBes duplas dos acidos graxos insaturados dos lipideos das membranas
sdo atacadas por ERO, especialmente pela OH ).

Ja nas modificacOes oxidativas das proteinas, as ERO promovem a oxidagdo da
cadeia lateral dos aminoé&cidos, formando ligacGes cruzadas entre proteinas e causando
fragmentacdo. Por exemplo, na reperfusdo miocardica apos isquemia prolongada €
acompanhado por um aumento da producdo de radicais livres, levando a aceleracdo da
morte da célula com a apoptose e necrose®),

Sob condicdes de estresse oxidativo/nitrosativo, os tidis de residuos de cisteina em
proteinas estdo entre os principais alvos suscetiveis aos oxidantes e podem passar por
varias alteracbes redox reversiveis ou irreversiveis em resposta a0 aumento ou
exposicdo as ERO/ERN®®, Dependendo do residuo de cisteina afetado, o estresse
oxidativo pode alterar completamente a funcédo da proteina. A cisteina esta presente no
sitio ativo de muitas proteinas e em dominios que funcionam na regulacdo e no trafego,

sinalizacdo celular e expressdo de genes.
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Na DRC em estagio avancado, fica evidente que um numero de fatores rela-
cionados a dialise, como bio-incompatibilidade e de fatores ndo-relacionados a dialise,
como infecgBes, podem contribuir para um estado de estresse oxidativo® 24, Estudos
mais recentes sugerem que este estado de inflamacdo e estresse oxidativo predispde a
doenca cardiovascular (DCV) mesmo em estagios precoces da DRC?®, A reducéo da
funcdo renal por si s6 pode estar associada com o estresse oxidativo, ja que niveis
aumentados de marcadores biologicos desta situacdo sdo observados tanto em
insuficiéncia renal leve®®, como em estados avangados da doenca pré-dialise® 24,

Niveis plasmaticos elevados de peroxidagdo lipidica, protéica e reducdo na
atividade antioxidante sdo relatados em pacientes com DRC, comparados a individuos
com funcdo renal normal®”. Com a progressdo da insuficiéncia renal e a consequiente
retencdo de "toxinas urémicas”, o LDL oxidado, sendo posteriormente capturado por
macrdfagos na camada intima dos vasos que quando ativados liberam radicais superoxido,
peroxido de hidrogénio e enzimas hidroliticas. Estes produtos, além de lesar células
vizinhas, estimulam a proliferacdo de musculo liso subendotelial. Tal oxidacdo
estimula a internalizacdo de colesterol nos macréfagos, os quais, se convertem em células
espumosas, contribuindo para a formacéo da placa de ateroma® ). As espécies reativas de
oxigénio podem alterar diretamente proteinas, mediante a oxidacdo de aminoacidos,
acarretando perda progressiva de suas propriedades metabdlicas, enzimaéticas e
imunoldgicas. Alternativamente, compostos reativos das carbonilas, formados pela
oxidacdo de carboidratos e lipidios, podem indiretamente resultar em glicacdo ou
lipoperoxidacao avancadas de proteinas.

A disfuncdo endotelial € uma das primeiras alteragdes que d&o origem ao processo
patogénico da aterosclerose, tendo como caracteristica a reducdo da sintese, liberacdo e
atividade do NO derivado do endotélio, que fisiologicamente inibe diversos componentes
do processo aterogénico, como vasoconstriccdo, agregacdo plaquetaria®®, proliferacdo do
musculo liso vascular e adesdo de leucdcitos ao endotélio®®. O LDL oxidado, que reduz
a vasodilatacdo dependente do endotélio, parece atuar sinergicamente com a angiotensina

11, 0 que amplifica os seus efeitosG? G,
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Todavia, nenhum estudo at¢é o momento demonstrou a relacdo entre ambos a
capacidade antioxidante e o estresse oxidativo associados ao grau de disfungéo renal e
a inflamacdo sisttmica. Da mesma forma, ndo existem muitos relatos do impacto da
normalizacdo da funcdo renal (por meio do transplante renal) no estresse oxidativo
observado em DRC. Neste estudo, testou-se a hipotese de que existe uma associacao

entre estresse oxidativo, capacidade antioxidante e funcdo renal®),
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3 OBJETIVOS

Avaliar o estresse oxidativo em relacdo a funcdo renal e aos niveis de
marcadores de inflamagdo em um grupo de pacientes com DRC:
- Em estagios diferentes da DRC.

- Antes e apos o transplante renal.
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4 DESENVOLVIMENTO

4.1. POPULACAO E COLETA DE MATERIAL BIOLOGICO

4.1.1. Analise de marcadores de estresse oxidativo em diversas fases da DRC

Foram utilizadas nesse estudo amostras congeladas (-80 °C) de plasma (EDTA)
de pacientes em tratamento no ambulatério de DRC da Fundacdo Pré-Renal. Dados
clinicos e laboratoriais dos pacientes foram obtidos pela Dra. Simone Gongalves. O
protocolo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa da PUC-PR e o0s pacientes
incluidos no estudo assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido,
prontificando-se a participar do estudo. Os critérios de inclusdo foram idade entre 18 e
80 anos, presenca de DRC e aceite na participacdo do estudo. Os critérios de exclusdo
considerados foram sinais de inflamacdo aguda ou doenca infecciosa, malignidade,
terapia de reposicdo da funcdo renal prévia ou atual, doenca auto-imune, neoplasias,
disfungdo hepatica, uso de drogas imunossupressoras Nno momento ou nos Gltimos trés

meses.

4.1.2. Anélise de marcadores de estresse oxidativo em pacientes no estagio 5 da DRC

antes e apos o transplante renal

Este foi um estudo prospectivo, de observacdo, incluindo pacientes
incidentes submetidos ao transplante renal. Foram utilizadas neste estudo amostras
congeladas (-80 °C) de plasma (EDTA) de pacientes transplantados no Hospital
Evangélico. Dados clinicos e laboratoriais dos pacientes foram obtidos pelo Dr.

Alexandre Bignelli. Os pacientes incluidos no estudo assinaram um termo de
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consentimento livre e esclarecido, prontificando-se a participar do estudo. O protocolo
foi analisado e aprovado pelo comité de ética da PUC-PR. Foi possivel o
recrutamento de 21 pacientes que preenchiam os requisitos para o ingresso no estudo.
Os critérios de inclusdo foram: idade até 65 anos e transplante com doador vivo e
esquema de imunossupressdo padrdo. Os critérios de exclusdo foram presenca de
infeccdo ativa, doencas auto-imunes, neoplasias, disfuncdo hepatica. Os pacientes
foram reavaliados apds seis meses visando a investigacdo dos mesmos parametros

avaliados no inicio do estudo.
A coleta foi feita com seringas e agulhas. Os tubos para a coleta também

foram resfriados previamente. A centrifugacdo para obtencdo do soro, que foi
imediatamente estocado a - 80 °C, foi efetuada em centrifuga refrigerada. A funcéo
renal foi estimada pela taxa de filtracdo glomerular, a partir da média dos clearances
de uréia e creatinina. As dosagens plasmaticas de proteina C-reativa foram efetuadas
por nefelometria de alta sensibilidade automatizado (Dade Behring-BN I, Marburg,
Germany) e fibrinogénio de alta sensibilidade em coagulémetro automatizado (Dade
Behring Coagulation Timer, Marburg, Germany), os quais foram utilizados como
marcadores de inflamacdo sistémica. Para dosagem dos marcadores de estresse
oxidativo, foi desenvolvido um protocolo para a determinacdo dos niveis de tiol total

e de proteinas carboniladas, descritos em detalhe abaixo.

4.2. METODOS LABORATORIAIS PARA MENSURACAO DE
BIOMARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO(32)

4.2.1. Determinacdo de tiois no plasma

Para dosagem de tidis foi utilizado o método do DTNB (5,5"- Dithio-bis (2-

nitrobenzoic acid)), (reagente de Ellman’s) com leitura das absorbancias em 405 nm.
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Foi preparada uma solucdo de DTNB a 0,5mM contendo 0,5mM de DTPA em tampéo
fosfato (100mM KH2POse EDTA 10mM, pH7.5). Uma curva padrdo com solucéo de
glutationa (GSH) e concentracdes conhecidas em MPA 2,5% (&cido metafosférico), de
10uM, 50uM, 75uM e 100uM foi preparada. O branco é definido com a solugédo de
DTNB e MPA a 2,5%. Para dosagem das amostras em duplicata, foi utilizada uma
microplaca de microtitulacdo, adicionando 190ul da solucdo de DTNB e 10ul de
plasma. Apé6s a adigdo, a amostra foi homogeneizada suavemente e deixada em
repouso a temperatura ambiente por 15 min. A leitura da absorbancia foi realizada
num leitor de microplacas Tecan.

Utilizando a equacdo da reta (Y=B.X), a partir da curva de calibracdo, foi
calculada a concentragdo em puM, com as devidas correcdes de diluigdo. Em seguida,

as concentracdes foram corrigidas pelo valor de albumina de cada amostra (Figuras 2

e 2B).
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B)

1.0+ Curva Padrao

Figura 2 — A) Representacdo esquematica da dosagem de tiol em microplaca de microtitulacdo. B)

Curva padréo obtida a partir de concentragdes conhecidas de GSH.

4.2.2. Dosagem de carbonilas no plasma

Para dosagem de carbonila foi utilizado o método DNPH (2,4-
dinitrofenilhidrazina). Em um tubo de ensaio foi adicionado 200ul de plasma e 1ml de
DNPH (10mM em 2M HCL), e em outro tubo 200ul de plasma e 1ml de HCL 2M
(branco). O material foi homogeneizado e deixado em banho-maria a 37°C por 90 min.
As amostras foram resfriadas por 10 min em gelo, e 1ml de &cido tricloro acetico
(TCA) 28% foi adicionado. Nova homogeneizacdo em volrtex por 3 min e
centrifugacdo a 6000rpm por 3min foi realizada. Descartou-se o sobrenadante e
adiciounou-se 1ml de etanol- acetato de etila 1:1 (v/v). Nova homogeneizagdo em vortex
por 2min e centrifugacdo a 6000rpm por 6min foi realizada. Descartou-se o
sobrenadante e foi adicionado 1ml de guanidina 6M, homogeneizado por 1min.
Transferiu-se a amostra para um tubo de 1 ml onde foi centrifugado a 6000rpm por

3min. Utilizando a equacdo A= e.b.c (onde £=21000 M. cm? e A= absorbancia),
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foram obtidas as concentracdes das amostras apos a correcdo pela albumina de cada

paciente (Figura 3).

Plasma + HCL 2M  Plasma + DNPH TCA 28% PN
Wortex 3
Crescartar
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[ escartar :
2 - zobrenadante H H Lransfenr ‘AES 0 nm
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Figura 3 — Representacdo esquematica da dosagem de carbonilas no plasma
pelo método DNPH.
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5 ARTIGO

ASSOCIATION BETWEEN BIOMARKERS OF CARBONYL STRESS WITH
INCREASED SYSTEMIC INFLAMMATORY RESPONSE IN DIFFERENT
STAGES OF CHRONIC KIDNEY DISEASE AND AFTER RENAL
TRANSPLANTATION
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Abstract

Background: Chronic kidney disease (CKD) is characterized by progressive
kidney dysfunction accompanied by accumulation of uremic toxins and a potential
disequilibrium between the redox status and the generation of prooxidants, resulting
in oxidative stress and chronic inflammation which is associated with complications
(particularly cardiovascular disease) in this population. We aimed to analyze the
concentration of total plasma thiols (indicator of antioxidant capacity) and the protein
carbonyl content (a marker of carbonyl stress) in relation to kidney function and
inflammation in a group of patients with CKD. Patients and Methods: A group of 68
patients with CKD (stages 2-5; mean age 57 8 12 years, 46% male, 34% diabetics)
and another group of 21 patients who underwent living donor kidney transplantation
(mean age 36 8 17 years, 50% male, 10% diabetics, and 9 8 2 months after renal
transplantation) were included in the study. Total plasma thiol and protein carbonyl
levels were determined by the DTNB and DNPH methods, respectively, and were
adjusted to the plasma albumin concentrations. Plasma levels of fibrinogen and C-

reactive protein (CRP) were measured by routine methods and used as markers of in
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flammation. Results: Mean glomerular filtration rate (GFR) was48ml/min, and there
was appositive correlation between GFR and thiol (r = 0.25, p ! 0.05) and a negative
correlation between GFR and carbonyl (r = —0.26, p ! 0.05), fibrinogen (r = -0.45, p !
0.0001) and CRP (r = -0.14, p = ns). Carbonyl strongly correlated with CRP (0.49, p !
0.0001) and fibrino- gen(0.30,p! 0.01). There was a significant reduction in plasma
carbonyl after renal transplantation (1.4 8 0.4 nmol/mg albumin), compared with the
levels before the procedure (2.0 8 1.4 nmol/mg albumin, p ! 0.05), which parallels an

improvement in thiol levels (15 8 4 vs. 21 8 5 nmol/mg albumin, p! 0.001). Inaddition,
there was a significant correlation between CRP and carbonyl after the transplantation
(r=0.65;p! 0.005). Conclusion: We observed that patients with CKD present an altered
redox status and increased signs of carbonyl stress and inflammatory activity as kidney
function deteriorates, which was partially but significantly improved after renal
transplantation. These findings indicate the importance of renal function in the

complications of CKD related to oxidative stress and inflammation.

Introduction

Chronic kidney disease (CKD) is characterized by progressive renal
dysfunction accompanied by uremic toxin accumulation and a potential disequilibrium
between the redox status and the generation of prooxidants, resulting in oxidative
stress and chronic inflammation [1]. In this population, this status is associated with
complications (particularly cardiovascular disease), and biomarkers of inflammation
and oxidative stress are predictors of mortality [2].

Oxidative stress can result from an excess of oxidant production or depletion of
antioxidant defenses. Reactive species can act as messengers in the intracellular
signaling of inflammatory cells, in a reaction commonly de- scribed as harmful to cells
and tissues. They cause direct lesions to cellular macromolecules, making them more
susceptible to degradation and promoting further activation of the immune system.
Recently gathered evidence has suggested that, in uremia, the increased carbonyl

compounds derived from carbohydrates and lipids modify proteins not only by a
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glycoxidation reaction but also by a lipoxidation reaction (‘carbonyl stress’). Carbonyl
stress has been implicated in the pathogenesis of long term uremic complications such
as dialysis-related amyloidosis.

During the progression of CKD, the decrease in renal function leads to a variety
of disturbances in body homeostasis, which is clearly related to the degree of renal
function, usually evaluated by estimation of the glomerular filtration rate (GFR).
These disturbances are characterized by the accumulation of uremic toxins, increase in
signs of volume overload, worsening of hypertension, and the induction of metabolic
and hormonal disturbances. All of these features are highly prevalent in advanced
stages of CKD and are potential triggers for a cellular response that could lead to
inflammatory activation and generation of a status of oxidative stress. Dialysis therapy
can further contribute to this situation through bio-incompatible systems and water
quality, leading to increased infection susceptibility. Renal transplantation removes the
dialysis-related factors to the cellular response, and additionally reestablishes renal
function, with a potential impact on reducing oxidative stress.

Several markers of oxidative stress have been de- scribed in CKD; however,
there is no consensus about which consistently accompanies disease progression,
reflects its severity, responds to therapeutic intervention, and induces improvement in
patient outcome [1]. Modified proteins measured in plasma are potentially good
candidates as biomarkers of carbonyl stress in CKD. As a result of carbonyl stress,
carbonylated proteins can be easily detected in plasma, which are described to be
elevated in CKD when compared to healthy individuals [4]. Based on analysis of the
mechanisms of generation of radical species, markers of ant oxidative status can also
be considered biomarkers of carbonyl stress. The anti-oxidant defenses derive
primarily from diet, enzymatic systems, and non-enzymatic systems such as uric acid,
albumin, transferrin and total thiols. Interestingly, thiol levels (from reduced cysteine
residues) can be easily measured in plasma, are reduced in CKD compared to healthy
controls, and may also be an interesting bio- marker of carbonyl stress [4].

We hypothesize that signs of increased carbonyl stress are present (in parallel

with enhanced signs of systemic inflammation) in patients in a CKD stage-dependent
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way, and that renal transplantation partially reverses this situation. Thus, the objective
of this study was to evaluate markers of carbonyl stress in relation to kidney function
and inflammation in a group of patients with CKD in different stages and after the

renal transplantation.

Materials and Methods

This study consisted of the analysis of 2 populations: first, we performed a
cross-sectional and observational study in a group of CKD patients in different stages
of pre-dialysis care. Second, patients who underwent a living donor kidney
transplantation were evaluated before the transplantation and analyzed longitudinally
after a mean follow-up time of 9 months. The study protocol was approved by the
Ethics Committee of Pontificia Universidade Catélica do Parana, and informed

consent was obtained from each patient.

CKD Patients Stages 1-5

Patients aged 18 years and older in whom CKD was diagnosed at least 3 months
prior to the study, and who declared willingness to participate in the study were
included. Exclusion criteria were clinical signs of active infection, liver dysfunction,
autoimmune diseases, malignancy, and the wuse of anti-inflammatory or
immunosuppressant drugs 3 months prior to recruitment. Data regarding
anthropometry, age, gender, primary kidney disease, smoking, history of dyslipidemia,
diabetes mellitus, hypertension, edema, 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. Renal function was evaluated by estimating GFR using two
distinct determinations of the mean of two measurements of creatinine and urea
clearances. Patients were divided into different stages of CKD, according to the

current definition.
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Table 1.
Main clinical and laboratory characteristics of chronic kidney disease (stage 1-5) in

the transplant population

Chronic
kidney disease Transplant
(stage 1-5)

Number of patients 68 21

Mean age, years 57812.6 36817

Male gender, % 46 50

GFR, ml/min (range) 34 (6-107) 884

Primary kidney disease
Nephrosclerosis, % 30 7
Diabetic nephropathy, % 30 10
Chronic pyelonephritis, % 12 16
Chronic glomerulonephritis, % 12 34
Unknown, % 9 23
Other, % 19 10

Comorbidity
Hypertension, % 89 82
Diabetes mellitus, % 36 25
Hyperlipidemia, % 24 20
Cardiovascular disease, % 53 37
Smokers, % 12 0

Obesity, % 30 0
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Patients before and after Renal Transplantation

The second part of the protocol was a longitudinal and observational study that
prospectively included consecutive patients who underwent a living donor kidney
transplantation in our institution. Exclusion criteria were age! 18 years, clinical signs
of active infection, liver dysfunction, autoimmune disease, malignancy and acute
rejection at the time of sample collection. Eligible patients followed the standardized
study protocol: baseline analysis and sample collection were performed 1 week before
the trans- plantation. Data regarding anthropometry, age, gender, primary kidney
disease, smoking, history of dyslipidemia, diabetes mellitus, hypertension, edema, 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.

Sample Collection and Biomarker Analysis

Eligible patients for both studies followed a standardized sample collection
protocol in which blood samples were collected in vacutainer tubes containing EDTA
after an overnight fast. Plasma was separated immediately after the collection in a
refrigerated system and stored in aliquots at —80°C.

The concentration of C-reactive protein (CRP) was measured using a
highly  sensitive automated nephelometric immunoassay (Dade Behring-BN I,
Marburg, Germany). The assay sensitivity was 0.78 mg/l. Fibrinogen was performed
with automated coagulometer (DADE Behring Coagulation Timer, Marburg,
Germany).

Protein carbonyls were determined photometrically by the DNPH method.
Briefly, 200 1-I plasma and 1 ml DNPH (10 mM in 2 M HCI) were incubated at 37°C
for 90 min. As a control, incubation was also performed in the absence of DNPH.
Samples were cooled in ice, protein was precipitated by addition of TCA (28%),
washed with a mixture of ethyl acetate and ethanol (1:1) and finally resuspended in 1

ml of 6 M guanidine. After centrifugation (6,000 rpm for 3 min), supernatants were
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analyzed at 360 nm, and carbonyl concentrations were calculated (e = 21,000 M-
lecm-1).

Concentrations were then corrected for albumin concentration. Plasma total
thiols were determined photometrically using Ell- man’s reagent, as previously
described [5].

The type of value distribution was evaluated by the Shapiro-Wilks test. For
comparison of CKD groups with respect to the variables CRP, fibrinogen, thiol, and
carbonyl, we applied the ANOVA variance analysis test, and LSD was used for
multiple comparisons. The comparisons of CKD groups with respect to CRP were
done using the non-parametric Kruskal-Wallis test, and the Mann-Whitney test was
used for multiple comparisons. Thiol and carbonyl were logarithmically transformed
before be- ing entered in the data analysis. In the analysis of the second sub- study
(before and after the transplantation), the comparison was performed using the
Student’s t test for paired samples. Correlation was tested using Pearson or Spearman
tests. p values of 10.05 reflected statistical significance. For multiple comparisons, the

level of significance was corrected by the Bonferroni test (p ! 0.005).

Results

Patients with CKD Stages 1-5

The study population consisted of 68 patients (47% males) with a median age of
57 (range 23-83) years, pre- dominantly (91%) Caucasians, body mass index (BMI)
28 8 4, and a mean length of follow-up in the clinic of 38 8 57 months. The median
GFR was 34 (range 6-107) ml/ min. Most patients were in stage 3 (46%) and stage 4
(24%) of CKD. The causes of CKD were hypertensive nephro-sclerosis in 30%
patients, diabetic nephropathy in 30% patients, chronic glomerulonephritis in 12%
patients, polycystic kidney disease in 12% patients, and other or unknown etiologies in
16% patients. The comorbidities observed in the population were hypertension in 89%,
diabetes mellitus in 36%, obesity (BMI 128) in 30%, hyperlipidemia in 24%,

cardiovascular disease in 53%, and smoking in 12% of the patients. Patients were



26

taking angiotensin-Il receptor blockers or angiotensin-converting enzyme inhibitors in
75% of the cases, diuretics in 55%, aspirin in 28%, and statins in 12% of the cases.
The main clinical and laboratory characteristics of the population are given in table 1.
The median value of CRP was 2.8 (range of 0.3-39.9) mg/l. According to the
American Heart Association recommendations, a large proportion of patients (40%)

were considered at intermediate risk of cardiovascular disease (CRP 11 mg/l), while
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Fig. 1. Plasma carbonyl concentrations in patients with different stages of CKD (a) and in patients before and
after renal transplantation (b).
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Fig. 2. Plasma thiol in patients with different stages of CKD (a) and in patients before and after renal transplan-
tation (b).
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47% of patients were at high risk of cardiovascular disease (CRP 13 mg/l). Only 9
patients presented CRP levels of 1 mg/l. The median values of fibrinogen were 406
(range 238-1,003) mg/dl, and 51% of patients presented fibrinogen levels above the
normal range (400 mg/dl).

There was a positive correlation between carbonyl and fibrinogen
concentrations (p ! 0.01, r = 0.30) and a trend toward a negative correlation between
thiol and fibrinogen concentrations (r = 0.22, p = 0.06). There was a significant (p!
0.05) CKD stage-dependent increase inplasma levels of carbonyls (fig. 1), mirrored by
a decrease (p ! 0.01) in thiol levels (fig. 2). In summary, plasma levels of carbonyls in
CKD stage 5 (2.2 8 1.6 nmol/mg albumin) were significant higher than in stage 2 (0.8
8 1.3 nmol/mgalbumin;p=0.003),stage3(1.280.9nmol/mg albumin; p = 0.015) and
stage 4 (1.0 8 0.7 nmol/mg albu- min; p = 0.011). Plasma levels of thiols in CKD stage
5 were significantly lower (7.9 8 2.5 nmol/mg albumin) than in stage 2 (9.8 8 3.5
nmol/mg albumin; p = 0.05) and stage 3 (9.9 8 2.6 nmol/mg albumin; p = 0.03).
Accordingly, there was a negative correlation between the GFR and the carbonyl
concentration (r=0.26,p ! 0.05), anda positive correlation between GFR and the
thiolcon- centration(r=0.25,p!0.05).

Patients before and after Renal Transplantation

Twenty-one patients (50% males, median age 36, range 19-59 years) were
enrolled in the study. Of these patients, 76% received a graft from a related living
donor and 24% from anunrelated living donor. Fifty-seven percent of patients had
received previous transfusions, and 94% of pa- tients presented positive serology for
cytomegalovirus, while only 5% of patients were hepatitis C-positive. The graft
ischemia time was 58 8 6 min, and patients remained in the hospital for 12 8 6 days
after surgery. The immunosuppressant schedule was tacrolimus or cyclo-sporin +
micophenolate mofetil + prednisone in 71% of patients, tacrolimus or cyclosporin +
sirolimus + prednisone in 13% of patients, and other schedules in the remaining. Sixty-
eight percent of patients presented at least one episode of rejection, and the total

number of rejections was 32 episodes. There were 13 episodes of bacterial or viral
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acute infections. The prevalence of overweight and obesity in the baseline analysis
was 26% and increased particularly 9 months after the transplantation to 54% (p !
0.001), parallel to an increase in the BMI of the population. The mean weight gain
after transplantation was 7.3 8 3.5 kg, and BMI after the transplantation significantly
correlated with fibrinogen levels. The main clinical characteristics of the patients at the
baseline are presented in table 1.

There was a significant reduction in plasma carbonyl after renal transplantation
(1.4 8 0.4 nmol/mg albumin), compared with the levels before the procedure (2.0 8 1.4
nmol/mg albumin, p ! 0.05; fig. 1), in parallel to an improvement in thiol levels (15 8 4
vs. 21 8 5 nmol/mg albumin, p ! 0.001; fig. 2). In addition, there was a significant

correlation between CRP and carbonyl after the transplantation (r = 0.65; p ! 0.005).

Discussion

Patients with CKD present an excess of morbidity and mortality, which cannot
be fully explained by the traditional risk factors, and uremia-related oxidative stress
has been described as an important player in complications of CKD. In this study, we
observed that patients present a CKD stage-dependent status of carbonyl stress, which
was partially (but significantly) reversed after reestablishment of renal function by
transplantation.

There is growing evidence, from experimental and clinical studies, that
carbonyl stress may be implicated in the pathogenesis of many complications of CKD,
namely atherosclerosis, dialysis-related amyloidosis, malnutrition and anemia [1].
Given that free radicals have very short half-lives, the clinical assessment of carbonyl
stress is based on the measurement of different stable oxidized compounds (such as
modified lipid and protein products). At the same time, both enzymatic antioxidants
(superoxide dismutase, catalase, glutathione peroxidase) and nonenzymatic
antioxidants (glutathione, vitamin C, vitamin E, albumin) can be evaluated [6]. In the
present study, we chose to analyze simultaneously biomarkers of both antioxidant

capacity (plasma thiols) and protein oxidation (carbonyls) as markers of carbonyl
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stress in different patient populations. From a pathogenic point of view, while thiol
levels predict the reminiscent reduced cysteine residues [7], carbonyl levels represent
the final product of oxidative reaction [4]. In addition, these bio- markers have been
described in previous studies as a vi- able alternative to evaluate oxidative stress, as
they are easy to measure, inexpensive, and clearly altered in CKD compared to healthy
individuals [1].

CKD patients are exposed to many potential stimuli for the induction of
oxidative stress, both through the induction of a reduced antioxidant capacity and/or
in- creased prooxidant activity. These stimuli can be related to the process of dialysis
or to non-dialysis-related factors [8]. A reduction in renal function itself can be
associated with an inflammatory response and oxidative stress, since increased levels
of biological markers of these two situations are observed in both slight and advanced
states of pre-dialysis disease [9]. However, at present few studies have demonstrated
an association of either antioxidant capacity or oxidative stress with the degree of renal
dysfunction [4, 8]. Our findings of a CKD stage-dependent increase in the
concentration of carbonyls and a decrease in the concentration of thiols are in
accordance with previous observations, and reinforce the hypothesis that the renal
function impairment itself is associated with the induction of oxidative stress, most
likely due to the accumulation of modified protein and lipid compounds. The mirror
effect of CKD on antioxidant capacity and oxidative stress observed in the present
study is interesting, and could both indicate that CKD induces the depletion of
antioxidants with predisposition of carbonyl stress and/or directly activates production
of reactive species with consumption of antioxidants. The cause/effect mechanisms
behind these observations deserve further investigation.

An original finding of the present study is the association between biomarkers
of inflammation and oxidative stress, as seen by the significant correlations between
fibrinogen, carbonyls and thiols. Carbonyl stress and inflammation are deeply
interrelated, as different oxidant free radicals are generated by phagocytic cells in
response to inflammatory stimuli: both are related to endothelial dysfunction, as the

endothelium is a source and a target of oxidants and actively participates in the
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inflammatory response. In the present study, the described association between
inflammation and oxidative stress biomarkers suggests that they may be linked to
CKD not only through common mechanisms of activation, but also by generating an
amplifying loop. Although inflammation bio- markers are consistently associated with
CKD and its complications (including premature death), studies analyzing the value of
oxidative stress biomarkers are scarcer and still need to be elucidated in future studies.

We also observed a significant reduction in signs of carbonyl stress capacity
after the renal transplantation. The reduction in carbonyls was previously reported in
another study similar in design and population, although in that study there was no
description of plasma thiol changes after transplantation. In studies performed in
transplant patients, we [10] and others [11, 12] have de- scribed that there was an
improvement in the inflammatory status (according to the evaluation of several bio-
markers, such as fibrinogen and CRP) after correction of renal function, which was
dependent on the degree of renal function observed after the procedure. These
observations of an improvement in inflammatory status in combination with a
reduction in oxidative stress may justify the decrease in cardiovascular risk observed
in transplant patients when compared to patients on dialysis.

The fact that the present study simultaneously evaluated two pivotal markers of
carbonyl stress in two different patient populations of CKD represents an important
contribution to the area and allows analysis of data throughout the spectrum of kidney
dysfunction. The combination of 2 cohorts (cross-sectional predialysis and
longitudinal transplantation) results in a single report that reinforces the importance of
renal function associated with oxidative stress, avoids interassay variation, and
provides important information to the literature.

However, there are limitations to the study that need to be clearly discussed.
First, the study population is small and results should be replicated in larger studies to
further support the presented results. Second, there are major changes in body
composition, susceptibility to subclinical infection and immunosuppressive drug
prescription in the transplantation group that may interfere with carbonyl stress. The

particular role of those factors was not controlled in the present study.
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In conclusion, we observed that patients with CKD present increased signs of
carbonyl stress and inflammatory activity as kidney function deteriorates, which was
partially but significantly improved after renal transplantation. These findings indicate
the importance of renal function in the complications of CKD related to carbonyl
stress and inflammation. Further well-designed randomized controlled clinical trials
with carbonyl stress-reducing drugs are required to analyze whether carbonyl stress is

an important target when aiming to re- duce complications of CKD.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Biomarcadores tém uma importancia enorme na area de saude. Atualmente séo
utilizados no entendimento da fisiopatologia de doencas e na identificacdo de
pacientes sob risco elevado de desenvolver uma complicacdo. Além disso, podem ser
usados como marcadores da presenca ou gravidade de uma patologia, como
ferramentas de monitorizacdo de eficacia de intervencBes e como forma de perceber
alteracdes no curso natural de uma doenca. Dessa maneira, somente apds completar
um ciclo de investigacbes € que um biomarcador se torna realmente reconhecido e
amplamente aplicavel. No curso desse projeto, tentou-se avancar no entendimento do
papel de alguns biomarcadores da doenca renal cronica.

O entendimento do potencial papel do estresse oxidativo na DRC foi o0 ponto de
partida para esse estudo. Baseado no conhecimento da fisiopatologia de complicagdes
da DRC, particularmente cardiovasculares, escolheu-se biomarcadores de estresse
oxidativo como potenciais candidatos. Isso é devido ao fato da geracdo de espécies
reativas ser marcante na DRC e que resultados de sua producdo excessiva podem ser
observados em células e tecidos afetados pela doenca.

A primeira fase do desenvolvimento foi a padronizacdo da metodologia de
mensuracao de tiois e carbonilas no plasma de pacientes. Apos a padronizacéo, a definicdo
de um modelo de estudo, combinando pacientes em estagios diferentes da DRC com
uma situacdo de reestabelecimento da funcdo renal (antes e apds o transplante),
permitiu uma analise consistente da relacdo da concentracdo dos biomarcadores com a
intensidade da DRC, caracterizada por uma perda de funcdo renal. Os achados desse
estudo permitem afirmar que os biomarcadores escolhidos se relacionam com a
gravidade da disfuncédo renal e que este efeito pode ser parcialmente revertido com a
recuperacéo da funcao renal.

Restam, portanto, alguns passos para a consolidacdo da importancia desses
marcadores e sua ampla utilizagdo clinica e em pesquisa. Primeiramente, estudos futuros

devem analisar o poder preditivo dos biomarcadores em relacdo a eventos nesse grupo de
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pacientes. Posteriormente, estudos prospectivos devem avaliar o comportamento
desses biomarcadores apés intervencBes especificamente voltadas para a reducdo do
estresse oxidativo. Finalmente, estudos grandes e bem controlados devem comprovar que
estas intervencdes antioxidantes seriam capazes de reduzir o risco de morbi-
mortalidade, beneficiando diretamente os pacientes com DRC. Somente neste ponto, o
processo de avaliacdo da importancia de tidis e carbonilas como biomarcadores de

risco na DRC estara completa.
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7 CONCLUSOES

Conclui-se que pacientes com DRC possuem uma reducdo da capacidade
antioxidante e sinais de estresse oxidativo, que sdo mais pronunciados a medida que a
funcdo renal declina. Essas alteracdes sdo parcialmente, porém de forma significativa,
corrigidas com o restabelecimento da funcdo renal apos o transplante. Esses achados
apontam para a importancia da funcdo renal nas reacdes que determinam estresse

oxidativo, o qual pode estar potencialmente implicado nas complicagdes da DRC.
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