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RESUMO

As anormalidades hemostaticas sdo comumente encontradas em pacientes
com doenga renal. Ambos, sangramento e estados pro-trombdticos, podem ser
observados em pacientes com doenga renal crénica (DRC). O principal papel das
plaguetas é assegurar a hemostasia primaria, a manutencdo da integridade do
vaso e cessar 0 sangramento apds uma injuria. As plaquetas também estao
envolvidas na trombose arterial aguda, na inflamagédo, na aterosclerose, e na
angiogénese. Quando as plaquetas s&o ativadas elas se aderem a matrix
endotelial onde ocorre a ativagdo e a liberacdo de agonistas secundarios tais
como o ATP, ADP, tromboxano A2, serotonina e outras substancias
biologicamente ativas. O ADP possui um papel crucial na ativagdo plaquetaria,
atuando em receptores P2. Esta liberagcdo pode ser responsavel pela ativacao,
recrutamento e indugao da agregacgao adicional de plaquetas no microambiente de
lesdo no vaso. Assim, o metabolismo do ADP no sangue é um importante
mecanismo de regulacdo da fungdo plaquetaria. A NTPDase (ecto-CD39) hidrolisa
o ATP e ADP extracelulares formando monofosfato de adenosina (AMP), que é
subsequentemente convertido para adenosina pela acdo da enzima 5'-
nucleotidase (CD73).

O objetivo deste estudo foi explorar a relagéo entre a disfungdo plaquetaria
na uremia com as anormalidades hemostaticas e a severidade na doenca renal
em pacientes com insuficiéncia renal crénica sob tratamento conservador ND
(pacientes que nao realizam hemodialise) e HD (pacientes que realizam
hemodialise) comparando com individuos normais de mesma faixa etaria. Os
resultados demonstraram um aumento na atividade da NTPDase em plaquetas de
pacientes HD (52,88%) com o substrato ATP. A hidrélise do ADP apresentou-se
diminuida (33,68% e 39,75%) em HD e ND pacientes, respectivamente. Além
disso, a atividade da 5’-nucleotidase mostrou-se elevada em HD (160%) e ND
(81,49%) quando comparado com o grupo controle. Correlagdes significativas
foram encontradas entre a hidrélise do ATP, ADP e AMP e os niveis plasmaticos
de creatinina e uréia. Foram realizadas comparagdes entre o tempo de
hemodialise a que os pacientes estavam submetido e a alteragdes na hidrdlise dos
nucleotideos ATP, ADP e AMP. Encontrou-se aumento na atividade da NTPDase
com substrato ATP, diminuicdo com o substrato ADP e aumento da atividade da
5’-nucleotidase entre 49 e 72 meses em paciente HD. Os resultados sugeriram
que as alteragdes na hidrolise dos nucleotideos em plaquetas podem contribuir
para anormalidades hemostaticas em pacientes com DRC, podendo real¢ar o
risco de complicacdes tromboembodlicas e aterosclerose acelerada em pacientes
com DRC. Podemos inferir que tanto a uremia como a hemodialise tém influéncia
nas desordens hemostaticas apresentadas nesses pacientes, e descritas nesse
trabalho.

Os conhecimentos sobre estresse oxidativo e seu papel como importante
cofator contribuindo para disfuncdo endotelial, inflamacao, aterosclerose e
glomeruloesclerose tém substancialmente aumentado nos ultimos anos. A doenga
cardiovascular (DCV) é a maior causa de morte em pacientes com insuficiéncia
renal, sendo que cerca de 50% de todas as mortes em pacientes com terapia
substitutiva e que receberam transplante renal estdo relacionadas a DCV. A
mortalidade por DCV em pacientes com insuficiéncia renal é aproximadamente 9%
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por ano, o que chega a ser 30 vezes maior do que da populagdo em geral.

O estresse oxidativo € definido como um desequilibrio entre a formagao de
espeécies reativas de oxigénio (ROS) e os mecanismos de defesa antioxidante.
Nos ultimos anos, foi estudado o efeito biologico das ROS, e, em estudos clinicos
e experimentais recentes, foram notados sinais de estresse oxidativo em
pacientes renais. No entanto, a influéncia da uremia e do procedimento de
hemodialise n&o foi elucidada.

Nesse estudo, avaliou-se a influéncia da uremia e da hemodialise sobre o
estresse oxidativo e a atividade da enzima delta aminolevulinato deidratase (&-
ALA-D) em pacientes com DRC em HD e ND comparando com o grupo controle.
Observou-se um aumento na peroxidacgao lipidica em soro de pacientes HD e ND.
O nivel de TBARS em hemacias foi elevado somente em pacientes HD. A
atividade da catalase mostrou-se aumentada (83,56% e 61,23%) em pacientes HD
e ND, respectivamente. Neste estudo, demonstrou-se a inibicdo da atividade da &-
ALA-D em pacientes HD e ND quando comparado ao grupo controle. Observou-
se, uma correlagao positiva entre 8-ALA-D e 8-ALA-D/DTT com a quantidade de
hemoglobina (r= 0.55, r= 0.42), respectivamente, e também observou-se uma
correlacédo entre 6-ALA-D e 6-ALA-D/DTT e o nivel de TBARS em eritrocitos (r= -
0.54, r= -0.51), respectivamente. Além disso, uma correlacdo negativa foi
encontrada entre 5-ALA-D ou O-ALA-D/DTT e a atividade da enzima CAT (r= -
0.63, r=-0.5), respectivamente.

Nesse trabalho, demonstrou-se que a uréia pode ser o principal fator na
geracao de estresse oxidativo em pacientes com DRC. Além disso, a inibicdo da
atividade d-ALA-D foi positivamente correlacionada com niveis de hemoglobina,
demonstrando o papel fundamental da enzima d-ALA-D na biossintese do heme e
no desenvolvimento de anemia em pacientes com CRF. Estudos descreveram que
o acumulo de d-ALA pode levar ao aumento do estresse oxidativo, e a diminui¢cao
da eficiéncia nos mecanismos de defesa celular contra as espécies reativas de
oxigénio pode levar a peroxidacéao lipidica e também a inibicdo da atividade da d-
ALA-D, com concomitante alteracdo na sintese do heme, formando assim um
ciclo de destruicao.

Esse estudo demonstrou varias alteragcdes em pacientes com insuficiéncia
renal cronica, sendo que muitas delas ajudam a explicar a tendéncia a
desenvolver doenca cardiovascular precoce nesses pacientes.
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Abstract

Hemostatic abnormalities are commonly found in patients with renal failure.
Both a bleeding diathesis and the uremic prothrombotic state may be caused by
renal disease. The main role of blood platelets is to ensure primary hemostasis,
which is the maintenance of vessel integrity and cessation of bleeding upon injury.
While playing a major part in acute arterial thrombosis, platelets are also involved
in inflammation, atherosclerosis, and angiogenesis. When platelets are undergo
activation first adhere to the subendothelial matrix where they become activated
and release secondary agonists such as ATP, ADP, thromboxane A2, serotonin
and several other biologically active substances. ADP and ATP play a crucial role
in platelet activation, acting through P2 receptors. This release may be responsible
for the activation, recruitment, and induction of aggregation of additional platelets in
the microenvironment. Thus, the metabolism of ADP in the blood is important for
the regulation of platelet functions. NTPDase (ecto-CD39) is that hydrolyzes
extracellular adenosine tri- and diphosphate (ATP, ADP) to adenosine
monophosphate (AMP), which is subsequently converted into adenosine by 5'-
nucleotidase (CD73).

The objectives of this study were to explore the relations between platelet
dysfunction in uremia with hemostatic abnormalities and the severity of kidney
disease in patients with CRF under conservative treatment (nondialysed - ND) and
hemodialysis (HD) treatment companing to heathy subjects with the same age.
The activities of the enzymes NTPDase and 5’-nucleotidase were analyzed in
platelets from patients with chronic renal failure (CRF), both undergoing
hemodialysis treatment (HD) and not undergoing hemodialysis (ND), as well as
from a control group. The results showed an increase in platelet NTPDase activity
in CRF patients on HD treatment (52.88%) with ATP as substrate. ADP hydrolysis
was decreased (33.68% and 39.75%) in HD and ND patients, respectively. In
addition, 5’-nucleotidase activity was elevated in the HD (160%) and ND (81.49%)
groups when compared to the control group. Significant correlation was found
among ATP, ADP and AMP hydrolysis and plasma creatinine and urea levels.
Patients were compared statistically according the time of hemodialysis treatment.
We found enhanced NTPDase with ATP substrate and decrease with ADP
substrate, and increase in 5’-nucleotidase activity between 49 and 72 months on
HD patients. Our results suggest the existence of alterations in nucleotide
hydrolysis in platelets, which might contribute to abnormal homeostasis in renal
failure patients, thus and the enhanced risk of thromboembolic complication and
accelerated atherosclerosis in patients with renal failure.

Our knowledge about stimuli and sources of oxidative stress, and about its
role as an important cofactor contributing to endothelial dysfunction, inflammation,
atherosclerosis and glomerulosclerosis has substantially increase over the last
years. Cardiovascular disease (CVD) is the major cause of death in patients with
renal insufficiency, accounting for 50% of all deaths in renal replacement therapy
patients and in recipients of renal transplants. Mortality from CVD in patients with
renal insufficiency is approximately 9% per year, which is about 30 times the risk in
the general population.

Oxidative stress defines an imbalance between formation of reactive oxygen
species (ROS) and antioxidative defense mechanisms. In view of the profound
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biological effects of ROS, in recent years numerous clinical and experimental
studies focused on detection of signs of oxidative stress in renal patients. However,
the influence of uremia and the hemodialysis procedure, respectively, has not been
elucidated. Oxidative stress has been implicated in long-term complications
including anemia, amyloidosis, accelerated atherosclerosis, and malnutrition. In
this study, we studied the influence of uremia and hemodialysis on oxidative stress
and d-aminolevulinic acid dehydratase (8-ALA-D) activity in patients with CRF on
HD treatment, in patients ND and in a control group. An increased lipid
peroxidation was observed in the serum of HD and ND patients, as measured by
TBARS serum levels. However, erythrocytic TBARS was only elevated in HD
patients. The activity of catalase was increased (83.56%, 61.23%) in HD and ND
groups, respectively. This study also showed an inhibition Blood 6--ALA-D activity
of HD and ND patients was significantly lower when compared with the control
group. A positive correlation was also observed between 8-ALA-D or 6-ALA-D/DTT
with hemoglobin (r=0.55, r=0.42), respectively, and a negative correlated were
observed between 6-ALA-D or 6-ALA-D/DTT with TBARS level in erythrocytes (r= -
0.54, r=-0.51), respectively. Furthermore, a negative correlation was found
between 06-ALA-D or 6-ALA-D/DTT and CAT activity (r= -0.63, r= -0.5),
respectively.

In this study, it was shown that uremia itself could be the principal factor in
generating oxidative stress in CRF patients. Furthermore, the inhibition of d-ALA-D
activity was positively correlated with hemoglobin levels, showing the fundamental
role of this enzyme in heme biosynthesis and the development of anemia in
patients with CRF. Studies reported that the accumulation of d-ALA may lead to
increased oxidative stress. In addition an existence of a decreased efficiency in the
mechanisms of cellular defense against reactive oxygen species can lead to lipid
peroxidation and inhibition of the activity of d-ALA-D with concomitant change in
the synthesis of heme, thus forming a cycle of destruction.

This study showed several changes in patients with chronic renal failure,
which may to explain the tendency to develop cardiovascular disease in these
patients early.
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Parte |
1. Introducéo
1.1 Insuficiéncia renal crbnica

A insuficiéncia renal crénica é definida como a deterioracdo progressiva e
irreversivel da funcao renal. Esse conceito pode ser traduzido pela presenca de
lesdo renal (proteinuria persistente), associada ou n&o a diminuicdo da filtragao
glomerular (FG), inferior a 60 mL/min/1,73 m?, persistente, durante um periodo

minimo de trés meses (Levey, 2002).

No curso da doencga renal crénica (DRC), particularmente quando o FG
diminui a valores inferiores a 60 mL/mim/1,73m?, é comum o aparecimento de
complicagbes, tais como: anemia, doenga Ossea, desnutricdo e acidose

metabdlica (Draibe & Cendoroglo, 2001; Stigant, Stevens & Levin, 2003).

Pelo fato de ser lenta e progressiva, a perda da fungcéo dos nefréns resulta
em processos adaptativos que, até certo ponto, mantém o paciente sem sintomas.
Normalmente, os sintomas aparecem apoés perda de mais de 50% da funcao renal.
Nesta fase, os sintomas s&o leves e nem sempre incomodam o paciente. Os
principais sintomas sdo: a anemia leve, a presséo alta, o edema dos olhos e pés,
a mudanga nos habitos de urinar (levantar diversas vezes a noite para urinar) e as
alteragdes da urina (urina muito clara, sangue na urina, etc.). Nesta fase, o uso de
medicamentos e dieta sdo suficientes para manter a qualidade de vida (Levey,

2002). Quando os rins passam a funcionar com somente 10-12% da funcgao renal




normal, torna-se necessario o uso de outros métodos de tratamento como: a

dialise ou o transplante renal (Levey, 2002).

Diversas sédo as doengas que levam a insuficiéncia renal crénica. As trés
mais comuns sado: a hipertensdo arterial, a diabetes e a glomerulonefrite. A
incidéncia de DRC em hipertensos é elevada, devido ao fato que de que os rins
sao responsaveis pelo controle da pressao arterial. Quando os rins ndo funcionam
adequadamente, ocorre uma elevagao da pressao arterial que, por sua vez, leva
ao aumento da disfuncdo renal, fechando assim um ciclo de agressé&o aos rins. O
risco de desenvolvimento de nefropatia é de cerca de 30% nos diabéticos do tipo 1
e de 20% nos diabéticos do tipo 2. Outra causa, muito frequente de insuficiéncia
renal € a glomerulonefrite, que resulta de uma inflamagéao crénica dos rins. Depois
de algum tempo, se a inflamag&o ndo é curada ou controlada, pode haver perda
da funcao renal (Ajzen & Schor, 2002). O risco para desenvolver doenga renal
cronica é considerado elevado em pacientes com hipertensao arterial, diabetes
mellitus e histérico familiar de DRC, e é considerado médio para pacientes com
enfermidades sistémicas, infecgbes urinarias de repeticdo, litiase urinaria de
repeticdo, mulheres gravidas, criangas com idade inferior a cinco anos e adultos

com idade superior a sessenta anos (Junior, 2004).

1.2 Dados epidemiolégicos
Segundo o censo da Sociedade Brasileira de Nefrologia (SBN), realizado em
2007, a prevaléncia de pacientes em programa crénico de dialise aumentou de

24.000 em 1994 para 73.605 pacientes em 2007. A figura 1 demonstra a




prevaléncia de pacientes em programa cronico de dialise (http://www.sbn.org.br).

A variagcdo percentual anual estimada de 2004 a 2007 foi de cerca de 8,1%

(http://www.sbn.org.br). A figura 2 demonstra a porcentagem de pacientes em

hemodialise e de pacientes em didlise peritonial (http://www.sbn.org.br).

Em trabalho populacional, recente, realizado com os habitantes de Bambui —
MG, observou-se que a prevaléncia de creatinina sérica elevada foi de 0,48% em
adultos, chegando a 5,09% na populagdo mais idosa (>60 anos), o que projetado
para a populagao brasileira equivale acerca de 1,4 milhdes de pessoas (Junior,

2004)

Figura 1 - Prevaléncia de Pacientes em Dialise no Brasil (1994 a 2007) —

Censo — SBN (http://www.sbn.org.br).
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Figura 2 — Distribuicdo de pacientes em dialise no Brasil de acordo com o
tipo de didlise - Janeiro/2007 Censo - SBN — (http://www.sbn.org.br).
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(N = 66.833)
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1.3 Diagnostico da doencga renal cronica
A estimativa da filtracdo glomerular (FG) representa uma 6tima maneira de
mensurar a funcdo renal e deve ser usada no estadiamento da DRC. O quadro 1

mostra o estadiamento da DRC (Junior, 2004).

Quadro 1. Estadiamento e classificacdo da doenga renal crénica

Estagio Filtracdo Glomerular |Grau de Insuficiéncia Renal
(ml/min)
1 >90 Lesdo Renal com Fung¢do Renal Normal
2 60-89 IR Leve ou Funcional
3 30-59 IR Moderada ou Laboratorial
4 15-29 IR Severa ou Clinica
5 <15 IR Terminal ou Dialitica

No estagio 1 encontram-se pacientes com fung&o renal normal com historico
familiar de doenga renal, no estagio 2 os pacientes possuem uma insuficiéncia
renal leve, os niveis de uréia e creatinina sérica encontram-se em normais,

somente a partir do estagio 3 observa-se alteragbes no nivel de creatina e uréia




sérica, porém os sitntomas clinicos somente apareceram no estagio 4. Como uma
queda na FG precede o aparecimento de sintomas da faléncia renal ao se

monitorizar mudancga na FG, estima-se o ritmo de perda da funcgéo (Filho, 2004).

1.4 Progresséo da doencarenal cronica

A doencga renal pode progredir independentemente da presenga do fator
inicial. Estudos em animais de laboratorio mostram que a remocgao cirurgica de
grandes porgdes do rim causa alteragbes adaptativas dos néfrons remanescentes,
aumentando o fluxo sanguineo, a FG e o débito urinario (Bregman, 2004). Os
mecanismos exatos responsaveis por estas alteragcbes nao sao bem
compreendidos, mas envolve a hipertrofia dos néfrons remanescentes, bem como
as alteragdes funcionais que diminuem a resisténcia vascular, a reabsorcao
tubular nos néfrons sobreviventes e a vasodilatacdo de suas arteriolas aferentes
(Brenner, Meyer & Hostetter, 1982). Essa hiperperfusdo leva a uma hipertensao
glomerular com consequente hiperfiltragcdo glomerular e lesdo das estruturas
glomerulares (Brenner, Meyer & Hostetter, 1982).

Essas alteragbes funcionais e morfolégicas determinam o aparecimento de
proteinuria, que estimula a proliferagdo mesangial, a0 mesmo tempo em que as
proteinas passam a ser reabsorvidas em grande escala pelo tubulo contorcido
proximal. Esse intenso trafego de proteinas é lesivo as estruturas tubulares tanto
pelo metabolismo como por suas substancias agregadas. Concorrem para isso a
ativacao citoplasmatica do sistema de estimulagao génica NFKb (fator nuclear Kj3)

e a produgao local de espécies reativas de oxigénio (OH:, H,O,), hormdnios,




fatores de crescimento e citocinas. A presenca de hipertens&o arterial sistémica
constitui fator importante de progressédo, somando-se sinergicamente a
hipertenséo glomerular (Levey et al., 1999).

A taxa de declinio da FG esta relacionada com a doenga de base (Levey,
1990; Walser, 1990; Austin et al., 1993; Ruggenenti et al., 2000), e, também, a
fatores modificaveis e ndo modificaveis (Hannedouche et al., 1993; Hunsicker et
al.,, 1997; Hovind et al., 2001). O quadro 2 apresenta os fatores relacionados a

evolugédo da DRC (Bregman, 2004).

Quadro 2. Fatores relacionados a evolugdo da DRC

Evoluem mais rapidamente

Nefropatia diabética, doengas glomerulares, doenga renal policistica, doenca
renal do rim transplantado.

Evoluem mais lentamente

Nefroesclerose hipertensiva, doengas renais tubulointersticiais.

Fatores ndo modificaveis (evolugcdo mais rapida)

Sexo masculino, idade avangada.

Fatores modificaveis (evolu¢cdo mais rapida)

Maior proteinuria, hipoalbuminia, hipertensdo arterial, controle glicémico
ineficaz, fumo.

1.5 Quadro bioquimico e hematoldgico da insuficiéncia renal

Durante o curso da insuficiéncia renal, os pacientes apresentam incrementos
discretos, mas constantes de uréia e de creatinina plasmaticas. No inicio da
doencga, as concentragcdes plasmaticas de sdédio, potassio e fésforo permanecem

normais ou muito proximas do normal, com manutengdo do pH em niveis




fisiologicos e queda progressiva do bicarbonato plasmatico (acidose metabdlica
compensada) (Kamel et al., 2000; Hsu & Chertow, 2002).

Diariamente, um individuo normal gera de 13.000 a 20.000 mmol de acido
volatil (acido carbodnico) e 40 a 60 mmol de acidos fixos resultantes do seu
metabolismo. Esta carga acida € eliminada através da integracdo entre os
sistemas de tampdes, respiratorio e renal (Gyton & Hall, 2006). Com a redugao do
numero de néfrons, os rins n&o conseguem exercer de maneira adequada esta
funcdo. Assim, os pacientes portadores da DRC passam a apresentar acidemia
metabdlica. A queda do pH para niveis acidéticos (pH < 7,32) ocorre em fases
mais avangadas da insuficiéncia renal (acidose descompensada) (Helou, 2004).

A manutencgao do potassio corporeo depende de um balango integrado entre
a ingestéo e a absorgao do potassio pelo intestino e a sua eliminagao pela urina e
fezes (Kamel et al., 2000). Na DRC observam-se mecanismos adaptativos para
aumentar a excrecao de ions potassio pelos néfrons remanescentes, assim como
pelo intestino. Esses mecanismos possuem um limite e assim, a hipercalemia
podera ser observada quando a FG atingir valores menores do que 10 ml/min
(Kamel et al., 2000). Com a progresséo da doencga, o nivel plasmatico de potassio
tende a se elevar e o calcio mostra tendéncia a queda (Helou, 2004).

A insuficiéncia renal crénica estd associada a alteracdes do metabolismo
0sseo, do calcio e do fosforo. A osteodistrofia renal pode ser definida como uma
sindrome composta de uma variedade de alteragbes O&steo-articulares que
acometem a quase totalidade dos pacientes com DRC. As doencgas ésseas da
DRC sé&o decorrentes de um conjunto de alteragdes do metabolismo mineral que

provocam alteragdes hormonais dentre elas o desenvolvimento de




hiperparatireoidismo secundario (Kates, Sherrard & Andress, 1997; Hsu &

Chertow, 2002).

O paratormdnio regula os niveis séricos de calcio e fosforo e em decorréncia
da perda da funcdo renal ocorre alteracdo na producdo desse hormdnio na
tentativa de manter os niveis adequados dos ions caélcio e fésforo. O
hiperparatireoidismo secudario decorre da retencéo de fosforo, da hipocalcemia e
da deficiéncia de calcitriol, da proliferagao autbnoma de células da paratiredide, da
resisténcia 6ssea a agao do PTH, da alteracdo no controle da transcricdo do gene
do PTH, das anormalidades nos receptores de calcio e vitamina D das

paratiredides e alteragdes na degradacédo do PTH Hsu & Chertow, (2002).

Os pacientes portadores de DRC apresentam um perfil lipidico tipicamente
trombogénico. O tipo e a severidade da dislipidemia nesta populagédo dependem
da doenca de base e a ocorréncia de doencga coronariana freqientemente se da
com niveis normais de LDL-colesterol, concentragcdes plasmaticas elevadas de
triglicérides e niveis reduzidos de HDL-colesterol. Os niveis de VLDL e IDL-
colesterol apresentam-se elevados, juntamente com a elevacdo das
concentragdes da apolipoproteina C-lll e apolipoproteina E nestas fracdes
lipoprotéicas (Nestel, Fidge & Tan, 1982; Attman, Samuelsson & Alaupovic, 1993;
Lindner et al., 1974).

Os pacientes com DRC apresentam o exame de urina com hematuria,
leucocituria e proteinuria. A proteinuria € um marcador de doencga renal e constitui

um fator de risco independente para a sua progresséao (Alves, 2004).




A insuficiéncia renal determina o aparecimento de anemia e essa esta
relacionada a diversas causas, tais como: deficiéncia de ferro, deficiéncia de acido
félico e vitamina B12, perdas sanguineas, hemolise e inflamagéao (Hutchinson &
Jones, 1997) e sendo a deficiéncia relativa de eritropoetina o fator mais importante

(Radtke et al., 1979; McGonigle et al., 1984).

1.6 Técnicas dialiticas na insuficiéncia renal crénica

A didlise € um processo fisico-quimico pelo quais duas solu¢cdes separadas
por uma membrana semipermeavel influenciam na composicdo uma da outra
(Fisbane & Paganini, 2001). Devem ser encaminhados a dialise pacientes com
insuficiéncia renal crénica, que apresentam sintomas de uremia, e aqueles em que
o tratamento conservador ndo €& capaz de manter a qualidade de vida sem
prejuizo do seu estado nutricional ou agravamento de complicagdes crénicas da
uremia (Ajzen & Schor, 2002). Ndo existe um valor exato de uréia e creatinina que
determine o inicio do programa de didlise, mas, pode-se utilizar a média aritmética
dos clearences de uréia e creatinina. Quando essa média for menor ou igual a
10,5 ml/min/1.73m?, ou seja, os pacientes com clearence de cretinina entre 9 a 14
ml/min/1.73m? e clearence de uréia entre 6 e 7 ml/min/1.73m? devem ser

encaminhados a dialise (Held et al., 2004; Voneshe & Moran, 1999).

Na hemodialise, o sangue obtido de um acesso vascular € impulsionado por
uma bomba para um sistema de circulacdo extracorpérea onde se encontra um

filtro (dialisador). No filtro, através de uma membrana semipermeavel, ocorrem as




trocas entre o sangue e o banho de didlise (dialisato). A hemodialise crbnica
normalmente é realizada trés vezes por semana por quatro horas com fluxo de
sangue de 250-300 ml/min e fluxo de dialisato de 500 ml/min (Ajzen & Schor,
2002). Existem varios tipos de membranas: as de celulose (ex. cuprofano), de
celulose modificada (ex. acetato de celulose) e as sintéticas (ex. poliacrilonitrila,
polissulfona). As membranas sintéticas sédo menos bioincompativeis (Burkart,

1999).

A didlise peritonial consiste no transporte de solutos e agua através do
peritbnio (membrana semipermeavel) entre dois compartimentos: sangue nos
capilares peritoniais e solugdo de didlise na cavidade peritonial (d’Avila &

Figueredo, 1996).

A dialise peritonial cronica pode ser: DPAC (dialise peritonial ambulatorial
continua) e DPA (dialise peritonial automatica). A DPAC habitualmente envolve a
realizacdo de quatro trocas por dia de 2,0 a 2,5 litros, permanecendo cada troca
cerca de 4-8 h na cavidade peritonial. Na DPA, de 3 a 10 trocas sé&o realizadas
através de cicladora automatica a noite. A DPA pode ser de dois tipos: DPCC
(didlise peritonial ciclica continua), quando o paciente mantém solu¢do de dialise
na cavidade peritonial durante o dia, e a DPIN (dialise peritonial intermitente

noturna) quando n&o ocorre dialise durante o dia (Fisbane & Paganini, 2001).

1.7 Doencas cardiovasculares na doenga renal cronica
A doenca cardiovascular (DCV) €& a principal causa de morbidade e

mortalidade em pacientes com DRC (Appel, 1991; Attman & Alaupovic, 1991). Os
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fatores de risco para o desenvolvimento de doenca cardiaca coronariana
aterosclerética, sdo os tradicionais, como: a hipertensdo arterial sistémica, o
diabetes mellitus, a obesidade e a dislipidemia (Longenecker, Coresh & Powe,
2002; Bayeés et al., 2005). Sao, também, fatores de riscos associados a uremia, a
hipervolemia, a anemia e o hiperparatireoidismo, 0s niveis séricos de calcio e
fosforo, e a inflamagdo (Anavekar & Pfeffer, 2004; Bayés et al., 2005). A
mortalidade por DCV nesses pacientes € 10 a 30 vezes maior do que na
populagao em geral (Levey et al., 1998).

No entanto, o conjunto destes fatores nao explica totalmente a alta incidéncia
de doenca cardiovascular em pacientes com DRC (Bayés al.,, 2005). Outros
fatores de risco, conhecidos como novos ou ndo classicos, sdo a homocisteina e o
estresse oxidativo (Kaysen, 2002; Koenig. 2003; Busch, Franke & Muler, 2004).
Mais recentemente, constatou-se que os pacientes urémicos apresentam atividade
inflamatoéria aumentada e que essa atividade altera o colesterol HDL e o colesterol
LDL oxidado (Kaysen, 2002; Koenig, 2003).

Os pacientes urémicos apresentam um estado micro-inflamatério crénico,
especialmente aqueles em tratamento dialitico (Wanner et al., 1999; Arici & Walls,
2001; Bellomo et al., 2003; Thomé et al., 2005). As proteinas de fase aguda
positiva, como a proteina C-reativa e outras, tém seus niveis aumentados (Arici &
Walls, 2001; Kaysen, 2002; Thomé et al., 2005). As citocinas também est&o
elevadas, tais como: a interleucina-6, a interleucina-1, o fator de necrose tumoral
alfa, entre outras (Arici & Walls, 2001; Kaysen, 2002; Thomé et al., 2005). As
causas da estimulacdo dessas citocinas ndao sao conhecidas, mas varias

possibilidades s&o propostas, tais como: a uremia, as infecgdes (HCV, infecgdes
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estafilocdcicas ou fungicas, periodontites e outras), o contato com o sistema
extracorporeo de dialise, como linhas e filtros capilares com membranas nao
idealmente compativeis e a contaminagdo por residuos da agua usada no
dialisato, principalmente o pirogénio (Tetta et al., 2001; Thomé et al., 2005). Além
disso, a desnutricdo, a doenca renal de base e as co-morbidades ajudam no
processo de inflamacédo (Arici & Walls, 2001; Tetta et al., 2001; Thomeé et al.,

2005).

1.8 Plaquetas

As plaquetas sao fragmentos de células anucleadas ovais ou redondas com 2
a 4 ym de didmetro. Sdo formadas na medula éssea a partir de precursores
hematopoiéticos chamados megacariocitos, e sdo eliminadas da circulagao pelo
sistema de macroéfagos teciduais e do bago (Lee et al., 1998).

As plaquetas possuem muitas caracteristicas funcionais. O seu citoplasma
possui moléculas e organelas, tais como: moléculas de miosina e actina, similares
aquelas encontradas nas ceélulas musculares; a trombostenina, uma proteina
contratil; residuos de reticulo endoplasmatico e aparato de Golgi, que sintetizam
varias enzimas e armazenam significativa quantidade de ions calcio; mitocdndrias
e sistemas enzimaticos, que sintetizam ATP, ADP, prostaglandinas, um fator
estabilizador da fibrina e o fator de crescimento (Lee et al., 1998).

As plaquetas secretam proteinas que sao estocadas nos granulos a, granulos
densos e lisossomos. As proteinas dos granulos a incluem fatores especificos
(fator plaquetario 4) e proteinas comuns ao plasma (fibrinogénio, fibronectina). As

plaquetas sintetizam proteinas, tais como: trombospodina, fator von Willebrand,
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enzimas lisossomais, como: N-acetilglucosaminidases, [-galactosidases,
catepsinas e colagenases. Os granulos densos contém ATP, ADP, Ca™" e

serotonina (Wu, 1996).

1.9 Alteracbes da funcao plaquetarias na doenca renal crénica

A fungado plaquetaria é deficiente em pacientes com insuficiéncia renal. Os
defeitos observados nas plaquetas incluem: diminuicdo de agonistas plaquetarios
(Castaldi, Rozemberg & Stewart, 1966), anormalidade na aderéncia das plaquetas
(Salzman & Neri, 1966; Larsson, 1971), reducéo da ativagcédo de pro-coagulantes
(Horowitz et al., 1970), diminuigdo na produgao de tromboxano A; (Remuzzi et al.,
1983), aumento do cAMP (Matthiuas & Palinski, 1977), diminuicdo na retracédo do
coagulo (Lewis, Zucker & Ferguson, 1956), diminuicdo da glicoproteina de
membrana de plaqueta Ib (GPIb) (Sloand et al., 1991). O aumento na produgao de
prostaglandinas pelo endotélio (Remuzzi et al., 1977), o acumulo de varias
toxinas, tais como, o acido guanidinosuccinico e a uréia (Cheney & Bonnin, 1962;
Horowitz et al., 1970; Gallice et al., 1980; Remuzzi et al., 1983) estdo associados a
disfuncédo plaquetaria. O tempo de coagulacdo e a agregacédo plaquetaria s&o
anormais nesses pacientes (Remuzzi et al., 1978; Remuzi, 1989; Carvalho, 1990).
Anormalidades na adesao e na ativagao plaquetaria também sao descritas, assim

como a trombocitopenia (Cecil & Bennett, 2001).

O sangramento devido ao quadro urémico € usualmente mucocutaneo e
reflete anormalidade nas plaquetas e ou na funcdo hemostatica. A hemodialise e a

didlise peritonial normalmente revertem o defeito hemostatico induzido pela uremia
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(Lindsay et al., 1976; Nenci et al., 1979, Eknoyan & Brown, 1981; Fisbane &
Paganini, 2001). O sangramento €& parcialmente explicado pelo defeito na
interacdo das plaquetas com a parede do vaso, e € caracterizado por um
prolongado tempo de coagulagao (Remuzzi, 1989; Gordge & Neild, 1991; Rabelink
et al.,, 1994). A disfuncao plaquetaria é a principal responsavel por defeitos na
hemostasia e é responsavel pelas maiores alteracbes na coagulagdo nesses

pacientes (Larsson, 1971; Remuzi et al., 1978; Eknoyan & Brown, 1981).

Quando os pacientes sao submetidos a dialise para corrigir a tendéncia ao
sangramento, observa-se uma ativagdo da coagulagdo, tais como, ativacao
plaquetaria e agregagdo como uns dos primeiros e mais importantes fenbmenos
que ocorrem devido ao contato do sangue com o circuito extracorpéreo (Lindsay et
al., 1980; Buscaroli et al., 1991). Os estudos demonstram que o0s pacientes
submetidos a dialise apresentam um estado pré-trombotico (Lai, 1993; Sagripanti
et al., 1993). Pode ocorrer estimulo a cascata extrinseca da coagulacdo por
fatores teciduais (Callander & Rapaport, 1993) e observou-se também aumento da
geracao de trombina in vivo (Tomura et al., 1991; Sagripanti et al., 1993; Mezzano
et al.,, 1996). Os pacientes com doenga renal crénica possuem uma tendéncia

acelerada a desenvolver aterosclerose (Lindner et al., 1974).

Durante a sessao de hemodialise, o sangue do paciente fica exposto, no
circuito extracorporeo, a uma superficie de linhas, agulhas, filtro e ar que exibem
um variavel grau de trombogenicidade, com a adesao de proteinas plasmaticas, a

aderéncia e a agregacéao de plaquetas, a geragao de tromboxano A,, a geragao e
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a ativacdo da cascata intrinseca de fatores de coagulagédo, levando assim a

formagéao de trombos no circuito extracorporeo (Pereira et al., 1994).

A ativacdo plaquetaria ndo ocorre somente devido a desgranulagdo dos
granulos a, mas, também por mudangas conformacionais no complexo GP llb/llla
e a outras respostas fisiolégicas. Ocorre, também, uma elevagdo no nivel de
varias proteinas plasmaticas como: o fator von Willebrand (Gordge & Neil, 1991), a
trombomodulina, que se apresenta elevada na fase avangada da doenca renal
(Ishii, Uchiyama & Kazama, 1991) e o inibidor do ativador do plasminogénio 1
(PAI-1) que demonstra-se normal ou elevado em pacientes que realizam
hemodialise (Nakamura et al., 1992; Gris et al., 1994; Hong & Yang 1994; Takagi

et al., 1994).

O tipo de membrana utilizada em hemodialise apresenta diferentes
resultados. Pacientes que utilizam membrana de celulose apresentam maiores
alteragcbes hemostaticas do que os que utilizam membrana de polissulfona

(Kawabata et al., 2002).

A alteragdo na agregacgao plaquetaria em pacientes com insuficiéncia renal
cronica esta caracterizada, mas o0s mecanismos envolvidos nao estédo
completamente elucidados. A ativagcado plaquetaria durante a hemodialise pode
ocorrer por varios fatores, incluindo ativagcado por contato e ativagdo de agonistas
como o ADP (Castaldi, Rozenberg & Stewart, 1966; Bloom & Evans, 1969; Frank

et al., 2001; Aggarwal et al., 2002). Portanto, mais estudos s&o necessarios para
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elucidar os mecanismos envolvidos na ativacdo plaquetaria em pacientes com

insuficiéncia renal crénica e naqueles que realizam hemodialise.

1.10 Hemostasia

O endotélio vascular normal mantém o sangue fluido por inibicdo da
coagulacdo sanguinea, inibicdo da agregacao plaquetaria e a promogao da
fibrindlise, enquanto promove uma barreira que separa as células sanguineas e 0s
fatores plasmaticos de alta reatividade dos elementos da parede do vaso (Roth,
1992; Marcus & Safier, 1993; Caen & Rosa, 1995). As células endoteliais inibem a
agregacao plaquetaria por varios mecanismos: liberagdo de prostaglandinas,
geracao de oxido nitrico, manutengdo de carga negativa de sulfato de heparan
que repele as cargas negativas das plaquetas e acdo da enzima NTPDase que
hidrolisa o ADP (Marcus & Safier, 1993).

As plaquetas também parecem ser essenciais para a integridade da
monocamada endotelial, pois elas liberam fatores de crescimento para a
manutencdo das ceélulas endoteliais. Uma coagulagdo rapida e eficiente é
dependente da ativacdo da agregacédo plaquetaria, processo esse modulado por
outras células sanguineas e pelo endotélio e denominado de tromboregulacao
(Marcus & Safier 1993).

O reparo as lesdes vasculares pelas plaquetas esta baseado em varias
fungdes, a figura 3 demonstra o mecanismo de ativagdo plaquetaria. Quando as
plaquetas entram em contato com a superficie vascular lesada imediatamente

mudam suas caracteristicas (Wu, 1996), elas aumentam de volume, adquirem
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formas irregulares com numerosos pseudopodos irradiando-se pela superficie,
suas proteinas contrateis contraem-se fortemente e provocam a liberagado de
granulos que contém multiplos fatores ativos. Além disso, tornam-se viscosas e
aderem as fibras colagenas, secretam grande quantidade de ADP, ATP,
serotonina, epinefrina, norepinefrina, e suas enzimas sintetizam tromboxano Ay,
que também ¢é secretado para o sangue. O ADP ¢é o principal responsavel pela
ativacdo, recrutamento e indugdo da agregacao plaquetaria adicionando mais
plaquetas para esse micro-ambiente (Marcus & Safier 1993). Por conseguinte, na
area de qualquer ruptura de um vaso, a parede vascular lesada ou os tecidos
extravasculares iniciam um ciclo vicioso de ativagao que atraem mais plaquetas ao
local da lesdo (Siess, 1989). Esses eventos constituem o que se denomina
hemostasia primaria. Posteriormente, ocorre interacdo entre proteinas da cascata
da coagulacdo e ativagdo plaquetaria por contato, culminado na geragdo de
trombina, promovendo maior ativacao plaquetaria e recrutamento. Finalmente,
ocorre a formacédo de um tampéo de fibrina (hemostasia secundaria) (Dubyak &
Elmoatassim, 1993). Em condigcbes normais, esse processo € regulado para
prevenir a excessiva formagao de coagulos e a oclusdo do vaso. Em condigdes
patoldgicas, como fissura de uma placa aterosclerérica, o processo normal de
hemostasia pode escapar do controle normal, resultando em oclusdo do vaso

(Esmon, 1993).
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Figura 3. Mecanismo de ativagado plaquetaria e formagéo de trombos arteriais (Gachet, 2006). Primeiro as plaquetas
aderem a matrix subendotelial onde se ativam e liberam agonistas secundarios como o ATP e ADP, que sé&o
secretados dos granulos densos, e TXA, que é sintetizado a partir do &cido araquid6nico. Todos esses processos
levam a ativagao daintegrina allbf3 que promove mudang¢as conformacionais na superficie da plaqueta, ligagdo do
fibrinogénio soltvel e fator de von Willebrand, e subseqliente agregagdo plaquetéria. Por altimo, a trombina
desencadeia a formacao de coégulo de fibrina que estabiliza o trombo.

1.11 Nucleosideos e nucleotideos extracelulares e purinoreceptores

Os nucleotideos extracelulares sado provenientes da ruptura celulares ou
liberados do citoplasma por meio de exocitose. As plaquetas representam uma
importante fonte de nucleotideos que s&o liberados dos granulos densos por
ativacéo plaquetaria (Gachet, 2006). A figura 4 demonstra o modelo de ativagéo
dos receptores P2 em plaquetas.

O receptor P2Y, é amplamente distribuido nos tecidos, incluindo coragao,
vasos sanguineos, células da musculatura lisa, tecido neural, testiculos, prostata e
ovarios (Ralevic & Burnstock 1998). O receptor P2Y, esta acoplado a proteina Gq
e provoca a ativagao intracelular de PLC via Ca®* (Jin & Kunapuli, 1998). O ADP é
o agonista preferencial, ja o ATP comporta-se como um antagonista em plaquetas
(Leon et al., 1997) ou como um agonista parcial, dependendo da densidade de
receptores (Filippov, Brown & Barnard, 2000; Birk et al., 2003; Waldo & Harden
2004). Os receptores P2Y, desencadeiam mobilizacdo de calcio dos estoques

internos e provocam mudancgas na forma das plaquetas. A resposta ao ADP é
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considerada fraca e transitoria, mas o receptor P2Y, é fundamental para iniciar a
agregacao plaquetaria (Hechler et al., 1998a; Hechler et al.,1998b; Jin, Daniel &
Kunapuli, 1998; Savi et al., 1998; Burnstock, 2006).

Os receptores P2Y4, possuem distribuicdo limitada, embora ndo sejam
restritos as plaquetas, estando presentes também no cérebro, nas células
endoteliais, nas células gliais e nas células da musculatura lisa (Gachet, 2006). O
ADP é o agonista natural, ao passo que o ATP e os analogos trifosfatos sao
antagonistas (Bodor et al., 2003; Kauffenstein et al., 2004). Este receptor esta
acoplado a proteina Gj,, e é responsavel pela agregacao plaquetaria em resposta
ao ADP, possuindo assim um papel crucial na amplificacdo e inducdo da
agregacao (Cattaneo et al., 2002).

O receptor P2X; esta acoplado ao canal de cation. O ATP ao ligar-se a esse
receptor induz um rapido influxo de calcio (Mahaut-Smith et al., 2004), provocando
mudancgas na forma das plaquetas em humanos (Rolf et al., 2001). Embora seja
incapaz de desencadear a agregacao plaquetaria por si so, o receptor P2X; tem
demonstrado participar da agregacgao plaquetaria induzida pelo colageno (Takano
et al., 1999; Mahaut-Smith et al., 2000; Oury et al., 2001; Cattaneo et al, 2002;
Hechler et al., 2003; Vial et al., 2003).

A adenosina é uma molécula que esta envolvida em muitas respostas
fisiologicas em tecidos de mamiferos. Existem quatro receptores de adenosina
acoplados a proteina G: A1, Aza, Az € A3, que atuam em mecanismos de
sinalizagao intracelulares distintos, e exibindo diversos padrbes de distribuicdo
tecidual. Em plaquetas, os receptores A;a s&o conhecidos pela inibicdo da

agregacao plaquetaria, processo mediado pelo AMPc (Kawashima, Nagasawa &
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Ninomiya, 2000). Também, a adenosina atua em receptores A causando
vasodilatacdo e, pode ainda, possuir uma agao antiinflamatéria (Kawashima,
Nagasawa & Ninomiya, 2000).

As purinas e as pirimidinas controlam o ténus vascular através dos
receptores P2. O ATP, juntamente com a noradrenalina e neuropeptideo Y, liga-se
a receptores P2X;, assim como em P2X; e P2X4 na musculatura lisa do vaso,
resultando em vasoconstricdo. A adenosina liberada pela hidrolise enzimatica do
ATP liga-se a receptores P1(Aq), e inibe a liberacdo de transmissores. Em
condi¢cdes de injuria e hipdxia, as células endoteliais liberam ATP e UTP, que se
ligam a receptores P2Y; e P2Y, levando a produgao de o6xido nitrico, o qual
promove a vasodilatagdo (Burnstock, 2006). Yamamoto et al. (2006)
demonstraram que receptores P2X; medeiam a liberagdo de éxido nitrico em

alguns vasos em resposta ao ATP.
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Figura 4. Modelo atual dos trés receptores P2 em plaquetas (Gachet, 2006). O receptor P2X; é responsavel pelo
rpido influxo de célcio e mudang¢as conformacionais em plaquetas, em resposta ao ATP, e contribui para ativagao
plaquetaria induzida pela baixa concentracdo de colageno. Os receptores P2Y; e P2Y;, sdo essenciais para
agregacdo em resposta ao ADP: P2Y; é responsavel pela mobilizacdo de calcio intracelular, pelas mudangas
conformacionais das plaquetas e inicia a agregacao plaquetaria, a ativagdo do receptor P2Y;, completa a agregagéo
induzida pelo ADP e a potencializa, e induz a secrecdo de outros agentes através de varias rotas intracelulares.
Antagonistas seletivos permitem a discriminacdo dos papéis dos trés receptores. O P2Y12 é alvo de drogas anti-
trombéticas como o ticlopidine e o clopidogrel, enquanto P2Y1 e P2X1sdo potenciais alvos de novos compostos
anti-agregantes.

As catecolaminas ndo podem ser consideradas verdadeiros mediadores da
agregacao plaquetaria. A serotonina, atuando em receptores 5-HT,, n&o pode
induzir agregacao plaquetaria em humanos, embora possa potencializar a
agregacao induzida por noreprinefrina (Shah et al., 1999). Ambos, epinefrina e
norepinefrina, atuando em receptores aza tém demonstrado induzir agregacéo e
potencializar a agregagao em resposta ao ADP, trombina e tromboxano (Olbrich,
Aepfelbacher & Siess, 1989). O ATP pode potencializar a agregagao plaquetaria
induzida pela norepinefrina (Birk et al., 2002). Em contraste, a interagao entre
serotonina e ATP nao tem efeito sobre a agregagao plaquetaria, sugerindo que a

interac&o entre ATP e norepinefrina € especifica (Birk et al., 2003).
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A sinalizagcdo purinérgica também controla mudangas nas células como a
proliferacéo, a diferenciagcdo, a migragao e a morte celular, estando envolvida em
varias patologias, tais como: restenose, hipertensdo, aterosclerose e isquemia
(Burnstock, 2006). Existem estudos que evidenciam o papel da sinalizagao
purinérgica na regeneragao de musculos, no controle do crescimento das células
vasculares, na formacao da neointima associada a hipertensdo. Também, varios
estudos relatam o papel da sinalizagdo purinérgica no desenvolvimento e na

remodelac&o 6ssea (Hoebertz, Arnett & Burnstock, 2003, Burnstock, 2006).

1.12 E-NTPDase

A E-NTPDase 1-8 (Ecto-nucleosideo trifosfato difosfoidrolase) € uma familia
de ectonucleotidases, previamente classificada como ATPases do tipo E,
ATPDases, ecto-ATPases ou ecto-apirases. Essas enzimas caracterizam-se pela
hidrélise de residuos de fosfato g e b terminal de nucleotideos formando
difosfonucleotideos e/ou monofosfonucleotideos, sao dependentes de cations
divalentes e insensiveis a inibidores classicos de ATPases tipo P, F eV (Plesner,
1995).

A presenga de enzimas que hidrolisam o ATP e/ou o ADP na superficie
celular foi descrita ha décadas (Pearson, 1985; Plesner,1995; Zimmermann &
Pearson,1998). No entanto, a identificagédo molecular do primeiro membro da familia
das NTPDases somente ocorreu em meados da década de noventa. O protétipo
dessa familia foi clonado e sequenciado em linfécitos e foi descrito como um

antigeno de membrana (CD39/NTPDase) (Maliszewski et al., 1994).
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Mas somente a partir de trés abordagens independentes é que
conseguiram caracterizar as NTPDases (Robson, Sévigny & Zimmermann, 2006).
Handa e Guidotti (1996) purificaram e clonaram uma ATP difosfoidrolase soluvel
(apirase) de Sollanum tuberosum e clonaram o seu cDNA. A analise da sequencia
revelou 25% de identidade na sua sequéncia de aminoacidos e 48% de homologia
na sua sequéncia de aminoacidos com o NTPDase descrito em humanos (Handa
& Guidotti, 1996). Em paralelo, ectonucleotidases (denominado ATP
difosfoidrolases) de pancreas de suinos e aorta bovina foram purificados. As
sequéncias parciais de aminoacido para ambas ATP difosfoidrolases revelaram a
identidade com a sequéncia do CD39 (Kaczmarek et al., 1996). Os estudos
funcionais e de tromboregulacao a partir do cDNA isolado de células endoteliais
humanas confirmaram que as ectonucleotidase vasculares (ATP difosfoidroalse)
eram idénticas as descrita anteriormente em linfocitos denominadas de CD39
(Kaczmarek et al.,1996). Quando se pensava que existia uma Unica
ectonucleotidase do tipo NTPDase com potencial modificagbées pos-traducionias (
Wang, Rosenberg & Guidotti,1997) foi clonado uma NTPDase que revelava
propriedades funcionais de uma ecto-ATPase (atualmente denominada
NTPDase2) em vez de uma ecto-ATP difosfoidrolase (Kegel et al.,1997; Kirley,
1997).

A partir da analise de sequéncias expressas ou ESTs (Expressed Sequence
Tags) do genoma humano permitiu-se a identificagdo adicional dos genes dos
membros da familia NTPDase (Chadwick & Frischauf, 1997; Chadwick &
Frischauf,1998; Chadwick et al.,1998). Esses genes foram originalmente

chamados de CD39L (ike) 1 a CD39L4. ApoOs seguiram se a identificacéo, a
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clonagem e a expresséo de todos os membros da familia E-NTPDase, sendo a

ultima destas a NTPDase8 (Bigonnesse et al., 2004).

As NTPDases s&o originarias de um ancestral comum (Handa & Guidotti,
1996; Zimmermann & Braun, 1999; Paez et al., 2001; Bigonnesse et al., 2004;
Kukulski et al., 2005) e possuem cinco dominios de sucessao altamente
conservados denominados de ACR (regides conservadas de apirase) (Handa &
Guidotti, 1996; Esch, Lemmon & Banker, 1999; Burnstock & Williams, 2000;
Communi et al., 2000; Kugelgen & Wetter, 2000; Abo-Salem et al., 2004) que s&o
partiilhados e que se tornaram uma caracteristica desta familia (Zimmermann,

2001).

As NTPDases (1,2,3,8) sdo ancoradas a superficie celular possuem os
dominios C e N terminal transmembranicos, e possuem seus sitios cataliticos
localizados na porcao extracelular, diferenciando-se pela capacidade de hidrolisar
nucleotideos da adenina (Schulte et al.,1999; Grinthal & Guidotti, 2002; Arakaki et
al., 2003). A NTPDase 1 hidrolisa os substratos ATP e ADP com a mesma
velocidade, a NTPDase 3 e 8 demonstraram uma preferéncia pela hidrolisa do
ATP em relagdo ao ADP, a NTPDase 2 hidrolisa preferencialmente o substrato
ATP (Zimmermann, 2001; Kukulski et al., 2005). As NTPDases 5 e 6 exibem
localizagado na superficie intracelular e sdo secretadas apds expressao heterologa,
hidrolisam preferencialmente o ADP. As NTPDases 4 e 7 sao de localizagao
inteiramente intracelular (Robson, Sévigny & Zimmerman, 2006).

A NTPDase1 é uma proteina de massa molecular entre 70-100 kDa,

altamente glicosilada com seis sitios potenciais para glicosilagdo e outros
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dominios onde modificagbes pods-traducionais podem ocorrer (Maliszewski et al.,
1994; Esch, Lemmon & Banker, 1999; Zimmermann, 2001).

As NTPDases sao expressas no endotélio vascular e estdo associadas a
regulacdo dos nucleotideos extracelulares e plasmaticos (Marcus et al.,, 1991;
Kaczmarek et al., 1996, Robson et al.,1997; Marcus et al., 2003; Robson et al.,
2005). Os nucleotideos extracelulares sao importantes mediadores de uma
variedade de processos incluindo inflamagao e trombose (Robson et al., 2001). A
adenosina e o ATP medeiam mecanismos implicados no controle do ténus
vascular, assim como migragcdo, proliferacdo e diferenciacdo das células
vasculares (Robson, Sévigny & Zimmerman, 2006).

A NTPDase 1 € a nucleotidase mais importante na tromboregulacao (Enjyoji
et al, 1999; Sévigny et al., 2002). Porém, outras NTPDases também
desempenham papel importante nesse controle, recentemente estudos revelaram
a presenca da NTPDase 2 em endotélio vascular e da NTPDase 5 em mondcitos
(Chadwick & Frischauf,1998; Mulero et al., 1999; Zimmermann, 1999). A
NTPDase1 limita a ativagédo plaquetaria por hidrolisar o ADP (Robson et al., 1997,
Marcus et al., 1991, Robson et al., 2000). Em contraste, a NTPDase 2,
hidrolisando preferencialmente o ATP e formando o ADP, teria um importante
papel na ativagao plaquetaria (Sévigny et al., 2002)

A solucao purificada de NTPDase 1 bloqueou in vitro a agregagao plaquetaria
induzida por ADP (Enjoji et al., 1999). Acredita-se que isto se deva ao fato de a
hidrélise do nucleotideo ADP, um agregante plaquetario, constituir uma importante
via para limitar a agregacao plaquetaria e a formagao de trombos (Pilla et al.,

1996). Trabalhos atuais descrevem alteragdes na hidrélise do ATP, ADP e AMP
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em plaquetas de pacientes com diabetes, cancer de mama e niveis elevados de
colesterol (Lunkes et al., 2003; Araujo et al., 2005; Duarte et al., 2007). Estudo
recente, utilizando NTPDase 1 em formulagéao lipossomal, mostrou a amplificacéo
da atividade dessa enzima e o seu potencial para uso terapéutico para tratamento

de sindromes vasculares agudas (Haller et al., 2006).

1.13 Ecto-5’- Nucleotidase

A 5’-nucleotidase (CD73, EC 3.1.3.5) € uma enzima de 70 kDa (Lai & Wong,
1991; Zimmermann, 1992), que esta presente em inumeros tecidos como o
nervoso, o renal, o hepatico, a placenta, o endotélio vascular e as plaquetas. Esta
enzima catalisa a hidrélise de AMP a adenosina (Barman, 1969), conforme o

esquema 1, abaixo:

AMP + H,O — Adenosina + Pi

Esquema 1. Hidrélise do AMP (monofosfato de adenosina).

A 5'-nucleotidase € ativada por magnésio e participa da cadeia de hidrolise
dos nucleotideos ATP e ADP até a formac&o de adenosina, atuando em conjunto
com enzimas que hidrolisam ATP e ADP, formam uma cascata hidrolitica (Shryock
& Belardinelli, 1997).

A enzima ecto 5’-nucleotidase esta ancorada na superficie celular via glicosil
fosfatidil inositol (GPI) (Zimmermann, 2001), esta presente em membrana de
plaguetas humanas e pode estar relacionada ao processo de agregacao

plaquetaria (Bergamani & Grazi, 1980). Alguns estudos também relacionam
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alteracbes da atividade da ecto-5'-nucleotidase a situagdes patoldgicas, como
isquemia (Schetinger et al., 1994; Frasseto et al., 2000). Também, recentes
estudos relacionam alteragcbes da atividade em plaquetas de humanos com

diabetes e cancer de mama (Lunkes et al., 2003; Araujo et al., 2005).

1.14 Estresse oxidativo

As moléculas de oxigénio diatbmico na atmosfera terrestre sdo as maiores
promotoras de reagdes celulares. Exceto aqueles organismos que sao
especialmente adaptados para viver sob condicdes anaerdbicas, todos os animais
e plantas requerem oxigénio para uma eficiente produgdo de energia (Halliwell &
Gutteridge, 1989; Halliwell & Gutteridge, 2006). Normalmente, em torno de 95 a
98% do oxigénio absorvido pelos organismos aerdbicos é reduzido, formando-se
agua na cadeia respiratoria através do transporte de elétrons na mitocéndria, bem
como no reticulo endoplasmatico, onde o sistema enzimatico citocromo, no
processo de fosforilacdo oxidativa, procede a reducgao tetravalente do O, pelo
sistema citocromo oxidase, fornecendo simultaneamente quatro elétrons para o
oxigénio, que se reduz diretamente a agua (Halliwell & Gutteridge, 2006),
conforme esquema 2:

Oy +4H +4e — 2H,0

Esquema 2. Redugao do oxigénio.

As fontes que cedem os cations de hidrogénio e os elétrons para a reagéo
s&o, basicamente, o NADH, o FADH e a ubiquinona ou coenzima Q (Halliwell &

Gutteridge, 1989; Halliwell, 2006). Todavia, de 2 a 5% do O, é reduzido
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univalentemente, processo em que uma molécula recebe apenas um elétron, o
qual vai ocupar um dos orbitais externos, ao mesmo tempo em que o outro
continua nao parelhado, produzindo intermediarios altamente reativos,
denominados espécies reativa de oxigénio (ROS), que constituem os radicais
livres (Halliwell, 2006). Forma-se entdo a primeira espécie tdxica reativa de
oxigénio, o superoxido, conforme esquema 3:

O, + e-—> 02-.

Esquema 3. Formagéo do superdxido.

O radical livre nada mais € do que qualquer atomo, molécula ou ion que
possuem um ou mais elétrons livres na sua orbita externa. Essas particulas,
formadas por elétrons livres ou ndo pareadas tém uma instabilidade elétrica muito
grande, e por esta razdo, mesmo tendo meia vida muito curta, apresentam grande
capacidade reativa, o que pode acontecer com qualquer composto que esteja
préximo, a fim de captar um elétron desse composto para sua estabilizagao,
independente de ser uma molécula, uma célula, ou tecido do organismo, a partir
do que, acontecem reagcbes em cadeia de lesao celular. Devido a esta
caracteristica, € denominado de substancia oxidante. O oxigénio tem a sua
atividade fundamental no metabolismo celular aerdbico. Desta forma, a formacéao
de radicais livres pelo organismo em condi¢ées normais é inevitavel, pois sao
necessarios no processo de respiragao celular sdo produzidos pelos macréfagos e
neutrofilos utilizados na defesa do organismo contra invasores (Halliwell &

Gutteridge, 2006).
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O estresse oxidativo € definido como o excesso de formagédo e ou remogao
insuficiente de moléculas reativas, tais como: espécies reativas de oxigénio (ROS)
e especies reativas de nitrogénio (RNS) (Turko, Marcondes & Murad, 2001;
Whaieb, 2001; Maritim, Sanders & Watkings, 2003). As ROS incluem radicais
livres, tais como: superoxido (O27), hidroxil (OH'), peroxil ('RO2), hidroperoxil
(HRO2), assim como espécies nao radicais, que apesar de nao possuirem
elétrons desemparelhados sdo muito instaveis, tais como: peroxido de hidrogénio
(H202) e acido hidrocloroso (HOCL) (Turko, Marcondes & Murad, 2001; Evans et
al.,, 2002). As RNS incluem radicais livres, como: 6xido nitrico (ON) e dioxido de
nitrogénio (NOy), assim como espécies ndo radicais, tais como: peroxinitrito
(ONOQ"), 6xido nitroso (HNOz) e peroxinitrato (RONOO) (Turko, Marcondes &
Murad, 2001; Evans et al., 2002).

O radical superoxido (O,) € formado quando o O, sofre uma redugao.
Isoladamente, esse radical € pouco reativo. Porém, os efeitos deletérios vém da
habilidade deste em gerar radicais secundarios, extremamente toxicos como o
radical OH- (Halliwell, 2006).

O radical hidroxil (OH’) € um dos mais reativos e € capaz de retirar atomos
de hidrogénio do grupo metileno de acidos graxos poliinsaturados, dando inicio a
peroxidacao lipidica que acaba provocando a lise da membrana celular. Este
radical pode ser formado in vivo através de reacbdes de ions de metais de
transicdo (F&'™) com perdxido de hidrogénio, através da reagdo de Fenton e de

Haber-Weiss (Halliwell, 2006).
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O oxido nitrico € normalmente produzido durante a conversao de arginina
para citrulina pela enzima o6xido nitrico sintetase (Turko, Marcondes & Murad,
2001). O 'ON regula o vasorelaxamento do endotélio por atuar na guanilato ciclase
nas células musculares lisas, iniciando uma cascata que leva ao vasorelaxamento
(Beckman & Koppenol, 1996; Vasquez-Vivar, Kalyanaraman & Martasek, 2003). O
‘ON possui também propriedades antiproliferativas e inibe a ades&o vascular de
plaquetas e leucdcitos (Turko, Marcondes & Murad, 2001).

O 'ON reage com o superoxido, gerando moléculas altamente reativas como
ONOO’, que desencadeiam uma cascata de eventos prejudiciais a célula (Turko,
Marcondes & Murad, 2001; Evans et al.,, 2002). Portanto, a presenca de Oy"
determina se "ON exerce um efeito de protecdo ou de prejuizo. Estudos relatam
que o aumento de Oy  possui um papel importante na patogénese da
aterosclerose (Stocker & Keaney, 2004). O O," pode inativar o oxido nitrico e
diminuir a biodisponibilidade induzindo a disfungdo endotelial. Alternativamente,
O, pode promover oxidacado do cofator da ‘ON sintetase, levando a diminuicdo da
producdo de ON e ao aumento de O," (Vasquez-Vivar, Kalyanaraman &
Martasek, 2003). A reagdo produzida entre O,” e 'ON forma uma molécula
oxidante forte, que € capaz de oxidar proteinas, lipidios e &acidos nucléicos,
causando dano as células vasculares (Beckman & Koppenol, 1996; Halliwell,
2006). Finalmente, O," pode provocar modificagdes oxidativas em lipoproteinas de
baixa densidade que possuem um papel importante na formacdo de lesdes
aterosclerdticas (Stocker & Keaney, 2004).

A peroxidacao lipidica é um processo fisioldégico continuo que ocorre nas

membranas celulares. Além de ser um fator de renovacdo da membrana, este
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processo é essencial na sintese de prostaglandinas e leucotrienos, bem como na
fagocitose e na pinocitose (Gutteridge & Halliwell, 2000; Halliweell, 2002). No
entanto, a peroxidacao lipidica também pode ser um indicador de processos
deletérios que envolvem a participacdo de radicais livres, podendo ser utilizado
para determinar efeitos citotéxicos (Ohkawa, Ohishi & Yagi, 1979). O estresse
oxidativo esta implicado na alteracdo da atividade de muitas enzimas, como a
NTPDase 1, essa enzima esta sujeita a alteragdes na sua forma sob condi¢des de
estresse oxidativo que levam a inibicdo da atividade enzimatica (Robson et
al.,1997; Furstenau et al,, 2004). Os seres vivos dispdem de mecanismos
protetores para evitar o acumulo de espécies ativas de oxigénio e de seus efeitos
deletérios (Halliwell, 1994).

Os sistemas de defesa primarios estdo relacionados com as enzimas
removedoras de radicais livres. A superoxido dismutase remove o superéxido (Oy”
), enquanto que a glutationa peroxidase e a catalase removem o perdxido de
hidrogénio (H20,) A atividade catalasica € a principal reguladora dos niveis
intracelulares de H,0O, (Gaetani et al.,1989). Assim, a catalase pode responder as
condicbes que aumentam o estresse oxidativo, aumentando sua atividade (Jorns
et al., 1999).

O Hy0,, quando presente, reage como o Fe*? ou Cu*? produzindo radicais
hidroxil (OH') altamente reativos, contra o qual ndo existe nenhum sistema
enzimatico de defesa (Jorns et al., 1999; Whaieb, 2001). Quando a atividade da
superéxido dismutase é baixa, o OH pode ser produzido a partir de Oy pela

reac&o de Haber Weiss (Whaieb, 2001).

31




Recentemente, varios estudos detectaram a presenca de estresse oxidativo
em pacientes com doencga renal. Existem algumas evidéncias que indicam que a
uremia esta relacionada ao estresse oxidativo (Ichikawa, Kiyama & Yoshioka,
1994) e o tratamento de pacientes urémicos com hemodialise ou dialise peritonial
contribuiria para o estresse oxidativo e para a reducao do nivel de antioxidantes
nesses pacientes (Toborek et al, 1992; Epperlein, Nourooz-Zadeh &
Yayasena,1998). Existem estudos indicando que a membrana de hemodialise
poderia ativar macréfagos durante as sessdes de hemodidlise (Galle &
Quaschning, 2001). Porém, ndo existe um consenso na literatura sobre o papel da

uremia e da dialise sobre o estresse oxidativo.

1.15 Atividade da enzima delta aminolevulinato (d-ALA-D)

A delta aminolevulinato deidratase (5- ALA-D, E.C.4.2.1.24) é uma enzima
essencial para os organismos aerobicos, ela participa da via biossintética do
heme, catalisando a condensacéo de duas moléculas de acido aminolevulinico (d-
ALA) produzindo proforbilinogénio (Gibson, Neuberger & Scott, 1955).

A O-ALA-D é uma enzima sulfidrilica (Gibson et al., 1955) formada por oito
subunidades idénticas apresentando o zinco como cofator (Shemim, 1976;
Tsukamoto, Yoshinaga & Sano, 1979). Os residuos de cisteina sao sensiveis a
metais pesados (Farina et al., 2003; Nogueira et al., 2003; Perottoni et al., 2005),
moléculas de oxigénio e outros agentes oxidantes que induzem a formagao de
ligacdes dissulfeto e levam a inibicdo enzimatica (Spencer & Jordan, 1994 e

1995). Trabalhos recentes tém indicado que estados pré-oxidantes, podem causar
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inibicdo da d-ALA-D in vivo (Flora & Seth, 1999; Folmer, Soares & Rocha, 2002;
Folmer et al.,, 2003; Soares, Folmer & Rocha, 2003). Além da insuficiente
producdo de heme, a inibicdo da 8-ALA-D pode resultar no acumulo do substrato
acido aminoleulinico (d-ALA) no sangue, que esta relacionado com a
superproducéo de espécies reativas de oxigénio (Monteiro et al., 1989).

O d-ALA, substrato da enzima d-ALA-D, sofre enolizacdo e maior oxidacao
aerdbica na presenga de metais em pH fisioldgico, produzindo radical superéxido
(O27), peroxido de hidrogénio (H20,) e radical hidroxila (OH") (Oteiza et al., 1995).

Rocha et al. (2003) propuseram um modelo de dano oxidativo que ocorre
com a ferritina induzido pelo d-ALA (Rocha et al., 2003). O d-ALA é convertido
para enol formando (ALAeno) que catalisa o nucleo da ferritina pela presenca de
fosfato. O enol formado mais o ferro reagem com o oxigénio, produzindo anio
superoxido (O27) e radical (ALA’), que reduzem o ferro e reagem com o oxigénio
produzindo acido dioxovalérico (DOVA). Enquanto a oxidagdo do d-ALA produz
ferro livre (Oteiza et al., 1995), o radical ALA e anion superoxido, diretamente e/ou
pela reacdo Haber-Weiss e Fenton, produzem modificagdes sitio especificos nos
residuos de triptofano e cisteina na ferritina.

A apoproteina da ferritina € um possivel alvo para dano oxidativo catalisado
pelo Fe?* induzido pelo d-ALA, levando a diminui¢do da habilidade para seqliestrar
o ferro. Além da acao do ferro sobre a ferritina, existem estudos que indicam que o
fosfato presente na ferritina pode contribuir para a oxidagcdo do d-ALA, facilitando a

sua enolizagao (deSilva, Guo & Aust, 1993).
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A insuficiéncia renal crénica € uma sindrome metabdlica decorrente da perda
progressiva, irreversivel e geralmente lenta da fungéo dos rins (glomerular, tubular
e enddcrina). Na doencga renal crénica, observa-se uma complexa desordem
hemostatica (Mezzano et al., 1996), essas alteragdes podem estar relacionadas a
atividade de enzimas que hidrolisam o ATP, o ADP e o AMP, devido a importancia
desses nucleotideos no controle da agregacao plaquetaria e da vasodilagao.
Observa-se nesses pacientes um quadro inflamatério crénico, com elevacao da
producao de citocinas. Além disso, estudos indicam que esses pacientes tém uma
producdo alterada de radicais livres e/ou alteracdes nos sistemas antioxidantes. O
aumento do estresse oxidativo pode influénciar a atividade de algumas enzimas,
assim como, a inibicdo da atividade de algumas enzimas pode exarcebar a
producao de radicais livres. Esse estudo pretende ajudar a caracterizar essas

alteracdes e interligar-las com o objetivo de elucidar os mecanismos envolvidos.




2. Objetivos

A alteragdo na agregacgao plaquetaria em pacientes com insuficiéncia renal
cronica estad caracterizada, mas o0s mecanismos envolvidos nao estao
completamente elucidados, o presente estudo pretende verificar uma possivel
relacdo entre anormalidades hemostaticas e as alteragbes nas enzimas
ectonucleotidases, assim como a relagao entre a uremia e a presenca de estresse

oxidativo, para tanto pretende:

1 Verificar a atividade das enzimas NTPDase e 5’-nucleotidase em plaquetas
de pacientes com insuficiéncia renal crénica em tratamento pré-dialitico e

em tratamento regular de dialise.

2 Verificar uma possivel relagdo entre alteracbes nas ectonucleotidases e a

severidade da doencga renal crbnica.

3 Verificar a relagao entre o tempo de hemodialise e a atividade das enzimas

NTPDase e 5 nucleotidase.

4 Verificar qual é o papel da uremia e da hemodialise sobre o estresse

oxidativo.

5 Verificar a relagcédo entre a atividade da enzima d-ALA-D e a presenca de

anemia em pacientes com doenca renal crénica.
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PARTE I
Apresentacédo dos Artigos

Os resultados obtidos por esse trabalho deram subsidios para a publicagao
de dois artigos cientificos. O primeiro artigo refere-se a atividade das enzimas
NTPDase e 5-nucleotidases em pacientes com doenca renal crénica, e as
alteracbes na agregacao plaquetaria evidenciadas nesses pacientes, bem como
parametros bioquimicos. O segundo artigo apresenta as alteragdes observadas
com relagdo a produgcdo de espécies reativas de oxigénio e a atividade das

enzimas catalase e d-ALA-D.
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Abstract

The activities of the enzvnes NTPDase (E.C3.6.15, apyrase, ATP diphosphohydrolase, ecto-CD39) and S-nucleotidase (E.C.3.1.3.5,
CD73) were analyzed in platelets from patients with chronic renal filure (CRF), both undergoing hemodialysis treatment (HD) and not
undergoing hemodialysis (ND), as well as fom a control group. The results showed an increase in platelet NTPDase activity in CRF patients
on HD treatment (52.88%) with ATP as substrate { P<0.0001). ADP hydrolysis was decreased (33.68% and 39.75%) in HD and ND patients,
respectively. In addition, S-nucleotidase activity was elevated in the HD (160%) and ND (81.49%) groups when compared to the control
{ P=00001). Significant correlation was found among ATF, ADP and AMP hydrolysis and plasma creatining and urea levels | P<0.0001).
Patients were compared statistically acconding the time of hemodialysis treatment, We found enhanced NTPDass and S-nucleotidase
activities between 49 and 72 months on HD patients, Our result sugpests the existence of allerations in nueleotide hydrolysis in platelets of

CRF patients, Possibly, this allered nucleotide hydmolysis could contribute to hemaostasis abnormalities found in CRF,

0 2005 Published by Elsevier BV,

Keywards: Chronic renal failure; NTPDase; 5-nucleotidase; Platelet; Hemodialysis

1. Introduction

Hemostatic abnormalities are commonly encountered in
patients with renal failure. Both a bleeding diathesis and
the uremic prothrombotic state may be caused by renal
disease [1]. Abnormalities of platelet finction and plate-
let—endothelial interactions are probably the major cause
of hemostatic failure in wemia [2,3). Impaired platelet
aggregation i response to different agonists has been
described [4]. Diminished platelet aggregation in platelet-
tich plasma (PRF) induced by ADP, collagen, arachidonic
acid and risiocetin in wemic patients when compared to
healthy volunteers [5] has also been observed.

* Comesponding author. Fax; +55 3522 0R031.
E-mail address: mariarosasmailufmbr (MR.C. Schetinger),

(92544398 - cee front matter © 20035 Published by Elsevier BV,
dioi: 1. 1016/, bhadis. 2005.06.002

Platelets are known to play a major role in the
maintenance of endothelial integrity and hemostasis and
they adhere to sites of vascular injury, undergo activation,
and subsequently release ADP, thromboxane A,, serotonin
and several other biologically active substances. ADP,
acting through P2 receptors [6-8], from this release may
be responsible for the activation, recruitment, and induction
of aggregation of additional platelets in the microenviron-
ment [6]. Thus, the metabolism of ADP in the blood i
important for the regulation of platelet functions [9].

NTPDase (E.C36.1.5, ecto-CD39, ecto-apyrase, ATP
diphosphohydrolase) is a glycosylated extracellular enzyme
that hydrolyzes extracellular adenosine tri- and diphosphate
(ATP, ADP) to adenosine monophosphate (AMP), which is
subsequently converted into adencsine by ¥-mucleotidase
(EC3.1.35, CD73) [10-13]. This enzyme was charac-
terized by Pilla et al. [13] on human blood platelets, as
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hydrolyzing the nucleosides ATP and ADP equally well
[11-15]. In the coagulation cascade NTPDase (CD39),
and ecto-3-nucleotidase (CD73) have an important role in
the regulation of platelet apgregation. Published studies
[8,11-14] have shown that CD39 imhibits platelet aggre-
gation via two mechanisms: first by scavenging ATP and/
or ADP, and secondly by favoring the eventual formation
of the anti-aggregatory metabolite adenosine by ¥-ectonu-
cleotidase activity. Recent publications reinforce the
growing importance of NTPDase in thromboregulation
[15-19]. Furthermore, there are conclusive lines of
evidence showing that CD39 could be a potential
therapentic agent for the mhibition of platelet- mediated
thrombogenesis [15-18]. It is also interesting to point out
that, ATP and ADP levels m CD39 knockout mice were
not changed compared to control [20], suggesting that, at
least on macro biochemical level, CD39 does not contrib-
ute too much to overall ATP and ADP metabolism in
circulation. However, those mice were prothrombotic,
suggesting that probably on micro level of cell-cell
interaction, CD39 plays an important role.

Ecto-5-nuclentidase is a glycoprotein attached to the
extracellular face of the plasma membrane of many cell
types, including human platelets, by a glycosylphospha-
tidyl-inositol (GPT) anchor [21]. A major role of the protein
is the extracellular production of adenosine from AMP and
the subsequent activation of P1 adenosine receptors
[22,23].

Together, NTPDase and 5-mucleotidase, control the
availability of ligands (ATP, ADP, AMP and adenosine)
for both nucleotide and mucleoside receptors, and, con-
sequently, the duration and extent of recepior activation
[24]. These enzymes may also have a protective function by
keeping extracellular ATP/ADP and adenosine levels within
physiological levels [25].

The progression of chronic renal failure (CRF) is
complicated by a complex of hemostatic disorder, which
is clinically expressed by both a bleeding tendency and
ncreased thrombotic risk and whose pathogenesis is still
poorly understood. Platelet activation during hemodialysis
may be due to many factors, inchuding sheer stress, contact
activation and agonist activation [26,27]. However, further
examination is still needed to elucidate the more precise
mechanism of platelet activation during hemodialysis.

The objectives of this study were to explore the
relationship between platelet dysfunction in uremia with
hemaostatic abnormalities and the severity of kidney disease
in patients with CRF under conservative treamment (non-
dialysed) and hemodialysis treamment. Besides the fact that
the NTPDase activity measured on platelets is low
compared to that of the endothelial cells and leucocytes,
we used platelets because they are intrinsically mvolved in
the nucleotide release (mainly ADP). Consequently,
platelet NTPDase might contribute directly in the micro
extracellular level confrol of nucleotides and then in the
regulation of platelet reactivity, Thus, biochemistry deter-

minations, platelet aggregation, NTPDase and 5 -mucleoti-
dase activities in platelet-rich plasma (PRP) were determined
in these patients,

2. Materials and methods
21, Marerials

Nucleotides, sodium azide, ethylenediaminetetrancetic
acid (EDTA) and hydroxymethyl-aminomethane (Tris) were
purchased from sigma (St Louis, MO). All other reagents
used in the experiments were of analytical grade and of the

highest purity.
2.2, Patients

Enzyme activities, biochemical and hematological
determinations were determined in the blood and plasma
of healthy control subjects (group I}, patients on
hemodialysis treatment (HD, group I}, and patients who
do not receive hemodialysis (non-dialysed, ND, group
). The patients were selected from the Department of
Nephrology, Hospital of the Federal University of Santa
Maria. The study protocol was approved by the Human
Ethics Committee of the Health Science Center from the
Federal University of Santa Maria and informed consent
was obtamed from the patients (Protocol number 037/
2004). Group 1 comprised 60 healthy subjects considered
as control (30 women, 30 men) aged 52.28111.83
(ranging between 30 and 78) with no clinical history of
renal disease. Group I1 (HD) consisted of 51 patients on
hemodialysis treatment (25 women, 26 men), whose mean
age was 52.58113.75 (ranging between 24 and 82 years).
Etiological canses of uremia included hypertensive nephr-
opathy (# patients), pyelonephritis (5), glomerulonephritis
(5), diabetic nephropathy (5) and cases of unknown
etiology (28). All the patients were clinically stable and
were undergoing hemodialysis for an average of 4h, three
times a week with hollow-fiber dialyzers equipped with
cellulose acetate membranes (Baxter, Brazil). During
dialysis, blood flow rates were generally between 200
and 300 mL/min. Anticoagulation was achieved by means
of a loading dose and constant infusion of heparin, The
dose of heparin varied from patient to patient. Blood
samples were collected from arterovenous fistulas before
hemodialysis. Group 11T (NI} comprised 15 patients not
undergoing  hemodialysis (5 women, 10 men), whose
mean age was 34211248 (ranging between 30 and 70
years). The etiological causes of uremia were hyperiensive
nephropathy (2 patients), pyelonephritis (6), glomerlo-
nephritis (1), diabetic nephropathy (3) and cases of
unknown etiology (3). Patients presenting systemic lupus
erythematosus, malignancy, infection, trested with cortico-
steroids or immunosuppressive drugs were excluded from
the smdy.
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2.3, Plareletrich plasma (PRP) and washed platelet
[preparation

PRP was prepared from human donors according to Pilla
etal. [13]. Briefly, blood was collected with 0.129 M citrate,
was pooled and was centrifuged at 160 xg for 10 min. The
platelet-rich plasma was centrifuged at 1400 =g for 15 min
and washed twice by centrifugation at 1400 =g with 3.5 mM
HEPES isomolar buffer containing 142 mM NaCl, 2.5 mM
KCl and 55 mM glicose. The washed platelets were
resuspended in HEPES isomolar buffer and protein was
measured according to Bradford [28]. NTPDase and ecto-5'-
nucleotidase are ecto-enzymes and thus platelet viability and
integrity were confimed by the measurement of lactate
dehydrogenase (LDH) activity using the enzymatic Cobas
Integra-<400 method (Cobas, Basel, Switzerland).

2.4 Hematological and biochemical determinations

Plasma albumin, creatinine, urea, potassium, inorganic
phosphorus, alkaline phosphatase concentration were
assayed by spectrophotometric methods, using available
commercial kits (Labtest, Minas Gerais, Brazil), with a
Cobas Integra-400 method (Cobas, Basel, Switzerland).
Calcium concentrations were measwred by ion electrode
selective (AVL 9180 Series Electrolyte Analyzer-Diagnostic
Roche). Platelet aggregation was determined by the
technique of Biggs and Douglass [29] consisting of the in
vitro macroscopic visualization of aggregates between
intervals of 15 to 180 s by the addition of ADP (2 pg),
serotonin (10200 uM) and purified potato apyrase (0.023
1g) to platelets. Purified potato apyrase was pre-incubated
for 15 min before to add ADP or 10-200 uM serotonin.

2.5 NTPDase and F-nucleotidase determinations

NTPDase activity was determined by the method of Pilla
etal. [13] in a reaction medium containing 5.0 mM CaCl,,
100 mM NaCl, 4.0 mM KCL, 50 mM ghicose, and 50 mM
Tris—=HCI buffer, pH 7.4, in a final volume of 200 pL. The
reaction was started by the addition of ATP or ADP as
substrate at a fmal concentration of 1.0 mM. ¥-nucleotidase
was determined by the method of Heymann et al. [30] in a
reaction medium containing 10 mM MgCly, 100 mM Tris
HCI buffer, pH 7.4, at a final volume of 200 pL. For both
assays, 610 pg of protein was used per tube to ensure
linearity in the enzyme reaction. Inorganic phosphate was
measured by the method of Chan et al. [31] using malachite
green & the colorimetric reagent and KH2POy a5 standard.
Enzymes activities were expressed as nmol Pimin'mg of
protein.

2.6, Statistical analysis

All data were expressed as the mean value { 5.D. Data
were analyzed using the Duncan’s multiple test, and also

subjected to multivariate analysis of variance (ANOVA)
Correlation was evaluated with the Pearson test. Differences
were considered significant when the probability was
P=0.05.

3. Results

The clinical characteristics of the patients are shown in
Table 1. The albumin and alkaline phosphatase concen-
trations were in the nomal range in both HD and ND
patients. Creatinine and urea were increased ( F<0.0001), as
expected in both HD and ND patients. Potassium and
inorganic phosphorus contents were ahove the nommal range
{P<0.0001).

Platelet integrity was determined by comparing the lactate
dehydrogenase (LDH) activity obtained after lysis with Triton
X-100 with that of intact platelets. Less than 4% of platelets
were disrupted (data not shown), indicating that the platelets
preparation was predominantly intact. The platelet aggrega-
tion induced by ADP was diminished [F{(2,123)=212.53,
F=0.0001] and post hoc comparisons by Duncan’s test
revealed that platelet apgregation had a significant reduction
in regular hemodialysis treatment (HD) and non-dialyzed
(L) patients compared to control subjects {Table 2). Platelet
apgregation induced by 10-200 pM serotonin caused a rapid
apgregation, followed by disaggregation in all groups studied
(data not shown). In all experiments conducted with apyrase,
even in the presence of serotonin and ADP (synergistically
inductors of platelet aggregation), the value was higher than
180s, time considered as a limit to visualize aggregation
(Table 2).

ATE, ADP and AMP hydrolysis were measured in
washed platelets, thus it is very unlike that they were
contaminated with plasma-derived nuclectidases. The
results obtained with NTPDase and 5"-nucleotidase are

Table 1
Clinical parameters of fhe patients

Nomal — Control HD {n=31) ND (r=15)
range (=60
Creatinine 04-13  07TL009 9161315+ 2E240.50*
{mg/dL)
Urea (mg/dl) 15-39 27.08:6.4]1  145.47:4750% 10840049 16+
Caleium 1L0-13  L14:015 12540014 12140003
{mmmal/L)
Inorganic L7-45 34900065 5281184 1524079
phesphorus
(mg/dL)
Alkaline 26-117 B303L1576 11327411956 1123004097
phosphatase
(L)
Albumin 35-55 4190047 4.0240.28 4364040
{g/dL)
Potassium 35-51 4331082 5431 080* 4RTL0GD
{mmal/L)

Values represent meantstandard deviation. Different from the control
* P<00001) Duncan’s mulfiple range test.
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Table 2
Plakelet aggregation time obtined from controlz, HD and NI patients
(iroups Control HD WD
(n=3) (n=3) (n=3)
ADP 2 ug 371 1%* 48044 GOLT
Apyrase + ADP t 180 t 180 t 180
Serotonin 10 pM+apyrase T 180 t 180 t 180
Serotonin 50 ph+apyrase T 180 T 18D T 1§D
Serotonin 100 pM+apyrase t 180 t 180 180
Serotonin 200 pM+apyrase t 180 t 180 t 180
Serotonin 10 pM+apyrase+ADP T 180 T 180 18D
Serotonin 50 pM+apyrase+ADP t 180 t 180 t 180
Serotonin 100 pM-+apyrase+ ADP t 180 t 180 t 180
Serotonin 200 pM+apyrase + ADP T 180 T 180 18D

Values represent mean +standard deviation (n=35). Serotonin concen tration
wvaried from 10 to 200 pM, apyrase was (L0023 pg and ATP was 2 pg per
st

* Different from the others in the same oplumn { P<0.0001).

® Different from fhe others in the same line {P<0.01). Duncan’s multiple
range st

shown in Fig. 1. As can be observed, ATP hydrolysis was
enhanced [F(2,120)=25.13, P<0.0001] and post hoc
comparisons by Duncan’s test revealed that ATP hydrolysis
was significantly higher in hemodialysis patients (52.88%)
compared to control subjects. ADP hydrolysis was
decreased [F(2,118)=53.63, P<0.0001] and post hoc
comparisons in hemodialysis patients showed that ADP
hydrolysis was significantly lower in patients with HD
(33.68%) and ND (39.75%) compared to control subjects.
F-nucleotidase activity was also altered [F(2,114)=24.67,
FP<=0.0001] and post hoc comparisons by Duncan’s test
revealed that AMP hydrolysis was significantly higher in
HD (160%) and ND (81.49%) patients compared to control
subjects.

Significant correlation was found between ATP hydrolysis
and plasma creatinine level (#=0.351, P=0,0001), Fig. 2
(ATP). Similarly, significant comelation coefficients were

I contol HD Bl o

% of Control

ATP ADP AMP

Fig. 1. NTPDase and 5-nucleotidase activities in plakelets obtained from
(RF patients. Control (=600, hemodialysis patients (HD) (r=51}), non-
dialyzed patients (ND) (m=15) Control values with ATP (1597 &80,
ADP (1122 £1.38) and AMP (2.27£0.73) as substrate. Values represent
mean tstandard devistion. *Different from the control | P<0.0001)
Duncan's multiple test.

ATP
[&]¥]
. R=0.51
e . pe.00Q1
A0 .

30
20
10

Q

nmal Pifmin/mg protein

nmal Pimindmg protein

Creatinine

R=052
pe 0001

10

nmal Pifmin/mg protein

Creatinine

Fig. 2. Pearson’s correlation between plasma levels of creatinine and ATF,
ADE, AMP hydrolysis in HD, NI and control subjocts.

found between plasma creatinine and ADP (r=045,
P<0.0001) and AMP (=053, P<0.0001), Fig. 2. In
addition an association was found between plasma urea and
ATP (r=041, P=0.0001), ADP (r=—0.56, P<0.0001) and
AMP hydrolysis (#=0.44, P=0.0001), Fig. 3.

ATP hydrolysis was enhanced as a function of length of
hemodialysis [F(5,117)=932, P<0.0001] and post hoc
comparisons by Duncan’s test revealed that ATP hydrolysis
was significantly higher in regular hemodialysis patients
being treated from 49 to 72 months (62.97%), Fig. 4
(ATP). Moreover, a decrease can be observed in the
hydrolysis of ADP as a function of length of hemodialysis
[F(512)=23.10, P=0,0001] and post hoc comparisons by
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Fig. 3. Pearmon's comelation between plasma levels of urea and ATF, ATF,
AMP hydolysis in HD, ND and control subjects.

Duncan’s test revealed that ADP hydrolysis was signifi-
cantly lower in regular hemodialysis patients being treated
from 49 to 72 months (30%), Fig. 4 (ADP). Furthermaore,
an increase was observed in ¥-nucleotidase activity as
function of length of hemodialysis reatment [F(3,1)=
1567, P<=0,0001] and post hoc comparisons by Duncan's
test revealed that AMP hydrolysis was significantly higher
in regular hemodialysis patients being treated from 49 to
72 months (121.7%), Fig. 4 (AMP).

4, Discussion

Biochemical parameters obtained from the patients
confirmed their clinical condition. As expected, creatinine

and urea levels were elevated in both HD and ND groups. In
relation to platelet function, it was observed that HD and
WD patients presented a lower platelet aggrepation capacity
induced by ADP when compared to the control group (Table
2). These results are in agreement with Malyszko et al. [3]
and indicate a more delayed aggregation response. As
expected, the presence of purified apyrase enhanced the
apgregation time to values higher than 1805, confirming its
activity as an antithrombotic agent, even when platelets
were co-<stimulated with ADP and 10-200 pM serotonin
{Table 2).

Here, for the first time, we have shown that platelet ATP
hydrolysis was enhanced in HD patients, conflicting with
the reduction of ADP hydrolysis in HDY and ND patients.
The imhibition of extracellular ADP hydrolysis, as observed
in CRF patients, could indicate a decrease in adenosine
production from the extracellular ADP breakdown, and an
accumulation of ADF, a proaggrepatory agent. Perhaps, the
increase in the activity of ¥-nucletidase observed m HD
and ND patients could be a compensatory mechanism once
it culminates with adenosine production. Considering the
results obtained in this study, perhaps the enhancement in

< 40 ATP
2
g ol o7
g
€ 20
E .
g} |
E o o i
0-24 2548 4972 7396 97 ..Time (months)

ADP

nmal Piimin/mg protein
O = PO LD B OO =) OO D

.
(-24 25-48 40-72 T3-96 97..Time (months)
15 AP
T
“g 12 .
o
£ 9
£
Ny 2 7

0-24  25-48 49-72 7396 97..Time [months)

Fig. 4. Effect of hemodialysiz length on NTPDase and -nucleotid ase
activities in hemodialysis patents, ATE, ADP and AMP a5 substrate.
Length hemodialysis in months 024, 25-48, 49-72, 73- 93, 97 months.
Values represent mean fstandand deviation. *Different from the others
P (0] Duncan's multiple test
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ATP hydrolysis demonstrates the presence of other
NTPDase (preferentially hydrolyzing ATF).

In the context, the change of the ATF, ADP and AMP
hydrolysis observed in the present study is very interesting,
Since premature atherosclerosis is one of the most
important causes of death at the end-stage of renal failure
patients [32,33], and ADP is a signaling molecule, which
activates platelet aggregation, we suggest that decreased
local ability of platelet to metabolize ADP might result in
higher local exposure of platelet P2Y'1 receptors to ADP.
Possibly, indicating a role of this factor in the etiology of
atherosclerosis,

ATP can be an inducer of platelet aggregation because it
mnduces platelet aggregation in the presence of norepinephr-
e (NE) or epinephrine [34] and it is known that in CRF
there is an increase in NE release. Furthermore, ATF can be
metabolized to ADP by CD39 and CD39-like enzymes [30].
At the initiation of vascular damage, ATP is hydrolyzed to
ADP for ecto-CD39, resulting in platelet aggregation and
the prevention of bleeding. Perhaps, the prevention of
bleeding is being achieved by the imhibition of ADP
hydrolysis. Relating the diminished platelet aggregation
mnduced by ADP (Table 2) with the inhibition of ADP
hydrolysis (Fig. 1), one can speculate that there could be a
lower cellular response to ADP, as the inhibition of ADP
hydrolysis causes an elevation on ADP levels and con-
sequently the expected rapid aggregation response was not
observed. Probably, a potential P2Y1 desensitization could
occur in the platelets from renal disease patients by the
heightened presence of ADP in the microenvironment of
platelets from CRF.

The metabolism of extracellular nucleotides is an
important regulatory tool to mamtain a coagulant state as
well as a homeostasis of platelet aggregation. Three main
anti-aggregatory systems are involved in the control of
platelet reactivity: prostaglandin production, nitric oxide and
ecto-nuclectidase activity, respectively. The role of ecto-
nucleotidases in platelet aggregation has been known for
many vyears [8-13,35]. Recently, the importance was
confirmed in CD39-deficient mice, which had prolonged
bleeding times and platelet hypofunction [20]. Under a
resting condition, the efficient umover of ATP and ADP o
AMP prevents the onset of an amplification cascade of
platelet recruitment and activation induced by ADP and thus
the formation of a hemostatic plug. Moreover, ecto-¥-
nucleotidase may enhance the role of NTPDase by
converting AMP to adenosine, a known inhibitor of platelet
agpregation [36]. Recently, platelet altered nucleotide
hydrolysis was observed by our laboratory in diabetic,
hypertensive, diabetic/hypertensive [19] and breast cancer
patients [37], suggesting that it could be an important
physiological and pathological parameter.

In our smdy, we found that plasma creatinine and urea
levels were positively comelated with ATP and AMP
hydrolysis and negatively comelated with ADP hydrolysis.
We then speculated that changes in NTPDase and ¥-

mucleotidase activities could play a role in the accelerated
atherosclerosis and increased thrombotic risks of uremic
patients, which correlates with the accumulation of
metabolites.

We found enhanced ATP and AMP hydrolysis mainly
between 25-96 and 49-72 months of hemodialysis treat-
ment, respectively. After 97 months of hemodialysis, there
is no change in nucleotide hydrolysis, indicating a normal-
ization of such activities.

Orurs results suggest the existence of defects in nucleotide
hydrolysis in platelets, which might contribute to abnommal
homeostasis in renal failure patients, thus contributing to the
enhanced risk of thromboembolic complication and accel-
erated atherosclerosis in patients with renal failure. How-
ever, ours is the first study to mvestigate NTPDase and 5'-
nucleotidase activity in CRF patients and more studies are
necessary to elucidate the altered level of nucleotides in
CRF patients.
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Abstract

In this paper, we studied the influence of uremia and hemodialysis on oxidative parameters and §-aminolevulinic acid dehydratase (5-ALA-

Dy activity in control subjects, patients with chronic renal faillure (CRF) on hemodialysis treatment (HD) and in patients not undergoing
hemodialysis (ND). An increased lipid peroxidation was observed in the serum of HD and ND patients, as measured by the MDA serum levels,
However, the level of MDA from erythrocytes was only elevated in HD patients. Blood catalase activity was increased in HD and ND groups.
This study also showed a decreased activity of blood §-aminolevulinic acid dehydratase (5-ALA-D) in both groups of patients. This study
demonstrated a positive correlation between ALA-D activity and hemoglobin, suggesting that inhibition of this enzyme might enhance anemia
in CRE. A negative correlation was found between the alteration in - ALA-D activity and oxidative stress, which may indicate that the inhibition

of ALA-D can be used as an index of oxidalive stress.
@ 2007 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

Keywords: Chronic renal failure: Oxidative stress: Catalase: 8-Aminolevulinic acid dehydratase; Lipid peroxidation: Uremia

L. Introduction

Evidence supports the hypothesis that reactive oxvgen spe-
cles are involved in the pathophysiology of uremic complica-
tions [1] and can be an important factor contributing to the
pathogenesis of atherosclerosis in chronic renal failure [2]. In
line with this, dialysis stimulates reactive oxygen production
in vitro and vivo [1—5] and is associated with increased serum
concentrations of markers of lipid peroxidation [6,7], impair-
ment of the antioxidant system [8], endothelial dystunction
|9] and increased oxidation of proteins [10]. A further source
of increased oxidative stress in this pathology may be related
to iron overload [11]. Iron supplementation is often indicated in
the end-stage of renal failure to treat hemodialysis-associated

* Corresponding author. Fax: 355 55 3220 8978,
E-mail address: mariaschetinger@ gmail.com (M.R.C. Schetinger).

0753-3322/8 - see front matter © 2007 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
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anemia [12], which is related to inadequate production of
endogenous ervthropoietin [13,14]. However, there is still a de-
bate in the literature regarding the sources and mechanisms of
elevated oxidative damage. Some authors assert that dialysis
treatment is the main source of increased oxidative damage in
patients with end stage renal disease [83—10], whereas other
researchers maintain that the disease itself is the main reason
for the elevated oxidative stress [15,16].

&-Aminolevulinic acid dehydratase (ALA-D), also known
as porphobilinogen synthase (PBGS, EC 4.2.1.24), catalyzes
the asymmetric condensation of two molecules of 5-aminole-
vulinate to produce porphobilinogen, which is the precursor of
porphyrins [17,18]. The inhibition of ALA-D may unfavorably
affect the heme biosynthesis pathway that, in turn, may have
pathological consequences [19.20], such as anemia. Further-
more, the accumulation of ALA-D substrate 5-aminolevulinate
may be implicated in the overproduction of active oxygen
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species [21—23]. In line with this, data from our group have
indicated that ALA-D activity 1s decreased in situations asso-
clated with oxidative stress [24.25].

The aim of the present study was to investigate the effect of
chronic renal failure on oxidative stress and ALA-D activity in
patients both on regular hemodialysis treatment and not under-
going hemodialysis.

2. Material and methods
2.1, Chemicals

5'-aminolevulinic acid, 2-Thicbarbituric acid, dithiothreitol
(DTT), albumin and Coomassie were purchased from Sigma
(St. Louis, USA). All other chemicals used in this study
were of the highest purity available.

2.2, Patients

Blood samples were obtained from the Department of Ne-
phrology, University Hospital of Santa Maria. A study proto-
col was approved by the Human Ethics Committee of the
Health Science Center from the Federal University of Santa
Maria (protocol number: 037/2004), and informed consent
was obtained from all the patients. Group I comprised 60
healthy control  subjects (30 women, 30 men) with
52.28 + 11.83 years of age (ranging between 30 and 78 years)
with no clinical history of renal diseases or another patholo-
gies. Group II (HD) consisted of 51 CRF patients on hemodi-
alysis treatment (25 women, 26 men), whose mean age was
52.58 £ 13.75 (ranging between 24 and 82 vears). All the pa-
tients were clinically stable and were undergoing hemodialysis
for an average of 4 h, three times a week with hollow-fiber di-
alyzers equipped with cellulose acetate membranes (Baxter
Laboratories, IL). During the dialysis, the blood How rate
was generally between 200 and 300 ml/min. Anticoagulation
wias achleved by means of a loading dose and constant infu-
sion of heparin. The dose of heparin varied from patient to pa-
tient. Blood samples were collected from arterovenous fistulas
betore hemodialysis.

Group III (ND) comprised 15 CRF patients not undergoing
hemodialysis (5 women, () men), whose mean age was
54.2 + 12.48 (ranging between 30 and 70 years). Patients hav-
ing systemic lupus erythematosus, malignancy, infection, or
being treated with corticosterolds, or Immunosuppressive
drugs were excluded from this study.

2.3, Hemaiological and biochemical determinations

Blood used for MDA quantification were collected with
EDTA, whereas citrate and heparin were used as anticoagulant
agents for catalase and ALA-D assays, respectively. Plasma
creatinine and urea were determined by spectrophotometry,
using commercial kits (Labtest, Minas Gerais, Brazil), in a Co-
bas Mira plus chemistry analyzer (Diagnostic Roche). Hemo-
globin (Hb) and hematocrit (Het) were determined in Cobas
Micros system, (Hematology Analyzer, Roche Diagnostics).

Transferrin and iron determinations were done using the
nephelometric method (Dimension RXL). Ferritin and para-
thormone (PTH) concentrations were measured by the chem-
tluminescence method utilizing Immulite 2000 apparatus.

2.4, Lipid peroxidation

The malondialdehyde (MDA) levels in serum were deter-
mined by the method described previously by Jentzsch et al.
[26]. An aliquot (0.2 mL) of serum was added to 0.250 mL
of 0.11 mol/LL 2-thiobarbituric-acid and I mL of 0.2 M phos-
phoric acid. The mixture was heated at 90 °C for 45 min and
read at 532 nm. The results were expressed as nmol MDA/
ml of serum. MDA in erythrocytes was determined by the
method of Jentzsch et al. [26] with some modifications.
Briefly, 0.5 mL of blood was treated with 0.5 mL of 40%
TCA and centrifuged at 1700 = g for 10 min. Then, 0.25 mL
of the supernatant was incubated with (0.6 mL phosphoric
acid 1% and 0.6 mL TCA 0.6% for 60 min at 100°C. MDA
levels were measured at 532nm and expressed as nmol
MDAJ/Hb.

2.5, Catalase activity

Catalase activity was measured as described previously by
Nelson and Kiesow [ 27]. This assay involves the change in ab-
sorbance at 240 nm due to the catalase dependent decomposi-
tion of HxO02 An aliquot (20 pL) of blood was mixed with
potassium phosphate buffer 50 mM, pH 7.0, and 70 pL of
30 mM H,05 was added to each sample. The change in absor-
bance at 240 nm was measured for 2 min and the slope of the
curve at linearity was calculated. Data are expressed as AE/mg
protein/min.

2.6, 6-ALA-D activity

8- ALA-D activity was assayed according to the method of
Sassa [28], by measuring the rate of product formation (porpho-
bilinogen), except that 84 mM of potassium phosphate buffer,
pH 6.4, and 2.0 mM of ALAwere used. Incubations were carried
out for 1 h at 377 in the presence and absence of the reducing
agent dithiothreitol (2 mM DTT). All experiments were carried
out after 100 min of pre-incubation with the biological sample.
The reaction was started by adding ALA to the assay. The reac-
tion product was determined using modified Ehrlich’s reagent at
555 nm, with a molar absorption coefficient of 6.1 = 104 M
tor the Ehrlich-porphobilinogen salt.

2.7. Protein determination

Protein was measured according to Bradford [29] using
bovine serum albumin as standard.

2.8, Sraristical analysis

All data were expressed as the mean value + SEM. Data
were analyzed using multivariate analysis of varlance
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(ANOVA) and the post-hoc comparisons were done using
Duncan’s multiple test. Correlation was evaluated with the
Pearson test. Differences were considered significant when
the probability was p < 0.05.

3. Results
3.1 Clinical condition of the patients

The clinical characteristics of the patients are shown in
Table 1. Iron levels were in the normal range in both HD
and ND patients. Creatinine, urea, ferritin and PTH were
higher, whereas hematocrit and hemoglobin were lower in
HD and ND patients than in control subjects. Transferrin
was 1n the normal range only in HD patients.

3.2, Lipid peroxidation

Serum (p < 0.0001) and erythrocytic MDA levels
(p < 0.0001) in HD patients were significantly higher than
those found in the control group (Figs. 1 and 2). In ND
patients, serum MDA levels were higher than in controls
subjects, whereas the erythrocytic levels were similar to those
of the control group (Figs. | and 2).

3.3. Catalase activiry

Catalase activity was significantly higher in HD and ND
patients than in controls subjects { p < 0.0001, Fig. 3).

J4. ALA-D acriviry

Blood &-ALA-D activity in HD and ND patients was signif-
icantly lower when compared to the control group p < 0.0001
(Fig. 4). The involvement of cysteiny] groups in &-ALA-D in-
hibition was examined by testing the effect ot dithiothreitol
(DTT) on the enzyme. Addition of DTT (2.0 mM) to the assay
mixture caused a 55% increase in 6-ALA-D activity in all
aroups.

ALA-D activity correlated positively with hemoglobin con-
tent (r values in the range of .42 and (0.55) measured either in

70

nmol MDA/mL
|
|

¥

T T
Control HD ND
Groups

Fig. 1. Serum MDA in control, HD and ND groups. Results are expressed as
means + SE, control (1 = 60), HD (s = 51}, ND (s = 15). *Significant differ-
ences (p < (L0001 ) as assessed by Duncan’s multiple test.

the presence or absence of DTT (Fig. 5). In contrast, ALA-D
correlated negatively with creatinine (data not shown), urea
(data not shown), TBARS and CAT activity with r values rang-
ing from r = — 045 to —0.63 (Fig. 6).

4. Discussion

This study clearly showed a strong relationship between ox-
idative stress parameters, ALA-D and chronic renal failure.
Biochemical and hematological data from HD and ND pa-
tients were within the expected range for their clinical condi-
tion. Iron has long been thought to catalyze the formation of
the highly reactive hydroxyl (*OH) radical via the Fenton re-
action. This radical can initiate lipid peroxidation by abstract-
ing a hydrogen atom from membrane phospholipids [30.31].

Lipid peroxidation is a hallmark of oxidative stress, which
disrupts the structural integrity of cell membranes and can also
lead to the formation of aldehydes, which in turn damage
lipids, protein, and DNA. Indeed, lipid peroxidation was accel-
erated in both plasma [32,33] and ervthrocytes [34.35] of

Table 1
Clinical parameters of control, HD and ND groups
Normal Range Control (1 = 60) HD (# = 51} ND (s = 15)
Urea (g/dL) 0.4-1.3 0.77 £ 0.19 916 = (.44 282021
Creatinine (g/dL) 15-39 2705 + 0.82 14547 + 6.65% 108.40 + 12.69=
Hby (g/dL) Men 16.6 £ 2.5 14.80 £ 0.12 10,98 + 0.32* 1228 + 0.89*=
Women 153 £ 2.5 1344 £ 0.12 10.19 £ 0.36% 12,18 + 1.39%
Het% Men 46 £ 7 4348 £ 0.59 3299 & 084 36,59 & 248
Women 41 £ 6 40,68 £ 0.44 3068 = 1.09% 36.60 & 4.11*%
Transferrin (pg/L) 250450 32470 £ 9492 22476 £ 6.53% 32148 £ 3.00
Iron (pg/dL) 35-150 70,50 £ 3.07 67.52 £ 391 61.20 £ 10,09
Ferritin (ng/dL) Men 30-323 136,20 + 15.23 62040 £ 115.14% 225,55 & 50.84%
Women 12—-150 82,69 + 9.20 593.83 + 68.53* 51275 £ 207.22%
PTH (pg/mL) 12-72 4238 4+ 2121 13241 £ 18.44% 32148 £ 205.21*

Values represent mean = standard error of mean. Different from control * (p < 0.0001) Duncan’s multiple range test.
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Fig. 2. MDA in erythrocytes of control (n= 6{0), HD (n=51) and ND
{r = 15) groups. Results are expressed as means £ SE nmol MDASHg, *Sig-
nificant differences {p < 0.0001) as assessed by Duncan’s multiple test.

patients on regular hemodialysis treatment, characterized by
elevated levels of MDA, In our work, serum TBARS levels
were higher in HD and ND, when compared to control group.
In ervthrocytes, there was only a significant increase in MDA
levels in HD patients, when compared with the ND and control
group. These results suggest that erythrocytes of patients on
regular hemodialysis treatment were more susceptible to oxi-
dative stress than the non-dialysed patients. This probably
can not be attributed only to the injury caused by the hemodi-
alysis process, as several instances of evidence have demon-
strated that CRF patients both treated with and without
dialysis exhibited signs of oxidative stress [18,36—39]. More-
over, the hemoglobin content can not explain the differences,
because the values were not different between HD and ND pa-
tients. We may suggest that enhanced lipid peroxidation could
be related to the uremia itself.

30
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Fig, 3. Effect of uremia on antioxidant enzvme catalase in HD and ND pa-
tients, and control group. Control (a1 = 600, HD (1 = 51) and ND (s = 15).
*Different from the control p < 00001 Duncan’s multiple test.

200 y

[

B ALs-DDTT

nmol porphobilinogen/mgprotein/min

Control HD MWD

Fig, 4. 6-ALA-D activity in contrel, HD and ND groups in the absence or pres-
ence of 2 mM DTT. Results are expressed as means £ SE, control 1 = 60, HD
n= 351, NDn = 15, *Significant diff erence as assessed by Duncan’s multiple test.

Altered antioxidant enzyme defense mechanisms seem to
be one of the important factors associated with lipid peroxida-
tion [34,35]. In our study, an increased catalase activity was
reported in the blood of HD and ND patients, suggesting

500

_ : .
400 A a0 ¢ ‘

p =< 0001
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200

100
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70 R=0.45 .
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-
=

Hb (gidL)

Fig. 5. Pearson’s correlation between ALA-D in absence of DTT or presence
of DTT and hemoglobin in patients with CRF.
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Fig. 6. Pearson’s correlation among ervthrocyies MDA levels, CATALASE activity with ALA-D enzymatic activity in absence or presence of DTT (2 mM).

that uremia per se could alter the antioxidant system. These re-
sults are in agreement with Richards et al. [40], who demon-
strated an increase in blood catalase activity. This increased
antioxidant enzyme activity would suggest a compensatory
mechanism against oxidative stress.

Blood & ALA-D activity in HD and ND patients was signif-
icantly lower than that of the control group. 3-ALA-D activity
in the absence/presence of DTT was negatively correlated with
creatinine and urea levels (data not show). These results may
suggest that the accumulation of these metabolites could pro-
mote enzyme inhibition. Moreover, the results demonstrated
a positive correlation between &-ALA-D activity and hemo-
globin, showing the fundamental role of this enzyme in
heme biosynthesis and the development of anemia in CRF pa-
tients. Reactive oxygen species produced in CRF can oxidize
critical thiol groups located inside the active site of mamma-
lian 8-ALA-D [41—44], inactivating enzyme activity as ob-
served here. Finally, 8-ALA-D inhibition can result in ALA
accumulation, which, under physiologically relevant condi-
tions, can have pro-oxidant etfects [21] and contribute to oxi-
dative stress caused by uremia.

In conclusion, in this work, we showed that uremia itself
could be the principal factor in generating oxidative stress in
CRF patients. Besides this, the inhibition of ALA-D activity
1s positively correlated with hemoglobin levels, and conse-
quently related with anemia and the low hematocrit levels
found in the patients. These findings may contribute to the
consideration of the existence of a decreased efficiency of
the cellular defense mechanism against reactive oxygen spe-
cles, leading to lipid peroxidation. Thus, we can suggest that

in CRF patients, a significant alteration in antioxidant defenses
can lead to alterations in heme synthesis by inhibiting ALA-D
activity and accumulating AL A, reinforcing this destructive
cycle.
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PARTE Il

1. Discusséo

Nesse estudo, os dados obtidos resultaram de uma analise in vitro das
enzimas NTPDase e 5’-nucleotidase em plaquetas de pacientes com doenca renal
cronica. As enzimas NTPDase e 5-nucleotidase foram analisadas para verificar a
participacao dos nucleotideos da adenina na fungao plaquetaria de pacientes com
insuficiéncia renal crénica que realizam hemodialise e nos pacientes com doenca
renal crénica que n&do fazem hemodialise, mas realizam tratamento conservador.
Estes resultados foram comparados com o grupo controle constituido de
individuos saudaveis de mesma faixa etaria. Esse estudo teve por objetivo
verificar uma possivel relacdo entre as anormalidades hemostaticas e a
severidade da DRC em pacientes que realizam hemodialise e em pacientes que
nao realizam hemodialise. Além disso, verificou-se a influéncia do tempo que o
paciente realiza hemodialise sobre a atividade das enzimas NTPDase e 5'-
nucleotidase. Este trabalho foi aprovado pelo comité de Etica da Universidade
Federal de Santa Maria, resolugéo n° 196/96.

Também, avaliou-se o papel da uremia e da hemodialise sobre o estresse
oxidativo. Para tanto, foram determinados os niveis de TBARS em soro e em
hemacias de pacientes com DRC e a atividade da enzima catalase. Além disso,
analisaram-se a relagao entre a atividade da d-ALA-D e a presencga de anemia em

pacientes com DRC.
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Foram realizadas dosagens bioquimicas de: creatinina, uréia, fosforo
inorganico, albumina, calcio, potassio, transferrina, ferritina, ferro, PTH e dosagens

hematoldgicas da hemoglobina e hematdcrito.

1.1 Perfil bioquimico e hematoldgico

Na analise do perfil bioquimico pode-se afirmar que o grupo controle
apresentou determinagcdes bioquimicas dentro dos valores normais quanto a
creatinina, uréia, calcio, fésforo inorgénico, albumina, potassio, transferrina, ferro,
ferritina e PTH. Além disso, os dados demonstraram valores normais para a
hemoglobina e o hematocrito. Em conjunto, estes dados permitiram utilizar o grupo
controle como referéncia para as analises posteriores.

Os pacientes que realizam hemodialise (HD) demonstraram valores elevados
para creatinina, uréia, fosforo, potassio, transferrina, ferritina e PTH. Este grupo
apresenta valores reduzidos para transferrina, hematécrito e hemoglobina. Essas
alteragcbes apresentadas condizem com as alteragcdes bioquimicas e
hematoldégicas que normalmente sdo encontradas nesses pacientes.

Os pacientes que realizam tratamento conservador apresentaram um quadro
bioquimico melhor do que o grupo que realiza hemodialise, demonstrando valores
elevados para creatinina e uréia, mas inferiores aos apresentados pelo grupo HD.
Apresentaram, também, ferritina elevada, devido a presenga de anemia, a qual foi
evidenciada pela diminuicdo da hemoglobina e do hematoécrito. O PTH também
apresentou valores elevados. Normalmente, as alteracbes nos niveis de PTH
aparecem precoce e progressivamente a medida que a fungdo renal se reduz

(Block & Port, 2000). Os pacientes ND apresentaram valores normais para o
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fésforo e calcio. Normalmente, observam-se alteragdes nesses ions somente em
fases bem adiantadas da insuficiéncia renal cronica (Hsu & Chertow, 2002).

Na doenca renal crbnica, observam-se mecanismos adaptativos para
aumentar a excrecao de ion potassio nos néfrons remanescentes e também no
intestino. Estes mecanismos tém limite e assim, a hipercalemia sera observada
quando a filtragdo glomerular atingir valores menores do que 10 ml/min.
Entretanto, a hipercalemia também podera ocorrer em certas situacdées em que a
reducao da filtragdo glomerular for moderada, ou seja, a FG estiver entre 10 e 60
ml/min. Tais situagdes podem estar associadas ao consumo de medicamentos
que dificultam a eliminagdo do potassio pelos rins, a ingestdo excessiva de ion
potassio, a oliguria (diminuigdo do volume urinario), a lise celular, como ocorrem
no caso de convulsdes, traumas e hemolise (Kamel et al., 2000). Nesse estudo, o
grupo HD apresentou valores elevados para potassio, porém, o grupo ND
apresentou valores normais, porque a fungao renal nesses pacientes néo esta tao
comprometida como no grupo HD.

O tempo de agregacao plaquetaria apresentou-se alterado nesses pacientes,
demonstrando uma baixa capacidade de agregacgéao plaquetaria induzida pelo ADP
quando comparado ao grupo controle, sendo que esses resultados estdao de
acordo com estudos prévios (Malyszko et al., 1996). Os resultados demonstraram
que a adi¢cao de apirase purificada aumentou o tempo de agregacao plaquetaria,
confirmando o papel anti-agregante da apirase, e ainda, a adicdo de serotonina
provocou uma rapida agregacao seguida de desagregacao. Além disso, em todos
0s experimentos de agregacao plaquetaria realizados na presenga da apirase,

observaram-se valor superior a 180s, considerado um tempo Ilimite para
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agregacao plaquetaria, sendo que tais valores persistiram mesmo na presenga de

ADP e serotonina.

1.2 Atividade das enzimas NTPDase e 5'- nucleotidase em plaguetas de
pacientes com DRC

O grupo controle apresentou valores da atividade da enzima NTPDase, para
os substratos ATP e ADP, e da enzima 5’-nucleotidase, para o substrato AMP,
dentro de valores previamente estabelecidos (Pilla et al., 1996).

A enzima NTPDase apresentou um aumento na sua atividade para os
substrato ATP e uma reducdo da sua atividade para o substrato ADP em
pacientes em programa regular de hemodialise. Entretanto, os pacientes que
realizam tratamento conservador (ND) apresentaram um valor normal de hidrélise
para o substrato ATP e uma diminuicdo na atividade de hidrélise para o substrato
ADP. A hidrélise excessiva do ATP pela NTPDase leva a formagao de ADP e,
juntamente com a inibicdo da hidrolise do ADP ocasiona um acumulo de ADP, um
agregante plaquetario. Os resultados sugerem que o acumulo de ADP podera ser
maior em pacientes em HD, isto pode ser atribuido ao papel pontecializador da
hemodialise sobre a agregacao plaquetaria. Esse acumulo de ADP pode resultar
em ativagao dos receptores P2Y, e P2Y, em plaquetas, possibilitando inferir que
esses nucleotideos estao envolvidos no desenvolvimento precoce de DCV nesses
pacientes. O acumulo de ADP também poderia atuar prevenindo o sangramento

gue esses pacientes tendem a apresentar devido a uremia elevada.
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A hidrélise aumentada do ATP pode estar relacionada também a atividade de
outras ATPases que ndo a NTPDase1. A NTPDase 2 hidrolisa preferencialmente o
ATP (Mateo, Harden & Boyer 1999; Kegel et al., 1997), promovendo a agregagao
plaquetaria na presenca do ATP e facilitando esse processo na presenga do ADP
(Sévigny et al., 2002). Sévigny et al. (2002) descreveram o papel das NTPDases
em plaguetas e sugerem que a NTPDase1 e 2 provavelmente teriam efeitos
opostos sobre a agregacédo plaquetaria. Outra enzima que poderia estar envolvida
na hidrélise excessiva do ATP é a NMPP (5-Nucleosideo monofosfato
fosfoanidrolase fosfodiesterase) descrita por Birk et al. (2001 e 2002). Na
presenca dessa enzima o ATP é hidrolisado diretamente para AMP e, portanto,
teria um efeito anti-agregante, devido a subsequente geracdo de adenosina.
Apesar do acumulo do ADP o tempo de agregacdo plaquetaria foi estendido
nesses pacientes isso pode estar relacionado a desensibilizagdo dos receptores
P2 ou ao aumento de adenosina.

A atividade da enzima 5’-nucleotidase apresentou valores aumentados tanto
em pacientes que realizam hemodialise como em pacientes em tratamento
conservador, que ndo realizam hemodialise. O aumento da atividade da 5'-
nucleotidase promoveu um incremento na hidrélise do AMP, proporcionando uma
elevagcédo nas concentragbes de adenosina, um conhecido inibidor da agregacéo
plaquetaria que atua em receptores A; inibindo a atividade do ADP. A adenosina
também é conhecida por possuir acdo vasodilatadora. Esse aumento da atividade
da 5’-nucleotidase pode ser uma resposta fisiolégica na tentativa de inibir a
agregacao plaquetaria e manter a vasodilatagdo (Kawashima, Nagasawa &

Ninomiya, 2000).
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Apesar do acumulo do ADP o tempo de agregacao plaquetaria foi estendido
nesses pacientes isso pode estar relacionado a desensibilizagdo dos receptores
P2 ou pode ser atribuido ao aumento de adenosina.

Esse estudo também avaliou a correlagdo entre o nivel de hidrolise dos
nucleotideos ATP, ADP e AMP, e a concentracido sérica de creatinina. Os
resultados apresentados demonstraram uma correlagédo positiva entre 0 aumento
da hidrélise do ATP e do AMP com a concentracdo de creatinina, e uma
correlacdo negativa entre a hidrélise do ADP e a concentragdo de creatinina.
Também foi realizada uma correlagdo entre a hidrélise dos nucleotideos ATP,
ADP e AMP e a concentragao sérica de uréia. Foi observada uma correlagao
positiva entre a hidrolise dos nucleotideos ATP e AMP e uma correlagdo negativa
com a hidrélise do ADP. Esses resultados permitiram inferir que uma elevacao na
uremia estaria relacionada com as anormalidades hemostaticas, como
demonstrado pela alteracdo das enzimas NTPDase e 5'-nucleotidase. Assim, a
hemodialise pode ter uma agéo secundaria sobre a ativagao plaquetaria.

Para avaliar o papel da hemodialise na degradagado dos nucleotideos ATP,
ADP e AMP foram comparados o tempo de hemodialise e os niveis de hidrolise do
ATP, ADP e AMP. Observou-se que no periodo de 25 a 96 meses houve alteragao
na hidrélise do ATP, sendo que houve um pico de hidrélise no tempo 49-72 meses
de hemodidlise. Tais resultados demonstram que o tempo de hemodialise
influenciou na degradagdo do ATP e que a partir de 96 meses de hemodialise
provavelmente o organismo tenha sofrido uma adaptagéo. Houve uma diminuigao
acentuada na hidrélise do ADP no periodo entre 49-72 meses de tratamento com

hemodialise. Foi observado que esse periodo condiz com o periodo em que houve
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maior hidrélise do ATP. Ainda, constatou-se que no periodo de 49-72 meses
houve maior hidrélise do AMP. Considerando que os periodos de maiores
alteracdes na atividade da NTPDase e 5’-nucleotidase sdo condizentes, pode-se
sugerir que em periodos anteriores e posteriores 0s mecanismos compensatorios
estariam provavelmente limitando as anormalidades hemostaticas.

Os pacientes com doencga renal crbnica, quando comparados a populagao
geral, apresentam maior prevaléncia de DCV, incluindo doenga coronariana,
cérebro-vascular, vascular periférica e insuficiéncia cardiaca (Levey et al., 1998).
Alguns estudos demonstraram que o desenvolvimento da DCV é precoce no curso
da DRC (Levin et al., 1996; Barrett et al., 1997; Culleton et al., 1999). Além disso,
as doencgas cardiovasculares constituem a principal causa de 6bito nos pacientes
com DRC (Shulman et al., 1989; Wannamethee, Shaper & Perry, 1997; Jungers et
al., 1999).

Quando comparados a populagdo em geral, os pacientes com DRC
apresentaram uma maior prevaléncia de fatores de risco “tradicionais” para DCV
(Levey et al., 1998; Parfrey, 2000). S&o considerados fatores de risco “tradicionais”
aquelas variaveis definidas na populagdo geral através de estudos, que se
associam a ocorréncia de DCV, tais como a presenca de hipertensdo e o diabetes
mellitus. Outros fatores de risco associados a DCV sao relacionados a DRC e
foram denominados fatores de risco “ndo tradicionais”. Estes incluiram
anormalidades hemodinémicas e metabdlicas decorrentes da disfungéo renal. A
prevaléncia de muitos dos fatores ndo tradicionais aumenta a medida que a
fungao renal diminui. Entre eles estdo a anemia, os disturbios do metabolismo do

calcio e do fosforo, a hipervolemia, a hiperhomocisteina, a desnutricdo, a
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inflamagao e o aumento do estresse oxidativo (Levey et al., 1998; Parfrey, 2000;
Coresh, Wei & Mcquillan, 2001). Os dados encontrados nesse trabalho vém a
acrescentar fatores adicionais que levariam a uma DCV precoce nesses
pacientes. Pode-se inferir que tanto uremia como a hemodialise tem influéncia nas

desordens hemostaticas apresentadas nesses pacientes.

1.3 Estresse oxidativo

Existem muitos estudos descrevendo o papel das espécies reativas de
oxigénio sobre o dano renal e a doenga DCV precoce nesses pacientes (Annuk et
al., 2001; Morena et al., 2005; Zalba, Fortuno & Diez, 2006). As espécies reativas
de oxigénio estdo envolvidas em varias alteracbes em nivel renal como: na
glomerulonefrite, na faléncia renal aguda ou progressiva, na nefrite
tubulointersticial (Ichikawa, Kiyama & Yoshioka, 1994; Klahr, 1997). Além disso,
devido ao impacto sobre a regulagdo do ciclo celular (Shakelford, Kaufmann &
Paules, 2000), as espécies reativas de oxigénio podem contribuir para hipertrofia
das células tubulares (Hannken et al., 2000). No sistema vascular, a interagdo de
O," com "ON parece ser muito importante. O papel do ‘ON na vasodilatagcéo é
inativado pela presenga de O, (Rubanyi, Romero & Vanhoutte, 1986) e produtos
da sua reagcdo (ONOQ’) favorecendo a formagcdo de mais ROS, tais como OH
(Halliwell, Zhao & Whiteman, 1999). O produto da reacdo entre O, e ON, o
peroxinitrito, trata-se de uma molécula fortemente oxidante, que é capaz de oxidar
proteinas, lipidios e acidos nucléicos, causando dano a parede do vaso (Beckman
& Koppenol, 1996). As consequéncias para o sistema vascular sdo as disfungdes

do endotélio e as alteragbes na renovacgdo celular (Galle et al.,, 1995). O Oy"
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facilita modificacdes oxidativas de proteinas de baixa densidade que tém um papel
importante na formagao das lesdes aterosclerédticas (Galle et al., 1995; Stocker &
Keaney, 2004).

A peroxidagao lipidica foi determinada em pacientes com DRC, medindo-se o
nivel de producdo de TBARS em soro e em hemacias de pacientes com HD e ND.
Os resultados encontrados demonstram aumento dos niveis de TBARS em soro e
hemacias de pacientes HD. Ja os pacientes ND apresentaram o nivel de TBARS
alterado somente em soro. Essa diferenga pode estar relacionada com o quadro
bioquimico mais grave nos pacientes HD. Esses pacientes possuem um quadro
urémico mais complicado, com niveis de creatinina e uréia mais elevados que o
grupo ND. Conforme dados demonstrados, a alteracédo do nivel de TBARS em
hemacias de pacientes HD pode estar correlacionada ao grau de anemia mais
grave nesses pacientes que no grupo ND e a alteragéo na atividade de ALA-D
presente nesses pacientes. Espécies reativas de oxigénio podem, parcialmente,
explicar a diminuicdo da sobrevida das hemacias. Outros trabalhos também
relataram uma elevagao no nivel de MDA, um marcador de peroxidacao lipidica
(Weinstein et al., 2000) e um severo prejuizo no conteudo da vitamina E em
eritrocitos (Cristol et al., 1997; Gallucci et al., 1999).

A atividade da catalase apresentou-se elevada nos pacientes HD e ND.
Esses resultados permitem inferir que essa ativagdo pode ser um mecanismo
compensatorio ao elevado nivel de estresse oxidativo, conforme ja descrito por
outros estudos (Richard et al., 1991). Existem evidéncias sugerindo um aumento
das enzimas antioxidantes e da severidade da DRC (Morena et al., 2005). Estudos

indicaram que o prejuizo para o sistema enzimatico antioxidante é principalmente
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devido a uremia, ao passo de que hemodialise promoveria alteragdes no nivel de
estresse oxidativo, principalmente devido a perdas de antioxidantes nao
enzimaticos no processo de hemodialise (Morena et al., 2005).

As alteragbes enzimaticas e nao enzimaticas apresentadas nesse trabalho
demonstraram um quadro bioquimico que favorece o desenvolvimento de doencgas
cardiovasculares precoce nesses pacientes como evidenciado pela tendéncia a
agregacao plaquetaria e a produgcdo de espécies reativas de oxigénio. Esse
trabalho permite inferir que a uremia € o principal determinante da elevacao do

estresse oxidativo apresentado por esses pacientes.

1.4 Atividade da enzima delta aminolevulinato deidratase (d-ALA-D)

A atividade da d-ALA-D apresentou-se diminuida, em ambos os grupos HD e
ND e esta inibicdo leva ao acumulo de d-ALA, uma substancia que induz ao
estresse oxidativo, conforme estudos anteriores (Rocha et al., 2003). Os dados
desse trabalho confirmaram a relagcdo entre o acumulo de d-ALA e o estresse
oxidativo, como observado pela correlagdo negativa entre a inibicdo da atividade
da d-ALA-D e o aumento da peroxidacdo lipidica, e uma correlagcdo também
negativa entre a atividade da d-ALA-D e o aumento da atividade da catalase. O
acumulo do d-ALA esta relacionado ao aumento de espécies reativas de oxigénio

(ROS) e pode contribuir para o estresse oxidativo causado pelo quadro urémico.
Esse trabalho também sugere que a uremia pode estar influenciando na alteragao

da atividade da d-ALA-D.
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Estudo anterior propds que o acumulo do substrato d-ALA é um dos
principais responsaveis pelas modificagdes nos residuos de triptofano e cisteina
na ferritina e o relacionaram também a presenca de estresse oxidativo. Esse
estudo apresentou também uma correlagdo entre o acumulo de d-ALA e o
aumento da ferritina (Rocha et al., 2003). Nossos resultados mostraram que
ambos pacientes apresentaram diminuicao da d-ALA-D e nivel de ferritina elevado.
Esse trabalho indicou, também, uma relagcéo entre a diminuicdo da atividade da d-
ALA-D e a presenca de anemia, demonstrando o papel preponderante da d-ALA-D
na sintese do heme, como ja proposto por outros autores (Zaman, Zaman &
Batcabe et al., 1993). Esse trabalho sugere que o acumulo de d-ALA leva a
alteragdes na sintese do heme e no aumento da producdo de espécies reativas
de oxigénio, sugerindo também que a alteragdo nas defesas antioxidantes, assim
como o efeito do acumulo de metabdlicos toxicos, estdo envolvidos na alteracao
da enzima d-ALA-D e consequentemente na elevacao do estresse oxidativo. Tais
achados sugerem que se forma um ciclo de dano celular que pode explicar a
presenca de doenga cardiovascular acentuada nesses pacientes com morte
prematura.

A doenca renal crénica caracteriza se por alteracdes nas ectonucleotidases e
essas estdo implicadas na hemostasia, a alteracdo na atividade dessas enzimas
pode estar relacionada ndo somente a uremia e ao efeito secundario da dialise,
mas ao aumento do estresse oxidativo, que ficou caraterizado nesse trabalho pelo
aumento da producédo de malondialdéido e alteragdes nas enzimas catalase e d-

ALA-D. A alteracéo da atividade da d-ALA-D pode estar relacionado ao aumento

62




do estresse oxidativo e essa alteragdo da atividade da d-ALA-D pode estar
exarcebando o estresse oxidativo formando um ciclo de dano celuar, essas
alteracbes em conjunto explicam o desenvolmento de DCV precoce nesses

pacientes.
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2. Conclusbes

Os dados obtidos no presente estudo permitem apresentar as seguintes

consideracgoes:

1.

Esses resultados permitem inferir que a uremia esta relacionada as
anormalidades hemostaticas, como demonstrado pela alteracdo das
enzimas NTPDase e 5'-Nucleotidase, e a dialise exerceria um efeito

secundario sobre essas alteracdes.

Essas anormalidades na ativacdo plaquetaria podem estar
relacionadas ao desenvolvimento e a elevada mortalidade por doencgas

cardiovasculares apresentadas por esses pacientes.

Pode-se inferir que a uremia tem um papel determinante sobre a
produgao de espécies reativas de oxigénio e a hemodialise possui um
efeito pontecializador, como observado pela alteragcdo na producgao de
malondialdeido elevada em hemacias de pacientes que realizam
dialise, isso pode ser atribuido ao processo de hemodialise e 0 uso de

membranas nao inteiramente biocompativeis.

O aumento da atividade da catalase provavelmente esta relacionada a

uma medida compensatéria devido o aumento de radicais livres.




5. A atividade da d-ALA-D apresentou-se diminuida, em ambos os
grupos HD e ND. O acumulo de ALA pode estar influenciando o
estresse oxidativo observado nesses pacientes ao mesmo tempo, que
o nivel de estresse oxidativo pode estar influenciado na atividade da d-

ALA-D, formando um ciclo de destruigao.

6. A inibicdo da d-ALA-D pode estar correlacionada a presenca de

anemia observada nesses pacientes.

7. Os resultados apresentados por esse trabalho permitem inferir que as
alteragdes tanto em nivel de hemostasia como a presenca de estresse
oxidativo podem estar exercendo influéncia sobre a presengca de DCV

precoce nesses pacientes.

8. Porém esse trabalho foi o primeiro a abordar as alteragdes apresentas
sobre a atividade de ectonucleotidases e coloborou para explicar
melhor a alteragdes no nivel de estresse oxidativo, sendo necessarios
mais estudos para compreender melhor as alteragdes apresentadas

por esses pacientes.
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3. Perspectivas

Esse estudo demonstrou varias alteragcdes em pacientes com insuficiéncia
renal cronica. Muitas delas ajudam a explicar a tendéncia a desenvolver doenca
cardiovascular precoce nesses pacientes e o nivel inflamatério elevado. A partir
desse estudo espera-se que outros venham a agregar conhecimentos necessarios
para explicar essas alteracdes. Com base nos resultados apresentados nesse

trabalho, faz-se necessario:

1. Verificar o efeito da administracdo de heparina em plaquetas de

camundongos sobre a atividade das enzimas NTPDase e 5’-nucleotidase.

2. Verificar a atividade da NTPDase e 5’-nucleotidase em pacientes que
realizam hemodialise utilizando membrana sintética de polissulfona e

poliacrilonitrila.

3. Investigar o efeito da administragédo do ferro, vitamina C e eritropoetina
sobre a producdo de espécies reativas de oxigénio em pacientes com

doenca renal cronica.

4. Determinar a oxidagéo LDL.

5. Determinar a atividade da glutationa peroxidase em hemacias de pacientes

com doenca renal crénica.
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6.

7.

Determinar e acompanhar a dosagem de aluminio em pacientes com
insuficiéncia renal crénica e correlacionar com as alteragdes sobre a

produgao de espécies reativas de oxigénio.

Verificar a influéncia da presenca de doencas infecciosas e as alteragdes

na producdo de espeécies reativas de oxigénio em pacientes com doencga

renal crénica.
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