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oxidativo/nitrosativo em pacientes com doenca renal crénica no estagio pré-
dialitico e em hemodidlise. 2022. 48 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias da
Saude) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2022.

RESUMO

Introducdo: A doenca renal cronica (DRC) é representada por um grupo de
condicbes heterogéneas que afetam a estrutura e funcdo dos rins. O estresse
oxidativo/nitrosativo (EO/EN) é um desequilibrio entre compostos antioxidantes e
pré-oxidantes, sendo que este Ultimo pode contribuir para danos irreversiveis a
proteinas, lipideos, DNA e, consequentemente, podendo auxiliar na progressdo da
DRC. Objetivo: mensurar niveis de biomarcadores de EO/EN em pacientes em
estagios pré-dialiticos e em hemodialise (HD), comparando-os entre si e entre
individuos sem comorbidade com a finalidade de verificar o quanto a DRC altera
estes biomarcadores e demais marcadores bioquimicos em resultados laboratoriais
de rotina. Materiais e Métodos: foi realizado um estudo controlado com amostra
114 de pacientes com DRC distribuidos em quatros grupos, de acordo com a
classificacdo da sua taxa de filtracdo glomerular estimada (TFGe) onde, 3a (n= 23),
3b (n= 34), 4 (n=21) e HD (n= 26) e comparados entre si e com um grupo controle
saudavel (n=23). Foram realizadas analises de alguns biomarcadores do EO/EN a
saber: SOD, CAT, PON, GT, GSH, GSSG, NOx, LOOH, SH e AOPP. Na analise
estatistica as varidveis foram avaliadas por analise de variancia (ANOVA)
complementada com teste de Tukey ou Dunnet T3 ou por Kruskal-Wallis
complementado com o teste de Dunn. As associagdes entre dois sistemas
categoricos foram verificadas por meio de analises de tabelas de contingéncia e uma
curva caracteristica de operacdo do receptor (ROC). Resultados: aumento
significativo do grupo HD em relacdo ao controle nos biomarcadores pré-oxidantes
NOx e GSSG e nos biomarcadores antioxidantes SOD, GT e GSH. SH e PON
encontraram diminuidos quando comparados o grupo HD aos demais. Além disso, a
AOPP mostrou-se aumentada conforme a progressdo da doenca. Concluséo: O
presente trabalho evidencia o aumento nos niveis de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio (ERO/ERN) em pacientes pré-dialiticos e em HD, conforme a progressao
da DRC. Frente aos dados apresentados, defende-se a ideia do uso dos niveis de
GSSG, GSH e PON como auxiliares no monitoramento do quadro do paciente com
DRC e a AOPP como potencial biomarcador no auxilio do acompanhamento da
progressédo da DRC em pacientes pré-dialiticos (3-4) e dialiticos.

Palavras-chave: doenca renal cronica; estresse oxidativo/nitrosativo; progressao
da doenca; produtos avancados de oxidacao proteica; sistema
glutationa.
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ABSTRACT

Introduction: A chronic kidney disease (CKD) is represented by a group of
heterogeneous conditions that affect the structure and function of the kidneys.
Oxidative/nitrosative stress (OS/NS) is an imbalance between antioxidant and pro-
oxidant compounds, the latter can contribute to irreversible damage to proteins,
lipids, DNA and, consequently, may assist in the progression of the CKD. Objective:
Measure levels of OS/NS biomarkers in patients in pre-dialysis and hemodialysis
(HD), comparing them and among individuals without comorbidity for the purpose of
verifying how much CKD changes these biomarkers as well as laboratory results of
routine. Materials and methods: A study controlled with sample 114 of patients with
CKD distributed in four groups, according to the classification of their estimated
glomerular filtration rate (GFRe) where, 3a (n = 23), 3b (n = 23) 34), 4 (n = 21) and
HD (n = 26) and compared to each other and with a healthy control group (n = 23).
Analyzes of some OS/NS namely biomarkers were performed: SOD, CAT, PON, GT,
GSH, GSSG, NOx, LOOH, SH and AOPP. In statistical analysis The variables were
evaluated by analysis of variance (ANOVA) complemented with test of Tukey or
Dunnet T3 or by Kruskal-Wallis complemented with the Dunn test. Associations
between two categorical systems were verified by means of contingency table
analyzes and a characteristic curve of receiver operation (ROC).Results: Significant
increase in HD group in relation to control in NOx and GSSG pro-oxidant biomarkers
and antioxidant biomarkers SOD, GT and GSH. SH and PON found diminished when
compared to the HD group to the others. In addition, AOPP was increased according
to the progression of the disease. Conclusion: This work shows the increase in the
levels of reactive oxygen and nitrogen (ROS/RNS) species in pre-dialic and HD
patients, according to the progression of CKD. Faced with the data presented, the
idea of the use of GSSG, GSH and PONL1 levels are advocated as auxiliaries in
monitoring the patient framework with CKD and AOPP as a potential biomarker in the
aid of the accompanying CKD progression in pre-dialictic patients (3-4) and dialictics.

Key words: chronic kidney disease; oxidative/nitrosative stress; progression of
disease; advanced protein oxidation products; glutathione system.
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1 INTRODUCAO

A doenca renal crénica (DRC) é um problema de salde publica que afeta
aproximadamente de 8 a 13% da populacéo, envolvendo homens e mulheres em todas as
idades (KRATA et al., 2018). Em 2010, cerca de 1,9 milhdes de pacientes com DRC
submeteram-se a hemodidlise (HD) no mundo, por ser um tratamento eficaz para
insuficiéncia renal, melhorando consideravelmente a qualidade de vida (KE et al., 2018).

A DRC é uma patologia caracterizada pela perda de estruturas ou fungéo renal em
um periodo igual ou superior a trés meses, de acordo com as diretrizes Kidney Disease
Improving Global Outcomes (KDIGO), causando implica¢des na saude do paciente (KDIGO
2021). As estruturas renais podem ser afetadas por cistos, tumores, malformacdes e atrofia,
enquanto a funcdo pode ser prejudicada por comorbidades. A fibrose renal é a manifestacéo
clinica mais comum na DRC (ROMAGNANI et al., 2017). As principais causas da DRC sé&o
diabetes mellitus (DM), hipertensdo, glomerulonefrite e doencas cardiovasculares (DCV)
(KRATA et al., 2018).

A DRC esta associada ao aumento de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
(EROs/ERNS) e defesas antioxidantes insuficientes, comecando ja nos estagios iniciais da
doenca e contribuindo para a progressao da mesma (LEVIN et al., 2018).

Avalia-se a perda progressiva da funcdo renal através da estimativa da taxa de
filtracdo glomerular (TFG) e quantificacdo da proteinuria. Essa perda da fungéo renal esta
associada ao risco aumentado para doencas cardiovasculares (DCV) e DRC, podendo
induzir ao estagio final da doenca renal com a necessidade de terapias renais substitutivas
como a HD ou até transplante (KRATA et al., 2018; RAVAROTTO et al., 2018).

A HD é o tratamento para estes pacientes e que tem sido bem-sucedido em
prolongar a vida dos pacientes com alteragbes no exame de urina como a hematuria
glomerular, ou achados histopatologicos vistos em bidpsias renais como alteracbes
glomerulares com ou sem envolvimento tdbulo intersticial. A HD é eficaz na correcdo de
anormalidades metabdlicas relacionadas ao estresse oxidativo e nitrosativo (EO/EN), sendo
este termo utilizado para caracterizar um desequilibrio nos niveis de substancias pro-
oxidantes e antioxidantes (BASTOS; KIRSZTAJN, 2011; REZAEI; MOHHAMADI, 2018).

As diretrizes da Kidney Disease Outcomes Quality Initiative (KDOQI) e Kidney
Disease Improving Global Outcomes (KDIGO) classificam a DRC nos estagios 1 a 5 com
base na extensdao do dano renal, como albuminiria e/ou diminuicdo da TFG. Essas
diretrizes indicam que, independentemente da etiologia, uma vez que a reducdo e/ou perda
da funcéo dos néfrons atinge um limiar, resulta em declinio na TFG. Como a TFG por si s6
ndo manifesta nenhum sintoma clinico até o estagio 4 a 5, € importante avaliar tanto a TFG
quanto a proteinaria para melhorar a acuracia do prognéstico da progressdo da DRC
(CHELLUBOINA; VEMUGANTI, 2019).
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A nefropatia diabética € a causa mais comum de doenca renal no individuo diabético,
podendo cursar com perda renal e necessidade de HD nessa populacdo. Nos estgios
avancados da nefropatia, a diminuicdo da TFG ocorre juntamente com a disfuncao renal
progressiva, causada também pelo acumulo de citocinas proé-inflamatérias e outras
moléculas nos glomérulos, levando a proteinaria (PICKERING et al., 2018; FARKHONDEH
et al., 2019).

Na DRC algumas substancias endégenas tendem a se acumular, como o &cido urico,
excretado principalmente pelos rins. Devido a sua excrecao renal, qualquer diminuigdo na
TFG é acompanhada pela retencdo subsequente deste composto azotado (ROUMELIOTIS
et al., 2019).

A uremia, caracterizada pelo aumento de ureia e de outras substancias azotadas no
sangue devido ao comprometimento da TFG, esta presente em pacientes com insuficiéncia
renal e também é fortemente associada a danos mitocondriais além do EO/EN (DUNI et al.,
2017; TAYLOR, BHANDARI, SEYMOUR 2015). As toxinas urémicas (ureia, creatinina,
homocisteina, fésforo inorganico, guanidinas, entre outras) sdao metabolitos que podem
promover peroxidacdo lipidica, oxidacdo de proteinas e redugcdo na concentragdo de
enzimas antioxidantes que levam a progressao da DRC (STEPNIEWSKA et al., 2015).

O mecanismo por tras do EO/EN em pacientes com DRC é complexo e multifatorial e
ainda nado totalmente elucidado. Fatores como niveis reduzidos de antioxidantes, aumento
da geragdo de EROS/ERNSs, e a presenca de toxinas urémicas na DRC, predispdem os
pacientes a possiveis danos oxidativos. Além disso, os produtos derivados do EO/EN
oxidam as lipoproteinas de baixa densidade e os radicais lipidicos formados ativam células
imunes, incluindo mondcitos e macrofagos, induzindo a inflamacédo e a liberacdo de mais
radicais livres, que séo espécies quimicas altamente reativas por possuirem um elétron livre
em sua camada de valéncia (NUHU; BHANDARI, 2018).

Pelo exposto, fica nitida a importancia de se estudar cada vez mais aspectos
relacionados a DRC bem como a possivel ligacdo entre esta doenca e o EO/EN. Sendo
assim, o objetivo desse estudo foi o de avaliar niveis de alguns biomarcadores de EO/EN
pré-oxidantes e antioxidantes no sangue de pacientes nos estagio da DRC comparados

entre si e a um grupo controle.
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2 DESENVOLVIMENTO
2.1 DOENCA RENAL CRONICA

A DRC é definida como anormalidade na estrutura ou funcado renal, presentes por
mais de trés meses, com implicacbes a saude. Nessa condicdo, podemos encontrar
algumas alteragBes no sedimento urinario como hematdria microscopica isolada, presenca
de eritrécito na glomerulonefrite proliferativa, cilindros leucocitarios em pielonefrite ou nefrite
intersticial, corpos gordurosos ovais ou cilindros gordurosos em doengas com proteinuria
além de cilindros granulosos e células epiteliais tubulares renais. Podemos observar outras
anormalidades devido a disturbios tubulares identificados pela histologia ou por exame de
imagem em doencas glomerulares (diabetes, doengas autoimunes, infeccbes sistémicas,
medicamentos, neoplasias); doencas vasculares (aterosclerose, hipertensdo, isquemia,
vasculite, microangiopatia trombdética); doencas tubulointersticiais (infeccdes do trato
urindrio, calculos, obstrucéo, toxicidade por drogas) e doencas cisticas ou congénitas além
de historia de transplante renal e TFG diminuida (<60mL/min/1,73m?) (KDIGO, 2021).

Categorias de albuminuria persistente
Descricdoe intervalo

A1 A2 A3
AT Moderadamente| Severamente
levemente

aumentado aumentado
aumentado

<30 mg/g 30-300 mg/g >300 mg/g
<3 mg/mmol | 3-30 mg/mmol | >30 mg/mmol

G1 Normal =90 Monitorar Encaminhar*

Monitorar Encaminhar*

G2 Levemente diminuido 60-89

G3a Levearnoc;leraildamente 45-59
diminuido

Monitorar

Moderadamente ou
severamente diminuido

G3b 30-44 Monitorar

G4 Severamente diminuido | 15-29

Categoriasde TFG (mL/ min/ 1,73m?)
Descricdoe intervalo

G5 Faléncia Renal <15

Tomada de decisdo de encaminhamento dos pacientes por TFG e albuminuria. * Os médicos que os encaminharam
podem desejar discutir com seus servi¢cos de nefrologia, dependendo das disposi¢cfes locais relativas ao monitoramento ou
encaminhamento.

Figura 1. Tomada de decisdo de encaminhamento por TFG e albumindria (Adaptado
KDIGO, 2021).
Recomenda-se que a DRC seja classificada com base na causa, seu estagio,

conforme a TFG em que a doenga se encontra e presenca de albumindria. A causa da DRC



15

pode ser atribuida com base na presenca ou auséncia de doenca sistémica e na localizacéo
no rim de achados patoldgico-anatémicos observados ou presumidos (KDIGO 2021).

No Brasil, as taxas de incidéncia e prevaléncia da DRC crescem de forma acelerada,
sendo que, no ano de 2000, o numero estimado de pacientes em terapia de substituicao
renal foi de 42.695 e, em julho de 2012, alcancou a marca de 97.586. Esta avaliacdo, no
Brasil, conforme preconizado pelo Sistema Unico de Saude (SUS), considera que
diagnosticar e tratar pacientes com DRC em suas fases iniciais pode auxiliar na reducéo da
sobrecarga para o SUS, lentificando suas complicacdes, adiando o emprego da HD e
necessidade de transplante (PEREIRA et al., 2016).

Tendo em vista os diversos fatores e comorbidades associados a DRC, o paciente
que apresenta uma ou mais destas caracteristicas, deve ser avaliado periodicamente por
meio de exame de urina, albumindria, creatinina sérica e célculo da TFG como conduta de
triagem para diagnéstico precoce (PEREIRA et al.,, 2016). No periodo de 2009 a 2018,
houve aumento progressivo do numero de pacientes em programa de didlise crbnica,
correspondendo a um aumento médio anual de 5.587 pacientes (NEVES et al., 2020).

O aumento anual no niumero de novos pacientes com doencga renal que necessitam
de transplante renal, assim como a procura e a oferta de rins, levou a expansao progressiva
da espera de transplante renal na lista mundial. Isto se tornou um grande problema, pois
muitos pacientes morrem engquanto esperam para receber um rim. No Brasil, o0 nUmero de
transplantes renais realizados por ano atende apenas uma média de 30% do total das
pessoas que aguardam em fila por este 6rgdo (BATISTA et al., 2017).

Para melhorar a fungéo renal comprometida na DRC, existe uma remocao fisioldgica
compensatoria do acido Urico, embora ndo seja suficiente a medida que a DRC progride.
Evidéncias sugerem que a hiperuricemia ndo é apenas um resultado laboratorial, mas
também um fator de risco para DRC, através de varios mecanismos patogenéticos
moleculares. Além da funcao renal comprometida, outras condi¢cdes associadas as DCV e
alta mortalidade, como obesidade, diabetes, hipertensdo e sindrome metabdlica, surgem
como fatores de risco para hiperuricemia (ROUMELIOTIS et al., 2019).

Pacientes em HD apresentam fatores de risco cardiovascular e uma taxa de
mortalidade substancialmente mais alta (ALSHAHAWEY et al.,, 2019). O tratamento no
estagio 5 da DRC requer um rigoroso e complexo regime terapéutico além da HD, como a
terapia medicamentosa, dieta e controle de fluidos, tendo esses aspectos do tratamento
uma influéncia direta nas taxas de morbidade e mortalidade que envolvem a doencga, com
resultados negativos em pacientes que ndo acatam essas recomendagdes (LINS et al.,
2018).

O aumento da homocisteina tem sido associado a prevaléncia de DRC. Durante a

progressdo da DRC, os niveis de homocisteina na HD sado significativamente elevados.
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Concentracbes mais altas de homocisteina correlacionaram-se com aumento dos niveis de
cistatina C em individuos de meia idade sem DRC, destacando seu papel potencial como
marcador de disfun¢éo renal precoce (KATSIKI; PEREZ-MARTINEZ; MIKHAILIDIS, 2017).

Um dos mecanismos fisiopatoldégicos para DCV em pacientes com DRC é a
formacdo generalizada e possivelmente acelerada de placas aterosclerdticas devido a
hiperlipidemia, toxinas urémicas, inflamacdo e EO/EN (BULBUL et al., 2018). Cerca de 30-
50% dos pacientes com DRC apresentam niveis aumentados de proteina-C-reativa e de
citocinas proé-inflamatorias, dentre elas as interleucinas IL-1 e IL-6 (PLASTINA et al., 2019).

A inflamacdo e o EO/EN interagem em um ciclo e impulsionam a progresséo da
DRC, DCV e outras complicacdes, como desnutricdo, aterosclerose, calcificacdo da artéria
coronaria, insuficiéncia cardiaca, anemia e disturbios minerais e 6sseos. Niveis elevados de
EROs/ERNs foram encontrados nos estagios iniciais da DRC, que aumentam paralelamente
a progressao para DRC e ainda mais em pacientes em HD (COLOMBO et al., 2020).

2.2 DRC E ESTRESSE OXIDATIVO/NITROSATIVO

O rim é um 6rgdo com demanda energética muito alta, e isso o torna mais vulneravel
a danos causados pelo EO/EN. Por sua vez, o EO/EN esta associado a progressao da
doenca renal. A ligacdo entre a DRC e suas complicacbes é verificada por varios
mecanismos, como desacoplamento do 6xido nitrico sintase endotelial induzido por toxinas
urémicas (como ja descrito acima), perda de antioxidantes devido a restricbes alimentares,
uso de diuréticos e/ou diminuicao da absorcgao intestinal (DAENEN et al., 2019).

A inflamacgdo crbnica evidenciada nesses pacientes esta diretamente ligada ao
EO/EN e o procedimento de HD pode, possivelmente, ativar mecanismos pro-oxidantes,
como a oxidacdo de proteinas plasmaticas e lipideos. Além disso, toda sessdo de HD é
caracterizada por perda de moléculas antioxidantes como vitaminas C, D e E. Por fim, niveis
séricos de EROs/ERNs podem aumentar apdés cada sessdo de HD através da bio-
incompatibilidade da membrana (DENG et al., 2017; LIAKOPOULOS et al., 2019;
OGUNLEYE et al., 2018).

Varios mecanismos foram postulados como responséaveis pelo aumento do EO/EN
nos individuos em HD e, alguns estudos, sugeriram que esse aumento pode ser devido a
producdo de EROs/ERNs na superficie das membranas de didlise e ativacdo de neutrofilos
em pacientes submetidos a este tratamento (OGUNLEYE et al., 2018).

O acumulo de toxinas urémicas como o p-cresol e o sulfato de indoxil podem
potencializar processos inflamatérios (RAVAROTTO et al., 2018). A toxina indoxil sulfato
confere um risco cardiovascular adicional a DRC e regula positivamente a expressédo da
molécula de adesao intercelular-1 e da proteina quimiotatica-1 de mondcitos. Também induz

a ativacdo da nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase e causa a



17

producdo de EROs/ERNs. Assim como a forma conjugada de p-cresol, o sulfato de p-cresol,
também leva a producdo desses radicais de maneira dependente do tempo e da
concentracdo (NUHU; BHANDARI, 2018). Além do p-cresol e do sulfato de indoxil, a
quantificacdo da homocisteina € interessante para o acompanhamento de pacientes com
DRC. A homocisteina € um aminodcido sulfurado formado a partir da desmetilacdo da
metionina, sendo esta, reacdo dependente de varios cofatores nutricionais de vitamina B,
como a vitamina B12 e vitamina B6 (folato). Um aspecto emergente do metabolismo da
homocisteina € sua relacdo com a saude e a doenca. Uma perturbacdo no metabolismo da
homocisteina, particularmente intracelular, pode ser a responsavel pelo acumulo de
homocisteina em circulagéo (PASTORE et al., 2015).

Tal fato é apoiado por evidéncias na constatacdo do aumento da atividade ou
expressdo da NADPH oxidase em modelos animais de disfungdo renal. Nesse sentido, as
NADPH oxidases sdo um grupo de enzimas que reduzem o oxigénio molecular ao radical
anion superoxido (0;™), fornecendo o ponto de partida para a geracao de outros oxidantes
reativos, incluindo peroxido de hidrogénio (H20>), perodxidos lipidicos e peroxinitritos (ONOO-
). A familia NADPH oxidase consiste em cinco isoformas e uma delas é expressa no nos
tubulos proximais renais (NUHU; BHANDARI, 2018).

Outros problemas relacionados a DRC séo disturbios neurolégicos pela oxidacdo da
mielina e anemia, havendo diminui¢cdo da vida util dos eritrocitos, pela deficiéncia de ferro,
sendo resultante do aumento da rigidez da membrana e também a menor sintese dessas
moléculas. A morte dos eritrécitos libera ferro e aumenta a chance de EO/EN. O EO/EN, em
si, pode alterar as propriedades da membrana dos eritrécitos além de induzir a inflamacéo,
fibrose e acelerar o envelhecimento (KRATA et al., 2018; LING; KUO, 2018).

2.2.1 Biomarcadores Antioxidantes

O comprometimento dos mecanismos antioxidantes € um fendbmeno precoce e
progressivo no avanco da DRC. Esta progressao resulta em alteracfes ateroscleréticas
anteriores ao estagio 5, nas quais o principal papel é o distarbio no equilibrio redox
(RASOOL et al., 2017).

Os antioxidantes podem ser moléculas endégenas ou advindas da dieta
(LIAKOPQOULOS et al., 2019). Les0Oes renais agudas e cronicas podem diminuir as enzimas
antioxidantes, como a superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e a glutationa
peroxidase (GPx) (BANAEI; REZAGHOLIZADEH, 2019). A SOD é um antioxidante eficaz
gue evita danos causados por EROs/ERNs. Dados de estudo in vitro e in vivo sugerem que
0 &cido Urico, em niveis normais, preserva a estrutura e a fungdo da SOD extracelular,
impedindo sua neutralizagdo oxidativa mediada pela aterosclerose (ROUMELIOTIS et al.,

2019). A significancia das EROs/ERNs na progressdo da DRC tem sido demonstrada em
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estudos nos quais os antioxidantes enddgenos, incluindo niacina, melatonina e acidos
graxos, protegem contra a lesao renal. (LING; KUO, 2018; YARIBEYGI et al., 2019).

Disturbios renais podem modificar as concentracdes de apolipoproteinas, proteinas
de transferéncia lipidica e enzimas ligadas as particulas de lipoproteinas de alta densidade
HDL, o que pode afetar diretamente a maturacao, o catabolismo e a atividade bioldgica. A
HDL representa uma classe de lipoproteinas, cujas particulas podem ser diferentes em
composicao e funcdo. Em circunstancias normais, as particulas de HDL protegem contra a
aterosclerose através do transporte reverso de colesterol, mas também se comportam como
antioxidantes, removendo moléculas oxidantes da parede arterial e limitando a modificacédo
oxidativa do LDL (KUCHTA et al.,, 2019). A DRC é um estado patoldgico associado a
atividade antioxidante prejudicada das particulas de HDL, devido a atividade reduzida de
enzimas associadas ao HDL, como a paraoxonase 1 (PON-1). Uma das possiveis vias de
perda da atividade bioldgica pelas particulas de HDL na DRC é o aumento da atividade da
mieloperoxidase no curso dos processos ateroscleréticos na parede da artéria humana
(KUCHTA et al., 2019).

As perturbacdes nos sistemas antioxidantes celulares também tém impacto nos
eventos de sinaliza¢éo durante a patogénese da DRC, contribuindo para a apoptose celular,

fibrose e diminui¢cdo da regeneracao das células renais (LV et al., 2018).

2.2.2 Biomarcadores Pro-oxidantes

De acordo com Ling et al., (2018), o declinio da fungéo renal esta associado ao
aumento dos niveis de produtos avancados de oxidag&o proteica (AOPP), tornando este um
marcador promissor para avaliacdo da progressdo da DRC. A AOPP comumente se
acumula no rim e no plasma de pacientes com DRC, sendo uma familia de compostos
proteicos oxidados. Os rins reticulam os produtos proteicos do EO/EN criado pela reacéo da
proteina plasmatica com oxidantes clorados. Esses produtos sdo mediadores patogénicos
de leséo renal (DENG et al., 2017). A albumina sérica € a principal fonte de AOPP quando é
atacada por EROs/ERNs. Em pacientes com DRC, a quantificacdo deste biomarcador nédo
esta apenas associada a progressao da insuficiéncia renal, mas também possui uma
relacdo muito significativa com eventos proteinas de fase aguda. Os niveis de AOPPs foram
inversamente correlacionados com a TFG nos pacientes com DRC (RASOOL et al., 2017).

Nas células, o O, é o primeiro radical gerado nas mitocondrias, membrana
plasmatica, peroxissomos e citosol. Na membrana plasmatica e nos neutréfilos, o O, é
formado pela transferéncia de elétrons para o oxigénio molecular através de uma reacao
enzimatica catalisada pela familia NADPH oxidases ligadas a membrana. Uma vez gerado o
0O;", ele se torna um precursor para a formacdo de outras EROS/ERNs na célula. A SOD

converte O2" em peroxido de hidrogénio (H202), que pode gerar radical hidroxila (OH’)
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altamente reativo ao interagir com ions de metais de transicdo como o ferro, catalisado por
mieloperoxidase (DUNI et al., 2019). A reducdo nos niveis da enzima superoxido dismutase
(SOD) acarreta o acumulo de O2" induzindo o aumento da peroxidacao lipidica (NUHU;
BHANDARI, 2018).

Outro biomarcador que merece ser destacado é o éxido nitrico (NO). Este € um gas
que possui varias funcdes fisiologicas, como transmissdo neural, vasodilatacao,
imunomodulagdo, contracdo miocitica, inibicdo da agregacédo plaquetaria e regulacdo da
transcricdo de genes. O NO pode ser convertido em nitrito e nitrato e reagir com O2" para
formar peroxinitrito (ONOO"). Nos rins, 0 NO desempenha papel em alguns mecanismos
importantes, como regulagdo da hemodindmica glomerular e medular, feedback
tubuloglomerular e liberagdo de renina (REZAEI; MOHHAMADI, 2018). Algumas condi¢cdes
que podem ocorrer no sistema renal como consequéncia do aumento do NO incluem
glomerulonefrite, insuficiéncia renal pdés-isquémica, nefropatia obstrutiva e rejeicdo de
transplante renal. Por outro lado, a diminuicdo da producéo fisiologica de NO em pacientes
com DRC pode levar a retencédo de sais e hipertensdo. (REZAEI; MOHHAMADI, 2018).
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar biomarcadores sanguineos de EO/EN em pacientes com DRC nos estagios
pré-dialiticos (3a, 3b e 4) e em hemodidlise baseado no estadiamento do Kidney Disease:

Improving Global Outcomes- CKD Evaluationand Management (KDIGO, 2021).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Quantificar os biomarcadores antioxidantes: grupamentos sulfidrila (SH) e atividade
das enzimas superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), sistema glutationa e
paraoxonase 1 (PON 1).

Dosear os biomarcadores pré-oxidantes: subprodutos de o6xido nitrico (NOX),
hidroperéxidos lipidicos (LOOH) e produtos avancados de oxidagao proteica (AOPP).
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4 METODOLOGIA
4.1 AMOSTRAGEM

Trata-se de um estudo controlado, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Estadual de Londrina - CAAE 67228117.1.0000.5231 - com uma amostra de
114 pacientes com DRC atendidos no ambulatério de nefrologia do Ambulatério de
Especialidades do Hospital Universitario (AEHU) e 23 individuos que ndo possuem a
doenca, controles saudaveis recrutados por conveniéncia. Os pacientes recrutados, foram
alocados em quatro grupos, de acordo com a classificagdo de suas TFG (3a, 3b, 4 e HD) e
comparados entre si e a um grupo controle. Foi utilizado o calculo de MDRD para estimar a
TFG dos pacientes e do grupo controle. Os individuos com DRC e o grupo controle foram
pareados de acordo com a idade, género e etnia.

Os critérios de incluséo foram pacientes com DRC pré-didlise (3a, 3b e 4) de ambos
0S sexos, idade > 18 anos em plena condi¢do cognitiva, sem apresentar comorbidades que
impediriam a participacdo neste estudo e que apresentaram TFG de acordo com as
descritas acima. Foram excluidos do estudo pacientes que apresentavam quadro de
infecgdo viral crénica, doenga autoimune ou malignidade, tratamento com antioxidantes ou
anti-inflamatérios.

Os critérios de incluséo para o grupo HD foram pacientes de ambos os sexos, idade
> 18 anos em plena condi¢do cognitiva, e realizando HD por mais de 3 meses. Para este
grupo os critérios de exclusédo foram pacientes que estavam realizando HD por meio de
cateteres temporérios, portadores de infeccdo ativa, historia de infeccdo que tivessem
motivado internacdo hospitalar nos dltimos 30 dias, portadores de neoplasias ativas,
portadores de Hepatites B ou C, portadores do virus HIV e hepatopatias crénicas. Para o
grupo controle os critérios de inclusdo foram individuos de ambos os sexos, idade > 18
anos, em plena condicdo cognitiva, sem apresentar doenca renal, quadro de infeccao viral
cronica, doenga autoimune ou malignidade e auséncia de tratamento com antioxidantes ou
anti-inflamatérios.

Foi utilizado um formulario para obtencdo dos dados demograficos e
antropométricos. Foram coletados 20mL de sangue por puncdo venosa, de todos os
voluntarios para andlise dos biomarcadores de EO/EN SOD, CAT, GPx, SH, NOx, CL-
LOOH, AOPP e PON-1.

4.2 ANALISES DE ESTRESSE OXIDATIVO/NITROSATIVO
4.2.1 Determinacéo da Superoxido Dismutase (SOD)

A atividade da enzima SOD nos eritrécitos foi determinada usando o método do
pirogalol descrita por Marklund et al. (1974). Esta técnica baseia-se na inibicdo que esta

enzima promove na auto-oxidacdo do pirogalol em solucdo aquosa. A quantidade de SOD
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capaz de inibir 50% da oxidacdo do pirogalol sera definida como uma unidade de atividade
enzimatica. A leitura da reacdo da SOD foi realizada em uma leitora de microplacas, marca
Perkin Elmer®, modelo EnSpire (Waltham, MA, EUA) com o comprimento de onda de 420

nm. Resultados foram expressos em USOD/min/gHb.

4.2.2 Determinacdo da Catalase (CAT)

A analise da atividade da CAT foi feita através da medida do decaimento na
concentracdo de H,O, e da geracdo do oxigénio, utilizando a técnica descrita por Aebi
(1984). A leitura foi realizada em uma leitora de microplacas, marca Perkin Elmer®, modelo
EnSpire (Waltham, MA, EUA) no comprimento de onda de 240 nm. Os resultados foram
expressos em ABS/min/gHb.

4.2.3 Determinacdo de Glutationa Total (GT), Glutationa Reduzida (GSH) e Glutationa
Oxidada (GSSG)

A formacao do &cido tionitrobenzoico (TNB) foi monitorada espectrofotometricamente
em 412 nm através do sobrenadante de soro e DTNB adicionado em microplacas de fundo
plano, resultante da reagdo de duas moléculas de GSH e uma do acido ditio-bis-
nitrobenzodico. Na presenca da glutationa redutase e de NADPH, a GSSG resultante da
primeira reac@o (ou aquele que ja estava presente na amostra) foi reconvertido em GSH que
foi re-oxidado a GSSG formando mais TNB, e obtendo-se as quantidades de GT presente
na amostra. A quantidade de GSSG foi obtida por calculo através da subtracdo da GT-
GSH/2, de acordo com TIETZE et al. (1969) e ANDERSON (1985).

4.2.4 Determinacéo de Grupamento Sulfidrila (SH)

O grupamento SH de proteinas foi avaliado no soro utilizando o método descrito
previamente por Hu (1994) e adaptado para microplaca por Taylan e Resmi (2010). O
método de andlise foi baseado na reagéo do &cido 5,5-ditiobis 2-nitrobenzéico (DTNB) com
o grupo sulfidrila de proteinas. A leitura da reacdo foi feita em uma leitora de microplaca
marca Perkin Elmer®, modelo EnSpire (Waltham, MA, EUA) com o comprimento de onda de

412 nm. Os resultados foram expressos em uM.

4.2.5 Determinacdo da Atividade da Paraoxonase-1 (PON-1)

A atividade total PON1 foram realizados pela metodologia descrita por Richter,
Jarvink e Furlong (2008). A leitura da reacéo foi feita em uma leitora de microplacas, marca
Perkin Elmer®, modelo EnSpire (Waltham, MA, EUA) no comprimento de onda de 280 nm
para a determinacdo da atividade CMPAse e 270 nm para atividade AREase em alta

concentracdo de sal e sem adicdo de sal. Durante 4 minutos (16 leituras com intervalo de 15
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segundos entre as leituras) com a temperatura mantida a 25°. A atividade total da PON 1 foi

expressa em U/mL.

4.2.6 Determinacdo de Hidroperdxidos por Quimiluminescéncia (CL-LOOH)

A avaliacdo da formacao de hidroperéxidos por quimiluminescéncia foi efetuada em
uma adaptacdo da técnica descrita por Flecha, Llesuy e Boveris (1991) e Panis et al.
(2012). A quimiluminescéncia estimulada por t-butil foi empregada para analisar os niveis de
hidroperoxidos presentes no soro. Este teste baseia-se no consumo das defesas
antioxidantes e a formagéo de hidroperéxidos resultando em um aumento da emissdo de
fétons, ou seja, em um aumento de quimiluminescéncia que estd relacionado com o
estresse oxidativo. Este experimento foi realizado em luminémetro Glomax (TD 20/20). Todo
0 experimento foi realizado ao abrigo da luz para evitar a fosforescéncia, a 30°C, durante 60
minutos. Os resultados foram expressos em unidades relativas de luz (URL). Os resultados
quantitativos foram obtidos apds aintegracdo da é&rea sobre a curva utlizando
o OriginLab 9.0 software.

4.2.7 Metabolitos do Oxido Nitrico (NOX)

A determinacdo da concentragdo de subprodutos do NOXx foi realizada pela técnica
descrita por Navarro-Gonzalvez et al. (1998). O método de deteccéo baseia-se na reducéo
de nitrato a nitrito, mediada por rea¢fes de oxido-reducéo ocorridas entre o nitrato presente
na amostra e o sistema cadimio-cobre dos reagentes, com posterior diazotagcdo e deteccdo
colorimétrica do azocomposto formado pela adicdo do reagente de Griess. A quantificacdo
de NOx foi feita em leitora de microplacas Asys Expert Plus, Biochrom® (Holliston, MA,
EUA), sendo as leituras feitas em 540 nm. A concentragdo de oxido nitrico foi expressa em
MM.

4.2.8 Determinacao de Produtos Avancados de Oxidacdo de Proteinas (AOPP)

Para a quantificacdo de AOPP no plasma utilizou-se o método descrito por
Hanasand et al. (2012). Esse teste foi usado para medir a oxidagcado protéica. A leitura da
reacdo da AOPP foi realizada em uma leitora de microplaca marca Perkin Elmer®, modelo
EnSpire (Waltham, MA, EUA) no comprimento de onda de 340 nm. A concentracdo de

AOPP foi expressa em pmoles/L de equivalente de cloramina T.

4.3 ANALISE ESTATISTICA
A andlise estatistica dos dados foi feita pelos testes de Shapiro-Wilk e Levene, para
avaliagdo da distribuicdo dos dados e homogeneidade, respectivamente. Caso a distribuicdo

esteja normal, foram realizados testes paramétricos como ANOVA e complementados pelo
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teste de Tukey. Caso contrario, foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis
complementado pelo teste de Dunn. As associacdes entre dois sistemas categéricos foram
verificadas por meio de analises de tabelas de contingéncia (testes de qui-quadrado). Os
resultados da curva de caracteristica de operacéo do receptor (ROC) pela diferenca na area
de otimizacdo sob a curva foram usados para descrever e comparar a precisdo do
diagnéstico. Os dados foram considerados como significativos quando p < 0,05 e todos os
testes foram feitos utilizando o software SPSS Statistic® 20 (IBM, Armonk, NY, EUA).
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Abstract

Chronic kidney disease (CKD) is characterized by a progressive loss of renal function for
more than 3 months accompanied by structural damage and inflammation. Oxidative and
nitrosive stress (OS/NS) is associated with disease progression. Objectives: To evaluate the
biochemical parameters and the involvement of OS/NS in the progression of the CKD in pre-
dialic and hemodialysis steps. Main methods: a study controlled with a sample of 114
patients with CKD allocated into four groups, according to the classification of their estimated
glomerular filtration ratio (eGFR) (3a, 3b, 4 and HD) and compared to each other and to a
healthy group (n = 23). Analyzers of the OS/NS (SOD, CAT, PON, GT, GSH, GSSG, NOX,
LOOH, SH and AOPP) were held. The results were considered significant when p < 0.05.
Main results: The most relevant result in this study was related to the glutathione system and
AOPP levels, which have been increased according to the disease progression between
stages as well as when compared to control. Comparing stages 3a, 3b, 4 and HD CKD with
control, a significant increase was observed in SOD, GT, GSSG, NOx and AOPP.
Comparing the same stages of CKD with control, observed lower level of PON and SH
OS/NS biomarkers. Conclusion: Because of the data presented, the idea of using GSSG,
GSH and PONL1 levels as auxiliaries in monitoring the condition of patients with CKD and
AOPP as a potential biomarker to assist in monitoring the progression of CKD in pre-dialysis
patients (3-4) and dialysis is defended.

Keywords: Chronic kidney disease; oxidative stress.
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Introduction

Chronic kidney disease (CKD) is a pathology characterized by the loss of structures
or renal function in a period equal to or greater than three months, due to the patient's health.
Cysts, tumors, malformations and atrophy can affect renal structures, while function can be
impaired by comorbidities. Renal fibrosis is the most common clinical manifestation in CKD
[1].

Progressive loss of renal function is assessed by estimating the glomerular filtration
rate (GFR) and quantifying proteinuria. This loss of renal function is associated with an
increased risk of cardiovascular disease (CVD) and chronic renal failure, which can lead to
end-stage renal disease with the need for renal replacement therapies such as hemodialysis
(HD) or even transplantation [1, 3].

CKD is associated with an increase in reactive oxygen and nitrogen species
(ROS/RNS) and insufficient antioxidant defenses, starting in the early stages of the disease
and contributing to its progression [2].

HD is the treatment for these patients that have been successful in prolonging the life
of patients with kidney changes, such as changes in urine; glomerular hematuria, or
histopathological changes seen on renal biopsies; glomerular changes with or without
interstitial tubule involvement, and it is effective in the correction of metabolic abnormalities
related to oxidative and nitrosative stress (OS/NS) [4].

The Kidney Disease Outcomes Quality Initiative (KDOQI) and Kidney Disease
Improving Global Outcomes (KDIGO) guidelines classify CKD into stages 1 to 5 based on
the extent of kidney damage or decrease in GFR. These guidelines indicate that, regardless
of etiology, once the reduction and/or loss of nephron function reaches a certain threshold it
results in a decline in GFR. As a GFR by itself does not manifest any clinical symptoms until
stage 4 to 5, it is important to evaluate both a GFR and albuminuria to improve the accuracy
of the prognosis of progression of CKD [5].

The mechanism behind OS/NS in patients with CKD is complex, multifactorial, and
not yet fully elucidated. Factors such as reduced levels of antioxidants, increased generation
of ROS/RNS, and the presence of uremic toxins in the CKD predispose patients to possible
oxidative damage. In addition, OS/NS-derived products oxidize low-density lipoproteins and
form lipid radicals, activate immune cells, including monocytes and macrophages, inducing
inflammation and the release of more free radicals, which are highly reactive species
because they have a free electron in its valence shell [6].

This study aimed to evaluate the biochemical parameters and evaluate the
involvement of OS/NS in this progression could elucidate some aspects of the DRC

pathophysiology in the pre-dialysis and HD stage.



27

Materials and methods
Sampling

This is a controlled study, approved by the Research Ethics Committee of the State
University of Londrina - CAAE 67228117.1.0000.5231 - with a sample of 114 patients with
CKD treated at the nephrology outpatient clinic of the Ambulatério de Especialidades do
Hospital Universitario (AEHU) and 23 individuals who do not have the disease. The recruited
patients were divided into four groups, according to their GFR classification (3a, 3b, 4 and
HD).

Inclusion criteria were patients with pre-dialysis CKD (3a, 3b and 4) of both sexes,
age > 18 years in full cognitive condition, without comorbidities that would prevent
participation in this study and who presented GFR as described above. Patients with a
chronic viral infection, autoimmune disease or malignancy, treatment with antioxidants or
anti-inflammatory drugs were excluded from the study.

Inclusion criteria for the HD group were patients of both sexes, age > 18 years in full
cognitive condition, and undergoing HD for more than 3 months. For this group, the exclusion
criteria were patients who were undergoing HD through temporary catheters, patients with
active infection, history of infection that had motivated hospital admission in the last 30 days,
patients with cancer, patients with Hepatitis B or C, patients of the HIV virus and chronic liver
diseases. For the control group, the inclusion criteria were individuals of both sexes, age >
18 years, in full cognitive condition, without kidney disease, chronic viral infection,
autoimmune disease or malignancy and no treatment with antioxidants or anti-inflammatory
drugs.

Was used a form to obtain demographic and anthropometric data. Twenty mL of total
blood were collected by venipuncture from all volunteers for analysis of OS/NS biomarkers:
SOD, CAT, GPx, SH, NOx, CL-LOOH, AOPP and PON-1.

Systemic analysis of OS/NS biomarkers
Determination of superoxide dismutase (SOD)

This technigue is based on the inhibition that this enzyme promotes in the auto-
oxidation of pyrogallol in an aqueous solution. The amount of SOD that was able to inhibit
50% of the pyrogallol oxidation was defined as a unit of enzyme activity. The SOD reaction
was read on a Perkin ElImer® microplate reader, model EnSpire (Waltham, MA, USA) with a
wavelength of 420 nm [7].

Determination of Catalase (CAT)

The analysis of catalase activity was done through the measurement of H202 decay
and oxygen generation. The reading was performed on a Perkin Elmer® microplate reader;
model EnSpire (Waltham, MA, USA) at the wavelength of 240 nm [8].



28

Determination of Total Glutathione (GT), Reduced Glutathione (GSH) and Oxidized
Glutathione (GSSG)

The formation of TNB (thionitrobenzoic acid) was monitored spectrophotometrically at
412 nm through the supernatant added in flat-bottom microplates, resulting from the reaction
of two reduced glutathione (GSH) molecules and one of dithio-bis-nitrobenzoic acid. In the
presence of glutathione reductase and NADPH, the oxidized glutathione (GSSG) resulting
from the first reaction (or one already present in the sample) is reconverted into GSH which
is reoxidized to GSSG forming more TNB and obtaining the amounts of total glutathione (GT)
in the sample. The amount of GSSG was obtained by calculation through the subtraction of
GT-GSH/2 [9].

Determination of sulfhydryl group (SH)

The method of analysis is based on the reaction of 5,5-dithiobis-2-nitrobenzoic acid
(DTNB) with the sulfhydryl group of proteins. The reaction was read in a Perkin Elmer®
microplate reader; model EnSpire (Waltham, MA, USA) with a wavelength of 412 nm. The

results were expressed in uM [10].

Determination of the activity of paraoxonase 1 (PON-1)

The total activity of PON-1 was determined by the hydrolysis formation of
phenylacetate (phenol). The rate of phenylacetate hydrolysis was determined on a Perkin
Elmer® microplate reader, model EnSpire (Waltham, MA, USA) at wavelength 270 nm,
measured over 4 minutes (16 readings ranging from 15 seconds between readings) with the
temperature maintained at 25° The activity was expressed as U/mL based on the molar

extinction coefficient of phenylacetate that is equal to 1.31mMol/Lcm-1 [11].

Determination of hydroperoxides by chemiluminescence (CL-LOOH)

The evaluation of the formation of hydroperoxides by chemiluminescence is defined
to t-butyl-stimulated chemiluminescence was employed to analyze the levels of
hydroperoxides present in serum. This test is based on the consumption of antioxidant
defenses and the formation of hydroperoxides resulting in an increase in the emission of
photons. These analyses were performed in a Glomax luminometer (TD 20/20). The entire
experiment was carried out from the light to avoid phosphorescence at 30°C for 60 minutes.

The results were expressed in relative units of light (URL) [12].

Nitric Oxide Metabolites (NOXx)
The detection method is based on the reduction of nitrate to nitrite, mediated by

oxidation-reduction reactions occurring between the nitrate in the sample and the cadmium-
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copper system of the reactants, with subsequent diazotization and colorimetric detection of
the azocomposite formed by the addition of the reagent of Griess. NOx quantification was
done on a Perkin Elmer® microplate reader; model EnSpire (Waltham, MA, USA) and the

readings were made at 540 nm. The NOx concentration was expressed in uM [13].

Determination of advanced protein oxidation products (AOPP)

The reaction was carried out in an acid medium (citric acid), and in the presence of
oxidized proteins in the sample, the reaction with the potassium iodide of the reagents that
absorb at 340 nm occurs. The reaction was read on a Perkin Elmer® microplate reader;
model EnSpire (Waltham, MA, USA) at wavelength 340 nm. The concentration of AOPP was

expressed in pmoles/L of chloramine T-equivalent [14].

Statistical analysis

Data management and statistics were performed with the SPSS Statistic® 20
program (IBM, Armonk, NY, USA). Initially, normal distribution (Shapiro-Wilk test) and
homogeneity of variance (Levene's test) were checked. If these criteria were reached (p =
0.05), variables were evaluated by analyses of variance (ANOVA) complemented with the
Tukey test or Dunnet T3. Data that did not reach normal distribution and homogeneity of
variance criteria were analyzed by the non-parametric test of Kruskal-Wallis complemented
with Dunn's test. Associations between two categorical systems were checked using
analyses of contingency Tables (Chi-square tests). The receiver operating characteristic
(ROC) curve results by the difference in optimizing area under the curve were used to
describe and compare the accuracy of diagnostic. Significant results were established at p <
0.05.
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Results and discussion
Table 1 shows sociodemographic data from our study data. There were no differences in the proportion of sex and age. These
results indicate that the study was matched in order to obtain homogeneous data. We found a difference between the prevalence diabetes

and hypertension in CKD group when compared to the control group, demonstrating that the control group has no comorbidity.

Table 1. Demographic data pre-dialytic CKD, hemodialysis patients and control group.

CTL (n=23) 3a (n=23) 3b (n=34) 4 (n=31) HD (n=26) F/X? df P
Age (years) 66.09+2.03 68.27+2.09 68.62+1.71 69.13+1.58 63.35+0.90 0.814 4 >0.05
Sex. n. (%)
Male (74) 12 (52%) 13 (56.5%) 20 (58.8%) 16 (51.6%) 13 (50%) 0.443 4 50,05
Female (63) 11(48%) 10 (43.5%) 14 (41.2%) 15 (48.4%) 13 (50%)
Diabetic. n.(%)
No (83) 23 (100%) 10 (43.5%)* 19 (55.9%)* 11 (36.7%)* 20 (74.1%) 29971 4 0.001
Yes (53) 0 (0%) 13 (56.5%)* 15 (44.1%)* 19 (63.3%)* 6 (25.9%)*
Hypertensive. n.(%)
No (38) 23(100%) 2 (8.7%)* 7 (20.6%)* 1 (3.3%)* 9 (33.3%)* 69.093 4 0.001
Yes (95) 0 (0%) 21 (91.3%)* 27 (79.4%)* 30 (96.7%)* 17 (66.7%)*

Values are shown as mean + SD. Anova test with Tukey or T3 Dunnet Chi X2 test. *p<0.05 compared CKD group (3a, 3b, 4 and HD) to control group. CTL: Control group, 3a, 3b, 4 and HD: chronic
kidney disease stages.

Table 2 shows the significant differences in the oxidative stress variables between control individuals and CKD patients. ANOVA

indicated that, compared to the control group to CKD groups we found significantly lower levels, 3a and HD group, controls presented



31

lower levels of SOD. PON was higher levels in CTL, 3a and 3b groups when compared to the HD group. GT was lower levels in controls,
3a, 3b and 4 groups when compared to HD. GSH was higher levels in 3a, 3b and 4 compared to the controls group and 3a, 3b and 4 were
higher levels compared to HD group. HD group had a higher value of GSSH when compared to others groups. NOx, we obtained higher
levels from groups 3b, 4 and HD compared to the control group, and a lower level in 3a group compared to HD. SH showed a lower level
and significant difference in HD when compared to other groups. Regarding to the AOPP biomarker, we obtained higher levels in groups
3b, 4 and HD when compared to the control group and lower levels when compared 3a with 4 and HD groups. Catalase and LOOH did not
have a significant difference between groups.

Table 2. Oxidative stress biomarkers data pre-dialytic CKD and hemodialysis patients.

CTL (n=23)* 3a (n=23)° 3b (n=34)° 4 (n=31)¢ HD (n=26)° F/X2  df P
SOD 39.39+3.310 ¢ de 59.99+3.12%¢ 65.36+3.072 64.98+3.652 77.21+3.302 " 1466 4 <0.05
(USOD/gHb/min)
CAT 53.843.61 59.06+2.57 58.46+2.84 58.73+2.88 50.69+1.56 1.742 4 0.145
(abs/min/gHb)
PON 1(U/mL) 191.59+10.21° 187.05+9.01¢ 177.89+7.6° 174.56+7.47 147.09£8.02 @P¢ 4467 4 <0.05
GT (mM/gHb) 5.86+0.67 © 6.88+0.31°¢ 6.50+0.21° 6.77+0.19¢ 8.20+0.25 ab.cd 6.672 4 <0.05
GSH (mM/gHDb) 4.46+0.17 > ¢ d 5.48+0.18 »© 5.27+0.1752¢ 5.57+0.159¢ 4.47+0.10%>¢d 8.544 4 <0.05
GSSG (mM/gHb)?  0.53(0.23-12.21)°© 0.59(0.20-1.23)® 0.62(0.12-1.21)® 0.58(0.17-1.06)¢ 4.47(3.20-5.61)2Pcd 60.441 4 <0.05
NO (umol/L) 5.85+0.33¢de 9.60+1.03¢ 11.94+1.052 10.65+0.762 13.90+1.112P 3.044 4 <0.05
LOOH (URL) 1.60x10°+1.33x10*  1.49x10°+9.88x10* 1.60x10°+1.21x10° 1.54x10°+1.64x10° 1.59x10°+1.34x10* 0.137 4 0.969
SH (UM) 329.75+12.97¢ 349.08+6.27¢ 340.72+8.53¢ 325.41+8.97¢ 244.91+11.00 2bcd 25413 4 <0.05
AOPP (umol/L/eq 62.02 85.12 88.39 127.66 152.55 14888 4 <0.05
chloramin T) ¢ (37.24-110.79)c4e (63.09-147.71)%¢ (57.67-277.01)2¢ (64.90-366.96)*"  (68.53-239.58) &P<

Parametric data were analyzed with ANOVA complemented with Tukey or T3 Dunnet and are expressed as means +* standard error. Non-parametric data were analyzed by Kruskal-Wallis complemented
with Dunn’s test and are expressed as Median (minimum-maximum values). ? different from CTL; ® different from 3a, © different from 3b, ¢ different from 4 and © different from HD; ¢ These variables were
processed in Ln transformation. CTL: control; 3a. 3b, 4 and HD: chronic kidney disease stages; SOD: superoxide dismutase; CAT: catalase; PON: paraoxonase; GT: total glutathione; GSH: reduced
glutathione; GSSG: oxidized glutathione; NOx: nitric oxide metabolites; LOOH: lipid hydroperoxides; SH: sulfhydryl groups; AOPP: advanced protein oxidation products. URL: unity relative of light.
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Table 3 shows that CKD patients have a chance of 2.16 times to have an increase in
catalase (p = 0.037), GSSG (p = 0.001) with a chance of 10.70 times and AOPP (p = 0.009)
with a chance of 2.93 times. The biomarker PON-1 (p = 0.030) shows 0.57 times the chances
of reduction in this study.

Table 3. Results of odds ratio analysis based on pre-dialytic CKD (3a to 4 stages) and

hemodialysis patients as dependent variable and the oxidative stress biomarkers as
explanatory variables.

Parameters B df P Odds Ratio Cl 95%

SOD (USOD/gHb/min) 0.64 3 0.072 1.89 0.94-3.81
CAT (abs/min/gHb) 0.77 3 0.037 2.16 1.04-4.47
PON 1(U/mL) -0.56 3 0.030 0.57 0.34-0.94
GT (mM/gHDb) 0.51 3 0.133 1.67 0.85-3.30
GSH (mM/gHb) -2.51 3 0.454 0.77 0.40-1.50
GSSG (mM/gHb) 2.37 3 0.001 10.70 3.94-29.08
NOX (UM) 0.18 3 0.579 1.20 0.63-2.28
LOOH (URL) 0.03 3 0.920 0.96 0.51-1.84
SH (uM) -0.61 3 0.093 0.54 0.26-1.10
AOPP (umol/L/eq chloramin T) 1.07 3 0.009 2.93 1.30-6.60

SOD: superoxide dismutase; CAT: catalase; PON: paraoxonase; GT: total glutathione; GSH: reduced glutathione; GSSG:
oxidized glutathione; NOx: nitric oxide metabolites; LOOH: lipid hydroperoxides; SH: sulfhydryl groups; AOPP: advanced protein
oxidation products. URL: unity relative of light.
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In the data from the ROC curve (Table 4), it can be observed that the biomarkers of OS
that presented the best performance in the early stages like 3a and 3b of CKD were SH, with its
AUC being 0.669 [confidence interval (Cl) 95% 0.560-0.779; p = 0.023] in G3a, G3b an AUC of
0.655 [Cl 95% 0.541-0.779; p = 0.015] and HD an AUC of 0.850 [CI 95% 0.740-0.960; p <
0.000]; to PON1 with an AUC of 0.668 in G3a [95% CI 0.531-0.806; p = 0.017]. In the final
stages of the disease, the antioxidant with the highest performance was GSH with AUC of
0.725 in G4 [Cl 95% 0.620-0.831; p = 0.001]. The other variables did not show significant
values or relevant AUC.

Table 4. Results of Receiver Operating Characteristic (ROC) score based on pre-dialytic
CKD (3a to 4 stages) and hemodialysis patients as dependent variable and the
antioxidant biomarkers as explanatory variables.

Exploratory Variables Groups AUC P Cl 95%
SOD (USOD/gHb/min) 3a 0.433+0.06 0.372 0.303-0.564
3b 0.543+0.06 0.501 0.420-0.665
4 0.535+0.07 0.621 0.392-0.665
HD 0.067+0.04 0.675 0.000-0.149
CAT (abs/min/gHb) 3a 0.478+0.07 0.769 0.341-0.615
3b 0.401+0.06 0.119 0.279-0.523
4 0.533+0.07 0.641 0.394-0.673
HD 0.510+0.09 0.912 0.334-0.685
SH (uM) 3a 0.669+0.05 0.023 0.560-0.779
3b 0.655+0.05 0.015 0.541-0.779
4 0.536+0.06 0.615 0.400-0.671
HD 0.850+0.05 0.000 0.740-0.960
PON 1 (U/mL) 3a 0.668+0.07 0.017 0.531-0.806
3b 0.538+0.06 0.547 0.415-0.661
4 0.432+0.07 0.344 0.293-0.570
HD 0.731+0.07 0.008 0.584-0.878
GSH (mM/gHb) 3a 0.570+0.07 0.347 0.434-0.707
3b 0.508+0.06 0.896 0.380-0.636
4 0.725+0.05 0.001 0.620-0.831
HD 0.400+0.08 0.249 0.230-0.570

Results expressed in area under the curve + SEM. SOD: superoxide dismutase; CAT: catalase; PON: paraoxonase; GSH: reduced
glutathione; SH: sulfhydryl groups. AUC: area under the curve.
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In the graph of the ROC curve (Graphl), based on the analysis of data from all patients
with CKD (pre-dialysis), it can be observed that the biomarkers of EO with the best pre-dialytic
CKD (A) performance were SH (AUC = 0.633) and at PON 1 (AUC=0.583). In the graph of the
ROC curve (Graphl), based on the analysis of data from all patients with CKD (hemodialysis),
it can be observed that the biomarkers of EO with the best dialytic CKD (B) performance were
SH (AUC = 0.744) and at PON 1 (AUC=0.633).

Graph 1. Results of Receiver Operating Characteristic (ROC) score based on pre-

dialytic CKD (A) and hemodialysis patients (B) as dependent variable and the antioxidant
biomarkers as explanatory variables.
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Table 5. Results of Receiver Operating Characteristic (ROC) score based on pre-
dialytic CKD (A) and hemodialysis patients (B) as dependent variable and the antioxidant

biomarkers as explanatory variables.

A)

Variable (s) AUC P Cl 95%
SOD .485 .832 0.363-0.606
CAT 541 573 0.411-0.671
GSH .580 .269 0.452-0.707
SH .633 .066 0.523-0.742
PON1 .583 .248 0.454-0.713
B)

Variable (s) AUC P Cl 95%
SOD .041 .000 0.000-0.091
CAT 452 .556 0.291-0.614
GSH .356 .074 0.199-0.512
SH 744 .003 0.614-0.873

PON1 .633 .100 0.483-0.783
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In contrast, the highest performing pro-oxidant biomarker at the stage G4 of CKD was
AOPP with its AUC of 0.703 [95% CI 0.569-0.838; p = 0.005]. In HD patients, the biomarkers
were the GSSG with an AUC of 0.996 [CI 95% 0.988-1,000; p = 0.001]; NOx with AUC of
0.653 [C] 95% 0.504-0.803; p = 0.040] and AOPP with its AUC of 0.720 [CI 95% 0.603-0.836;

p = 0.003]. The other variables did not show significant values or relevant AUC.

Table 6. Results of Receiver Operating Characteristic (ROC) score based on pre-
dialysis CKD (3ato 4 stages) and hemodialysis patients as the dependent variable and
the oxidative biomarkers as explanatory variables.

Exploratory Variables Group AUC P Cl 95%
GT mM/gHb 3a 0.392+0.07 0.149 0.250-0.534
3b 0.378+0.06 0.056 0.257-0.500
4 0.520+0.06 0.780 0.393-0.647
HD 0.475+0.06 0.001 0.629-0.879
GSSG (mM/gHb) 3a 0.337+0.06 0.021 0.220-0.445
3b 0.366+0.05 0.046 0.263-0.485
4 0.367+0.07 0.061 0.250-0.484
HD 0.996+0.00 0.001 0.988-1.000
NO (UM) 3a 0.382+0.07 0.115 0.243-0.521
3b 0.507+0.06 0.909 0.381-0.634
4 0.459+0.06 0.564 0.328-0.590
HD 0.653+0.07 0.040 0.504-0.803
LOOH (URL) 3a 0.526+0.07 0.725 0.384-0.669
3b 0.531+0.06 0.629 0.404-0.657
4 0.469+0.06 0.667 0.334-0.604
HD 0.465+0.07 0.640 0.310-0.620
AOPP (uM) 3a 0.334+0.05 0.018 0.222-0.445
3b 0.370+0.06 0.039 0.250-0.490
4 0.703+0.06 0.005 0.569-0.838
HD 0.720+0.06 0.003 0.603-0.836

Results expressed in area under the curve + SEM. GT: total glutathione; GSH: reduced glutathione; GSSG: oxidized glutathione;
NOXx: nitric oxide metabolites; LOOH: lipid hydroperoxides; AOPP: advanced protein oxidation products. URL: unity relative of light.
AUC: area under the curve.
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In the ROC curve graph (Graph 2) based on the analysis of data on pro-oxidant
biomarkers from all patients with CKD (pre-dialysis) it can be observed that the OS
biomarker presented pre-dialysis (A) performance was GLUT_TOTAL (AUC = 0.573) and
LOOH (AUC= 0.538). From all patients with CKD (hemodialysis) it can be observed that the
EO biomarker presented the best dialytic CKD (B) performance was GLUT_TOTAL (AUC =
0.923), GSSG (AUC = 0.905) and AOPP (AUC = 0.900).

Graph 2. Results of Receiver Operating Characteristic (ROC) score based on pre-
dialytic CKD (A) and hemodialysis patients (B) as dependent variable and the pro-oxidant
biomarkers as explanatory variables.
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Table 7. Results of Receiver Operating Characteristic (ROC) score based on pre-
dialytic CKD (A) and hemodialysis patients (B) as dependent variable and the pro-oxidant

biomarkers as explanatory variables.

A)

Variable (s) AUC P Cl 95%
GLUT_TOTAL  .573 297 0.445-0.702
GSSG 492 .904 0.349-0.634
NO 492 .904 0.356-0.627
AOPP 496 .959 0.381-0.612
LOOH .538 .587 0.404-0.673

B)

Variable (s) AUC p Cl 95%
GLUT_TOTAL  .923 .000 0.818-1.000
GSSG .905 .000 0.800-1.000
NO .897 .000 0.814-0.980
AOPP .900 .000 0.820-0.980
LOOH 453 573 0.292-0.614

The main finding of this study were regarding the AOPP and system glutathione. Are
an important biomarkers of OS/NS in CKD, and it is significantly increased along with the
progression of the disease to stages 3a, 3b, 4 and HD when compared to each other and the
CTL group. Increased plasma AOPP is a marker of oxidant-induced protein damage and has
been reported in patients with diabetes, CKD, act as a pathogenic mediators of many
disorders. In addition, AOPP, GSSG, GT and NOx showed expressive results as a biomarker
of OS/NS related to specificity and sensitivity, especially in more advanced stages of the
disease. OS/NS irreversibly modifies proteins and the increase of AOPP in the plasma of
patients with CKD indicates the effects of this phenomenon highlighting the importance of
protein oxidation during the development of CKD [15,16].

The increase in AOPP levels can be explained by the fact that the cumulative iron
load used for the treatment of anemia, being a common finding in HD patients, can be a
resource of ROS/RNS. Furthermore, the elevated concentration of AOPP can also be
affected by high levels of uremic toxins and disturbances in the regulation of calcium
phosphate homeostasis [17]. In the study by Gryszczynska et al. (2017), it was found that in

CKD both in the non-dialysis stages and in the dialysis stages of the disease there is an
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increase in the formation of AOPP [16]. AOPP levels correlate with the severity and
progression of CKD, and in HD patients, they have the highest concentrations [18].

GSH is a tripeptide molecule found in normal cells in vivo that has antioxidant
properties such as scavenging oxygen ions and other reactive species. This fact can be
explained because in the intermediate stages of the disease, the body can increase the
production of antioxidant substances to fight OS/NS. The study by Bober et al. (2010)
demonstrated increased GSH levels in stage 4 of CKD when compared to the CTL group,
corroborating our study, where stage 4 is significantly increased when compared to the CTL
and HD groups.

GSH levels in patients with stage 5 CKD were significantly lower compared to CTL. In
our study, we can observe that there is no significant difference in the HD and CTL groups,
but we observed an increase in molecules in groups 3a, 3b and 4 [19].

In the study by Levin et al., (2018) they found significantly higher total glutathione
activity in patients with moderate renal failure (G3) compared to individuals in the control
group. In our study, there was no significant difference between these groups. Derouiche et
al., (2020) found significantly lower levels when compared to HD patients in the control
group.

In the study by Fayed et al., (2016) patients with HD had a significant reduction in
pre-HD GSH levels compared to controllers with a greater reduction in post-HD levels
compared to pre-HD. Reduction in the glutathione level in HD patients can occur as a result
of the inhibition of glutathione production, an increase in erythrocyte hemolysis and
glutathione exposure as GSSG and loss of antioxidant enzymes through the dialyzer, or by
the body's consumption to contain the OS/NS.

SOD is a defense enzyme against oxidants species, responsible for converting the
superoxide anion into oxygen and hydrogen peroxide. In this study, it increased when
compared to the control. However, Sahni, Gupta and Bhalla (2012) reported that SOD levels
significantly decreased in patients with CKD stages 3b to 5 when compared to controls.

In the studies by Razool et al. (2017) they found a decrease in serum SOD levels in
patients with stage 5 CKD compared to the control group. In our study, a significant increase
was observed in all CKD groups when compared to the CTL group, and also significant
increase to HD group when compared to 3a and CTL group, which can be explained by the
increase in ROS/RNS and the system tries to compensate, increasing antioxidant activities.

Furthermore, Sahni et al., (2012) observed a decreased in the enzyme activity of
SOD in severe and moderate CKD groups and we cannot observed in our study [20]. The
difference in these results can be explained because the study mentioned used different

stages in the same group to perform the analyses. The same situation can be seen in the
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study by Xu et al., (2015) and Chen et al., (2016) where SOD also presented decreased
levels in 6 patients in the pre-dialysis stages [21].

PON-1 is an enzyme that can be the ability to hydrolyze organophosphate
compounds and has peroxidase activity. It is found in plasma HDL, can protect LDL from
oxidation, and therefore has antioxidant activity. In our study, it was not possible to observe a
significant difference in the levels of PON-1 in stages 3a, 3b and 4 of CKD compared to
control subjects [22]. Corroborating these results, Samouilidou et al. (2018) also do not
report significant differences in PON-1 levels when comparing control subjects with patients
with pre-dialysis CKD from 1 to 5. In our study, the PON biomarker can observe a significant
difference decreased in the HD Group when compared to 3a, 3b and control group.

Regarding NOx, Bahadoran et al., (2016) also found increased levels in patients with
CKD (eGFR <60mL/min/1.73m?) when compared to controls. Furthermore, they
demonstrated a direct association between serum NOx and CKD. The progression from
intermediate levels of CKD to more advanced stages is related to the increase in OS/NS in
these patients [24]. In our study the biomarker NOx had a significant increase in 3a with HD
3b and 4 with control and control group and HD.

In the study by Capusa et al., (2012), found decreased SH values in patients with
CKD on HD when compared to CTL, which is in line with our study, which also obtained
decreased values in the HD group when compared to the CTL group and to the pre-dialysis
groups (3a, 3b and 4).

In the ROC curve data, it can be observed that the antioxidants with the best
performance in the early stages of CKD were SH (AUC=0.669 [G3a]; AUC=0.665 [G3Db];
AUC=0.850 [HD]). PON1 with AUC of 0.668 in G3a. The antioxidant GSH, on the other hand,
performs better in the final stage (G4) of CKD, and its AUC is 0.725. In contrast, the pro-
oxidant biomarker with the highest performance in stage 4 and HD group of CKD was AOPP
with an AUC of 0.703 and 0.720 respectively.

The AOPP also presented an important result in the ROC analysis, emphasizing the
relationship of the test performed with the CKD. AOPP is considered a good marker for
OS/NS due to its role in the pathophysiology of CKD and the complications that the increase
in these products can cause, being an independent risk factor for cardiovascular events [17].

Derouiche et al.,, (2020) was not found sensitivity and specificity in the GSH
biomarker in HD patients at ROC analysis, differently in the present study, we observe
sensitivity and specificity in the total glutathione biomarkers, probably due to the significant

increase in GSSG in HD patients.
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Final considerations

According to the results, it was possible to conclude that the CKD has a high impact
on biochemical and OS/NS changes compared to people who are not sick and that these
changes imply the worsening of the disease. The present work shows the occurrence of an
increase in the levels of ROS/RNS species in pre-dialtical and HD patients, as follows the
progression of the CKD, accompanying the stages according to eGFR. Because of the data
presented, the idea of using GSSG, GSH and PONL1 levels as auxiliaries in monitoring the
condition of patients with CKD and AOPP as a potential biomarker to assist in monitoring the
progression of CKD in pre-dialysis patients (3-4) and dialysis is defended.

Conclusion

According to the results, the idea of using GSSG, GSH and PONL1 levels as
auxiliaries in monitoring the condition of patients with CKD and AOPP as a potential
biomarker to assist in monitoring the progression of CKD.
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6 CONCLUSAO

De acordo com os resultados, foi possivel concluir que defende-se a ideia do uso dos
niveis de GSSG, GSH e PON1 como auxiliares no monitoramento do quadro do paciente
com DRC e a AOPP como potencial biomarcador no auxilio do acompanhamento da

progressao da DRC em pacientes pré-dialiticos (3-4) e dialiticos.
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