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RESUMO

A doenca renal crbnica (DRC) € considerada um dano renal que induz a perda
progressiva da funcdo dos rins, a qual ndo pode ser revertida. Os pacientes
portadores de DRC necessitam da hemodialise como terapia de substituicdo renal. A
hemodiadlise melhora a qualidade de vida do paciente, mas também tem
consequéncias negativas, como o desencadeamento de um estado de inflamacé&o
cronica no paciente, que por sua vez se associa com um alto risco cardiovascular.
Este trabalho teve como objetivo investigar se a hemodialise em pacientes com
doenca renal cronica altera a populacdo e a fungcdo de vesiculas extracelulares
(EVS) (exossomos e microvesiculas).

Amostras de sangue de 7 (sete) individuos portadores de DRC ativos em programa
de hemodiélise foram coletadas. As amostras de soro obtidas a partir das amostras
de sangue coletados antes e ap0s a realizacdo da hemodialise foram utilizadas para
realizacdo de testes Proteina C Reativa - PCR LATEX e técnicas de purificacdo e
caraterizacdo de EVs. As EVs foram avaliadas quanto a quantidade e distribuicdo do
tamanho pelo método de pulso resistivo (do inglés, Tunable Resistive Pulse
Sensing). A estrutura das EVs foi avaliada por microscopia eletronica. A deteccéo de
proteinas marcadoras de exossomos por Western Blot foi utilizada para reforcar a
presenca de EVs. O potencial inflamatério das EVs foi testado pelo ensaio de
ativacdo celular com células mononucleares de sangue periférico (CMSP) avaliado
por citometria de fluxo.

Os pacientes estudados apresentam um processo inflamatério avaliado pela PCR.
As amostras coletadas apds o procedimento de hemodialise apresentaram aumento
na contagem de EVS. Excecdo feita a um paciente que interessantemente tinha o
maior valor de PCR. Os resultados de proliferacdo celular induzidos por EVs nao
permitiu uma conclusdo sobre o potencial anti ou pro inflamatério das EVs apos a
hemodialise. A observacdo de que hd um aumento na populacdo de EVs apés o
procedimento de hemodidlise abre o caminho para que se possa investigar com
maior detalhamento o papel destas EVs no risco para o desenvolvimento da doenca

cardio renal.

.Palavras-chave: Doenca Renal Crdnica, hemodidlise, inflamacdo crénica,

Vesiculas extracelulares.



ABSTRACT

Chronic kidney disease (CKD) is a progressive and irreversible loss of function from
the kidney. The CKD patients require hemodialysis as renal replacement therapy.
Hemodialysis is mandatory to improve the quality of life of CKD patients. However, it
also has negative consequences, such as the increased risk of cardiovascular
disease, what is believed to be triggered by an inflammatory state in the hemodialysis
patient. This study aimed to investigate whether CKD patients under hemodialysis
show changes in the quantity and function of EVs (exosomes and microvesicles)
prior and after the hemodialysis procedure.

Seven blood samples from CKD patients under hemodialysis therapy were collected.
Serum samples obtained from blood samples collected before and after the
completion of hemodialysis were used for CRP (C Reative Protein) testing using the
CRP latex technique. Tunable Resistive Pulse Sensing technique was used to
evaluate EVs concentration and size distribution. Electron microscopy was used to
investigate the EVs structure. Exosome-associated proteins were assayed using
Western blotting. Flow cytometry was used to evaluate peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) proliferation under the presence of EVs purified prior or
after the hemodialysis.

CRP test showed that all patients are in an inflammatory state both prior and after the
hemodialysis. Based on the data of the seven patients the EVs concentration showed
to be increased after the hemodialysis procedure. Cell proliferation induced by EVs
purified prior and after the hemodialysis did not allow a conclusion about the
inflammatory potential of the EVS after hemodialysis. The observation that there is an
increase in the population of EVs after the hemodialysis procedure opens the way so
that we can investigate in more detail the role of these EVs in CKD patients under

hemodialysis.

Keywords: chronic kidney disease, hemodialysis, chronic inflammation,

extracellular vesicles.
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1. INTRODUCAO

1.1 DOENCA RENAL CRONICA (DRC)

De acordo com Junior JER (2004) a doenca renal crénica é considerada um
dano renal que induz ao detrimento progressivo da funcao dos rins, o qual ndo pode
ser revertido. Na etapa final que é denominada fase terminal da insuficiéncia renal
cronica (IRC), os rins ndo conseguem sustentar a normalidade do meio interno do
paciente. (1)

Os rins possuem uma funcdo indispensavel na fisiologia humana, que
consiste em controlar a composi¢cdo e o volume dos liquidos corporais, podendo
manter um ambiente celular constante e estavel para realizar funcfes de excrecao
dos produtos ndo desejaveis no metabolismo e de substancias, produtos quimicos e
farmacos. (2) Além disso regulam a presséao arterial mediante a secrecao da enzima
renina e controlando o pH sanguineo, fazendo a secrecdo dos ions hidrogénio e
mantendo os ions bicarbonato na urina. (3) Quando existe um desequilibrio na
funcéo renal pode ocorrer o que se conhece como insuficiéncia renal crénica,
doenca que tem uma alta morbimortalidade causada pela perda da capacidade do
rim em realizar fungbes principais, decorrente da elevada perda de nefrons
funcionais. Perda que € irreversivel e lentamente progressiva, até levar o individuo a
doenca renal terminal. O paciente sera submetido a terapia de substituicdo renal,
modalidade que recebe o nome de didlise, podendo ser de dois tipos: peritoneal e
hemodialises. (4) Segundo a Sociedade Brasileira de Nefrologia a hemodialise € um
procedimento mediante o qual um equipamento limpa e filtra o sangue, além de
controlar a pressédo arterial e equilibrar a concentracdo de substancias como ureia,

potassio, creatinina e sédio.

1.1.1 Consequéncias negativas da Hemodidlises na Doenca Renal Crbnica

O numero de pacientes com doenca renal crénica em estagio terminal,
mantidos em programa cronico de dialise apresenta alta prevaléncia, atualmente a
doenca ja atinge 10% da populacdo no mundo. Nao obstante, os pacientes
portadores de doenca renal terminal tornem-se dependentes de transplante renal,

precisam de tratamento hemodialitico para remover substéncias indesejaveis do
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sangue, fazendo uma depuracdo artificial, entretanto, o contato das células
sanguineas com a membrana de hemodiadlise pode ativar a cascata de
complemento, aumentando a resposta inflamatoéria. (5) As causas da inflamacéo
nos pacientes em hemodialise sdo multifatoriais, incluindo os fatores relacionados
com a dialise (infecbes de fistula, bioincompatibilidade, pureza do dialisado e
retrofiltracdo) como nédo relacionados com a didlise. A grande preocupacdo que
acarreta este estado € que pode incidir futuramente em doenca cardiovascular. (6) A
supressédo da sintese da albumina, transferrina e outras proteinas negativas da fase
aguda, além do aumento da taxa de catabolismo sdo consequéncias da inflamacéo
que influenciam uma ma nutricdo moderada resultando na reducdo dos niveis destas
proteinas no paciente em didlise. (7)

O desenvolvimento da doenca renal crénica envolve diversos fatores de risco,
COmMo a associagao as consequéncias da perda de nefrons que pode desencadear
distarbios metabdlicos, entre estes, a hiperfibrinogenia, hiperhomocisteinemia e
estresse oxidativo. Este ultimo, é um fator relevante em pacientes hemodializados
principalmente o estresse oxidativo intracelular, que poderia dever-se a uma
diminuicdo das atividades de superdxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase
eritrocitaria (GPX) decorrentes de um possivel dano oxidativo durante a hemodiélise.
(8.9)

Estudos sugerem que a uremia pode ser considerada como um estado proé-
oxidante, observando diminuicdo da atividade antioxidante e elevados niveis de
lipoperoxidacdo. Porém ainda nao esta claro a procedéncia deste estado e se o
mesmo € intensificado ou agravado pela dialise. (8,10,11) Pode se dizer que a
lipoperoxidacdo tem uma possivel associacdo a patogéneses de diversas doencas
encontradas em pacientes que realizam hemodialise, hipétese que se relaciona com
aumento no nivel plasmatico de substancias reativas ao acido tiobarbitirico, um
marcador de peroxidacéo lipidica, que tem sido relatado em individuos que padecem
de doenca renal crbnica e realizam tratamento de dialise. (8,10,12)

Os marcadores de estresse oxidativo estdo aumentados nos pacientes e com
dano renal cronico em dialise, mais também seus mecanismos de defesa
apresentam um quadro clinico de supressao, estado que favorece a uma reducéo do
sistema enzimatico e ndo enzimatico de defesa, permitindo o ataque das espécies
reativas de oxigénio as células gerando dano celular. (8,12,13) A producdo destas

diversas espécies reativas de oxigénio em excesso como mecanismo de defesa de
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antioxidantes enddgenos promove o estado de estresse oxidativo, provocando
implicagBes bioldgicas. Os oxidantes comprometem todas as etapas da resposta
inflamatoria. Alguns estudos mostram gque marcadores de estresse oxidativo estao
aumentados no paciente com insuficiéncia renal crénica em dialise, por tanto, o
mecanismo do estrese oxidativo representa para estes individuos, o aumento da

inducéo da resposta inflamatoria. (9,13,14)

1.1.2 Inflamacdo na Doenca Renal Cronica

Durante varios anos a inflamacao cronica no paciente em terapia substitutiva
tem sido reconhecida como a responsavel por uma variedade de estados
patolégicos, abarcando uma triagem entre desnutricdo, inflamacéo, e ateroscleroses
que tem sido estabelecida na maior parte dos pacientes com DRC em didlise. (15) A
DRC se caracteriza por um estado de inflamacdo crénica que parece estar
relacionado com estrese oxidativo, disfuncédo endotelial e calcificacdo vascular. (16)
A inflamacdo na DRC conduz a reducdo da massa muscular, aumentado o
catabolismo da proteina muscular e o bloqueio da sinteses muscular. Além de alterar
a composicao de proteinas plasmaéticas, a estrutura e funcdo endotelial promovendo
o dano vascular.

Os pacientes com DRC em etapa terminal tem uma mortalidade superior que
€ dificil explicar com fatores de risco tradicional de ateroscleroses. Como
hipertensao, dislipidemias mais também outros fatores como inflamacéo, desnutricdo
e predisposicdo a infec¢do. Os pacientes em hemodialise crbnica tem maior risco de
morbidade e mortalidade em comparacdo com a populagcéo geral. Entre os diversos
fatores associados a ateroscleroses, tém-se prestado maior atencdo a inflamacéo e

suas consequéncias nesta populagao. (17-19)

1.1.2.1 Inflamacé&o no Paciente em Hemodiélises

A hemodialise como modalidade de substituicdo renal melhora a qualidade

de vida do paciente com DRC, ao mesmo tempo esta terapia representa um
desafio composto pelos sistemas de complemento, contato e coagulacao. (20) A

inflamacgéo nos pacientes em hemodialise pode provocar lesdes cardiovasculares. O

tratamento de dialise pode originar fatores de risco adicionais para a inflamacéo
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como um maior risco de infec¢cdes locais de fistula, membrana de didlises
bioincompativel, liquido de dialises, exposi¢do a endotoxinas, infe¢cdes cronicas e ma
nutricdo. (21,22)

As causas da inflamacéo sistémica na doenca renal terminal sdo multiplas
e incluem doencgas relacionadas e relacionadas ao tratamento. A uremia é um
estado de imunidade relacionado a disfuncdo que leva a susceptibilidade a
infeccbes e assim a inflamacdo. (23) Nos pacientes em tratamento de
hemodialise, 0 contato entre o sangue e 0os materiais utilizados para a circulacéo
extracorpérea provocam a ativacdo de plaquetas, leucécitos e os sistemas de
complemento (a coagulacao, liderando as reacdes tromboembdlicas), estresse
oxidativo e mudancas nos niveis de citocinas pro-inflamatéria e anti-inflamatéria.
(24,25) Notavelmente, a incidéncia de eventos cardiovasculares na doenca sao
muito altos nas primeiras semanas apos o inicio de hemodidlise, esta terapia tem
efeitos agudos sobre perfis de transcricdo de citocinas que potencialmente
promovem inflamacgéo. (26,27) Um estudo utilizou um antagonista do receptor de
IL-1B para reduzir a inflamacdo em pacientes em hemodialise e apesar de
observar uma reducdo nos niveis de proteina C reativa e IL-6, os efeitos desta
estratégia sobre o resultado dos pacientes ndo foi demonstrado. (28)

Em pacientes em hemodidlise cronica, a ma nutricdo representa um maior
risco de progressdo da doenca cardiovascular aterosclerdtica. Na etapa inicial das
doencas renais ndo diabéticas, o processo inflamatério € maior e tem como
resultado a ma nutricdo e consequente desenvolvimento de risco a doencas
cardiacas. Dados disponiveis sugerem que o paciente com DRC, inclusive em
situacdes estaveis tem aumentados alguns marcadores inflamatérios como a
proteina C reativa, e as citocinas IL-8, IL-2, IL-6, IL-1B y TNF-a e fibrinogénio sérico.
Estes marcadores poderiam predizer ao longo prazo o risco cardiovascular e
mortalidade no paciente com doenca renal em dialise. (18,29,30)

Finalmente sugere-se que a doenca renal terminal se associa com um alto
risco de doencga cardiovascular, e embora seja necessaria a substituicdo parcial da
fungéo excretora dos rins mediante este tratamento o risco é maior nos pacientes em
hemodialise. Este mesmo risco esta associado com a inflamacéo sistémica e
aspectos da ativacdo imune nestes pacientes. O desencadeamento da cascata da

coagulacao resultante da ativacdo durante a hemodiélise € um mecanismo que pode
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ser potencialmente importante na contribuicdo do alto risco de doenga
cardiovascular no paciente renal em estagio terminal. (20,31)

1.1.2.2 Marcadores da Inflamacéo

Embora a proteina C reativa (PCR) € um marcador importante para a
identificacdo e controle da inflamacédo na pratica clinica, existem outros marcadores
disponiveis para a avaliacdo e monitoramento do estado inflamatério. Os niveis
séricos de PCR de alta sensibilidade, fator de necrose tumoral (TNF-alfa), alboumina
e adiponectina também aumentam no paciente com insuficiéncia renal cronica.
(32,33)

O diagndstico bioguimico de inflamacdo se estabelece mediante
comprobacao de uma elevacdo dos mediadores inflamatorios (interleucinas: IL-6, IL-
1, TNF-alfa), ou determinadas proteinas da fase aguda. Os niveis elevados deste
tipo de proteinas de sinteses hepatica é o resultado de uma inducéo enzimatica que
na maioria dos casos € gerada pelos mediadores inflamatorios, principalmente pela
IL-6. (34)

Ainda ndo existe um consenso sobre que tipo de marcadores devem ser
analisados para valorar o grau de inflamacé&o crbnica entre os pacientes com DRC,
da mesma forma sobre que concentracdo destes marcadores mostraria a diferenca
entre pacientes inflamados e ndo inflamados. O marcador mais facil e mensuravel
para detectar a presenca de inflamacédo € a PCR que forma parte do sistema de
imunidade inata. Nao obstante, embora a perda da funcdo renal possa conduzir ao
estresse oxidativo e promover inflamacéo, a correlacédo entre PCR e IL-6 ndo é muito
significativa e a iniciacao de dialise ndo reduz a inflamacéo. (35,36)

A resposta inflamatéria na DRC pode ser decorrente de alguns mecanismos
referidos na literatura como o aumento do estresse oxidativo, diminuicdo dos
antioxidantes, diminuigdo do aclaramento de citocinas pro inflamatérias, alteracdo do

sistema imune, e aumento da presenca de comorbidades.
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1.1.3 Doencga Cardiovascular: Principal Comorbidade na Doenca Renal

Crbnica

Pode-se dizer que a morte cardiovascular € a principal causa de mortalidade
e morbidade em pacientes com DRC submetidos a dialise, ao mesmo tempo é
possivel que os fatores de risco tradicionais comuns nos pacientes, ndo sejam
suficientes para explicar a alta prevaléncia da doenca cardiovascular nesta afecao.
(37) Neste sentido, o0 aumento da incidéncia e prevaléncia da doenca cardiovascular
na DRC e o0 avanco da uremia ndo pode se explicar utilizando modelos tradicionais e
perfis de risco para o desenvolvimento da ateroscleroses na populagéo geral. (38) O
risco cardiovascular pode ser elevado em pacientes urémicos mediante um possivel
mecanismo relacionado com hemostasia disfuncional. O ambiente urémico provoca
defeitos na funcéo plaquetéria se manifestando como uma diminui¢cdo da aderéncia
ao subendotélio vascular. (39) Nao obstante, os niveis de fator de von Willebrand e
fibrinogénio circulantes estejam em condicBes normais em pacientes renais crénicos
submetidos a dialise, os niveis de fatores de coagulacdo sdo perturbados o que
pode desencadear uma diatese hemorragica. (40,41)

No entanto, tem-se uma evidéncia de que os pacientes com doenca renal
em estagio final experimentam uma alta incidéncia de eventos trombdticos, incluindo
trombose de acesso arteriovenoso em pacientes em hemodialise, (42) trombose
venosa profunda espontdnea e embolia pulmonar. (43) Neste sentido, uma
variedade de mecanismos potenciais podem aumentar 0 risco pro-trombatico,
incluindo hiperagregabilidade plaquetaria, e possivel presenca de microvesiculas
procoagulantes, bioparticulas que fazem parte de um grande grupo chamado
vesiculas extracelulares vesiculas extracelulares (EVs). (44)

Embora as comorbidades que apresentam o0s pacientes renais em
hemodialises tenham uma explicacéo bioldgica e clinica, ainda nédo esta totalmente
esclarecida e sabe-se pouco da causa especifica que desencadeia uma inflamacéo
cronica nesta populacdo. Na atualidade tem sido proposto que as Vesiculas
Extracelulares EVs pudessem desempenhar um papel na patogénese de diversas
doencas e condi¢des inflamatdrias transportando moléculas associadas a danos

causados por agentes patogénicos padrdes. (45)
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1.2 VESICULAS EXTRACELULARES (EVs)

O processo de comunicacao célula a célula é mediado pela transferéncia de
informacéo por meio de diversos mecanismos importantes na biologia de qualquer
doenca. Nos organismos multicelulares, acredita-se que essa comunicagao
intercelular tem implicita a secrecdo de fatores soluveis como citocinas, fatores de
crescimento e mediadores celulares (lipidios bioativos, nucleotideos, ions de 6xido
nitrico). Além disso, a transmisséo da informacao pode dar-se pela adeséo célula a
célula intercedida por um conjunto particularizado de moléculas de adeséo e,
finalmente, pelo intercambio de informacao utilizando nanottbulos (46,47).

O espaco extracelular de organismos multicelulares contém ions, proteinas,
polissacarideos e solucbes de metabdlitos, mas € possivel que esse entorno
também inclua um grande numero de vesiculas membranosas. Durante a Ultima
década, estudos tém mostrado a importancia das vesiculas extracelulares (EVSs),
termo sugerido pela Sociedade Internacional de Vesiculas Extracelulares ISEV (do
inglés, International Society for Extracellular Vesicles) em referéncia a todos os tipos
de vesiculas presentes no espaco extracelular. Estas vesiculas sdo particulas
derivadas da membrana de células, com tamanho varidvel de 30 a 5.000 nm,
incluindo exossomos, microvesiculas e corpos apoptéticos. Este conjunto de
vesiculas tém se tornado o foco de pesquisas cientificas buscando entender sua
participacdo na comunicacdo intercelular, transferindo proteinas, lipideos e acidos
nucleicos, tendo consequéncias nas funcdes fisioldégicas e patoldgicas das células
receptoras. (48-50)

Estudos iniciais sobre vesiculas extracelulares foram citados por Randolph
WE. (1946), no qual particulas derivadas de plaquetas pré-coagulantes sugeriram a
existéncia de uma proteina trombopléstica ndo diferente da isolada de células de
tecido, presente em sangue extravasado normal e que suas propriedades
contribuiam para a coagulacdo, o que possivelmente representava uma fracdo de
particulas sedimentadas a altas velocidades que, além do agente tromboplastico
continham produtos de degradacdo dos corpusculos sanguineos, gerando uma
razoavel hipotese: a atividade das células de tecido é limitada a uma fragdo de
particulas de proteina tromboplastica que provavelmente se deriva do citoplasma.

Naquele momento eles chamaram de “uma pergunta irrespondivel”. (51)
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Alguns anos mais tarde, estas mesmas particulas foram denominadas por
Wolf P. (1967), “p6 de plaquetas”, baseando-se nas técnicas de centrifugacéo a
altas velocidades e microscopia eletrénica, as quais sugeriram a existéncia de
particulas ricas em lipidios produzidas em decorréncia do armazenamento de
plaguetas, mesmo na auséncia de coagulacdo, supondo que a liberagcdo desse
material estava baseada no processo de ativagao de plaquetas que sabia-se ocorrer
durante o armazenamento das mesmas. (52) Anderson HC. (1969), relata em um
estudo as “vesiculas de matriz”, identificadas dentro da matriz cartilaginosa da placa
epifisaria superior da tibia em camundongos normais, onde ndo pareciam estar em
contato com as células da cartilagem e continham materiais de densidade variavel,
sugerindo que essas vesiculas eram derivadas das células podendo desempenhar
um papel no inicio da calcificacdo na epifise. (53) Posteriormente foram identificadas
particulas liberadas do liquido prostatico humano e do plasma seminal, as quais
designaram como “prostassomos”, encontrados em vesiculas de armazenamento
dentro das células prostaticas e secretoras. Brody | et al. (1983), |. propuseram um
mecanismo gue envolve exocitose com ligacao de vesiculas de armazenamento e a
posterior fusdo com a membrana plasmética, tendo como resultado a liberacdo de
prostassomos diretamente no lumen, e outro mecanismo, que implica o
deslocamento de vesiculas de armazenamento do interior da célula até o limen
acinar. (54)

Nos anos 80' estudos apresentaram a primeira descricdo do papel dos
corpos multivesiculares (MVB) durante a formacdo dos chamados exossomos, 0
menor tipo de vesicula extracelular circulante descrito até aquele momento. (55,56)
Orr L et al. (1987), sugeriram no seu estudo que durante a maturacdo de
reticulocitos in vitro de ovelha ocorre a liberagdo de material que pode ser
sedimentado por ultracentrifugacdo a partir do meio de incubacdo sem células,
designados como componentes de membrana especificos como parte de um
processo metabdlico normal onde os reticulocitos liberam tipos de fungbes
associadas com a membrana. (57)

Anos mais tarde, a descoberta da carga de material genético restaura o
interesse nessas populacdes de vesiculas circulantes, (58) o que resulta em uma
grande notoriedade no meio académico, ampliando as publicacbes neste amplo
contexto referente as EVs, agora definidas como uma populacdo de diversas

vesiculas circulantes, caracterizadas pela presenca de uma bicamada fosfolipidica,
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que contém internamente DNA, RNAmM, miRNA, enzimas, fatores de crescimento e
lipidios. EVs tém sido isoladas de plasma, soro, urina, lagrimas, suor, leite, liquido
seminal, liquido cefalorraquidiano, como também em plantas e microrganismos e,
recentemente, identificadas na agua do mar. (59-62) Suple-se que estas EVs
possam transferir a informacao que carregam ndo s6 a células distantes do corpo,

mas também a outros organismos da mesma espécie e de diferentes espécies. (63)

1.2.1 Classificacéo das Vesiculas Extracelulares

Achados cientificos demonstram que as células podem liberar proteinas e
moléculas entre os organulos intracelulares através de vesiculas de membrana que
contém receptores definidos. (55) Na dUdltima década, diversos estudos tém
apresentado um grupo heterogéneo de vesiculas que também sao liberadas da
superficie celular e usadas como sinais intercelulares para gerar um intercambio de
informacdo, inclusive a longa distancia. (64) Estas vesiculas membranosas,
formadas por diferentes tipos celulares tém sido classificadas ou definidas pelo seu
tamanho, conteddo lipidico e mecanismo de producdo dentro das células,
representados na figura 1, o que quer dizer que a diferenca central esta
fundamentada na biogénese de cada uma delas, embora sua definicdo seja ainda
uma questao de disputa. (65)

Tais vesiculas podem ser diferenciadas em trés principais subtipos:
exossomos (30-150 nm), microvesiculas (100-1000 nm) e corpos apoptoticos (1-5
Mm). (63,66—68) Os exossomos sdo as vesiculas de menor tamanho, liberadas pela
fusdo de corpos multivesiculares com a membrana plasméatica, que contém
vesiculas intraluminais; as microvesiculas sdo estruturas vesiculares secretadas
através da formacédo ou brotamento da membrana plasmatica; e as EVs maiores sdo
0S corpos apoptoticos, 0os quais tém sua biogénese iniciada com a formacao ou
brotamento da membrana plasmatica durante as Ultimas etapas da apoptose de uma
célula. (69,70)
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Figura 1. Classificagdo e nomenclatura para as vesiculas extracelulares, Fonte: adaptado de (65).

MVB: Corpos Multivesiculares

1.2.1.1 Microvesiculas e Exossomos

Embora microvesiculas e exossomos tenham uma similaridade na sua
estrutura, existem diferencas relevantes no tamanho, contetdo, origem celular e
composicao lipidica. (71)

Diferentes tipos celulares como mastocitos, células dendriticas, linfocitos
B, plaquetas, neurbnios, adipdcitos, células endoteliais e epiteliais liberam
constantemente fatores solUveis e vesiculas derivadas de membrana no espaco
extracelular. (72) Atualmente denominado exossomo, foram inicialmente descritos
como vesiculas liberadas pelos reticulécitos, com a suposta fungdo de eliminar
proteinas essenciais, como o receptor de transferrina, durante o processo de
maturacdo dos eritrécitos. (73) Durante os Ultimos anos as mesmas vesiculas tém
ganhado importancia ndo s6 como mediadores da comunicacao celular, participando
em processos fisiolégicos normais, tais como a resposta imune, lactancia e funcéo
neuronal, mas também descobertas relacionadas com o desenvolvimento e
progressado de doencas hepaticas, doencas neurodegenerativas e cancer. (74-76)

Tém sido identificados na maior parte dos fluidos corporais, tais como: urina, liquido
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amnidtico, soro, saliva, leite materno e secre¢bes nasais, (77) o que justifica o
crescimento exponencial de pesquisas centralizadas na importancia dos exossomos
como biomarcadores potenciais ndo invasivos em uma variedade de doencas,
podendo ser encontrados em uma diversidade de fluidos, os quais podem ser
coletados com minimo desconforto para o paciente.

Estudos feitos nos dltimos anos demonstraram a relevancia das
microvesiculas na alteracdo do ambiente extracelular, na sinalizacdo intercelular e
na facilitacdo da invasado celular através da protedlise da matriz independente de
células. (78,79) Neste sentido este tipo de Evs é capaz, através do seu potencial de
transferir moléculas bioativas (proteinas, DNA, mRNA e miRNA). Em paralelo, estes
avancos sugerem que as microvesiculas podem desempenhar um papel muito
importante nas futuras estratégias diagnosticas e terapéuticas e, portanto, tornam-se

um foco importante da pesquisa na area biomédica. (80—-82).

1.2.1.2 Biogénese

1.2.1.2.1 EX0ssomos

Embora o processo de formagdo de exossomos ainda nao esteja bem
definido, modelos atuais sugerem que sao formados dentro da via endocitica e
liberados pela membrana plasmatica através de corpos multivesiculares (MVB). (83)
Esses MVB sao formados durante a maturacdo dos endossomos tardios com a
acumulacao de vesiculas intraluminais (ILV). (84) Apds a maturacao, decorre a fusdo
dos MVBs com o lisossomo e seu conteludo sofre degradacdo lisossomal, e,
enquanto a fusdo com a membrana plasméatica ocorre, o contetdo é liberado ao
espaco extracelular levantando a hipétese de que o processo de classificacdo e
destino para cada vesicula envolve uma variedade de mecanismos que incluem
ubiquitinacdo e a maquinaria do complexo de liberagdo endosomal ESCRT (do
inglés, endosomal sorting complex required for transport) formada por cinco
complexos (ESCRT-0, -I, -Il, -lll e Vsp4) importantes no transporte das mesmas.
(85)

Katzmann DJ et al. (2001), demostraram que a ubiquitinacdo serve como um
sinal na classificacdo da via MVB, comprovando que os complexos ESCRT -0, -I, Il

reconhecem proteinas ubiquitinadas na membrana endossomal (86) enquanto o
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complexo ESCRT-Ill poderia ser responsavel na formacdo de membranas e
separacéo das vesiculas. (87)

Achados cientificos sugerem vias adicionais para a formacdo de MVB,
como a classificacdo e secrecdo de exossomos, relatando um mecanismo
independente do ESCRT, envolvendo o esfingolipidio ceramida, que é produzido
durante o estresse celular e apoptose pela sintese ou pela esfingomielinase
(enzima que hidrolisa a esfingomielina em ceramida), contribuindo na sinalizacéo
celular e desempenhando um papel na formacao de vesiculas, agrupamento de
receptores, fusdo de membrana e transporte vesicular. (88)

Investigagdes indicam que os exossomos produzidos na via esfingomielina
estdo enriquecidos em tetraspaninas, proteinas transmembrana que podem ter
uma funcdo na via da classificacdo endossomal. (89) O controle da secrecéao
exossomal estd coordenado através do transporte e fusdo dos MVB com a
membrana plasmatica pelo microtubulo, citoesqueleto de actina e Rab-GTPases,
gue sdo proteinas expressas atuantes na regulacdo durante os eventos de
transporte das vesiculas. (90) Finalmente, os processos referidos podem sugerir
gue os mecanismos dependentes de ESCRT levam as ILV formadas pelos MVB
para a degradacédo lisossomal, enquanto os mecanismos relacionados com a via

esfingomielina levam as ILV para a secrecao.
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Figura 2. Biogénese dos exossomos, Fonte: adaptado (91). Apds a endocitose nos primeiros

i Exosomes
)

endossomos (EE), a carga se enovela nas ILV dentro dos MVB com brotamento interno da
membrana. Tem-se descrito quatro mecanismos diferentes para facilitar este processo: mono-
ubiquitinacdo e maquinaria ESCRT; em associa¢cdo com balsas lipidicas; oligomerizacdo ordenada; e
segregacdo em microdominios por ceramida. Os MVB podem fundir-se com os lisossomos, 0 que
ocasiona a degradacdo da carga ou alternativamente, os MVB podem fundir-se com a membrana
plasmética, o que resulta na liberagédo de ILV como exossomos: processo que esta regulado por Rab
GTPases.

1.2.1.2.2 Microvesiculas

O mecanismo de biogénese das microvesiculas difere dos exossomos. Este
tipo de EVs surge através do brotamento direto e fusdo da membrana plasmaética,
como demonstrado na figura 3. E importante ressaltar que este mecanismo é a
principal diferenca entre as particulas relatadas. Neste sentido, sua formacao
resulta da interacdo dinamica entre a contracdo da proteina do citoesqueleto e a
redistribuicdo dos fosfolipidios. Essa distribuicdo de proteinas e fosfolipidios nédo é
uniforme e forma microdominios. A distribuicdo assimétrica é regulada pelas
traslocasas de aminofosfolipideos: proteinas que podem transferir fosfolipidios de
um ponto da membrana plasméatica para outro. O processo de gemacao ¢ finalizado
mediante a contracdo das estruturas do citoesqueleto através das interacdes actina-
miosina. Os componentes da membrana plasmatica sdo complementados por uma
redistribuicdo vertical de componentes de carga de microvesiculas que sao
seletivamente enriquecidos dentro das microvesiculas. (45,78,92-94)

Achados demonstram que em um modelo de melanoma, a superexpressao

de um membro da familia RHO, proteina de unido da GTP ADP-fator de ribosilacéo



30

6 (ARF6), apresenta como resultado aumento da secrecdo de microvesiculas. A
forma ativada de ARF6 inicia uma cascata de sinalizacdo, comecando com a
ativacdo da fosfolipase D e finalizando na fosforilagdo e ativacdo da cadeia de
miosina, que culmina na liberacdo de microvesiculas. Curiosamente, esta cascata de
sinalizacdo n&o altera significativamente a secre¢éo de EVs associadas ao tamanho
dos chamados exossomos. Estas observagdes e processos sugerem apoio adicional
para a hipétese de que os exossomos e microvesiculas diferem na sua biogénese,
como foi citado anteriormente, e representam um mecanismos unico de formacao de
EVs diferentes ao tipo exossomal, que revela a liberacdo regulada de
microvesiculas, as quais contém cargas moleculares especificamente enriquecidas
(78).
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Figura 3. Biogénese das microvesiculas, Fonte: adaptado (95). As microvesiculas surgem a través da
gemacdao e fusdo externa da membrana plasmética, como resultado da intera¢@o dindmica entre a
redistribuicdo dos fosfolipidios e a contracdo da proteina do citoesqueleto. A formacédo de
vesiculas/gemacédo da membrana é induzida pela translocacdo da fosfatidilserina até a superficie da
membrana externa mediante a atividade das translocasas de aminofosfolipidios. Para permitir o
desenvolvimento de microvesiculas, o fator ADP-ribose 6 (ARF) inicia uma cascata de sinalizacéo
que comeca com a ativacdo da fosfolipada D (PLD) que recluta a quinase regulada por sinal
extracelular (ERK) na membrana plasmatica. ERK fosforila e ativa a quinase de cadeia leve de
miosina (MLCK). A fosforilagdo e ativacdo da cadeia leve de miosina por MLCK desencadeia a

liberacdo de microvesiculas.
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1.3 PAPEL DAS VESICULAS EXTRACELULARES NA INFLAMACAO

Sabe-se que a inflamacéo é o resultado das interacdes entre as células no
sangue, por tanto acreditasse que as EVs poderiam ter um papel fundamental
desempenhando diferentes funcdes durante as etapas do processo ao transportar
fatores anti-inflamatoérios ou pro-inflamatérios, (96) a través da transferéncia
horizontal de citocinas e receptores de quimosinas a células receptoras, e induzindo-
as a liberar posteriormente citocinas. (97)

Estudos recentes centram no papel funcional das microvesiculas na
resposta inflamatoria durante a formacao de trombos e ateromas, como promotores
da intercomunicacdo celular nesses ambientes patologicos, induzidos pela
imunidade. (98) As microvesiculas de sangue periférico, células endoteliais e
macréfagos desempenham um papel fisiolégico no inicio, progressdo e
desenvolvimento da inflamacdo, observando que estes EVs encontram-se
associados com transtornos metabolicos, detectados incluso antes do diagnostico
clinico de doenca cardiovascular. (99)

As EVs também poderiam desencadear a inflamagédo ativando a cascata do
complemento. A unidade de reconhecimento da via classica do complemento, C1q,
se liga a microvesiculas liberadas de células jurkat apoptoticas. Clq unido a
microvesiculas pode ativar a via classica do complemento, demonstrado pela ligacéao
do C3 e C4 na superficie das mesmas, confirmado pela deteccéo de uma populagéo
de microvesiculas C1g-positivas em plasma humano. (100)

Entre as interagcbes com as células, as microvesiculas derivadas de
plaguetas podem melhorar a unido de neutrdéfilos a outros neutréfilos. Experimentos
demostram que incluso quando a L-selectina esta bloqueada, as microvesiculas
derivadas de plaguetas permitem que o0s neutréfilos tenham umas agregacédo e
adeséo as ceélulas pre-unidas. O mecanismo molecular que explica este fendémeno
ocorre mediante a interacdo entre P-selectina em microvesiculas derivadas de
plaguetas e P-selectina-glicoproteina em neutrofilos, assim este tipo de EVs podem
promover o contato célula-célula induzindo moléculas de adesédo. (101) Alguns dos
mecanismos para estimular inflamacdo que podem utilizar as microvesiculas € a
administracdo de &cido araquiddnico a outras células, uma vez que este acido a
partir de microvesiculas derivadas de plaguetas pode aumentar a adesdo dos

monocitos as ceélulas endoteliais. (102) Aléem das microvesiculas derivadas de
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plaguetas, as liberadas de outro tipo celular podem também ter propriedades pro
inflamatorias. Por exemplo, derivadas de células polimorfonucleares estimulas por
fMLP (N-Formylmethionine-leucyl-phenylalanine) podem induzir a expresséao de IL-6
e proteina quimiotactica de mondcitos (MCP-1) em células endoteliais. (103)
MacKenzie A et al. (2001), demostraram que a ativacdo dos receptores
P2X7 por ATP extracelular também estimula a liberacdo de microvesiculas das
células monociticas THP-1. Curiosamente a IL-1B liberada apds ativacdo dos
receptores P2X7 nestas condi¢cdes se encontra dentro da fracdo microvesicular, ja
que os niveis de IL-1B foram significativamente maiores nas microvesiculas do que
no sobrenadante livre das mesmas. Estes resultados sugerem que apds ativacédo
dos receptores P2X7, a IL-1B ativa pode se acumular em microvesiculas para sua

posterior liberacdo. (104)

Por outro lado, as microvesiculas também podem ter uma resposta anti-
inflamatoria. Um estudo com células tubulares proximais cultivadas com adicdo de
fenoldopam (agonista do receptor da dopamina), liberaram exossomos obtendo uma
reducdo na producdo das espécies ativas de oxigénio no tubulo distal e células do
conduto coletor, o que indica uma a transferéncia de uma resposta anti-inflamatoria.
(105) Além disso, no vaso a citoprotecdo endotelial foi evidenciada pelos efeitos
benéficos causados por parte das microvesiculas, sugerindo que atuam como
agentes citoprotectores e antiinflamatorios a traves da administracao de proteina C
ativada ou anexina 1. (98) Ao mesmo tempo, a regulacdo da resposta inflamatoria
através de microvesiculas pode estar dirigida por mecanismos independentes de
citosinas, incluida a inducéo apoptotica de células imunitarias mediante a sinalizacéao
de FAS-ligante associado a vesiculas. A inflamacdo estimula a coagulacdo e a
interacdo destes dois sistemas mediante as microvesiculas. Neste sentido, as
microvesiculas derivadas de células sanguineas na coagulacdo, imunidade e
inflamacédo estdo interconectadas e interdependentes, sendo de particular
importadncia uma vez que a coordenacgdo destas funcgdes fisioldégicas reguladas por
microvesiculas tem um papel importante no desenvolvimento de doenga
cardiovascular. (106—109)


https://en.wikipedia.org/wiki/N-Formylmethionine-leucyl-phenylalanine
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1.4 VESICULAS EXTRACELULARES NA DOENCA RENAL

O papel das EVs em processos fisiologicos em estado de repouso podem
tornar-se patolégicos quando sao liberadas em excesso, como no estado
inflamat6rio e malignidade, ou em processos de doenca, especificamente em
doencas renais. (71) As EVs podem ser biomarcadores da doenca renal, além de
mediadores de inflamacé&o, supressdo imune, trombose, adeséo, ou crescimento e
regeneracao. Dentro do rim, as EVs podem ser originadas de células sanguineas,
células endoteliais, poddcitos ou células epiteliais tubulares, e detectados dentro da
circulagéo, urina ou tecido. (110)

A disfuncdo endotelial € considerada uma doenca inflamatoéria sistémica
como resultado de um processo associado a expressdao da molécula de adesao
aumentada, perda de fatores antitrombadticos, aumento do vasoconstritor e ativagao
plaguetéaria liberando dois tipos de EVs: microvesiculas e exossomos. (102,111) A
disfuncéo endotelial e a calcificacdo vascular sdo fatores de risco para morbidade e
mortalidade cardiovascular em pacientes com doenca renal. In vitro, as vesiculas
parecem ser importante na mediagdo da calcificagéo. (112)

A presenca de EVs urinarios foi descrita pela primeira vez a principios da
década de 1990, e foram caraterizadas completamente no ano 2004. Recentemente
tem-se demostrado que ao EVs de origem urinario sédo liberadas ativamente por
guase todas as células renais ao longo do nefro e o trato urogenital, assim como
pela infiltrac@o de células inflamatdrias. (113-115)

Na insuficiéncia renal a lesdo microvascular induzida pela sepses promove a
liberacdo de EVs na circulacdo sistémica, demonstrando que estes EVs tem uma
associacdo direta com a patogéneses da sepses, tanto na coagulacdo como nos
sinais inflamatérias, modulando o numero de EVs a traves da sinalizacdo da
calpaina. (116,117) Além disso, se evidencia que os EVs contribuem na insuficiéncia
renal associada ao sindrome urémico hemolitico induzido pela infeccdo de
Escherichia coli enterohemorragica, se demonstro que a toxina bacteriana toxina
Shiga circula unida a EVs derivados de células sanguineas que chegam ao rim e
sao transferidas a células endoteliais capilares glomerulares e peritubulares, logo
ap0s passam através da membrana basal e entram em poddcitos, seguido pela
endocitocis onde as EVs inibem, a sinteses de proteinas e conduzem a morte das

células endoteliais glomerulares. (118)
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As EVs secretadas a partir de células progenitoras da artéria renal,
derivadas de nefrectomia radical humana demostraram potenciar a migracdo de
células endoteliais quando cocultivadas com células endoteliais lesionadas,
descobrindo uma possivel utilizacdo de EVs derivadas de células progenitoras
proangiogénicas do paciente no transplante de células autélogas terapéuticas para a
lesdo endotelial microvascular. (119)

F. Martino et al. (2012), mostraram que em pacientes com dano renal agudo,
os microRNAs circulantes ndo séao eliminados na didlise. A deteccdo de miR-21 e
210 no dialisado e ultrafiltrado pressupdem que os miRNAs na circulagdo sao
transportadores por estruturas maiores, como proteinas e microvesiculas. Deste
modo como os miIRNAs ndo se vem afetados pela didlise poderias ser

biomarcadores da lesdo renal aguda. (120)

1.5 VESICULAS EXTRACELULARES E DOENCA CARDIOVASCULAR COMO
PRINCIPAL RISCO NO PACIENTE RENAL CRONICO

Sabe-se da comunicacdo entre as células imunes circulantes e células
endoteliais vasculares, que € um evento chave no desenvolvimento da placa
aterosclerotica que se facilita gracas as microvesiculas circulantes. (121,122)

Embora em individuos saudaveis, as microvesiculas se derivam
principalmente das plaquetas, em condicbes patologicas e inflamatorias estas
podem se derivar de outro tipo de células, como as endoteliais e os eritrécitos. Tem-
se encontrado niveis aumentados de microvesiculas no sangue em diversas
doencas, assim como em pacientes com insuficiéncia renal crénica. (110,123,124)
Este tipo de pacientes tem um alto risco de eventos cardiovasculares e mostram
disfuncdo endotelial, a qual é considerada um elemento chave na patogéneses da
ateroscleroses. (125) Por exemplo, um estudo identificou microvesiculas endoteliais
circulantes como possivel fator de risco na ocorréncia de eventos cardiovasculares
em pacientes com doenca renal cronica, o que proporciona evidencia para 0 uso de
microvesiculas como marcador substituto da disfuncdo endotelial em doencas
cardiovasculares. (126)

Tem-se observado niveis aumentados de microvesiculas principalmente de
origem endotelial na patologia cardiovascular. Neste sentido, a disfuncéo endotelial

€ um evento inicial no desenvolvimento da ateroscleroses e relaciona-se com
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prognostico cardiovascular desfavoravel. (80,127) As células endoteliais lesionadas
podem liberar microvesiculas que se consideram marcadores de disfuncéo
endotelial. (128)

As microvesiculas formam parte da hemostasia e tem um potencial
procoagulante na doenca. Contribuem a inflamagéo mediante a influéncia sobre
interag@es célula-célula e a liberacdo de citosinas, além de mediar o tdnus vascular.
Achados demostram que microvesiculas derivadas de plaquetas e macréfagos se
reinem no nucleo lipidico de placas ateroscleréticas com o objetivo de desencadear
sinais pro inflamatérias, angiogénicas e tromboticas. Esses resultados aumentam a
possibilidade que o objetivo das microvesiculas seja uma estratégia terapéutica na
ateroscleroses. (129,130)

O potencial procoagulante das microvesiculas se centra nas vesiculas
liberadas pelas plaquetas, ao mesmo tempo microvesiculas liberadas por células
mononucleares sanguineas também promovem a coagulacdo. A resposta pro
coagulante pode ser gerada pelas microvesiculas a traves de duas propriedades:
fator tecidual, uma proteina transmembrana que atua como cofator do fator Vlla
(proconvertina), e exposi¢do de fosfolipidios anidnicos na membrana externa das
EVs. A exposicdo superficial do fator tecidual, desempenha um papel biolégico de
iniciacao primaria na cascata da coagulacéo. (80,131,132)

As EVs como antes mencionado neste texto, podem estar implicadas em
diversas doencas. Especificamente no caso da DRC elas podem participar na sua
fisiopatologia e no quadro clinico que caracterizam aos pacientes com insuficiéncia
renal cronica, através de diversos efeitos, dependendo da sua célula de origem e
contexto. De fato, podem estar relacionadas com a progressdo da DRC,
promovendo angiogénese alterada, inflamacédo e processos pré trombdéticos. O papel
prejudicial das microvesiculas é a consequéncia do entorno no qual sdo produzidas,
assim como da célula alvo com a qual interagem.

No momento da confec¢do deste documento ndo ha publicacbes nos bancos
de dados consultados que tratam da investigagéo do impacto das EVs na inflamagé&o
do paciente com doenca renal crénica em hemodialises, por tanto, & importante
gerar dados que possam elucidar o papel biolégico e fisiopatoldégico e os
mecanismos das EVs neste tipo de doenca. Da mesma forma, a hemodialises
representa um processo de vital importancia na vida destes pacientes, porém além

de melhorar signos e sintomas, pode gerar diversos estados patologicos decorrentes
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do procedimento. Pouco se sabe do efeito da hemodialise em relagéo a vesiculas
extracelulares, neste sentido, este estudo pretende investigar o impacto da
hemodialise na populacdo e carga de microvesiculas extracelulares no soro de

pacientes com doenca renal crénica.
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2. OBJETIVOS

2.10BJETIVO GERAL

Investigar se a hemodialise em pacientes com doenca renal cronica altera a

populacdo e a funcdo de vesiculas extracelulares (exossomos e microvesiculas).

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO

e Purificar e caracterizar vesiculas extracelulares a partir do soro de um conjunto

de pacientes antes e apds uma sessao de hemodialise.

e Caracterizar as vesiculas extracelulares quanto ao numero, tamanho e

proteinas especificas de membrana.

e Testar em células mononucleares de sangue periférico a atividade pr6é ou anti-

inflamatoria das vesiculas purificadas antes e apos a hemodialise.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 PACIENTES

Sete (7) pacientes em hemodialise foram estudados. Os individuos
escolhidos fazem parte do grupo de pacientes ativos em programa de hemodialise
ambulatorial da clinica particular (Soclimed - Brasilia, DF). Os pacientes estudados
tinham no momento da coleta idade entre 45 e 57 anos. Foram critérios de excluséo:
tempo de didlise menor a 1 ano, acesso via cateter venoso infectado, presenca ou
suspeita de infeccdo, incapacidade para assinar o termo de consentimento livre e
esclarecido (TLCE), decisdo de ndo participar do estudo pelo paciente ou seu
representante legal, diagnostico de neoplasia ou impossibilidade de obter dados
completos. Todos os pacientes tinham fistulas arteriovenosas nativas (FAV), o
tempo de dialise para todos foi de aproximadamente 4 h. Foram coletadas amostras
de sangue antes e apés o procedimento da hemodidlise. As coletas fazem parte da
rotina laboratorial dessa unidade de Nefrologia, ndo configurando risco adicional
para aqueles que se voluntariaram para nossa pesquisa. A escolha dos pacientes foi
realizada a partir de classificacdo interna da clinica e separados em dois grupos: um
grupo designado niamero 1 (um), composto por individuos que realizam hemodidlise
segunda, quarta e sexta e o grupo numero 2 (dois), que realiza hemodialise terca,
quinta e sadbado. As amostras foram coletadas o primeiro dia da semana de
tratamento de hemodialise de cada paciente, representando um maior intervalo de

tempo entre uma dialise e outra.

3.2 COLETA DE SANGUE

Em todos os individuos foram coletados 10 mL de sangue venosa em tubos
sem anticoagulante, antes e ap0s o procedimento de hemodialise. As amostras
coletadas antes do inicio da dialise, foram antes da administragdo de qualquer
anticoagulante. Posteriormente foi separada a fracdo de soro de cada amostra
mediante centrifugacao diferencial (3.500 RPM). Foram feitas duas etapas adicionais
de centrifugacéo diferencial: 1.200 x g por 30 min e 10.000 x g por 45 min, com 0
objetivo de garantir a remocédo de células e restos celulares. Posteriormente o

sobrenadante foi armazenado a temperatura de — 80 °C.
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3.3 PROTEINA C REATIVA (PCR LATEX)

Para realizar esta técnica destinada a determinacao de proteina C reativa no
soro humano, utilizou-se uma aliquota de soro de cada paciente. Posteriormente 50
ul de amostra de cada paciente antes e depois o procedimento de hemodialise, de
controle positivo (soro humano com concentragcdo de PCR > 20 mg/L) e negativo
(soro de animal) foram pipetados em circulos distintos de uma lamina de reacao
adicionando uma gota (50 ul) do reagente RLAX (particulas de latex recobertas com
IgG de cabra anti-proteina C-Reativa humana) em cada um dos circulos. Finalmente
foram misturadas as gotas efetuando um movimento rotatério durante dois minutos.
Apés do tempo especificado foi lido o resultado por presenca de aglutinacdo em
fundo escuro. Foram feitas diluicbes seriadas para obter um resultado
semiquantitativo, e reportado o maior titulo ou diluicdo (aglutinacédo). Para saber a
concentracdo aproximada, foi multiplicado o fator de diluicdo da maior diluicdo com

resultado positivo pela sensibilidade do teste (6 mg/L).

3.4 PURIFICACAO DE VESICULAS EXTRACELULARES

3.4.1 Precipitacdao por polimeros (ExoQuick-TC Exossome Precipitation
Solution® (System Biosciences))

O sistema comercial ExoQuick-TC Exossome Precipitation Solution®
(System Biosciences) foi utilizado para a purificacdo de vesiculas extracelulares,
seguindo as recomendacdes do fabricante. Aliquotas de 1.550 ul de soro foram
descongeladas e transferidas para um tubo estéril e sobre este volume adicionou-se
390.6 ul de ExoQuick-TC Exossome Precipitation Solution®. A mistura foi
homogeneizada invertendo o tubo 10 vezes e em seguida incubada overnight a 4 °C.
Apés a incubacgdo a mistura Exoquick/soro foi centrifugada por 1.500 x g durante 30
min a 4 °C. Apoés essa centrifugacdo as EVs ficaram num pellet seco no fundo do
tubo. O sobrenadante foi removido por aspiragcdo com pipeta e foi feita uma nova
centrifugacéo de 1.500 x g por 5 min para garantir a completa remocao do reagente,
tendo cuidado para ndo remover as EVs presentes no pellet. Para finalizar, cada

pellet foi ressuspendido em 500 pL de tampao PBS 1X (do inglés, Phosphate
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Buffered Saline) (fosfato de sédio 10 mM e NaCl 150 mM (pH 7,4) e filtrado em filtros
de 0,22 pum. Destes 500 pL, 150 pyL foram utilizados para as metodologias de
caracterizacdo de exossomos e 350 pL foram utilizados para o ensaio em culturas
de CMSP.

3.4.2 Ultrafiltracao

5 mL de soro de individuo saudavel foram adicionados a tubo Amicon Ultra-15
Centrifigual Filter Units® (Merck Millipore, Darmstadt, Alemanha), e procedeu-se
a centrifugacdo a 4.000 x g por 10 min até obter um volumem de 1 mL,

posteriormente amostra foi armazenada a - 80 °C.

3.5 CONCENTRACAO E DISTRIBUICAO DE TAMANHO DE VESICULAS
EXTRACELULARES PELO METODO TUNABLE RESISTIVE PULSE
SENSING

A determinacdo da concentracdo de particulas por mL no soro e a
determinacdo do diametro das particulas foi feita utilizando a tecnologia resisténcia
de pulso (do inglés, Tunable Resistive Pulse Sensing, IZON, Christchurch, New
Zealand)). O fundamento da técnica se baseia no monitoramento do fluxo de
corrente elétrica que passa por um poro de abertura ajustavel. Particulas Gnicas sao
medidas em tempo real e em alta performance. Amostras de EVs foram diluidas em
tampao PBS 1X e 40 pL de EVs foram lidas utilizando os seguintes parametros: poro
NP200; abertura do poro 48mm; corrente utilizada de 0,50 V e pressdo 20 cm.H20.
A corrente média entre todas as amostras variou entre 100 nA e 130 nA. A anadlise
do didametro médio, moda e concentracdo de particulas foram feitas utilizando o
programa lzon Control Suite versdo 3.3.2. A calibragdo foi feita utilizando o
calibrador sugerido pelo fabricante, sendo este, particulas de poliestireno CPC200,
de diametros e concentra¢cbes conhecidas. O calibrador foi diluido em PBS 1X e

medido de forma idéntica as amostras.



41

3.6 WESTERN BLOT

A identificacdo de proteinas marcadoras de EVs (exossomos) foi feita
comecando pela extracdo de proteinas de vesiculas extracelulares (EVs). Aliquotas
de 100 pL de EVs foram diluidas em 100 uL de tampdao de lises (0,125M Tris-HCL
(pH 6.8), 10 % glicerol, 2.3 % dodecil sulfato de s6dio SDS (do inglés sodium
dodecyl sulfate) e um volume de 0.2 pL de coquetel inibidor de proteases foi
adicionado, para evitar a degradacdo de proteinas. Posteriormente foram sonicadas
por 15 min e centrifugadas por 5 min a 13.000 x g temperatura ambiente. O
sobrenadante foi recolhido e armazenado a -20 °C.

O conteudo de proteinas totais de EVs foi quantificado pelo método de
Bradford e analisado em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 12 %. Foram aplicadas
proteinas extraidas de EVS de: controles positivos (EVs soro individuo saudavel
(purificacdo por ultrafiltracéo), lizado de CMSP) e paciente antes e depois da
hemodialise.

As proteinas foram separadas por tamanho em eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) 12% em cuba de eletroforese (Bio-Rad Mini Protean II).
Em cada gel foi aplicado uma concentragéo de 30 yg de proteina extraida de cada
amostra. A eletroforese foi realizada com voltagem de 90 V e amperagem de 150
mA por 2 h. Um gel foi corado com Coomassie blue e as proteinas dos outros geéis
foram transferidas para membranas de polyvinylidene fluoride PVDF (do inglés,
Polyvinylidene Difluoride). A transferéncia foi feita semi-seca utilizando o transferidor
Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell, Bio-rad em tampado de transferéncia
contendo 48 mM Tris, 39 mM glicina, 20% (v/v) metanol e 1,3 mM SDS. A
transferéncia foi feita por 30 min a uma voltagem de 15 V. Apés a transferéncia os
géis foram corados com Comassie blue para se analisar a eficiéncia da
transferéncia. As membranas foram bloqueadas por 3 h em leite desnatado 5 %
diluido em tampéao tris-buffer salino TBST 1X (do inglés, Tris-buffered saline, 0.1 %
Tween 20) (50mM Tris.HCI pH 7.4; 150 mM NacCl; 0.1% Tween 20). Ap6s o bloqueio,
as membranas foram incubadas overnight com anticorpos primarios policlonais de
coelho anti-CD63, anti-CD9, anti-calnexina, anti-CD81 (Santa Cruz Biotechnology),
todos diluidos para o titulo de 1:500 em tampdo TBST 1X com 2% de leite
desnatado. Apos trés lavagens de 5 min com TBST 1X, o anticorpo secundario anti-

IgG de coelho (1:2000; Sigma) conjugados com fosfatase alcalina foi aplicado as
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membranas e estas incubadas por 1 h em leite desnatado 5% diluido em tampé&o
TBST 1X. Apoés 3 lavagens de 5 min com TBST 1X as membranas foram reveladas
utilizando revelador NBT/BCIP (AP color development buffer, Bio-Rad) até o
surgimento da cor. A revelacao foi interrompida utilizando agua deionizada por 10

min.
3.7 MICROSCOPIA ELETRONICA

Telas de microscopia eletrénica (Grids de nickel) foram cobertas por uma
fina pelicula de Formvar. A amostra foi fixada com Karnovisky (Glutaraldeido 2 %,
Paraformaldeido 2%, 5 M CaCl, e sacarose 3 % em tampéao Cacodilato de Sddio 0,1
M) overnight. Cinco microlitros da amostra fixada foram depositados sobre o filme,
seguido de contrastacdo utilizando acido fosfotingstico (PTA). As imagens foram
adquiridas utilizado 80 KVs em microscopio eletrénico de transmissdo modelo JEOL

1011, do laboratério de microscopia eletrénica da Universidade de Brasilia (UnB).

3.8 ISOLAMENTO DE CELULAS MONONUCLEARES DE SANGUE PERIFERICO E
ENSAIO DE ATIVACAO CELULAR

3.8.1 Isolamento de Células Mononucleares de Sangue Periférico (CMSP)

As CMSP foram isoladas usando um gradiente de densidade (Ficoll-Paque
Amersham Biosciences) a partir de amostras de sangue periférico contendo
anticoagulante EDTA, e coletadas de individuos saudaveis. Tubos estéreis de 15 mL
foram preenchidos com 3 mL de Ficoll-paque, 4 mL de sangue total e 4 mL de
tampdo PBS 1X estéril, reagentes e amostras foram adicionados a temperatura
ambiente. Posteriormente os tubos foram centrifugados a 360 x g por 25 min. Apoés a
centrifugacdo as CMSP constituiram uma camada branca que foi retirada por
pipetagem e transferida para um novo tubo estéril e lavada trés vezes com PBS 1X.

Finalmente o pellet celular foi ressuspendido em 1 ml de PBS 1X.
3.8.2 Ensaio de Ativacéao celular

CMSP (4x10°) foram plaqueadas (placas de cultura 96 pocos: K12-096

KASVI) com adi¢cado de 200 ul de meio criado pelo Roswell Park Memorial Institute,
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meio sintético complexo (RPMI) (GIBCO®), contendo 10% de soro fetal bovino e 1%
de antibidtico penicilina mais estreptomicina. Foram adicionadas uma concentracdo
de EVs (25 ug/mL), das amostras antes e depois da hemodialise de cada paciente,
constituindo dois grupos, sendo um destes estimulado com 5 pg/mL de
fitohemaglutinina (PHA). Posteriormente as placas foram mantidas em estufa a 37
°C, numa atmosfera Umida contendo 5 % de CO2 e ap0s um tempo de 24 h as
células formas recolhidas e transferidas para microtubos estéreis que se
centrifugaram a 1.200 rpm por 5 minutos, sendo obtido o botdo celular
ressuspendido em PBS1X e incubado por 30 minutos com anti-CD69 FITC
(Isotiocianato de fluoresceina do inglés, fluorescein isothiocyanate), anti-CD25 APC
Aloficocianina (do inglés, Allophycocyanin) e anti-CD3 PercP complexo proteico
clorofil peridina (do inglés, Peridinin Chlorophyll Protein Complex) (Thermo Fisher),
seguindo as recomendacdes do fabricante. Posteriormente os microtubos contendo
as CMSP marcadas com os anticorpos foram centrifugados e ressuspendidos em
300uL de PBS 1X 4% formaldeido. A ativacdo celular foi analisada no citbmetro
FACSVerse (BD Bioscience) do Instituto de Biologia-UnB.

3.9 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica e confeccdo dos gréficos foi utilizado o software
GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, EUA). A comparacéo
entre os dados obtidos nos pacientes foi analisada por testes paramétricos (teste t
pareado) e ndo paramétricos (teste wilcoxon). Os resultados foram considerados

significativos para um nivel de p < 0,05.
3.10 APROVACAO DO COMITE DE ETICA

A aprovacao ética para este estudo foi outorgada pelo comité de ética em
pesquisa da universidade catdlica de Brasilia registrado com numero
CAAE: 64599316.8.0000.0029.Se obteve o0 termo de consentimento livre
esclarecido (TCLE) por escrito de todos os individuos participantes (Anexo).
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4. RESULTADOS

4.1 DADOS DOS PACIENTES

As carateristicas dos pacientes sdo mostradas na tabela 1. Estes dados séo
apresentados com o objetivo de evidenciar que variaveis como idade, sexo,
atividade fisica, transplante, doenca de base, tempo de sessdo hemodialise e tipo de
acesso sdo comparaveis entre os pacientes. Diferentemente das variaveis tempo de

tratamento hemodialise e comorbidades, que s&o pouco comparaveis entre 0s
mesmos.

Tabela — 1 Dados demograficos e caracteristicas clinicas dos pacientes

VARIAVEL/PACIENTE P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7
Idade (anos) 53 45 55 52 48 46 57
Sexo (FIM) M F M F M F M
Atividade fisica Sim Sim N&o N&o N&o Sim Sim
Transplante N&o N&o N&o N&o N&o N&o N&o
Doenca de base NH NH NH NH NH NH NH
Tempo SHD 4 horas 3 horas 3h30’ 4 horas 4 horas 4 horas 4 horas
Tempo de THD 15 anos 5 anos 3 anos 19 anos 4 anos 11 anos 11 anos
Comorbidades 1,3,4,, 1,4,12 1,3,11 1,3,4,6, 1,10,11 1,4,6,16 1,6,16,
6 13 10,11 22,23 21,25
Tipo de acesso FAV FAV FAV FAV FAV FAV FAV

P (pacientes) F (feminino), M (masculino), NH (nefropatia hipertensiva), SHD (sessdo hemodialise)
THD (tratamento hemodialise), (1), dislipidemia (3), hiperparatiroidismo 2ario (4), hiperfosfatemia (6),
hipercalemia (10), anemia (11), rim policistico (12), sindrome do péanico (13), hipocalcemia (16),
hipovitaminose D (21), obesidade classe 3 (22), GPID excessivo (23), hiperparatiroidismo 3ario (25),
FAV (fistula arterio-venosa).
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4.2 PROTEINA C REATIVA (PCR LATEX)

Os resultados do teste PCR LATEX estdo representados na tabela 2. Sao
mostradas as concentracdes aproximadas (mg/L) - (resultados positivos ou
negativos) de cada paciente antes e depois da hemodidlise. Este teste indica

presenca ou auséncia de um estado inflamatorio no paciente.

Tabela — 2 Resultado Proteina C Reativa

PACIENTE RESULTADO
(Cédigo) (Concentracéo)
P1AH 12 mg/L
P1DH 12 mg/L
P2AH 12 mg/L
P2DH 6 mg/L
P3AH 192 mg/L
P3DH 96 mg/L
P4AH 6 mg/L
P4DH 6 mg/L
P5AH 6 mg/L
P5DH 6 mg/L
P6AH 12 mg/L
P6DH 12 mg/L
P7AH 12 mg/L
P7DH 6 mg/L

Analise dos Resultados de PCR: Cadigo do paciente (exemplo: PLAH-DH (P1: paciente N° 1, AH: antes da
hemodidlise DH: depois da hemodialise)). Resultado: presencia de aglutinacdo ténue ou nitida (positivo:
concentracdo de PCR igual o superior a 6 mg/L), auséncia de aglutinacdo (negativo: concentracao de PCR

inferior a 6 mg/L).

4.3 PURIFICACAO DE VESICULAS EXTRACELULARES

A purificagdo ou isolamento de EVs sdo mostradas na figura 4. Pode-se
observar o pellet final, onde estdo contidas as EVs, que se obteve utilizando o
método comercial ExoQuick-TC Exossome Precipitation Solution® (System
Biosciences). Existe uma impressao visual de aumento no volume ou quantidade do
pellet (EVs) nas amostras depois da hemodialise (DH), tendéncia ou padréao que se

manteve em todas as amostras dos pacientes estudados.
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Figura 4. Purificacdo de vesiculas extracelulares. AH (amostra antes da hemodialise), DH (amostra

depois da hemodialise). Pellet de EVs: amostras representativas do grupo de pacientes estudados.

4.4 CONCENTRACAO E DISTRIBUICAO DE TAMANHO DE VESICULAS
EXTRACELULARES PELO METODO TUNABLE RESISTIVE PULSE
SENSING

Foi realizado um estudo comparativo nas amostras de vesiculas
extracelulares dos pacientes antes e depois da hemodialise (AH-DH) purificadas
pelo método ExoQuick-TC Exossome Precipitation Solution® (System Biosciences),
obtendo diferencas significativas nas concentracdes de particulas por mililitro (AH vs
DH) em alguns dos individuos estudados, além de diferencas no tamanho em
nandmetros.

Os dados brutos que mostra a técnica de pulso resistivo apresentam uma
informacéo relevante em quanto a contagem de particulas/mL em cada paciente,
podendo observar um aumento relativo ou significativamente apos o procedimento
de hemodiélise na maioria dos pacientes. A média dos tamanhos caracterizados em

cada amostra, evidencia a presenca de EVs (exossomos e microvesiculas).



47

Tabela — 3 Valores de didametro de EVs e concentracdo medidos pelo método de

resisténcia de pulso (do inglés Tunable Resistive Pulse Sensing)

Diametro P1AH P1DH P2AH P2DH P3AH P3DH P4AH PADH
/amostras

Media (nm) 128 145 158 153 127 137 133 128
Moda (nm) 119 113 125 118 117 112 118 118
Concentracao

particulas/mL 1,46E11 1,64E11l 3,20E10 1,21E11 2,30E10 1,51E10 2,07E11 2,04E11
Diametro P5AH P5DH P6AH P6DH P7AH P7DH

/amostras

Media (nm) 1,51E10 8,06E11 1,33E11 3,93E11 5,21E10 5,85E10

Moda (nm) 125 137 116 114 125 132

Concentracao

particulas/mL 119 105 97 94 109 105

Valores de diametro de EVs e concentragdo média de triplicata técnica, para as amostras dos
pacientes antes e depois o procedimento de hemodialise. P (paciente), AH (antes da hemodialise),

DH (depois da hemodidlise).

As figuras 5 a 11, apresentam a comparagao da concentracao, distribuicéo e
tamanho de EVs de cada paciente antes e depois da hemodidlise, purificadas pelo
sistema Exoquick em nanoporo de 200 nm, identificando uma tendéncia de aumento
na concentracédo de EVs apés o procedimento de hemodialise, além de mostrar uma
caraterizacdo do tamanho compativel com EVs (exossomos e microvesiculas). A
distribuicdo mostrada neste grafico evidencia uma grande populacdo de particulas
na faixa do tamanho caracteristico de exossomos (30-200 nm) e uma populacdo de

microvesiculas (50-1000 nm).
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Figura 5. Comparagéo da distribuicdo e tamanho das vesiculas extracelulares paciente 1 antes e
depois da hemodialise purificadas por Exoquick em nanoporo de 200 nm. P (paciente), AH (antes da

hemodialise), DH (depois da hemodialise).
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Figura 6. Comparacdo da distribuicdo e tamanho das vesiculas extracelulares paciente 2 antes e
depois da hemodialise purificadas por Exoquick em nanoporo de 200 nm. P (paciente), AH (antes da

hemodiéalise), DH (depois da hemodiélise).



49

1,20E+10 q

1,10E+10

1,00E+10 A

9,00E+09 +

8,00E+09 -

7,00E+09 +

6,00E+09

5,00E+09

Concentration (particles/mL)

4,00E+09 ~

3,00E+09 +

2,00E+09 -

1,00E+09 ~

0,00E+00 + = =
80 100 120 140 160 180 200 220 240 260

Particle Diameter (nm)

280 300 320 340 360 380

]
=

P3 AH
P3 DH

Figura 7. Comparagéo da distribuicdo e tamanho das vesiculas extracelulares paciente 3 antes e

depois da hemodialise purificadas por Exoquick em nanoporo de 200 nm. P (paciente), AH (antes da

hemodialise), DH (depois da hemodialise).
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Figura 8. Comparacédo da distribuicdo e tamanho das vesiculas extracelulares paciente 4 antes e

depois da hemodialise purificadas por Exoquick em nanoporo de 200 nm. P (paciente), AH (antes da

hemodialise), DH (depois da hemodiélise).
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Figura 9. Comparacéo da distribuicdo e tamanho das vesiculas extracelulares paciente 5 antes e

depois da hemodialise purificadas por Exoquick em nanoporo de 200 nm. P (paciente), AH (antes da

hemodialise), DH (depois da hemodialise).
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Figura 10. Comparac¢do da distribuicdo e tamanho das vesiculas extracelulares paciente 6 antes e

depois da hemodialise purificadas por Exoquick em nanoporo de 200 nm. P (paciente), AH (antes da

hemodialise), DH (depois da hemodiélise).
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Figura 11. Comparagéo da distribuicdo e tamanho das vesiculas extracelulares paciente 7 antes e
depois da hemodialise purificadas por Exoquick em nanoporo de 200 nm. P (paciente), AH (antes da

hemodiélise), DH (depois da hemodiélise).

A figura 12 mostra a analise do niumero de particulas das amostras de EVs
purificadas de cada paciente. Na figura 7A, o teste t pareado representa a média da
concentracdo de particulas/mL de cada paciente antes e depois da hemodidlise, e
na figura 7B, o teste Wilcoxon representa a mediana do grupo de pacientes antes e
depois da hemodidlise, sugerindo um aumento significativo na concentracdo de
particulas/mL em alguns pacientes apds o processo de hemodialise. Embora alguns
individuos ndo apresentem diferenca significativa na contagem de particulas entre
as amostras antes e depois da hemodialise, os graficos A e B sugerem uma clara
tendéncia ao aumento na concentracdo das mesmas apos 0 procedimento de

hemodidlise.
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Figura 12. Concentragdes relativas de EVs em pacientes com Doenga Renal Cronica em hemodidlise.
Foram contadas particulas de cada amostra dos pacientes antes da hemodialise (AH) e depois da
hemodialise (DH) por triplicata técnica, pelo método pulso resistivo (do inglés, Tunable Resistive Pulse
Sensing). (A) concentracdo de EVs pacientes AH vs DH, teste pareado (diferenca significativa p <
0,05, (1) - p 0,38; (2) - p 0,00; (3) - p 0,36; (4) - p 0,86; (5) - p 0,00; (6) - p 0,00; (7) - p 0,04) B)
concentracdo de EVs grupos de pacientes AH vs DH. Teste wilcoxon (diferenc¢a significativa p < 0,05,

p - 0,01) (*) diferenga significativa em relacdo AH vs DH.

45 QUANTIFICACAO DE PROTEINAS TOTAIS E IDENTIFICACAO DE
PROTEINAS MARCADORAS DE EVs (EXOSSOMOS) PELO METODO WESTERN
BLOT

Os dados da tabela 4, mostram a quantificacdo proteica das EVs isoladas mediante
o0 método ExoQuick-TC Exossome Precipitation Solution® (System Biosciences)
revelando concentragdes diferentes, consequentemente se apresenta um padrdo de
maior nivel de proteina total detectado em algumas das amostras dos pacientes

depois do procedimento de hemodialise.
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Tabela — 4 Concentracdo de proteinas totais pelo método colorimétrico de dosagem
de proteinas (Bradford)

Amostras Concentracao pg/mL
AH DH
P1 P1 27.000 31.000
P2 P2 24.000 25.000
P3 P3 20.000 14.000
P4 P4 20.000 36.000
P5 P5 21.000 22.000
P6 P6 17.000 36.000
pP7 P7 15.000 23.000

Valores em pg/mL das concentracdes de proteina total para cada amostra de EVs purificadas nos
pacientes antes e depois da hemodialise. P (paciente), AH (antes da hemodialise), DH (depois da

hemodidlise).

A figura 13, apresenta a separacao por eletroforese em gel de poliacrilamida 12%
das proteinas extraidas das amostras de EVs purificadas pelo método. ExoQuick-TC
Exossome Precipitation Solution® (System Biosciences). Os resultados
demonstraram que o perfil proteico das EVs isoladas do controle positivo (CP) (EVs
purificadas do soro de individuo saudavel, pelo método de ultrafiltracdo (Tubo conico
100k Amicon®)), de CMSP, e amostras de paciente antes e depois da hemodiélise
(AH-DH), sdo compostas predominantemente por bandas de proteinas com pesos
moleculares compreendidos entre 7 kDa a 210 kDa. Ao mesmo tempo, se demostra
a capacidade de reconhecimento das bandas de proteinas especificas de EVs
isoladas a partir do soro de paciente antes e depois da hemodialise, avaliada por
Western Blot para deteccdo dos marcadores especificos para EVs CD63, CD81 e
CD9. A calnexina expressada na membrana de CMSP e n&o nas amostras de
pacientes antes e apos hemodiélise, demostraram a pureza da purificacdo de Evs
por nosso método antes descrito. Os resultados mostrados representam o individuo
namero 1, e foram escolhidos como amostra representativa, a partir do grupo de

resultados gerados pelos mesmos experimentos feitos com cada paciente.
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Figura 13. Western blot de proteinas marcadoras de exossomos, demostrando a presenca de EVs
(exossomos). A. (SDS-PAGE 12%) representativo do perfil de proteinas de CMSP (células
mononucleares de sangue periférico), CP (EVs isoladas de soro individuo saudavel) e AH-DH
(amostras de EVs paciente antes e depois da hemodialise). B. Western Blot representativo dos
componentes de EVs isoladas do soro de paciente antes e depois da hemodialise (AH-DH), CP (EVs
isoladas de poll de soro individuos saudaveis), CAL (Calnexina), reconhecidos por anticorpos
especificos para certificacdo de que as estruturas isoladas sdo compativeis com EVs. Cada
membrana marcada pelos anticorpos foi recortada e montada de acordo com o peso molecular de
cada proteina. Na parte superior estdo os pesos moleculares em kDa dos marcadores CD63, CD81,

CD9 e Calnexina
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4.6 MICROSCOPIA ELETRONICA

As imagens obtidas pela microscopia eletrénica (figura 14) de Evs isoladas
do soro de um dos pacientes do estudo, confirmo a presenca de vesiculas com
morfologia e tamanho (100nm), consistente com as definicdes atuais de EVs

(exossomos).

Figura 14. Micrografias eletrdnicas de isolamento EVs do soro de paciente antes da hemodidlise,
mostrando a presenca de particulas com morfologia e tamanho compativeis com Exossomos. A.
mostrando particula em barra de escala: 100 nm B.mostrando particulas em barra de escala: 200 hm
C. mostrando particulas em barra de escala: 500 nm e D. mostrando particulas em barra de escala:

2000 nm. As setas indicam as vesiculas extracelulares.
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4.7 ENSAIO DE ATIVACAO CELULAR

Foi determinada a expressédo de marcadores de ativacado de linfocitos CD25
e CD69 em CMSP, que durante 24 h estiveram em contato com amostras de EVs
antes e depois o procedimento de hemodialise de sete pacientes com DRC, culturas
que foram submetidas a dois tipos de condi¢des: ambiente inflamatério (PHA) e ndo
inflamatorio (sem PHA). Na figura 10, o teste t pareado mostra a comparagcao da
porcentagem de ativacao de linfocitos (CD3) que foram mantidos em cultura com 25
ug/mL de EVs purificadas de sete pacientes antes e depois da hemodidlise durante
24 h, posteriormente marcados com os anticorpos (CD25 e CD69 conjugados com
fluorocromo) para detectar ativagdo mediante a técnica de citometria de fluxo. Os
resultados demonstram que existe uma variacdo entre os efeitos das EVs,
dependendo de cada individuo de onde foram originadas. A figura 15 A revela que
guando os linfécitos ndo estdo em situacdo inflamatdria, as EVs depois do
procedimento de hemodidlise induzem diminuicdo na expressao do marcador CD25,
em contrapartida a figural5 B demonstra que ha tendéncia de aumento na
expressdo do CD69. A figura 15 C e D, mostraram que quando os linfécitos estao
em situacao inflamatoria (PHA) existe uma variabilidade na porcentagem de ativagéo
de CD25 e CD69, ligada a cada individuo.
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Figura 15. Marcadores de ativagéo linfocitaria. A. expressdo em % do marcador CD69 em pacientes
antes e depois da hemodialise (AH-DH), B. expressédo em % do marcador CD25 em pacientes antes
e depois da hemodialise (AH-DH), C. expressdo em % do marcador CD69-PHA em pacientes antes e
depois da hemodialise (AH-DH), D. expressao em % do marcador CD25-PHA em pacientes antes e
depois da hemodialise (AH-DH), (teste t pareado CD25 p: 0,01 CD69 p: 0,07)
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5. DISCUSSAO

Estudaram-se 7 (sete) individuos com doenca renal crbnica ativos no
programa de hemodidlise de uma clinica particular (Soclimed — Brasilia, DF). Tal
escolha implicou em um grande desafio investigativo devido a complexa diversidade
do grupo, o qual detém fatores que podem apresentar um viés na pesquisa, Como
sexo, idade, tempo de tratamento e comorbidades, além do estado clinico
decorrente da doenca. Embora sempre existam variacfes fisiopatoldégicas de um
individuo para o outro, este estudo obteve padronizacdo em algumas variaveis de
alto impacto para o objetivo desta pesquisa, como a idade, que foi definida em um
intervalo adequado afim de reduzir a interferéncia decorrente da grande diferenca de
idade entre os pacientes e 0 sexo, tendo em vista que algumas doencas sdo mais
intensificadas em homens ou mulheres. Deste modo, o estudo fornece uma
estimativa real do paciente com doenca renal cronica, logrando melhor suporte para
a andlise de resultados em homens e mulheres.

Pacientes com doenca renal crbnica em tratamento de hemodialise
apresentam um estado inflamatério que pode desencadear diversas comorbidades,
que sao, por sua vez, um ponto dificil de controlar, visto que podem decorrer do
tempo de tratamento ou estado de cronicidade da doenca. Devido a possibilidade de
causar variacdo nos dados, estdo implicitas em estudos que envolvem tais doencas
e devem ser tratadas como parte do quadro clinico. Sabendo que representam maior
risco de deterioracdo da saude e risco de morte elevado na maioria, a variabilidade
nas condi¢cdes demogréficas e comorbidades explica sé uma parte das diferencas na
mortalidade entre os diferentes centros de didlises.(133)

A variavel mais relevante a ser considerada em nosso estudo é a doenca de
base, a qual foi alvo de uma estandardizacdo com maior éxito, ao selecionar uma
das principais causas de insuficiéncia renal crénica: a hipertensédo arterial, neste
contexto denominada nefropatia hipertensiva. Tal patologia corresponde a uma das
doencas mais frequentes nesta populacao, e que, associada a doenca renal cronica,
influencia a um elevado risco cardiovascular. (4,134)

O diagnostico bioquimico da inflamacdo se estabelece mediante a
comprobacao da elevacdo dos mediadores inflamatorios como interleucinas: IL-6, IL-
1, TNF-a, ou de determinadas proteinas denominadas da fase aguda, como por

exemplo a denominada PCR. O incremento plasmatico destas ultimas proteinas de
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sinteses hepatica é o resultado de uma indugdo enzimética causada na maioria dos
casos pelos mediadores inflamatorios, principalmente a IL-6. (34)

O biomarcador mais facilmente mesuravel na pratica clinica para detectar a
presenca de inflamacdo é a PCR que forma parte do sistema de imunidade inata.
Neste trabalho foi realizada a técnica supracitada com a finalidade de confirmar a
inflamacédo ativa nos pacientes com DRC estudados. Os dados mostraram titulos
altos de PCR em todos os pacientes o que representam de fato a presenca de um
estado inflamatorio ativo, além de variabilidade ap6s o procedimento hemodialitico,
onde, em alguns casos 0 paciente apresentou titulos menores, enquanto outros
mantiveram os mesmos niveis. Estes resultados se correlacionam com a literatura, a
qual sugere que o limite superior (ponto de coorte) de PCR que define o diagndstico
de inflamacéo, e arbitrario, ao mesmo tempo que na populacao geral, uma PCR >3
mg/L se considera um marcador de alto risco para o desenvolvimento de eventos
cardiovasculares. (135) A presenca de estados fisiopatolégicos no paciente com
DRC poderia estar associada a elevagcfes constantes de PCR. (136)

Um dado relacionado a este quesito que seria importante ressaltar é
atividade fisica (caminhada, exercicio aerobico) realizada por alguns pacientes.
Achados recentes de um estudo de seguimento por 10 anos respaldam fortemente a
funcdo do exercicio regular na reducéo dos niveis plasméticos de IL-6 e PCR. (137)
Uma revisdo sistematica da literatura sobre o tema publicada entre 1975 e 2004, de
fato conclui que a atividade fisica regular se associa com um "efeito anti-inflamatério”
a longo prazo. (138) Esta informacao poderia explicar de certa forma o fato de que
alguns pacientes (paciente numero 1, 2, 6 e 7) que realizam atividade fisica tenham
apresentado titulos de PCR menores.

A relacdo entre EVs e o processo de hemodialise em pacientes renais
cronicos ndo estd bem elucidada, justificando um dos objetivos deste estudo, o
acompanhamento comparativo de pacientes antes e apos a hemodiéalise. Para tanto,
pesquisas que envolvem estudo de EVs necessitam cumprir requisitos determinados
pela Sociedade Internacional de Vesiculas Extracelulares - ISEV para comprovar a
existéncia dessa populacdo nas amostras e suas fungfes. Para isso, foi lancada a
plataforma EV-TRACK - Transparent Reporting and Centralizing Knowledge in
Extracellular Vesicle Research para estimular o relatério de parametros
experimentais para a correta interpretacdo e reproducdo de um experimento.(50)

Entre os requisitos mencionados pela ISEV encontra-se o isolamento como parte
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fundamental do processo, seguido pela determinacdo da concentracdo de EVs,
incluindo um método de deteccdo individual das mesmas, como o método de
contagem estimada versus faixa de tamanho, TRPS — Tunable Resistive Pulse
Sensing

As amostras de EVs purificadas foram submetidas a analise e caraterizacéo
baseada no tamanho, concentracdo e distribuicdo de particulas pelo método
supracitado. Os dados apresentados da andlise de cada amostra do paciente antes
e depois da hemodialise confirma a presenca de particulas com tamanhos
compativeis com EVs do tipo exossomos e microvesiculas. (64,95) Ao mesmo
tempo, o analise da concentracdo de particulas/mL de cada amostra antes e depois
da hemodialise sugere um aumento significativo em alguns pacientes apds o
processo de hemodialise. Embora alguns individuos ndo apresentem diferenca
significativa na contagem de particulas entre as amostras antes e depois da
hemodialise, existe uma clara tendéncia ao aumento na concentracdo das mesmas
apos o procedimento hemodialitico, do mesmo modo a concentracdo de proteinas
de EVs mantem um padrdo de elevacdo apos o procedimento de hemodialise na
maioria dos pacientes o que poderia estar correlacionado com esta contagem
alterada de EVs. A informacdo da distribuicdo de particulas que evidenciam os
graficos gerados a partir dos dados da contagem pela técnica de pulso resistivo,
demostram um pico maior da populagdo de particulas /mL no tamanho entre 50 e
200 nm, tamanho que como foi antes dito se correlaciona com a presenca de
exossomos e microvesiculas, embora também exista evidencia de algumas
particulas maiores. Estes graficos ainda sem aplicacao de testes estatisticos podem
mostrar um marcado aumento da concentracdo de particulas em cada amostra dos
pacientes apds o procedimento de hemodialise.

Um padrdo proteico comum nos exossomos isolados que podem permitir
sua identificacéo, sao as tetraspaninas, as quais tém como mais importantes: CD63,
CD81, CD82, CD9, CD37, CD53. Combinacbes de marcadores geralmente sdo
usadas para definir os exossomos, CD63 e CD9 s&do biomarcadores potenciais na
confirmacdo dos mesmos por meio de ferramentas como o Western Blot, importante
na identificacéo e integridade das proteinas. (139,140) Com esta técnica, a presenca
de proteinas marcadoras de EVs (exossomos) foi confirmada, e a fim de garantir
seguranca no experimento, foi utilizada como controle negativo a calnexina, uma

proteina que se expressa normalmente no espaco intracelular de varias células,
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(141) representando auséncia nas amostras de EVs isoladas do paciente antes e
depois da hemodidlise o que sugere uma boa purificacdo por parte da técnica
utilizada neste estudo. O método Bradford destinado a quantificacdo de proteinas
continua mostrando o padrdo de aumento da concentracdo de proteinas totais de
EVs purificadas das amostras de cada paciente apés o procedimento de
hemodialise. Neste ponto dos resultados, o paciente numero 3 apresenta diferencas
significativas comparadas com o resto de individuos, percebendo um
comportamento ao longo do estudo muito caracteristico, sendo o Unico fora do
padrao de aumento de pellet, particulasfmL e concentracédo de proteinas totais apods
o procedimento de hemodidlise, além de mostrar-se uma concentra¢cdo mais elevada
de PCR, o que em teoria € um paciente com uma inflamac&o maior que o resto de
individuos estudados. Futuros experimentos teriam que ser feitos para desvendar as
possiveis causas dessa diferencia marcada, ja que um sO paciente ndo proporciona
suficiente informacdo que possa nos levar a gerar uma hipétese real deste evento
especifico. Com o objetivo de confirmar a presenca e pureza da purificacdo de EVSs,
foi feita a técnica de microscopia eletrbnica onde imagens obtidas de particulas com
um tamanho de aproximadamente 100 nm s&o mostradas neste trabalho
evidenciando vesiculas com aparéncia consistente com as definicdes atuais de EVs
(exossomos e microvesiculas).

De Broe ME et al. (1977), (99) demonstrou em seu estudo a existéncia de
um aumento no nivel plasmatico de EVs de origem endotelial relacionado com a
disfuncéo endotelial nas doencas cardiovasculares podendo ser um dado importante
de predicdo em pacientes com doenca renal em etapa terminal. Ainda, achados
baseados no estudo de Burton JO et al. (2013), demostram que microvesiculas
endoteliais estdo elevadas em pacientes submetidos a hemodialise e didlise
peritoneal, com fatores de risco cardiovasculares tradicionais e sindromes coronarias
agudas, enquanto as microvesiculas plaguetarias se associam com estado de
doenca aterosclerdtica. (142)

Embora as EVs neste estudo ndo estejam caraterizadas em quanto a sua
origem, estes resultados referentes ao aumento de EVs apos o procedimento de
hemodialise, poderiam sugerir uma possivel implicacdo das mesmas em doencas
renais cronicas, acarreando multiplos efeitos, como alteracfes e estados patoldgicos

dependendo do contexto e célula de procedéncia. De fato sabe-se que as EVs estdo
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involucradas em processos fisioldgicos essenciais para a homeostases renal,
promovendo angiogéneses alterada, inflamacéo e processos pro-fibréticos. (71)

Sabendo a importancia do papel das EVs na comunicacao de célula a célula,
seja estimulando as células alvo por interacbes mediadas por receptores ou no
transporte e carregamento de informacgéo genética entre células e 6rgéos distantes e
que estas contém materiais que refletem o conteido genético e protedbmico da célula
secretora (46,143), Este tipo de descobertas abre uma perspectiva de modular EVs
e explorar suas funcdes para enfoques terapéuticos.

A inflamacao, resultado da interacdo entre células do sangue, mostra-se
fortemente relacionada e associada as microvesiculas. Acredita-se que as EVs
tenham um papel importante durante as etapas do processo inflamatoério
transportando fatores anti-inflamatérios ou pro-inflamatorios. (96)

Entretanto, sdo escassos 0s estudos acerca do procedimento de
hemodialise em relacdo aos niveis circulantes de EVs.(31,142) Desta forma, o
estudo objetivou aprofundar-se também neste quesito, pressupondo a possibilidade
de um aumento sérico de EVs apds o procedimento de hemodidlise e uma provavel
associacdo com estados fisiopatoldégicos no paciente com DRC, principalmente o
estado inflamatorio.

A hemodidlise ainda sendo um procedimento substitutivo da funcéo renal
indispensavel para a estabilidade e manutencdo do paciente com DRC, gera
transtornos que podem estar associados a bioimcopatibilidade de biomateriais em
circuitos da hemodidlise, particularmente entre as membranas e o sangue. Esta
interacdo pode conduzir a inflamagéo de todo o corpo em pacientes tratados, e este
estado ocorre traz a ativacdo de sistemas intravasculares, como cascata da
coagulacdo, plaguetas e leucdcitos. Tal ativacdo conduz a liberacdo de
biomarcadores inflamatérios como a PCR, IL-6 e fator de necroses tumoral, que
podem ser medidos no plasma do paciente. (144) Incluso o estresse oxidativo
apresentado no contexto uremico e durante o tratamento de hemodialise se sugere
como causa de inflamacéo sisttmica em falha renal avancada. Mencionado que
estes processos sao contribuintes adicionais a inflamagéo que se provoca pela
ativacado do sistema imune inato. (145,146)

Conhecendo que as microvesiculas endoteliais estdo elevadas em pacientes
submetidos a hemodialise, com fatores de risco cardiovasculares tradicionais e

sindromes coronarias agudas, (142) podemos pensar numa possivel associacéo



63

com o aumento da inflamacéo sistémica, a qual estd fortemente relacionada com
disfuncéo endotelial e eventos cardiovasculares em pacientes com DRC. (147)
Como as células endoteliais saudaveis podem ter propriedades antitrombaticas e
anti-inflamatérias, a disfuncdo endotelial provavelmente representa um vinculo
relevante entre a inflamagéo e os eventos cardiovasculares. A disfungédo endotelial
aguda tem um papel nos eventos e remodelacéo a longo prazo da parede vascular,
produzindo rigidez arterial e calcificacédo. (148,149)

Os pacientes podem experimentar eventos tromboembdlicos durante e depois de
uma sessdo de hemodidlise devido a inflamacgdo originada por reacdes contra
materiais estranhos no circuito de hemodialise que involucram a cascata
intravascular. A estenoses de acesso vascular e tromboses também sé&o
complicac@es frequentes em pacientes em hemodialise. (25,150)

Tendo escassas bases literarias defendendo um possivel vinculo entre EVs
e inflamag&o no paciente com DRC, criasse um interesse por ter um cenario que
possa elucidar um pouco a provavel relacdo do aumento de EVs e o estado
inflamatorio no paciente renal terminal em tratamento de hemodialise.

Para tanto, foi desenhado um ensaio de ativagao celular onde se objetivou
determinar a ativacao de linfécitos usando marcadores CD25 e CD69 em linfécitos T,
como interesse por definir uma possivel ativacdo imune associada a EVs de
pacientes com DRC. Os resultados sugerem de modo geral que dependendo das
EVs utilizadas de cada paciente tem-se um comportamento diferente, existindo muita
variacdo entre os efeitos das mesmas, dependentes do paciente de onde foram
originadas. O dado mais promissorio e interessante, é que quando os linfocitos nao
estdo em situacdo inflamatoria, as EVs apdés a hemodialise induzem diminuicao na
expressdo do marcador CD25 existindo uma diferenca marcante e significativa (p <
0,01), o que poderia indicar que as EVs depois o procedimento de hemodialise
induzem um efeito de baixa ativacdo de linfocitos T, levando-se em conta a
importancia deles na iniciacdo da resposta imune no processo pro inflamatorio. Em
contraposi¢cdo embora os dados do CD69 sejam muito variaveis entre pacientes,
representado pela auséncia de diferenca significativa (p: 0,07), sugere-se uma
tendéncia de aumento na sua expressao.

O estudo da resposta dos linfocitos T induzida pela ativagédo poderia ajudar a
compreender melhor processos fisiopatolégicos no paciente com DRC,

especificamente no processo inflamatério cronico. InUmeras células desempenham
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um papel importante na resposta do sistema imunitario, entre estas os linfocitos,
constituindo o 20-30% dos leucécitos, com uma variacdo decorrente do estado de
saude de cada individuo. Os linfocitos T se caracterizam por um receptor (TCR),
especifico, e sua funcdo baseia-se em reconhecer o antigeno que lhe é apresentado
a activar o linfécito. (151) O receptor de antigeno das células T na superficie celular
esta associado a um complexo de peptideos (CD3), sendo este elemento,
importante e necessario para a sinal de transducdo apés o reconhecimento do
antigeno pelo TCR. (152)

Posterior a ativagdo das células T, varios marcadores da superficie celular
sao regulados positivamente, cada um deles numa fase diferente do processo de
ativacdo. O marcador de ativacao inicial € o CD69, que € uma glicoproteina de
superficie celular induzivel que é expressa apos a ativacao a traves do receptor TCR
ou IL-2. Desempenha um papel na proliferacdo e supervivéncia dos linfocitos T
ativados.(153,154) Se expressa em niveis basais muito baixos em linfocitos em
repouso, porém, apos ativacdo com fitohemaglutinina (PHA) (mitbgeno que causa
ativacdo a traves do TRC), sua expressdao aumenta dependentemente do tempo
entre 3 e 12 h, permanecendo elevada até 24 horas e posteriormente diminuindo.
(155)

O CD25 é a cadeia alfa do receptor trimérico da IL-2, considerado um
marcador de ativacdo celular. Se expressa na superficie de varios subconjuntos de
linfécitos de sangue periférica, como as células T de memdria reguladora e em
repouso. Se regula positivamente dentro das 24 horas apo6s estimulacdo do
complexo TCR-CD3 e permanece elevada alguns dias.(155,156)

Vérias citocinas liberadas por mondcitos e macréfagos, assim como outros
agentes que desencadeiam a ativacdo de células T, sdo capazes de induzir a
expressdo dos marcadores CD25 e CD69, conhecidos também como antigenos de
ativacdo. Estas moléculas celulares tem uma expressao que pode ser induzida em
linfécitos T, B, e NK gerada pela estimulagdo com patégenos durante a inflamagéo
ou por mitégenos (PHA). (157)

Embora o papel dos linfocitos T ativados seja estudado em relagdo ao
estado inflamatorio em diversas patologias, especificamente nos pacientes
portadores de DRC existem poucos estudos detectando alteracbes na proporc¢éo de
células T CD3 e na taxa de linfocitos que expressam CD25 e CD69, ligado a um

possivel efeito gerado por EVs isoladas do soro de pacientes com DRC antes e apés
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um procedimento de hemodidlise. Futuros experimentos deveram ser feitos para ter
uma noc¢ao real da associacdo de EVs com inflamacdo em pacientes com DRC,
inclusive porque essa variabilidade poderia estar influenciada por fatores
decorrentes do estado fisiopatolégico de cada paciente. Porém, conhecendo que os
linfécitos T ativados séo células que contribuem a resposta especifica, produzindo
linfoquinas que prolongam a inflamagdo como resposta inume,(158) poderiamos
disser que existe um possivel efeito de ativacdo aumentada ou diminuida de células
T causado por EVs circulantes de pacientes com DRC, e que esse fenbmeno pode-
se correlacionar com um possivel efeito pré inflamatério ou anti-inflamatério
associado a este tipo de EVs, conjetura que teria que ser confirmada com futuras
pesquisas onde sejam padronizadas variaveis chaves que dificultam o analises dos
dados e um aumento no numero amostral para ter resultados com alta

confiabilidade.
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6. CONCLUSAO

As microvesiculas tém como funcdo principal a sinalizacdo por meio de
interacOes especificas com as células alvo e a transferéncia de produtos génicos,
sendo, portanto, participantes em processos fisioldégicos e patologicos. Deste modo,
neste trabalho realizado com pacientes com DRC em hemodidlise foi confirmada a
presenca de um processo inflamatério no paciente, que poderia estar relacionado
com EVs circulantes e, consequentemente, evidencia um aumento na concentracao
das mesmas apds o procedimento hemodialitico.

Ainda nao esté claro o efeito real das EVs nos estados fisiopatolégicos do
paciente com DRC, mas pode-se observar com este estudo o possivel efeito
inflamatorio ou anti-inflamatério movido pelas EVs no paciente com insuficiéncia
renal cronica apos a hemodialise. A presenca de EVs nos fluidos como o sangue as
torna facilmente acessiveis e seu numero, origem celular, composicao e funcéo
podem depender da doenca. Portanto, obter mais informacéo sobre a EVs na DRC,
como por exemplo, a sua especificidade molecular, poderia permitir a identificacdo
da origem celular, proporcionando novas ferramentas de diagnostico, inclusive
oferecendo informacdo prognésticas em diversos estados fisiopatolégicos dos
pacientes, como a inflamacao crénica, as doencas renais e cardiovasculares. O
reconhecimento de sinais emitidos por EVs poderia abrir novas estratégias de
terapias nesta populacao estudada.

Estes achados requerem uma maior investigacao, porém, sugere-se a partir
dessa pesquisa que as EVs podem detectar-se como biomarcadores de doencas
devido a seu elevado numero e suas propriedades, além de contribuir no
desenvolvimento de doengas, incluindo a doenga renal, ao induzir inflamacéo.
Também é cabivel supor que essa contribuicdo na inducdo e progressado da doenca
renal pode conduzir & criagcdo de modernos tratamentos que sejam orientados na
reducdo sistémica de EVs na circulacao.

Ainda que o formato do experimento ndo tenha sido desenhado para
investigar associagdes com morbidade e mortalidade cardiovascular, ha interesse na
realizagédo de futuros ensaios, considerando a sua importancia.

Finalmente, este estudo tem limitagbes que futuramente poderdo ser
corrigidas. Embora o niumero pequeno de individuos represente inicialmente uma

dificuldade com relagédo a confiabilidade nos resultados, o estudo tem semelhanca
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em numero amostral a outras publicacbes relacionadas, além de apresentar
resultados reproduziveis condizentes com a literatura atual.

A identificacdo da origem celular das EVs precisa ser feita, podendo ter um
panorama funcional mais especifico neste tipo de doenca. Além de realizar replicatas

biologicas, afim de confirmar os dados com maior preciséo e credibilidade.
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ANEXO A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Termo de consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

UNIVERSIDADE DE BRASILIA
FACULDADE DE CIEL\ICIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS GRADUACAO EM PATOLOGIA MOLECULAR

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos o (a) Sr (a) para participar da Pesquisa Influéncia da hemodidlise no nivel sérico de
microvesiculas em pacientes renais cronicos, sob a responsabilidade do pesquisador Leidy Johana Noguera
Gaviria, a qual pretende avaliar o impacto da hemodialise na concentracdo de microvesiculas no sangue de
pacientes submetidos aquele tratamento. Sua participacdo € voluntaria e se dara por meio de coleta de sangue
antes e ap0s a realizacdo da sessdo de hemodidlise, assim como coleta de dados do seu prontuario (género,
idade, nefropatia de base, doencas concomitantes, ha quanto tempo submete-se a hemodialise). Os beneficios
gue a pesquisa trard ao (a) Sr. (a) e a populagéo serdo potenciais melhorias no procedimento de hemodialise,
proporcionados pelo melhor entendimento do que acontece durante aquele método dialitico. Se o (a) Sr. (a)
aceitar participar, estara contribuindo para o conhecimento médico acerca do nivel sérico de microvesiculas
durante o procedimento hemodialitico. Os riscos decorrentes de sua participagdo na pesquisa sdo aqueles
inerentes a coleta de sangue em veia periférica (hemorragia local, infec¢do), que serdo minimizados devido a
coleta sob condi¢Bes estéreis, por profissionais habilitados; ndo havera qualquer prejuizo do procedimento
hemodialitico agendado, atraso em seu inicio ou aumento do periodo de didlise.

Se depois de consentir em sua participacdo o Sr (a) desistir de continuar participando, tem o direito e a
liberdade de retirar seu consentimento em qualquer fase da pesquisa, seja antes ou depois da coleta dos dados,
independente do motivo e sem nenhum prejuizo a sua pessoa. O (a) Sr (a) ndo ter& nenhuma despesa e
também ndo receberd nenhuma remuneracgdo. Havera a suspenséo da pesquisa caso perceba algum risco/dano
a saude do sujeito participante. Os resultados da pesquisa serdo analisados e publicados, mas sua identidade
ndo sera divulgada, sendo guardada em sigilo. Serdo assegurados aos participantes da pesquisa as condi¢Ges
de acompanhamento, tratamento, assisténcia integral e orientacdo, conforme o caso, enquanto for necessario.
Os participantes da pesquisa que vierem a sofrer qualquer tipo de dano previsto ou ndo no termo de
consentimento e resultante de sua participagdo no estudo, além do direito a assisténcia integral, tém direito a
indenizacdo, conforme itens 111.2.h, IV.4.c, V.6 e V.7 da Resolugdo CNS n° 466 de 2012.

Para qualquer outra informacéo, o (a) Sr (a) podera entrar em contato com o pesquisador no endereco
SHLS 716 — conjunto E — UTI Térreo — Hospital Santa Luzia, pelo telefone (61) 34456083, ou podera entrar em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa — CEP/UCB, endereco: QS 07 lote 01 EPCT - Anexo Bloco Central -
sala L 002, campus |, horario de funcionamento de segunda a sexta-feira (8h as 13h e 14h as 18h) - telefone:
(61) 3356-9784.

Consentimento Pés—Informagao

Eu, , fui informado sobre o que
0 pesquisador quer fazer e porque precisa da minha colaboracéo, e entendi a explicagdo. Por isso, eu concordo
em participar do projeto, sabendo que ndo vou ganhar nada e que posso sair quando quiser. Este documento é
emitido em duas vias que serdo ambas assinadas por mim e pelo pesquisador, ficando uma via com cada um de
nos.

Data: / /

Assinatura do participante

Edmilson Leal Bastos de Moura



