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DANOS MOLECULARES EM PACIENTES UREMICOS SUBMETIDOS A
HEMODIALISE

MOLECULAR DAMAGE IN UREMIC PATIENTS ON HEMODIALYSIS

Liana Bertolin Rossato, Vagner Milani, Cristiane Bastos de Mattos, Daiana Benck Porsch,
Elvino José Guardao Barros, Ane Claudia Fernandes Nunes

RESUMO

Os efeitos toxicos decorrentes do estado urémico e do tratamento através de hemodialise vém
sendo sugeridos como responsaveis por danos no DNA em pacientes com insuficiéncia renal cronica.
Dessa forma, muitos trabalhos tém desenvolvido marcadores capazes de identificar esses danos
através da analise cromossOmica, teste de micronucleos, teste do cometa, teste eletroquimico e,
mais recentemente, analise do DNA mitocondrial. Considerando que esses danos podem aumentar
a incidéncia de cancer, mais estudos devem continuar sendo desenvolvidos nesse sentido.
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ABSTRACT

The toxic effects caused by the uremic state and hemodialysis have been suggested as
being responsible for DNA damage in patients with chronic renal failure. Thus, many researchers
have developed markers capable of identifying these damages using chromosome analysis,
micronucleus test, comet assay, electrochemical test and, more recently, mitochondrial DNA analysis.
Further studies must be undertaken, since these damages can increase the incidence of cancer.
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INTRODUCAO DANOS NO DNA NUCLEAR

Os efeitos téxicos decorrentes da insuficiéncia re-
nal cronica (IRC) e do tratamento de hemodialise vém
sendo sugeridos como responsaveis por danos no DNA
em pacientes com IRC (1). Isso pode ocorrer devido a
um aumento do estresse oxidativo, ao qual os pacien-
tes urémicos estio cronicamente expostos, pois esse
estado da doenca provoca um disttrbio no sistema
antioxidante (2). A partir dessa hipétese, muitos tra-
balhos tém desenvolvido marcadores para identificar
danos através da analise cromossdmica, teste de
microntcleos (MN), teste do cometa, teste
eletroquimico e, mais recentemente, anilise do DNA
mitocondrial (DNAmt).

Dentre os diferentes marcadores que podem ava-
liar os efeitos téxicos no DNA nuclear (DNAn), em
pacientes com IRC submetidos ao tratamento de
hemodialise, os mais antigos sio aqueles que avaliam os
danos cromossdmicos. Os primeiros estudos que tive-
ram como objetivo demonstrar danos no DNAn utiliza-
ram como marcadores a anélise cromossOmica, o teste
do MN, o teste do cometa e teste eletroquimico.

Analise cromossOmica

A anélise cromossOmica visa identificar alteragdes
numéricas e estruturais dos cromossomos. A técnica ge-
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ralmente é realizada a partir da anélise dos cromossomos
em metéfase, obtidos através de linfécitos de sangue pe-
riférico.

O primeiro estudo que avaliou danos
cromossdmicos, como trocas de cromatides irmas em
pacientes urémicos, foi realizado em 1988 (3). Nesse
estudo, foram analisadas culturas de linfécitos do san-
gue periférico, em pacientes urémicos e em controles,
para detectar a presenga de anormalidades
cromossOmicas e trocas de croméatides irmas. As altera-
¢Oes cromossdmicas mais encontradas foram fragmen-
tos acéntricos, formacdo de “bal6es” centroméricos,
quebras cromossOmicas, gaps, cromossomos em anéis e
cromossomos marcadores acrocéntricos longos. Dessa
forma, o estudo mostrou que a ocorréncia de anormali-
dades cromossdmicas e trocas de crométides irmas de-
vem ser consideradas, pois sdo fatores que podem au-
mentar a incidéncia do cancer (3).

Teste do MN

Os MN sio observados como uma pequena massa
nuclear que é separada do ntcleo principal. Eles podem
resultar de fragmentos cromossdmicos acéntricos ou de
cromossomos inteiros que nao foram incluidos no nd-
cleo principal. Dessa forma, os MN representam a per-
da de cromatina como conseqiiéncia do dano
cromossdmico.

A pesquisa de MN em pacientes com IRC tem
relacionado os efeitos téxicos dessa condicdo com a
ocorréncia de danos gendmicos espontineos. Um es-
tudo, que avaliou o nimero de MN em pacientes com
doenga renal severa em estagio final e pacientes com
hemodialise de manutengido (HM) de longo prazo, re-
latou que a média de MN no grupo de pacientes em
tratamento de HM de longo prazo foi significativamente
maior (44,3 £ 13,7 MN/1.000 células binucleadas ou
BN) que no grupo-controle (15,3 = 4,7 MN/1.000 BN).
Os pacientes com insuficiéncia renal avangada tam-
bém apresentaram um aumento da freqiiéncia de MN
em relagio aos controles. Segundo os autores, a eleva-
da freqiiéncia de MN em pacientes submetidos a
hemodialise de longo prazo e com IRC avangada é re-
sultante de um precério reparo do DNA, podendo ocor-
rer um aumento na incidéncia de neoplasias nesses in-

dividuos (4).
Teste do cometa

O teste do cometa vem sendo utilizado para iden-
tificar lesdes gendmicas que, posteriormente, podem
resultar em mutagdes. Basicamente, caso existam que-
bras na molécula de DNA, as células observadas na téc-

nica apresentam uma cauda, enquanto células sem ou
com poucos danos nio apresentam cauda.

Um estudo utilizou o teste do cometa (gel de
eletroforese de célula simples) para detectar os danos
gendOmicos em linfocitos de pacientes com IRC modera-
da a severa, pacientes submetidos ao tratamento de HM
de longo prazo e terapia de hemodiafiltracdo. Foi en-
contrada uma maior média de danos nos pacientes com
IRC moderada a severa e nos pacientes em HM de lon-
go prazo e terapia de hemodiafiltragio do que nos con-
troles. Com base nessas constatacdes, os autores acredi-
tam que futuramente seja necessario melhorar a atual
terapia para reduzir os danos gendmicos (5).

Teste eletroquimico

Um marcador que também estd sendo utilizado
para demonstrar danos oxidativos do DNA em pacien-
tes com IRC é o conteddo de 8-hidroxi-2’-
desoxiguanosina (8-OHdG). Esse marcador é detecta-
do em DNA obtido a partir de leucdcitos periféricos por
um método de detecco eletroquimico. Um aumento
dos niveis de 8-OHdG no DNA dos leucdcitos periféri-
cos ocorre com a perda cronica da fungio renal, sendo
que esse aumento é gradual com a sua progressio e agra-
vado ainda mais com a diélise peritonial (6).

DANOS NO DNAmt

Atualmente, muitas pesquisas tém sido realizadas
utilizando como ferramenta de estudo o DNAmt. As
mitocondrias sdo organelas intracelulares que produzem
energia na forma de trifosfato de adenosina para a respi-
ragio celular. O funcionamento das mitocondrias de-
pende de genes do DNAn e do DNAmt (7).

O DNAmt é uma molécula dupla, circular, com-
posta por 16.596 pares de bases (pb), que codifica 13
polipeptideos da cadeia respiratéria, dois RNA
ribossomais (rRNA) e 22 RNA transportadores (tRNA)
(8,9). A heranga do DNAmt é transmitida exclusiva-
mente por linhagem materna (9). O genoma
mitocondrial é um exemplo de extrema economia, apre-
sentando organizagdo génica compacta, sem introns
(10). A quantidade de cépias do DNAmt em cada
mitocOndria varia de duas a 10, enquanto que a quanti-
dade de mitocondrias em cada célula pode chegar a al-
gumas centenas (11).

Quando comparado com 0 DNAn, o DNAmt é
mais suscetivel a danos, devido & perda da protecio das
histonas e ao precario mecanismo de reparo de DNA
(12). Além disso, o DNAmt est4 localizado na membra-
na mitocondrial interna, a qual é a maior fonte
intracelular de espécies de oxigénio reativo (13,14).
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No metabolismo aerébico normal, aproximada-
mente 5% do oxigénio consumido pelas mitocondrias é
revertido em radicais livres (15). Esses radicais livres
provocam danos oxidativos no DNAmt, ocasionando
lesdes e mutagdes (16-18). As mutagdes no DNAmt vio
desde mudangas de base tnica a largas delecdes e
rearranjos (8).

O estudo do genoma mitocondrial, dentre outras
coisas, tem sido ttil para identificar mutagdes que po-
dem contribuir para a suscetibilidade & hipertensao em
negros americanos com doenca renal terminal. Nesse
sentido, foi realizada a anilise sistemética do genoma
mitocondrial de 58 pacientes com essas caracteristicas
e 58 individuos com pressdo arterial normal, através de
uma andlise de restri¢io de alta resolugéo (19).

Este estudo foi o primeiro relato de um aumento
na prevaléncia de variantes do genoma mitocondrial em
individuos com hipertensio. Apesar de a replicacio e
avaliacfo futuras serem necessdrias, os resultados atu-
ais ddo respaldo a hipétese de que 0 DNAmt pode ser
considerado um bom marcador molecular para diversos
casos de hipertensio nos negros americanos com IRC
terminal (19).

Uma pesquisa (20) avaliou a relagdo de mutagdes
no DNAmt com a glomeruloesclerose segmentar focal
(GESF). Para isso, foi realizado o mapeamento das mu-
tagdes do DNAmt em bidpsia renal de pacientes com
GESF primdria e pacientes com nefropatia por IgA. O
DNAmt extraido de biépsia renal foi amplificado para o
estudo das seguintes mutacoes de ponto do DNAmt:
3.243A - G, 3.271T — C, 8.344A — G, € 8.993T —
G/C e delecdo comum (4.977 pb).

A mutagfio que mais ocorreu nos tecidos renais
dos pacientes foi a delecio comum, aparecendoem 12 e
sete pacientes com GESF e nefropatia por IgA, respec-
tivamente. A delecio comum foi principalmente distri-
buida entre as células glomerulares epiteliais. Dessa for-
ma, acredita-se que essas mutagdes estejam relaciona-
das com danos celulares epiteliais glomerulares (20).

Em uma outra pesquisa, que teve como objeto de
estudo o DNAmt (21), foram relacionados os danos no
DNA e o desenvolvimento de tumores no estégio final
da doenca renal, com os efeitos téxicos do estado
urémico ou do tratamento dialitico. Para isso, foram re-
alizadas anélises das alteragdes do DNAmt de amostras
de seis rins comprometidos pela doenga renal terminal e
em nove tipos de culturas de células renais tumorais.
Além disso, todo genoma mitocondrial (16.569 pb) foi
seqiienciado.

Utilizando essas técnicas, foram encontrados os
seguintes resultados: 94 variacdes seqiienciais no tecido
normal e no tecido tumoral e nove mudangas
nucleotidicas sométicas em sete dos nove tumores ana-

lisados. Como conclusdo, o estudo revelou um aumento
mutacional do DNAmt de tumores, o qual pode
corresponder ao nivel aumentado de espécies de
reatividade oxidativa nas células do parénquima renal
de pacientes no estégio final da doenga renal (21).

Além dessas pesquisas relacionadas ao DNAmt,
alguns relatos de casos tém demonstrado a associagio
do DNAmt com algumas complicacdes renais. Um
exemplo foi o relato de um caso de uma paciente de 27
anos com surdez sensoneural e disfungfo renal, em que
a anélise do seu DNAmt revelou uma mutacio de A
para G do tRNA Leu (UUR) na posigao 3.243 do gene.
Os autores conclufram que a mutacio desse gene do
DNAmt tinha relagio com a nefropatia (22).

Um outro relato de caso foi o de dois individuos
aparentados, que apresentavam um genitor comum. Um
dos dois individuos manifestou insuficiéncia renal e he-
patica precoce, e os dois desenvolveram proeminente
neuropatia sensomotora periférica. O exame do DNAmt
revelou a presenga de uma delegio de 4.977 pb (23).

Analise da delegao de 4.977 pb do DNAmt

A mutacdo mais comum do DNAmt é uma deleco
de 4.977 pb, chamada de delecio comum. Essa delecio
ocorre entre as posigdes de nucleotideos 8.469 a 13.447
(24) e é flanqueada por uma seqiiéncia de repetigio di-
reta de 13 pb (25). Diversos estudos tém relacionado a
presenga dessa delegdo com a toxicidade do estado
urémico.

Em um estudo (26) que testou a hipétese de que o
estado urémico pode causar danos severos no DNAmt,
a ferramenta utilizada foi a anélise da delegio de 4.977
pb do DNAmt no misculo esquelético de pacientes no
estdgio final da doenca renal.

Como resultado, os pesquisadores encontraram a
delecdo de 4.977 pb no DNAmt em 77% (17-22) dos
pacientes, enquanto apenas 22% dos controles pareados
por idade apresentaram a mesma delecio. Usando o
método de reagio em cadeia da polimerase (PCR)
semiquantitativo, foi observado que as propor¢des do
DNAmt deletado no musculo também foram significa-
tivamente maiores nos pacientes do que nos controles.
Os autores conclufram que o enfraquecimento de siste-
mas de limpeza de radicais livres e a acumulacéo de to-
xinas urémicas podem aumentar o estresse oxidativo em
pacientes com doenga renal terminal e, como conseqii-
éncia, levar as mutagdes associadas com a idade do
genoma mitocondrial (26).

Uma outra pesquisa também desenvolveu um es-
tudo sobre danos de DNA em pacientes no estagio final
de doenga renal, através da andlise da dele¢io comum

do DNAmt (27). Nesse trabalho, foram detectadas
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delegdes no DNAmt usando foliculos capilares de 162
pacientes.

Como resultado, a incidéncia da dele¢io de 4.977
pb do DNAmt nos foliculos capilares foi maior nos paci-
entes em estégio final da doenga renal do que nos indi-
viduos normais. Além disso, a incidéncia dessa delecio
aumentava com a idade dos pacientes. Dessa forma, a
delegio de 4.977 pb do DNAmt dos foliculos capilares
pode servir como um biomarcador da instabilidade
molecular do genoma mitocondrial de pacientes em es-
tagio final da doenga renal (27).

CONCLUSOES

Os diversos estudos que encontraram indices de
danos no DNAn e no DNAmt em pacientes com IRC,
em tratamento através da hemodiélise, demonstraram
que esses danos sdo uma conseqiiéncia do estresse
oxidativo e de um precdrio reparo do DNA em pacien-
tes com essas condigdes.

Esses danos podem aumentar a incidéncia de
neoplasias. As mutagdes do DNAmt, por exemplo, ini-
ciam eventos em cascata, que levam a um continuo au-
mento na producéo de espécies de oxigénio reativo, uma
condigfo que pode favorecer o desenvolvimento de tu-
mores (28).

Dessa forma, mais estudos devem ser realizados
nesse sentido, na tentativa de descobrir novas informa-
¢Oes sobre como isso ocorre e descrever a real incidén-
cia dessas neoplasias em pacientes com IRC submetidos
ao tratamento através da hemodidlise.
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