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RESUMO

Introducao: A continua exposicdo da membrana peritoneal as solugdes de dialise
peritoneal convencionais, consideradas nao fisiolégicas, € um dos fatores de risco
para o desenvolvimento de alteragdes morfoldgicas e funcionais do periténio.
Objetivo: Comparar a viabilidade celular in vitro de fibroblastos de camundongos
NIH/3T3 expostos a diferentes solucoes de dialise peritoneal.

Materiais e Métodos: Estudo experimental, onde foram realizadas culturas de
fibroblastos empregando meios de cultura contendo diferentes solucdes de didlise
(padrdao e pH-neutro) nas 3 concentragdes de glicose disponiveis. A viabilidade
celular foi avaliada pelo método do sal de tetrazodlio.

Resultados: A viabilidade celular foi significativamente superior na solu¢ao com pH
neutro em comparacdo a solugdo controle, nas trés concentragdes de glicose
(Densidade 6ptica-média + dp: 1.5%%°""® 0,295+0,047 vs 1,5%P" " 0,372+0,042
P<0,001; 2,3%%°""* 0,270+0,036 vs 2,3% " """ 0,337+0,051 P<0,001; 4,25%°"""®
0,284+0,037 vs 4,25%°7 "™ (332 + 0,032 P<0,001). Ndo ocorreu diferenca
significativa na viabilidade celular entre as trés concentracdes de glicose quando se
usou a solucao de dialise peritoneal padrao (ANOVA P=0,218), embora a viabilidade
celular foi maior ap6s a exposicdao a solucdo com pH neutro na concentracédo de
glicose de 1,5% em comparacdo com 2,3 e 4,25% (ANOVA P=0,008: Bonferroni
1,5% vs 2,3% P=0,033, 1,5% vs 4,25% P=0,014, 2,3% vs 4,25% P=1,00).
Conclusao: A viabilidade celular foi maior nos fibroblastos expostos a solucdo de
didlise peritoneal com pH neutro, especialmente nas menores concentracbes de
glicose. E possivel que o pH mais fisiolégico e a menor quantidade de produtos de

degradacao da glicose possam ser responsaveis pelos resultados.

Descritores: Didlise peritoneal, Biocompatibilidade, Fibroblasto 3T3, Cultura de

células



ABSTRACT

Introduction: Peritoneal membrane continuous exposition to conventional peritoneal
dialysis solutions is an important risk factor related to structural and functional
alterations.

Objective: To compare in vitro cell viability in mice fibroblast NIH/3T3 after
exposition to a neutral pH dialysis solution in comparison to cells exposed to a
standard solution.

Methods: Experimental study. In order to evaluate cellular viability, mice fibroblast
NIH/3T3 cell culture were used in media containing conventional peritoneal dialysis
solution or a neutral pH peritoneal dialysis fluid. Both solutions were tested in all the
commercially available glucose concentrations.

Results: Cell viability was evaluated with tetrazolium salt colorimetric assay.
Fibroblast viability was significantly superior in the neutral pH solution in comparison
to control, in all three glucose concentrations (Optical density - means * SD:
1.5%%°"' 0.295+0.047 vs 1.5%"""™ P" 0.372+0.042 P<0.001; 2.3%°"" 0.270+0.036
vs 2.3%""@ PH 0.337+0.051 P<0.001; 4.25%°™° 0.284+0.037 vs 4.25%"" PH
0,332 £ 0,032 P<0.001; control vs neutral pH respectively, Student t Test). There was
no significant difference in cell viability between the three concentrations of glucose
when standard solution was used (ANOVA P=0.218), although cell viability was
higher after exposition to neutral pH peritoneal dialysis fluid at 1.5% in comparison to
2.3 and 4.25% glucose concentrations (ANOVA P=0.008: Bonferroni 1.5%vs2.3%
P=0.033, 1.5%Vvs4.25% P=0.014, 2.3%vs4.25% P=1.00).

Conclusion: Cell viability was higher in the neutral pH dialysis solution, especially in
the lower glucose concentration. A more physiological pH and lower glucose

degradation products may be responsible for such results.

Keywords: Peritoneal dialysis, Biocompatibility, Fibroblast, Cell culture
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1 INTRODUCAO

Introduzida h&a aproximadamente 20 anos por Popovich e Monchrief, a dialise
peritoneal ambulatorial continua (DPAC) é um método de terapia renal substitutiva
estabelecido (Negoi et al., 2009).

O principio basico da dialise peritoneal (DP) é a transferéncia de agua e solutos
da circulacdo para a cavidade peritoneal, utilizando o peritbnio como membrana
dialitica. A presenca da solucao de didlise na cavidade abdominal permite que essa
troca ocorra. Para que a solucao de dialise remova liquidos e solutos é adicionado
um agente osmoético a solucdo, que na maior parte das vezes é a glicose. A
concentracdo da solucdo de didlise peritoneal estd baseada na quantidade de
glicose adicionada a solugédo, que pode variar de 1,5% a 4,25% nas solucdes

padrdées comercialmente disponiveis.

Desde o final dos anos 70, as solucbes de dialise peritoneal séao
acondicionadas em bolsas de cloreto de polivinil, modificagdo que foi introduzida por
Oreopoulos et al (1978). Apds vérios anos de utilizacdo desta técnica, cresceram as
preocupag¢des com a manutencgao e a viabilidade da membrana peritoneal exposta a
solucdes de dialise peritoneal nao fisiolégicas. O contato continuo das solucdes de
dialise peritoneal convencionais com o peritbnio é considerado um fator de risco
importante para o desenvolvimento de alteragbes teciduais na membrana peritoneal
(Di Paolo et al., 1986). As alteracbes que se estabelecem sao atribuidas a
quantidade elevada de glicose, hiperosmolaridade e pH acido destas solugdes, bem
como a presenca de substancias potencialmente téxicas ao peritdbnio, como o0s
produtos de degradacdo da glicose e os produtos finais da glicacdo avancada
(Topley et al., 1998). Por essas razdes, as solugcdes de dialise peritoneal
convencionais sao consideradas bioincompativeis. Entende-se por
biocompatibilidade a capacidade do material de ndo provocar qualquer resposta do
hospedeiro ao ser utilizado. Em diélise peritoneal, biocompatibilidade é a habilidade
da solugédo de dialise peritoneal em manter as caracteristicas anatomo-fisiol6gicas
do peritdnio (Gurland, 1994).
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As modificagbes estruturais sofridas pela membrana peritoneal conduzem a
perda de ultrafiltracdo, a reducao do clearance de solutos e a faléncia da técnica
(Williams et al., 2004).

A preocupacao com a manutengdo da membrana peritoneal tem estimulado o
desenvolvimento de novas solugdes de dialise peritoneal mais biocompativeis.
Dentre elas, existe a solucao de dupla camara, com pH neutro e baixa concentracao
de produtos de degradacdo da glicose considerada mais fisioldgica, quando
comparada com as solugdes padrao. Esta solucao mostrou efeitos benéficos tanto in
vitro, como in vivo (Lee et al., 2005; Williams et al., 2004; Lage et al., 2000).
Acredita-se que, por meio de condicbes experimentais, seja possivel avaliar a
biocompatibilidade das solucbes de dialise peritoneal em culturas celulares. Logo, o
presente estudo comparou a viabilidade celular de fibroblastos de camundongos
NIH/3T3 expostos a diferentes solugcbes de dialise peritoneal.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PERITONIO

2.1.1 Estruturas do peritonio e transporte

O periténio é a membrana serosa mais extensa do corpo. E divida em duas
porcdes: a parietal que reveste a parede abdominal e a visceral que reflete sobre as
viceras. O espaco entre os dois folhetos € a cavidade peritoneal, que exerce a
funcéo excretora dos rins nos portadores de insuficiéncia renal crénica (Dobbie et al.,
1988). A membrana peritoneal é composta por uma camada Unica de células
mesoteliais e pelo intersticio, que é composto por tecido conjuntivo frouxo que
contém colageno, células parenquimais, fibroblastos e mucopolissacarideos, além
de capilares peritoniais e vasos linfaticos. Em situacao normal, a cavidade peritoneal
contém aproximadamente 100ml de liquido composto pelo surfactante fosfatidilcolina
que € secretado pelas proprias células mesoteliais, o qual fornece lubrificacdo aos
6rgdos internos, a fim de reduzir o atrito entre eles (DAvila et al., 1996; Dobbie,
1988).

Durante a dialise peritoneal (DP) a cavidade abdominal é ocupada por
aproximadamente 2 litros de solucédo de dialise. Estima-se que no adulto normal a
superficie total do peritdnio seja de aproximadamente 1m? (Rubin, 1988).
Aproximadamente 60% da superficie do peritbnio é composta pelo visceral e 10% é
formado pelo periténio parietal. O restante é formado pelo omento e mesentério. Nao
estda bem claro qual das porcdes do peritdnio esta ligada ao transporte peritoneal,
pois existem diferencas entre as espécies estudas (Fox et al.,, 1991; Alon et al.,
1988).

A membrana peritoneal realiza o transporte de solutos e agua entre o sangue e
a solucao de dialise de duas formas: a difusdo e a ultrafiliragdo. Através da difusao,
as solucdes se movem de um lado para o outro da membrana, obedecendo a um
coeficiente de concentracdo entre os solutos. Para ultrafiltracdo, utiliza-se a glicose
como agente osmético, a fim de realizar o transporte dos solventes. Juntamente com
a ultrafiltracdo ocorre o arrastamento de solutos, enquanto acontece o transporte do
solvente (Pecoits-Filho et al., 2003).
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O maior constituinte do peritbnio € o mesotélio, uma lamina Unica composta por
células mesoteliais assentadas sobre a membrana basal. O transporte através da
membrana € determinado pela area de superficie e pela permeabilidade, regra
aplicada para qualquer membrana. Na didlise peritoneal o periténio funciona como a
membrana de troca, onde a area efetiva de troca é caracterizada pelo numero de
capilares perfundidos (Krediet et al., 1994) e ndo pela area anatémica. A area
vascular é na verdade a principal envolvida no transporte de solutos. Esta area é
consideravelmente menor que o territério vascular do periténio, correspondendo a
25% dos capilares perfundidos em condicado de repouso (Pietrzak et al., 1989). Os
capilares peritoneais sdo, provavelmente, a principal barreira de resisténcia ao
transporte de agua e solutos. A permeabilidade capilar funciona através do sistema
de poros seletivos, chamado de Modelo de Trés Poros que propde que o transporte
de moléculas de baixo peso molecular seja efetuado por poros de 4,0-6,0 nm, como
as moléculas de uréia, de creatinina e de glicose, a chamada via transcapilar. Um
namero menor de poros de maior didmetro 20-30 nm assumiriam o transporte de
moléculas maiores, como as proteinas (Rippe, 1991; Rippe e Krediet, 1994). E as
aquaporinas-1, uma proteina da membrana celular com poros 0,3-0,5 nm, esta
envolvida no movimento de agua, chamada de via transcelular. (Pannekeet, 1996).
Os vasos linfaticos peritoneais também se encontram localizados no intersticio. Os
linfaticos subdiafragmaticos contém estdématos e espacos por onde drena agua e
solutos da cavidade peritoneal diretamente para a circulacdo sistémica (Zakaria,
1996).

As células mesoteliais possuem microvilosidades e secretam substancias como
o surfactante fosfatidilcolina e o antigeno associado ao cancer 125 (CA125), este
ultimo utilizado como marcador de massa e renovacao das células mesoteliais.
(Dobbie, 1989, Koomen, 1994).

2.1.2 Alteracoes Morfologicas Peritoneais

No inicio da dialise peritoneal as células mesoteliais, apresentam aparéncia
morfoldgica normal, com as células unidas umas com as outras e com a superficie
recoberta pelas microvilosidades. Transcorridos alguns meses em tratamento

dialitico, se inicia uma reducao gradual nas microvilosidades e ap6s um periodo de
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aproximadamente 10 meses, observa-se a perda completa das microvilosidades.
Segundo Krediet, essas alteracbes evoluem para o afastamento das juncdes
intercelulares, conduzindo a separacao das células mesoteliais e posteriormente, as
células se tornam inviaveis, e ocorre esfoliacdo das células com o surgimento de
areas desnudadas. Além disso, comecam alteracdes no intersticio, como edema e

aumento de depdsito de colageno tipo IV (Krediet, 1999; Williams et al., 2003).

Inicialmente, as investigacdes sobre as alteracdes morfolégicas recaiam sobre
as células mesoteliais e o intersticio e a sua relacdo com as peritonites (Dobbie et
al., 1990; Honda et al.,1996). Posteriormente, observaram que essas alteracdes, nao
estavam relacionadas somente as peritonites, mas também a outros fatores como o
tempo de terapia dialitica, a propria condicdo urémica do paciente (Williams et al.,
2002) e o contato continuo das solu¢des de dialise com o periténio.

Podem ser encontradas alteracbes como a perda ou degeneracdo do
mesotélio, espessamento submesotelial, que alguns autores descreveram como
fibrose ou mesmo esclerose, e reduplicagdo do numero de vasos sanguineos e a da
membrana basal (Mateijsen et al., 1999; Combet et al., 2000). As células mesoteliais
podem sofrer trans-diferenciacdo no seu fenétipo, passando de células epiteliais
para um fenétipo mesenquimal (Yanez et al., 2003). Esses dados sugerem a acao
direta das células mesoteliais no processo de fibrose e com isso, de faléncia de
ultrafiltragcdo da membrana peritoneal.

Segundo Mortier (2003), estudos prévios descreveram as modificacdes sofridas
pelo peritbnio, mas nao conseguiam estabelecer a relacdo entre as mudancas
morfolégicas e o evento clinico especifico que as provocava. Rubin et al.,(1991)
demonstrou através de autépsia que as modificacbes presentes na membrana
peritoneal estavam relacionadas diretamente com o numero de eventos de

peritonite.

Um estudo mais abrangente foi o de Williams et al., (2002), que comparou as
alteracdes estruturais entre grupos de individuos normais, pacientes urémicos pré-
tratamento dialitico, pacientes em hemodidlise e em diadlise peritoneal. Encontrou
uma diferenga significativa da espessura zona compacta da camada submesotelial

entre os grupos — pacientes em DP apresentaram uma espessura de 270pum e nos
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individuos saudaveis a espessura foi de 50um. A espessura dessa camada aumenta
significativamente com o tempo de duragdo da didlise peritoneal. Outro achado
importante no grupo em dialise peritoneal foi que a prevaléncia das alteracbes
vasculares aumentou também com o tempo em terapia. O niumero de capilares em
relacdo a area do peritbnio analisada encontrava-se maior nos pacientes que se

apresentavam com faléncia de membrana peritoneal.

Clinicamente, essas modificacbes conduzem a aumento do transporte de
solutos, prevaléncia maior de infeccdes, falha de ultrafiltracédo, didlise inadequada
podendo culminar com abandono da técnica. (Davies et al., 1998; Devuyst et al.,
2001).

2.1.3 Causas das modificacoes da Membrana Peritoneal

2.1.3.1 Uremia

A uremia por si s6 € capaz de produzir alteracbes na membrana peritoneal
antes mesmo de ser utilizada para terapia dialitica (Mortier, 2003). No estudo de
Williams et al., (2002) a espessura da zona compacta da camada submesotelial foi
de 140um. Confirmando que existem alteragdes antes mesmo do inicio de qualquer
modalidade de terapia renal substitutiva.

Estudos prévios demonstram que na uremia ha um aumento da producao de
oxido nitrico na circulacao sistémica, juntamente com niveis elevados de produtos
finais da glicacao avancada (AGEs do inglés, Advanced Glycation End-products)
circulante que estimulam a liberacdo do fator de crescimento vascular endotelial
(VEGF do inglés, Vascular endothelial growth factor).(Lau T, 2000; Miyata T, 1999;
Wasada T, 1998). Segundo Combet et al., (2001) a correcdo da anemia relacionada
a uremia com eritropoetina pode nao prevenir as alteracées estruturais na

membrana peritoneal de ratos urémicos.

2.1.3.2 Cateter para DP

Recentemente Flessner et al., (2007) demonstraram em um estudo
experimental com ratos, que a presenca fisica do cateter na cavidade abdominal
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provoca alteracées morfoldgicas na membrana peritoneal. O mesmo grupo mostrou
em outro estudo prévio a presenca de alteracées vasculares e do aumento na
espessura do peritbnio em ratos apds oito semanas de exposicao a solucdes
estéreis. Essas alteragdes foram atribuidas a presenca do cateter para infusao das
solucdes utilizadas (Flessner, 2006).

2.1.3.3 Peritonite

O peritbnio responde ao processo infeccioso com a liberagcdo de citocinas
inflamatérias. Na fase inicial da infecgcdo os macréfagos liberam o fator de necrose

tumoral e interleucina —1 em resposta a invasao microbiana (Jorres, 1996).

Na peritonite aguda pode-se observar desnudagdo das células mesoteliais
(Pannekeet, 1995). Em quadros mais leves da infeccdo pode ocorrer regeneracao
do epitélio lesado durante o periodo de recuperacao. Porém, em alguns casos essa
recuperacdo pode ser prejudicada ou até mesmo ndo ocorrer, induzindo
modificacées permanentes na membrana peritoneal (Brownlee, 1984). Ahmad et al.,
(2006) conduziu um estudo com pacientes em dialise peritoneal, que usavam
solucdo com bicarbonato/lactato como tampdo e comparou com pacientes que
utilizavam solugcdo somente com lactato. Foi observado que a taxa de peritonite foi
significativamente menor no grupo que utilizou a solugdo mais biocompativel quando

comparado com a convencional.

Assim como descrito na uremia, episédios de peritonite provocam excessiva
resposta inflamatéria, modificagcbes na membrana peritoneal, aumento da rede

vascular, contribuindo para deterioragéo da fungéo peritoneal (Schilte, 2009).

2.1.3.4 Solucoes de didlise peritoneal e a formacao de AGEs

As solucbes de didlise peritoneal convencionais possuem concentragdes
elevadas de glicose (75-220 mmol/L), agente osmoético que torna a solucao
altamente osmolar (334-486 mosm/L) e possui um pH acido (5,5), para que durante
o0 processo de esterilizagdo a quente a glicose ndao sofra o processo de
caramelizacao. Essas caracteristicas tornam as solugdes convencionais substancias

nao fisiolégicas. O processo de esterilizagdo a quente induz o surgimento de produto
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de degradacéao da glicose (PDG) que estimula a formagao dos produtos da glicacao
avancada (AGEs) (Passlick-Deetjen, 2001). Os PDG n&o se formam somente com a
esterilizagdo na autoclave, mas também durante o periodo de estocagem das
solucdes, porém em quantidades menores (Kjellstrand, 1995).

Outro processo de esterilizacao disponivel é a filtragdo. Este processo
apresenta a vantagem de formar uma menor quantidade de PDG (Sundaram, 1997).
Os PDGs sao um grande grupo originado a partir da degradacao de carboidratos
classificados como componentes carbonilados, altamente reativos, como os aldeidos
e dicarbonilados, por exemplo, formaldeido, acetaldeido, glioxal, metilglioxal, 3-
deoxiglucosone, 5-hidroximetilfufural (Schwenger, 2006). Até a descoberta destas
substancias, acreditava-se que a alta concentragao de glicose fosse o principal fator
para dano na membrana peritoneal e como consequéncia a faléncia da técnica de
dialise peritoneal. Entretanto, os PDGs foram identificados como substancias toxicas
que agem diretamente na membrana peritoneal impondo, também, modificacbes no
peritdnio (Witowski, 2003).

Os AGEs se formam a partir de uma série de reacdes, iniciando com a reacao
de Maillard que resulta numa base de Schiff. Formada pela interacdo ndao enzimatica
do grupo carbonila do agcucar com o grupo amina da proteina (Weiss, 1999; Monnier,
1992). Na sequéncia, a base de Schiff, mais instavel, sofre rearranjos e se torna uma
estrutura mais estavel, o chamado produto de Amadori. Os produtos de Amadori
gerados possuem grupos carbonilas reativos, que se condensam com grupos
aminas primarios, dando origem aos AGEs (Monnier, 2003). Henderson et al., (1986)
chamou atencdo para os PDG ao relacionar a dor abdominal dos pacientes no
momento da infusdo da solucdo de DP com o tempo que estas solugdes ficavam
armazenadas. Além disso, observou a reducao na ultrafiltracdo dos pacientes que
utilizaram solucdes de dialise peritoneal estocadas por periodos longos.

Wieslander et al., (1991) investigou o efeito dos PDGs sobre a fungéo celular e
mostrou que esses causam inibicdo no crescimento de fibroblastos L929. Musi et al.,
(1998) demonstrou que a combinacado dos PDG com pH baixo aumenta o transporte

de solutos, com baixo peso molecular, durante um periodo curto de tempo em ratos.
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Direta ou indiretamente, através de seus produtos de degradacao, a glicose
pode ser responsavel pelas modificagcbes morfolégicas da membrana peritoneal. As
alteracoes estruturais podem ser neoangiogénese, reduplicacao da lamina basal do
mesotélio e dos vasos sanguineos, fibrose intersticial e hialinizagcdo da camada
média dos capilares com deposito, preferencialmente, de colageno tipo IV (Williams,
2003).

2.1.4 Mecanismos moleculares

Estudos prévios demonstram que a expansao da rede vascular da membrana
peritoneal € um determinante importante no aumento do transporte de solutos
através do peritdnio. Associada com o aumento da rede capilar se encontra a fibrose
intersticial evidenciada pelos estudos que efetuaram bidpsia peritoneal. As células
mesoteliais possuem a capacidade produzir citocinas fibrogénicas, TGFB-1 (do
inglés, transforming growth factor) (Margetts et al., 2003).

O TGFB-1 € uma citocina que esta relacionada com diversos processos, como
a ativacao de fibroblastos, a deposicao de colageno, a inibicao de fibrindlise através
do inibidor do ativador do plasminogénio-tipo1 (PAI-1) e a manutengédo da fibrose
pela inibicao da matriz das metaloproteinases. Dessa forma, o TGFB-1 induz fibrose
submesotelial e participa dos processos de neovascularizacdo (Margetts et al.,
2005). Esta, também, relacionado com transicao do epitélio mesenquimal, por meio
do qual a células mesoteliais trans-diferenciasse em miofibroblasto, um dos
principais reguladores celulares da matriz extracelular e intimamente relacionados
com a fibrose intersticial (Margetts et al., 2003; Margetts et al., 2005). Outras
citocinas, junto com o TGFB-1, como PAI-1 estdo associadas a fibrose em seus
estagios iniciais através da inibicdo da atividade fibrinolitica na superficie da
membrana peritoneal e conseqlientemente com o acumulo de fibrina, que é a base

para o desenvolvimento da fibrose.

O aumento no numero dos vasos sanguineos intersticiais esta diretamente
associado a elevacdo na permeabilidade capilar. Neste processo existe a
participacdo do 6xido nitrico que esta envolvido na regulacdo da permeabilidade e
do ténus vascular. Com o aumento do tempo de terapia dialitica existe a elevacao da

atividade da enzima 6xido nitrico sintetase (Combet et al., 2000). Essa elevacao na
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atividade enziméatica em pacientes com longo tempo de terapia sugere um
significante aumento da area endotelial. Juntamente com o éxido nitrico esta o Fator
de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF) que é uma proteina que esta ligada a
formacao de novos vasos sanglineos. Esta proteina foi encontrada no efluente do
dialisato e isso pode ser diretamente correlacionado com a permeabilidade vascular
aumentada para moléculas pequenas (Combet et al., 2000). A elevacao na atividade
do VEGF se relaciona diretamente com a angiogénese na membrana peritoneal.
Esse mecanismo ainda nao esta totalmente elucidado, mas se sabe que esta ligado
a fatores como o TGFB-1, a isquemia local e com citocinas inflamatérias como a
interleucina 6. Mais recentemente, Noh et al., (2005) trouxeram evidencias que a
ativacao do sistema renina-angiotensiva pode estar relacionada com a angiogénese
e a fibrose intersticial. O uso de losartan, in vitro, resultou na inibicdo do TGFB-1 em
células mesoteliais expostas a solucbes com altas concentracdes de glicose.
Ademais, outro estudo mostra que o uso de inibidores da enzima de conversdo da
angiotensina inibe a producao excessiva de VEGF, por bloquear os receptores da
angiotensina Il e assim reduzir a neovascularizacao (Sauter et al., 2007).

Mais recentemente, tem aumentado as pesquisas sobre o peptideo relacionado
ao paratorménio (PTHrP do inglés, Parathyroid hormone-related protein)
considerado como um regulador importante do sistema renina-angiotensina, pois a
elevagdo do PTHrP inibe a liberagdo de renina, efeito diretamente relacionado ao
seu aumento (Fritsch et al., 2004). Outro foco de pesquisas é o papel do estresse
oxidativo, que contribui para alteracbes inflamatérias tanto sistémicas, quanto
peritoneais, que podem conduzir a faléncia de membrana peritoneal. O estresse
oxidativo é o desequilibrio entre a producao de produtos reativos do oxigénio e a
capacidade de agao do sistema antioxidante, a favor da producao. Esta elevacao da
producdo provoca aumento de interleucina 6 mediante a ativagdo do fator de
transcricado NF-kB, um complexo sistema de proteinas que controla a transcricao do
acido desoxirribonucléico (Saxena, 2007).

Esses sdo somente alguns dos mecanismos moleculares relacionados com as
alteragdes morfologicas da membrana peritoneal, certamente a descoberta de novas

rotas e o melhor entendimento dos mecanismos das alteragbes na membrana
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peritoneal permita uma modificacdo nas terapias, a fim de preservar a funcado do

peritdnio.
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3 OBJETIVO

Comparar a viabilidade celular, in vitro, de fibroblastos de camundongos

NIH/3T3 expostos a diferentes solucoes de dialise peritoneal.



26

4 MATERIAIS E METODOS

O estudo foi aprovado pela Comissdo Cientifica do Programa de Pos-
Graduagdo em Medicina e Ciéncias da Satde e pelo Comité de Etica em Pesquisa
(Anexo A) da Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul.

4.1 DELINEAMENTO

Estudo Experimental in vitro.

4.2 SOLUCOES DE DIALISE PERITONEAL (DP)

Foram utilizadas no estudo solucdes de didlise peritoneal que contém glicose,
como agente osmético, nas trés concentragdes disponiveis (1,5; 2,3 e 4,25%). A
solugdo convencional utilizada foi a Peritosteril® (Fresenius Medical Care,
Jaguariuna, Brasil) e a com pH neutro e lactato como tampédo foi a Balance®

(Fresenius Medical Care, Bad Homburg, Germany).

A solucéo Balance® é apresentada em uma bolsa com dupla camara. Uma das
camaras contém a solucao de lactato de sédio alcalina (s6dio 75 mmol/l e lactato
70mmol/l) e a outra cdmara que contém a solugdo acida com eletrélitos com base
em glicose (sédio 193mmol/l, célcio 3,5mmol/l, magnésio 1mmol/l, cloro 203 mmol/l,
glicose 166,5mmol/l) para a solucdo na concentracdo 1,5%. A solucdo pronta para
uso € obtida apds a mistura do contetdo dos dois compartimentos quando se rompe
o lacre entre as duas camaras. A solugao convencional é apresentada em bolsa com
camara unica. Todas as manipulacées das bolsas de didlise peritoneal seguiram
sempre técnicas assépticas, a fim de evitar a contaminacao das solucées. A solucao
com pH neutro foi utilizada somente nas 24h apds a mistura dos liquidos de seus

compartimentos, conforme orientacao do fabricante contida na bula do produto.
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A composicdo de ambas as soluc¢des € apresentada na tabela 1.

Tabela 1 — Composicao das solucoes de dialise peritoneal.

CONTROLE pH NEUTRO

Componentes (mmol/L) (Peritosteril®1.5%) (Balance®1.5%)
Sadio 134 134
Célcio 1,75 1,75
Magnésio 0,5 0,5

Cloro 103,5 101,5
Lactato 35 35

pH 5,5 7,0
Osmolaridade tedérica (mOsm/L) 358 358

4.3 LINHAGEM CELULAR E CULTURA DE CELULAS

A linhagem celular utilizada foi a de fibroblastos de camundongos NIH/3T3
obtidas da American Type Culture Collection (ATCC CRL-1658, Manassas, Virginia,
U.S.A). Sdo células de crescimento aderente em monocamadas. A manipulagcao
celular foi sempre realizada em condicGes estéreis, e as culturas foram mantidas em

estufa (Sanyo) a 37° C em atmosfera imida com 5% de CO..

Os fibroblastos NIH/3T3 foram cultivados em garrafas de 25 cm? contendo
meio de cultura DMEM (do inglés Dulbecco’s Modidied Eagle’s Médium) (Gibco,
Grand Island, NY, U.S.A.), gentamicina (Gibco) (0,025 g/L), estreptomicina/penicilina
(Gibco) (0,1 g/L) e suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) (Gibco) em
uma estufa (Sanyo) a 37° C em atmosfera Umida com 5% de CO..

As células foram cultivadas em triplicatas na densidade de 0,5x10* células por
poco, contadas com o auxilio da camara de Neubauer, em placas de cultura de 96
POCOS.
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4.4 DETERMINAGAO DAS CONDICOES EXPERIMENTAIS

Para o estudo piloto, foram utilizadas trés placas de cultura com 96 pocos para
cada periodo de tempo analisado 24, 48 e 72 horas. Os fibroblastos foram
semeados em meio DMEM e cultivados por 24 h para aderirem a placa. Apds este
periodo, 50 pL da solucéo para didlise peritoneal PADRAO/DMEM ou da solucéo de
dialise peritoneal TESTE/DMEM foi adicionado para substituir o meio DMEM nos
pocos previamente definidos para cada uma das diferentes condi¢cdes experimentais,
em triplicata.

4.5 CULTIVO DE FIBROBLASTOS NIH/3T3 COM A PRESENCA DE

DIFERENTES SOLUGCOES DE DIALISE PERITONEAL

A partir dos testes piloto, definiu-se que 0s ensaios experimentais seriam
realizados empregando concentragdes 1:1 (v/v) da solucdo de didlise peritoneal
(TESTE ou pH neutro/DMEM) por um periodo de 48 horas de cultura. Foram
semeadas trés placas de 96 pocgos, com ftriplicatas das concentracdes e diluicdes
usadas no ensaio piloto. A densidade celular utilizada de 0,5x10* provou ser
adequada para os tempos estipulados ndao necessitando alteragao.

4.6 VIABILIDADE CELULAR PELO METODO DO MTT

Apos o periodo de incubacao, as culturas celulares foram lavadas com tampéao
de DPBS (100 pL) e logo apds, foi adicionado meio DMEM (50 ulL/pogo) contendo
10% da solucdo de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol)-2,5-difeniltetrazélio)
(Sigma, Saint Louis, MO, USA) na concentracao de 5 mg/mL. As células foram
incubadas por 4 horas em estufa (Sanyo) a 37° contendo 5% de CO,. Transcorridas
as 4 horas, o meio com MTT foi aspirado e logo em seguida adicionado 100 L de
DMSO (Sigma) para solubilizar os sais de formazan. A conversdo do produto do
MTT (medida de viabilidade celular) foi mensurada através da densidade 6ptica (OD)
em espectrofotometro Microplate Reader (BioRad) a 570 nm. Controles foram
realizados para avaliar os ensaios. O controle considerado “negativo” € aquele em
que as células foram cultivadas em meio de cultura DMEM sem a adicao da solucao
de didlise peritoneal. O controle chamado de “positivo” foi aquele em que as células
foram cultivadas em meio de DMEM com adi¢do de sulfato de cobre (CuSOy). A
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média da OD para o controle negativo (DMEM) representa 100% de viabilidade

celular. Todas as amostras foram avaliadas em triplicatas e repetidas trés vezes.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Variaveis continuas sao apresentadas como média e desvio-padrdo. Para as
comparagoes foi usado Teste t Student ou analise de variancia, com um critério de
classificacao (one way ANOVA) e seguido de teste Bonferroni. Para todas as

comparaces, um valor de P<0.05 foi considerado significante.

Empregou-se o pacote Statistical Package for Social Sciences (SPSS, versao

17 para Windows, SPSS Inc. Chicago, IL, EUA) em todas as analises estatisticas.
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5 CONSIDERAGCOES SOBRE O TRABALHO

O Programa de P6s-Graduacdo em Medicina e Ciéncias da Saude nao exige
um formato especifico para a apresentacdo da dissertacdo. A presente dissertacao
utilizou as recomendacdes do sistema de Vancouver, para as referéncias
bibliograficas listadas em ordem alfabética e as citacdes no texto seguiram o sistema

autor-data.

Este trabalho marca o inicio de uma linha de pesquisa que investiga dialise
peritoneal utilizando cultura de células, no Servico de Nefrologia do Hospital Sao
Lucas/Laboratério de Pesquisa em Nefrologia do Instituto de Pesquisas Biomédicas
(IPB) e Faculdade de Medicina. Os dados da dissertagcao foram encaminhados para
publicacado no perioddico Clinical Pharmacology & Therapeutics com fator de impacto
7,586 em 2008, e cdpia do material submetido encontra-se no anexo C. A utilizacao
de culturas celulares incubadas com solugdes de dialise peritoneal foi desenvolvida
e introduzida na Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul (PUCRS)
para a realizacao deste trabalho.

O autor participou da revisao da literatura, do desenvolvimento da idéia, da
preparacdo do projeto, da manipulacdo das bolsas de dialise, do preparo das
amostras, da anadlise e interpretagdo dos dados e da redacéo do artigo. O projeto foi
idealizado pelo autor juntamente com o Prof. Dr. Carlos Eduardo Poli de Figueiredo,
Enf®. Dra, Ana E.P.L. Figueiredo e a Dra. Bartira E. P da Costa. As culturas foram
realizadas no IPB pelo autor e o biélogo Christian Viezzer sob supervisao da Dra.
Denise Cantarelli Machado. Contou com a colaboracéo e estrutura dos Laboratoérios
de Nefrologia e do Laboratério de Biologia Celular e Molecular do IPB e dos
bolsistas de iniciacdo cientifica de ambos os laboratérios. As andlises estatisticas

foram realizadas com auxilio do Prof. Dr. Irénio Gomes.

As bolsas de dialise peritoneal foram importadas e fornecidas pela Fresenius
Medical Care.

O estudo apresentou diversas dificuldades desde o inicio dos experimentos no
laboratério. O primeiro obstaculo foi a importacdo da solucao de dialise peritoneal
com pH neutro (Balance®), nao disponivel no mercado brasileiro. O primeiro lote da
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solucdo dialise peritoneal (Balance®), importado da Alemanha, foi descartado por
exigéncia da Vigilancia Sanitaria. Outro fator importante foi a necessidade de
aprender as normas de trabalho em laboratério para os procedimentos com as
culturas de células. Aprender o manuseio correto das culturas, desde o
descongelamento da linhagem celular até o plagueamento das mesmas, passando
pela determinacdo da densidade celular que foi usada em cada poco das placas de
cultura, bem como o preparo e a forma correta de uso dos reagentes e do MTT.
Como o autor ndo apresentava experiéncia prévia com estas técnicas, foi necessario
0 apoio técnico do Bibdlogo Christian Viezzer. Sua expertise foi fundamental com
seus ensinamentos nas técnicas basica de cultura de células. Este € o primeiro

estudo experimental com a solucdo Balance® realizado no Brasil.

Portanto, esta dissertacdo € uma etapa que se iniciou com um projeto de

pesquisa e foi executada com auxilio de varios colaboradores.
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6 RESULTADOS

Os resultados serdao apresentados em duas partes. A primeira que resume 0S
experimentos que estabeleceram as condigbes necessarias para o estudo e a

segunda considerada o ensaio principal para responder ao objetivo proposto.

6.1 ESTABELECIMENTO DAS CONDICOES EXPERIMENTAIS

O resultado do ensaio piloto é ilustrado pelas Figuras 1 a 4. As figuras
apresentam 12 graficos de densidade 6ptica em fungdo do tempo de incubacéo dos
fibroblastos em cultura celular. Cada linha apresenta 03 graficos com a avaliagdo da
viabilidade celular e densidade 6ptica, em uma diluicdo de solucdo de didlise
peritoneal em relacdo ao meio de cultura DMEM (25, 50, 75 ou 100% de solucao de
DP). A coluna ilustra os graficos referentes a cada uma das 03 diferentes

concentracdes de glicose (1,5; 2,3 e 4,25%) testadas.
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Figura 1 — Densidade 6ptica pelo tempo de incubacao na concentracao de 25% da solucao de DP.
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Figura 2 — Densidade optica pelo tempo de incubacao na concentracao de 50% da solucao de DP.



Densidade Optica (A)

Densidade Optica (A)

0,8

0,7 |

0,6 [

0,5

0,1

0,0

0,8
0,7
0,6
0,5

0,4

0,0

—&— pH Neutro
++0-- Controle

24

36 48 60

Densidade Optica (\)

0,8
0,7

0,6

0,5

0,1

0,0

—@— pH Neutro
+-0-+ Controle

36‘ ‘ ‘48‘ ‘ ‘60
Tempo de incubacao (horas)

Densidade Optica (A)

0,8

i —@— pH Neutro
0.7 r -0+ Controle
0,6
05
04

0,05

24 36 48 60 72
Tempo de incubacao (horas)

Figura 3 — Densidade optica pelo tempo de incubacao na concentracao de 75% da solucao de DP.
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A Figura 5 ilustra densidade éptica média dos controles negativo e positivo.
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Figura 5 — Valores dos controles negativo e positivo do ensaio piloto.

Observou-se que nas culturas de fibroblasto que foram expostas as diluicdes
com 75 e 100% de solucédo de didlise peritoneal em relacdo ao meio de cultura, a
viabilidade celular foi proxima ao controle positivo em todos os tempos de incubacao
analisados. Enquanto, que nas diluicdes de 25 e 50% o desenvolvimento foi mais
préximo do controle negativo. Quando se analisa a viabilidade celular para cada um
dos tempos (24, 48, 72h) estudados, nas diluicbes de 25 e 50%, vemos um
desenvolvimento adequado no periodo de incubacao de 48h, porém observa-se uma

discreta tendéncia a platé com 72h.

Com estes resultados verificamos que foi possivel estabelecer condicdes
experimentais adequadas para o estudo de células expostas a meios contendo
solugdes de dialise peritoneal. Optou-se por se realizar o ensaio principal com o
tempo de incubacédo de 48h, e por adotar a diluicdo de 50% de solugcédo de didlise

peritoneal em relagdo ao meio de cultura.

Os valores das médias e os desvios-padrao das absorbancias dos ensaios

piloto estao exibidos na Tabela 2.



Tabela 2 — Valores das médias e os desvios-padrao das absorbancias dos ensaios piloto.

Concentracéao (%)

4,25
Solugao Padrao pH neutro Padréao pH neutro padrao pH neutro
Diluigéo (%) Tempo (h)  Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP
24 0,374 0,070 0,403 0,109 0,412 0,099 0,338 0,119 0,364 0,099 0,464 0,132
25 48 0,587 0,168 0,682 0,218 0,599 0,176 0,623 0,204 0,564 0,175 0,663 0,228
72 0,645 0,057 0803 0,133 0,569 0,104 0,69 0,173 0,492 0,103 0,745 0,108
24 0,314 0,083 0,317 0,056 0,364 0,064 0,270 0,101 0,304 0,082 0,409 0,127
50 48 0,474 0,203 0,582 0,206 0,470 0,198 0,495 0,229 0,440 0,191 0,598 0,246
72 0,444 0,161 0623 0,170 0,463 0,127 0,497 0,203 0,418 0,087 0,596 0,141
24 0,180 0,059 0,172 0,060 0,194 0,044 0,202 0,041 0,140 0,030 0,181 0,057
75 48 0,333 0,216 0,291 0,193 0,374 0,183 0,312 0,171 0,288 0,210 0,288 0,165
72 0,295 0,151 0,301 0,189 0,286 0,168 0,289 0,155 0,183 0,074 0,287 0,144
24 0,105 0,079 0,133 0,068 0,088 0,040 0,141 0,063 0,077 0,022 0,103 0,028
100 48 0,186 0,195 0,313 0,256 0,109 0,093 0,261 0,225 0,103 0,071 0,238 0,192
72 0,078 0,016 0,200 0,141 0,097 0,030 0,224 0,171 0,084 0,017 0,133 0,064

Diluicao representa a proporgéao de liquido de dialise peritoneal em relagdo ao meio de cultural.
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Para avaliar a precisdo do ensaio, estimou-se o coeficiente de variagdo. O
coeficiente de variagdo médio foi de 0,10+0,09 para as triplicatas (CV intraplaca)
com mediana de 0,10 (llQ25.75 0,05 — 0,13). O coeficiente de variacao interplacas,
aplicado entre as médias das triplicatas das diferentes placas foi de 0,08+0,06 com
mediana de 0,07 (11Qzs.75 0,05-0,09).

6.2 ENSAIO PRINCIPAL

A viabilidade celular ap6s a exposicdo a diferentes solucées de didlise
peritoneal (Controle e com pH neutro), em diferentes concentracdes de glicose é
ilustrada pela Figura 6. A viabilidade celular foi significativamente superior na
solugdo com pH neutro em comparagao a solugéo controle, nas trés concentragbes
de glicose analisadas (Densidade éptica - A - média + dp: 1,5%°°""" 0,295+0,047 vs
1,5%PH neute 0372+0,042 P<0,001; 2,3%%°™°° 0,270+0,036 vs 2,3% P* neuto
0,337+0,051 P<0,001; 4,25%°"°° 0,284+0,037 vs 4,25%"" "™ 0,332 + 0,032

P<0,001; controle vs pH neutro, respectivamente (Teste t Student).

0,400 -
0,350 -
0,300 -
0,250 ~
0,200 -
0,150 -
0,100 -
0,050 -
0,000

Densidade Optica(\)

1,5% 2,3% 4,25%

Concentracao de Glicose (%)

OControle ®pH Neutro |

Figura 6 — Cultivo de fibroblastos em diferentes solucoes de dialise peritoneal.

Nao ocorreu diferenga significativa na viabilidade celular entre as trés
concentragdes de glicose quando se usou a solucdo de dialise peritoneal padrao

(Controle, ANOVA P=0,218), embora a viabilidade celular foi maior ap6s a exposi¢ao
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a solucao com pH neutro na concentragédo de glicose de 1,5% em comparacdo com
2,3 e 4,25% (pH neutro; ANOVA P=0,008: Bonferroni 1,5% vs 2,3% P=0,033, 1,5%
vs 4,25% P=0,014, 2,3% vs 4,25% P=1,00).

A Figura 7 ilustra o controle da placa com um grafico da densidade Optica
obtida com a incubacéo de fibroblastos em cultura celular. O controle negativo é a
cultura em DMEM, onde se espera a proliferacao referéncia. O controle positivo é
aquele com sulfato de cobre adicionado a cultura de células, meio inadequado para
viabilidade e proliferacao celular. Ocorreu um declinio do controle negativo com 72h
de incubacao.

| OControle positivo B Controle Negativo ‘

Figura 7 — Densidade 6ptica média dos controles negativo e positivo do ensaio
principal.
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7 DISCUSSAO

O presente estudo demonstra que a viabilidade celular foi maior quando os
fibroblastos 3T3 foram expostos, in vitro, a solucado de didlise peritoneal com pH
neutro em comparacdo com a solucdo de dialise peritoneal convencional. Além
disso, a viabilidade celular dos fibroblastos foi maior na concentragéo de glicose de
1,5% em comparacdo com as concentracoes de 2,3 e 4,25% da solucao de didlise
com pH neutro. Os significados destes achados ainda nao estdo muito claros, mas
pode-se considerar que a solu¢cao com pH neutro e menor concentracao de produtos
de degradacéao de glicose, neste ambiente, possa ser benéfica a viabilidade celular,
efeito amplificado pela baixa concentragao de glicose. O fato de a viabilidade celular
ter sido melhor na solugdo com pH neutro ndo afasta a possibilidade da solu¢cao néao

ser toxica e de que esta induza menos fibrose.

Para definicao metodoldgica do presente estudo, inicialmente, realizou-se um
ensaio piloto utilizando-se 09 placas de culturas com 96 pocos. O objetivo era de
definir qual o melhor momento para se avaliagcdo da biocompatibilidade das solu¢des
de dialise peritoneal nesta populacao celular e qual das diluigdes (DMEM/ Solugéo)

seria adotada.

Definiu-se, a partir de estudos prévios realizados no Laboratério de Biologia
Celular e Molecular do IPB, que a densidade celular de 0,5 x10* estaria adequada

para este tipo de placa de cultura, fato comprovado pelo presente estudo.

O comportamento desta linhagem foi observado nos periodos de tempo de
24h, 48h, 72h sob a influéncia das diluicbes previamente definidas. Apés 48h de
incubacgao as células mantinham um desenvolvimento adequado (curva ascendente
no grafico). Optou-se por este intervalo de tempo para se realizar o ensaio principal,
porque o periodo vai de encontro com o que a literatura preconiza. Chan et al.,
(2007) considera que o tempo de incubacao das células é um ponto importante nos
ensaios celulares, pois varia conforme o objetivo do estudo. Periodos curtos, ou
seja, exposicoes rapidas das células as solugdes, servem para analisar fatores como
pH e a influéncia dos tampdes sobre as culturas. Para avaliagcdo da osmolaridade
um periodo de 01 a 04 horas pode ser suficiente e periodos mais longos, superiores
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a 24 horas sado adotados para estudos da expressdo génica e podem ser
empregados para estudo de proliferacéo e viabilidade celular.

No ensaio piloto, quando se analisa o comportamento das células entre os
tempos de 48h e 72h, observa-se que esta populagdo celular apresentou um
crescimento menor que o apresentado no periodo anterior este fato pode ter
ocorrido, porque a populacao atingiu seu desenvolvimento maximo naquele espaco
fisico e alcancou as paredes do poco da placa de cultura e comecaram a morrer por
falta de espaco ou por ser seu periodo de declinio natural.

Fibroblastos foram utilizados como modelos experimentais para avaliacdo dos
efeitos da exposicao a solucdes de diadlise em outros estudos (Wieslander et al.,
1991; Witowski et al., 2006). O desenvolvimento de modelos celulares para
pesquisas de biocompatibilidade permite um melhor entendimento das interacdes
que ocorrem entre a populacao de células da membrana peritoneal e os leucdcitos,
bem como macro6fagos, mondcitos e suas capacidades de fagocitose (Glancey et al.,
1992; Lewis et al., 1991). Os estudos in vitro com fibroblastos e células mesoteliais
proporcionam um avango nos conhecimentos sobre a citologia da membrana
peritoneal e sua extensa rede de citocinas, opsoninas e outros fatores que regulam
0s mecanismos locais de defesa, ou seja, a imunidade humoral (Topley et al., 1994).
Ainda, permite que esses conhecimentos adquiridos através dos ensaios, sejam a
base para estudos mais complexos sobre a biocompatibilidade das solucbes de
didlise peritoneal. Os ensaios celulares proporcionam, também, um melhor
entendimento dos mecanismos de angiogénese, inflamacao e fibrose, modificacoes,
as quais o peritbnio estd suscetivel durante a DP (Jérres et al., 2005), pois,
entendendo-se esses mecanismos, pode-se evoluir em terapéuticas para tratar e
prevenir alteragdes estruturais. Logo, procuramos com o0s estudos experimentais
conhecer a evolugcdo dos eventos que conduzem as alteragdes morfologicas e
funcionais da membrana peritoneal durante os anos de terapia renal substitutiva.
Com o presente estudo, procurou-se adquirir conhecimento e destreza necessarios
para o desenvolvimento de uma linha de pesquisa sélida com outras populacdes
celulares. Por esta razéo, analisou-se inicialmente o comportamento in vitro de uma

linhagem celular, com caracteristicas bem definidas, fibroblastos 3T3.
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Duwe et al., (1981) foi o primeiro a relatar os efeitos indesejados das solug¢des
de didlise peritoneal ao avaliar a supressao da atividade dos leucécitos no sangue
periférico. Desde este estudo, passaram-se aproximadamente 30 anos e novas
solucdes para didlise peritoneal, ou seja, substancias mais biocompativeis ainda nao

fazem parte do arsenal terapéutico disponivel em muitos paises.

Por outro lado, os estudos in vitro apresentam limita¢des, pois ndo permitem
analisar todas as interagdes celulares que ocorrem nas situacoes in vivo. Relagdes
multifatoriais como as das células entre si, das células com a matriz e com o liquido
extracelular, onde estdo agindo hormdnios, fatores de crescimento e inibicdo
fundamentais para a viabilidade celular (Chan, 2007). Outro fator a ser considerado,
€ a modificacdo do comportamento celular apés inUmeros subcultivos, também
chamado de passagens pelos quais as linhagens celulares sdo submetidas, como
por exemplo, células que secretam horménios podem passar a ndao produzi-los
tornando estas células um modelo inadequado para estudos. E importante controlar
0 numero de passagens para que as células ndo percam suas caracteristicas iniciais
e permanecam bons modelos para estudos, porém nao existe um numero exato a
partir do qual se estabeleca que as células ndo possam mais ser utilizadas. Alguns
autores estabelecem um periodo de trés meses ou 70 a 80 passagens, ou
subcultivos, apds o descongelamento para que as células sejam utilizadas (Peres,
2005). No presente estudo, os fibroblastos foram utilizados apds duas semanas do
descongelamento.

O sal tetrazolico MTT, um método colorimétrico, foi usado para avaliacdo da
viabilidade celular. Este método detecta células vivas, ndo células mortas, porque o
sinal gerado é dependente do grau de ativacao celular. O mecanismo de acéo € a
reducao do MTT, que é amarelo, para formazan (roxo) nas mitocondrias das células
vivas. Mede a citotoxicidade, a proliferacao celular e a ativagao celular. A principal
vantagem na utilizacdo do método é a velocidade de processamento das amostras,
consome menos tempo para realizacao e é mais econémico. A densidade Optica ou
absorbancia da solucao colorida pode ser quantificada pela medida do comprimento
de onda no espectrofotdbmetro (Mosmann, 1983; Gerlier et al, 1986). Este
comprimento de onda pode variar dependendo do solvente em estudo, usualmente
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adota-se entre 500 e 600nm. No presente estudo, usou-se 0 comprimento de onda
de 570nm.

Foram usados controles positivo e negativo para avaliar a eficacia do ensaio de
citotoxicidade. O controle negativo deve ser uma substancia que nao cause dano as
células, enquanto que o controle positivo deve ser uma substancia citotéxica, que
cause dano. Como controle positivo da placa foi utilizado sulfato de cobre (CuSQ,) e
para controle negativo somente o meio DMEM. O controle negativo, meio DMEM
puro, normaliza os valores de absorbancia obtidos como sendo 100% das células
viaveis. Os valores da absorbancia obtidos para o controle positivo (CuSQO4) foram
significativamente menores que os valores dos controles negativos (DMEM puro),
dados esperados uma vez que o cobre tem efeito citotéxico, demonstrando que a
avaliacao pelo método do MTT foi satisfatoria.

Fibroblastos também foram utilizados no estudo, in vitro, de Cooker et al.,
(1999) e nao foi detectada diferenca significativa para a proliferacédo celular, quando
as células foram incubadas com solucdo de dialise peritoneal padrao e icodextrina.
Naquele estudo, foi realizado ajuste de pH nas misturas das solu¢gées com o meio de
cultura, uma distingdo importante do presente estudo, no qual o diferente pH das

solucdes foi uma variavel a ser avaliada.

O pH in vivo, isoladamente, ndo parece ser um fator importante de agressao
direta a membrana peritoneal, uma vez que ocorre um aumento do pH minutos apds
a infusdo da solucao de dialise na cavidade peritoneal conforme os estudos de
Duwe et al., (1981). O pH do dialisato se eleva de 5,4 a 7,1 ap6s 5 minutos de
permanéncia da solugcao na cavidade abdominal. O volume de liquido residual na
cavidade peritoneal também é responsavel por um aumento no pH servindo como

tampao, conforme Ahmed et al., (1992).

No Estudo de Cooker et al., (1999), as solugdes de dialise peritoneal com
concentragdes de 4,25% esterilizadas a quente causaram uma redugéo significativa
do crescimento celular in vitro em comparacdo com a solucdo esterilizada por
filtracdo. Essas alteragdes, provavelmente, associadas com o aumento dos produtos
de degradacéao da glicose. Os produtos da degradacao de glicose e o pH baixo sédo

fatores importantes relatados com a biocompatibilidade das solucées de dialise
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peritoneal. As duas solucdes utilizadas nos ensaios sao esterilizadas a quente por
autoclavamento. A solucéo de dialise peritoneal com pH neutro foi desenhada como
uma bolsa com duas cadmaras, uma contendo componentes alcalinos com lactato e
outro compartimento com eletrélitos e glicose. Este formato permite a elevacao do
pH e um processo de esterilizagdo com reduzida formagdo de produtos de
degradacao da glicose. Os componentes dos dois compartimentos sdo misturados

momentos antes do uso, pela ruptura do lacre entre as duas camaras.

O crescimento celular foi previamente demonstrado ser melhor nas células
expostas a concentracdes de glicose menores (1,5 ou 2,27%) em comparagcao com
concentracdes mais elevadas (3,86%) da solucdo de dialise peritoneal in vitro
(Cooker et al., 1997). Estes resultados estdo em conformidade com o presente
estudo, sugerindo que a concentracdo mais elevada de produtos de degradacéo de
glicose tem uma acao inibitéria na funcao no crescimento celular in vitro. No inicio
dos ensaios tinha-se a idéia que nas maiores concentracdes de glicose as células
pudessem se desenvolver melhor, pois a glicose serviria como um elemento extra na

suplementacao do meio de cultura. Fato que nao se confirmou no estudo.

Os produtos de degradacdo da glicose formados a partir da esterilizacao a
quente das solugdes para DP podem reduzir o crescimento celular, in vitro, das
células mesoteliais. Entretanto, Witowski et al., (2003) demonstraram uma melhor
viabilidade e preservacao da funcao das células mesoteliais em um ensaio in vitro
com a solucao com pH neutro comparada com a solugdo padrdao. O mesmo autor
(Witowski et al., 2004) demonstrou, que a proliferacdo e a viabilidade das células
mesoteliais, obtidas a partir dos efluentes, estudos ex vivo dos pacientes que
dialisavam com a solucdo com pH neutro, estavam mais bem preservadas quando

comparadas com a solucéo padréao.

O uso de animais em experimentos pode ser considerado o préximo passo
para avaliacdo de biocompatibilidade. Foi proposto o uso de coelhos, ratos e
camundongos, porém cada espécie apresenta caracteristicas proéprias o que suscita
questionamentos sobre seu uso, como por exemplo, roedores podem nao ser
modelos ideais para estudos com icodextrina, pois apresentam niveis elevados de
amilase que degrada a molécula desta substancia (Krediet et al., 2003).
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Os efeitos deletérios locais dos PDG sdo conhecidos a partir de muitos
estudos. Recentemente, estes estudos, Miller-Krebs et al., (2010) demonstraram
alteracoes sistémicas em ratos que receberam por via endovenosa solucao
contendo PDG e observaram um aumento significativo do miocardio e da aorta
desses animais, bem como da expressao dos receptores para AGE’s no grupo que

sofreu a intervencado quando comparado aos grupos controles.

In vivo o uso clinico da solugao de dialise peritoneal com pH neutro resultou em
melhora da ultrafiltracdo e aumento dos marcadores de integridade da membrana
peritoneal (Williams et al., 2004; Choi et al., 2008), bem como aumento da
proliferacao e a viabilidade celular, quando analisou as células mesoteliais (Witowski
et al., 2004). No estudo Euro-Balance (Williams et al., 2004) pacientes com solucéo
com pH neutro por 12 semanas apresentaram um aumento no volume urinario e
diminuicdo no volume de ultrafiltragdo. Porém Szeto et al., (2007), conduziram um
estudo prospectivo, randomizado com um ano de duracdo, no qual os achados do
estudo anterior ndo se confirmaram, ndo encontrou diferenca entre volume de

ultrafiltrac&o, volume urinario e fungéo renal residual.

Recentemente, Kim et al., (2009) mostraram dados de um estudo prospectivo,
randomizado com um ano de duragdo, com populacao incidente usando solucéo de
didlise peritoneal com pH neutro e solugdo padrdao, no qual foram estudados
pacientes incidentes em CAPD e observaram a preservacao da fungéo renal residual

apos o periodo.

O presente estudo buscou avaliar um aspecto da biocompatibilidade das
solugdes de dialise peritoneal que foi a viabilidade celular de fibroblastos 3T3 apds a
exposicdo a diferentes solugdes de didlise peritoneal. Outras substancias de
interesse envolvidas na bioincompatibilidade destas solucbes ndo foram analisadas
como os produtos de degradacao da glicose e os AGE’s. Outra limitacdo foi
dificuldade de importacao do material utilizado e o tempo para se desenvolver maior

pratica em laboratério o que pode ter afetado os resultados do ensaio inicial.
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8 CONCLUSAO

A viabilidade celular de fibroblastos NIH/3T3 de camundongos foi melhor
quando estes foram expostos a solucao de dialise peritoneal com pH neutro, e em
comparacdo com a solugdo convencional, especialmente nas menores
concentragdes de glicose. E possivel que o pH mais fisioldgico e a menor
concentracao de produtos de degradacdo de glicose possam ser 0s responsaveis

por estes resultados.
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9 PERSPECTIVAS

O Estudo abre o caminho para agregar uma nova metodologia nos estudos de
didlise peritoneal do Grupo de Pesquisa em Nefrologia. O grupo tem producéo
cientifica consistente na area de didlise peritoneal com estudos predominantemente
de clinica e fisiologia. O presente Estudo inaugura uma etapa para estudos
experimentais in vitro e abre novo desafio para busca de estrutura para ensaios com

animais de experimentacao.

Na conducao do estudo foi coletado o sobrenadante dos fibroblastos apés cada
periodo de incubacdo nas diversas condicbes experimentais com o plano de se

realizar avaliacao de citocina e de outros marcadores.

Com a manutencao dessa linha de pesquisa e a possibilidade de expansao do
estudo, pensa-se em iniciar um novo projeto de pesquisa para um doutoramento no

futuro.
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Abstract

Study to compare the effects on fibroblast viability in cells exposed to a
neutral-pH and low levels of glucose degradation products peritoneal dialysis
solution with a conventional solution. Cell viability was significantly superior in
the neutral-pH solution compared to control (p<0.001), and higher at 1.5%
glucose concentration in comparison to 2.3 and 4.25% (ANOVA p=0.008). In
conclusion, the neutral-pH dialysis solution seems to have better

biocompatibility than the conventional solution.
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Introduction

Long-term peritoneal dialysis as a therapeutic option for end-stage
kidney disease patients is only possible with the preservation of adequate
peritoneal membrane structure and function. Standard peritoneal solutions have
acid pH (5.5), use lactate as a buffer, a high glucose concentration (75-220
mmol/L), hyperosmolarity (334-486 mOsm/L), and produce glucose degradation
products (GDP) which are known to affect peritoneal membrane function (1).
Maintenance of peritoneal dialysis for several years has been the main impulse
to develop new dialysis solutions. Continuous exposition of the peritoneal
membrane to conventional solutions is an important risk factor for inducing
structural and functional tissue alterations. Loss of mesothelial cells from the
peritoneal surface, vasculopathy, increased thickness of the submesothelial
compact zone and fibrosis can be detected in peritoneal biopsy (2). Functional
alterations include loss of ultrafiltration, reduction of solute clearance and
technique failure (3).

To achieve membrane longevity, the use of more biocompatible
peritoneal dialysis solutions is important (4). A dialysis solution with a neutral pH
and low concentration of glucose degradation products in a double chamber
bag has been developed to achieve improved biocompatibility in comparison to
standard peritoneal dialysis fluid (3), with beneficial effects in vitro and in vivo
(3,5,6). The aim of the present study was to compare the cell viability of a well
characterized cell lineage, mouse fibroblast NIH-3T3, after exposition to a
neutral pH dialysis solution in comparison to cells exposed to a standard
solution.

Resulis

Cell viability after they were exposed to the different peritoneal dialysis
solutions (Control and Neutral pH) at the different glucose concentrations is
illustrated in Figure 1. Fibroblast viability was significantly superior in the neutral
pH solution in comparison to control, in all three glucose concentrations
(Optical density - - means + SD: 1.5%°"" 0.295+0.047 vs 1.5%"""™ PH
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0.372+0.042 p<0.001; 2.3%°™'0.270+0.036 vs 2.3%™"" PH 0.337+0.051
p<0.001; 4.25%"°™° 0.284+0.037 vs 4.25%"™3 PH 0 332 + 0,032 p<0.001;
control vs neutral pH respectively, Student t Test).

There was no significant difference in cell viability between the three
concentrations of glucose when standard solution was used (Control, ANOVA
p=0.218), although cell viability was higher after exposition to neutral pH
peritoneal dialysis fluid at 1.5% in comparison to 2.3 and 4.25% glucose
concentrations (Neutral pH; ANOVA p=0.008: Bonferroni 1.5%vs2.3% p=0.033,
1.5%Vvs4.25% p=0.014, 2.3%Vvs4.25% p=1.00).

Discussion

The present study shows that cell viability is improved when in vitro
fibroblasts are exposed to a neutral pH peritoneal dialysis solution in
comparison to cells exposed to a conventional peritoneal dialysis solution.
Besides, greater viability was present in the cells exposed to a concentration of
1.5% glucose in comparison to 2.3 and 4.25% in cell culture with the neutral pH
solution.

The significance of such findings is still not clear, but we may consider
that the neutral pH and lower concentration of glucose degradation products
environment may be beneficial to cell viability, effect amplified by lower glucose
concentrations. The fact of improved cell viability does not mean that the
solution is not toxic, and also it does not mean that it induces less fibrosis.
Fibroblasts were used as an experimental model (7,8) and evaluating the
effects of such exposition in other cell models, or in experimental animals,
would be desired. In vivo the clinical use of this neutral pH dialysis fluid resulted
in improvement of peritoneal ultrafiltration and of markers of peritoneal
membrane integrity (3, 9), and also improved mesothelial cell proliferation and
viability (10).

The MTT tetrazolium salt colorimetric assay was used to evaluate cell
viability. It measures citotoxicity, cell proliferation and cell activation. The assay
is based on the capacity of mitochondrial enzymes of viable cells to transform
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MTT tetrazolium salt into MTT formazan. This method is less time consuming,
cheaper and allows the use of multiwall scanning spectrophotometers (11).

Fibroblasts were also the model used in a study by Cooker and
coworkers, and no difference in cell proliferation was detected when cells were
incubated either with icodextrin-containing solution or a standard glucose
peritoneal dialysis solution in vitro (12). Their study was performed with pH-
adjusted solutions mixed with culture medium, a major distinction from the
present work in which test solutions pH difference was a major characteristic

being evaluated.

On the other hand a heat sterilized 4.25% glucose solution caused
significant reduction in cell growth in vitro in comparison to filter-sterilized

solution (12), probably associated with increased glucose degradation products.

Glucose degradation products and low pH are important factors related to
biocompatibility of peritoneal dialysis solutions. Glucose degradation products,
implicated in the formation of advanced glycation endproducts, are generated
during heat sterilization process, and may reduced in vitro mesothelial cell
growth (13).

The neutral pH peritoneal dialysis solution was designed as a two-
chamber bag, one containing the alkaline component with lactate and the other
compartment with electrolytes and glucose. Such approach allows a higher pH
and sterilization with reduced formation of glucose degradation products. The
fluids from the 2 compartments are mixed immediately before its use, by the
rupture of the seal between the chambers.

Cell growth has been previously shown to be better in cell exposed to
lower glucose concentrations (1.5 or 2.27%) in comparison with higher
concentrations (3.86%) of peritoneal dialysis fluid in vitro (14). Such results are
in conformity with this study, suggesting that higher glucose degradation

products are more inhibitory to in vitro cell growth and function (14).

In conclusion, cell viability was better in the neutral pH dialysis solution,

especially in the lowest glucose concentration, so it is possible that a more
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physiological pH and lower glucose degradation products may be responsible
for such results.

METHODS

In order to evaluate cellular viability, mouse fibroblast NIH-3T3 cell
culture were used in media containing conventional peritoneal dialysis solution
(CONTROL) or a neutral pH peritoneal dialysis fluid (NEUTRAL pH). Both
solutions were tested in all the commercially available glucose concentrations
(1.5, 2.3 and 4.25%).

Peritoneal Dialysis Solutions

Both solutions use glucose as the osmotic agent. The CONTROL
solution was Peritosteril (Fresenius Medical Care, Jaguariina, Brazil) and the
test solution was Balance (Fresenius Medical Care, Bad Homburg, Germany)
provided in a dual-chambered bag. The composition of both dialysis fluids are
presented in Table 1. The Balance bag contains one alkaline chamber with
sodium lactate (sodium 75 mmol/L and lactate 70 mmol/L) and a second
chamber with an acid fluid with electrolytes and glucose (sodium 193 mmol/L,
calcium 3.5 mmol/L, magnesium 1 mmol/L, chloride 203 mmol/L, glucose166.5
mmoal/L) in the solution with glucose concentration of 1.5%. Balance solution is

ready for use by opening the seam between the two chambers and mixing the

contents, which results in a fluid with a physiologic pH in the range of 6.8 to 7.4.

Peritosteril has a pH of 5.5.

Both Peritosteril and Balance bags were provided by Fresenius Medical
Care.

Cell culture

Mouse fibroblast cell line NIH-3T3 were obtained from American Type
Culture Collection (ATCC CRL-1658, Manassas, Virginia, U.S.A) and grown in
25 cm?bottles containing cell culture media Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM) (Gibco, Grand Island, NY, USA), gentamycin (Gibco) (0.025
g/L), streptomycin/penicillin (Gibco) (0.1 g/L) and supplemented with 10% Fetal

Bovine Serum (FBS) (Gibco). Incubations were performed in a humid
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atmosphere with 5% CO; at 37° C. All the procedures were performed in a
laminar flow hood observing aseptic techniques in order to minimize the risk of
microbiological contamination.

Fibroblast growth occurred as adherent monolayer in culture. Cells were
washed with Phosphate-Buffered Saline (PBS) (Gibco) and detached by
trypsin-EDTA 0.05% (Gibco). FBS was use to inactivate trypsin action. Cells
were counted in a Neubauer chamber and seeded in 96-well tissue culture
plates in a density of 0.5x10* cells per well. Cells were seeded in DMEM and
allowed to grow for 24 hours. After this period 50 L of the test solutions
(CONTROL/DMEM or NEUTRAL-pH/DMEM) were applied to each well and
plates were incubated for 48 hours. Tests were done in triplicates by mixing
peritoneal dialysis fluid to DMEM at a 1:1 ratio, for each one of its different

glucose concentrations.

The choice of a 1:1 ratio between peritoneal dialysis solutions and culture
medium for a period of 48 hours was defined after a series of pilot tests. These
evaluated cell proliferation using different proportions of test solution and culture
media {25, 50, 75 e 100% of peritoneal dialysis fluid) and different incubation
periods (24, 48 and 72 hours). When cells were incubated with 75 or 100%
peritoneal dialysis fluid, fibroblast growth was poor for all the incubation periods.
In the wells used for plate control (100% DMEM], the best cell viability was at
48 hours of incubation.

Cell viability with tetrazolium salt (MTT)

Cell viability was evaluated with MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2y)-2, 5-
diphenyl-tetrazolium bromide) (Sigma, Saint Louis, MO, USA). After 48 hours
of incubation PD SOLUTION/DMEM was aspirated from each well and cells
were washed with PBS (100uL). DMEM with 10% MTT 5 mg/mL solution
(50uL/well) was added for further 4 hour incubation. Next, MTT was aspirated,
100 uL dimethylsulphoxide (DMSO - Sigma) was added. The conversion of the
MTT product, an estimate of cell viability, was measured by optical density (OD)
using spectrophothometry with a Microplate Reader (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA ) at 570 nm. The OD for the negative control (DMEM without peritoneal
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dialysis fluid) represented 100% cell viability. All samples were performed in
triplicate and experiments were repeated three times.

Statistical analysis

Continuous variables are presented as means * standard deviations.
Comparisons used Student's { test or analysis of variance (ANOVA) followed by
Bonferroni Test for multiple comparisons. Differences were considered
significant at a p value of 0.05 or less. Statistical Package for Social Sciences
Software (SPSS, version 17 for Windows, SPSS Inc, Chicago, IL, USA) was

used for the statistical analyses.

Acknowledgements

Both Peritosteril and Balance bags were provided by Fresenius Medical
Care. The Nephrology Laboratory has received support from Fundacéo de
Amparo a Pesquisa no Rio Grande do Sul (FAPERGS), Conselho Nacional de
Pesquisa (CNPq), Coordenadoria de Aperfeicoamento de Pessoal de Ensino
Superior (CAPES), and Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul

(PUCRS). Poli-de-Figueiredo is a CNPq researcher.

Conltlic of Interest/Disclosure

None to disclose.

Official journal of the American Society for Clinical Pharmacology and Therapeutics www.nature.com/cpt



Official journal of the American Society for Clinical Pharmacology and Therapeutics

Clinical Pharmacology and Therapeutics Nature Publishing Group

References

1. Topley, N. Membrane longevity in peritoneal dialysis: Impact of
infection and bio-incompatible solutions. Adv. Ren. Replace. Ther. 5, 179-184

(1998).

2. Williams, J.D., Craig, K.J., von Ruhland, C., Topley, N., Williams, G.T.,
for the Biopsy Registry Study Group. The natural course of peritoneal
membrane biology during peritoneal dialysis. Kidney Int 64[suppl 88], S43-S49

(2003).

3. Williams, J.D. et al. The Euro-Balance Trial: the effect of a new
biocompatible peritoneal dialysis fluid (balance) on the peritoneal membrane.

Kidney Int. 66, 408-418 (2004).

4. Mackenzie, R., Holmes, C.J., Jones, S., Williams, J.D., Topley, N.
Clinical indices of in vivo biocompatibility: The role of ex vivo cell function
studies and effluent markers in peritoneal dialysis patients. Kidney Int. 64[suppl

88], s84-s93 (2003).

5. Lage, C., Pischetsrieder, M., Aufricht, C., Jérres, A., Schilling, H.,
Passlick-Deetjen, J. First in vitro and in vivo experiences with staysafe balance,
a pH-neutral solution in a dual-chambered bag. Perit. Dial. Int. 20[suppl 5], 28-

32 (2000).

6. Lee, H.Y. et al. Superior patient survival for continuous ambulatory
peritoneal dialysis patients treated with a peritoneal dialysis fluids with neutral
pH and low glucose degradation products (Balance). Perit. Dial. Int. 25, 1248-

255 (2005).

68

Page 10 of 13

www.nature.com/cpt



69

Page 11 0of 13 Clinical Pharmacology and Therapeutics Nature Publishing Group

7. Wieslander, A.P., Nordin, M.K., Kjellstrand, P.T.T., Boberg, U.C.
Toxicity of peritoneal dialysis fluids on cultured fibroblasts, L-929. Kidney Int.
40, 77-79 (1991).

8. Witowski, J., Jorres, A. Peritoneal cell culture: fibroblasts. Perit. Dial.
Int. 26, 292-299 (2006).

9. Choi, H.Y. et al. The clinical usefulness of peritoneal dialysis fluids with
neutral pH and low glucose degradation products concentration: open

randomized prospective trial. Perit. Dial. Int. 28, 174-182 (2008).

10. Witowski, J. et al. Peritoneal dialysis with solutions low in glucose
degradation products is associated with improved biocompatibility profile
towards peritoneal mesothelial cells. Nephrol. Dial. Transplant. 19, 917-924
(2004).

11. Getlier, D. & Thomasset, N. Use of MTT colorimetric assay to

measure cell activation. J. Immunol. Methods 94, 57-63 (1986).

12. Cooker, L.A., Choo, C.G., Luneburg, P., Lamela, J., Holmes, C.J.
Effect of icodextrin peritoneal dialysis solution on cell proliferation in vitro. Adv.
Perit. Dial. 15,17-20 (1999).

13. Breborowicz, A., Witowski, J., Polubinska, A., Pyda, M., Oreopoulos,
D. I-2-Oxothiazolidine-4-carboxylic acid reduce in vitro cytotoxicity of glucose

degradation products. Nephrol. Dial. Transplant. 19, 3005-3011 (2004).

14. Cooker, L.A., Luneburg, P., Faict, D., Choo, C.G., Holmes, C.J.
Reduced glucose degradation products in bicarbonate/lactate_buffered
peritoneal dialysis solutions produced in two-chambered bags. Perit. Dial. Int.

17, 373-378 (1997).

Official journal of the American Society for Clinical Pharmacology and Therapeutics www.nature.com/cpt



Clinical Pharmacology and Therapeutics Nature Publishing Group

11

Figure legends

Figure 1: Fibroblast viability after cells were exposed to Control and
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Neutral pH peritoneal dialysis solutions at the different glucose concentrations.
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TABLE 1. Composition of the peritoneal dialysis solutions before mixing with
culture medium

CONTROL NEUTRAL Ph

Components in mmol/L (Peritosteril®.5%) (Balance®.5%)
Sodium 134 134
Calcium 1.75 1.75
Magnesium 0.5 0.5
Chloride 103.5 101.5
Lactate 35 35

pH 5.5 7.0
Osmolarity (mOsnvL) 358 358
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