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RESUMO

Contextualizacdo: A sindrome hepatorrenal € definida pela presenca de leséo renal
aguda secundaria a les@o hepatica. Novos insights sugerem que fatores tubulotéxicos
ndo hemodinamicos, como endotoxinas (bilirrubina) e acidos biliares (ABs), podem
mediar a lesé@o renal do parénquima. Em geral, a presenca de um maior nimero de
particulas urinarias (células epiteliais tubulares renais e cilindros granulares) de
origem renal pode ser observada nos grupos com
hiperbilirrubinemia/hiperbilirrubindria e lesdo tubular. Ja se sabe também da
nefrotoxicidade que alguns farmacos podem apresentar, como a cisplatina que é
utilizada contra turmores soélidos, porém pode induzir & injlria nos tdbulos renais.
Objetivo: Avaliar a citotoxicidade e o potencial antioxidante da bilirrubina e ABs em
cultura de células renais HEK293T, o tipo de morte celular e o potencial protetor
desses compostos frente a outros compostos nefrotoxicos. Metodologia: A
viabilidade celular foi medida pelo ensaio de vermelho neutro, o estresse oxidativo foi
analisado por meio da marcacdo mitocondrial com mitosox e mitostatus, o tipo de
morte celular foi avaliado utilizando a marcacédo com anexina e iodeto de propidio e a
concentracdo do tratamento intracelular e no meio de cultura de bilirrubina e ABs foi
determinada por HPLC. Resultados: O tratamento agudo (24h) com bilirrubina
reduziu a viabilidade celular, mas apresentou maior viabilidade com 100 pM (96 + 8%,
p <0,0001) e apresentou maior toxicidade no tratamento crénico (72h) com 100 uM
(25,6 £ 5,6; p <0,001). ABs primarios (acido colico - CA e quenodeoxicélico - CDCA)
induzem menor toxicidade a 40 puM (CA: 150 * 33,7%, p <0,005 CDCA: 281 + 143%,
p <0,0001) em comparacdo com ABs secundarios e compostos (acido desoxicélico -
DCA, ursodeoxicolico - UDCA e taurocélico - TCA) a 60 uM (DCA: 87 £ 8%, p <0,001;
UDCA 86 + 8%, p <0,001; TCA 95 + 23%, p <0,001), em 24h. Ja nas concentracdes
maiores, 80 UM e 100 uM, os acidos ndo mostraram diminuir a viabilidade celular. O
tratamento celular com bilirrubina ou ABs, prévio a cisplatina (10pg), induziu aumento
da viabilidade celular com CA (133 + 62%; p <0,005), em relacdo ao controle positivo,
indicando efeito protetor; no entanto, as células tratadas com os outros ABs e
bilirrubina também mostraram viabilidade positiva (CDCA: 110 + 61%, p = 0,01; TDCA:
99 + 63%, p <0,005; BILI: 88 £ 27 %, p <0,005). Quando quantificados por HPLC,
bilirrubina e ABs apresentaram maior concentracdo no meio de cultura do que nas
células (tratamento 24h). Nem a bilirrubina nem os ABs mostraram producdo de
estresse oxidativo, em comparacdo ao controle positivo (células tratadas com
cisplatina). O tratamento celular com bilirrubina apresentou maior quantidade de morte
celular por necrose (83 + 3%; p <0,05), enquanto os acidos biliares ndo demonstraram
grande morte celular significante. Concluséo: a bilirrubina mostrou maior acao toxica
em células HEK293T, quando comparada aos ABs. A morte celular por necrose € um
fator que contribui para o desenvolvimento de lesdo renal aguda em doencas
hepéticas, principalmente na exposi¢do crbnica a este composto e se relaciona aos
achados observados no sedimento urinario, em estudos prévios. Dependendo da
estrutura dos ABs, eles podem ter acao protetora sobre as células renais, assim como
a concentracao de bilirrubina, que nos tratamentos agudos tem se mostrado protetora
para as células e no tratamento crénico, mostrou-se téxica.

Palavras-chave: Sindrome Hepatorenal, Toxicidade, Bilirrubina, Acidos Biliares.



ABSTRACT

Background: Hepatorenal syndrome is defined by the presence of acute kidney
damage secondary to liver damage. New insights suggest that non-hemodynamic
tubulotoxic factors, such as endotoxins (bilirubin) and bile acids (ABs), can mediate
renal injury to the parenchyma. In general, the presence of a greater number of urinary
particles (renal tubular epithelial cells and granular cylinders) of renal origin can be
observed in groups with hyperbilirubinemia / hyperbilirubinuria and tubular injury. It is
also already known of the nephrotoxicity that some drugs can present, such as
cisplatin, which is used against solid tumors, but can induce damage to the renal
tubules. Objective: To evaluate the cytotoxicity and antioxidant potential of bilirubin
and ABs in HEK293T renal cell culture, the type of cell death and the protective
potential of these compounds against other nephrotoxic compounds. Methodology:
cell viability was measured by neutral red, oxidative stress by mitosox and mitostatus
assays, the type of cell death was acessed by annexin and propidium iodide and the
cell and medium concentration of bilirubin and BAs was mesured by HPLC. Results:
Acute treatment (24h) with bilirubin reduced the cell viability but showed greater
viability at 100 uM (96+8%, p<0.0001) between the studied concentration and showed
a greater toxicity in chronic treatment (72h) at 100 uM (25.6+5,6; p<0.001). Primary
BAs (cholic and chenodeoxycholic acid) have less toxicity at 40 uM (CA: 150+33.7%,
p<0.005 CDCA: 281+143%, p<0,0001) and compared with secondary and compound
BAs (deoxycholic, ursodeoxycholic and taurocholic acid) at 60 uM (DCA: 87+8%,
p<0.001; UDCA: 86+8%, p<0.001; TCA: 95+23%, p<0.001), in 24h. At higher
concentrations, 80 uM and 100 uM, acids did shown to decrease cell viability. The cell
treatment with bilirubin or BAs, previous to the cisplatin (10ug), shows greater cell
viability with cholic acid (133+62%; p<0,005), compared to positive control, indicating
a protective effect; however the treated cells with the other BAs and bilirubin also
showed positive viability (CDCA: 110+61%, p=0,01; TDCA: 99+63%, p<0,005; BILI:
88+27%, p<0,005). When quantified in chromatography, bilirubin and BAs presented
more concentration in the culture medium, than in the cells (24h treatment). Neither
bilirubin nor BAs showed oxidative stress production, compared to positive control
(cells treated with cisplatin). The cell treatment with bilirubin showed a greater amount
of cell death due to necrosis (83+3%; p<0.05), while bile acids did not show significant
significant cell death. Conclusion: bilirubin shows more toxic action on HEK293T
cells, than BAs. The cell death by necrosis is a factor that contribute to AKI
development in liver diseases, specially in chronic exposition to this compound and it
is related to the findings observed in urinary sediment, in previous studies. Depending
on the structure of BAs they can have a protective action on renal cells, as well as the
concentration of bilirubin, which in acute treatments has shown to have a protective
role for cells and in chronic treatment, it showed to be toxic.

Keywords: Hepatorenal Syndrome, Toxicity, Bilirubin, Bile Acids.
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1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 Disfuncao Renal P6s-Hepatica

A disfuncdo renal é comum e desafiadora em pacientes com doenca
hepética em estagio final (DHEF), decorrente principalmente de alteracdes
hemodinamicas observadas em pacientes com cirrose, ascite e hipertensao portal €
especialmente importante quando se considera o transplante de figado (CARDENAS;
ARROYO, 2003; GINES et. al., 2007; ISRAELSEN et. al., 2015; IWATSUKI et. al.,
1973). Se estima que 20-25% dos pacientes com DHEF terdo algum tipo de disfungéo
renal durante o curso da doenca hepatica e o espectro de doenca renal pode variar,
desde a doenca renal aguda (DRA), reversivel, como a azotemia pré-renal ou a
necrose tubular aguda (NTA), até a doenca renal crénica (DRC), irreversivel (GINES;
SCHRIER, 2009).

Pacientes com doencas hepaticas severas e faléncia renal tém um alto risco de
morte, frequéncia aumentada de complicacbes e sobrevivéncia reduzida apds o
transplante, quando comparados com aqueles que nao tem faléncia renal (IWATSUKI
et. al., 1973; MOREAU; LEBREC, 2003; SALERNO et. al., 2007). Nos anos recentes,
progressos substanciais tém sido feitos para o entendimento da patogénese e historia
natural da faléncia renal nas doencas hepaticas severas. Além disso, novas
intervencdes clinicas podem ajudar na prevencdo e no manejo desta complicacao
(VELEZ et. al., 2020).

A cirrose é uma das principais causas de insuficiéncia hepatica e a insuficiéncia
renal aguda (IRA) é uma complicacdo comum e devastadora em pacientes portadores
destas patologias. O desenvolvimento da IRA estd geralmente associado a
complicacBes da cirrose (como a peritonite bacteriana espontdnea) e ocorre em até
19% dos pacientes cirréticos hospitalizados. Ja a Sindrome Hepatorrenal (SHR) surge
como uma complicagdo da cirrose hepatica (incidéncia: 8-40%), corresponde a 11%
dos casos de IRA em pacientes hospitalizados com cirrose e ascite, e tem sido muito
associada a mortalidade prodigiosa (BAGSHAW et. al., 2006; CHAWL et. al., 2008;
CLAURE-DEL GRANADO et. al.,, 2011). Caso o0 paciente apresente ascite, a
probabilidade de que ocorra SHR aumenta, com 20% e 40% dos pacientes
desenvolvendo a SHR em até um ano e até o quinto ano, respectivamente
(DAMERON, 2011).
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Devido a necessidade de se identificar a IRA presente em casos de pacientes
cirréticos, houve incorporacdo da medida da concentracdo da creatinina sérica como
uma das trés variaveis (bilirrubina, creatinina séricas e tempo de protrombina —
Relacdo Normatizada Internacional — RNI) compreendendo o modelo de score para
doenca hepatica terminal (PERAZELL et. al., 2008).

As causas de insuficiéncia renal (IR) sdo altamente trataveis e ndo séo
confundidas com a SHR, uma vez que esta Ultima é caracterizada por um processo
diferente e separado das outras causas frequentes de IR. O diagnostico de SHR é
feito por exclusdo, sendo que esse diagndstico somente sera conclusivo apés o
tratamento para as causas de IR ter falhado (DAMERON, 2011).

A IRA é comumente identificada e definida pelo declinio rapido da funcao
glomerular, apesar de nao existir um consenso na definicdo desta doenca, fazendo
com que seja dificil a obtencéo de informacfes sobre a epidemiologia da doenca. O
grupo ADQI (Acute Dialysis Quality Initiative - 2004) prop6s uma classificacado
denominada RIFLE - risk (R: risco), injury (I: injaria), failure (F: faléncia), loss (L: perda
persistente da func&o renal) e o grupo Acute Kidney Injury Network (AKIN, 2007)
propds critérios para a doenca renal em estagio final.

A utilizacao de diferentes definicdes de IRA dificulta a comparacéo de estudos,
a andlise da evolucdo dos pacientes, bem como a comparacdo de diferentes
estratégias terapéuticas e de tratamentos dialiticos. Uma rede internacional de
especialistas (Kidney Disease Improving Global Outcomes - KDIGO) prop6s uma nova
definicdo e classificagéo de IRA, a fim de uniformizar este conceito para efeitos de
estudos clinicos e, principalmente, prevenir e facilitar o diagndéstico desta sindrome,
na tentativa de diminuir a alta morbidade e mortalidade ainda encontrada atualmente
(KDIGO, 2012). Este grupo multidisciplinar internacional propde os seguintes critérios

minimos, baseados na dosagem sérica da creatinina e no volume urinario (Tabela 1):

i. Elevacao da creatinina sérica em > 0,3 mg/dL dentro de 48 horas; ou
ii. Elevacgdo da creatinina sérica em >1,5 vezes o valor basal que for conhecido

ou presumido e que tenha ocorrido dentro de 7 dias; ou

iii. Volume urinario <0,5 mL/Kg/hora por 6 horas.
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Tabela 1. Definicdo e classificacdo da lesdo renal aguda pelos critérios do RIFLE e
AKIN. (Adaptado de STEVENS et. al., 2012).

AKIN

DEBITO URINARIO
(COMUM EM
AMBOS)

RIFLE

Creatinina sérica

Creatinina ou TFG

Elevagéo de 1,5 vezes o
valor de creatinina ou
elevacgéo de pelo menos
0,3 mg/dL.

< 0,5 mL/Kg/h por
6h

Elevacao de 1,5 vezes o valor
de creatinina o reducao da TFG
>25%.

Elevagéo de 2 vezes o
valor de creatinina.

< 0,5 mL/Kg/h por
12h

Elevagao de 2 vezes o valor de
creatinina ou reducao da TFG
>50%.

Elevacédo de 3 vezes o
valor de creatinina ou
creatinina >4,0 mg/dL,
com elevacao de pelo

< 0,3 mL/Kg/h por
24h ou andria por
12h.

Elevacédo de 3 vezes o valor de
creatinina ou reducado da TFG
>75% ou creatinina maior que

4,0 mg/dL com elevacao de pelo

menos 0,5 mg/dL. menos 0,5 mg/Dl.

L Perda de funcéo por 4
semanas.

de 3 meses.

Os diferentes estagios da lesdo renal aguda (LRA) auxiliam na determinacdo
de gravidade da doenca. O estadiamento é recomendado pelo KDIGO, em virtude de
0 conjunto de evidéncias atuais associar o estagio da LRA a necessidade de terapia
renal substitutiva com risco, a longo prazo, de desenvolvimento de doenca
cardiovascular, evolucao para DRC e mortalidades intra e extra-hospitalares, mesmo
apos a aparente resolucao da LRA.

O valor alterado da creatinina ndo pode ser considerado o melhor marcador,
pois ele se mantém normal entre 24 e 72 horas apds a leséo renal. Além disso, ele
também terd influéncia de véarias caracteristicas que nao estdo relacionadas com
les&o no rim, como idade, raga, sexo, peso corporal, ingesta de proteinas, entre outros
(NEGI et. al., 2018). Por isso ainda & muito dificil calcular os nimeros de pacientes

com DRA e a epidemiologia da doenca.

1.1.1 Fisiopatologia da Sindrome Hepatorrenal e Lesdo Renal Aguda

A SHR é definida pela presenca de doenca hepatica aguda ou cronica,

caracterizada por hiperbilirrubinemia, com avangada insuficiéncia hepéatica e prejuizo

E | Necessidade de dialise por mais
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na funcao renal (insuficiéncia renal oligurica) (PERAZELL et. al., 2010). A SHR pode
se desenvolver na auséncia de qualquer fator precipitante ou seguir-se a eventos que
reduzam o volume sanguineo efetivo, como sangramento gastrointestinal, vomitos e
diarreias. Na SHR ocorre marcada vasoconstricdo intrarrenal que resulta em um
prejuizo funcional dos rins, sem anormalidades estruturais contributivas para a
disfuncdo renal. E caracterizada por achados clinicos e laboratoriais de intensa
hipoperfuséo renal: oliguria, hiponatremia, hiponatridria, alta osmolaridade urinaria e
incremento de ureia e creatinina séricas (PERAZELL et. al., 2010; SALERNO et. al.,
2014; WONG et. al., 2011).

A fisiopatologia envolvida na LRA inclui diversos fatores que podem ser
associados a cirrose e a SHR. O fator mais influente pode ser as mudancas
hemodinamicas observadas em pacientes com cirrose, ascite e hipertensdo portal.
Também podem ocorrer diminuicdo do débito cardiaco, inflamacao sistémica, baixa
resisténcia vascular, insuficiéncia adrenal, entre outros (ISRAELSEN et. al., 2015).

O centro da SHR ¢ a falta de fluxo sanguineo renal, causada pela hipertensao
portal e vasodilatacdo arterial levando a uma superativacdo do sistema nervoso
simpatico (SNS), assim como do sistema renina-angiotensina (SRA) e como
consequéncia, leva a vasoconstricdo renal (Figura 1). Isso também conduz a uma
maior reatividade vascular e o reflexo hepatorrenal pode reduzir o fluxo sanguineo e
a taxa de filtracdo glomerular e aumento reciproco na reabsorcdo tubular de sédio
proximal. Por fim, existem gatilhos inflamatérios como as endoxinas, e gatilhos
toxicos, como os colémicos, que contribuem para que aconteca a leséo tubular aguda
(VELEZ et. al., 2020).
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Figura 1. Visdo multissistémica dos processos envolvidos na SHR do tipo 1 e interagédo
com mecanismos de LRA na cirrose (adaptado de VELEZ et. al., 2020).
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A resposta da SHR do tipo 1 ao tratamento de vasoconstricdo diminui quando
ocorre aumento de bilirrubina sérica (NAZAR et. al., 2010), levando a uma LRA
causada por mecanismos parecidos ao da nefropatia colémica. Poloni et. al. (2019)
mostraram que em pacientes com maiores concentracdes de bilirrubina urinaria
apresentaram um sedimento urinario com maior niumero de cilindros granulosos
(elementos formados intrinsecamente no rim) e de células epiteliais tubulares renais
(RTECs — de origem renal), sugerindo uma associacdo entre
hiperbilirrubinemia/hiperbilirrubindria e injdria tubular, independente de IRA (POLONI
et. al., 2019).

Em modelos animais de cirrose, também se demonstrou que o
desenvolvimento da doenca € dependente do tempo da lesdo tubular intrinseca
(VARGA et. al., 2018). Todos estes estudos apontam para que a patogénese da SHR
do tipo 1 seja melhor entendida como uma evolugédo da insuficiéncia renal, que se

sobrepdem a disturbios funcionais (Figura 2).
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Figura 2. Modelo proposto de como acontece a evolugao temporal da SHR do tipo 1.
A: demonstra tubulos em condi¢do normal; B: demonstra tabulo com pequena lesao;
C: demonstra tubulo com lesao por toda extensédo (Adapado de VELEZ et. al., 2020).
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1.1.2 Classificacdo da Sindrome Hepatorrenal

A disfuncao renal € um acontecimento comum nos pacientes que apresentam
doenca avancada no figado, como cirrose ou hipertensdo portal. Apresentar a
disfuncéo renal, secundaria a patologia hepatica, esta também associada ao aumento
na mortalidade e na morbidade da SHR. Por ser de causa multifatorial, o tratamento
da disfungéo renal fica mais complicado e limitado. Geralmente os pacientes que tém
o diagnostico de disfuncao renal, sem uma doenca renal intrinseca, sédo considerados
como tendo SHR com dano agudo renal (ADEL AMIN et. al., 2019).

A SHR é classificada em dois tipos: 1 e 2. A SHR tipo 1 tem um curso rapido,
com a concentragdo seérica de creatinina >2,5 mg/dL dentro de duas semanas,
enquanto a SHR tipo 2 se desenvolve durante meses (progressao lenta, com um
moderado declinio da taxa de filtracdo glomerular, e creatinina sérica entre 1,5 e 2,5

mg/dL). A SHR do tipo 1 ira acontecer quando o0 paciente possui tanto hipertenséo
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portal, quanto cirrose avancada, sendo associada a uma alta mortalidade. Esse tipo
de LRA pode ser descrita como um distarbio funcional, podendo afetar até mesmo a
vasculatura renal.

O atual paradigma da disfuncdo renal na SHR é primariamente atribuido a
marcada vasodilatacdo esplénica/sistémica, que resulta em uma reducao da taxa de
filtracAo glomerular e consequente aumento na reabsorcdo tubular de sdodio
(CARDENAS; ARROYO, 2003; PERAZELL, 2008). Atualmente, fatores téxicos aos
tibulos (ndo hemodinamicos) tais como endotoxinas e acidos biliares, séo
relacionados com lesdo parenquimatosa. Isso indica que fatores geralmente
associados a SHR (hemodinamicos) e fatores nao tradicionais, podem contribuir em
conjunto para o desenvolvimento de LRA nestes pacientes com cirrose (VELEZ et. al.,
2020).

Assim, € necessario incorporar a influéncia dos cilindros pigmentados por
bilirrubina (fator toxico) neste contexto clinico. N&o se sabe quando os cilindros
pigmentados pela bilirrubina se formam durante este processo de dano, porém, a
probabilidade aumenta com a exposi¢cdo prolongada a altas concentracbes de
bilirrubina sérica, que pode ser superior 20 mg/dL (PERAZELL, 2010). Além disso, a
classificacéo tradicional tem utilizado o cut off de 1% para a excrecao fracionada de
sodio (Na+) a fim de diferenciar entre injaria pré-renal (incluindo a SHR) e injuria renal
intrinseca, especialmente aquela causada por NTA (ALSAAD; WADEI, 2016).
Entretanto, este teste tem baixa sensibilidade e especificidade para diferenciar SHR e
LRA.

Em estudo avaliando 2.675 pacientes com diferentes concentracbes de
bilirrubina urinaria (Grupo 1 (negativo) — 1.500 pacientes; Grupo 2 (1+) — 566
pacientes; Grupo 3 (2+) — 318 pacientes e Grupo 4 (3+) — 291 pacientes), Poloni et.
al. (2019) observaram que quanto maior a concentracdo de bilirrubina sérica e
urinaria, menor a concentracao sérica de sodio e albumina, e os biomarcadores
hepaticos (AST, ALT, ALP, GGT, LDH, bilirrubina direta e bilirrubina total) séricos
mostraram uma relacao direta com a detecc¢éo de bilirrubina urinaria.

Atualmente a classificacdo da LRA em pacientes com SHR baseia-se apenas
na concentracao de creatinina sérica, porém outros fatores (como massa corporal e
hidratacéo) podem influenciar esse parametro (ADEL AMIN et. al., 2019). Em funcao

disso, foi criado um novo sistema de classificagao do estadiamento da doenca renal



17

em pacientes com SHR, que leva em consideracdo qualquer alteracdo na
concentracdo de creatinina sérica num dado periodo de tempo (Tabela 2).

Tabela 2. Classificacdo da DRA causada pela SHR.

Aumento da creatinina sérica = 0,3mg/dL dentro de 48
Definicdo horas, ou aumento de = 50% de creatinina sérica da linha

de base ocorrida em sete dias.

Estagios da
disfuncéao renal 1: aumento de creatinina sérica = 0,3 mg/dL (26,5
aguda (DRA) em mmol/L) ou aumento = 1,5 até 2 vezes da linha de base.

pacientes com SHR
2: aumento de creatinina sérica > 2 até 3 vezes da linha
de base.
3: aumento de creatinina sérica > 3 vezes, da linha de

base, ou = 4,0 mg/dL (353,6 mmol/L) com inicio da

terapia de substituicdo renal.

1.1.3 Diferenciacao de Sindrome Hepatorrenal e Lesdo Renal Aguda

No diagndstico diferencial de SHR deve-se considerar a ocorréncia de
insuficiéncia renal aguda (IRA) pré-renal ou necrose tubular aguda (NTA). Ainda hoje,
a diferenciacao entre SHR e NTA permanece dificil e as terapias e progndstico para
IRA pré-renal e NTA, diferem substancialmente. Assim, a diferenciacdo clinica
precoce e a correta identificacdo sdo importantes. A bidpsia renal permanece como o
método padrdo-ouro para identificar doenca renal parenquimatosa, entretanto este
procedimento pode ser perigoso Vvisto que 0s pacientes apresentam coagulopatias e
trombocitopenia (GINES et. al., 2007; GINES; SCHRIER, 2009; MOREAU; LEBREC,
2003; SALERNO et. al., 2007).

Até o0 momento ndo existe um exame padrdo-ouro para definicdo e
diferenciacdo da NTA e da SHR. O que se tem na literatura (BETJES; BAJEMA, 2006)
e:

NTA
i. Histdria de uso corrente ou recente de drogas nefrotoxicas ou meios de

contraste;
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ii. Presenca de choque;
iii.  Cilindros granulosos ou debris no sedimento urinario;

iv. Proteinaria > 500 mg/ dia.

SHR
i. Historia de desidratacdo, excesso de diuréticos ou infec¢des bacterianas;
ii. Presenca de sedimento urinario normal;
iii. Proteindria <500 mg/dia;

iv. Ultrassom renal normal.

Se, apos a retirada dos diuréticos e da expansao do volume plasmatico com
albumina n&o houver resposta, classifica-se como SHR.

A biopsia renal seria, de fato, o melhor método para identificar a ocorréncia ou
ndo de NTA, entretanto, este procedimento raramente € feito nos doentes hepaticos
devido a grande frequéncia de coagulopatias. Sem esta analise ndo ha como provar

ou excluir NTA de maneira definitiva.

1.2 Informag¢Bes Diagndésticas Hepéticas e Renais Observadas na Anédlise de
Urina de Rotina

A andlise de urina de rotina, nomeada como Exame Qualitativo de Urina (EQU)
(no Rio Grande do Sul) compreende a analise das amostras de urina por meio do uso
de tira reativa, associada a avaliacdo microscopica do sedimento urinario
(sedimentoscopia). E um exame com baixo custo e de simples execucdo que, no
entanto, demanda grande tempo de treinamento do analista clinico na aquisi¢cdo dos
conhecimentos basicos para correta identificacdo dos elementos do sedimento, bem
como para correta interpretacéo e correlagcdo das informacdes que observadas na
analise da tira reativa e na sedimentoscopia urinaria.

A analise microscopica urinaria € um dos testes que mais comumente é
utilizado para o diagnostico diferencial de doenca LRA. O diagnostico de LRA é
primariamente baseado na medida da concentracdo de creatinina sérica, nitrogénio
ureico sanguineo e medida do volume urinario. Adicionalmente, a bioquimica e a

microscopia urinéria fornecem informacéao vital para diferenciar DRA nas categorias



19

tradicionais de azotemia pré-renal (BOCK, 1998; CHAWLA et. al., 2008; MILLER et.
al., 1978).

Em pacientes com doenca hepatica subjacente, os cilindros urinarios de
qualquer tipo (hialinos, granulares, cerosos ou celulares) podem ser corados pela cor
amarela tipica da bilirrubina, normalmente em excesso na SHR. Os cilindros
pigmentados de bilirrubina sdo observados na urina de pacientes com ictericia,
associados ao aumento da bilirrubina direta (conjugada) (FOGAZZI, 2010).

No contexto do doente hepatico, a analise fisicoquimica do que por meio de
tiras reagentes apresenta, basicamente, areas reativas para trés informacfes que
podem ser de grande utilidade: proteinas, bilirrubina e urobilinogénio (caracter
isticamente positivos). Neste contexto, a sedimentoscopia urinaria, de forma
complementar pode auxiliar tanto em situacées onde ndo se observam elementos de
origem renal (como por exemplo células epiteliais tubulares renais e cilindros) assim
excluindo assim a presenca de dano intrinseco ao parénquima renal, como com a
observacdo e quantificacdo de elementos oriundos dos rins ajudando assim na
identificagdo de dano ao epitélio renal (POLONI et. al., 2019).

Células epiteliais tubulares renais (CETR) livres e no interior de cilindros,
contendo cristais de bilirrubina (muito pequenos) podem ser observados no sedimento
urinério de pacientes com hiperbilirrubinemia/hiperbilirrubindria (ELSOM, 1937). O uso
de filtros de luz polarizada auxilia na identificacdo destas estruturas, especialmente
guando se move o condensador para uma posicao superior.

Em estudo anterior de nosso grupo, um perfil particular do sedimento urinario
(consistindo de cilindros granulares, cilindros contendo CETR, e CETR livres), foi
associado com um aumento na concentracdo de bilirrubina urinaria. Além disso,
cilindros hialinos (indicativos de hipoperfusdo sem injuria renal) foram observados no
grupo com menor concentracdo de bilirrubina, sugerindo que o grupo com maior
concentragdo de bilirrubina sofreu alteragdes estruturais renais, decorrentes da
toxicidade relacionada a bilirrubina e/ou acidos biliares (isquemia, toxicidade direta,
formacao de cilindros biliares) enquanto no grupo com menor concentracdo de
bilirrubina, a funcdo tubular foi preservada, mesmo na presenca de hipoperfuséo
(POLONI et. al., 2019).

Para verificar o contetdo intracelular das CETR contendo cristais (observadas
no sedimento urinario) foi realizada a analise por microscopia eletrbnica de

transmissdo (MET) onde foi possivel observar, no interior das CETR, estruturas
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intracitoplasméticas fortemente elétron-densas no interior das CETR. Entretanto, ndo
foi possivel determinar a real composi¢cao quimica dos cristais observados no estudo
(POLONI et. al., 2019).

1.2.1 Insuficiéncia Renal Aguda Hepatorrenal

A IRA Hepatorrenal € caracterizada por perda de funcéo renal (Clearance de
Creatinina<60mL/min ou Creatinina sérica >1,5 mg/dL), associada a auséncia de
outras causas de IRA, auséncia de melhora apés expansao plasmatica, auséncia de
melhora apos suspensdo de diuréticos, proteindria < 500 mg/dia, auséncia de
obstrucao urinaria e auséncia de IRA parenquimatosa (MILLER, 1978).

Todos os critérios acima citados devem estar presentes para a definicdo do
diagnostico. Os seguintes critérios adicionais podem compor o quadro (podem estar
presentes ou ndo): diurese < 500 mL/dia; sédio urinario < 10 mEg/L; osmolalidade
urinaria > plasmatica; sodio sérico < 130 mEg/L; hemacias na urina > 50 p/campo
microscoépico (MILLER, 1978).

1.2.2 Nefropatia por Cilindros de Bile

A condicéo clinica “Nefropatia por Cilindros de Bile” (NCB) é considerada rara
e pouco compreendida. E caracterizada por insuficiéncia renal progressiva na
presenca de niveis elevados de sais biliares e hiperbilirrubinemia. Niveis elevados de
bilirrubina total (>20 mg/dL) s&o reportados nos casos de NCB. Ambas bilirrubinas
(direta e indireta) podem estar envolvidas, sugerindo uma disfuncdo hepatocelular
primaria. Bidpsias renais nestes pacientes tipicamente mostram a formacdo de
cilindros de bile na presenca de niveis séricos elevados de bilirrubina e creatinina
(ESSON; SCHRIER, 2002; KLAHR; MILLER, 1998).

Esta condicéo clinica representa um grande espectro de doencas, envolvendo
desde mudancas leves e reversiveis em pacientes sem disfungdo renal e
hiperbilirrubinemia de curta duracdo, até doenca progressiva irreversivel naqueles
com insuficiéncia renal associada a hiperbilirrubinemia severa e prolongada. O
mecanismo exato como a bile e os sais biliares causam dano renal agudo em nivel
tubular permanece desconhecido, entretanto, varios mecanismos sédo considerados

(KLAHR; MILLER, 1998). Durante a colestase, os hepatocitos exportam acidos biliares
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para prevenir dano intracelular, através da inducao das bombas basolaterais de acidos
biliares. Os rins, de maneira similar, promovem mudanc¢as no tdbulo proximal para
excretar o excesso de bile. Além disso, a inibicdo das bombas de Na-H, Na-K, Na-Cl
por sais biliares sulfatados, nos tubulos proximais e na alca de Henle, resultam em
mudanc¢as de pH que podem aumentar a deposicdo de cristais de sais biliares,
contribuindo para a formagéo de cilindros de bile, além de causarem toxicidade e dano
tubular (FOGAZZI, 2010; JOHN; THULUVATH, 2015; KIDGO, 2012; KLAHR; MILLER,
1998; SINELLA et. al., 2016).

Adicionalmente, acredita-se que a bilirrubina (em excesso nesta condicéo
clinica) cause dano oxidativo nas membranas celulares das células dos tubulos e
desacoplamento da fosforilagdo mitocondrial em nivel celular (KLAHR; MILLER, 1998;
NEEDHAM, 2003; SINGRI et. al., 2003). E hipotetizada a existéncia de um limite para
o transporte da bilirrubina nos tibulos proximais, onde ocorre a formacao dos cilindros
e consequente obstrucdo tubular (KLAHR; MILLER, 1998; KRITMETAPAK et. al.,
2018; PERAZELL, 2010).

Os achados priméarios na NCB incluem hipertrofia renal tubular, presenca de
cilindros pigmentados por bile dentro dos tubulos renais e auséncia de patologia
glomerular (KLAHR; MILLER, 1998, MOHAPATR et. al., 2016; ROMAN et. al., 2015).
Outros achados incluem dano tubular com evidéncia de dilatagdo do lumen e
vacuolizacado citoplasmatica, assim como a presenca de cilindros granulosos (KLAHR,;
MILLER, 1998; MOHAPATR et. al., 2016). Os achados na microscopia eletronica
incluem dilatagdo das cristas mitocondriais e acumulo de acidos biliares nos
lisossomos. A presenca de cilindros de bile é mais pronunciada nos segmentos distais
dos néfrons, mas foi encontrada nos tubulos proximais com o0 aumento da severidade
da hiperbilirrubinemia (ESSON; SCHRIER, 2002; KLAHR; MILLER, 1998). A
deposicao dos cilindros de bile foi observada em ambos tubulos (proximais e distais)
juntamente com mudancas isquémicas (KLAHR; MILLER, 1998).

1.3 Metabolismo da Bilirrubina

A bilirrubina (Figura 3) € um pigmento amarelo soltvel em diversos solventes
organicos, porém em solugdes aquosas com pH fisiolégico ela é pouco solavel. Por
ser um composto lipossoluvel, ela consegue atravessar a membrana de varios tecidos,

causando interferéncia nos processos metabdlicos. Por causa das ligacdes do acido
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propidnico com os grupos carboxila, a bilirrubina possui um pH em torno de 8,
tornando-a fracamente 4cida e assim, soltvel em base (SCHMID, 1972).

Existem dois tipos de bilirrubina: conjugada e ndo conjugada. A primeira é
solivel em agua e excretada via bile, encontrada na urina apenas quando ha dano
hepético e € conjugada com acido glicurénico nos hepatocitos. A segunda € insoluvel
em solventes polares, como a agua, e ndo é encontrada na urina, pois acontece
ligacdo com a albumina, assim que € liberada, para transporte até o figado
(AGRAWAL et. al., 2016).

Figura 3. Estrutura da Bilirrubina (Adaptado de DEY; LIGHTNER, 2008)

Dipyrrinone

BILIRUBIN

A conjugacdo acontece em dois passos: inicialmente a enzima UGT1Al
(glucuronosil transferase de uridina 1A1) catalisa a transferéncia de uma molécula do
acido glicurénico para um grupo carboxila da bilirrubina, formando o monoglicuronideo
de bilirrubina e posteriormente ocorre adi¢cdo de outra molécula do &cido glicurénico
em outro grupo carboxila, formando o diglicuronideo de bilirrubina. Ambos os
conjugados sdo soluveis em agua, podendo ser excretados pela bile (Figura 4)
(MENON et. al., 2016).
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Figura 4. Estruturas da bilirrubina conjugada com um ou dois 4cidos glicurénicos. 1:
diglucuronido de bilirrubina, 2: monoglucuronideo de bilirrubina (c-12), 3:
monoglucuronideo de bilirrubina (c-8) (Adaptado de CHOWDHURY et. al., 1983).
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Esse grupo enzimético que catalisa a reacéo de conjugacao da bilirrubina, faz
parte de uma familia de enzimas encontradas no reti culo endoplasmatico e envelope
nuclear dos hepatécitos. Porém, elas também séo encontradas no intestino e nos rins,
além do figado (STICOVA; JIRSA, 2013).

A bilirrubina possui uma estrutura com um &cido tetrapirrol dicarboxilico
lipofilico. Tanto a bilirrubina, quanto seu precursor biliverdina, sdo formados em
humanos saudaveis pelo catabolismo do heme, e outras proteinas heme, sendo
eliminados da circulacdo pelo figado (DEY; LIGHTNER, 2008). A biliverdina € um
composto polar, excretado pelo figado, sem mudancas na estrutura. Ja a bilirrubina,
€ um composto apolar, precisando da glicuronidacdo, para assim poder ser
transportada pela via trans-hepatica (DEY; LIGHTNER, 2008). O metabolismo do
precursor da bilirrubina, a biliverdina, acontece por meio de varias reacfes, com auxi
lio do sistema heme-oxigenase como etapa de limitagdo na producdo da bilirrubina
(Figura 5). A indugcdo da heme oxigenase acontece por substrato e fornece o
mecanismo para se adaptar ao aumento da degradacao do heme (GOLLAN; KNAPP,
1985).
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Figura 5. Transformagé&o da Biliverdina em Bilirrubina. (Adaptado de DEY; LIGHTNER,
2008).
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Normalmente, em adultos sé&o produzidos entre 250 e 350 mg de bilirrubina por
dia. Essa producgéo ocorre, principalmente, pela degradacdo da hemoglobina-heme
(derivada dos glébulos vermelhos senescentes) pelo sistema reticuloendotelial
(principalmente baco e medula 6ssea). Isso equivale a aproximadamente 75% do
metabolismo da bilirrubina, sendo que os outros 25% consistem na transformacao
hepéatica do heme em hemeproteinas, como por exemplo o citocromo P-450 e a
catalase (GOLLAN; KNAPP, 1985; DEY; LIGHTNER, 2008).

A conversdo do heme em bilirrubina acontece em pelo menos dois passos
complexos, inciando pela clivagem do anel de ferroprotoporfirina na ponte a-meteno
pela heme oxigenase, produzindo uma molécula de biliverdina, um CO e ferro (Figura
6). Para que a reagao aconteca, a heme oxigenase precisa de cofatores, sendo eles
o NADPH e o O2. Esse sistema da heme oxigenase é mais ativo nos 6rgaos onde
existe mais degradacdo do heme, principalmente o baco e o figado (SCHMID, 1972).
O grupamento heme é convertido em bilirrubina nesses locais. A producdo de
bilirrubina s6 sera afetada caso o paciente esteja em estado hemolitico (aumentando)
ou com ineficacia na eritropoese, diminuindo a producdo de bilirrubina (DEY;
LIGHTNER, 2008).
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Figura 6. Degradacao enzimatica da bilirrubina pela enzima hemexigenase (Adaptado
de SCHMID, 1972).
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O figado € muito importante no processo, pois nele estd concentrada a maior
parte de tecido com enzimas heme, sendo que as citocromo P450 s&o as mais
importantes. Essas enzimas sdo caracterizadas como hemoproteinas ligadas a
membrana, com fungéo principal de desintoxicacdo de xenobidticos, metabolismo
celular e homeostase. O termo CYP esta relacionado com uma proteina que contém
heme, além de ter uma absor¢do maxima de 450 nm, no estado reduzido, na presenca
de monoxido de carbono (MANIKANDAN; NAGINI, 2018).

No trato intestinal inferior, as bactérias ali presentes sao responsaveis pela
reducdo da bilirrubina conjugada a um grupo chamado cromogénio, também
conhecido como urobilinogénio. Sabe-se que no homem, uma parte do urobilinogénio
ainda é conjugado. A maior parte desse urobilinogénio formado no célon, seré
eliminado pelas fezes e apenas uma pequena parte sera absorvida para que seja mais
tarde eliminado pela bile (SCHMID, 1972).Quando o urobilinogénio aparece em
grandes quantidades na urina, pode indicar que tenha algum problema no figado ou
obstrucdo dos ductos biliares extra-hepaticos. Ao contrario do aumento do
urobilinogénio na urina, quando acontece total obstrucdo dos ductos biliares, esse
composto desaparece da urina, pois nenhuma quantidade de bilirrubina chega no

intestino, sendo assim, nao tera conversao em urobilinogénio (SCHMID, 1972).
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Existem outras rotas de eliminagdo da bilirrubina, porém elas sdo menos
eficazes e serdo utilizadas quando as vias normais ndo estiverem funcionando
corretamente, como em casos de danos hepaticos, gerando a hiperbilirrubinemia com
uma grande quantidade do pigmento ndo conjugado no plasma (DEY; LIGHTNER,
2008).

A hiperbilirrubinemia ndo conjugada pode ser causada por trés anormalidades:
comprometimento hepatico, aumento da producdo do pigmento e conjugacao
defeituosa da bilirrubina. As trés anormalidades levam a hiperbilirrubinemia néo
conjugada no plasma, e isso acontece sem a presenca de bilirrubinaria. O defeito na
conjugacao como causa principal geralmente é raro e hereditario. A hiperbilirrubinemia
conjugada, associada a bilirrubinaria indica comprometimento da secrecdo de bile

intra-hepatica ou obstrucéo do fluxo de bile extra-hepatica (SCHMID, 1972).

1.4 Metabolismo dos Acidos Biliares

Os sais biliares (SB), nos quais podemos incluir os acidos biliares (AB) e os
alcodis biliares, possuem anéis esteroides como estrutura comum. Os AB sé&o
caracterizados como moléculas anfipaticas (Figura 7) que apresentam um grupo
hidroxila (hidrofilico) e grupos metil (hidrofébicos), com polaridade e solubilidade
dependendo da estrutura de cada acido. Como exemplo, em baixas concentracfes 0s
acidos conseguem ser dissolvidos em agua, mas em maiores quantidades, eles
formam agregados conhecidos como micelas. Essa agregacado acontece, pois as
faces hidrofébicas dos &cidos ficardo juntas para repelir a agua, enquanto as faces
hidrofilicas ficam orientadas para dentro (MCGLONE; BLOOM, 2018).
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Figura 7. Esquema que demonstra como sdo as moléculas anfipaticas dos &cidos
biliares: parte hidrofébica, em azul, e a parte hidrofilica, em laranja (Adaptado de
BAIOCCI et. al., 2019).
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Tanto os AB, quanto o colesterol e os fosfolipideos devem ter concentraces
equilibradas entre si, caso contrario, o colesterol pode precipitar formando célculos na
vesicula, causando obstrucéo e transtorno digestivo. Acontece também ma absorcéo
lipidica pela falta de bile, acimulo de acidos biliares no lumen intestinal e nenhum dos
dois cumprindo seu papel de emulsificacdo das gorduras e formacdo de micelas
(RIBEIRO, 2010).

Em humanos, os AB sao produzidos pelo figado, sendo excretados 200-600
mg diariamente. Além das func¢des no trato digestivo, os AB também atuam na
excrecdo do colesterol, e atuam como emulsificantes (com auxilio da lipase
pancreatica) (MCDONALD et. al.,, 2010). A secrecdo da bile no trato intestinal
acontece com estimulo da colecistoquinina, sendo necessaria tanto no periodo
pos-prandial quanto no jejum (GUYTON; HALL, 2006).

Os AB primérios serdo os produtos finais do catabolismo do colesterol e sédo
considerados a maior mudanca na por¢ao maior do colesterol. Os AB geram fluxo de
bile e secrecao biliar de acidos, fosfolipidios, colesterol, drogas e outros metabdlitos
téxicos (CHIANG, 2013).

A conversao do colesterol em AB envolve 17 enzimas diferentes localizadas no
citosol, reticulo endoplasmatico, mitocondria e peroxidase. As enzimas catalisam a
modificacdo do anel ester6ide, além de clivar carbonos da cadeia lateral do colesterol,
assim formando acidos biliares. Para produzi-los, existem duas vias principais (Figura
8). A via classica consiste na modificacdo do anel esteroide anteriormente a clivagem

da cadeia lateral, enquanto na via acida a clivagem acontece antes das modificacbes
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no anel esterdide (CHIANG, 2013). Essa via € iniciada pela colesterol 7a-hidroxilase
(CYP7A1), com funcdo de limitacdo da producdo dos AB, além da producdo dos
acidos biliares primarios: acido colico (CA) e acido quenodesoxicolico (CDCA). Para
a sintese de CA é necessaria a enzima esterol microssomal 12a-hidroxilase (CYP8B1)
e sem essa enzima, acontece a producao de CDCA (CHIANG, 2013).

A via acida, ou alternativa, é iniciada pelo esterol 27-hidroxilase (CYP27A1),
uma enzima mitocondrial do citocromo P450, largamente distribuida pelos tecidos e
macrofagos. Essa via contribui com aproximadamente 9% da sintese de AB pelos

hepatécitos humanos, sendo importante para pacientes com doencas hepaticas e em
neonatos (DUANE et. al., 1999).

Figura 8. Vias de producao dos acidos biliares (Adaptado de CHIANG et. al., 2020).
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Os sais biliares mistos, com fosfolipidios e colesterol, ficam armazenados na
vesicula biliar, em seguida sé@o secretados no intestino, onde facilitam a digestao e
reabsorcdo de nutrientes. Por fim, eles sédo reabsorvidos no ileo, de onde serédo
transportados de volta para o figado, pela circulacdo portal e ali eles inibem a
producdo de outros acidos. Essa etapa limitante (Figura 9) acontece pela grande
producao de acidos biliares que, catalisada pela 7a-hidroxilase, inibe o grupo hidroxila
na posicao 7 do colesterol (LIEBERMAN; MARKS, 2013).



29

Figura 9. Etapa limitante da producéo dos acidos biliares. (Adaptado de LIEBERMAN;
MARKS, 2013)
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A ligacao entre o figado e a vesicula biliar se da por pequenos canaliculos, que
se juntam formando ductos, que posteriormente formam o ducto hepético, levando a
bile até a vesicula (SAMUELSON, 2007). A bile é formada principalmente por
colesterol biliar, lecitina, bilirrubina e na maior parte, acidos e sais biliares (GUYTON;
HALL, 2006). Os AB possuem propriedades tanto de emulsificacdo, quanto de
solubilizacéo direta dos lipidios. Podem agir também como moléculas para sinalizacao
de outros receptores, tendo diversos efeitos no metabolismo. Pode ser citado o
receptor nuclear FXR e o receptor de membrana acoplado a proteina G TGR5, como
0s mais estudados atualmente (MCGLONE; BLOOM, 2018).

Existem diferentes capacidades dos AB de se ligar ou estimular receptores. Por
existirem diversos AB circulantes, realizando um processo dindmico da sintese,
ciclagem e modificacdo pela resposta de fatores ambientais, existe uma modulacéo
nas respostas estimuladas pelos AB (MCGLONE; BLOOM, 2018).

1.4.1 Classificacéo dos Acidos Biliares
Os acidos sao divididos em: primarios, secundarios e compostos. Os primarios

séo o acido cdlico (CA) e o acido quenodesoxicolico (CDCA). As diferencas estruturais

desses dois acidos tém relacdo com as posigdes dos grupos a-hidroxil. No CA os
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grupos a-hidroxil estdo posicionados nas posi¢oes 3, 7 e 12, enquanto no CDCA eles
aparecem nas posi¢oes 3 e 7 (Figura 10) (LIEBERMAN; MARKS, 2013).

Figura 10. Estrutura dos acidos biliares primarios: A — acido quenodesoxicolico
(CDCA); B — acido cdlico (CA). (Adaptado de FIAMONCINI, 2016)
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As duas vias de producdo dos AB podem ter intermediarios metabdlicos que
sofrem modificacdes no figado, como o oxysterol. Quando ha presenca da CYP8B1
(12a-hidroxilase), o oxysterol é convertido em acido cdlico (CA) e na auséncia da
CYP8B1, sera convertido em acido quenodesoxicélico (CDCA). Essa enzima tem
como funcdo a regulacdo da proporcdo dos AB primarios e assim, controla a
hidrofobicidade no pool de AB (MCGLONE; BLOOM, 2018.).

Os acidos primarios sao sintetizados no figado e, para serem excretados, sdo
conjugados com taurina e glicina (Figura 11) e geralmente seréo sintetizados pela via
classica. Essa conjugacdo da origem aos AB compostos: acido taurocélico, acido
taurodesoxicdlico e acido glicocdlico (Figura 12). Como eles permanecem na forma
ionizada no intestino, sdo denominados de sais biliares. Quanto mais aquosos, menor
a absorcéo ativa no intestino e trato biliar (LIEBERMAN; MARKS, 2013).

Figura 11. Estrutura dos aminoacidos com os quais os acidos biliares se conjugam. A
— taurina; B — glicina. (Adaptado de FIAMONCINI, 2016)
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Figura 12. Estrutura dos &cidos biliares compostos (sais biliares): A — acido glicocélico;
B — &cido taurocolico (Adaptado de FIAMONCINI, 2016).

Depois da conjugacgéao, os AB séo entdo secretados na bile e armazenados na
vesicula biliar, até serem liberados no duodeno. A glicina é preferivelmente usada nos
humanos, para conjugacdo, e a taurina em roedores, também para conjugacao e
eliminacao (FIAMONCINI, 2016).

Também podem ser citados os AB secundérios, sintetizados a partir dos AB
primérios. Os principais séo: acido litocolico (LCA), o acido desoxicélico (DCA) e o
acido ursodesoxicélico (UDCA). O acido colico tem origem do acido

guenodesoxicolico, enquanto o acido desoxicolico tem origem no acido colico (Figura

13).

Figura 13. Estrutura dos acidos biliares secundérios: A — acido litocolico; B — acido
desoxicolico; C — acido ursodesoxicolico (Adaptado de FIAMONCINI, 2016).
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1.4.2 Acidos Biliares em Doencas

Foram identificados erros inatos no metabolismo (EIM) dos AB pela analise de
metabdlitos anormais em pacientes, e identificacdo de mutacbes ou enzimas
deficientes do metabolismo dos &cidos. A diminuicdo da sintese pode ser causada
pelo defeito de enzimas que fazem parte da via dos AB. Nesse caso, 0s erros inatos
podem produzir metabdlitos anormais, podendo conter tanto cadeias esteroides
laterais ou ainda, estruturas de nucleos esteroidais (CHIANG, 2013). Os EIM podem
causar doenca hepética colestatica na infancia, progredindo para doenca neuroldgica
na adolescéncia ou na fase adulta e podem se apresentar com varios fenotipos,
dependendo da enzima defeituosos. Os sinais clinicos incluem ictericia,
hiperbilirrubinemia, células hepaticas gigantes, disfuncdes neurolégicas, célculos
biliares de colesterol, doenca cardiaca prematura, e doenca hepética colestatica, entre
outros. No caso destas doencas, o tratamento pode ser feito pela reposicéo de AB, se
diagnosticadas precocemente. Atualmente ja foram descritas nove doencas
relacionadas com os erros inatos na sintese dos AB (CHIANG, 2013).

A doenca hepatica colestatica intra ou extrahepatica pode acontecer pela
interrupcd@o do fluxo biliar (tumores, calculos), levando a falta de bile no intestino e
acumulo téxico dos AB e metabdlitos no figado e no sangue. Também podem ocorrer
defeitos congénitos ou adquiridos no transporte dos AB, ocasionando ictericia, baixa
absorcdo de vitaminas e consequente diminuicdo do crescimento, entre outras
caracteristicas. Os defeitos de fluxo também podem aparecer, causando colestase
obstrutiva, ocasionando falta de AB no intestino (CHIANG, 2013).

Por fim, podemos citar o &cido ursodesoxicoélico usado no tratamento de cirrose
biliar priméaria, mostrando ativacdo das vias anti-inflamatorias das células hepéticas,
melhorando sua funcdo. Outro acido que tem acdo em doencas, € 0 &cido
guenodesoxicolico, usado para diminuir o peso e melhorar tolerancia a glicose
(MCGLONE; BLOOM, 2018.).

1.5 Relac&o da Bilirrubina e Acidos Biliares com a Les&o Renal
O mecanismo associado a leséo renal causada por bilirrubina parece ser maior

que a lesdo causada por distarbios hemodinamicos, que incluem vasodilatacéo

sistémica e esplacnica. O insulto isquémico causado pela hiperbilirrubinemia estimula
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uma resposta inflamatéria com aumento da expressdo de moléculas de adesdo que
atraem os leucdcitos. Restos intraluminais de células tubulares danificadas por
isquemia prejudicam a reabsorcédo de sodio, que polimeriza as proteinas de Tamm-
Horsfall formando uma substancia gelatinosa (cilindro) que oclui o lamen tubular,
causando aumento da pressédo de retorno e vazamento. A lesdo endotelial afeta o
tbnus arteriolar aferente, ativa a cascata de coagulagéo e libera a endotelina, o que
causa mais vasoconstricdo intrarrenal, comprometendo a microcirculacdo. Um
periodo de reperfusdo danificada pode seguir, devido a deplecéo de ATP, a qual libera
proteases com substancias oxidativas que posteriormente danificam o citoesqueleto
dos tubulos. Esta patogénese talvez explique a natureza ndo-responsiva desta
condigdo, quando identificada tardiamente em seu curso clinico (POLONI et. al., 2019;
SLACK et. al., 2010).

A fisiologia cirrética indubitavelmente contribui para a injuria renal, mas uma
alta concentracao de acidos biliares também contribui para a injdria tubular nas células
gue tenham sofrido isquemia renal. Os AB sédo reabsorvidos nas células tubulares
(primariamente nas proximais) e células tubulares esfoliadas (inchadas e
vacuolizadas, vistas na microscopia) e células tubulares com mitocondrias distorcidas
foram observadas em bidpsia renal. Assim, a combinacdo de hipoperfusdo renal,
tubulotoxicidade direta dos &cidos biliares, e obstrucéo por cilindros de bile conduz a
IRA e é descrita mais apropriadamente como “nefropatia de acidos biliares ou
nefropatia colémica” (LECLERC et. al., 2016; LUCIANO et. al., 2014; RAFAT et. al.,
2013).

A bilirrubina e os AB que possuem baixa solubilidade em &gua, podendo chegar
a causar “formacao de gesso” em consequéncia ao pH baixo no microambiente dos
néfrons distais. Desde 1953 sao reportadas nefroses colémicas ou biliares e estudos
posteriores analisaram a lesédo tubular em coelhos (WU et al, 2020). ELIAS et. al.
(1987), observaram que células renais expostas a bilirrubina indireta (ndo conjugada)
in vitro, sofreram efeito na estrutura mitocondrial, com declinio do ATP celular e
perturbacdo das membranas plasmaticas, provocando alteracdo no volume celular e
no conteudo eletrolitico.

Desde o0 ano 2000 existem estudos avaliando a possivel nefrotoxicidade dos
AB e da bilirrubina. Porém, a bilirrubina por agir como antioxidante endégeno tem
como funcgéo proteger o rim de danos, além de apresentar papel antiinflamatério e

propriedades hipolipemiantes. STEVENS et. al. (2012) relataram que a
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hiperbilirrubinemia pode ser considerada um fator de risco para a doenga renal
terminal, independente da taxa de filtragcdo glomerular. De forma diferente, outro
estudo ja descreveu o papel protetor da hiperbilirrubinemia em funcdes renais (WU et.
al., 2020).

Apesar destes estudos, o papel da bilirrubina em alguns sistemas e tecidos
permanece controverso, hdo existindo consenso sobre a acdo toxica ou protetora da
bilirrubina sobre as células renais. Ainda, mesmo que a toxicidade ou a protecao sejam
relatadas, o valor de corte para hiperbilirrubinemia permanece incerto, bem como o
efeito da hiperbilirrbinemia na insuficiéncia renal. Em estudo recente é mostrado que
a hiperbilirrubinemia (bilirrubina total >2.0 mg/dL, em pacientes com cirrose ou
carcinoma) é um fator de risco independente para DRA induzida por contraste, dialise
e para a mortalidade apds tomografia computadorizada com contraste (WU et. al.,
2020).

Em estudo clinicopatolégico de 44 pacientes com ictericia e analise histologica
(41 autopsias e 3 biopsias renais) VAN SLAMBROUCK et. al. (2013) demonstraram
gue 24 pacientes apresentavam cilindros biliares envolvendo o néfron distal e em seis,
com extensao para os tubulos proximais. A lesdo tubular aguda foi observada em 77%
dos casos no grupo nefropatia por bile, caracterizada por epitélio tubular com
citoplasma diminuido ou perda de bordas em escova nas células tubulares proximais.
Os autores concluiram que a nefropatia por cilindros biliares € uma entidade
histol6gica comprovada, com mais da metade dos pacientes propensos a deposicao
de bile nos tabulos renais.

SHIMIZU et. al. (2013) observaram que, durante a progressao da insuficiéncia
hepatica aguda (IHA) e hiperbilirrubinemia, na rejeicdo do enxerto hepatico, a
insuficiéncia renal associada a IHA se desenvolveu gradualmente. Degeneracgao
celular e presenca de células apoptoéticas eram aparentes dentre as células epiteliais
tubulares renais (CETR), com acumulo de pigmento biliar e degeneracao mitocondrial.
A DRA associada a IHA parece ser mediada por lesdo das CETR, com acumulo de
pigmento biliar, comprometimento da microcirculacdo causada pela lesdo de células
endoteliais dos capilares peritubulares (CPT), com deplecdo da sintese do oOxido
nitrico endotelial e fatores angiogénicos, e pela inflamacdo renal. Mdltiplos
mecanismos, incluindo lesBes tubulares e injurias nos CPT, e inflamagé&o renal, podem

estar envolvidos no desenvolvimento de DRA associada a IHA.
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1.6 Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo (OS) decorre de um desequilibrio entre a geracédo de
compostos oxidantes e a atuacao dos sistemas de defesa antioxidante. A geracéo de
espécies reativas de (ROS) e nitrogénio (RNS) (radicalares ou ndo) constitui um
processo continuo e fisioldgico, cumprindo funcdes biolégicas relevantes. Por
exemplo, durante os processos metabdlicos, esses radicais atuam como mediadores
para a transferéncia de elétrons nas varias reac¢des bioquimicas. A producéo continua
de ROS e RNS durante os processos metabdlicos culminou no desenvolvimento de
mecanismos de defesa antioxidante que tém o objetivo de limitar os niveis
intracelulares de tais espécies reativas e controlar a ocorréncia de danos decorrentes
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

O OS surge pela geracdo de ROS/RNS ou pela degradacdo da capacidade
antioxidante dos sistemas enddgenos, que deveriam combater o ataque oxidativo em
biomoléculas-alvo. Sua severidade pode aumentar de acordo com a ocorréncia de
doencas cardiovasculares, cancer, envelhecimento, entre outras (PISOSCHI, 2015).

Existem quatro grandes caminhos para a geracdao de ROS no organismo e
todos se relacionam a génese das doencas renais: a principal fonte geradora de ROS
€ a mitocbndria, na transferéncia de elétrons, durante o processo de fosforilagédo
oxidativa, que tem como aceptor final de elétrons o oxigénio (O2). Em face da reducédo
univalente do Oz sdo gerados os radicais superéxido (Oz¢), hidroxila (OH¢) e, ainda,
perdxido de hidrogénio (H202). Esse processo se da mediante reacdes especificas,
catalisadas por enzimas e com a participacao dos ions ferro e de cobre (PISOSCHI,
2015).

Outra importante fonte geradora de radicais livres sdo as enzimas NADPH
oxidases (Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate Oxidases). Essas se referem
a proteinas transmembrana que tém a funcao de transferir os elétrons através das
membranas celulares. Geralmente, o aceptor de elétrons é o O2 e, dessa forma, em
decorréncia desse processo, gera-se o radical Oz (HALLIWEL; GUTTERIDGE, 1990).
Na via do 6xido nitrico sintase (NOS), uma enzima catalisa a L-arginina para produzir
0 Oxido nitrico (NO) e Oz, e transferindo elétrons para o Oz, que ira reagir com o NO
e produzir o peroxinitrito (ONOQO"). Por ultimo, a quarta via é a da xantina oxidase (OX)
gue também é uma produtora de ROS; nessa via a hipoxantina é oxidada em &cido

arico e xantina (SU et. al., 2019).
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Na doenca renal aguda (DRA), vérias vias de ROS séo implicadas; na isquemia
ou nefrotoxicidade induzida, a disfung&o mitocondrial € a maior fonte de producéo de
ROS. Isso acontece antes que 0s niveis de creatinina sérica sejam alterados,
considerado um evento inicial da DRA. Enquanto acontece esta varia¢cao na producao
de ROS mitocondrial, a atividade de enzimas antioxidantes esta diminuida. Na DRA
mediada por sepse, além da disfungdo mitocondrial, a NOS induzida vai ser altamente
regulada (up-regulated), o que leva a maior producdo do NO (SU et. al., 2019).

Sao conhecidas diversas substancias antioxidantes que podem proteger o
tecido e as células renais do estresse oxidativo induzido por ROS ou por RNS, dentre
as quais cita-se a enzima superoxido dismutase (SOD). Suas trés isoformas sao
encontradas no rim e localizadas na mitocondria, citoplasma ou espaco extracelular.
A SOD2 (Mn-SOD) esta principalmente na mitocondria, enquanto a SOD1 (CuZn-
SOD) estd no citoplasma e a SOD3 (CuzZn-SOD) no espaco extracelular. Em
mamiferos, 80% da atividade de SOD se da em razdo da SODL1. A inibi¢cdo da enzima
SOD mostrou aumento renal de ROS, fazendo com que aconteca reducao de fluxo
sanguineo, excrecao de sodio e diminuicdo da filtracdo glomerular, podendo levar a
hipertensédo (RATLIFF et. al., 2016).

A catalase, outra enzima importante nas defesas antioxidantes, é presente em
células aerdbicas, com alta expressao renal e tem um papel importante na reducéo
de ROS e na prevencao de peroxidacao lipidica. Deficiéncia desta enzima leva ao
acumulo mitocondrial de ROS e consequente reducgéo da sua fungéo (RATLIFF et. al.,
2016). Os sistemas enziméticos que envolvem as enzimas do ciclo redox da
glutationa, particularmente a glutationa peroxidase, glutationa redutase e glicose-6-
fosfato-desidrogenase, também atuam na neutralizacdo de ROS (WELLS et. al.,
1997).

1.6.1 Principais Espécies Reativas

Existem dois grandes grupos de espécies reativas: de oxigénio e de nitrogénio.
As primeiras (ROS) sao caracterizadas por apresentarem, ou nao, elétrons
desemparelhados em sua dltima camada. As que apresentam elétrons
desemarelhados s&o chamadas de radicais livres. Os principais exemplos séo:
peroxido de hidrogénio (H2032), superéxido (O2’), oxigénio-singlete (1/2 Oz) e o radical

hidroxila (OHe) (Figura 14). O estresse oxidativo e o comprometimento do equilibrio
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redox sao as principais consequéncias de suas presencas. Quando em baixas
quantidades, tém funcao de sinalizacdo (como a regulacéo da proliferacéo celular,
apoptose ou expressdo de genes que geram os fatores de transcricdo). Na geracao
de ROS por fagdcitos, as espécies sao utilizadas nos mecanismos de defesa contra
bactérias ou fungos (PISOSCHI, 2015).

Figura 14. Reacdes que acontecem na geracao das espécies reativas de oxigénio
(ROS). (Adaptado de PISOSCHI, 2015).
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O anion superoéxido (O2) é formado a partir da doacéo de elétrons de algumas
moléculas, para o oxigénio. As enzimas SOD catalisam a dismutacdo do radical
superoxido em H202 e Oz, em niveis importantes para processos fisiol6gicos. A maior
funcéo bioldgica do superoéxido € a eliminacado do NO (RATLIFF et. al., 2016).

O peroxido de hidrogénio (H202) é gerado da dismutagao do O2¢ pela SOD,
além da atividade de algumas oxidases, com liberagcdo mitocondrial. Constitui fator
importante na regulacdo de mecanismos de sinalizagcdo, e possui propriedades de
difusdo e transporte, tornando essa espécie uma molécula de sinalizacdo versatil
entre as células e os compartimentos. Além disso, o metabolismo do peréxido a partir
da heme peroxidase especifica, na presenca do nitrato ou cloreto, pode formar
nitrogénio diéxido ou acido hipocloroso, na mesma ordem (RATLIFF et. al., 2016).

As RNS sédo produzidas quando o Oz reage com Oxido nitrico (NO) gerando o
peroxinitrito (ONOO"). A partir disso, é possivel que sejam formados outros tipos de
espécies, como didxido de nitrogénio (NO2) e nitrosoperoxicarbonato (ONOOCOO")
(PISOSCHI, 2015).

O 6xido nitrico (NO) é produzido pelas enzimas NOS, em quantidades que
garantem que ele seja usado para processos fisiologicos, como mecanismos de

sinalizacdo, produzidas principalmente como resultado da regulagéo da atividade das
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NOS1 e NOS3. E em processos inflamatérios, acontece a inducédo da expressao da
NOS2 e a produgcdo de NO em uma maior escala. A principal funcdo do NO € o
controle de respiracdo mitocondrial e producdo de cGMP (monofosfato ciclico de
guanosina). Isso acontece porque o NO se liga a guanilato ciclase soluvel e ao
citocromo C oxidase. Também tem papel importante quando sua quantidade aumenta
e compete com as enzimas SOD, sendo que essa reacéo gera peroxinitrito (RATLIFF
et. al., 2016).

1.6.2 Principais Fungdes de Sistemas Antioxidantes

Existem diversos tipos de antioxidantes, podendo ser citadas as vitaminas
antioxidantes, como tocoferol, tocotrienol e ascorbato, e também os antioxidantes
diretos, como os ubiquindis e o GSH. Além deles, outros nutrientes auxiliam nesses
sistemas antioxidantes tais como: Se, Fe, Cu, Zn, vitaminas B, riboflavinas, entre
outros. Existem, também, os compostos que afetam diretamente o estresse e o
metabolismo oxidativo como os carotendides, compostos por luteinas e licopeno, 0s
flavonoides, os flavonois, os flavanois, etc. E muito dificil que seja feita apenas uma
definicdo para cada componente, em funcéo da variabilidade de dose de exposicao,
pelas interacdes com outras moléculas e pelas diversas vias metabdlicas (DENNIS,
2019).

Os maiores metabdlitos de antioxidantes conhecidos, sdo compostos-chave
que podem interagir diretamente com as ROS, sendo 0s mais importantes 0s
tocoferdis e os carotendides. Enquanto os tilacéides recolhem pouco os oxigénio-
singlete, os carotenoides sdo mais importantes para que ndo haja acumulo desse
composto. Adicionalmente, eles também podem se ligar as essas ROS para produzir
outros metabdlitos que podem ser usados no processo de sinalizagcdo (NOCTOR,
2016).

Os antioxidantes mais presentes em fase sollivel sdo o ascorbato e a
glutationa, porque esses compostos sédo capazes de eliminar as ROS quimicamente,
sendo também cofatores para enzimas antioxidantes que atuam no processamento
de peroxidos. O ascorbato, além de agir como redutor, também atua como cofator
redutor da APX (peroxidase de ascorbato), enquanto a glutationa vai ser o substrato
de peroxidases, contribuindo para o processamento das ROS. A glutationa também

estd envolvida na regeneracdo do ascorbato, obtido a partir da DHA
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(desidroascorbato), tanto na parte quimica, quanto catalisando a reacdo das DHA.
Esses dois compostos também j& foram descritos como marcadores do estado redox
da célula, através de estudos medindo a forma oxidada e a forma reduzida deles
(NOCTOR, 2016).

1.6.3 Bilirrubina e o Estresse Oxidativo

A bilirrubina € o produto final do catabolismo do grupamento heme, possuindo
propriedades citoprotetoras e citotdxicas (KAPITULNIK, 2004). Esse pigmento circula
no sangue ligado a albumina (bilirrubina ndo-conjugada ou BNC) com somente uma
minima fracao livre (bilirrubina livre), a qual determina as propriedades fisiopatoldgicas
da bilirrubina (OSTROW et. al., 2003).

Quando a concentracdo plasmatica esta elevada, a bilirrubina livre difunde-se
livremente pelas membranas celulares. O sitio mais vulneravel a toxicidade da BNC é
o Sistema Nervoso Central, no qual a bilirrubina produz um amplo espectro de
deficiéncias neurologicas, conhecidas como encefalopatia bilirrubinica ou Kernicterus
(SHAPIRO et al, 2006), porém o mecanismo molecular pelo qual a bilirrubina livre
induz a injaria celular ndo estd completamente esclarecido e permanece
desconhecido o porqué somente certos tipos de células (por exemplo: células de
Purkinje) sdo mais suscetiveis a toxicidade da BNC, quando comparado a outras
células (CONLEE; SHAPIRO, 1997).

O estresse oxidativo (EO) tem sido implicado na progressdao de muitas
doencas, e evidéncias sugerem que o EO é uma marca da toxicidade induzida pela
bilirrubina. As EROS (principalmente na forma de radical superoxido e peréxido de
hidrogénio) tém um importante papel na iniciacdo e progressdo de doencas
cardiovasculares e renais (ITOH, 2004), especialmente no processo de injdria tubular
renal (MOINOVA; MULCAHY, 1988). Os achados da literatura sd&o muito controversos
a respeito do papel da bilirrubina no desenvolvimento da injuria renal (ROMANO;
VIEIRA JUNIOR, 2015). Estudos sugerem que a bilirrubina pode ser um agente
enddégeno com atividade citoprotetora contra injuria causada pelo EO (FUJII et. al.,
2010; MAZZA et. al., 2003), porém ndo ha estudos comparando os efeitos da
bilirrubina em diferentes concentragdes (normais e anormalmente elevadas).

E conhecido que o EO gera diferentes danos graves em macromoléculas,
especialmente no DNA. RAWAT et. al. (2018) mostrou que o dano ao DNA no SNC
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foi desencadeado pela hiperbilirrubinemia no periodo neonatal e que isso acontece na
ativacdo dos mecanismos que reparam o DNA. Ele estudou modelos de estudos em
ratos com hiperbilirrubinemia neonatal, demonstrando o dano téxico ao DNA
ocorrendo in vivo principalmente no cerebelo. Além disso, foram estudados os
mecanismos associados a toxicidade da bilirrubina no DNA, dessa vez em modelos in
vitro. Os resultados mostraram que houve aumento significativo do dano ao DNA,
guando comparando células neuronais e ndo neuronais, tratadas com bilirrubina. Por
outro lado, a bilirrubina também ativou as principais vias de reparo do DNA, por
recombinacdo homoéloga ou unido ndo-homoéloga, se mostrando como resposta
adaptativa para reparar os danos no DNA, induzidos pela propria bilirrubina.

DANI et. al. (2019) mostraram que recém-nascidos podem apresentar
resultados contraditérios em relacédo ao papel da bilirrubina sobre o estresse oxidativo,
e TSAI; TANG (2019) realizaram uma revisdo descrevendo as caracteristicas
fisologicas da bilirrubina, como ela interfere no curso clinico e também nos resultados
da doenca renal e seu efeito sobre eventos cardiovasculares atuando como

antioxidante, imunomoduladora, antiinflamatoria, antitrombética (Figura 15).

Figura 15. Efeitos cardiovasculares e renais da bilirrubina (Adaptado de RAWAT et.
al., 2018).
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A bilirrubina inibe a toxicidade da NADPH oxidase, além de suprimir a geracéo
de SOD nas células endoteliais vasculares e nas células tubulares renais, também
induzindo o EO e aumentando os niveis de oOxido nitrico, com intuito de manter a
homeostase cardiovascular (Figura 16) (RAWAT et. al., 2018).

O estudo de OH et. al. (2013) mostrou que, em ratos, a BNC administrada
intraperitonealmente (exdgena) protegeu contra a nefropatia (injuria tubular) induzida
por ciclosporina, via inibicdo do EO e reduzindo a apoptose que, em células tubulares
renais causa dilatagdo e atrofia tubulara , em casos de injiria renal (BOTTINGER;
BITZER, 2002). FUJII et. al. (2010) demonstraram o efeito protetor da bilirrubina em
danos renais, quando estudada na nefropatia diabética em ratos Gunn (ratos
hiperbilirrubinémicos deficientes de UGT1Al).

Mesmo que a bilirrubina possua baixa concentracdo intracelular, a sua
atividade antioxidante pode ser amplificada em funcdo do ciclo redox bilirrubina-
biliverdina, que consegue regenerar a bilirrubina através da biliverdina redutase
(RAWAT et. al., 2018)

1.6.4 Acidos Biliares e o Estresse Oxidativo

Acidos biliares e seu receptor nuclear (receptor farnesoide X) sdo encontrados
em muitos tecidos, incluindo o rim. A ativacado deste receptor diminui a quantidade de
acido desoxicdlico e atenua a calcificacao vascular observada na doenca renal cronica
(MIYAZAKI et. al., 2013).

Os AB podem induzir a apoptose em colondcitos por meio de diferentes
mecanismos. Em contraste aos hepatoécitos, a via apoptotica extrinseca parece ter
baixa relevancia em relacdo a citotoxicidade do AB no célon. Alguns AB, como o
UDCA (&cido ursodeoxicoélico) ou baixas concentragdes de AB hidrofébicos, podem
proteger as células do colon contra a apoptose induzida por altas concentracdes de
AB citotdxicos, sugerindo um comportamento duplo desses agentes (como moléculas
pro-sobrevivéncia ou pro-morte celular) (BARRASA et. al., 2013). Acidos biliares
toxicos podem ativar diretamente os receptores de morte de hepatdcitos, e induzir
dano oxidativo, causando disfuncdo mitocondrial e induzindo estresse do reticulo
endoplasmatico. Quando esses compostos sdo absorvidos e se acumulam dentro das

células biliares, eles também podem causar apoptose (PEREZ; BRIZ, 2009).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=B%C3%B6ttinger%20EP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12239251
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Existem indicios de que os AB podem estar ligados ao diagndstico de cancer e
gue essa situagao pode levar a estresse oxidativo, dano no DNA e instabilidade no
genoma, apoptose, ativacdo de receptores nucleares, entre outras consequéncias.
Apesar destas caracteristicas poderem ser influenciadas por outros fatores, estudos
sugerem que os AB podem agir como benéfico agente anticancer, enquanto também
podem estar envolvidos com toxicidade, apoptose, processos oxidativos, entre outros
(DI CIAULA et. al., 2017).

O acido tauroursodesoxicolico (TUDCA) mostrou pontencial terapéutico
benéfico em diversos modelos de estudo em diferentes doencgas, como a diabetes,
obesidade e algumas doencas degenerativas, devido a um efeito crioprotetor. Além
desse efeito, o TUDCA mostrou que reduz o estresse oxidativo, diminui a apoptose e
a inflamacgéo, tanto em modelos in vitro quanto in vivo. Outros estudos (SONG et. al.,
2011; PEREZ; BRIZ, 2009) mostraram que o TUDCA também possui um papel como
modulador epigenético, atuando como agente terapéutico em alguns tipos de cancer.
Porém, mesmo que ele mostre esses efeitos positivos, é preciso restringir seu uso nos
pacientes.

Como os AB tém propriedades tanto hidrofilicas quanto hidrofébicas, estes
compostos podem ter acOes diferentes em decorréncia de suas diferencas estruturais.
Por exemplo, AB mais hidrofilicos podem ser menos toxicos e nas células hepaticas
e gastrointestinais podem agir com um papel protetivo. Ja os AB mais hidrofobicos se
mostram mais citotéxicos, podendo gerar EO e dano no DNA, esses dois sendo
considerados como fatores de pré-disposicdo para cancer. Nesta situacao, podemos
citar como principal consequéncia o aumento de producéo intracelular de ROS e RNS,
além da alteracao dos genes de supresséao tumoral (DI CIAULA et. al., 2017)

Os ABs quenodesoxicélico e desoxicélico (primario e secundario,
respectivamente) conseguem se solubilizar na membrana das células, produzindo
imunossupressao e danos teciduais. O estudo de Song et. al. (2011) que administrou
AB diferentes em células hepaticas de ratos mostrou a seguinte ordem de toxicidade:
UDCA<CA<CDCA<DCA<LCA. Ou seja, AB primarios se mostraram menos citotoxicos
do que os secundarios, com excecado do acido ursodesoxicolico (UDCA) que mesmo
sendo classificado como secundario, apresentou menor citotoxicidade em células

hepaticas.
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1.7 Tipos de Morte Celular

Diversos compostos podem induzir algum tipo de morte celular nas células.
Essa morte celular pode ser induzida de diversas maneiras e por diversos
mecanismos. E importante que se saiba qual o tipo de morte celular que o composto
induz na célula, a fim de entender os mecanismos de dano deste composto.

Entre os tipos de morte celular podemos citar a necrose e a apoptose. O termo
apoptose foi utilizado pela primeira vez em 1972, descrevendo um tipo de morte
celular morfologicamente diferente (KERR; WYLLIE; CURRIE, 1972). Nesse tipo de
morte, a célula é caracterizada pelo encolhimento e condensacdo da cromatina
(KERR et. al., 2002). Ela € denominada de morte celular acompanhada pela ativagédo
de protease de caspase (GALLUZZI et. al., 2012).

Ja a necrose, que pode ser considerada um tipo de morte celular por processo
téxico, a célula é considerada uma “vitima” e se refere ao processo degradente que
acontece apos a morte celular. E caracterizada pelo inchaco da célula e ruptura da
membrana plasmatica, levando também a perda de organelas e condensacédo da
cromatina (GREEN et. al., 2015). Os mecanismos dos dois tipos de morte diferem,
além da morfologia, podendo acontecer uma sobreposi¢cédo nos processos de morte
celular por necrose ou apoptose. Por exemplo, a diminuicdo da disponibilidade de
caspases e ATP intracelular (LEIST et. al., 1997; DENECKERS et. al., 2001), podem
ser dois fatores que levam uma célula em apoptose ao processo de necrose (ELMORE
et. al., 2007).

Para a célula morrer, tanto por necrose, como por apoptose, vai depender do
tipo de sinalizacao, do tipo de tecido, do estagio de desenvolvimento desse tecido e
até do meio fisiolégico (FIERS et. al., 1999; ZEISS, 2003). Para a morte por apoptose,
existem duas vias de sinalizagcdo: a mitocondrial (intrinseca) e por receptor de morte
(extrinxica). A necrose geralmente ocorre como consequéncia de dano celular
irreversivel, porém pode ser citado pelo menos uma via de sinalizacdo de necrose.
Essa sinalizacdo pode acontecer pela ativacdo do receptor que interage com a
proteinaquinase 3. Para a morte por receptor de morte, exise a classica ligacao de

receptor na superficie da célula. (GREEN et. al., 2015).
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1.8 Células renais e a Cisplatina

A cisplatina é um composto metalico, com geometria plana quadrada,
apresentando cor branca ou amarela em temperatura ambiente, temperatura na qual
fica estavel. E um p6 pouco solivel em agua, mas soltvel em dimetil-primanida e
dimetil formamida (DASARI et. al., 2014). E um farmaco usado amplamente contra
tumores solidos, de diversos 6rgaos, como cabeca e pescoco, testiculo, cérvice e
ovarios, dentre outros. Apesar do amplo uso, foram encontradas evidéncias de que 0s
efeitos adversos do uso da cisplatina incluem nefrotoxicidade, neurotoxicidade e
ototoxicidade (CAO et. al., 2018).

O mecanismo de acdo a cisplatina € mediado pelo transportador de cobre
CTR1 e quando a cisplatina entra em contato com as células, dispara rapidamente a
degradacédo deste transportador, causando assim a resisténcia ao medicamento,
como ja foi mostrado em estudos que o silenciamento genético da CTR1 causa
resisténcia a cisplatina in vivo. Células que apresentam aumento da presenca do
CTR1, na maioria dos casos apresentam sensibilidade a cisplatina (DASARI et. al.,
2014).

A cisplatina é ativada no momento que entra na célula, levando ao
deslocamento imediato das moléculas de cloro da cisplatina, por moléculas de agua,
no citoplasma da célula. Esse deslocamento gera um produto hidrolisado, que € um
potente agente eletrofilico que pode reagir com qualquer nucledfilo. A cisplatina
consegue se ligar no centro N7 dos residuos de purina e assim, causa danos ao DNA
das células cancerigenas, impedindo a divisdo e levando a célula cancerigena a morte
(DASARI et. al., 2014).

O rim tem o importante papel de filtrar o0 sangue, absorver minerais, produzir
hormdnios e também tem a funcdo de manter a hemostasia corporal da agua e do
sédio (DU et. al.,, 2017). Neste 6rgao, ela se acumula especialmente nos tubulos
proximais, em maior quantidade do que em qualquer outro tecido do corpo (ZUCCO
et. al., 2004). A fisiopatologia do dano renal causado pela cisplatina pode ser explicada
por alguns processos: dano aos tubulos renais proximais, estresse oxidativo,
inflamacgéo e dano vascular renal, podendo causar danos no DNA e interferir em sua
replicacéo, em funcéo da grande habilidade de ligacdo da cisplatina ao DNA.

Esses danos podem causar apoptose, autofagia disfuncional e regulacéo

anormal das proteinas do ciclo celular, entre outros. A necrose também esta presente
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na toxicidade induzida pela cisplatina. A quantidade de cisplatina vai indicar o tipo de
morte celular: >800 pumol/L esta associada a necrose e <800 pmol/L conduz a
apoptose das células (PARK et. al., 2002). A nefrotoxicidade induzida por cisplatina
pode ser caracterizada pela grande morte de células do tubulo proximal, tanto por
necrose quanto por apoptose, ocasionando insuficiéncia renal (RAMESH; REEVES,
2003). O aumento em parametros de EO também mostrou ser um sinal de toxicidade
da cisplatina (MILLER et. al., 2010).
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2 JUSTIFICATIVA

A Insuficiéncia renal aguda (IRA) secundaria a doenca hepatica severa
ocasiona aumento na morbidade e na mortalidade, e € uma condicéo clinica que pode
progredir para necrose tubular aguda (NTA) ou sindrome hepatorrenal (SHR). A
sindrome hepatorrenal (SHR) é uma complicacdo que acontece geralmente em
pacientes que tém cirrose hepatica e a disfuncdo renal € um acontecimento comum
nos pacientes com doenca hepatica avancada. Estima-se que cerca de 20-25% dos
pacientes em estagio final da doenca hepatica terdo algum tipo de disfuncéo renal
durante o curso da doenca. O espectro da doenca renal pode variar desde IRA, como
azotemia pré-renal ou NTA, até a doenca renal cronica e permanente. A diferenciacao
entre SHR e NTA permanece dificil de ser realizada, sendo a biépsia (contra indicada
nesses pacientes em fungdo do comprometimento no processo de coagulacao
sanguinea) o padrao-ouro.

Por ser de causa multifatorial, o tratamento da disfuncdo renal fica mais
complicado e limitado, pois geralmente os pacientes tém o diagndstico de disfuncéo
renal sem uma doenca renal intrinseca, e sdo considerados como tendo sindrome
hepatorrenal (SHR), com dano renal agudo. As terapias e o prognéstico para IRA pré-
renal e NTA, um tipo de IRA, diferem substancialmente. Entretanto, a diferenciagéo
clinica precoce e a correta identificacdo sao importantes.

O mecanismo da injdria renal a partir de severa hiperbilirrubinemia parece ser
mais do que um distarbio hemodinamico, tais como vasodilatagdo sistémica e
esplancnica. O insulto isquémico estimula uma resposta inflamat6ria com aumento da
expressao de moléculas de adesao e debris renais intraluminais, formando cilindros
no interior dos tubulos renais. Os cilindros podem obstruir o [imen tubular,
ocasionando elevacdo da pressao retrograda no interior do rim. A injdria endotelial
afeta os tonus da arteriola aferente, ativa a cascata de coagulacao e libera endotelina,
a qual causa vasoconstricao intra-renal, assim comprometendo a microcirculagao.

Em estudo recente de nosso grupo (Poloni et. al., 2019) observamos que o
sedimento urinario hiperpigmentado de amarelo (hiperbilirrubindria) revelou um perfil
particular consistindo de cilindros granulares, cilindros contendo células epiteliais
tubulares renais (CETR) e CETR livres, que foi associado a uma elevacdo na
concentracéo de bilirrubina urinéria. Adicionalmente, cilindros hialinos, indicativos de

hipoperfusao renal sem injdria renal (funcao renal preservada) foram observados no
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grupo contendo baixa concentragdo urindaria de bilirrubina. Isto sugere que em
condi¢cdes de hiperbilirrubinemia/hiperbilirrubindria houve dano renal estrutural
causado por toxicidade associada a bilirrubina e/ou acidos biliares (isquemia,
toxicidade direta, formacéo de cilindros biliares).

A fisiopatologia cirrética contribui para a injdria renal, mas uma alta
concentracéo de acidos biliares filtrados também pode contribuir para a injuria tubular,
provavelmente em células renais que tenham sofrido isquemia. Acidos biliares s&o
reabsorvidos pelas células tubulares (primariamente as proximais) e provavelmente
podem prejudicar a funcdo e estrutura celular. Isso é evidenciado pela presenca de
células tubulares esfoliadas observadas na andlise microscopica urinéria e também
células tubulares com mitocondrias distorcidas, observadas na bidpsia renal.
Resumidamente, a combinacdo de hipoperfusdo renal, tubulotoxicidade direta dos
ABs e a obstrucdo por cilindros biliares conduzem a doenca renal aguda. Esta
entidade patoldgica é denominada mais apropriadamente como “nefropatia biliar ou
nefropatia colémica”. No estudo do nosso grupo (Poloni et. al.,, 2019) os cristais
intracelulares foram observados, porém nao foi possivel determinar a composicao
quimica dos mesmos.

Os danos renais podem estar relacionados a elevacdo na concentracédo de
bilirrubinas na urina e no plasma, e/ou a presenca de AB. Porém, ha divergéncias na
literatura sobre um possivel efeito protetor ou citotoxico da bilirrubina em diferentes
tipos celulares e utilizando diferentes modelos experimentais. Os mecanismos
associados a estes possiveis efeitos citotoxicos ou citoprotetores, ainda ndo sdo
completamente estabelecidos, especialmente em células renais. Assim, nesse estudo
avaliamos a toxicidade da bilirrubina e de AB priméarios e secundarios, e 0s seus

compostos, em linhagem celular renal HEK293T (células embrionarias renais).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar os possiveis efeitos citotoxicos, o potencial antioxidante/oxidante e o
tipo de morte celular associados aos efeitos da bilirrubina e dos AB em cultura de

células HEK293T (células embrionarias renais).

3.2 Especificos

i. Avaliar a viabilidade das células HEK293T apds o tratamento com
bilirrubina ou AB;

ii. Avaliar o potencial antioxidante (oxidacdo do superoxido e mitocéndrias
ativas) da bilirrubina e dos AB em cultura de células HEK293T,;

iii. Determinar o tipo de morte celular em células HEK293T expostas a
bilirrubina ou AB;

iv. Quantificar os compostos nas células HEK293T tratadas com AB ou
bilirrubina;

v. Avaliar o efeito protetor dos AB e da bilirrubina sobre os efeitos nefrotéxicos

da cisplatina.
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Abstract

Acute kidney injury (AKI) secondary to liver damage characterizes hepatorenal
syndrome. Non-hemodynamic tubulotoxic factors, such as the endotoxins bilirubin and
bile acids (BAs) might mediate parenchymal renal injury. Indeed, a greater number of
renal tubular epithelial cells and granular casts, with a renal origin, is observed in
patients with hyperbilirubinemia/hyperbilirubinuria and tubular injury. Objective:
Assess the cytotoxicity and oxidative potential of bilirubin and BAs in renal cells
(HEK293T), besides the protective effect in the co-treatment with cisplatin.
Methodology: Cell viability, oxidative stress, cell death, and cell/medium concentration
were measured by neutral red, mitosox and mitostatus assays, annexin and propidium
iodide, and HPLC, respectively. Results: Acute treatment with bilirubin does not alter
significantly the cell viability, while the chronic treatment reduces it (100 uM,
25.615.6%; p<0.001). Primary BAs: cholic (CA: 150+33.7%, p<0.005) and
chenodeoxycholic acid (CDCA: 281+143%, p<0.0001) showed less toxicity (40 pM)
compared with secondary and compound BAs (60 uM): deoxycholic (DCA: 87+8%,
p<0.001), ursodeoxycholic (UDCA: 86+8%, p<0.001) and taurocholic acid (TCA:
95+23%, p<0.001). Bilirubin and BAs treatment prevents the cytotoxicity induced by
cisplatin (Bilirubin: 88+27%, p<0.005; CA:133+62%; p<0.005; CDCA: 110+61%,
p=0.01; TCA: 99+63%, p<0.005) and not produced oxidative stress. Higher bilirubin
and BAs concentration were found in the culture medium when compared to the
intracellular compartment (24h) and bilirubin causes renal cell death mainly by necrosis
(83+3%; p<0.05). Conclusion: Bilirubin induced higher cytotoxicity on HEK293T cells
than BAs. Cell death by necrosis could be a contributing factor to AKI development in

liver diseases, especially in chronic bilirubin exposition.

Keywords: bilirubin, bile acids, toxicity, renal cells.
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Abbreviations:

CA: cholic acid; DCA: deoxycholic, CDCA: chenodeoxycholic acid; UDCA:

ursodeoxycholic acid; TCA: taurocholic acid; TUDCA: tauroursodeoxycholic acid.
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Introduction

The occurrence of AKI in patients with end-stage liver disease constitutes one
of the most challenging clinical scenarios in hospital and critical care medicine (Velez
et al., 2020). Hepatorenal Syndrome (HRS) is a complication that occurs in patients
with cirrhosis and portal hypertension, with an incidence of 20% in hospitalized
patients. Besides, when it is accompanied by ascites has up to a 40% probability of
developing HRS-1, a severe form of AKI, which is associated with considerable
mortality, within 5 years (Weil et al., 2017).

The pathogenesis of HRS-1 is characterized as a functional disorder, which
affects renal vasculature tone, with renal blood flow absence/reduction, caused by
portal hypertension and arterial vasodilation. New insights suggest that non-
hemodynamic tubulotoxic factors, such as endotoxins and bile acids (BA), might
mediate parenchymal renal injury in patients with cirrhosis, suggesting that concurrent
mechanisms, including those traditionally associated with HRS-1 (reduction in renal
blood flow, portal hypertension and maladaptive arterial vasodilation) and non-
traditional factors, contribute to AKI development in these patients (Velez et al., 2020).

Serum bile and bilirubin levels increase in the setting of liver failure (Van
Slambrouck et al., 2013). Patients with HRS show yellow urine as consequence of
conjugated bilirubin increase (Fogazzi, 2010). Therefore, severe hyperbilirubinemia
may lower pre-renal perfusion by decreased intraglomerular pressure, predisposing to
AKIl, associated with direct tubular damage caused by bilirubin. Bile acids (BAs) or
bilirubin with low water solubility can cause cast formation within the low pH

microenvironment of distal nephrons (Wu et al., 2020). Poloni et al. (2019) show that
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patients with higher urinary bilirubin levels present the urine sediment consistent with
tubular injury independent of AKI or non-AKI.

Cirrhotic physiology undoubtedly contributes to kidney injury, but a high load
of filtered BAs also can contribute to tubular injury, perhaps in cells that have been
primed by kidney ischemia. This is evidenced by the presence of exfoliated tubular
cells (swollen and vacuolated) seen on urine microscopy and tubular cells with
distorted mitochondria on kidney biopsy. The BAs can elicit tubular damage,
tubulointerstitial inflammation, lipid peroxidation and oxidative stress in the kidney
(Fickert et al., 2013; Kaler et al.,, 2004). Overall, the combination of kidney
hypoperfusion, direct BA tubular toxicity and obstructing bile casts leads to AKI and is
described most accurately as "cholemic nephropathy" (Leclerc et al., 2016; Rafat et
al., 2013). The likelihood of bile cast formation increases with prolonged exposure to
high levels of bilirubin (Van Slambrouck et al., 2013). In a clinicopathological study on
patients with jaundice, histological analysis in renal autopsies shows tubular bile casts,
besides higher serum bilirubin levels. The acute tubular injury was observed in 77% of
the cases in the bile casts nephropathy group, with the patients prone to bile deposition
in the kidney (Van Slambrouck et al., 2013).

In the HRS, the injury caused by hyperbilirubinemia is greater than that caused
by hemodynamic disorders, including systemic and splanchnic vasodilation (Slack et
al., 2010). At middle concentration, but within the reference value, bilirubin can act
either as a circulating antioxidant (Boon et al., 2014; Oh et al., 2013) protecting the
kidneys (Huang et al., 2012; Lietal., 2018; Tsai et al., 2017), or as an anti-inflammatory
compound (Keshavan et al., 2005). Several studies present the unquestionable toxicity
of bilirubin at high concentrations, with cytotoxic effects (Fuji et al., 2010; Poloni et al.,

2019; Qaisiya et al., 2017; Rawat et al., 2018). However, the effect of serum or urine
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bilirubin and BAs on HRS and renal failure is still uncertain, since the cutoff value for
bilirubinemia is not fully described, as well as how much bilirubin affects the kidney
(Wu et al., 2020).

Considering the condition of the bilirubin and BAs accumulation in the HRS
pathophysiology, this study aims to evaluate the cytotoxicity and potential to alter the
redox state, the production of oxidative stress, the cell viability and death caused by
bilirubin and BAs on renal cell line (HEK293T), collaborating to the comprehension of

the bilirubin and BAs roles in the injury in the renal cells.

Materials and methods

Materials

The human embryonic kidney cell line (HEK-293T) was obtained from the American
Type Culture Collection (ATCC) bank. DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium),
FBS (fetal bovine serum), PBS (phosphate-buffered saline), trypsin-EDTA, L-
glutamine and penicillin/streptomycin were obtained from Gibco (Grand Island, NY,
USA). Bilirubin, BAs such as cholic acid (CA), chenodeoxycholic acid (CDCA),
deoxycholic acid (DCA), lithocholic acid (LTCA), taurodeoxycholic acid (TDCA) and
ursodeoxycholic acid (UDCA), neutral red and cisplatin were obtained from Sigma
Aldrich (San Luis, Missouri, EUA). Annexin V-PI (propidium iodide) was purchased
from BD Biosciences (San Diego, CA). Mitosox and mitostatus were acquired from

Thermo Fischer (Waltham, Mass, EUA).



63

Mammalian Cell culture and Treatment

HEK-293T cells were cultured in DMEM medium supplemented with 10% FBS, 0.2
mg/mL glutamine, 100 IU/mL penicillin and 100 pg/mL of streptomycin. The cells were
kept in tissue culture flasks at 37°C in a humidified atmosphere containing 5% CO:
and grown until 80% confluence was obtained for all experiments. The neutral red
assay was performed in a 96-well plate, with 1.6 x 10* cells per well. The remaining
assays were performed with 1x10° cells per well, in 12-well plates. The stock solutions
of bilirubin or primary, secondary and compound BAs were made by diluting in 2%
ethanol and culture medium. Negative control experiments were carried out with
exposure of the cells to the same concentration of 2% ethanol in the medium. When
reached 80-90% confluency, cells were treated with bilirubin or BAs (40, 60, 80 and

100 uM) (Shellman et al., 2017) for 24h (acute treatment) or 72h (chronic treatment).

Cell Viability Analysis

To analyze the cell viability, we performed neutral red uptake (NRU) assay. The assay
was carried out according to Borenfreund; Puerner (1985), with some modifications.
Briefly, after treatment, cells were washed with 250 pL of PBS before the addition of
250 pL neutral red dye (25 ug/mL) dissolved in serum-free media and incubated for 3
h at 37°C in a humidified 5% CO:2 incubator. Cells were washed with PBS, and 125 uL
of a desorb solution (ethanol:acetic acid:water, 50:1:49) was added, followed by gentle
shaking for 30 min for complete dissolution. Absorbance was measured at 540 nm
using a microtiter plate reader. Cell viability was expressed as the percentage of the

negative control.
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Co-treatment of Bilirubin or Bile Acids with Cisplatin

Four groups were used: (1) negative control; (2) cells treated only with cisplatin; (3)
cells treated with cisplatin and bilirubin or BA; (4) cells treated only with bilirubin or
BAs. The cells were pre-treated with bilirubin (60 uM) or BA (CA, CDCA and TDCA:
100 pM) during 6 h for the compounds to enter the cells and after the cells received
treatment with cisplatin (10 uM) until completing 24 h of treatment. The cell viability

after the treatment was assessed.

Chromatography Quantification of Bilirubin and BAs

The cells were treated with IC50 value of CDCA (292 uM), UDCA (612 uM), TCA (178
MM) and bilirubin (60 uM). The treatment medium, as well as the cells, were analyzed
by chromatography (two samples of each well of the treatment). The medium samples
were collected, resuspended in methanol 60% and frozen in liquid nitrogen. Before the
chromatography, the samples were centrifuged (10 min; 15000 rpm) and the
supernatant was used. The determination of BAs was achieved by the dilution of 10
ML of cell culture media in 990 pL of dimethyl sulfoxide. After the complete
solubilization, aliquots of 10 pL of solution were injected in a Nexera UFLC system
coupled to an LCMS-8040 triple quadrupole mass spectrometer (Shimadzu, Kyoto,
Japan). The electrospray parameters were set as follows: desolvation line
temperature, 250°C; heating block temperature, 400°C; drying gas, 18 L/min; and
nebulizing gas, 2 L/min. Collision-induced dissociation was obtained with 230 kPa
argon pressure. The detection of DCA (m/z 391.20 — 345.35), TDCA (m/z 514.20 —

124.00) and UDCA (m/z 391.20 — 391.40) were conducted with ionization in the
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negative mode (ESI-, [M-H]-). Concomitantly, positive ionization (ESI+, [M+H]+) was
used to determine bilirubin (m/z 585.30 — 299.20). The chromatographic separation
was achieved with a 75x2.0mm id., 2.2um, Shim-pack XR-ODS Il column
(Shimadzu, Kyoto, Japan) eluted with a flow rate of 500 yuL min—-1 and 50°C with a
gradient of 0.2% acetic acid in water (A) and acetonitrile (B) as follows: 0 — 1.5 min, 10
—100% of B; 1.5 — 3.0 min, 100% of B; 3.0 — 3.1 min, 100 — 10% of B; 3.1 — 6.5 min,
10% of B. For data evaluation, LabSolutions software (Shimadzu, Kyoto, Japan) was

used for data treatment.

Oxidative Stress Parameters

Mitosox

The Mitosox assay is used to identify oxidation of superoxide, through a reagent that
acts on living cells selectively reaching mitochondria. This dye is oxidized by
superoxide exclusively (Thermo Fischer Scientific, Mass, USA). After the treatments
with bilirubin and BAs, in the presence or absence of cisplatin, the cell content was
centrifuged (10 min; 2000 rpm). The pellets were resuspended in PBS and the Mitosox
dye was added, the samples were incubated at 37°C for 30 min, protected from light.
Then, the samples were washed with PBS and centrifuged for 10 minutes/2000 rpm;
the cells were resuspended with PBS and the analysis was performed on the flow
cytometer, FACS Calibur (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA). The Cell Quest
software (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) was used to calculate the median

fluorescence, and 10,000 events were counted in each experiment.
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Mitostatus (Mitochondrial Membrane Potential Assay)

The mitochondrial membrane potential assay was executed using MitoStatus® TMRE
following the manufacturer's recommendations. MitoStatus® is a cationic and lipophilic
fluorescent dye that is readily sequestered by active mitochondria. When the
mitochondrial membrane is depolarized, the fluorescence shows diminished levels.
After treatment, an aliquot of suspension cell was incubated with MitoStatus® (57 nM)
for 30 min at 37°C, protected from light. The samples were then analyzed in the FACS
Calibur Cytometer with Cell Quest software (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA).
A total of 10,000 events were measured per sample and the percentage of

mitochondrial depolarization was determined.

Cell Death

The type of cell death was assessed by staining with Annexin and PIl. After the
treatment (with bilirubin or BAs), cells were trypsinized, collected and resuspended in
40 uL of binding buffer with 2 yL Annexin V-PE. Cells were incubated for 15 min in the
dark at room temperature. After incubation, 160 pL of binding buffer and 2 uL of PI
were added. Cells were incubated for 5 min and additional 200 pL of binding buffer
were added (BD Biosciences, San Diego, CA). Data were collected using FACS
Calibur flow cytometer (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) and analyzed by the
CellQuest Pro software (Becton Dickinson), in a total of 10,000 events per sample;
fluorescence was measured and the percentage of viable, recent apoptotic, late

apoptotic and necrotic cells was determined.
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Statistical Analysis

Statistical analyses were performed using one-way or two-way analysis of variance
(ANOVA), followed by Turkey, Bonferroni or Sidak’s post-hoc Linear regression, IC50
results, one-sample t test and the results of the experiments in the flow cytometer were

analyzed by Graphpad 8.0. Data were considered statistically different when p< 0.05.

Results

The viability after acute and chronic treatments with bilirubin indicates a slight
decrease in viability after 24h of bilirubin treatment, whereas, there is a significant
decrease in cell viability after 72h of treatment (Figure 1). It is interesting to note the
significant decrease in viability after treatments with bilirubin at concentrations of 80
and 100 pg/mL at 24 and 72 hours. The treatments with primary BAs (CA and CDCA),
secondary BAs (DC and UDCA), TCAc and TDCA compounds are shown in Figure 2,
and showed that none of the compounds induces decreased viability at any of the
tested concentrations and times. When we compared the BAs between each other, in
the 24h cell treatment the primary BAs showed a higher percentage of viable cells at
40 and 60 pM, which indicates that primary BAs are less toxic to the cells than the
secondary ones. When compared to the negative control, only CDCA showed a greater
difference. With 72h treatment, there was only one difference in viability between the
treatments with the primaries BAs (CA and CDCA) at 40 uM. When compared to the

negative control, none of the BAs showed a significant difference.
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Figure 1. Effect of bilirubin on the HEK293T cell viability following 24 and 72h of
treatment. Bars represent mean + standard deviation (SD) of three independent
experiments, in triplicate. ****p<0.0001; *p<0.05 comparing 24h to 72h and a: p<0.05;
b: p<0.001; c: p<0.0001 comparing 72h to negative control (NC: represent a cell culture

without bilirubin). Statistical analyses were carried out using two-way ANOVA followed

by Sidak’s multiple comparison test.
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Figure 2. Effect of BAs on the HEK293T cell viability upon 24h (A) and 72h (B) of cell
treatment. Bars represent mean + standard deviation (SD) of three independent
experiments, in triplicate. ****p<0.0001, ***p=0.001 and *p<0.05 comparing the BAs
between each other, and a: p<0.0001; b: p<0.05 compared to the negative control.
(NC: represent a cell culture without BAs). Two-way ANOVA followed by Tukey’s

multiple comparison test.

The effects of bilirubin and BAs in co-treatment with cisplatin were also
evaluated, for that, the IC50 of bilirubin and BAs was calculated. Based on the cell
viability results, it was possible to calculate the IC50 of bilirubin (60 uM) and make a
theoretical extrapolation for the secondary DCA (292 uM) and UDCA (612 pM), and
the compound TCA (178 uM). The BAs that were not possible to obtain an IC50 value

were the primary CA and CDCA and the compound TCA. To determine the 1C50,
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HEK293T cells were treated with cisplatin at 1, 2.5, 5, 10, 15, and 20 uM for 24h. The

IC50 value found for cisplatin was 10 uM (Figure 3).

Cell viability (%)

0.0 0.5 1.0 1.5
log(Cisplatin) uM

Figure 3. IC50 Cisplatin curve. The treatment of the HEK293T cells was in four
independent experiments, in quadruplicate. The results present meantSD of the

values of cisplatin (linear regression).

The compounds (bilirubin or BAs) that showed an IC50 value were quantified
by HPLC showing its concentration in the medium and the culture cells (Table 1), to
know, in the shorter incubation time, if the compounds are entering in the cells.

Table 1 shows that the compounds were detected in the medium and in the
cells. Also, there is a pattern that repeats between the bilirubin and the BAs samples,

with the medium presenting a higher concentration than the cells samples.



Concentration (ug/mL)

Bilirubin (cells) 2.8
Bilirubin (medium) 4.7
Deoxycholic (cells) 2.5
Deoxycholic (medium) 330.8
Ursodeoxycholic (cells) 26.7
Ursodeoxycholic (medium) 682.6
Taurocholic (cells) 7.4
Taurocholic (medium) 80.1

Table 1. Bilirubin and BAs concentration by HPLC, with 24h treatment.

71
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Figure 4. Effect of bilirubin or bile acids on the HEK293T cells, along with the
nephrotoxicity induced by cisplatin. The cells were pre-incubated with Bilirubin (A - 60
pMM) or BAs (100 uM): CA (B), CDCA (C) and TDCA (D) during 6h and posteriorly
treated with cisplatin (10uM) until completing 24 hours of treatment. Bars represent
mean * standard deviation (SD) of three independent experiments, in quintuplicate.
*p<0.05 and **p<0.01 compared cisplatin treatment (Statistical analyses were carried

out using one sample T test).

TDCA, CA, CDCA and bilirubin showed to improve the nephrotoxic effect of
cisplatin, presenting values similar to NC (Figure 4). The greater cell viability (133.4%;
p<0.01) was observed with the primary CA pretreatment, followed by CDCA (110.35%;

p<0.01) indicating a protective action to the nephrotoxic action of cisplatin.
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Figure 5. Measurement of the production of oxidative stress in HEK-293T cells, treated
for 24h with a positive control (cisplatin,10 uM), bilirubin (60 uM) or BAs (CA and
CDCA: 100 pM; DCA: 292 uM; UDCA: 612 uM; TCA: 178 uM; TDCA: 100 uM),
analysed with Mitosox reagent, followed by flow cytometry analysis.

Results are presented as meanzstandard deviation (SD) of three independent
experiments, in triplicate. **p<0.01 (in comparison to negative control). Statistical

analyses were carried out using one-way ANOVA and Bonferroni post-hoc.

To observe if the compounds were capable of producing oxidative stress in the
renal cells, they were treated with bilirubin or with BAs: primary (CA and CDCA),
secondary (DCA and UDCA), and TCA and TDCA compounds. After that, they were
subjected to the mitosox (Figure 5) and mitostatus (Figure 6) assay for 24h. The results
showed that only the positive control (treatment with cisplatin) induces a significant
result (p<0.05) increasing the production of superoxide anion (Figure 5) and changing
the mitochondrial membrane potential (Figure 6). Bilirubin and BAs do not induce

oxidative stress in the renal cell.
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Figure 6. Measurement the production of oxidative stress in HEK293T cells, treated for
24h with a positive control (cisplatin), bilirubin or BAs. Analyzed with Mitostatus
reagent, followed by flow cytometry analysis. Results are presented as mean *
standard deviation (SD) of three independent experiments, in triplicate. **p<0.01 (in
comparison to negative control). Statistical analyses were carried out using one-way

ANOVA and Bonferroni post-hoc.

As a significant decrease in bilirubin-induced cell viability was observed
(Figure 1), this study also investigated the type of cell death induced by this compound
and BAs. A calculation using the percentage of positive cells, separating into viable
cells (negative for Annexin and PI), cells with recent apoptosis (negative for Pl and
positive for Annexin), cells in late apoptosis (positive for Pl and Annexin), and cells in
necrosis (negative for Annexin and positive for PI) indicate that bilirubin induced
significant necrosis (Figure 7). No difference was observed after treatment with BAs

compared to the negative control.
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Figure 7. Cell death in HEK293T cells, treated for 24h with cisplatin (positive control),
bilirubin or BAs. Analysed with Annexin and PI reagents, followed by flow cytometry
analysis. Results are presented as mean * standard deviation (SD) of three

independent experiments, in triplicate. (1) and ***p<0.001 in

Discussion

This study aimed to analyze the effects of bilirubin and bile acids (BA) on the
cytotoxicity, the nephrotoxicity induced by cisplatin, the oxidative stress production and
to identify the type of cell death in a renal cell line (HEK-293t), considering the
accumulation of these compounds in pathological conditions such as hepatorenal
syndrome (HRS) or acute kidney injury, among others. Initially, the viability of the renal
cell line was analyzed when exposed to bilirubin and BAs. Like BAs, bilirubin also has

an uncertain role, existing studies do not allow the establishment of a single role for
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these compounds, given the different experimental models or tissue evaluated, thus
defining the protective or toxic role of bilirubin.

Wu et al. (2020) describe the role of bilirubin as a protector of renal cells in
hyperbilirubinemia, but there is still no consensus on the -cutoff value of
hyperbilirubinemia and its effect on renal failure, showing that serum total bilirubin
concentrations >2.0 mg/dL, in cirrhosis or carcinoma, is a risk factor for acute kidney
disease. Van Slambrouck et al. (2013), in a clinicopathological study of 44 patients
with jaundice and renal histological analysis (41 autopsies and 3 biopsies), showed
that 24 patients had bile casts involving the distal nephron and in 6, with extension to
the proximal tubules. The authors concluded that more than half of patients are prone
to deposition of bile in the renal tubules.

During the progression of acute liver failure (ALF) and hyperbilirubinemia, in
the rejection of the liver graft, renal failure associated with ALF developed gradually
(Shimizu et al., 2013). Acute renal disease (ARD) associated with ALF appears to be
mediated by damage to renal tubular epithelial cells (RTEC) with an accumulation of
bile pigment and renal inflammation. Then, the multiple mechanisms, including tubular
injury and renal inflammation, may be involved in the AKI development associated with
ALF.

Our results suggest that the cells’ acute exposure to bilirubin does not show a
toxic role of this compound for renal cells, however in chronic exposure (72h), bilirubin
showed greater toxicity, decreasing cell viability. The exposure of renal cells to primary
BAs (CA and CDCA), secondary (DCA, UDCA and lithocholic acid - LTA) and
compound BAs (TCA and TDCA) was also studied. Due to the difference in BAs
structures, they can act differently in the body (Chiang et al., 2013). Conjugated BAs

are more hydrophobic (Di Ciaula et al., 2017) and the conjugations to glycine or taurine
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give rise to TCA, TDCA, and glycocholic acid (Smith et al., 2013). The hydrophobicity
of BAs in the liver is UDCA <CA <CDCA <DCA <LCA also influencing liver toxicity with
primary BAs showing less toxicity than secondary ones (Song, 2011). According to
this, in our study, we observed that the secondary BAs proved to be more toxic,
followed by TCA, with primary BAs and the compound TDCA showed the highest cell
viability (compared to negative controls); thus, the BAs toxicity order in renal cells
would be as follows: DCA> UDCA> TCA> TCDA> CA> CDCA. However, in studies
using liver cells from rats, DCA caused more toxicity than LCA (compared to other
BAs), indicating that perhaps hydrophobicity does not always influence the toxicity
degree (Delzenne et al., 1992).

Few studies are pointing to the intracellular bilirubin/BAs concentration,
especially focusing on renal effects, in conditions with the accumulation of these
compounds and, therefore, the role is inconclusive. We measured the bilirubin/BAs cell
and medium concentration to know the concentration of the compounds that reaches
the cells or stay in the culture medium. We observe a fewer compounds concentration
in the cells (compared to medium), showing that is necessary a great extracellular
concentration to observe the intracellular studied effects, especially BAs (with a higher
medium/cell relation to DCA, UDCA and TCA), which is in according to the toxicity in
renal cells. Bilirubin was the compound that reached more easily the cells, as we can
see in the treatment that the concentration of the compound in the cells was more than
half of what we can see in the medium.

Cisplatin is widely used against solid tumors, but its adverse effects include
nephrotoxicity, neurotoxicity and ototoxicity (Cao et al.,, 2018). Cisplatin-induced
nephrotoxicity can be characterized by the great death of cells in the proximal tubule,

both by necrosis and apoptosis, inducing renal failure with increased serum creatinine
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and urea (Ramesh; Reeves, 2003). Cisplatin accumulates especially in the proximal
tubules in higher quantity than in any other tissue in the body (Zucco et al., 2004).
Miller et al. (2010) demonstrated that OS is a sign of cisplatin toxicity that acts both by
the extrinsic pathway, generating ROS (reactive oxygen species) (Gupta et al., 2012)
and by intrinsic route, using ROS to facilitate the release of cytochrome c, activating
pore-stabilizing generating genotoxic stress, which activates pathways that contribute
to apoptosis and resistance to chemotherapy (Dasari et al., 2014; Martindale et al.,
2002).

Bilirubin could attenuate cyclosporine-induced nephropathy of tubular injury by
inhibiting OS and apoptosis in HK-2 cells with higher levels of bilirubin, and the greater
suppression of OS might attenuate the progression of CKD (Boon et al., 2014; Markan
et al., 2008; Oh et al., 2013). Importantly, all the above clinical studies are in support
of renal protection by bilirubin and were based on the mild elevation of serum bilirubin
levels often within a normal range (<1.2 mg/dL). Indeed, due to the toxic characteristics
to renal cells, cisplatin was used for co-treatment with bilirubin and BAs for analysis of
its possible protective effect. The results of this study indicate that the BAs analyzed
(only those that did not obtain an LD50 value after the neutral red test) maintained the
cell viability, when compared to the negative control and among themselves, especially
the CA, demonstrating greater viability among all compounds. Indeed, bilirubin shows
reduced renal cell viability (compared to negative control) but it protects the cisplatin-
treated cells (compared to cisplatin-treated cells). Lv et al. (2016) showed that
biliverdin (a cytotoxic metabolic waste product of bilirubin) can protect against cisplatin-
induced cell apoptosis through the anti-oxidative effects.

Evidence suggests that OS is a hallmark of bilirubin-induced toxicity. EROS

(mainly in the form of superoxide radical and hydrogen peroxide) has an important role
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in the initiation and progression of renal diseases especially in the process of renal
tubular injury (Itoh, 2004). The literature findings are very controversial regarding the
role of bilirubin in the development of renal injury (Romano; Junior, 2015) and studies
suggest that bilirubin may be an endogenous agent with cytoprotective activity against
injury caused by OS (Fuji et al., 2010; Mazza et al., 2003). In our study, OS was
analyzed by mitosox and mitostatus experiments, showing that bilirubin was not
capable of generating OS in HEK-293T cells (observed only in positive control).

Toxic BAs, especially secondary ones, can activate hepatocyte death
receptors directly and induce oxidative damage, causing mitochondrial dysfunction and
inducing endoplasmic reticulum stress. When these compounds are absorbed and
accumulate within the bile cells, they can also cause apoptosis (Perez; Briz, 2009).
TUDCA (tauroursodeoxycholic acid) has been shown to reduce OS, and decrease
apoptosis and inflammation (in vitro and in vivo) and also plays a role as an epigenetic
modulator, a therapeutic agent in some types of cancer (Kusaczuk, 2019).

In structural differences, more hydrophilic BAs can be less toxic, and in the
liver and gastrointestinal cells, they can act with a protective role. On the other hand,
the more hydrophobic BAs show more cytotoxicity, being able to generate OS and
DNA damage. In this situation, we can cite as a main consequence the increase of
intracellular production of ROS, besides the alteration of the tumor suppression genes
(Di Ciaula et al., 2017). In this study, BAs were also analyzed using the mitosox and
mitostatus technique and none of them generated any type of OS when compared with
positive and negative controls, as well as bilirubin.

Finally, the type of cell death caused by bilirubin and BAs was analyzed after
treatment of renal cells. It is known that hydrophobic BAs induce apoptosis in

hepatocytes, while hydrophilic BAs increase intracellular cAMP, activating the MAPK
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and PI3K pathways to protect liver cells from apoptosis (Amaral et al., 2009). Also, BAs
have been shown to increase cell proliferation and apoptosis in the liver and intestine
(Sola et al., 2006). When analyzing the results of this study, it is observed that even
though BAs present low toxicity to renal cells, most of them caused death by necrosis
in cultured renal cells.

Although there are studies that show that unconjugated bilirubin initially
induces apoptosis in primary cultures of rodent cerebellar and cortical neurons
(Rodrigues et al., 2002), in rodent astrocytes (Silva et al., 2001) or even murine
hepatoma (Seubert et al., 2002), it is not yet known whether bilirubin induces only
necrosis or apoptosis, or even both. Apoptosis and necrosis represent extremes of a
spectrum of morphological and biochemical possibilities (Leist et al., 1998). There are
also not many studies pointing to the type of cell death caused by bilirubin in renal
cells, but when we analyze the results of this study we can see that more death from
necrosis than apoptosis occurred when compared to the negative and positive
controls.

Necrosis was the type of cell death predominantly induced by bilirubin. This is
according to the findings observed in the urine microscopy (Poloni et al., 2019) showing
that patients with higher bilirubinuria present the urine sediment with a greater number
of markers of acute tubular necrosis such as granular casts (GCs) and renal tubular
epithelial cells (RTECSs), showing higher urine sediment scores consistent with tubular
damage (acute tubular necrosis). The presence of a larger number GCs and RTECs,
originating in the kidneys, suggests an association between
hyperbilirubinemia/hyperbilirubinuria and tubular injury, independent of AKI. In our
study, the bilirubin induces death by necrosis, while the BAs were not associated with

this mechanism, suggesting that the bilirubin can be a death-causing agent of RTECs.
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This occurs especially at a high level and in a long time of cell exposition. The cell
death markers are observed independently of AKI development. The cell death of
RTECs by necrosis is a factor that contributes to AKI development in liver diseases,
however, only the RTECs death is not sufficient to the AKI development, being
necessary other factors to promote the kidney function (Poloni et al., 2019).
Interestingly, using transmission electron microscopy (MET) Poloni et al.
(2019) observed RTECs (free and within casts) containing intracytoplasmic strong
electron-dense structures, but it was not possible to determine the chemical
composition that underlies the observed crystals. Shimizu et al. (2013) show that
during the progression of acute hepatic failure (AHF) and hyperbilirubinemia in liver
graft rejection, AHF-associated AKI gradually developed. Degeneration and apoptotic
cells were apparent in RTECs with bile pigment accumulation and mitochondrial
degeneration. In acute kidney disease (AKD) several ROS pathways are involved: in
ischemia or induced nephrotoxicity, the mitochondrial dysfunction is the major source

of ROS production (Su et al., 2019).

Conclusion

This study contributes to better understand the action of bilirubin and BAs on
kidney cells in situations of HRS or acute kidney disease. Depending on the BA
structure, it can be more or less toxic to the renal cell, as well as for bilirubin, depending
on the concentration of the compound in the cells and the exposure time. The
compounds studied do not cause significant production of OS to cause damage to
cells. Cell death by necrosis is an important factor that contributes to kidney damage

and is compatible with the findings observed in urine sediment of
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hyperbilirubinemia/hyperbilirubinuria patients, independent of AKI development in liver

diseases, especially in chronic exposition to this compound.
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6 CONCLUSOES

O presente estudo fornece dados referentes ao mecanismo associado a lesao
das células renais, especialmente na sindrome hepatorrenal. Pelo estudo
apresentado, os 4&cidos biliares primarios apresentaram efeito protetor nas
concentracbes medianas (40 e 60 puM), tanto nos tratamentos agudos (24h), quanto
nos crénicos (72h). Ja os AB secundarios e a bilirrubina, apresentaram ser mais
toxicos as células, nas concentracdes mais altas (80 e 100 uM) em tratamentos
agudos e cronicos. Nesse estudo os compostos estudados nao apresentaram
significativa producdo de estresse oxidativo e, importantemente, observamos que a
necrose foi o tipo de morte celular associada a acao da bilirrubina sobre as células
renais (tratamento de 24h). Esses achados se relacionam aos dados laboratoriais
observados na analise do sedimento urinéario, em que particulas intrinsecamente
renais (células epiteliais tubulares renais e cilindros) sdo observadas em pacientes
com hiperbilirrubinaria/hiperbilirrubinemia, independentemente do desenvolvimento
de doenca renal aguda. Essas informagdes auxiliam na compreensdo do mecanismo
associado ao comprometimento renal de pacientes hepaticos (presentes na SHR) em
gue endotoxinas como a bilirrubina e os ABs apresentam concentragdes elevadas.

Os resultados originados deste estudo auxiliam de forma importante no
entendimento de aspectos associados aos danos renais na SHR, uma condi¢ao
patolégica complexa e pouco entendida até o momento. Esses resultados se
relacionaram positivamente aos achados laboratoriais e clinicos dos pacientes com
SHR. Informagfes adicionais, associadas a estudos clinicos e em outros modelos
experimentais, bem como o estudo de outros efeitos (p. ex. genotoxicos) e estudos
mecanicisticos podem colaborar na compreensdo de como essas endotoxinas,
bilirrubina e acidos biliares, podem contribuir no desenvolvimento da patologia, além

dos fatores tubulotéxicos hemodinamicos ja estabelecidos.
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