ORIGINAL ARTICLE

Efeito da solucao de dialise peritoneal com pH neutro e
padrao sobre a proliferacao de fibroblastos

Resumo

Introducao: A exposi¢io continua da
membrana peritoneal a solucdes conven-
cionais de didlise é um importante fator de
risco para induzir alteracdes estruturais e
funcionais. Objetivo: Comparar a viabili-
dade in vitro dos fibroblastos NIH-3T3 de
camundongo apds exposicdo a solugio de
dialise com pH neutro com células expos-
tas a solucdo padriao. Métodos: Estudo ex-
perimental; ambas as solucoes foram tes-
tadas em todas as concentracoes de glicose
comercialmente disponiveis. A viabilidade
celular foi avaliada por ensaio colorimétri-
co de sal tetrazélio. Resultados: A viabili-
dade de fibroblastos foi melhor na solucdo
de pH neutro em relagio ao controle
nas trés concentracdes de glicose (den-
sidade optica em nm-médias = DP: 1,5%
0,295 0,047 vs. 0,372 + 0,042, p < 0,001;
2,3% 0,270 = 0,036 vs. 0,337 = 0,051,
p < 0,001; 4,25% 0,284 = 0,037 wvs.
0,332 = 0,032, p < 0,001; controle vs.
pH neutro respectivamente, teste ¢ de
Student). Nao houve diferencga significa-
tiva na viabilidade celular entre as trés
concentracdes de glicose quando solucdo
padrio foi utilizada (ANOVA p = 0,218),
embora a viabilidade celular tenha sido
superior apds exposi¢ao aos fluidos de
dialise peritoneal neutros, pH 1,5% em
comparacdo com 2,3 e 4,25% de concen-
tracoes de glicose (ANOVA p = 0,008:
Bonferroni 1,5% ws. 2,3% p = 0,033,
1,5% vs. 425% p = 0,014, 2,3% uvs.
4,25% p = 1,0). Conclusao: A viabilidade
celular foi melhor em solu¢io neutra de
pH de dialise, especialmente nas menores
concentracoes de glicose. O pH fisiolégico
e com menos produtos de degradagao de
glicose podem ser responsaveis por estes
resultados.

Palavras-chave: dialise peritoneal; fibro-
blastos; teste de materiais; técnicas de
cultura de células.

INTRODUGAO

Didlise peritoneal (DP) de longo prazo no
tratamento de doenca renal terminal (DRT)
somente é possivel quando a estrutura e a
fungdo da membrana peritoneal sdo ade-
quadamente preservadas. Solucoes padrio
de DP sdo acidas (pH = $,5), tamponadas
com lactato, hiperosmolares (334-486
mOsm/L) e contém altas concentragoes
de glicose (75-220 mmol/L) e de produtos
da degradacdo da glicose (GDP), elemen-
tos que sabidamente afetam a fungio pe-
ritoneal.! Apesar de representar o princi-
pal vetor no desenvolvimento de solucoes
biocompativeis para DP, a manuten¢io da
integridade da membrana peritoneal em
pacientes em dialise peritoneal de longa
duragio ainda é um objetivo ndo alcanga-
do. A exposi¢io continua da membrana
peritoneal a solucdes dcidas parece ser um
importante fator de risco para alteracoes
estruturais e funcionais. Estudos de bidpsia
peritoneal revelaram perda de células me-
soteliais, pequenas altera¢des vasculares e
espessamento e fibrose na zona compacta
da camada submesotelial.> Alteragdes fun-
cionais incluiram perda de ultrafiltracio e
reducdo da depuracdo de solutos peque-
nos, além de falhas técnicas.> A utiliza-
¢do de solucdes de didlise biocompativeis
¢ fundamental para a sobrevida de longo
prazo da membrana.* Uma soluc¢do de di-
alise com pH neutro e baixo nivel de GDP
apresentada em bolsa de cidmara dupla foi
desenvolvida com vistas a melhora no nivel
de biocompatibilidade.? Estudos clinicos e
experimentais anteriores indicaram seus
efeitos benéficos.>* O objetivo do pre-
sente estudo foi comparar a viabilidade de
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fibroblastos de camundongos NIH-3T3 - uma linha-
gem celular bem caracterizada - apds exposicdo a acido
padrio e a solucdo de didlise com pH neutro.

METobpos

Culturas de fibroblastos de camundongos NIH-3T3 fo-
ram colocadas em meio contendo a solu¢io convencional
de DP (Controle) ou fluido de DP com pH neutro. Todas
as concentragdes de glicose comercialmente disponiveis
(1,5%3 2,3%;4,25%) foram testadas.

SOLUCOES PARA DIALISE

Ambas as solugdes tinham glicose como agente osmotico.
Peritosteril® (Fresenius Medical Care, Jaguaritna,
Brasil) foi usada como solugdo de controle e Balance®
(Fresenius Medical Care, Bad Homburg, Alemanha) co-
mo solucdo de pH neutro, fornecida em bolsa de cimara
dupla. A composicio de ambas as solucdes de didlise
¢ apresentada na Tabela 1. A bolsa de Balance® com
glicose a 1,5% contém uma cimara alcalina com lac-
tato de sddio (sodio: 75 mmol/L; lactato: 70 mmol/L) e
uma segunda cimara com fluido 4cido contendo eletrd-
litos e glicose (sddio: 193 mmol/L; calcio: 3,5 mmol/L;
magnésio: 1 mmol/L; cloro: 203 mmol/L; glicose: 166,5
mmol/L). A solugdo Balance® vem pronta para uso, bas-
tando abrir o selo entre as duas cAmaras e misturar e os
seus conteudos, resultando em fluido com pH na faixa
de 6,8 a 7,4. Por sua vez, a solugio Peritosteril® tem pH
de 5,5. As bolsas de Peritosteril® e Balance® foram for-
necidas pela Fresenius Medical Care.

TABELA 1 CoMPOSIGAO DAS SOLUGOES DE DIALISE

PERITONEAL ANTES DA MISTURA COM MEIO DE
CULTURA

Componentes em mmol/L  Controle pH Neutro

Sédio 134 134

Célcio 1,75 1,75

Magnésio 0,5 0,5

Cloro 103,5 101,5

Lactato 35 35

pH 5,5 7,0

Osmolaridade (MOsm/L) 358 358

CULTURAS CELULARES

A linhagem celular de fibroblastos de camundongos
NIH-3T3 (American Type Culture Collection CRL-1658,
Manassas, VA, EUA) foi cultivada em frascos de
25 ml contendo Meio Eagle Modificado por Dulbecco
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(DMEM), gentamicina a 0,025 g/l e estreptomicina/
penicilina a 0,1 g/L suplementado com 10% de soro
fetal bovino (SFB) (Gibco, Grand Island, NY, EUA). As
incubagoes foram realizadas em atmosfera imida a 37 °C
e 5% de CO,. Todos os procedimentos foram realiza-
dos em capela de fluxo laminar, observando-se técnicas
assépticas para minimizar o risco de contamina¢io mi-
crobiana. O crescimento de fibroblastos em cultura ocor-
reu em monocamada aderente. As células foram lavadas
com solucdo tampao fosfato-salino (PBS) (Gibco, Grand
Island, NY, EUA) e digeridas com solugao tripsina-EDTA
a 0,05% (Gibco, Grand Island, NY, EUA). SFB foi utili-
zado para inativar a agdo da tripsina. A contagem celular
foi realizada numa cimara de Neubauer. As células foram
semeadas em DMEM em placas de cultura de tecidos de
96 pogos a uma densidade de 0,5 x 10* células/poco e
deixadas em cultura por 24 horas. Apos este prazo, 50
pL das solugoes de teste (controle/DMEM ou solu¢io de
pH neutro/DMEM) foram adicionados a cada poco, se-
guido de um tempo de incubac¢do de 48 horas. Os testes
foram realizados em triplicata, misturando as duas solu-
¢oes de DP com DMEM em proporcio de 1:1 com di-
ferentes concentracoes de glicose. A propor¢do 1:1 para
as solucdes de DP e meio de cultura e o tempo de incu-
bacio de 48 horas foram definidos depois de uma série
de testes-piloto em que a proliferagdo celular foi avaliada
em solucdes de diferentes proporcdes de solucdes de teste
e meio de cultura (25%, 50%, 75% e 100% de fluido
de dialise peritoneal) por diferentes tempos de incubagdo
(24, 48 e 72 horas). O crescimento de fibroblastos foi de-
ficiente em todos os tempos de incubagdo na presenga de
solugdes de DP a 75% ou 100%. Os pogos de controle
(DMEM 100%) com melhor viabilidade celular foram
obtidos no tempo de incubacio de 48 horas.

ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR coM MITT

A viabilidade celular foi avaliada com brometo de
3-(4,5-dimetiliazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio] (MTT)
(Sigma, Saint Louis, MO, EUA). Apds incubacdo
por 48 horas, a solucio DP/DMEM foi removida de
todos os pogos e as células foram lavadas com PBS
(100 pL). DMEM com 10% de solu¢cio de MTT a
5 mg/ml (50 pL/pogo) foi adicionada por mais um
periodo de incubacdo de quatro horas. Em seguida,
o MTT foi retirado e dimetilsulfoxido (DMSO;
100 pL; Sigma Co) adicionado. A conversio do
produto do MTT - uma estimativa da viabilidade
celular - foi medida por densidade 6ptica (DO) a
570 nm através de um espectrofotometro equipado



com um leitor de microplacas (Bio-Rad, Hercules,
CA, EUA). A DO para o controle negativo (apenas
DMEM) representou 100% de viabilidade celular.
Todas as experiéncias foram repetidas trés vezes e as
andlises das amostras foram realizadas em triplicata.

ANALISE ESTATISTICA

As varidveis sio apresentadas na forma de mé-
dia e desvio padrdao (DP). Foi utilizado o teste ¢ de
Student para comparar duas varidveis continuas;
normalidade foi testada pelo teste de Kolmogorov-
Smirnov. ANOVA, com teste ad hoc de Bonferroni,
foi utilizada nas comparagdes multiplas. As diferen-
cas foram consideradas significativas para valores de
p de 0,05 ou menos. O software Statistical Package
for the Social Sciences s100 pL (SPSS, versdo 17 para
Windows, SPSS Inc, Chicago, IL, EUA) foi utilizado
em todas as andlises estatisticas.

ResuLTADOS

A viabilidade celular apds exposicdo as solugdes
padrdo (Controle) e de pH neutro com diferentes
concentragdes de glicose é ilustrada na Figura 1. A
viabilidade celular foi significativamente maior em
pH neutro do que em meio 4cido, em todas as con-
centracdes de glicose testadas, medida por densidade
optica (em nm): 0,295 = 0,047 vs. 0,372 = 0,042,
p < 0,001 para glicose a 1,5% controle e pH neutro,
respectivamente; 0,270 = 0,036 vs. 0,337 = 0,051,
p < 0,001 para glicose a 2,3% controle e pH neutro,
respectivamente; 0,284 = 0,037 vs. 0,332 = 0,032,
p < 0,001 para glicose a 4,25% controle e pH neutro,
respectivamente. Nado foram observadas diferencas
significativas de viabilidade celular entre as solucoes
de controle nas trés concentragdes de glicose (ANOVA
para medidas repetidas: p = 0,218). No entanto, a via-
bilidade celular na solugdo com pH neutro foi maior
apés exposi¢ao a concentragdes de glicose a 1,5% do
que 2,3% ou 4,25% [ANOVA com Bonferroni post
hoc: p = 0,033 (1,5% vs 2,3%); p = 0,014 (1,5% wvs.
4,25%); p = 1,00 (2,3% versus 4,25%)].

DiscussAo

O presente experimento revelou que a viabilidade celu-
lar foi maior quando os fibroblastos foram expostos in
vitro a solugdo com pH neutro do que a solu¢do padrdo
para DP. Evidenciou-se, ainda, maior viabilidade das
células expostas a solucdo de pH neutro com glicose a
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Figura 1. Viabilidade dos fibroblastos apds exposicao a solugdes 4cida
e de pH neutro em diferentes concentracdes de glicose.
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1,5% do que a 2,3% ou 4,25%. O significado destes
resultados ainda nao € claro, mas é razodvel supor que
um pH neutro e menos produtos de degradacio da gli-
cose sejam melhores para a viabilidade celular e que tal
efeito pode ser amplificado em concentragdes mais bai-
xas de glicose. A melhor viabilidade celular na solugio
de pH neutro nio significa que a mesma ndo seja toxica
ou que ndo induza fibrose. Fibroblastos foram usados
como modelo experimental.”? Seria desejavel avaliar
os efeitos de tal exposicio em outros modelos celula-
res ou animais.'®"" O uso in vivo da solucao de didlise
com pH neutro resultou em melhoria nos marcadores
de ultrafiltragdo peritoneal e integridade da membrana
peritoneal.>> Melhorias também foram observadas na
viabilidade e proliferagdo de células mesoteliais.!

A viabilidade celular foi avaliada através de en-
saio colorimétrico com brometo de 3-(4,5-dimeti-
liazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio] (MTT). Seu uso
permite aferir citotoxicidade, proliferagdo celular
e ativacdo celular. O ensaio é baseado em desidro-
genases mitocondriais de células vidveis para trans-
formar o MTT em azul de formazano insoluvel em
agua. O método de ensaio é barato, ndo é demorado,
e permite a utilizacdo de espectrofotometria de var-
redura multiwall.** Fibroblastos também ja foram
utilizados em estudo anterior, em que ndo foram
identificadas diferencas na prolifera¢io celular com
incubacio em solucdo de didlise glicose contendo
icodextrina ou solu¢do padrio.' O estudo foi reali-
zado em solugdes com pH ajustado misturadas com
meio de cultura, uma grande diferenca em relacdo
ao presente trabalho, em que a diferenca do pH das
solugdes de teste foi a principal caracteristica ava-
liada. Curiosamente, a solu¢do de glicose a 4,25%
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esterilizada por calor causou redugido significativa
no crescimento celular iz vitro, em comparagao com
a solugio esterilizada por filtracdo, supostamente
por conta do aumento da nivel de GDP.** A ocor-
réncia de GDP e baixo pH parece ser um fator im-
portante relacionado a biocompatibilidade das so-
lugdes de DP. GDP tem sido associado a formagio
de produtos de glicacdo avancada (AGEs) ocorrida
durante o processo de esterilizagio por calor. A
presenca de AGEs tem sido associada a reducdo do
crescimento i1 vitro de células mesoteliais.'® Foi an-
teriormente demonstrado que as células expostas in
vitro a concentragdes mais baixas de glicose (1,5%
ou 2,27%) crescem melhor do que em concentracdes
mais elevadas (3,86%)."7 Estes resultados estio em
concordancia com os resultados do presente estudo,
o que sugere que os GDP inibem significativamente
o crescimento celular in vitro (17), podendo estar
relacionados a consequéncias clinicas.'®"” A solu¢dao
de dialise peritoneal com pH neutro foi concebida
como uma bolsa de duas cAmaras, uma contendo o
componente alcalino com lactato e outra com eletré-
litos e glicose. Tal abordagem permite um pH mais
elevado e esterilizacio com formacdo reduzida de
GDP. Os fluidos dos dois compartimentos sio mis-
turados imediatamente antes da infusdo, através da
ruptura do selo entre as camaras.

Em conclusio, a viabilidade dos fibroblastos foi
mais elevada na solucdo de dialise com pH neutro,
especialmente nas concentra¢des mais baixas de glicose.
E possivel que um pH mais fisioldgico e niveis mais
baixos de GDP estejam associados a tais resultados.
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