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RESUMO

A interacdo de toxinas urémicas, tais como os produtos de glicacdo avancada (AGES),
com o endotélio vascular desempenha um importante papel na fisiopatologia da
disfuncdo endotelial relacionada a doenca renal cronica (DRC). Estudos vém
demonstrando que a via PKC- é uma das principais vias mediadoras deste processo,
levando a expresséo de diversas moléculas, dentre elas 0 monocyte chemoattractant
protein-1 (MCP-1). O MCP-1 atua no recrutamento de mondcitos do sangue periférico
para a parede vascular, exercendo um papel essencial na formacdo da placa
aterosclerotica e progressao da doenca cardiovascular (DCV). O presente trabalho teve
como objetivo avaliar in vitro o papel dos AGES na producdo de MCP-1 via PKC-(.
Para tanto, células endoteliais de veia de corddo umbilical (HUVECSs) foram extraidas e
cultivadas em meio MEM-199 suplementado. Células U-937 (mondcitos) foram
cultivadas em meio RPMI suplementado. Foi estabelecido também o modelo de co-
cultivo HUVECs + mondcitos onde os tratamentos foram realizados logo apds a
insercdo dos monacitos sobre as HUVECs. Os AGES foram preparados por reacdo de
glicacdo da albumina bovina (BSA) com glicose. As HUVECs, mondcitos e co-cultivo
HUVECs + mondcitos foram tratadas com BSA, AGES e AGES + inibidor da via PKC-f
e incubadas por 0, 3 e 6 horas. As HUVECs expostas aos AGES mostraram um
aumento significativo (P<0,05) nos niveis de MCP-1 ap6és 3 e 6 horas (7219;
77+£12pg/mL, respectivamente), em comparacdo ao tempo 0O de tratamento
(38+7pg/mL). Entretanto, HUVECs expostas aos AGES acrescido de inibidor da via
PKC-B demonstraram uma diminui¢ao significativa (P<0,005) na expressdo de MCP-1
apés 3 e 6 horas (30+8; 20+7pg/mL, respectivamente), quando comparada ao
tratamento apenas com AGES. O grupos de tratamento dos mondcitos néao
evidenciaram diferencas significativas nas dosagens de MCP-1 apds 3 e 6 horas. No
modelo de co-cultivo HUVECs + mondcitos, ndo foi observado diferencga significativa
nos niveis de MCP-1 dosados, sugerindo que uma cinética de tratamento maior seja
necessaria para evidenciar alteracfes na expressao dessa molécula. Os resultados
alcancados propéem que a via PKC-B contribui de forma importante na expressao de
MCP-1 principalmente pelas HUVECs, mas as dosagens em mondcitos sugerem que
essa via também seja responsavel pela producdo de MCP-1 nessas células. Ja no co-
cultivo HUVECs + mondcitos, a producdo de MCP-1 esteve proxima dos niveis basais,
levantando novos questionamentos acerca do comportamento de expressdo dessa
molécula apdés a adesdo de monécitos a camada endotelial. Entretanto, mais
experimentos devem ser elaborados para melhor entendimento dos mecanismos
relacionados a disfungéo endotelial mediada por AGES.

Palavras-chave: Doenca renal cronica, disfuncéo endotelial, AGES, MCP-1.



ABSTRACT

The interaction of uremic toxins, such as advanced glycation end products (AGES), to
the vascular endothelium plays an important role in the pathophysiology of endothelial
dysfunction related to chronic kidney disease (CKD). Studies have demonstrated that
PKC-B pathway is a major route mediating this process, leading to expression of several
molecules, among them monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1). MCP-1 acts in
the recruitment of monocytes to the vascular wall, playing a major role in atherosclerotic
plague formation and progression of cardiovascular disease (CVD). This study aimed to
evaluate in vitro the role of AGES in producing MCP-1 via PKC-B3. For this, human
umbilical vein endothelial cells (HUVECs) were extracted and cultured in MEM-199
supplemented. U-937 cells (monocytes) were cultured in RPMI supplemented. It was
also established the model of co-cultivation HUVECs + monocytes where treatments
were carried out immediately after insertion of monocytes on HUVECs. AGEs were
prepared by reaction of glycation of bovine serum albumin with glucose. HUVECs,
monocytes and co-culture HUVECs + monocytes were treated with BSA + AGES and
AGES plus PKC-B pathway inhibitor and incubated for 0, 3 and 6 hours. HUVECs
exposed to AGES showed a significant increase (P<0.05) in the levels of MCP-1 after 3
and 6 hours (72+9; 77+12pg/mL, respectively) compared to time O of treatment
(38+x7pg/mL). However, HUVECs exposed to AGES plus PKC-B pathway inhibitor
showed a significant difference (P<0.005) in the expression of MCP-1 after 3 and 6
hours (30£8; 20+7pg/mL, respectively), when compared to treatment with only AGES. In
the model of co-culture HUVECs + monocytes there was no significant difference in
levels of measured MCP-1, suggesting that a greater kinetic treatment is required to
show changes in expression of this molecule. In the treatment of monocytes it was not
observed a significant difference between the treatment groups after 3 and 6 hours. The
obtained results propose that the PKC-B pathway contributes importantly in the
expression of MCP-1 mainly by HUVECs, but the dosages in monocytes suggest this
pathway is also responsible for production of MCP-1 in these cells. In the co-culture
HUVECs + monocytes, the production of MCP-1 was near baseline levels, raising new
guestions about the behavior of expression of this molecule after monocyte adhesion to
the endothelial layer. However, further experiments should be designed to better
understand the mechanisms related to endothelial dysfunction mediated by AGES.

Keywords: Chronic kidney disease, endothelial dysfunction, AGES, MCP-1.
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1 INTRODUCAO

Sabe-se que a doenca renal crénica (DRC) € uma doenca em crescimento
exponencial e que a principal causa de morte dentre esses pacientes é a doenca
cardiovascular (DCV), correspondendo a uma incidéncia cinco vezes maior nesta
populacdo do que na populacdo em geral (EL NAHAS, 2010; MEIJERS, 2010).
Atualmente, existem aproximadamente 91 mil pessoas em tratamento dialitico no Brasil,
sendo que os principais diagndsticos de base desses pacientes sdo hipertensédo e
diabetes mellitus (SBN, 2011). Com a progressdao da doenca, 0s rins perdem a
capacidade de remover as toxinas urémicas da circulacdo levando a uma resposta
inflamatoria sistémica do organismo, e especialmente vascular (VANHOLDER, 2008).

Vérias células estdo envolvidas na resposta celular relacionada a uremia, dentre
elas as células endoteliais e os mondcitos. Estudos desenvolvidos por nosso grupo
demonstraram recentemente que a ag¢do das toxinas urémicas nestas células pode
levar ao aumento da producdo de moléculas pré-inflamatdrias tais como citocinas e
moléculas de adeséo e contribuir assim para a iniciacdo e propagacédo da DCV nos
pacientes com DRC (STINGHEN et al.,, 2009). A interacdo do endotélio e células
circulantes com as toxinas urémicas pode refletir, ao menos em parte, 0s niveis
plasmaticos elevados de marcadores de inflamacéo vascular tais como o0 monocyte
chemoattractant protein-1 (MCP-1), encontrado nestes pacientes (SEGAL, BAYLIS e
JOHNSON, 2006; DIAZ-BUXO e WOODS, 2006).

Os produtos de glicagdo avancada (AGES) consistem num grupo heterogéneo
de proteinas ou lipideos modificados, através de reacdes ndo enzimaticas de glicacao,
e oxidados apds contato com acUcares aldose. Em pacientes com DRC, eles passam a
ser acumulados na circulacdo sanguinea, pois sdo moléculas de tamanho médio e de
dificil remocdao através da terapia de substituicdo renal convencional (dialise). Por isso
sdo considerados toxinas urémicas, 0s quais causam efeitos deletérios ao vaso, entre
eles aumento na expressdao de MCP-1 na parede vascular (VANHOLDER, 2008;
SCHWEDLER et al., 2001).

O MCP-1 tem sido apontado como grande mediador da inflamacéao crénica nos
vasos sanguineos de pacientes com DRC, promovendo a formacdo da placa
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aterosclerotica. Essa molécula participa basicamente do recrutamento de mondcitos
para o local da leséo, fazendo com que os mesmos se acumulem na parede do vaso e
migrem do endotélio para a camada média (musculo liso). Esses mondcitos fagocitam
LDL-oxidado e tornam-se células chamadas foam cells, formando o ateroma.
Atualmente, o MCP-1 tem sido considerado um importante marcador de inflamacgéao
vascular (KOLATTUKUDY e NIU, 2012; ELMARAKBY e SULLIVAN, 2012).

A proteina quinase C (PKC) é reconhecida atualmente por seu papel relevante
no aumento da expressédo de MCP-1 pelo endotélio e também pela disfuncédo endotelial
através do estresse oxidativo. Essa proteina pertence a familia de quimiocinas CC, que
consiste em enzimas que atuam na regulacdo da atividade de diversas outras
proteinas, sendo que sua ativacdo ocorre principalmente em ambientes ricos em glicose
e AGES (IDRIS E DONNELLY, 2006). Estudos mostram que a inibicdo da via de
ativacdo dessa proteina pode ser efetiva na amenizacdo dos efeitos patoldgicos
causados nas células endoteliais (GERALDES e KING, 2010).

Desta forma, esclarecer os mecanismos envolvidos na aceleracdo da DCV
mediada por AGES nos pacientes com DRC, através de uma abordagem in vitro,
poderia contribuir para o entendimento dos mecanismos celulares e moleculares
envolvidos na resposta a toxicidade urémica, possibilitando a descoberta de novos

alvos de intervencdes terapéuticas, levando a uma maior sobrevida do paciente.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DOENCA RENAL CRONICA

O sistema urinario do corpo humano é composto por rins, ureteres, bexiga e
uretra. De acordo com Guyton e Hall (2011), o rim exerce diversas atividades

importantes inerentes ao bom funcionamento do organismo, tais como:

e Regulacdo da osmolaridade e pressao arterial;

¢ Regulacao dos equilibrios hidroeletrolitico e acido-basico;

e Regulacdo do volume sanguineo;

e Gliconeogénese;

e Excrecéo de residuos de degradacao do metabolismo e produtos toxicos;

e Secrecao, metabolismo e excrecao de hormonios, como a eritropoietina.

Os rins atuam na filtragem do sangue para a remocao de compostos toxicos
circulantes no organismo, e essa eliminacdo ocorre através da urina. Eles séo
constituidos por néfrons e cada néfron possui uma capsula, denominada capsula de
Bowman, que se liga a arteriola eferente e se conecta a um emaranhado de vasos
capilares denominados glomérulo de Malpighi (FIGURA 01). Para que o processo de
filtracdo glomerular ocorra, o sangue € conduzido sob forte pressdo ao interior dos
capilares desse glomérulo, onde um quinto de seu volume € extravasado para a
capsula de Bowman, sendo chamado posteriormente de filtrado. Cerca de 120 mililitros
de sangue séo filtrados por minuto, correspondendo a 7 litros de filtrado por hora. O
liquido filtrado penetra no espaco de Bowman e passa pelo contornado proximal. Na
primeira parte desse tubo é absorvida a maior parte do sodio, agua, glicose e outras
substancias filtradas, as quais voltam a integrar o sangue. A medida que o liquido
passa através da alga de Henle, o sddio e outros eletrélitos sdo bombeados para o

interior do rim deixando o liquido inicial cada vez mais diluido. Este liquido passa
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através de um tubo denominado tubo contornado distal, onde se bombeia mais sddio
para dentro, em troca de potassio, que passa para o interior do tubo. O liquido que sai
de varios néfrons é conduzido a um tubo chamado coletor, que segue do rim sob a
forma de urina diluida, ou ainda, a maior parte desta agua pode ser absorvida e
devolvida ao sangue, fazendo com que a urina seja mais concentrada (GUYTON E
HALL, 2011).

FIGURA 01 - ESTRUTURA ANATOMICA DO RIM E SUAS SUBUNIDADES
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A DRC é uma doenca em crescimento exponencial, e juntamente com outras
doencas cronicas nao transmissiveis, € responsavel por 25 milhdes de mortes ao ano,
tendo como principal causa de morte as complicacbes relacionadas a doencas
cardiovasculares (DCV), principalmente a aterosclerose (EL NAHAS, 2010). A DRC
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caracteriza-se por lesdo ou comprometimento funcional nos rins por tempo igual e/ou
superior a trés meses, acompanhada de albumindria ou proteintria (BERMUDEZ et al.,
2011). Nos pacientes com DRC submetidos a terapia de substituicdo renal
convencional (dialise), a morte por DCV é cinco vezes maior que na populacdo em
geral, mesmo apos estratificacdo para idade, sexo, raca e diabetes (MEIJERS, 2010).
Pacientes em hemodidlise apresentam uma expectativa de vida cinco vezes menor
quando comparados a individuos saudaveis da mesma idade (ARSOQV et al., 2013).

Atualmente no Brasil, estima-se que existam mais de 2 milhdes de brasileiros
portadores de algum grau de disfuncéo renal, sendo que aproximadamente 91 mil
encontram-se em dialise (SBN, 2011). Com a progressao da doencga, 0s rins perdem a
capacidade de remover efetivamente compostos toxicos da corrente circulatéria para
posteriormente formar a urina, resultando em seu acumulo no organismo. O acumulo
destas “toxinas urémicas” é responsavel por muitas das consequéncias clinicas de uma
condicdo conhecida como uremia (HIMMELFARB, 2009; GLASSOCK, 2008). Entre os
efeitos toxicos da uremia, um dos principais é o dano -cardiovascular, sendo
responsavel pela grande morbi-mortalidade neste grupo de pacientes, mesmo em
estagios precoces da DRC. E interessante perceber que muitos desses efeitos, tais
como inflamacdo e anemia, também tém impacto relevante sobre o status
cardiovascular (VANHOLDER, VAN LAECKE e GLORIEUX, 2008).

2.2 TOXINAS UREMICAS

As toxinas urémicas podem ser definidas como solutos que produzem efeitos
adversos no organismo (PIRODDI et al., 2013). De acordo com Vanholder et al. (2008,
2003, 2001), ja foram identificados mais de 100 compostos urémicos, que S&o
classificados de acordo com suas propriedades fisico-quimicas e caracteristicas de

remocao por dialise em:
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Compostos pequenos soluveis em agua com no maximo 500 Da. Os prototipos

deste grupo séo ureia e creatinina, moléculas facilmente removidas por dialise.
Os compostos neste grupo ndo tém necessariamente uma toxicidade funcional,

Compostos de peso molecular moderado com mais de 500 Da. Os prototipos

deste grupo sdo B2-microglobulina e leptina, e estas moléculas s6 podem ser
removidas por membranas de porosidade grande o suficiente para permitir sua
passagem através da membrana. Muitos dos compostos neste grupo sdo
peptideos que afetam um grande numero de orgaos e sistemas. Os AGES estéo
alocados nesse grupo de classificacéo;

Compostos ligados a proteinas, em geral com baixo peso molecular. Os

protétipos deste grupo sdo os fendis e os inddis tais como indoxil sulfato e
paracresil-sulfato, compostos dificeis de remover por dialise e com diversas

atividades toxicas no organismo.

As toxinas urémicas nao podem ser definidas simplesmente como substancias

presentes nos fluidos corporais dos pacientes urémicos. Deve ser demonstrada também
uma conexao entre a substancia téxica e um ou mais eventos pato-biolégicos ou
clinicos. Para estabelecer esta conexdo é necessario que a toxina obedeca a um
postulado, semelhante ao postulado de Koch, modificado por Massry em 1977
(GLASSOCK, 2008). Neste postulado para uma toxina urémica ser auténtica, ela

precisa:

1) Ser quimicamente identificada e caracterizada,

2) Deve ser possivel sua quantificacao nos fluidos corporais;

3) O nivel desta toxina deve estar aumentado na uremia;

4) Deve ocorrer uma relac@o entre o nivel da toxina nos fluidos corporais e um
ou mais dos sintomas da uremia;

5) Deve existir uma redugcdo dos niveis corporais da toxina quando houver

melhora no quadro urémico do paciente;
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6) A administracdo da toxina em modelo animal in vitro e in vivo, em niveis
semelhantes agueles encontrados na uremia deve reproduzir a manifestacao
urémica (MASSRY, 1977).

Além destes critérios, um ultimo deve ser acrescentado: um mecanismo pato-
biologico deve ser demonstrado a fim de explicar a ligagdo entre a toxina e o quadro
urémico (GLASSOCK, 2008).

Atualmente uma das preocupacdes referentes as toxinas urémicas consiste no
desenvolvimento de protocolos clinicos inovadores que possibilitem a eliminacdo ou
prevenir a formacdo de toxinas nédo-dializaveis, devido principalmente a sua grande
dimenséo. Tais toxinas representam grande relevancia na pesquisa cientifica, pois tem
sido apontadas como grandes responsaveis pela comorbidade inflamatoéria vascular na
sindrome urémica (PIRODDI et al., 2013).

2.3 AGES

Os produtos de glicagdo avancada (AGES) consistem num grupo heterogéneo
de proteinas ou lipideos modificados, através de reacdes ndo enzimaticas de glicacao,
e oxidados apds contato com acucares aldose. Os AGES séo derivados de
grupamentos aldeidos e cetonas de carboidratos que reagem com grupos amino
primarios de aminoéacidos livres ou proteinas para formar uma base de Schiff apds
poucas horas. Depois de alguns dias, essa molécula sofre um rearranjo, formando os
produtos de Amadori. Esses produtos sdo entdo oxidados na presenca de metais de
transicdo, fazendo com que dentro de algumas semanas os AGES sejam formados
(HEGAB et al., 2012; SCHWEDLER et al., 2011). A partir do momento que sao
formados, os AGES tornam-se estruturas irreversiveis. O processo de formacdo dos
AGES pode ser observado na FIGURA 02. Como jA mencionado, os AGES englobam
um grupo de diversos tipos de moléculas glicadas, porém o produto mais prevalente in

vivo é o NE-(carboximetil)lisina, mais conhecido como CML (GOLDIN et al., 2006).
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Os humanos estdo expostos a duas fontes principais de AGES: a exdgena (via
alimentar) e a enddgena (formados no organismo). Alimentos com alto indice de
proteinas (carnes, queijos e ovos) sdo muito ricos em AGES, ao contrario do grupo dos
carboidratos, que apresenta menor quantidade dessa molécula (GOLDIN et al., 2006).
Os AGES também podem ser formados durante o processamento de alimentos
industrializados, por serem manipulados em altas temperaturas. Por via enddgena, a
formacdo de AGES ocorre quando o organismo € exposto a altos niveis de glicose,
como nos pacientes diabéticos (SEMBA, NICKLETT e FERRUCCI, 2010), no decorrer
do envelhecimento e na uremia (SCHWEDLER et al., 2011).

FIGURA 02 — FORMACAO DE AGES A PARTIR DA REACAO DE MAILLARD
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Os AGES tém alto clearance renal no organismo e sua principal forma de
excrecao é através da urina, ou dialise nos casos de terapia de reposicdo da funcao
renal (THORNALLEY e RABBANI, 2009). Pacientes que fazem dialise peritoneal séo
altamente susceptiveis a formacdo sistémica e local de AGES, como resultado da
uremia e também da constante exposicdo do peritdnio a altos niveis de produtos de
degradacéao de glicose (PDG) gerados durante a esterilizacéo atravées do calor do fluido
de dialise. Os PDG presentes no fluido de dialise sdo absorvidos da cavidade peritoneal
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para a corrente sanguinea, levando ao aumento das concentracbes de AGES
circulantes (ALHAMDANI, AL-AZZAWIE e ABBAS, 2007). Outra causa de aumento dos
AGES na uremia € pelo aumento do estresse oxidativo, gerado por um desequilibrio
nos niveis de glutationa oxidada e glutationa reduzida, e, alteracbes no sistema
antioxidante (tais como a superdxido desmutase/peroxidase). Ainda, compostos
carbonilicos formados através de mecanismos nao-oxidativos podem gerar um aumento
na formagéo de AGES (MEERWALDT et al., 2009).

Tomando-se por base a classificacdo atual de toxinas urémicas, os AGES séo
consideradas toxinas de tamanho médio (maiores que 500 Da) que ndo sao removidas
facilmente, pois sua eliminacéo total requer a utilizacdo de membranas de poros largos
na didlise (VANHOLDER, 2008). Foi demonstrado que os AGES acumulam-se na
parede dos vasos, causando efeitos danosos no ambito micro e macrovascular,
afetando a estrutura e a funcéo das células, podendo modificar a matriz extracelular e a
acdo de citocinas e radicais livres através da ligacdo com receptores da superficie
celular (GOLDIN et al., 2006). No sistema cardiovascular, o acimulo de AGES contribui
para o enrijecimento das artérias, anormalidades miocardicas, na formacdo da placa
aterosclerotica e na disfuncdo endotelial. Quando estas moléculas se ligam ao coladgeno
e elastina (responsaveis por grande parte da elasticidade vascular) acumulam-se na
matriz dos vasos de forma desordenada e n&o funcional. Ainda, alteram a modulacao
endotelial, o tbnus vasomotor, a adesado plaquetéaria e a proliferacéo celular (ZIEMAN e
KASS, 2004).

2.4 RAGES

Os AGES exercem tais a¢gdes no sistema vascular, ligando-se a seus receptores,
principalmente os receptors for advanced glycation end products (RAGES). Os RAGES
sdo multiligantes que pertencem a superfamilia de imunoglobulinas (Ig) de proteinas de
receptores da superficie celular. Sabe-se que a via NFkB controla a expresséo celular
dos RAGES, relacionando-os assim a resposta inflamatéria. Os RAGES podem ser
ligados com outro polipeptideo, chamado LFL-L, através de ligacdo ndo covalente ao

seu dominio extracelular. O LFL-L por sua vez, estabelece a ligagdo com os AGES
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(GOLDIN, 2006). A expressdo de RAGES é aumentada principalmente na presenca
exacerbada de AGES e ocorre, por exemplo, em células endoteliais, células de musculo
liso e fagdcitos mononucleares na vasculatura diabética (GOLDIN, 2006).

A ativacdo dos RAGES induz a resposta inflamatéria, levando aos efeitos
descritos acima e ainda, por exemplo, ao aumento da producdo de moléculas de
adesdo, aumento da proliferagdo da camada intima do vaso, angiogénese e estresse
oxidativo (XU et al., 2010). A presenca de RAGES tem sido demonstrada em todas as
células envolvidas no processo aterogénico, tais como mondcitos, macrofagos, células
endoteliais e células de mdsculo liso. Estas células ndo expressam RAGES
significativamente sob condic¢des fisiolégicas, mas podem ser induzidas a expressa-los
em situacdes onde seus ligantes e/ou fatores de transcricdo se acumulam. Desta forma
pode-se pensar que limitando a expressdo de RAGES nas células vasculares, a
expressao de varios mediadores pro-inflamatérios poderia ser diminuida, prevenindo o
desenvolvimento da disfuncédo endotelial (FIGAROLA et al., 2007).

A interacéo entre AGES e RAGES tem sido levantada como um importante fator
em alteracfes na sinalizacao intracelular, dentre elas a ativacdo do fator de transcricao
NF-kB, o qual induz a expressado de moléculas pro-inflamatorias, como a interleukin-1-a
(IL-1a), interleukin-6 (IL-6) e tumor necrosis factor-a (TNF-a) (BUCCIARELLI et al.,
2002) (FIGURA 03). Sabe-se que existem grupos de receptores scavenger que também
se ligam aos AGES, com destaque para duas classes de scavenger B: CD36 e o tipo |
da classe B. Nesse caso, 0s receptores compéem um papel importante no estresse
oxidativo na célula, tendo-se em vista que sua ligacdo com os AGES leva a uma
superexpressao de receptores de LDL oxidado-1 em ratos diabéticos. O receptor AGE-
R1 (oligosacaril-transferase-48), e suas variacbes —R2 e —R3, também atua como
potencial ligante dos AGES, porém tem sido demonstrado que ele nédo interfere na

transducéo de sinais celulares ap0s a ligacéo receptor-AGES (GOLDIN et al., 2006).
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FIGURA 03 — EFEITOS INTRACELULARES DOS AGES APOS LIGAGAO COM RAGES EM CELULAS
ENDOTELIAIS
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FONTE: HEGAB et al., 2012.

NOTA: A interacdo de AGES com seus receptores (RAGES) sobre a superficie endotelial conduz a
transdugcdo de uma cascata de sinalizagcdo, ativando a nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
oxidase e aumentando a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). Essa ligacdo também
desencadeia uma cascata inflamatéria, diminuindo a disponibilidade de NO na célula. A etapa principal
dessas sinalizagcfes da-se na ativacao da via NF-kP e a sua translocagéo para o nucleo, aumentando a
transcricdo de genes-alvo de moléculas pré-inflamatérias, como endotelina-1 e ICAM-1.

2.5 INFLAMACAO E DISFUNCAO ENDOTELIAL

A inflamacao envolve alteracbes de permeabilidade nas paredes vasculares
que levam ao aumento do fluxo de células do sistema imunolégico do lumen vascular
para o tecido. De curta duracéo, a inflamacéo aguda pode ocorrer como resposta a um
antigeno ou uma leséo tecidual. Esse processo leva a ativacéo de leucocitos e espécies
reativas de oxigénio (ROS), cessando logo apdés a “retirada” do estimulo. Como
resultado de um estimulo pré-inflamatério persistente, inicia-se a disfuncao tecidual e
desenvolve-se a fase cronica da inflamacdo. A resposta inflamatéria crénica tem sido
demonstrada como colaboradora no surgimento de diversas doengas, incluindo as
cardiovasculares (KOLATTUKUDY e NIU, 2012).
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A disfuncdo endotelial € um evento comumente descrito na faléncia renal, tanto
crénica como aguda, assim como em estagio final de todas as doencas renais.
Acredita-se que o acumulo de toxinas urémicas devido a perda ou diminuicdo da fungéo
renal, pode levar a uma resposta inflamatoria endotelial (COHEN et al., 2007;
VANHOLDER et al., 2003). De fato, a exposicdo do endotélio a estas toxinas, leva a
modificagdes no fendtipo celular, fazendo com que as células endoteliais respondam
com a producdo de moléculas pro-inflamatorias (SEGAL, BAYLIS e JOHNSON, 2006;
DIAZ-BUXO e WOODS, 2006). A resposta inflamatéria endotelial, permitindo o fluxo de
macromoléculas e células para a parede do vaso, inicia e promove um papel essencial
no inicio e progressdo da aterosclerose, resultando na formacdo, desenvolvimento e
ruptura da placa de ateroma e nos consequentes eventos vasculares (FIGURA 04).
Adicionalmente, eventos paralelos como a calcificacdo vascular também podem ser

mediados pela resposta inflamatéria do vaso (MASSY et al., 2005).

FIGURA 04 - INICIO E PROGRESSAO DA PLACA ATEROSCLEROTICA
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NOTA: Em artérias coronarias humanas, o acumulo de lipidios juntamente com o recrutamento de células
inflamatérias leva a formacao de um nucleo rico em lipideos a medida que a artéria se alarga em um de
seus lados no intuito de acomodar a expansao da lesdo. Se as condi¢des inflamatorias e fatores de risco
prevalecerem, esse nucleo lipidico pode crescer e proteases secretadas pelos leucdcitos ativados podem
degradar a matriz extracelular, enquanto que as citocinas pro-inflamatorias podem limitar a sintese de
colageno. Essas mudancas podem diluir a capsula fibrosa e torna-la fragil e susceptivel a ruptura. Se a
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lesdo se romper, 0 sangue entra em contato com o fator tecidual presente na placa e coagula. As
plaguetas ativadas pela trombina gerada a partir da cascata de coagulacéo e pelo contato com o lumen
do vaso levam a formacéo de trombos. Se a oclusdo do trombo no vaso for persistente, corre-se 0 risco
de um infarto agudo do miocardio. Ou entdo, o trombo pode ser reabsorvido eventualmente como
resultado da trombdlise endégena ou terapéutica.

A interacdo dos mondcitos com o endotélio vascular durante a inflamacao ocorre
atraveés de varias etapas envolvendo o rolamento mediado pela selectina, adeséo leve
mediada por moléculas de adesdo como a vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1)
e a intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) e subsequente adesao firme mediada
por quimiocinas, como a interleukin-8 (IL-8) e o MCP-1. Mondcitos aderentes ao
endotélio migram através da camada intima, transformam-se em macréfagos, e
fagocitam lipidios oxidados, tornando-se células espumosas ou foam cells (FIGURA
05). Este dinamico e controlado mecanismo contribui para o crescimento e expansao
das lesdes, e o recrutamento de mondcitos participa diretamente na desestabilizacao
da placa aterosclerotica, resultando em complicacfes associadas a taxas significativas
de morbidade e mortalidade (LI e GLASS, 2002).

FIGURA 05 - RECRUTAMENTO, ADESAO, ROLAMENTO E TRANSMIGRAGCAO DE MONOCITOS NO
ENDOTELIO VASCULAR
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FONTE: STINGHEN (2009).

NOTA: A disfuncdo endotelial faz com que as células endoteliais expressem em sua superficie moléculas
de adesdo que permitem aos mondcitos sanguineos rolarem (P-selectina e E-selectina) e se aderirem a
camada intima (VCAM-1 e ICAM-1) estimulados por um gradiente quimiotatico x haptotatico mediado por
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quimiocinas (IL-8 e MCP-1). Os mondcitos diferenciam-se em macréfagos, expressam receptores
scavenger e englobam particulas lipidicas (LDLox), tornando-se as foam cells, capazes de secretar
citocinas, fatores tissulares, espécies reativas de oxigénio (ROS) e metaloproteinases (MMPs).

Na DRC, varios marcadores de risco cardiovascular tém sido amplamente
estudados, tais como: Proteina C reativa (PCR), IL-6, IL-8, TNF-a e recentemente,
moléculas de adeséo tais como VCAM-1 e ICAM-1 e quimiocinas, tais como o MCP-1
(STINGHEN et al., 2009; STENVINKEL et al., 2000). Estudos desenvolvidos em nosso
grupo vém demonstrando que com o desenvolvimento da DRC, e consequente acumulo
de toxinas urémicas, ocorre uma ativacao da resposta inflamatoria sistémica (mediada
por citocinas pro-inflamatorias) e especialmente vascular (endotelial) (STINGHEN et al.,
2009).

2.6 MCP-1

O MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1) € uma quimiocina expressa por
diversos tipos de células, como células endoteliais, de musculo liso, mondcitos e
fibroblastos. Vérias citocinas proé-inflamatorias estimulam a producdo de MCP-1,
incluindo IL-1, TNF-a e transforming growth factor-B (TGF-B). E a quimiocina mais
importante na regulacdo da migracao/infiltracdo de mondcitos/macréfagos nos tecidos,
pois tem participacdo direta no recrutamento de mondcitos, células T e células
dendriticas para o local da lesdo tecidual (ELMARAKBY e SULLIVAN, 2012). Altos
niveis de MCP-1 no plasma sdo associados a fatores de risco classicos na formacéo da
placa aterosclerética e também ao risco de morte por infarto agudo do miocéardio. Os
glicosaminoglicanos presentes na superficie das células endoteliais tem sido apontados
como grandes responsaveis na ativacdo e funcdo do MCP-1 (WIESNER et al., 2013).
Estimulos como estresse oxidativo e hiperlipidemia também podem induzir a producdo
de MCP-1 e desencadear o0 recrutamento de mondcitos na parede vascular,
colaborando na formacéo das chamadas foam cells (células espumosas), e progressao
da inflamacgéao e aterosclerose (KOLATTUKUDY e NIU, 2012; SHANTSILA e LIP, 2009).
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2.7 PROTEINA QUINASE C

A proteina quinase C (PKC) é uma familia de enzimas que esta envolvida no
mecanismo fisiologico que regula a atividade de varias proteinas celulares, mediante a
adicdo e remocédo de grupos fosfato. As principais enzimas metabdlicas do organismo
sdo reguladas por quinases (enzimas que adicionam grupos fosfato) e fosfatases
(enzimas que removem grupos fosfato). As quinases sdo divididas entre as que
fosforilam proteinas ou nos residuos de tirosina (tirosina-quinases) ou em serina e
treonina (serina/treonina-quinases). A PKC é classificada como uma serina/treonina-
quinase. Até hoje ja foram identificadas doze isoformas da PKC. A PKC-3 (que pode ser
subdividida em PKC-B1 e PKC-B2) faz parte do grupo das PKCs dependentes de calcio
e fosfolipideos para sua ativagcdo. A ativacdo da PKC, em geral, € mediada
principalmente pelo aumento na liberacdo de diacilglicerol intracelular (DAG), que pode
ser formado por diversas fontes. No caso do diabetes, o excesso de glicose é
transportado para as células vasculares e metabolizado principalmente através da
glicdlise. O aumento da glicdlise, por sua vez, leva a um aumento na sintese de DAG.
Atualmente, o DAG é considerado o principal ativador endégeno da PKC (IDRIS e
DONNELLY, 2006).

A ativacdo da PKC-B leva a varios efeitos patologicos indesejaveis (TABELA
01), desta forma tem sido reconhecida como um mediador chave na disfuncao vascular

causada por AGES através do estresse oxidativo (XU et al., 2010).

TABELA 01 - EFEITOS DA ATIVACAO DA PROTEINA QUINASE C - B

AlteracBes no transporte via Aumento na expressao génica Disfuncéo endotelial e de
membrana musculo liso
Aumento na atividade da Angiogénese e permeabilidade do Aumento das espécies reativas
Fosfolipase A2 fator de crescimento endotelial de oxigénio
Aumento na atividade do acido vascular Regulacéo deficiente da sintese
aracdénico Fatores de crescimento — Ex: de 6xido nitrico
- Fator de crescimento de :
A Erostagiandina £5 | floroblasto; hiperplasia do masculo |\ PRRELE ICIZRRTRE P
9 liso vascular; moléculas de adesé&o 9
Redug&o na Na*" K" ATPase intracelular; endotelina-1 Vasodilatacdo mediada por
plaguetas diminuida

FONTE: ADAPTADO DE IDRIS E DONNELLY (2006).
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Sua atividade tem sido associada ao aumento da permeabilidade vascular, da
contratilidade, da sintese de matriz extracelular, do crescimento celular e apoptose, da
adesao leucocitaria e da ativacdo e inibicdo de citocinas, como exemplificado na
FIGURA 06 (DANIS e SHEETZ, 2009).

FIGURA 06 - ESTRESSE OXIDATIVO NA HIPERGLICEMIA

| HIPERGLICEMIA

Via poliol Lo Glicagao proteica —
Auto-oxidagdo Produtos finais de glicagao
da 9"Cose ndo enzimatica (AGES)
INADPH  Ativacao da
proteina Ativagdo de
Elitefiona ugzsgz C ‘ / — macréfagos
Catalase _____ FESTRESSE OXIDATIVO |
Superdéxido
desmutase

1 Relagao 02/NO
Formacéo de peroxinitrito
— | T————_ Ativagdoda
Sy coagulacao

Oxidagdo LDL <

Expressao de moléculas
de aderéncia para
leucdcitos e plaquetas

! Permeabilidade

endotelial (Albumina) * NO-dependente

vaso dilatagao

FONTE: ADAPTADO DE WAJCHENBERG (2002).

Alguns estudos in vitro e também estudos clinicos em fase Il e Il utilizando
inibidores da isoforma PKC-3 tém obtido resultados positivos em pacientes diabéticos,
retinopatia nao proliferativa, nefropatias e disfuncdo endotelial (GERALDES e KING,
2010; DANIS e SHEETZ, 2009). Também, estudos in vitro vém demonstrando que o
blogueio seletivo de PKC-B pode reduzir a adesdo de mondcitos ao endotélio, mediada
por AGES e consequente diminuicdo na expressao de ICAM-1, TGF-B e dano gerado

por estresse oxidativo em células endoteliais (XU et al., 2010).
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3 JUSTIFICATIVA

A influéncia da toxicidade urémica na DRC, juntamente com as consequéncias
cardiovasculares por ela desenvolvidos, vem representando um grande alvo de
interesse em pesquisas nos ultimos anos. Tem sido demonstrado que o contato
continuo de células vasculares com altas concentracdes de toxinas urémicas
desencadeia um processo inflamatdrio endotelial, caracterizado pela alta expresséo de
marcadores de inflamacdo vascular, tais como o MCP-1, favorecendo o
desenvolvimento do ateroma. Varias vias participam desta ativacdo vascular mediada
por toxinas urémicas como os AGES, entre elas a via da PKC-B. Desta forma,
esclarecer os mecanismos envolvidos na aceleragdo da DCV nos pacientes com DRC,
através de uma abordagem in vitro, poderia contribuir para o desenvolvimento de novos
alvos para intervencbes terapéuticas a fim de melhorar o entendimento dos
mecanismos celulares e moleculares envolvidos na toxicidade urémica e

consequentemente a sobrevida do paciente.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a expressao in vitro de MCP-1 via PKC-B na disfuncdo endotelial

causada por produtos de glicacdo avancada (AGES).

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Extrair, isolar e caracterizar células endoteliais de veia de corddo umbilical
(HUVECS);

e Produzir e caracterizar os AGES;

e Padronizar o modelo de co-cultivo HUVECs + mondcitos;

e Avaliar a expressao de MCP-1 em sobrenadante de HUVECs, mondcitos, e
co-cultivo HUVECs + mondcitos apds exposicdo aos tratamentos com
albumina bovina (BSA) - controle; AGES; e AGES + bloqueador seletivo da
via PKC-(.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 MATERIAL

e Células endoteliais humanas de veia de corddo umbilical (HUVECS).

e Linhagem tumoral de células monociticas (U-937) - CRL-1593.2, ATCC®.

5.2 METODOS

5.2.1 Extragao, cultivo e caracterizagdo de HUVECs

Foram obtidos corddes umbilicais cedidos por gestantes no momento do parto,
apos concordancia e assinatura de termo de consentimento livre e esclarecido
(APENDICE Il). Os corddes foram transportados em tamp&o salino fosfato pH 7,4
acrescido dos antimicrobianos penicilina/estreptomicina (10mg/mL) e mantidos sob
refrigeracdo a 4°C por no maximo 24 horas até o processo de manipulacdo (FIGURA
06).

As HUVECs foram extraidas pelo método de Jaffe et al. (1973), adaptado por
Stinghen et al. (2009). O procedimento foi iniciado pela canulacdo da veia do corddo
com posterior lavagem com PBS pH 7.4. Basicamente as células foram extraidas por
digestdo enzimatica, apods tratamento com solucdo de colagenase tipo Il (C6885,
Sigma), 0,3mg/mL (FIGURAS 07 e 08).
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FIGURA 07 - CORDAO UMBILICAL RECEM-COLETADO, EM MEIO DE TRANSPORTE

FONTE: O AUTOR (2011).

FIGURA 08 - SISTEMA FECHADO ESTABELECIDO EM VEIA DE CORDAO UMBILICAL CONTENDO
COLAGENASE PARA EXTRACAO DE CELULAS ENDOTELIAIS.

FONTE: O AUTOR (2011).

O cordéo foi incubado a 37°C por aproximadamente 10 minutos e ap0s esse
periodo, o contetudo foi coletado em meio MEM-199 (Gibco®) e centrifugado por 5
minutos a 705xg. O pellet contendo as células foi ressuspendido em meio de cultivo



35

completo (descrito abaixo) e cultivado em frascos de cultivo T25 (25cm?), tratados com
gelatina 1%, acrescido de meio de cultivo completo e incubado em estufa a 37°C e 5%
de CO.,.

Preparo de meio de cultivo completo para HUVECs:

GlUtaMINA ...evvviiiiiiiiiiiiee ImL

SFB 15% ..oovviiiiiee e 15mL
Heparina 5000UI/ML ..., ImL
Hidrocortizona 0,5mg/mL ........cccceeeeeiiiiineeeeeennn. 400uL
Penicilina/Estreptomicina 1000uL/mL .............. 100pL
ECGF 30Ug/ML cooveeeeeeeeeeecceeee e 200uL
b-FGF 0,001pg/ML .evvvveiiiieeeiieeeeeeeeeeeee, 100uL
MEM-199 filtrado .........ccooiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e g.s.p 100mL

Ao atingir confluéncia de 90%, as células foram tripsinizadas e transferidas para
outros trés frascos, e assim sucessivamente, até que a 32 ou 42 passagem fossem
alcancadas.

A cultura foi caracterizada como sendo de células endoteliais pelo método de
citometria de fluxo (FAC-Scalibur®, BD Biosciences) através da marcagcdo com
anticorpo monoclonal anti-CD31 humano PE-A, e também por suas caracteristicas

morfologicas avaliadas através de microscopia 6tica.

5.2.2 Células U-937

As células usadas como modelo de mondcitos foram adquiridas a partir da
linhagem tumoral comercial U-937 (CRL-1593.2, ATCC®), que provém de linfoma
histiocitico, gentilmente cedida pela Prof2 Dr2 Almeriane Santos. A razéo pela qual
optou-se por essa linhagem celular ao invés de isolar mondcitos de sangue periférico
humano é o fato de que esse processo por si sO resulta em ativagdo dos mondcitos,

podendo influenciar negativamente nos resultados alcancados (FAAS et al., 2010). As
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células foram cultivadas em RPMI 1640 (31800-014, Gibco®) acrescido de 10% de soro
fetal bovino, 10mg/mL de penicilina/estreptomicina e 10mg/mL de fungizona. Por ser
um tipo de célula que cresce em suspensdo, foi estabelecida a manutencdo da
proporcdo de 10° mondcitos/mL de meio de cultivo a cada trés dias. Os mondcitos
foram mantidos em frasco de cultivo T25 (25cm?) ou T75 (75cm?) e incubados a 37°C e
5% de CO..

5.2.3 Preparo e caracterizacdo de AGES e controle BSA

Os AGES e o controle BSA foram preparados como previamente descrito por
IWASHIMA et al. (1999). O procedimento para producao dos AGES foi realizado a partir
da adicdo de D-glucose a albumina bovina (BSA) em PBS pH 7.4 esterilizado, de

acordo com a formulagao abaixo:

e Albumina bovina fracdo V (BSA): 50mg/mL (A-4503, Sigma®)
e D-glucose: 50mM (Gibco®)

e PMSF: 1,5mM

e EDTA: 0,5mM (Merck®)

e Penicilina/Estreptomicina: 10mg/mL(LGC Biotecnologia®)

Para a producdo do controle BSA, realizou-se a adicdo de albumina (BSA) em
PBS pH 7.4 esterilizado, de acordo com a formulagéo abaixo:

e Albumina bovina (BSA): 50mg/mL (A-4503, Sigma®)

e PMSF:15mM

e EDTA: 0,5mM (Merck®)

e Penicilina/Estreptomicina: 10mg/ml (LGC Biotecnologia®)

As solucdes foram preparadas separadamente e agitadas cuidadosamente até

que uma solucdo homogénea fosse formada. Apds o preparo e tamponamento, as
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solugdes foram incubadas por sete semanas em estufa a 37°C e 5% de CO, De acordo
com a literatura, sabe-se que o tempo de sete semanas é suficiente para a formacgéo
dos AGES, que ja é identificada a partir da quarta semana em técnicas in vitro
(SCHMITT et al.,, 2005). O pH foi monitorado e ajustado semanalmente para 7.4.
Decorridas as sete semanas de incubacdo, os preparos de AGES e BSA foram
submetidos separadamente a didlise em membrana (6-8Kd, Spectra®) contra PBS pH
7.4 num volume cinquenta vezes maior que a amostra a ser dialisada, por um periodo
de aproximadamente 16 horas, sob 4°C e agitacdo constante. Apds 0 processo de
dialise, as solu¢des de AGES e controle BSA foram aliquotadas e estocadas a -20°C
até o uso. Para quantificar proteinas nos AGES e controle BSA foi utilizada a técnica de
Folin-Lowry (LOWRY, 1951). A concentracéo total de proteinas da amostra foi avaliada
por técnica colorimétrica, a qual foi determinada através da leitura de absorbancias em
espectrofotometro em 670 nm.

A caracterizacdo dos AGES e controle BSA deu-se pela leitura comparativa de
absorbancias dos AGES e controle BSA, tomando-se por base o protocolo estabelecido
primeiramente por Pongor et al. (1984). Ambas as amostras foram diluidas em &agua
destilada para 1mg/mL para posterior leitura de absorbancias nos comprimentos de
onda 330, 360, 400 e 420nm em espectrofotometro (Tecan®).

5.2.4 Tratamentos das células com AGES e BSA

5.2.4.1 HUVECs

As HUVECs foram plaqueadas com meio de cultura MEM-199 completo em
placas de cultivo de 96 pocos, previamente tratados com gelatina 1%, na proporgéao de
10* células por poco. Posteriormente, foram incubadas a 37°C e 5% de CO, por 8
horas. Em seguida foram submetidas a um periodo de 12 horas de supressao com
MEM-199 + 0,3% de SFB. Para o tratamento, as toxinas e/ou controle foram diluidos
em tampao Krebs-Ringer phosphate buffer (KRP pH 7.4), de seguinte composicéo:
NaCl (120mM); KCI (4,7mM); CaCl, (2,2mM); KH,PO, (1,2mM); MgSO, (1,2mM);
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dextrose (5,5mM) e NaH,PO,4 (1,0mM). Dessa forma, os tratamentos foram realizados
da seguinte maneira: KRP - controle (1,6M); BSA (0,2mg/mL); AGES (0,2mg/mL); e
AGES (0,2mg/mL) + inibidor da via PKC-B G6-6983 (10uM) em uma cinéticade 0, 3 e 6
horas. As concentracfes das solucfes utilizadas nos tratamentos foram estabelecidas
tomando-se por base trabalhos anteriores (XU et al.,, 2010; WU et al.,, 2006). Os
sobrenadantes foram coletados a cada tempo pré-estabelecido e armazenados a -20°C
para posterior quantificacdo de MCP-1. Foram realizados cinco experimentos em

triplicata.

5.2.4.2 Mondécitos

Os mondcitos foram plaqueados na proporcdo de 10* células por poco, em
placas de 96 pocos. Imediatamente apds, fez-se os tratamentos de interesse em cada
poco: KRP - controle (1,6M); BSA (0,2mg/mL); AGES (0,2mg/mL); AGES (0,2mg/mL) +
inibidor da via PKC-B G6-6983 (10uM). Para os tratamentos, foi estabelecida a cinética
de 0, 3 e 6 horas. Dessa maneira, os sobrenadantes foram coletados a cada tempo da
cinética e armazenados a -20°C para posterior quantificacdo de MCP-1. Foram

realizados cinco experimentos em triplicata.

5.2.4.3 Co-cultivo HUVECs + monécitos

As HUVECSs foram plaqueadas na proporcdo de 10* células por poco em placas
de 96 pocos, previamente tratados com gelatina 1%, os quais foram preenchidos com
MEM-199 completo. Apds a adesdo (aproximadamente 8 horas), as células passaram
por supressao de 12 horas com MEM-199 + 0,3% de SFB. Posteriormente, a quantia
de 10* mondcitos por poco foi adicionada diretamente sobre as HUVECs. Estabelecido
0 co-cultivo, procedeu-se com os tratamentos de acordo com o protocolo a seguir: KRP
- controle (1,6M); BSA (0,2mg/mL); AGES (0,2mg/mL); AGES (0,2mg/mL) + inibidor da
via PKC-B G6-6983 (10uM). Para os tratamentos, foi estabelecida a cinéticade 0, 3,e 6

horas. Dessa forma, os sobrenadantes foram coletados a cada tempo da cinética e
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armazenados a -20°C para posterior quantificacdo de MCP-1. Foram realizados cinco

experimentos em triplicata.

5.2.5 Dosagens de MCP-1

As dosagens foram realizadas em sobrenadante de cultura através do método de
ELISA sanduiche caseiro, com anticorpos da marca R&D Systems® (captura, deteccao
e recombinante). O protocolo da técnica e as concentracfes utilizadas seguiram as
recomendacdes do fabricante. Basicamente, a placa foi sensibilizada com anticorpo
captura (ou primario) MAB 679 (2ug/mL) por 24 horas sob temperatura ambiente (22 a
25°C). Apos este periodo, a placa foi bloqgueada com BSA 1% e armazenada a 4°C até
0 uso. Para a realizagdo da curva de calibragédo utilizou-se anticorpos recombinantes
MC 279 (100ng/mL), e a detecgéo foi estabelecida com o anticorpo de deteccgéo
biotinilado (ou secundario) BAF 279 (50ng/mL). As absorbancias foram lidas em 450nm
com filtro de referéncia em 570nm em um leitor de microplaca Tecan®. Todas as

dosagens foram realizadas em triplicata.

5.2.6 Anélise estatistica

Os resultados foram expressos em médias * erro padrdo da média. Para avaliar
o resultado entre os grupos foram realizados os testes t de Student ou Anova para
dados pareados e Mann-Whitney e Anova on Rank’s para dados ndo pareados. Os
resultados foram considerados significativos quando o valor de P foi < 0,05. As analises
foram realizadas com o uso dos pacotes estatisticos JMP Windows versdo 8.0 e
SigmaStat Windows verséo 3.5.

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Setor de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Parana (SD/UFPR) com registro no
CEP/SD sob nimero 1139.064.11.06 (APENDICE 1).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Pacientes com DRC apresentam alta exposicdo do endotélio vascular a toxinas
urémicas. Dentre outros eventos, a persisténcia desse contato acarreta em um
processo patofisiolégico conhecido como disfuncdo endotelial, o qual desencadeia a
aceleracdo da DCV (COHEN et al.,, 2007). Neste trabalho avaliou-se a resposta
inflamatoria das células endoteliais e monodcitos ao ambiente urémico, e também no
modelo de co-cultivo HUVECs + mondcitos. Para isso, ambas as células foram
expostas aos AGES, conhecido grupo de toxinas urémicas. A partir do sobrenadante
celular desse tratamento, a molécula inflamatéria MCP-1 foi quantificada. Avaliou-se
também a importancia da via PKC-f3 na ativacao e iniciacdo de processos inflamatorios

nessas células, por meio de seu blogueio nos tratamentos realizados.

6.1 ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DE HUVECs

As HUVECSs foram caracterizadas através da morfologia e por citometria de fluxo
(FAC-Scalibur®). A partir da microscopia Otica, pode-se observar a morfologia
poligonal, o nucleo ovalado e o crescimento em monocamada, caracteristicas que
corroboram com células endoteliais (FIGURA 09).

As células endoteliais vasculares sdo organizadas em uma monocamada,
chamada endotélio, presente na luz dos vasos sanguineos. Dentre diversas funcoes,
essas células sdo responsaveis por regular o fluxo de células e de varias moléculas
bioativas circulantes no sangue, como fatores de crescimento e proteinas de
coagulacdo. Em colaboracdo com a sua camada adjacente (musculo liso), controla o
tbnus vascular por meio da angiotensina | e participa ativamente de respostas
inflamatorias e imunoldgicas através de antigenos de superficie, moléculas adesivas e
sintese de citocinas. Devido ao fato destas células estarem em contato direto com o
plasma e componentes celulares do sangue, tornam-se alvo de muitas moléculas
endogenas prejudiciais a sua atividade (BAUDIN et al., 2007). A protecdo do endotélio
em pacientes com DRC tem sido um dos grandes focos em pesquisas experimentais e

clinicas contra a progressdo da aterosclerose (DIAZ-BUXO e WOODS, 2006). Desta
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forma, para esse trabalho optou-se pelo modelo de estudo em HUVECs, onde é
possivel estabelecer uma andlise 0 mais proxima possivel da realidade da disfungéo
endotelial encontrada nesses pacientes.

FIGURA 09 - FOTOMICROGRAFIA DE CULTURA DE CELULAS ENDOTELIAIS (HUVECs) POR
MICROSCOPIA OTICA (AUMENTO DE 10X).

FONTE: STINGHEN (2011)

FIGURA 10 - CARACTERIZACAO DE CELULAS ENDOTELIAIS POR CITOMETRIA DE FLUXO.

A

§ } o Histogram Statistics
File: Data.002 Log Data Units: Linear Values
Sample 1D: Patient ID:
Tube: Untitled Panel Untiied Acquisition Tube List
Acquisition Date: 05-Aug-10 Gate: No Gate
Gated Events: 10000 Total Events: 10000

X Parameter: CD31 FITC (Log)

Marker Left, Right Events 9% Gated % Total Mean GeoMean CV  Median Peak Ch
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FONTE: RIBEIRO (2012).
NOTA: O grafico em verde indica a quantidade de células endoteliais e o valor demarcado em vermelho
representa o total em percentagem de células endoteliais presentes na caracterizacéo (87,46%).



42

Através da citometria de fluxo, pode-se perceber que 87,46% das células
analisadas foram consideradas como células endoteliais. O pico em verde no gréafico
indica a populacédo de HUVECs marcadas com anti-CD31 (FIGURA 10).

6.2 AGES E CONTROLE BSA

A gquantificacdo de proteinas nos AGES e no controle BSA deu-se pela leitura de
absorbancias apoés a realizacao das etapas estabelecidas por Folin-Lowry, chegando-se
nos dados apresentados na TABELA 02.

TABELA 02 - ABSORBANCIAS DAS AMOSTRAS PADRAO, AGES E CONTROLE BSA

AMOSTRA MEDIA DE ABSORBANCIAS
Padréo 0,0753 £ 0,0061
AGES 0,5689 + 0,0032

Controle BSA 0,5580 + 0,0113

FONTE: O AUTOR (2011).
NOTA: n = 3. Concentracdo do padrao: 5mg/ml.

De acordo com LOWRY (1951), a formula utilizada para determinacdo da

concentracdo de proteinas em AGES e controle BSA foi:

Concentracdo do padréo W X média de absorbancias da amostra = [Proteinas]
Média de absorbancias do padrao

Baseando-se na formula apresentada, a concentracdo de proteinas nos AGES
foi de 37,77mg/mL e no controle BSA foi de 37,05mg/mL.
Para a caracterizacdo de AGES e controle BSA, as amostras foram submetidas a

leitura de absorbancias de acordo com o gréafico a seguir (GRAFICO 01):
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GRAFICO 01 - ABSORBANCIAS ENCONTRADAS NAS SOLUGOES DE AGES E CONTROLE BSA
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FONTE: O AUTOR (2011).

Tomando-se por base os dados apresentados por Pongor et al. (1984) no
GRAFICO 02, pode-se observar que as solucbes de AGES e controle BSA

corresponderam plenamente as absorbancias estabelecidas para tais solucdes.

GRAFICO 02: CURVA DE ABSORBANCIAS PADRAO PARA AGES E CONTROLE BSA

2.20
2.00

Absorbance

0.00} P r— e c—
250 300 350 400 450 500
Wavelength, nm

FONTE: PONGOR et al. (1984).
NOTA: CURVA 2 — ABSORBANCIAS DE CONTROLE BSA; CURVA 3 — ABSORBANCIAS DE AGES.
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A caracterizacdo dos AGES e controle BSA foi estabelecida de acordo com a
literatura, em que a analise de absorbancias é apontada como uma das principais
técnicas para esse fim, sendo de facil execucdo porém extremamente eficaz na
avaliacdo de amostras de producdo dos mesmos (SCHMITT et al., 2005). As técnicas
de andlise de fluorescéncia e ressonancia nuclear magnética também sdo amplamente
utilizadas para esse tipo de caracterizacao (ARIF et al., 2012; IWASHIMA et al., 1999).
De acordo com a formulacdo quimica do protocolo utilizado para a producdo de AGES
nesse trabalho, espera-se que o produto formado em maior abundancia seja 0 CML;
produto que também €& apontado como o principal composto acumulado in vivo
(GOLDIN et al., 2006; VALENCIA et al., 2004). Diante dessas informacdes, pode-se
inferir que a solugdo produzida para esse estudo mostrou-se apropriada para as

analises propostas nos objetivos.

6.3 CO-CULTIVO HUVECs + MONOCITOS

Em pacientes com DRC, o acumulo de toxinas urémicas circulantes leva ao
aumento no estresse oxidativo e a um quadro de inflamacéo generalizada do sistema
circulatorio, através da expressao de moléculas pré-inflamatérias por células da parede
vascular. Tais mudancas resultam em disfuncdo endotelial que é caracterizada, dentre
outros fatores, por uma alta aderéncia de plaquetas e leucécitos no local do dano
vascular (MALYSZKO, 2010). Assim, o modelo de co-cultivo HUVECs + mondcitos
representa uma forma realista de estudo dos fendmenos que ocorrem no vaso
sanguineo humano em condi¢cdes de dano endotelial relacionados ao recrutamento de
mondacitos.

A quantidade de mondcitos escolhida para esse estudo foi baseada em trabalhos
anteriores envolvendo anélise de resposta inflamatoria e adesdo apds um estimulo
especifico (NAM et al.,, 2011; MA et al., 2010; RAINGER et al., 1996). As figuras
mostram o co-cultivo HUVECs + mondcitos momentos antes de sucederem-se 0S

tratamentos pré-determinados neste trabalho (FIGURAS 11 A e B).
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FIGURA 11 A - CO-CULTIVO HUVECs + MONOCITOS (AUMENTO DE 10X)

FONTE: O AUTOR (2012).
NOTA: As HUVECs encontram-se na camada inferior do cultivo, mantendo sua morfologia habitual. Os
monocitos correspondem as células em formato arredondado na cama superior do cultivo.

FIGURA 11 B - CO-CULTIVO HUVECs + MONOCITOS (AUMENTO DE 20X)

FONTE: O AUTOR (2012).
NOTA: As HUVECs encontram-se na camada inferior do cultivo, mantendo sua morfologia habitual. Os
mondcitos correspondem as células em formato arredondado na cama superior do cultivo.
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O protocolo de co-cultivo de HUVECs + mondcitos foi estabelecido tomando-se
por base diversos métodos apresentados pela literatura. Este método mostrou-se
adequado para os tratamentos executados, pois através de microscopia oOtica observou-
se a adesdo dos mondcitos as células endoteliais, juntamente com a expressao das
moléculas de interesse, assim como prevé a literatura em estudos semelhantes (NAM
et al., 2011; FAAS et al., 2010; LUU et al., 2007). LUU et al. (2007) demonstraram que
apos uma hora de contato, 70% dos mondcitos provenientes de pacientes com doenca
arterial periférica adicionados no co-cultivo aderiram as HUVECs, contra 25% no
modelo com células de pacientes saudaveis. JA FAAS et al. (2010) sugeriram que o
plasma em condicBes de hipertensdo arterial leva a ativacdo de mondcitos, os quais
subsequentemente induziriam células endoteliais a expressar moléculas pro-

inflamatorias.

6.4 EXPRESSAO IN VITRO DE MCP-1

6.4.1 HUVECs

Os niveis expressos de MCP-1 em sobrenadante celular de HUVECs estéo
apresentados no GRAFICO 03. Nesse tratamento, constatou-se uma maior expressao
de MCP-1 ap6s 3 e 6 horas de exposicdo aos AGES, respectivamente 72+9;
77+12pg/mL (P<0,05), quando comparada ao grupo controle (49+9; 50+7pg/mL,
respectivamente) e ao exposto a BSA (47+8; 50+10pg/mL, respectivamente). Observou-
se também que a expressao de MCP-1 foi drasticamente diminuida (P<0,005) quando a
via PKC-B foi inibida depois de 3 e 6 horas (30£8; 20+7pg/mL, respectivamente).
Andréa, vocé vai querer adicionar mais algum dado da estatistica, de acordo com o que

foi discutido na arguicao?
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GRAFICO 03 - EXPRESSAO IN VITRO DE MCP-1 EM SOBRENADANTE CELULAR DE HUVECs APOS
0, 3 E 6 HORAS
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FONTE: O AUTOR (2012). )
NOTA: H = HUVECS; i = INIBIDOR DA VIA PKC-B GO-6983. *P<0,05 — HO vs H3, HO vs H6, H AGES 0
vs H AGES 3, H AGES 0 vs H AGES 6. **P<0,005 — H AGES 3 vs H AGESi 3, H AGES 6 vs H AGES:i 6.

Nossos resultados corroboram com relatos anteriores, evidenciados a seguir. O
MCP-1 urinario tem sido amplamente utilizado como biomarcador do processo de
inflamacdo causada por células mononucleares para identificar injarias renais em
adultos (URBSCHAT, OBERMULLER e HAFERKAMP, 2011). Estudos anteriores
mostram que o MCP-1 encontra-se elevado em estagios mais avancados de DRC
(STINGHEN et al., 2009). Foi demonstrado também que células mesangiais, podécitos
e células epiteliais tubulares renais produzem uma quantidade elevada de MCP-1 na
presenca de alto teor de glicose e AGES (ELMARAKBY e SULLIVAN, 2012). XU et al.
(2011) demonstraram que a expressdo de mRNA de MCP-1 em HUVECs foi
proporcional a concentracdes crescentes de AGES aplicadas no tratamento. Chen Y et
al. (2013) demonstraram que niveis elevados de proteina C reativa (PCR) podem levar
ao aumento na expressdo de MCP-1 e mRNA de MCP-1, promovendo
significativamente a infiltracdo de macrofagos no tecido adiposo pericarotideo,
contribuindo para a perda da funcdo endotelial como um todo. BAMBACE et al. (2013)
demonstraram que o MCP-1 é encontrado em altas dosagens no tecido adiposo

subcutédneo e epicardial de pacientes diabéticos. Esses achados sugerem que altas
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concentracdes de glicose circulante no sangue podem levar a um quadro de inflamacéao
generalizada no sistema circulatério.

WU et al. (2006) evidenciaram que a ruboxistaurina (LY333531), um potente
inibidor da via PKC-B, diminuiu significativamente a expressdo de MCP-1 em ratos
diabéticos com alta glicose circulante. Da mesma forma, XU et al. (2010) sugeriram que
a inibicdo da via PKC-B atenuou a acgdo pré-inflamatéria dos AGES sobre as HUVECs
através de seu efeito na diminuicdo na expressao de citocinas inflamatorias e melhora
na habilidade antioxidativa da célula. Ao inibir as isoformas PKC-a/3 simultaneamente
com CGP41252 em camundongos com nefropatia diabética, MENNE et al. (2013)
demonstraram um efeito benéfico da inibicdo dessas vias contra o desenvolvimento de
hipertrofia renal glomerular e a albuminduria.

Os dados encontrados em nosso grupo de tratamento de HUVECSs indicaram que
as células endoteliais aumentam a expressao de MCP-1 quando em contato com altas
concentracbes de AGES, de forma tempo-dependente. Evidenciou-se também que o
bloqueio da via PKC- pode ser uma alternativa relevante de acao anti-inflamatéria em
pacientes com DRC, evitando assim a progressdo de complicacdes cardiovasculares

como a aterosclerose.

6.4.2 Mondcitos

Em estudos desenvolvidos sobre a expressdo de MCP-1 por células
mononucleares, COLOTTA et al. (1992) demonstraram que 0s mondcitos por si sO
podem produzir MCP-1, sugerindo que essas células possuem autonomia na regulacéo
de seu teor na circulacdo e tecidos. Porém, afirma também que alguns estimulos
influenciam mais na producdo de MCP-1 nessas células, como a IL-1, TNF-a e
endotoxinas. SONG et al. (2012) demonstraram que o proprio envelhecimento humano
leva a um aumento na producdo basal de IL-6 e MCP-1 em células de musculo liso.
Assim sendo, nesse trabalho decidiu-se analisar o papel dos AGES na inducdo de
expressdo de MCP-1 em mondcitos de forma independente, e também em nivel basal.
O GRAFICO 04 demonstra os niveis de MCP-1 encontrados em sobrenadante celular

de mondcitos.
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GRAFICO 04 - EXPRESSAO IN VITRO DE MCP-1 EM SOBRENADANTE CELULAR DE MONOCITOS
APOS 0, 3 E 6 HORAS.
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FONTE: O AUTOR (2012).
NOTA: H = HUVECS; i = INIBIDOR DA VIA PKC-B GO-6983.

No tratamento dos mondécitos, ndo foi observado diferenca significativa entre as
dosagens de MCP-1, ja que os mondcitos mantiveram a expressao dessa molécula em
nivel proximo ao basal mesmo apdés 3 e 6 horas. Em um estudo realizado por
BERBAUM et al. (2008) onde macrofagos da linhagem RAW 264.7 foram tratados com
AGES, a expressao de MCP-1 mostrou-se aumentada somente a partir da quarta hora,
com um pico relevante de producdo apos 12 horas. Tais achados sugerem que a
cinética de expressao de MCP-1 em mondcitos ocorra em periodos de tempo maiores
dos que foram abordados em nosso trabalho. Outra hipotese seria de que o estimulo
inicial com AGES aplicado as células ndo tenha sido suficiente para demandar uma
resposta de expressdo mais intensa. Pode-se pensar que ao manter um estimulo de
contato célula-toxina de forma continua, aproximando-se do que realmente acontece no
vaso sanguineo, talvez fosse possivel obter resultados diferentes dos alcancados.
Todavia, chama-nos atencéo a redugéo na taxa de MCP-1 no grupo tratado com AGES
+ inibidor da via PKC-B apés 3 horas, quando comparado as células tratadas com
AGES nesse mesmo periodo. Este achado sinaliza que a via PKC-3 possa ser uma das
vias responsaveis pela produ¢cdo de MCP-1 em mondcitos, sugerindo ainda que sua

inibicdo corresponda a um meio de intervencéo para a regulacéo da expressao dessa
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citocina por mondcitos. Por isso, maiores analises necessitam ser realizadas para um

melhor entendimento e confirmag&o desse mecanismo.

6.4.3 Co-cultivo HUVECs + mondcitos

As dosagens de MCP-1 encontradas no sobrenadante de co-cultivo HUVECs +

mondcitos estdo representadas no GRAFICO 05.

GRAFICO 05 - EXPRESSAO IN VITRO DE MCP-1 EM SOBRENADANTE CELULAR DE HUVECs +
MONOCITOS APOS 0, 3 E 6 HORAS
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FONTE: O AUTOR (2012).
NOTA: H = HUVECsS; i = INIBIDOR DA VIA PKC-B GO-6983.

Analisando-se o co-cultivo de HUVECs + mondcitos notou-se que nao houve
diferenca significativa entre os tempos testados, pois a expressdo de MCP-1 conservou-
se relativamente a mesma depois de 3 e 6 horas. Nossos resultados propdéem que apos
0 recrutamento e adesdo dos mondcitos a camada endotelial do vaso a expressao de
MCP-1 seja reduzida e mantida em nivel basal, ao menos que hipoteticamente uma
nova carga de estimulo seja adicionada. Nosso tratamento forneceu um estimulo inicial
a célula, o que em fatos reais ocorre, na verdade, de forma constante. Para tornar

possivel a deteccao de expressdes mais elevadas de MCP-1 imagina-se que talvez seja
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necessario alterar a cinética de tratamento para tempos maiores. NAM et al. (2011)
demonstraram que o nivel de MCP-1 em co-cultivo de HUVECs + mondcitos aumentou
numa relacdo tempo-dependente somente apos 24 e 48 horas de tratamento com
AGES, o que justificaria as dosagens baixas encontradas em nosso trabalho.

E importante ressaltar a relevancia dos resultados obtidos, pois nossos dados
abrem novas perspectivas para intervengdes terapéuticas em vias-alvo tais como a via
do PKC-B, na expressao de moléculas inflamatorias como o MCP-1. Vale salientar que
mais experimentos sdo necessarios para um melhor entendimento dos mecanismos

envolvidos na disfung&o endotelial mediada por AGES.
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7 ENSAIOS ADICIONAIS

Os ensaios a seguir serdo providenciados para aperfeicoamento dos resultados
obtidos e complementacdo do manuscrito a ser publicado:

e Viabilidade de HUVECs por ensaio MTT;
e Dosagem de endotoxinas nos AGES;

e Dosagem de VCAM-1 em sobrenadante de HUVECs, mondcitos e HUVEC +
mondcitos;

e Dosagem de VCAM-1 por imunocitoquimica em HUVECs.
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8 CONCLUSAO

e A técnica de extracao/isolamento e caracterizacdo de HUVECs foi estabelecida
com eficiéncia, estando em conformidade para a execucdo dos estudos
previstos;

e A producéo e caracterizacdo de AGES e controle BSA foi realizada om éxito e os
produtos finais mostraram-se adequados para a realizacdo dos tratamentos
celulares;

e O modelo de co-cultivo HUVECs + mondcitos foi padronizado e aperfeicoado no
decorrer do trabalho;

¢ HUVECs expostas aos AGES demonstraram um aumento significativo na
producdo de MCP-1 de forma tempo-dependente quando comparado ao
controle;

¢ O bloqueio da via PKC-B em HUVECs reduziu significativamente a expressao de
MCP-1, sugerindo uma potencial acao anti-inflamatoéria através da inibicdo desta
via,;

¢ Nao houve diferenca significativa na expressao de MCP-1 em mondcitos tratados
com AGES ap06s 3 e 6 horas;

e As dosagens de MCP-1 em co-cultivo HUVECs + mondcitos ndo apresentaram
diferenca significativa entre os tempos testados, sugerindo que uma cinética de
tratamento maior seja necessdria para evidenciar alteracdes na expressao dessa

molécula.
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APENDICE

APENDICE |

ﬂﬂm MFME Ministério da Educagao
— Universidade Federal do Parana

U F P R Setor de Ciéncias da Saude

SRVERSBASETESERALES TR Comité de Etica em Pesquisa

Curitiba, 11 de outubro de 2011.

lImo (a) Sr. (a)

Andréa Emilia Marques Stinghen
Lisienny Campoli Tono Rempel
Roberto Pecoits-Filho

Vanessa Ribeiro

Liandra Kondrat

Geison Tibera

Nesta

Prezados Pesquisadores,

Comunicamos que o Projeto de Pesquisa intitulado “ESTUDOS IN
VITRO DOS MECANISMOS CELULARES E MOLECULARES ENVOLVIDOS NA
DISFUNGAO ENDOTELIAL CAUSADA POR PRODUTOS DE GLICOSILACAO
AVANCADA (AGES)” esta de acordo com as normas éticas estabelecidas pela
Resolugdo CNS 196/96, foi analisado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Setor de
Ciéncias da Saude da UFPR, em reunido realizada no dia 29 de junho de 2011 e
apresentou pendéncia(s). Pendéncia(s) apresentada(s), documento(s) analisado(s) e
projeto aprovado em 11 de outubro de 2011.

Registro CEP/SD: 1139.064.11.06 CAAE: 0062.0.091.000-11

Conforme a Resolugdo CNS 196/96, solicitamos que sejam apresentados a este CEP,
relatérios sobre o andamento da pesquisa, bem como informagodes relativas as
modificacbes do protocolo, cancelamento, encerramento e destino dos
conhecimentos obtidos.

Data para entrega do 1° relatério parcial e/ou de conclusido: 11/04/2012.

Atenciosamente

p N ~
Prof?. Dr?. Claudia $eely Rocco
Coordenadora-do Comité de Etica em
Pesquisa do Setor de Ciéncias da Saude
Prof®. Dr®. Claudia Seely Rocco

Coordenadora do Comité de Etica
em Pesquisa - SD/UFPR

Rua Padre Camargo, 280 — Alto da Gléria — Curitiba-PR — C EP 80060-240
Fone: (41)3360-7259 — e-mail: cometica.saude@ufpr.br
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APENDICE Il

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA COLETA DE CORDAO UMBILICAL

Vocé, mulher em trabalho de parto, maior de 18 anos, que ndo apresenta pressado alta, sinais clinicos de inflamacao aguda,
doenca infecciosa, histérico de cancer, doengas auto-imunes, hepatite ou outra doenga hepatica atualmente ativa, que ndo
estd usando medicamentos que baixam suas defesas (imunossupressores), que ndo tem histérico de abuso de &lcool ou
drogas ilicitas, esta sendo convidada a participar dos estudos: “Avaliagdo da resposta inflamatéria frente a toxicidade
urémica e expressdo da citocina CXCL12 em pacientes com doenga renal crénica” e “Estudos in vitro dos mecanismos
celulares e moleculares envolvidos na disfuncdo endotelial causada por produtos de glicacdo avangada (AGES)”. Para isto,
estamos solicitando sua colaboracéo através da doacdo do corddo umbilical, apés o nascimento do seu bebé. E através das
pesquisas clinicas que ocorrem o0s avangos importantes em todas as areas, e sua participacdo é fundamental.

(i) O objetivo desta pesquisa é estudar inflamag&o, um processo que é intenso em pessoas com rins que nao
funcionam corretamente. Por isso, células obtidas do corddo umbilical doado seréo utilizadas como modelo para
essa pesquisa.

(i) Esta pesquisa poderd contribuir para um melhor entendimento da doenca renal, e futuramente melhorar o
diagnostico dessa doenca. A doagdo do corddo umbilical para essa pesquisa néo beneficiaré diretamente vocé ou
seu filho(a), mas podera beneficiar a um médio-longo prazo outras pessoas portadoras de doenca renal,

(iii) O corda@o umbilical, que a principio seria descartado, sera cortado por seu/sua obstetra, ou membro de sua equipe
e utilizado somente ap6s os procedimentos usuais de parto, sem causar nenhum dano fisico ou moral a vocé ou a
seu bebé;

(iv) Vocé poderd a qualquer momento (desde o inicio até o final da pesquisa) solicitar esclarecimentos sobre a
pesquisa;

(v) Vocé tem a liberdade de recusar a participar ou retirar seu consentimento, em qualquer fase da pesquisa, sem
penalizacéo alguma e sem prejuizo;

(vi) Sua privacidade esta garantida quanto aos dados confidenciais envolvidos na pesquisa;

(vii) Vocé esté doando, e ndo vendendo, o corddo umbilical do seu bebé, portanto ndo receberd nenhuma forma de
pagamento;

(viii) As células obtidas do cordao umbilical poderdo ser armazenadas mediante sua aprovacao, para serem utilizadas
em pesquisas posteriores. Entretanto, toda nova pesquisa a ser feita com este material sera submetida para
aprovacdo por um Comité de Etica em Pesquisa. Por isso pedimos que assinale abaixo se autoriza ou n&o tal
armazenamento.

(ix) As pesquisadoras Andréa E. M. Stinghen e Lisienny Campoli Tono Rempel podem ser encontradas no Setor de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Parana, no Departamento de Patologia Bésica, sala 143A, pelo
telefone: (41) 3361-1691 das 8:30 as 17:30, ou pelos emails: andreastinghen@ufpr.br e
lisienny_rempel@hotmail.com, para esclarecer eventuais dividas a respeito da pesquisa.

Eu, , portadora do RG
, manifesto aqui meu consentimento em doar o corddo umbilical e participar das pesquisas
citadas acima, sob responsabilidade da Prof2. Dra. Andréa E. M. Stinghen e sua orientada de pds- graduagao Lisienny
Campoli Tono Rempel, na Universidade Federal do Parana, UFPR.

() Aceito o armazenamento do material doado e sua utilizagdo em pesquisas posteriores.

() Néo aceito o armazenamento do material doado, nem sua utilizagdo em pesquisas posteriores.

Nome, data e assinatura

Dra. Andréa

Mestranda Lisienny

Comité de Etica em Pesquisa do Setor de Ciéncias da Salude da UFPR
Telefone: (41) 3360-7259 e-mail: cometica.saude@ufpr.br
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APENDICE I

PRODUCAO RELACIONADA AO DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO:

1. Resumo publicado em formato de poéster no XXVIII Congresso Brasileiro de
Nefrologia (2012), com o titulo: “Papel da via PKC-B na expressdao de MCP-1

apos exposicao a produtos de glicacdo avangada (AGES)”.

2. Resumos publicados no Abstract Supplement 2012 do Journal of the American
Society of Nephrology (JASN) e no Kidney Week 2012 Program Builder, com o
titulo: “Advanced glycation end products and MCP-1 expression by endothelial
cell through PKC-p pathway” - Disponiveis no endereco eletrnico:

http://www.asn-online.org/.

3. Aceite de publicacdo de manuscrito na Latin American Journal of Pharmacy
intitulado “Evaluation of Uleine in Cellular Adhesion of Murine Melanoma
(B16F-10) and Human Gastric Carcinoma Cells (KATO Ill and MKN)” por
Wesley M. Souza, Lisienny C. T. Rempel, Rayana A. P. Maciel, Cid A. M. Santos
& Andréa E. M. Stinghen, conforme ANEXO |.

4. Manuscrito intitulado “Soro urémico inibe a expressédo da quimiocina SDF-1:
possivel impacto da toxicidade urémica na lesdao endotelial” por Vanessa R.
Heidemann, Bruna Bosquetti, Lisienny C. T. Rempel, Rayana A. P. Maciel,
Simone M. Gongalves, Sérgio G. E. Bucharles, Roberto Pecoits-Filho, Rodrigo B.
Oliveira & Andréa E. M. Stinghen, submetido ao Jornal Brasileiro de Nefrologia,
conforme ANEXO II.

5. Participacdo em eventos:
e XXVI Congresso Brasileiro de Nefrologia (2012);
e Simpdsio ISN-YNC - “Vascular calcification: new insights into underlying
mechanisms and therapeutic strategies” (2012);

e |V Congresso Sul Brasileiro de Nefrologia (2011).


http://www.asn-online.org/
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ANEXOS

ANEXO |

CARTA DE ACEITE DE PUBLICACAO DE MANUSCRITO:

From: Latin American Journal of Pharmacy <info@Ilatamjpharm.org>

Date: 2013/5/18

Subject: Latin American Journal of Pharmacy - Answer to the Presentation of Manuscript
To: Andréa Stinghen <andreastinghen@ufpr.br>, Andréa Stinghen
<andreastinghen@ufpr.br>

May 18th, 2013

Andréa Stinghen
Federal University of Parana (andreastinghen@ufpr.br)
Manuscript Identification Number: LAJP 3277-13

Dear author:

| am glad to inform you that your article 'Evaluation of Uleine in Cellular Adhesion of
Murine Melanoma (B16F-10) and Human Gastric Carcinoma Cells (KATO Ill and
MKN)" by Wesley M. Souza, Lisienny C. T. Rempel, Rayana A. P. Maciel, Cid A. M.
Santos & Andréa E. M. Stinghen has been accepted for publication in Latin American
Journal of Pharmacy. In due moment you will receive the page proof consigning the
issue where your article will be included.

Many thanks for your interest in our journal.

Reviewer's comments:

The manuscript “Evaluation of Uleine in Cellular Adhesion of Murine Melanoma (B16F-
10) and Human Gastric Carcinoma Cells (KATO Ill and MKN) ” has been fully revised,

com pleted some references and corrected some terms. Is now suitable for publication.

Yours sincerely,

Prof. Néstor O. Caffini, Editor
Latin American Journal of Pharmacy
E-mail: caffini@biol.unlp.edu.ar
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ANEXO I

CARTA DE RECEBIMENTO DE MANUSCRITO PARA AVALIACAO:

De: <sgpjbn@sgponline.com.br>
Data: 26 de marco de 2013 07:35
Assunto: Artigo Corrigido SGP/JBN
Para: andreastinghen@ufpr.br

llImo(a) Sr.(a)

Prof(a), Dr(a) Andréa Emilia Marques Stinghen
Referente ao cédigo de fluxo: 2712
Classificacdo: Artigo Original

Informamos que recebemos A CORRECAO do manuscrito SORO UREMICO INIBE A
EXPRESSAO DA QUIMIOCINA SDF-1: POSSIVEL IMPACTO DA TOXICIDADE
UREMICA NA LESAO ENDOTELIAL que sera reanalisado e verificado a possivel
publicacdo no Jornal Brasileiro de Nefrologia.

Por favor, para qualquer comunicagéo sobre o referido manuscrito cite o codigo de fluxo
apresentado acima.

Obrigado por submeter seu trabalho no Jornal Brasileiro de Nefrologia.

Atenciosamente,

Dr. Jodo Egidio Romao Junior
Editor

Rua Machado Bittencourt, 205,

5° andar, conj. 53, Vila Clementino,
Séo Paulo - SP, CEP 04044-000
E-mail: jon@sbn.org.br

Fone: (11) 5579-1242
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