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RESUMO

A disfuncao endotelial é frequente em pacientes com doenga renal crénica (DRC)
e pode resultar na perda de jungdes intercelulares e assim contribuir para o
desenvolvimento de doengas cardiovasculares (DCV). O objetivo do presente estudo foi
investigar in vivo e in vitro o impacto do ambiente urémico na permeabilidade vascular.
Para tanto, foram coletados soros de 80 pacientes em diferentes estagios de DRC. Foram
dosados os niveis séricos das toxinas urémicas p-cresil sulfato (PCS), indoxil sulfato (IS)
e fosfato (Pi) e dos biomarcadores inflamatoérios Monocyte Chemotactic Protein-1 (MCP-
1), Interleukin 8 (IL-8), Intercellular Adhesion Molecule 1 soluvel (ICAM-1s) e Vascular
Cell Adhesion Molecule 1 soluvel (VCAM-1s). Em outra coorte, foram avaliadas a
expressao de Vascular Endothelial Cadherin (VE-caderina) e Zonula occludens-1 (ZO-1)
em artérias iliacas e renais de pacientes com DRC (receptores) e de doadores
(controles), coletados durante transplante renal. In vitro, células endoteliais humanas
foram tratadas com PCS, IS e Pi nas concentragdes maximas urémicas e com pool de
soros dos pacientes, agrupados em diferentes estagios de uremia. A viabilidade,
permeabilidade e morfologia celular foram avaliadas por MTT, franswell e microscopia
eletronica de varredura (MEV), respectivamente. As expressdes génicas de VE-caderina
e ZO-1 foram avaliadas por RT-gPCR e as expressdes proteicas por Western Blot,
imunofluorescéncia e citometria de fluxo. In vivo, MCP-1, VCAM-1s, PCR-US e todas as
toxinas testadas correlacionaram-se significativamente com a TFG (P<0,001; P<0,0001;
P<0,01 e P<0,0001). Nas artérias de doadores observou-se um endotélio intacto
formando uma monocamada continua com forte expressao de VE-caderina e ZO-1, o que
néo foi observado nas artérias de receptores. In vitro, houve um aumento significativo na
permeabilidade celular, especialmente em células tratadas com Pi e pools urémicos
(P<0,001). Através da MEV, observou-se que dentre as trés toxinas testadas, Pi € a que
induz maior perda de jungao intercelular, semelhante ao efeito do soro urémico em
estagios mais severos de DRC. A expressdo génica e proteica de VE-caderina
diminuiram significativamente (P<0,01), especialmente em células tratadas com Pi3 e
todos os grupos urémicos. Por outro lado, na analise de ZO-1, percebeu-se que embora
a expressao génica esteja significativamente aumentada (P<0,01), a expressao proteica
esta diminuida (P<0,05). Em resumo, demonstrou-se in vivo e in vitro que a uremia afeta
as juncdes endoteliais, e quanto mais avangada a DRC, mais comprometimento
endotelial. O impacto da uremia na expresséo de VE-caderina e ZO-1 é mais significativo
nos estagios moderado e severo da DRC e é distinto quando analisado separadamente
cada toxina ou os soros urémicos, o que sugere diferentes mecanismos fisiopatoldgicos.
In vitro, demonstrou-se que a expressdo génica e proteica de VE-caderina estao
diminuidos em estagios mais avangados de DRC. Entretanto, observou-se uma maior
expressao génica de ZO-1, porém uma menor expressao proteica, 0 que sugere uma
possivel regulacao pés-transcricional e um papel regulador dessa proteina. Nosso estudo
abre perspectivas para avaliar o envolvimento de inumeras proteinas de juncgdes
intercelulares, a fim de elucidar a relacdo da uremia com a disfungdo endotelial e
permeabilidade vascular.

Palavras-chave: doenca renal cronica, toxicidade urémica, permeabilidade vascular,
jungoes intercelulares.



ABSTRACT

Endothelial dysfunction is common in patients with chronic kidney disease (CKD)
and may result in the loss of intercellular junctions and thus contribute to the development
of cardiovascular disease (CVD). The aim of the present study was to investigate in vivo
and in vitro the impact of the uremic environment on vascular permeability. For this, sera
from 80 patients were collected at different stages of CKD. Serum levels of uremic toxins
p-cresyl sulfate (PCS), indoxyl sulfate (IS) and phosphate (Pi) and the inflammatory
biomarkers Monocyte Chemotactic Protein-1 (MCP-1), Interleukin 8 (IL-8), Intercellular
Adhesion Molecule 1 soluble (ICAM-1s) and Vascular Cell Adhesion Molecule 1 soluble
(VCAM-1s) were measured. In another cohort, the expression of Vascular Endothelial
Cadherin (VE-cadherin) and Zonula occludens-1 (ZO-1) in the renal and iliac arteries of
patients with CKD (receptors) and donors (controls) collected during renal transplantation
were analyzed. In vitro, human endothelial cells were treated with PCS, IS and Pi at the
maximum uremic and serum pool concentrations of patients, grouped at different stages
of uremia. The viability, permeability and cellular morphology were evaluated by MTT,
transwell and scanning electron microscopy (SEM), respectively. The gene expression of
VE-cadherin and ZO-1 were evaluated by RT-gPCR and the protein expression were
evaluated by Western Blot, immunofluorescence and flow cytometry. In vivo, MCP-1,
sVCAM-1, PCR-US and all toxins tested correlated significantly with GFR (P<0.001,
P<0.0001, P<0.01 and P<0.0001). In the donor arteries an intact endothelium was
observed forming a continuous monolayer with strong expression of VE-cadherin and ZO-
1, which was not observed in the recipient arteries. In vitro, there was a significant
increase in cell permeability, especially in cells treated with Pi and uremic pools (P<0.001).
Through SEM, it was observed that among the three toxins tested, Pi is the one that
induces greater loss of intercellular junction, similar to the effect of uremic serum in more
severe stages of CKD. Genetic and protein expression of VE-cadherin decreased
significantly (P<0.01), especially in cells treated with Pi3 and all uremic groups. On the
other hand, in the analysis of ZO-1, it was observed that although the gene expression
was significantly increased (P<0.01), the protein expression was decreased (P<0.05). In
summary, uremia has been shown in vivo and in vitro to affect endothelial junctions, and
the more advanced the CKD, the more endothelial involvement. The impact of uremia on
the expression of VE-cadherin and ZO-1 is more significant in the moderate and severe
stages of CKD and is distinct when analyzed separately for each toxin or uremic sera,
suggesting different pathophysiological mechanisms. In vitro, it has been demonstrated
that the gene and protein expression of VE-cadherin are decreased in more advanced
stages of CKD. However, a greater gene expression of ZO-1 was observed, but a lower
protein expression, which suggests a possible post-transcriptional regulation and a
regulating role of this protein. Our study opens perspectives to evaluate the involvement
of innumerable intercellular junction proteins in order to elucidate the relationship of
uremia with endothelial dysfunction and vascular permeability.

Key words: chronic renal disease, uremic toxicity, vascular permeability, intercellular
junctions.
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1 INTRODUCAO

A perda da fungéo renal em pacientes com DRC leva ao acumulo de compostos
toxicos no sangue, que normalmente seriam excretados pela urina. Esses metabdlitos
sao chamados de toxinas urémicas e sdo responsaveis por muitas das consequéncias
clinicas encontradas no organismo do paciente, produzindo uma condigdo conhecida
como uremia (VANHOLDER; LAECKE; GLORIEUX, 2008). Como consequéncia da
uremia, alteragdes estruturais do sistema cardiovascular, causadas por disturbios
metabdlicos, alteragcbes de pressao e/ou sobrecarga do fluxo sanguineo, influenciam
a integridade do endotélio (PANNIER et al., 2000). As toxinas urémicas PCS, IS e Pi
estdo frequentemente relacionadas a esse desequilibrio na homeostase endotelial,
contribuindo para a disfungao endotelial encontrada em pacientes com DRC.

Demonstrou-se que o efeito pro-inflamatério do PCS ativa a produgdo de
radicais livres pelos leucdcitos (SCHEPERS et al., 2007) e induz a liberacdo de
microparticulas endoteliais (MEIJERS et al., 2009a), reatividade vascular e
remodelamento vascular (GROSS et al., 2015). A toxina IS pode induzir estresse
oxidativo em diferentes células (NIWA, 2010a) e promover a progressao da DRC pelo
aumento da produgéao de radicais livres pelas células tubulares renais (MOZAR et al.,
2012; NIWA, 2010b) e também pode resultar em aumento da permeabilidade, com
acao no remodelamento do citoesqueleto e na contragao celular, interferindo nas
juncoes intercelulares (PENG et al., 2012a, 2012b). Além disso, Pi e IS induzem a
producao de espécies reativas de oxigénio (EROs) diminuindo NO (STINGHEN et al.,
2014). Ainda, sabe-se que a hiperfosfatemia prejudica a angiogénese, a morfologia
celular, a migragao endotelial e a formacgéao de tubo capilar (DI MARCO et al., 2012).

A constante agressao do endotélio pela interagdo entre toxinas urémicas e
células endoteliais, com alteracdo do fendtipo celular, pode resultar em niveis
plasmaticos elevados de biomarcadores da inflamagédo vascular. Na DRC, varios
biomarcadores de risco cardiovascular tém sido extensivamente estudados, como as
citocinas MCP-1 e IL-8 e as moléculas de adesédo ICAM-1e VCAM-1 (SULIMAN et al.,
2006). Anteriormente demonstrou-se que tais biomarcadores estdo aumentados nos

estagios mais avangados da DRC, pois a exposi¢cao de células endoteliais ao soro
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urémico resulta em aumento da expressdo de MCP-1, IL-8 e VCAM-1, sugerindo uma
ligacdo entre ativagao vascular, inflamagéo e toxicidade urémica (MACIEL et al.,
2016b; STINGHEN et al., 2009).

As jungdes celulares no endotélio, como tight junctions (TJs), adherens
Junctions (AJs) e gap junctions (GJs), controlam fungdes importantes na homeostase
celular (NITTA et al., 2003). Na uremia, essas jungdes podem estar comprometidas, o
que pode favorecer a lesdao endotelial e a doenga cardiovascular progressiva
(BAZZONI; DEJANA, 2004; BODA-HEGGEMANN; REGNIER-VIGOUROUX;
FRANKE, 2009). Estudos em modelos animais demonstram que as toxinas urémicas
induzem a ruptura da barreira endotelial (BATES; HARPER, 2002), resultando na
formacao de lacunas entre células adjacentes (fenestras) e como consequéncia, perda
de juncgdes intercelulares. Através de estudos in vitro e in vivo, foi demonstrado que a
VE-caderina, um AJ, é necessaria para a integridade endotelial em vasos quiescentes
e para a organizacgao correta de novos vasos (LAMPUGNANI; DEJANA, 2007), sendo
que a fosforilagcao transitéria rapida da VE-caderina nas células endoteliais, pode ser
induzida por VEGF (fator de crescimento endotelial vascular). Estes eventos
moleculares sao acompanhados por aumento da permeabilidade vascular e
diminuicdo da associacdo da VE-caderina ao citoesqueleto. Estudos in vivo em
camundongos demonstraram a importadncia da VE-caderina na manutengdo da
integridade vascular, uma vez que a administragcdo de anticorpos anti VE-caderina
levou os animais a um aumento significativo da permeabilidade vascular, fragilidade
capilar e sangramento (CORADA et al., 1999). Algumas moléculas acessorias sao
importantes na regulacéo da VE-caderina no dominio citoplasmatico, como 3-catenina,
p120-catenina (p120) e vinculina. Essas interagbes regulam a associagao de caderinas
com o citoesqueleto de actina e sao importantes para uma forte adesao célula-célula.
A p120 suprime a endocitose da caderina e regula o citoesqueleto (KOURTIDIS;
NGOK; ANASTASIADIS, 2013; POKUTTA; WEIS, 2007). A desfosforilagdo da -
catenina, juntamente com a VE-caderina, contribui para a estabilizagédo da juncao
célula-célula endotelial. No entanto, a B-catenina pode exercer efeitos mais amplos na
expressao génica e também se liga as caderinas nas AJs célula-a-célula e estabiliza

sua interagdao com o citoesqueleto (CORADA et al., 2010). A vinculina protege as
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jungdes VE-caderina da abertura durante o remodelamento dependente de forca
(HUVENEERS et al., 2012) e é um importante regulador das jungdes célula-célula
(BIRUKOVA et al., 2016; TWISS et al., 2012). Estudos envolvendo Zonula Occludens-
1 (ZO-1), uma TJ, mostraram que as células deficientes em ZO-1 ainda s&o capazes
de formar estruturas normais de TJ e exibem permeabilidade normal. No entanto, ha
um atraso no recrutamento de outras proteinas TJ, incluindo ocludinas e claudinas,
indicando que a ZO-1 desempenha um papel importante na regulagéo de outras TJs
(UMEDA et al., 2004) e estudos em camundongos deficientes em Z0O-1 demonstraram
a indugao de defeitos nos vasos sanguineos do saco vitelino (KATSUNO et al., 2008).
Z0-1 também é um importante regulador central das jun¢des endoteliais dependentes
da VE-caderina, que organiza o citoesqueleto, ajustando a tenséo célula-célula, a
migracgao, a angiogénese e a formacao de barreira (TORNAVACA et al., 2015).
Assim, a proposta do presente estudo € através de uma combinacéo de estudos
in vivo e in vitro investigar o efeito da uremia sobre as proteinas da juncéo celular
endotelial, correlacionando com diferentes estagios da DRC e suas implicagbes nas
doencgas vasculares. Se nossa hipétese for comprovada, esperamos que este estudo
possa auxiliar na compreensao da fisiopatologia cardiovascular envolvida na uremia e

levar a descoberta de novas estratégias terapéuticas nos pacientes com DRC.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DOENCA RENAL CRONICA (DRC) E TOXICIDADE UREMICA

A Doenga Renal Cronica (DRC) é definida como presenga de lesao renal por
periodo igual ou superior a 3 meses, apresentando anormalidades estruturais ou
funcionais dos rins, com ou sem diminuigdo da taxa de filtracdo glomerular (TFG),
sendo que quanto maior o estadiamento da DRC, menor a TFG. A insuficiéncia renal,
que ocorre no estagio mais avancado da doenca é estabelecida quando a TFG atinge
valores inferiores a 15 mL/min/1,73 m? (INKER et al., 2014). O nimero total estimado
de pacientes em dialise no Brasil foi de 122.825 em 2016 (SESSO et al., 2017).

Com a cronificagdo da DRC, os rins perdem a capacidade parcial ou total de
remoc¢ao de metabdlitos tdxicos da circulacdo, que comumente seriam excretados para
formacgéao da urina, resultando no acumulo destes no organismo. Tais metabdlitos sao
chamados de toxinas urémicas e o acumulo destas toxinas € responsavel por muitas
consequéncias clinicas no organismo, levando a uma condigdo conhecida como
uremia. Como consequéncia, na uremia, ocorrem alteragdes estruturais do sistema
cardiovascular, causados por disturbios metabdlicos, alteragbes de pressao e/ou
sobrecarga do fluxo sanguineo, influenciando na integridade do endotélio
(VANHOLDER; LAECKE; GLORIEUX, 2008). Atualmente ja foram identificados mais
de 150 compostos urémicos (EuTox, http://www.uremic-toxins.org/), que sao
classificados de acordo com suas propriedades fisico-quimicas e caracteristicas de
remocao por dialise em:

- Compostos pequenos soluveis em agua com no maximo 500 Da, que tém como
prototipos moléculas como ureia e creatinina e que sao facilmente removidos por
dialise. Os compostos neste grupo nao tém necessariamente uma toxicidade funcional;
- Compostos de peso molecular moderado com mais de 500 Da. Os protétipos deste
grupo sao 32-microglobulina e leptina. Estas moléculas sé podem ser removidas por
membranas de porosidade grande o suficiente para permitir sua passagem através da
membrana. Muitos dos compostos deste grupo séo peptideos que afetam um grande

numero de 6érgaos e sistemas;
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- Compostos ligados a proteinas, em geral com baixo peso molecular. Os protétipos
deste grupo sao os fendis, como o p-cresol (PC) e o p-cresil sulfato (PCS) e os indais,
como o indoxil sulfato (IS). Sdo compostos de dificil remogéao por didlise e com diversas
atividades toxicas no organismo pela sua alta afinidade com proteinas, sobretudo a
albumina (VANHOLDER et al., 2001, 2003; VANHOLDER; LAECKE; GLORIEUX,
2008). As toxinas PCS e IS s&o formadas a partir de PC e indol que sao formados pela
fermentacdo dos aminoacidos tirosina e triptofano pela microbiota intestinal.
Posteriormente, PC e indol sdo conjugados pelo figado por sulfatagdo, gerando os
compostos PCS e IS (MEIJERS; EVENEPOEL, 2011) (FIGURA 1).

FIGURA 1 — FORMACAO E CONJUGACAO DE PCS e IS
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NOTA - Formacao de PCS e IS. A metabolizagdo dos aminoacidos tirosina e triptofano pela microbiota
intestinal gera p-cresol e indol, respectivamente. Apds absorgéo, estas toxinas passam pelo figado e
sdo conjugados (sulfatagéo) a p-cresil sulfato e indoxil sulfato, os quais se ligam a albumina causando
varios efeitos deletérios no organismo (MEIJERS; EVENEPOEL, 2011).

A toxina PCS (C7HsO4S) €& um fenol, com peso molecular de 188,2 Da,
proveniente da conjugacao (sulfatagéo) do seu precursor p-cresol (PC) pelo figado. O
PC é derivado dos aminoacidos tirosina e fenilalanina provenientes da dieta e
metabolizados pela microbiota intestinal (LIABEUF et al., 2010a). A maioria dos
estudos pioneiros com compostos fendlicos iniciou-se somente com o PC. Entretanto,
descobriu-se que este composto se encontra em concentragdes muito pequenas no
organismo, sendo logo metabolizado para seus conjugados pela microbiota intestinal.

Logo, PCS é considerada a toxina efetiva, tanto pelo seu nivel significativamente
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aumentado, quanto pelo seu expressivo impacto bioquimico, uma vez que o PCS afeta
a resposta inflamatéria, interferindo na ativagao de leucdcitos polimorfonucleares e
resposta endotelial a citocinas (DOU et al., 2002; VANHOLDER; LAECKE;
GLORIEUX, 2008). Estudos in vivo avaliaram que niveis séricos elevados de PCS s&o
encontrados em pacientes em estagios mais avangados da doenga renal crénica
(LIABEUF et al.,, 2010a). O efeito pro-inflamatério causado pelo PCS, pode ser
avaliado pelo aumento da formacédo de radicais livres produzidos por leucdcitos,
contribuindo para o dano vascular nos pacientes com DRC (SCHEPERS et al. (2007).
MEIJERS et al. (2009) demonstraram ainda que o PCS induz o desprendimento de
microparticulas endoteliais, mesmo na auséncia de dano endotelial, sugerindo que
esta toxina pode estar envolvida na disfungdo endotelial, e significativamente
correlacionado com a patogénese da aterosclerose em pacientes em estagio
avancado de doenca renal (WANG et al., 2010). Sugere-se ainda que PCS, por ser um
composto fendlico pequeno com propriedades lipofilicas, faciimente penetre a
membrana celular e desorganize a sua funcao e consequentemente das células como
um todo (ZHU et al., 2012), além de prejudicar a reatividade e remodelagéao vascular
(GROSS et al., 2015) e também acelerar o desenvolvimento de disfungdo cardiaca
associada a DRC, intensificando a apoptose de cardiomiécitos (HAN et al., 2015).

A toxina IS (CsH7NO4S) é um indol com peso molecular de 213,21 Da. Assim
como o PCS, o IS é formado a partir da metabolizagao das proteinas da dieta, no qual
0 aminoacido triptofano € metabolizado em indol (CsH7N) pela microbiota intestinal
(LEE; LEE, 2010). Estudos in vivo também demonstraram que o IS esta correlacionado
com a disfungao vascular associado a DRC (SIX et al., 2015), promove a calcificagao
aortica em ratos hipertensos (ADIJIANG et al.,, 2008) e acelera a senescéncia de
células musculares lisas (MUTELIEFU et al., 2012). O IS induz ao estresse oxidativo
nas células tubulares, células mesangiais, osteoblastos, células musculares lisas
vasculares e ceélulas endoteliais (NIWA, 2010a). De acordo com MOZAR (2012), o
tratamento de células tubulares proximais com IS diminui a viabilidade celular e por
isso, promove progressao da insuficiéncia renal cronica através da indugdo da
producédo de radicais livres pelas células tubulares renais (MOZAR et al., 2012). O

estresse oxidativo e o efeito antiproliferativo causados pelo IS podem ser atribuidos a
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disfungcdo mitocondrial, podendo ser tratados com antioxidantes (LEE et al., 2015).
Estudos com células tubulares proximais demostraram que o IS aumenta a produgao
de EROS e ativa os fatores de transcricdo NF-kB e p53 (SHIMIZU et al., 2013). Ainda,
IS pode contribuir para a disfuncédo do endotélio cerebral em pacientes com DRC pelo
aumento do stress oxidativo (STINGHEN et al., 2014).

A toxina fosfato inorgénico (Pi) ou fosforo € predominantemente encontrada em
alimentos com grande quantidade de proteina, como carne, peixe e produtos lacteos
(KALANTAR-ZADEH et al., 2010). Muitos processos celulares requerem fosforo, como
na sintese e metabolismo de acidos nucleicos, metabolismo energético, sinalizagao
celular, integridade da membrana, fungdo muscular, atividade enzimatica,
metabolismo lipidico e mineralizagdo 6ssea. No soro, o fésforo existe principalmente
como Pi (URIBARRI, 2007), sendo considerado uma toxina vascular, pois seus niveis
elevados tém sido correlacionados com efeitos vasculares adversos, e a manutencao
dos niveis séricos de Pi dentro da faixa normal tém sido correlacionados com a
redugao do risco e mortalidade cardiovascular (SHROFF, 2013). Estudos envolvendo
pacientes em hemodialise, demonstrou que a maioria dos pacientes possuia niveis de
Pi séricos acima de 6,5 mg/dL (valor de referéncia 2,5-4,5 mg/dL), o que aumenta o
risco de morte nesta populagéo (BLOCK et al., 1998). No inicio da DRC, pode ocorrer
uma sobrecarga de Pi, entretanto a hiperfosfatemia s6 é evidente quando a TFG é
inferior a 30 mL/min/1,73 m? (LEVIN et al., 2007). Varios estudos observacionais
demostraram uma associagao entre a hiperfosfatemia e a mortalidade por DCV em
pacientes em estagios avancados de DRC (KESTENBAUM et al., 2005; SIX et al.,
2012). Observou-se também, que pacientes com niveis elevados de fésforo sérico
apresentaram maior massa do ventriculo esquerdo e risco aumentado de insuficiéncia
cardiaca (DHINGRA et al., 2010). Em estudos experimentais verificou-se que em
casos de hiperfosfatemia, ha alteragdo na angiogénese, na morfologia, na migragao
de células endoteliais e na formagao do tubo capilar (DI MARCO et al., 2012). Ainda,
o0 aumento de Pi induz apoptose de células musculares lisas e endoteliais (DI MARCO
et al., 2008; RAHABI-LAYACHI et al., 2014).
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2.2 DOENCA CARDIOVASCULAR (DCV) RELACIONADA A DRC

Na uremia, alteragdes estruturais do sistema cardiovascular sdo consequéncias
dos disturbios metabdlicos, altera¢des de pressao e/ou sobrecarga do fluxo sanguineo.
O termo disfungdo endotelial tem sido usado para se referir a varias condigcdes
patoldgicas, incluindo alteragdes anticoagulantes e propriedades anti-inflamatdrias do
endotélio, deficiéncia na modulagdo do crescimento vascular e desregulagdo no
remodelamento vascular (CAl; HARRISON, 2000). O endotélio possui varias fungdes,
como anti-inflamatdria, anticoagulante e vasodilatadora, responsaveis por manter a
homeostase, atuando ativamente nas propriedades geométricas e estruturais de
artérias de grande calibre. Alteragdes na fungcédo endotelial podem estar associadas
com desregulagéo do remodelamento arterial (PANNIER et al., 2000). No entanto, na
hipertensdo arterial pode ocorrer um agravamento desse quadro, gerando um
desequilibrio na producgao e liberagcao dos fatores contrateis e relaxantes dos vasos,
como o 6xido nitrico (NO), que pode levar a um comprometimento no vasorelaxamento
endotélio dependente (CHRISSOBOLIS et al., 2011) e aumentando o ténus vascular,
além de contribuir para o aumento da permeabilidade vascular, da coagulagéo
intravascular e da proliferagcao de células musculares lisas (HELENA et al., 2001).

A agressao constante do endotélio a partir da interagao entre toxinas urémicas
e células endoteliais, com alteragao do fendtipo celular, pode refletir, ao menos em
parte, os niveis plasmaticos elevados de marcadores de inflamagéao vascular. Na DRC,
varios marcadores de risco cardiovascular ttm sido amplamente estudados, tais como
as quimiocinas MCP-1 e IL-8 e as moléculas de adesdo VCAM-1 e ICAM-1 (SULIMAN
et al., 2006). Da fato, ja foi demonstrado que os niveis séricos desses biomarcadores
estdo aumentados em estagios mais avangados da DRC, pois a exposi¢ao das células
endoteliais ao soro urémico resulta em expressées aumentadas de MCP-1, IL-8 e
VCAM-1s, o que sugere uma ligagao entre a ativagao vascular, a inflamacao sistémica
e a toxicidade urémica (MACIEL et al., 2016b; STINGHEN et al., 2009).

A quimiocina monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1 ou CCL2) é produzida
por varios tipos de células, como fibroblastos, células microgliais, astrécitos, mondcitos

e celulas musculares lisas e endoteliais (MELGAREJO et al., 2009). Sua principal
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funcao e fazer a quimiotaxia dos mondcitos para areas de injuria na camada intima do
vaso durante os primeiros estagios do processo aterogénico (NIU et al., 2008; NIU;
KOLATTUKUDY, 2009). Clinicamente, pacientes pos infarto agudo do miocardio (IAM)
apresentam niveis plasmaticos elevados de MCP-1, associados a inflamacédo e
eventos cardiovasculares em estagios mais avangados da DRC (IKEDA et al., 2002;
MARTINOVIC et al., 2005; PAPAYIANNI; ALEXOPOULQOS, 2002). Ainda, MCP-1
contribui para o aumento da permeabilidade endotelial em células cerebrais
(STAMATQVIC, 2003).

A interleucina 8 (IL-8 ou CXCL-8) € uma quimiocina expressa por varios tipos
de células incluindo mondcitos, neutrofilos, fibroblastos e células endoteliais, tendo
como principal caracteristica a quimiotaxia de neutréfilos para o local da leséo,
induzindo sua adeséo e transmigragao através do endotélio (CAMPBELL; MAXWELL;
WAUGH, 2013). Além disso, a IL-8 estimula outras células a realizar fagocitose e induz
a reorganizacgao do citoesqueleto, altera¢des nos niveis de calcio intracelular, ativagcao
de integrinas, exocitose de proteinas granulares e do burst respiratorio (JUNDI;
GREENE, 2015). Estudos demonstram uma correlagéo entre IL-8 e a angiogénese
tumoral, metastase e mau prognéstico em diversos tipos de cancer (TANG et al.,
2012). A uremia pode estar associada a danos vasculares intensos, por consequéncia
dos niveis circulantes aumentados de IL-8, o que sugere uma correlacdo entre
disfungéo endotelial e reparo tecidual (RIBEIRO et al., 2014).

A molécula de adeséao Vascular Cell Adhesion Molecule 1 (VCAM-1) liga-se a
integrina 0431, que é constitutivamente expressa em linfécitos, eosinofilos e mondcitos
e tem funcao no rolamento das células na diapedese, promovendo a adesao e acumulo
de mondcitos no desenvolvimento da placa aterosclerotica (HUO; HAFEZI-
MOGHADAM; LEY, 2000; SULIMAN et al., 2006). In vitro demonstrou-se que VCAM-
1 € um importante marcador de ativagdo endotelial (VIDEM; ALBRIGTSEN, 2008) e
que, juntamente com o estresse oxidativo, sao indicadores precoces da aterosclerose
e outras doengas inflamatérias (MARUI et al., 1993). Um mecanismo regulatério
envolvido na producdo e MCP-1 e VCAM-1 por células endoteliais € mondcitos pode
estar associado a disfungao endotelial causada pela uremia no inicio da aterosclerose
(REMPEL et al., 2015).
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A molécula de adesao Intercellular Adhesion Molecule 1 (ICAM-1) participa
especificamente no trafico de células inflamatdrias, nas fungdes efetoras de leucdcitos,
na adesao de células apresentadoras de antigenos aos linfécitos T. O aumento da
expressdo de ICAM-1 em uma variedade de tipos celulares tem sido atribuido a
estimulagao por citocinas inflamatdrias e espécies reativas de oxigénio (HUBBARD;
ROTHLEIN, 2000). Nas placas ateroscleréticas coronarias humanas, foi observada a
expressao elevada de VCAM-1 e ICAM-1 e o aumento do numero de macrofagos e
células T na camada intima do vaso, em regides de neovascularizagdo da placa,

presente na aterosclerose (O'BRIEN et al., 1996).

2.3 JUNCOES CELULARES E PERMEABILIDADE VASCULAR

Uma das fun¢des mais especificas da camada endotelial é atuar como uma
barreira seletiva entre o sangue/linfa e tecido. As jungdes do endotélio controlam
diferentes fungdes essenciais para a homeostase, pois a permeabilidade dos solutos
no plasma é controlada (BATES; HARPER, 2002; BAZZONI; DEJANA, 2004). Estudos
recentes tém mostrado que além da adesao célula-célula, as jungdes podem transferir
sinais intracelulares que regulam a inibigao induzida por contato do crescimento celular,
apoptose, expressdo de genes e formacao de novos vasos. Por conseguinte, as
condi¢cdes que perturbam as jungdes endoteliais podem ndo apenas aumentar a
permeabilidade vascular abrindo lacunas intercelulares, mas também alterar as
respostas das células endoteliais ao seu ambiente e as células circundantes
(LAMPUGNANI; DEJANA, 2007). Para manter a jungéo célula a célula do endotélio, as
células endoteliais expressam trés principais tipos de jung¢des celulares: 1 — adherens
junctions (AJs), 2 — tight junctions (TJs) e 3 — gap junctions (GJs) (CERUTTI; RIDLEY,
2017; NITTA et al., 2003) (FIGURA 2).
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FIGURA 2 - PRINCIPAIS JUNCOES INTERCELULARES ENDOTELIAIS: ADHERENS JUNCTIONS
(AJs) E TIGHT JUNCTIONS (TJs)

S

Endothelial Cells — Abluminal

- Tight |
%a Lee Claudins — Junctions
“% 701 —— T 1,512 (Tls)
20-3 5 g JAMs |
AB,C
il
o i : Adherens
A Junctions|
£ dicatenir (Als)
A Ps VE-Cadherin
T recams

Extracellular
Basal Lamina matrix

NOTA — Juncédes intercelulares: Adherens Junctions (AJs) e Tight Junctions (TJs). Nas AJs, a
adesdo é promovida principalmente pela VE-caderina. Nas TJs, a adesdao &€ mediada por
claudinas, ocludinas, membros da familia de moléculas de adesao juncional (JAM). FONTE:
CERUTTI; RIDLEY, 2017.

1 — AJs: tém papel importante na inibicdo de contato do crescimento das células
endoteliais, permeabilidade entre células, leucdcitos e solutos circulantes. Nas AJs, a
adesao é promovida principalmente pelas caderinas, de forma calcio-dependente. As
células endoteliais expressam niveis relativamente elevados de duas caderinas: uma
caderina neuronal (N-caderina) e uma caderina denominada VE-caderina (BAZZONI;
DEJANA, 2004).

2 — TJs: tém como principal finalidade funcional proporcionar uma barreira e um
isolamento dentro da membrana, regulando a permeabilidade e manutengdo da
polaridade celular. Além disso, sdo necessarios para uma correta organizagao de novos
vasos na angiogénese (LAMPUGNANI; DEJANA, 2007). As TJ contém pelo menos 40

proteinas diferentes, tais como claudinas e ocludinas, como ZO-1, ZO-2, ZO-3, as quais
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sao proteinas transmembranares que formam adesdes intercelulares homofilicas e
heterofilicas. As proteinas ZO sao proteinas que recrutam varios tipos de proteinas na
superficie citoplasmatica da jung¢ado, contribuindo assim para a chamada "placa de
jungao" (ANDERSON et al., 1988).

3 — GJs: sado estruturas de comunicagdo, canais intercelulares que permitem a
passagem de difusao direta e solutos de pequeno peso molecular entre as células
adjacentes e estdo intimamente relacionadas com a vasodilatagdo e aumento da
permeabilidade vascular (GOODENOUGH; GOLIGER; PAUL, 1996; LAMPUGNANI;
DEJANA, 2007).

A organizagao das jungdes endoteliais varia ao longo da arvore vascular em
funcédo das necessidades especificas de cada 6rgado. No cérebro, onde é exigido um
estrito controle de permeabilidade entre 0 sangue e o sistema nervoso, as juncdes séo
bem desenvolvidas e ricas em TJ. Em contraste, as vénulas pds-capilares, que
permitem o trafico de células e proteinas do plasma circulante, demonstram as TJs
desorganizadas. Estas caracteristicas morfolégicas também podem explicar a alta
sensibilidade de vénulas pds-capilares para agentes de aumento de permeabilidade,
como a histamina e bradicinina. Em contraste, o endotélio das artérias de grande
calibre, que controla rigidamente a permeabilidade, tem um sistema bem desenvolvido
de TJ. Ainda, o endotélio linfatico exibe estruturas juncionais especificas, os quais séo
especializados em controlar a passagem de linfocitos para diferentes compartimentos.
No quadro de uremia, todas essas proteinas de jungdes celulares podem ter suas
funcdes prejudicadas, o que pode favorecer a lesdo endotelial e progressiva doenca
cardiovascular (BAZZONI; DEJANA, 2004). Em animais com DRC, foi encontrado
menor expressao de proteinas de jungao no epitélio intestinal (VAZIRI; YUAN; NORRIS,
2013).

A caderina endotelial vascular (VE), também chamada 7B4 e caderina 5 (CDH5)
€ um membro da familia de caderinas, que sdo AJs, presentes no endotélio vascular.
As caderinas sao proteinas transmembranosas dependentes de calcio, que se ligam
entre si de uma forma homofilica (entre células do mesmo tipo). A VE-caderina,
semelhante a muitos outros membros da familia das caderinas, esta ligada através da

sua cauda citoplasmatica as proteinas p120, (3-catenina e plakoglobina. Outro aspecto
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importante no controle da permeabilidade pela VE-caderina, é a sua associagdo com o
citoesqueleto de actina (SCHULTE et al., 2011). As caderinas desempenham um papel
na formacdo e manutencdo da arquitetura de tecidos. A VE-caderina tem
desempenhado um papel importante na vasculogénese e na angiogénese. In vitro e in
vivo, percebe-se que VE-caderina € necessaria para a integridade endotelial em vasos
quiescentes e para a organizagao correta de novos vasos. Em células endoteliais, o
VEGEF (fator de crescimento endotelial) induz uma rapida e transitoria fosforilagdo da
tirosina de VE-caderina. Estes eventos moleculares sdo acompanhados do aumento da
permeabilidade vascular e diminuigdo da associagao de VE-caderina ao citoesqueleto.
A tirosina kinase Src esta associada a fosforilacdo de VE-caderina no dominio
citoplasmatico Y685 da tirosina (GIANNOTTA; TRANI; DEJANA, 2013). Estudos in vivo
em camundongos, demonstrou a importédncia da VE-caderina na manutencdo da
integridade vascular, uma vez que a administracdo de anticorpos anti VE-caderina
conduziu os animais a um aumento significativo no aumento da permeabilidade,
fragilidade capilar e hemorragias (CORADA et al., 1999).

A proteina Zonula occludens-1 (ZO-1) é uma proteina de membrana periférica
com uma massa molecular de 220 kD que foi identificada pela primeira vez como um
componente TJs de células epiteliais e endoteliais (ANDERSON et al., 1988;
STEVENSON et al., 1986). As proteinas ZO se associam a caderinas em células sem
TJs e com GJs, interagindo diretamente com conexinas (ITOH et al., 1997). A ZO-1 é
essencial na organizagao espacial endotelial e regulagéo da forga de tragéo que atua
nas AJs (TORNAVACA et al.,, 2015). Estudos tém demonstrado que as células
deficientes em ZO-1 sdo ainda capazes de formar TJs normais e apresentam
permeabilidade normal. Entretanto, observa-se um atraso ndo recrutamento de outras
proteinas das TJs, incluindo ocludinas e claudinas, indicando que ZO-1 tém um papel
importante na regulagéo das outras proteinas participantes das TJs (UMEDA et al.,
2004). Demonstrou-se ainda que a deficiéncia de ZO-1 em camundongos demonstrou
a indugao de defeitos estruturais nos vasos sanguineos no saco vitelino (KATSUNO
et al., 2008).

No presente estudo, pretendemos investigar o efeito da uremia (PCS, IS, Pi e

soro urémico) nas proteinas de jungdes celulares (VE-caderina e ZO-1) em endotélio
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sistémico, correlacionando com os estagios da DRC e suas implicagées nas DCV, a
fim de elucidar melhor a relagao da uremia com alteragdes na permeabilidade vascular

e na lesao endotelial.

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

— Avaliar o impacto da toxidade urémica (PCS, IS, Pi e pools urémicos) na disfungao

endotelial e correlagdo com a permeabilidade vascular sistémica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Determinar no soro dos pacientes com DRC os niveis das toxinas urémicas PCS, IS
e Pi e marcadores de inflamagédo vascular (MCP-1, IL-8, ICAM-1s e VCAM-1s) e
correlaciona-los com as taxas de filtracao glomerular (TFG);

— Avaliar o impacto do ambiente urémico na alteracdo da morfologia e fendtipo
endotelial;

— Avaliar in vitro a viabilidade e permeabilidade celular apés tratamento de células
endoteliais humanas com PCS, IS, Pi e com diferentes condi¢cbes de uremia;

— Avaliar a expressao génica e proteica de VE-caderina e ZO-1 apds os tratamentos
das células endoteliais com PCS, IS, Pi e diferentes condi¢cbes de uremia;

— Compreender em qual estagio da DRC inicia-se o rompimento das jungdes
intercelulares através do tratamento das células com PC, IS, Pi e diferentes condicdes

de uremia.
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4 METODOLOGIA

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos
da Universidade Federal do Parana (UFPR) e Pontificia Universidade Catdlica do
Parana (PUC/PR) sob o parecer CEP/SD-PB n°® 980959 na data de 11/03/2015
(APENDICE 1l) e CEP/PUC-PR n° 557 na data de 26/06/2005 (APENDICE Ill),

respectivamente.

ESTUDO IN VIVO

Coleta de soros e de dados clinicos de pacientes com
DRC (n = 80)

Classificagao dos pacientes com DRC em estagios e
confeccao dos pools urémicos

o) Caracterizagao clinica e bioquimica dos pacientes com
> DRC

S

.S — Dosagem de PCS e IS no soro dos pacientes

Avaliacao da producao de MCP-1, IL-8, VCAM-1s e
ICAM-1s no soro dos pacientes

Imunomarcacdode VE-caderinae ZO-1 em artérias de
doador e receptor

4.1 PACIENTES

Foram incluidos no estudo 80 pacientes diagnosticados com DRC, em diferentes
estagios, em tratamento no Ambulatério de Nefrologia da Pontificia Universidade
Catdlica do Parana (PUC-PR), atendidos pelo Prof. Dr. Roberto Pecoits-Filho,
nefrologista do ambulatério. Os pacientes incluidos no estudo assinaram Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (APENDICE IlI), prontificando-se a
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participar de estudos elucidativos da DRC. Os critérios de inclusdo aplicados foram
idade entre 18 e 80 anos, presenca de DRC e aceite na participagao do estudo. Os
critérios de exclusao foram sinais clinicos de inflamagao aguda ou doencga infecciosa,
malignidade, terapia de reposig¢ao da fungao renal prévia ou atual, doencga autoimune,
neoplasias, disfungao hepatica, uso de drogas imunossupressoras no momento ou nos

ultimos trés meses.

4.2 COLETA DE SANGUE

As amostras de sangue total dos pacientes foram coletadas (aproximadamente 20
mL), no periodo de maio a agosto de 2015, no Ambulatério de Nefrologia da Pontificia
Universidade Catdlica do Parana (PUC-PR), no periodo da tarde (13:00 as 17:00 h)
em tubos secos sem anticoagulantes e com ativadores de coagulo. As amostras foram
mantidas em gelo e processadas no periodo de 2 h até a centrifugacao a 1500 g (RCF)
por 10 min, a fim de se obter os soros, e posteriormente estocadas a -80°C até o

momento das analises.

4.3 ESTADIAMENTO DOS PACIENTES PARA CONFECCAO DE POOLS
UREMICOS

A taxa de filtragdo glomerular (TFG) dos pacientes foi estimada pela férmula do estudo
CKD-EPI (Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration) (LEVEY et al., 2009),

onde:

TFG = 141 x min (Cre/k, 1)* x max (Cre/k, 1)1209 x 0,993'dade x 1,018 [se mulher] x
1,159 [se negro]

Sendo:
Cre = creatinina sérica; k = 0,7 para mulheres e 0,9 para homens; a = 0,329 para
mulheres e 0,411 para homens; min = indica o minimo de Cre/k ou 1; max = indica o

maximo de Cre/k ou 1.
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Os pacientes e soros foram classificados em estagios 1, 2, 3a, 3b, 4 e 5 da DRC
(INKER et al., 2014) de acordo com suas respectivas TFG, seguindo as
recomendacdes da Kidney Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO)

(FIGURA 3) para confecgdo dos pools urémicos e para caracterizagao clinica e

bioquimica.
FIGURA 3 - ESTADIAMENTO DA DRC DE ACORDO COM A TFG
Estagio Descri¢do TFG (mL/min/1,73m2)
1 Dano renal sem alteragdo da fun¢do renal =90
2 Dano renal com alteracdo leve da fun¢éo renal 89a 60
3a Perda leve a moderada da funcdo renal 59a 44
3b Perda moderada a grave da funcdo renal 44 a 30
Perda grave da fun¢do renal 29a15
Insuficiéncia renal <15

FONTE: KDIGO (2013).

Para o preparo de pools urémicos, os quais foram utilizados nos tratamentos celulares,
os soros foram agrupados da seguinte forma: Gl (DRC leve ou estagio 1, n = 7); GlI
(DRC moderada ou estagios 2 e 3, n = 42); Glll (funcado renal severamente diminuida
ou estagios 4 e 5, n = 31). As aliquotas de soro de cada paciente foram utilizadas para
compor os 3 pools (Gl, Gll e GllIl) de acordo com cada estagio da DRC, conforme
descrito acima (INKER et al., 2014; STINGHEN et al., 2009).

4.4 CARACTERIZAGAO CLINICA E BIOQUIMICA DOS PACIENTES

No recrutamento os pacientes foram caracterizados de acordo com idade, género,
raca, tabagismo, etilismo, presenca de Diabetes mellitus e de hipertensao arterial. As
dosagens de acido urico, albumina, calcio, creatinina, fésforo, sodio, potassio, ureia
foram realizados por método colorimétrico (Vitros 5,1 Fusion, Ortho Clinical

Diagnostics, Nova Jérsei, EUA) e as dosagens de Proteina C Reativa de alta
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sensibilidade (PCR-US) por ensaio imunoturbidimétrico (AU680, Beckman Counter,
Califérnia, EUA).

4.5 DOSAGEM DE PCS E IS NO SORO DOS PACIENTES

As dosagens de PCS e IS no soro dos pacientes foram quantificadas por HPLC como
previamente descritas (STOCKLER-PINTO et al., 2017). Basicamente, as amostras
foram diluidas (100 uL de soro com 360 uL de agua ultrapura) e aquecidas a 95°C por
30 min para desnaturacdo de proteinas e resfriadas em gelo (8-4°C) por 10 min
(MEERT et al., 2012). As amostras foram entado centrifugadas (14.000 x g, 4°C, 20
min) e o sobrenadante foi ultrafitrado com uma membrana de 30 kDa (Amicon Ultra,
Millipore). Os tubos foram novamente centrifugados a 8.400 x g, 4°C, durante 30 min.
O ultrafiltrado (10 pL) foi injetado no HPLC. As determinagdes cromatograficas foram
realizadas com um sistema Shimadzu Prominence equipado com uma injecédo
Rheodyne (modelo 7125), uma bomba quaternaria (Shimadzu LC-20AD), controlada
pelo software LC Solution e um detector de fluorescéncia (Shimadzu RF-20A). As
toxinas foram separadas por uma coluna Luna C8 5um, 100A, 150x4,6 mm
(Phenomenex, Torrance, CA, Estados Unidos da América), eluida com 50 mM de
formiato de aménio (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), pH = 3,0 e metanol (Sigma-
Aldrich, St. Louis, EUA) variando entre 35% a 70%, com 0,7 mL/min de vaz&o. Durante
a corrida, os comprimentos de onda de fluorescéncia variaram: PCS: Aexc = 265 nm e
Aem = 290 nm (MEERT et al., 2012), IS: Aexc = 283 nm e Aem = 380 nm (CALAF et al.,
2011; DE LOOR et al., 2009). As curvas de calibragdo dos padrbes foram realizadas

para quantificar cada toxina.

4.6 AVALIACAO DA PRODUGCAO DE MCP-1, IL-8, VCAM-1s e ICAM-1s NO SORO
DOS PACIENTES

No soro dos pacientes (n=80) foram dosadas as quimiocinas MCP-1 e |IL-8 e as fragcbes
soluveis das moléculas de adesao VCAM-1s e ICAM-1s, através de ELISA (Enzyme-

Linked Immunosorbent Assay). As concentragdes utilizadas de anticorpos de captura,
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detecgdo e recombinante foram sugeridas pelo fabricante (R&D Systems, Inc.,
Minnesota, EUA). Para MCP-1 os limites de deteccdo minimo e maximo do anticorpo
recombinante (279-MC) foram 15,62 a 1000 pg/mL, as concentragdes de uso do
anticorpo de captura (MAB679) foi de 2 pg/mL e de detecgao (BAF279) foi 50 ng/mL
(R&D Systems, Inc., Minnesota, EUA). Para IL-8 os limites de deteccdo minimo e
maximo do anticorpo recombinante (208-IL) foram 15,62 a 1000 pg/mL, as
concentragdes de uso do anticorpo de captura (MAB208) foi de 1 ug/mL e de detecgao
(BAF208) foi 20 ng/mL (R&D Systems, Inc., Minnesota, EUA). Para VCAM-1s os
limites de detec¢do minimo e maximo do anticorpo recombinante (809-VR) foram 0,78
a 50 ng/mL, as concentragdes de uso do anticorpo de captura (MAB809) foi de 2 pg/mL
e de detecgdo (BAF809) foi 50 ng/mL (R&D Systems, Inc., Minnesota, EUA). Para
ICAM-1s os limites de detec¢gdo minimo e maximo do anticorpo recombinante (ADP4)
foram 0,19 a 12,5 ng/mL, as concentragdes de uso do anticorpo de captura (MAB720)
foi de 4 pyg/mL e de deteccédo (BAF720) foi 50 pg/mL (R&D Systems, Inc., Minnesota,
EUA). A leitura das absorbéancias foi realizada no leitor Tecan Infinite® 200 PRO
(Tecan Group Ltda., Mannedorf, Switzerland) em 450 nm e filtro de referéncia de 570
nm (STINGHEN, 2009). Foram realizados trés experimentos em triplicata para cada

quimiocina e molécula de adeséo testada.

4.7 AMOSTRAS DE ARTERIAS DE RECEPTORES E DOADORES

Outro grupo de pacientes foram incluidos para avaliar expressdes de proteinas de
jungao intercelular em tecido de artérias. Para isso, foram incluidos no estudo 13
pacientes em estagio 5 de DRC (receptores de transplante renal) e 10 pacientes sem
DRC (doadores de rim), utilizados como controles. Durante o transplante, segmentos
iliacos externos e artérias renais foram coletados de pacientes com DRC e controles,
respectivamente. Os critérios de exclusdo foram tabagismo, diabetes, doenca
inflamatdria sistémica e histéria ou sintomas de DCV antes do transplante. Os
pacientes incluidos no estudo assinaram Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) (APENDICE ).
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4.8 ENSAIO DE IMUNOMARCACAO PARA DETECCAO DE VE-CADERINA E ZO-1
EM ARTERIAS ILIACAS E RENAIS

Durante o transplante, segmentos iliacos externos e artérias renais foram coletados
de 5 pacientes com DRC e 13 doadores (controles) e imediatamente fixados em 5 mL
de formalina a 10%. Ap6s 12 h, os espécimes foram embebidos em parafina e secgbes
de 5 ym foram preparadas (GUILGEN et al., 2011). Para a imunohistoquimica, foi
realizada desparafinagcdo do material com xilol a temperatura ambiente (19-23°C),
alcool etilico absoluto, alcool etilico a 80% e bloqueio da peroxidase endégena com
H202 a 5% (diluido em metanol). Para a recuperacéo do antigeno, as laminas foram
imersas em Imuno Retriver (Dako, Califérnia, EUA) a 99°C por 25 min. Em seguida, os
segmentos foram deixados para resfriar a temperatura ambiente (19-23°C). As laminas
foram entdo lavadas em agua destilada e deixadas em tampao TBS-Tris (pH 7,3),
evitando-se a secagem da amostra. A imunomarcag¢ao da VE-caderina e ZO-1 foi
detectada através do kit Reveal Polyvalent HRP-DAB Detection System (Spring
Bioscience, Califérnia, EUA). Os anticorpos primarios foram diluidos da seguinte
forma: Mouse Anti-Human VE-Cadherin Monoclonal (MAB9381) (R&D Systems, Inc.,
Minnesota, EUA) a 2,5 pg/mL (R&D Systems, Inc., Minnesota, EUA) e Rabbit Anti ZO-
1 (Mid) (40-2200) (Invitrogen, Califérnia, EUA) a 2,0 ug/mL, incubados em camara
umida (2-8°C) por 12 h. As laminas foram lavadas em TBS (Tris buffered saline) pH
7,3 e mantidas durante 15 min. As amostras foram lavadas novamente e incubadas
com Spring Reveal Complement (anticorpo secundario anti-camundongo) (Spring
Bioscience, Califérnia, EUA) por 10 min em temperatura ambiente (19-23°C) e Spring
Reveal Conjugate (anticorpo secundario anti-coelho conjugado a HRP) (Spring
Bioscience, Califérnia, EUA) por 15 min em temperatura ambiente (19-23°C). A reacao
foi desenvolvida com 3,3'-diaminobenzidina (DAB), até o aparecimento da coloragao
marrom. As amostras foram lavadas rapidamente em agua destilada e contrastadas
com hematoxilina por 5 min, com posterior lavagem em agua por 5 min. Em seguida,
foram desidratadas com alcool etilico absoluto 96°GL e diafanizadas com xilol. Como

controle, o anticorpo primario foi omitido, resultando em coloragédo negativa. As
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imagens foram capturadas por um microscopio Axio Imager Z2 (Carl Zeiss, Jena,
EUA).

ESTUDOS IN VITRO

Preparo das toxinas (PCS, IS e Pi)

Ensaio de viabilidade celular (MTT)

Ensaio de permeabilidade celular

Analise da morfologia celular (MEV)

Deteccao de F-actina, VE-caderina e ZO-1 por fluorescéncia

In vitro

Avaliacao da expressao génica de VE-caderina, p120, B-catenina,
vinculina e ZO-1

Avaliacao da expressao de VE-caderinae ZO-1 por Western Blot

Avaliagao da expressao de VE-caderina e ZO-1 por Citometria de
Fluxo

4.9 PREPARO DAS TOXINAS UREMICAS

Para sintetizar a toxina PCS, p-cresol (PC) foi sulfatado e caracterizado por High
performance liquid chromatography (HPLC) de acordo com NEUBERG &
FEIGENBAUM (1941), modificado (FAVRETTO et al., 2017). O IS e Pi foram obtidos
comercialmente (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), sendo o Pi proveniente do fosfato de
s6édio monobasico anidro (NaH2PO4) a 20 mM. Para o tratamento das células, PCS e

IS foram diluidos em Phosphate Saline Buffer (PBS), de modo que as concentragdes



40

utilizadas foram: concentragdes normais (PCSn: 2,87 mg/L e ISn: 0,6 mg/L),
concentragdes minima urémica (PCSu: 15,60 mg/L e ISu: 53 mg/L ) e maxima urémica
(PCSm: 47,20 mg/L e ISm: 236 mg/L), de acordo com o European Uremic Toxin
(EuToX, http://eutoxdb.odeesoft.com/index.php). O Pi foi diluido em PBS a 3 mM (Pi3)
e 4 mM (Pi4) (SIX et al., 2012).

4.10 CULTIVO CELULAR

Como modelo experimental foi utilizado a linhagem de células endoteliais humanas
EA.hy926 (ATCC CRL 2922, Virginia, EUA) (EDGELL; MCDONALD; GRAHAM, 1983)
cultivadas com meio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Gibco, Grand
Island, EUA), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco, Grand Island,
EUA) e 1% da solugao de penicilina/estreptomicina (10 mg/mL) (Gibco, Grand Island,
EUA). As células foram mantidas em cultivo a 37°C e 5% de CO:2 até confluéncia.
Posteriormente as células foram tratadas com as toxinas urémicas (PCS, IS e Pi) nas
concentragdes previamente descritas como normal (n), urémica (u) e maxima urémica
(m) e Pi 3 e 4 mM (Pi4). Além disso, a fim de mimetizar o mesmo ambiente encontrado
em pacientes com DRC, foram adicionados no meio de cultura 10% dos pools
urémicos (Gl, Gll e GllI).

4.11 ENSAIO DA VIABILIDADE CELULAR

Para analise de viabilidade celular foram plaqueadas 10.000 células/pogco em placa de
96 pocgos. As células foram mantidas em cultura com o meio DMEM (Gibco, Grand
Island, EUA), 10% SFB (Gibco, Grand Island, EUA) e antimicrobianos (1% da solu¢ao
de penicilina (10000 IU/mL) e estreptomicina (10 mg/mL) (Gibco, Grand Island, EUA)
a 37°C e 5% de COz2, até atingirem 90% de confluéncia. As células foram incubadas
com PCS, IS e Pi nas concentragdes acima descritas por 24 h. Apds esse periodo, foi
acrescentado ao cultivo uma solugao a 5 mg/mL de 3-(4,5-dimethylthiazol, 2-yl)-2,5-
diphenyl-212 tetrazolium bromide (MTT) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) por mais 3 h

para a incorporacdo do sal e consequente formacédo dos cristais de formazan.
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Posteriormente, todo o meio foi retirado e os cristais foram solubilizados em
Dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA). A absorbancia foi lida a 570
nm no leitor de microplaca Bio-Rad 680 (Bio-Rad, California, EUA) (MOSMANN, 1983).

Foram realizados trés experimentos independentes em triplicata (n = 9).

4.12 ENSAIO DE PERMEABILIDADE CELULAR

Foram plagqueadas 200.000 células por po¢co em placa de 24 pogos com 100 uL de
meio de cultura DMEM (Gibco, Grand Island, EUA) suplementado com 10% SFB na
parte superior do franswell (insert) Codigo #3413 (Corning Incorporated, Nova lorque,
EUA) e 600 uL na parte inferior. A placa com os inserts foi mantida a 37°C por
aproximadamente 72 h, até a confluéncia. Posteriormente as células foram tratadas
com meio DMEM suplementado com 10% SFB (usado como controle negativo),
PCSm, ISm, Pi3 e pools urémicos (Gl, Il e lll 10%) por 24 h. Apds, os tratamentos
foram retirados e as células foram lavadas com meio de cultura Minimum Essential
Medium Eagle (MEM) sem vermelho de fenol (Gibco, Grand Island, EUA), retirando
toda a cor do meio de tratamento a fim de nao interferir com a fluorescéncia.
Posteriormente, na parte superior dos inserts foi adicionado 100 uL de solugéo de
FITC-Dextran (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) (2,5 mg/mL) e em cada pogo 250 uL de
PBS. A placa entdo foi mantida por 20 min a temperatura ambiente (19-23°C), na
auséncia de luz. Para a leitura de fluorescéncia, foram transferidos 150 uL de FITC-
Dextran (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), que supostamente passou pela monocamada
de células, para uma microplaca de 96 pocos escura/preta. A leitura foi realizada no
Tecan Infinite® 200 PRO (Tecan Group Ltda., Mannedorf, Switzerland) em 485 nm de
excitacdo e 535 nm de emissao e os dados analisados em Tecan i-control software
Version 1.5.14.0 (Tecan Group Ltda., Mannedorf, Switzerland) (MA; WANG, 2008). As
membranas dos inserts foram coradas com cristal violeta por 15 min para posterior
visualizagdo por microscopia de luz (40X). Foram realizados trés experimentos

independentes em quadruplicata (n = 12).
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413 ANALISE MORFOLOGICA E ULTRAESTRUTURAL - MICROSCOPIA
ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

Com a finalidade de verificar possiveis alteragbes morfologicas e ultra estruturais
induzidas pela exposicao das células endoteliais as toxinas PCS, IS, Pi e aos pools
urémicos (Gl, Il e lll), foi empregado a microscopia eletrénica de varredura (MEV).
Foram plaqueadas 100.000 células em laminulas circulares (13 mm de didmetro), em
placas de 24 pocos e mantidas em cultura por 24 h. Posteriormente foram tratadas
com as PCS, IS, Pi nas concentragdes maximas urémicas (PCSm, ISm, Pi3) e pools
urémicos (Gl, Il e lll) por 24 h. O meio foi removido e as células foram lavadas 2 vezes
com tampao salino fosfato (PBS), fixadas com Solugéo de Karnovski (glutaraldeido
2%, paraformaldeido (PFA) 4%, CaClz 0,1M, pH 7,4) por 1 h. Posteriormente foram
lavadas em tampao cacodilato de sédio 0,1M, pH 7,4, pés-fixadas com tetroxido de
o6smio 1% (diluido em tamp&o cacodilato de sodio 0,1M, pH 7,4) por 1 h. Apds a
fixagdo, as células foram novamente lavadas em tampéao cacodilato de sodio 0,1M e
desidratadas por concentragdes crescentes de etanol (30%, 50%, 70%, 90% e duas
vezes com 100%), por um periodo de 10 min em cada concentracdo. A seguir, as
células foram submetidas ao ponto critico no aparelho CPD 010 (Critical Point Dryer)
030-Balzers, metalizadas com ouro no aparelho (SCD 030-Balzers) e analisadas no
microscopio eletrénico de varredura (Tescan-Vega3-LMU-Scanning electron
microscope, Kohoutovice, Czech Republic) no Centro de Microscopia Eletronica da
Universidade Federal do Parana (UFPR) (GUIMARAES et al., 2009). As imagens
foram capturadas nos aumentos de 1.000X, 3.000X, 6.000X e 15.000X. Foram

realizados trés experimentos independentes em duplicata (n = 6).

4.14 ENSAIO DE FLUORESCENCIA PARA DETECCAO DE MICROFILAMENTOS
DE F-ACTINA

Foram plaqueadas 100.000 células sobre laminulas circulares de 13 mm de didmetro
em placas de 24 pocos. Em seguida essas células foram tratadas com PCS, IS, Pi nas
concentragdes maximas urémicas (PCSm, ISm, Pi3) e pools urémicos (Gl, Il e lll) por
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24 h. Posteriormente, o meio foi removido e as células foram lavadas 2 vezes com
PBS, fixadas com paraformaldeido (PFA) 2% por 20 min, lavadas 2X com PBS e
mantidas a 4°C até posterior utilizacdo. Para detec¢cdo dos microfilamentos de F-
actina, as células foram incubadas por 30 min com sondas ActinGreen ReadyProbes
(Invitrogen, Califérnia, EUA) e DAPI (Invitrogen, Massachusetts, EUA). As laminulas
foram seladas com esmalte incolor isento de formol e observadas em microscopio de
fluorescéncia confocal Nikon A1RSIMP+ (Nikon Instruments, Téquio, Jap&o). Foram

realizados dois experimentos independentes em duplicata (n = 4).

4.15 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA DE VE-CADERINA, ZO-1, P120, B-
CATENINA E VINCULINA

O RNA total foi isolado das células lisadas por Trizol (Invitrogen, California, EUA),
como previamente descrito (CHOMCZYNSKI; SACCHI, 1987). A pureza e a
concentragcao do RNA foram verificadas pela raz&o da absorbancia mensurada a 260
nm e 280 nm no espectrofotbmetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific,
Massachusetts, EUA). A integridade do RNA foi analisada por eletroforese em gel de
agarose. As moléculas de RNAm foram convertidas em DNA complementar (cDNA),
utilizando o Kit High Capacity RNA-to-cDNA (Applied Biosystems, Califérnia, EUA) e
1000 ng do RNA total da amostra. O cDNA foi submetido a analise por RT-PCR para
verificar a presenca ou auséncia da expressao do gene e posteriormente a RT-gPCR
para obtencao da quantificagdo mais precisa de genes alvos. Para a RT-PCR, o cDNA
foi amplificado com o uso de oligonucleotideos iniciadores especificos para os genes
alvos utilizando o kit de PCR Taq Polymerase Recombinant (Invitrogen, Califérnia,
EUA). O produto da PCR foi amplificado em gel de poliacrilamida 8% e corado com
nitrato de prata. Para a RT-qPCR, o cDNA foi amplificado com oligonucleotideos
iniciadores especificos utilizando o EvaGreen Master Mix S (Applied Biological
Materials, Richmond, Canada) no termociclador Rotor-Gene 6000 (Corbett
Research Inc., Mortlake NSW, Australia). A expressao relativa dos genes foi analisada
por meio do método 222CT seguindo parametros anteriormente preconizados
(BUSTIN et al., 2009; HUGGETT et al., 2013). A sequéncia dos oligonucleotideos
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iniciadores dos genes alvos e do gene normalizador Hypoxanthine
Phosphoribosyltransferase (HPRT) estao descritos na TABELA 1 (CHENG; CHANG;
LEUNG, 2013; FIGUEIRA et al., 2009; KONDAPALLI; FLOZAK; ALBUQUERQUE,
2004; MAYANAGI et al., 2008; STEIN et al., 2011; STEWART et al., 2012). Foram

realizados quatro experimentos independentes em duplicata (n = 8).

TABELA 1 - SEQUENCIA DOS OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES

Genes alvos Iniciadores Amplicon
. 5-CAGCCCAAAGTGTGTGAGAA-3 (F)
VE-cadherin 5-CGGTCAAACTGCCCATACTT-3' (R) 185pb
701 5-GCGGTCAGAGCCTTCTGATC-3 (F) 12200
5-CATGCTTTACAGGAGTTGAGACAG-3’ (R)
120 5-GATGCTGTCAAGTCCAATGCAG-3' (F) 10108
P 5-AGTACTGGGATGCCCTTGAGC-3’ (R) P
8-catonin 5-GTGCTATCTGTCTGCTCTAGTA-3 (F) 154 pb
5-CTTCCTGTTTAGTTGCAGCATC-3’ (R)

Vil 5 -TCAGATGAGGTGACTCGGTTGG-3 (F) 1090
5-GGGTGCTTATGGTTGGGATTCG-3' (R)
5-GAACGTCTTGCTCGAGATGTGA-3' (F)

HPRT 5-TCCAGCAGGTCAGCAAAGAAT-3 (R) 101 pb

F: forward; R: reverse. Gene normalizador: HPRT 101 pb.

4.16 IMUNOMARCACOES POR WESTERN BLOT PARA DETECCAO DE VE-
CADERINA E Z0O-1

As células foram cultivadas em frascos de cultivo T75 a 37°C e 5% CO:2 e tratadas
durante 24 h com PCS e IS nas concentra¢des urémicas maximas, Pi a 3 mM e pools
urémicos (Gl, Gll e Glll). Em seguida as células foram lavadas com PBS gelado (4°C)
e lisadas em 100 uL de tampao RIPA (20 mM Tris-HCI pH 7,5, 150 mM NacCl, 1 mM
Naz EDTA, 1 mM EGTA, 2,5 mM pirofosfato de sodio, 1 mM b-glicerofosfato, 1 mM
Naz2PO4, 1% de NP-40, 1% de desoxicolato de sédio e leupeptina a 1 pg/mL). Os
lisados celulares foram centrifugados durante 30 min a 14.000 g e os sobrenadantes
foram recolhidos. Para a quantificacéo de proteinas foi realizado o protocolo BioRad
Assay para microplacas de 96 wells. A leitura foi realizada a 595 nm no leitor de
microplaca BioRad 680 (BioRad, Califérnia, EUA). Aproximadamente 30 ug de

proteinas celulares totais foram diluidas em tampao de amostra redutor (Tris-HCI 0,3
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M pH 6,8, 50% v/v de glicerol, 10% m/v de SDS e 5% v/v de 2-mercaptoetanol) e
sepadas em gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de soédio a 10%, transferidas
eletroforeticamente para membranas de PVDF (Polyvinylidene difluoride) (Invitrogen,
Califérnia, EUA). As membranas foram bloqueadas com caseina 3% e 0.3% de Tween
20 (East Yorkshire, Inglaterra) diluido em PBS por 1 h a temperatura ambiente (19-
23°C). Ap6s a lavagem com TBST, as membranas foram incubadas por 12 h a 4°C em
agitagdo suave com anticorpo Mouse Anti-Human VE-Cadherin Monoclonal
(MAB9381) (R&D Systems, Inc., Minnesota, EUA) diluido a 1,0 yg/mL em solucao de
bloqueio (caseina 0,3%) ou Rabbit Anti ZO-1 (Mid) (40-2200) (Invitrogen, Califérnia,
EUA) diluido a 2,0 pyg/mL em solugéo de bloqueio (caseina 0.3%). Os anticorpos
primarios foram detectados utilizando-se os anticorpos secundarios marcados com
peroxidase (HRP) conjugados com anti-mouse IgG (0,01 mg/mL) e anti-rabbit IgG (0,8
mg/mL), respectivamente (Thermo Fisher Scientific, MA, EUA), incubados a
temperatura ambiente por 2 h e visualizados por quimiluminescéncia ECL (GE Health
care Life Sciences do Brasil Ltda, S&o Paulo). A intensidade das bandas foi analisada
utilizando o Software Image Studio Lite (Lincoln EUA), versédo 5.0. Foram realizados

quatro experimentos em duplicata (n = 8).

4.17 ENSAIO DE IMUNOFLUORESCENCIA PARA IMUNOMARCAGCAO DE VE-
CADERINA E Z0O-1

Foram plaqueadas 100.000 células sobre laminulas circulares de 13 mm de didmetro
em placas de 24 pocos. Em seguida essas células foram tratadas com PCS, IS, Pinas
concentragdes maximas urémicas (PCSm, ISm), Pi a 3 mM e pools urémicos (Gl, Il e
[Il) por 24 h. Posteriormente, o meio foi removido e as células foram lavadas 2 vezes
com PBS, fixadas com paraformaldeido (PFA) 2% por 20 min e mantidas a 4-8°C até
posterior utilizagdo. As células foram entdo incubadas com PBS contendo glicina 0,1%
(para bloquear os radicais aldeidicos) por 1 minuto e incubadas com PBS + BSA 1%
+ saponina 0,01% por 1 hora a temperatura ambiente (19-23°C). Posteriormente as
células foram incubadas com anticorpo Mouse Anti-Human VE-Cadherin Monoclonal
(MAB9381) (R&D Systems, Inc., Minnesota, EUA) diluido a 0,5 ug/mL em PBS + BSA
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1% + saponina 0,01% por 12 h. As laminulas foram entdo lavadas novamente com
PBS por 2 vezes e procedeu-se a incubagdo com anticorpo NorthernLights™
557conjugated Anti-Mouse 1gG Secondary (vermelho; NLOO7) (R&D Systems, Inc.,
Minnesota, EUA) diluido com PBS a 1 mg/mL ao abrigo da luz. Outras células foram
incubadas com anticorpo Rabbit Anti ZO-1 (Mid) (40-2200) (Invitrogen, Califérnia,
EUA) diluido a 2,5 pg/mL em PBS + BSA 1% + saponina 0,01% por 12 h. As laminulas
foram entéo lavadas novamente com PBS por 2 vezes e procedeu-se a incubagdo com
anticorpo Alexa Fluor 488 (verde; A-21206) (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,
EUA) diluido com PBS a 1 mg/mL ao abrigo da luz. As células foram lavadas 3 vezes
com PBS e as laminulas foram entdo montadas em laminas histolégicas, com
Fluoromount G com DAPI (3 ng/mL-4’,6-diamidino-2-fenilindole, dihidrocloride) (Life
Technologies, Carlsbad, Califérnia, EUA), o que evidencia o nucleo da célula em azul.
As laminulas foram seladas com esmalte incolor isento de formol e observadas em
microscopio de fluorescéncia confocal Nikon A1RSiIMP+ (Nikon Instruments, Toquio,

Japao). Foram realizados trés experimentos independentes em duplicata (n = 6).

4.18 ENSAIO DE IMUNODETECGCAO POR CITOMETRIA DE FLUXO (FACS) PARA
VE-CADERINA E ZO-1

As células foram tratadas em frascos de cultivo T75 e desprendidas dos frascos com
EDTA 2 Mm, com o auxilio de scraper. Foram contadas aproximadamente 1.000.000
de células por microtubo e fixadas com PFA 2% por 20 min. Foram realizadas
imunomarcagdes de VE-caderina ou ZO-1 conforme descrito acima no ensaio de
imunofluorescéncia. As amostras foram lidas em citdbmetro de fluxo BD FACSCalibur
(BD Biosciences, Califérnia, EUA), utilizando o software CellQuest (BD Biosciences,
Califérnia, EUA) e os lasers e canais de detecgédo apropriados para cada fluoréforo.
No citdmetro foram adquiridos 20.000 eventos de cada amostra e os dados foram
analisados utilizando o programa Flowing Software 2. Foram realizados trés

experimentos independentes em duplicata (n = 6).
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4.19 ANALISE ESTATISTICA

Para calculo amostral primeiramente foi realizado o teste de normalidade (Shapiro-
Wilk). Os dados foram analisados pelos testes t de Student ou Anova para os dados
parameétricos e dos testes de Mann-Whitney ou Anova on Rank’s para os dados nao
parameétricos. A diferenga entre os grupos foi considerada significativa quando P<0,05.
Os valores foram expressos com as médias e + erro padréao da média (EPM). Os dados
foram analisados com auxilio do pacote estatistico GraphPad Prism 6.01 (GraphPad,
San Diego, EUA).
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERISTICAS CLINICAS E BIOQUIMICAS DA POPULACAO ESTUDADA
A TFG (CKD-EPI) média da populagdo estudada (n = 80) foi de 44,47

mL/min/1,73m? (variando de 7,20 a 157,30 mL/min/1,73m?). As caracteristicas clinicas

e bioquimicas da populagao estudada estdo descritas abaixo na TABELA 2.

TABELA 2 — CARACTERISTICAS CLINICAS E BIOQUIMICAS DA POPULAGAO ESTUDADA

Parametros analisados

Pacientes (n) 80

Fatores de risco tradicionais
Média de idade + EPM, anos 62,7+1,3
Género, masculino, % 61,0
Raca, caucasianos, % 86,0
Tabagismo, % 440
Etilismo, % 20,0
Diabetes mellitus, % 450
Hipertensao arterial, % 91,0
Dislipidemia, % 56,0
DCV, % 450

Caracterizacao bioquimica
Acido Urico, mg/dL 7.0
Albumina, g/dL 42
Calcio, mg/dL 8,6
Creatinina, mg/dL 2,3
Glicose, mg/dL 116,0
PCR-US, mg/L 6,2
Potassio, mmol/L 50
Sédio, mmol/L 141,0
Ureia, mg/dL 77,0
PCS (mg/L) 20,5
IS (mg/L) 46
Pi (mg/dL) 4.4

DCV: Doenga Cardiovascular; PCR-US: Proteina C reativa de ultrassensivel; PCS: p-cresil sulfato; IS:
indoxil sulfato; Pi: fosfato inorganico.

Os pacientes foram classificados em estagios 1, 2, 3a, 3b, 4 e 5 da DRC, de
acordo com suas respectivas TFG (KDIGO), para confecgdo dos pools urémicos e
caracterizagcao clinica e bioquimica. Dos 80 pacientes, 8,75 % (n = 7) foram
classificados como DCR leve (estagio 1), 52,50 % (n = 42) em DRC moderada (estagio

2e3)e 38,75 % (n =31) em DRC severa (estagio 4 e 5). A maior parte dos tabagistas
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(46,2%) e etilistas (60%) eram pacientes com DRC em estagios severos (estagios 4 e
5), classificados como Glll (DRC severa). Em relagéo a Diabetes mellitus, 47% foram
classificados como Glll, 20,6% como GII (DRC moderada) e 32,4 como Gl (DRC leve).
Em relagéo a hipertensao arterial, 39,7% foram classificados como GlllI, 34,9% como
Gll e 25,4% como Gl. Os niveis séricos de acido urico, creatinina, PCR-US e ureia
foram mais elevados nos pacientes com DRC em estagios severos (estagios 4 e 5),
classificados como Glll. Os niveis séricos das toxinas urémicas PCS, IS e Pi foram
mais elevados nos pacientes com DRC em estagios severos (estagios 4 e 5),
classificados como GlII: PCS (33,9 mg/L), IS (9,6 mg/L) e Pi (5,0 mg/L) (TABELA 3).

TABELA 3 - CARACTERIZACAO CLINICA E BIOQUIMICA DOS POOLS UREMICOS

Gl(n=7) Gl (n = 42) Glil (n = 31)

FELEEES CIUEL RS DRC leve DRC moderada DRC severa

Fatores de riscotradicionais

Tabagismo, % 52,0 36,0 45,0
Alcoolismo, % 22,0 12,0 26,0
Diabetes mellitus, % 43,0 32,0 58,0
Hipertens&o arterial, % 78,0 100,0 94,0
Dislipidemia, % 57,0 56,0 58,0
DCV, % 43,0 36,0 55,0
Caracterizac&o Bioguimica
Acido urico (mg/dL) 6,1 7.0 7,7
Albumina (g/dL) 45 42 4,0
Calcio (mg/dL) 97 7.7 8,6
Creatinina (mg/dL) 1,0 1,6 3,7
Glicose (mg/dL) 1371 95,3 120,8
PCR-US (mg/L) 5,1 59 7.4
Potassio (mmol/L) 5,0 5,0 5,0
Saédio (mmol/L) 141,0 142,0 139,0
Ureia (mg/dL) 42,3 63,9 114,0
Toxinas urémicas
PCS (mg/L) 11,1 15,4 339
IS (mg/L) 1,5 21 9,6
Pi (mg/dL) 4.1 41 5,0

DCV: Doenga Cardiovascular; PCR-US: Proteina C reativa ultrassensivel; PCS: p-cresil sulfato; IS:
indoxil sulfato; Pi: fosfato inorgéanico.

Do total de pacientes, 84% faziam uso continuo de anti-hipertensivos, 44% de
anticoagulantes, 55% de diuréticos, 40% de antidiabéticos, 49% de estatinas e apenas
6% de quelantes de fosfato. A distribuicdo do uso de medicamentos por grupo esta

descrita na TABELA 4.
TABELA 4 - USO CONTINUO DE MEDICAMENTOS DE ACORDO COM OS GRUPOS UREMICOS
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Parametros analisados Gl(n=7) Gl (n = 42) Glll (n=31)
DRC leve DRC moderada DRC severa
Medicacéao
Bloqueadores alfa-adrenérgicos, % 4,3 3,8 25,8
Bloqueadores beta-adrenérgicos, % 30,4 53,8 48,4
Inibidores da ECA, % 39,1 38,56 452
Bloqueadores de canais de calcio, % 17.4 231 38,7
Bloqueadores do receptor da angiotensina, % 26,1 38,5 32,3
Anticoagulantes, % 39,1 42,3 48,4
Diureticos, % 30,4 61,5 67,7
Antidiabéticos, % 43,5 30,8 452
Inibidores da HMG-CoA redutase, % 47,8 46,2 516
Quelantes de fosfato, % 0,0 0,0 16,1

ECA: enzima conversora da angiotensina; HMG-CoA redutase: 3-hidroxi-3-methyl-glutaril-CoA

redutase.

Foram realizadas as dosagens dos biomarcadores de inflamacéo (MCP-1, IL-8,
VCAM-1s, ICAM-1s e PCR-US) no soro dos pacientes por ELISA. Houve correlagao
significativa ente MCP-1 vs VCAM-1s (P<0,01; p = 0,277), MCP-1 vs TFG (P<0,001; p
=-0,289) e VCAM-1s vs TFG (P<0,0001; p = -0,414) (TABELA 5).

TABELA 5 — CORRELACAO DE QUIMIOCINAS (MCP-1 E IL-8), MOLECULAS DE ADESAO
SOLUVEIS (ICAM-1s E VCAM-1s) e PCR-US

MCP-1 IL-8 ICAM-1s VCAM-1s PCR-US
o] P o] P o] P o] P o] P

MCP-1 - NS NS 0,28 <0,01 NS

IL-8 NS - NS NS NS

ICAM-1s NS NS - 0,54 <0,01 NS
VCAM-1s 0,28 <0,01 NS 0,54 <0,01 - NS

PCR-US NS NS NS NS -

TFG -0,29  <0,001 NS NS -0,41 <0,0001 -0,29 <0,01

NS: nao significativo; MCP-1: monocyte chemotactic protein-1; IL-8: interleukin-8; VCAM-1s: vascular
cell adhesion protein-1 soluvel, ICAM-1s: intercellular adhesion molecule 1 soluvel; PCR-US: proteina
C reativa ultrassensivel; TFG: taxa de filtracdo glomerular.
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5.2 DISTRIBUICAO DOS NIVEIS SERICOS DE TOXINAS UREMICAS E
CORRELACAO COM A TFG

Foram realizadas as dosagens das toxinas PCS e IS por HPLC e Pi por método
colorimétrico. Houve correlagao significativa entre a TFG com PCS (P<0,0001; p = -
05934), TFG com IS (P<0,0001; p = -0,6994) e TFG com Pi (P<0,001; p = -0,3675)
(FIGURA 4).
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FIGURA 4 — DISTRIBUICAO DOS NIVEIS SERICOS DAS TOXINAS E CORRELACAO COM A TFG
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NOTA - Distribuicio das concentracdoes de PCS, IS e Pi em relagdo aos estagios da DRC e
correlagdo de PCS, IS e Pi com as TFG. A. Box plots demonstrando distribuigcdo de niveis séricos de
PCS de acordo com os estagios de DRC. B. Relagao entre niveis séricos de PCS e TFG em pacientes
com DRC (P<0,0001; p = -0,5984). C. Box plots demonstrando distribuicdo de niveis séricos de IS de
acordo com os estagios de DRC. D. Relagao entre niveis séricos de PCS e TFG em pacientes com
DRC (P<0,0001; p =-06994). E. Box plots demonstrando distribuicdo de niveis séricos de Pi de acordo
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com os estagios de DRC. F. Relagéo entre niveis séricos de Pi e TFG em pacientes com DRC (P<
0,001; p =-0,3675).

5.3 AVALIACAO DA EXPRESSAO DE VE-CADERINA E ZO-1 EM ARTERIAS
ILIACAS E RENAIS

As proteinas VE-caderina e ZO-1 foram imunomarcadas nas artérias dos doadores
(controle) e receptores. Nas artérias de doadores foi observado um endotélio integro
e continuo, com forte marcacdo para VE-caderina e ZO-1. Por outro lado, foi
observado nas artérias de pacientes receptores (DRC em estagios severos), falhas no

endotélio, caracteristicas de lesdo endotelial e dano estrutural (FIGURA 5).

FIGURA 5 — EXPRESSAO DE VE-CADERINA E ZO-1 EM ARTERIAS ILIACAS E RENAIS

Marcacao de VE-caderina

Doador |-

Receptor

NOTA - Expressao da VE-caderina em artérias iliacas e renais. Artéria de doador (A e B) e receptor
(C e D). A ponta da seta indica monocamada inteira de células endoteliais e a seta preta indica falhas
na monocamada endotelial. A e C - aumento de 20X e B e D - aumento de 40X.
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Marcacio de Z0-1

Doador |

Receptor

NOTA - Expressao de ZO-1 em artérias iliacas e renais. Artéria de doador (E e F) e receptor (G e H).
A ponta da seta indica monocamada inteira de células endoteliais e a seta preta indica falhas na
monocamada endotelial. E e G - aumento de 20X e F e H - aumento de 40X.

ESTUDO IN VITRO

5.4 VIABILIDADE CELULAR

A viabilidade celular das células endoteliais foi avaliada apds tratamento com as
toxinas urémicas PCS e IS concentragdes normais, urémicas e maxima urémica e Pi
2 mM, 3 mM e 4 mM. Para tanto, as células foram tratadas com MTT por 24 h a 37°C,
sendo a leitura da absorbancia determinada a 570 nm. A viabilidade das células
tratadas somente com o meio de cultura (controle) foi considerada como 100%. Houve
diminui¢cdo da viabilidade celular de modo significativo somente nas células tratadas
PCS e IS nas concentragdes maximas urémicas e com Pi 4mM (P<0,0001) em relagéo
ao controle (FIGURA 6). Nado houve diminuicdo da viabilidade celular de modo
significativo nas células tratadas com os pools urémicos (Gl, Il e lll) em relagdo ao

controle.
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FIGURA 6 — EFEITO DAS TOXINAS UREMICAS PCS, IS E Pi NA VIABILIDADE CELULAR
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NOTA - Andlise da viabilidade celular apos tratamento com PCS, IS e Pi. PCSn, ISn: concentragdes
normais; PCSu, ISu: concentra¢cdes minimas urémicas; PCSm, ISm: concentracées maximas urémicas
e Pi2 mM, 3 mM e 4 mM. ****P<0,0001 controle vs PCSm; controle vs ISm e controle vs Pi4.

5.5 PERMEABILIDADE CELULAR

A permeabilidade celular foi avaliada apods tratamento das células com as
toxinas nas suas concentragbes maximas urémicas (PCSm, ISm), com Pi3 e pools
urémicos (Gl, Il e Il). A quantidade de FITC que transpassou a membrana do transwell
€ diretamente proporcional ao aumento dos espacos intercelulares, ou seja, da
permeabilidade celular. A membrana do transwell foi corada com cristal violeta e
observada por microscopia de luz, para avaliar os espacos intercelulares. Houve um
aumento significativo da permeabilidade celular das células tratadas com Pi3 (P<0,05),
Gl (P<0,01) e Gll e Ill (P<0,001), em relagao ao controle (células tratadas somente
com o meio de cultura), porém nao houve correlagao significativa no tratamento com
PCSm e ISm (FIGURA 7).
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FIGURA 7 — EFEITO DAS TOXINAS UREMICAS E POOLS UREMICOS NA PERMEABILIDADE
CELULAR
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NOTA - Efeito das toxinas urémicas (PCS, IS e Pi) e pools urémicos na permeabilidade celular.
Controle: células tratadas somente com o meio de cultura. *P<0,05 controle vs. Pi; **P<0,01 controle
vs. Gl; ***P<0,001 controle vs. Gll e GlII.

5.6 ANALISE MORFOLOGICA E ULTRAESTRUTURAL POR MEV

As células controle e expostas aos diferentes tratamentos (PCSm, ISm e Pi3) e
pools urémicos (Gl, Il e Ill) foram fixadas, desidratadas, submetidas ao ponto critico e
metalizagao, para posterior analise por MEV (FIGURA 8). Nas imagens 8A, 8B, 8C e
8D observa-se um padrao morfoldgico e ultra estrutural de células endoteliais humanas
mantidas somente com meio de cultura, as quais foram utilizadas como controle. Foi
avaliado na imagem panoramica (imagem 8A) que essas células apresentam
diferentes padrdes morfoldgicos, estando em confluéncia. As células encontram-se
espraiadas e aderidas ao substrato, respeitam a inibicdo de contato, formando uma
monocamada, caracteristica de endotélio. Observam-se ainda, poucas células
arredondadas e material particulado por sob o cultivo celular, semelhantes a debris

celulares. Em maior magnitude (imagens 8B, 8C e 8D) observa-se que essas células
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mantém contato intimo de ades&o intercelular e emitem prolongamentos membranares
de percepgao, caracteristicos de filopddios. Na superficie do corpo celular, observa-se
material particulado semelhante a produtos de secregdo, bem como debris celulares.
No controle positivo (imagens 8E, 8F, 8G e 8H) células tratadas com DMSO 4% as
células se mantiveram aderidas ao substrato, em menor numero, estando
subconfluentes. Ainda, as células apresentaram comprometimento de sua integridade
morfolégica, com nitidas perfuracdes e rompimentos de sua membrana plasmatica.
Observa-se ainda, nas imagens de maior magnitude, perfuragdes nesta membrana,
bem como inumeros debris celulares na superficie do corpo celular e substrato. Estas
células perdem a capacidade de se manter em monocamada, diminuem seu grau de
espraiamento celular e adesdo ao substrato (laminula), apresentando morfologias
distintas de uma célula endotelial. O DMSO induziu danos morfolégicos e ultra
estruturais, com perda de viabilidade celular, caracteristicas de células inviaveis.

Nas imagens 8, 8J, 8K e 8L observam-se células expostas ao PCSm. Na
imagem de menor magnitude (imagem 8l) hd um maior numero de células
arredondadas e algumas destas, quando espraiadas, parecem diminuir o tamanho do
corpo celular. As células apresentam-se aderidas e espraiadas sob o substrato,
mantendo as areas de confluéncia celular. Nas imagens de maior magnitude (imagens
8J, 8K e 8L), observam-se alguns pontos em que as células perderam coesividade
(adesdo intercelular). E possivel observar debris celulares e projegbes membranares.
Na imagem 8K, observa-se detalhe da area de confluéncia celular, em que um grupo
de células mantém inibicdo de contato, adesao intercelular. Morfologicamente estas
células mantiveram padrao semelhante ao do controle e somente algumas células
apresentaram perda de adeséo intercelular.

Nas imagens 8M, 8N, 80 e 8P observam-se células expostas ao ISm. Na
imagem panoramica, observa-se de forma evidente, um maior espagamento entre as
células, com poucas areas de confluéncia celular. Algumas dessas células mudaram
seu padrao morfolégico e passaram a apresentar uma morfologia de células
alongadas, com longas expansoes afiladas do corpo celular. Esta populagao de células
apresenta-se menos aderidas ao substrato, sdo células que nitidamente perderam a

capacidade de espraiamento celular. Além disso, ha um maior numero de células
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arredondadas, isoladas ou mantendo adesao celular, caracteristica de células em
proliferacdo ou mecanismo de morte. Um terceiro padrdao morfolégico de células
aderidas, espraiadas, mantendo adeséo intercelular semelhante ao padréo descrito
para células controle, também pode ser observado, em menor numero. Nas imagens
de maior magnitude (imagens 8N, 80 e 8P), fica evidente os achados descritos na
imagem panoramica (imagem 8M), com células arredondadas, perda de adesividade
intercelular e células alongadas. Observou-se ainda, maior numero de expansdes de
percepgao bordeando todo o corpo celular, os filopddios. Na imagem O, observam-se
células com menor expansao do corpo celular, com caracteristica de perda de adesao
intercelular, material particulado e também vesicular. Na imagem 8P, observa-se
comprometimento de membrana plasmatica, com perfuragdes.

Nas imagens 8Q, 8R, 8S e 8T observam-se células expostas ao Pi3. Percebe-
se que ha uma populagdo de células que perderam a capacidade de adesédo e
espraiamento celular, mantendo-se arredondadas, sugerindo sofrimento celular. Além
disso, observam-se células com menor tamanho, com morfologia alongada, emitindo
expansodes afiladas do corpo celular, perda de adesividade ao substrato, bem como
adesao intercelular. Em maior magnitude, nas imagens 8R, 8S e 8T, observa-se que
mesmo as células mais aderidas e espraiadas ao substrato, as que se mantem mais
justapostas, perderam a adesdo intercelular. Estas células emitiram projegdes
membranares por sob o cultivo e sob o corpo celular, com debris celulares e material
particulado, com menor adeséo intercelular guando comparadas ao controle.

Dentre as trés toxinas testadas, o Pi foi a toxina que induziu maior perda de
adeséo intercelular e alteragdo do padrédo morfolégico e ultra estrutural das células.
As células expostas ao Gl, nas imagens 8U, 8V, 8W e 8X, apresentaram padrao
morfoldgico e ultra estrutural muito semelhante ao controle (imagem 8A). Sao células
aderidas, espraiadas, estdo em confluéncia, formando uma monocamada, mantendo
inibicdo de contato. Nas imagens de maior magnitude (imagens 8V, 8W e 8X), elas
mantiveram coesao intercelular. Observou-se ainda um grupo de células alongadas
(afiladas). Somente quando comparadas ao controle, e fica nitido um maior numero de

células arredondadas.
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As imagens 8Y, 8Z, 8AA e 8AB correspondem a células expostas ao Gll e as
imagens 8AC, 8AD, 8AE e 8AF correspondem a células expostas ao Glll. Foi possivel
observar que ambos os tratamentos induziram um padrédo morfolégico distinto do
controle, apresentando caracteristicas semelhantes entre si, além de um menor
numero de células, sendo a maioria destas arredondadas e menos espraiadas ao
substrato, ou seja, estdo somente adsorvidas a este. As células estavam
subconfluentes, a parte central do corpo manteve intimo contato com o substrato, mas
a borda do corpo celular perdeu adeséo a este (adsorgéo). Sao células que estavam
migrando e se desprendendo do substrato. Morfologicamente, foram observadas
células com caracteristicas de citotoxicidade, especialmente para o Glll, mantendo
poucas areas de contato intercelular. Essas células, pela morfologia e ultraestrutura,

provavelmente estdo com perda de viabilidade celular e em sofrimento.
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FIGURA 8 — ANALISE MORFOLOGICA E ULTRAESTRUTURAL DAS JUNGOES INTERCELULARES
EM CELULAS ENDOTELIAIS HUMANAS APOS TRATAMENTO COM TOXINAS UREMICAS E
POOLS UREMICOS
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Gl
Esta cabeca de seta identifica um padrao morfolégico de células em confluéncia
Esta seta identifica células espraiadas e aderidas ao substrato, formando uma monocamada
Esta seta identifica células arredondadas
Esta cabeca de seta indica material particulado, semelhantes a debris celulares
Esta seta indica adesao intercelular
Esta cabeca de seta identifica prolongamentos membranares de percepcéo (filopodios)
Esta seta identifica menor numero de células (subconfluentes)
Esta seta identifica perfuragbes e rompimentos da membrana plasmatica

Esta seta identifica células perdendo coesividade (adesao intercelular)

Esta seta identifica células afiladas (mais alongadas)

NOTA - Analise morfolégica e ultraestrutural por MEV de células endoteliais humanas. A, B, C e
D - Controle (células tratadas comente com o meio de cultura). E, F, G e H - Células tratadas com
DMSO 4%. |, J, K e L - células tratadas com PCSm. M, N, O e P - Células tratadas com ISm. Q, R, S
e T - Células tratadas com Pi3. U, V, W e X - Células tratadas com Gl. Y, Z, AA e AB - Células tratadas
com GIl. AC, AD, AE e AF - Células tratadas com GlII. A, E, I, M, Q, U, Y e AC - aumento de 1.000X.
B,F,J,N,R,V, Z AD - aumento de 3.000X. C, G, K, O, S, W, AA e AE - aumento de 6.000X. D, H, L,
P, T, X, AB e AF - aumento de 15.000X.
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5.7 EXPRESSAO DE MICROFILAMENTOS DE F-ACTINA

Na FIGURA 9 empregou-se a microscopia confocal a laser para deteccao de
microfilamentos de actina, onde observa-se o nucleo corado com DAPI (azul) e
microfilamentos de actina evidenciados pela presenga de uma sonda faloidina (verde)
em todas as imagens. Na imagem 9A, nas células controle (mantidas somente em
meio de cultura) justapostas e nucleo central, além de microfilamentos formando fibras
de estresse por todo a extensdo do corpo celular. Pode-se observar ainda que ha uma
grande quantidade de células mantendo padrédo de organizacdo com adeséao
intercelular. Na imagem 9B, as células foram tratadas com PCSm. Observa-se o
mesmo padrdo apresentado para as células controle (imagem 9A), com células
aderidas, espraiadas, em confluéncia e justapostas, com nucleo central, e com
organizagao do citoesqueleto de actina, mantendo adesao intercelular. Na imagem 9C,
células tratadas com ISm, pode-se observar células menos justapostas, havendo
maior espaco intercelular, onde as células estdo mais alongadas, com maior expansao
do comprimento do corpo celular. A propor¢ao entre nucleo e citoplasma esta diferente
quando comparado ao controle (imagem 9A). Esse tratamento organiza os
microfilamentos de actina em maior comprimento e extensao, tornando as células mais
alongadas ou afiladas, emitindo proje¢des irregulares do corpo celular. A imagem 9D
evidencia células expostas ao Pim, onde ha um menor numero de células, com menor
expansao do corpo celular, menos justapostas, com morfologias distintas,
caracteristico de células em sofrimento. Um padrdo semelhante pode ser observado
apos tratamento das células com o Glll (imagem 9G). As imagens 9E e 9F evidenciam
células tratadas com os Gl e Gll, respectivamente, onde ambas apresentam padrao
morfolégico semelhantes entre si, onde observa-se as células parcialmente
confluentes, sem uma intima justaposicdo, e apresentam morfologias distintas,
estando aderidas e espraiadas por sob o substrato. As imagens 9D e 9G (Pim e Glll,
respectivamente), foram os tratamentos que evidenciaram maior comprometimento no

grau de adesao, com espraiamento e justaposi¢cao das células.
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FIGURA 9 — MARCAGAO DE F-ACTINA EM CELULAS ENDOTELIAIS

Controle PCSm 1Sm Pi3

Gl Gl Glll

Ndcleo marcado com DAPI (azul)
Marcagao de microfilamentos de F-actina (verde)
Adesao intercelular

Células com baixa adeséao intercelular

—
e
™ Células aderidas, espraiadas, com organizagdo
PF Baixo numero de células, com menores expansdes do corpo celular

NOTA - Analise da expressao de F-actina por marcacdo de sonda. Células controle (somente
tratadas com meio de cultura) (A), PCSm (B), ISm (C), Pi3 (D), GI (E), GlI (F) e Glll (G) por 24 h. Todas
as imagens estdo no aumento de 60X.

5.8 EXPRESSAO GENICA DE VE-CADERINA, ZO-1, P120, B-CATENINA E
VINCULINA

Apods extracdo do RNA total e analise da sua concentracao e pureza, o RNA foi
convertido a cDNA, o qual foi submetido a RT-PCR e posteriormente ao RT-gPCR,
juntamente com os oligonucleotideos iniciadores, utilizando o HPRT como gene
normalizador.

Na expressao génica de VE-caderina, houve diferenca significativa (P<0,01) em

células tratadas com as toxinas ISm, Pi3 e com os pools urémicos (Gl, Il e lll) quando
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comparados ao controle. Nao houve diferenga significativa nas células tratadas com
PCSm (FIGURA 10).

FIGURA 10 - EFEITO DAS TOXINAS E POOLS UREMICOS NA EXPRESSAO GENICA DE VE-

CADERINA
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NOTA - Expressao génica de VE-caderina. Foi utilizado o gene HPRT como normalizador. A
expressdo relativa dos genes foi analisada por meio do método 2-22CT. Controle: células tratadas
somente com o meio de cultura. **P<0,01 controle vs ISm, Pi3, GI, Gll e GlII.

Na expressdo génica de ZO-1, houve diferenca significativa (P<0,01) nas
células tratadas com as toxinas PCSm, ISm e com os pools urémicos (Gl, Il e Ill)
quando comparados ao controle. Nao houve diferenga significativa nas células
tratadas com Pi3 (FIGURA 11).
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FIGURA 11 - EFEITO DAS TOXINAS E POOLS UREMICOS NA EXPRESSAO GENICA DE ZO-1
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NOTA — Expressado génica de ZO-1. Foi utilizado o gene HPRT como normalizador. A expressao
relativa dos genes foi analisada por meio do método 2-22CT. Controle: células tratadas somente com o
meio de cultura. **P<0,01 controle vs PCSm, ISm, GlI, Gll e GlII.

Na expressao génica de p120, houve diferenga significativa nas células tratadas
com as toxinas PCSm e Pi3 (P<0,01) e ISm (P<0,05) quando comparados ao controle.
N&o houve diferenca significativa nas células tratadas com os pools urémicos (G, Il e
1) (FIGURA 12).
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FIGURA 12 - EFEITO DAS TOXINAS E POOLS UREMICOS NA EXPRESSAO GENICA DE P120

2,0
©
s
5
)
0810 —— "
ug -
n o
8 ok 1
n— T sk
o I

0,0

Controle  PCSm ISm Pi3 Gl Gll Glll
Tratamentos

NOTA — Expressdo génica de p120. Foi utilizado o gene HPRT como normalizador. A expressao
relativa dos genes foi analisada por meio do método 2-22CT, Controle: células tratadas somente com
meio de cultura. *P<0,05 controle vs ISm; **P<0,01 controle vs PCSm e Pi3.

Na expressao génica de B-catenina, ndo houve diferenga com nenhum dos

tratamentos empregados em relagao ao controle (FIGURA 13).

FIGURA 13 - EFEITO DAS TOXINAS E POOLS UREMICOS NA EXPRESSAO GENICA DE -
CATENINA
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NOTA - Expresséao génica de 3-catenina. Foi utilizado o gene HPRT como normalizador. A expressao
relativa dos genes foi analisada por meio do método 2-22CT, Controle: células tratadas somente com
meio de cultura. Ndo houve diferenga significativa em relagdo ao controle.

Na expressao génica de vinculina, houve diferenga significativa (P<0,01)

somente nas células tratadas com ISm (FIGURA 14).
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FIGURA 14 - EFEITO DAS TOXINAS E POOLS UREMICOS NA EXPRESSAO GENICA DE
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NOTA - Expressao génica de vinculina. Foi utilizado o gene HPRT como normalizador. A expressao
relativa dos genes foi analisada por meio do método 2-22CT, Controle: células tratadas somente com
meio de cultura. *P<0,05 controle vs ISm; **P<0,01 controle vs PCSm e Pi3.

5.9 EXPRESSAO DA PROTEINA VE-CADERINA

Para estudar o papel do ambiente urémico na ruptura de AJ, as células
endoteliais foram tratadas com toxinas em concentragbées maximas urémicas (PCSm
e ISm), Pi a 3 mM e 10% de pools urémicos (Gl, Gll e Glll). Houve diminuicdo

significativa na expressao de células tratadas com Pi, Gll e GlII (P<0,05) (FIGURA 15).
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FIGURA 15 — EXPRESSAO DA PROTEINA VE-CADERINA
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NOTA — Expressao da proteina VE-caderina. A intensidade de marcacéao da banda foi avaliada por
western blot e quantificada por Software Image Studio Lite 5.0. Foi utilizado como controle a proteina
actina. Foram realizados 3 experimentos independentes; *P<0,05.

5.10 EXPRESSAO DA PROTEINA ZO-1

Para estudar o papel do ambiente urémico na expressao da proteina ZO-1, as
células endoteliais foram tratadas com toxinas em concentragcdes maximas urémicas
(PCSm e ISm), Pi a 3 mM e pools urémicos a 10% (Gl, Gll e Glll). A expressao da
proteina ZO-1 diminuiu significativamente (P<0,05) em células tratadas com Pi3, Gll e
GllI (P<0,05) (FIGURA 16), diferente da expressao génica, sugerindo uma regulagao

pos-transcricional de ZO-1.
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FIGURA 16 - EXPRESSAO DA PROTEINA ZO-1
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NOTA - Expressao da proteina ZO-1. A intensidade de marcagéao da banda foi avaliada por western
blot e quantificada por Software Image Studio Lite 5.0. Foi utilizado como controle a proteina actina.
Foram realizados 3 experimentos independentes; *P<0,05.

5.11 EXPRESSAO DE VE-CADERINA E ZO-1 POR FACS

Apos tratadas e fixadas, as células endoteliais foram submetidas a
imunomarcagao para VE-caderina e ZO-1. Essa marcacgéo foi mensurada por FACS
(Fluorescence activated cell sorter). A intensidade de marcagao de VE-caderina e ZO-
1 foi reduzida somente nas células tratadas com Pi3 e com os pools urémicos (Gl, GlI
e Glll) (FIGURA 17).
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FIGURA 17 - EXPRESSAO DE VE-CADERINA E ZO-1 POR FACS
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NOTA - Imunomarcacgao de células endoteliais humanas tratadas com as toxinas urémicas (PCS,
IS e Pi) e pools urémicos, para detecgao de VE-caderina e ZO-1. Células imunomarcadas para VE-
caderina (A) ou ZO-1 (B). A intensidade de fluorescéncia foi avaliada por FACS e quantificada utilizando
o software Flowing 2. Os pontos representam a intensidade de fluorescéncia mediana (MFI) em
comparagdo com cada controle experimental (linhas tracejadas). As barras representam a média de
todos os valores para cada grupo. Foram realizados 3 experimentos independentes.
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5.12 IMUNOMARCAGCAO DE VE-CADERINA EM CELULAS ENDOTELIAIS

Na FIGURA 18 empregou-se microscopia confocal a laser para detecc¢ao da VE-
caderina. Pode-se observar nucleo corado com DAPI (azul) e VE-caderina (vermelho)
em todas as imagens. Na imagem 18A (células controles mantidas somente com o
meio de cultura), observa-se grande quantidade de células em confluéncia, nucleo
central e evidente. O padrao de marcagao apresentado em algumas areas apresenta-
se de forma pontual (clusters) e um predominio de marcacao na superficie celular no
limite entre adesao célula-célula, indicando padrdo de marcacgao caracteristico de
complexo juncional, havendo uma maior marcagdo nas areas de confluéncia. O
mesmo padréo de marcagéo observado no controle, foi observado nas células tratadas
com ISm (imagem 18C), da mesma forma a marcagéo apresenta-se mais intensa nas
areas de confluéncia celular. A imagem 18B, células tratadas com PCSm, também
evidencia marcacgao positiva para VE-caderina, com padrao de marcagcao em clusters.
Pode-se concluir que nas células controle, bem como nas tratadas com PCSm e ISm
observam-se um grande numero de células em confluéncia, semelhantes ao controle.
Na imagem 18D, células tratadas com Pi, observa-se nitidamente um menor numero
de células por campo, inexisténcia de confluéncia celular, nicleos de menor tamanho
(picnadticos), com caracteristicas de células em sofrimento, marcagao reduzida para
VE-caderina e quando presente, somente em areas restritas (clusters). Nas imagens
18E, 18F e 18G, observam-se células tratadas com Gl, Gll e Glll respectivamente, vé-
se um padrao de marcag¢ao semelhantes entre si, na forma de clusters, lembrando o
mesmo padrao de marcacgao das células tratadas com PCSm. O tratamento com Pi foi
0 que mais induziu sofrimento e lesdo celular, levando a formacdo de nucleos

picnoticos, menor numero de células e reduzida marcacéo pontual para VE-caderina.
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FIGURA 18 — EXPRESSAO POR IMUNOMARCAGAO DE VE-CADERINA EM CELULAS
ENDOTELIAIS
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| 3l Nucleo marcado com DAPI (azul)
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b Marcagéo em clusters
Marcagédo do complexo juncional
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NOTA - Andlise da expressido de VE-caderina por imunofluorescéncia. Células controle (tratadas
com meio de cultura somente) (A), PCSm (B), ISm (C), Pi3 (D), GI (E), GlI (F) and GllII (G) por 24 h.
Todas as imagens estdo no aumento de 60X.

5.13 IMUNOMARCAGAOQ DE ZO-1 EM CELULAS ENDOTELIAIS

Na FIGURA 19 empregou-se microscopia confocal a laser para detecg¢ao de
Z0-1. Pode-se observar nucleo corado com DAPI (azul) e ZO-1 com anticorpo anti-
Z0-1 (verde). Nas imagens 19A (células controles) e 19C (ISm), observa-se
semelhanga no padrdo e na quantidade de marcacao para ZO-1. Na imagem 19B,
células expostas ao PCSm, o padrdo apresenta-se semelhante ao controle, porém

com maior intensidade de marcacao. O padrao de marcacgéao para células tratadas com
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PCSm e ISm quando comparado ao do controle, apresenta predominio de padréo de
marcacao de superficie em algumas areas de forma mais agregadas (clusters). A
diminuigdo da marcagao esta evidente nos tratamentos com Pi3 (imagem 19D) para
os tratamentos com os pools Gl (imagem 19E), Gll (imagem 19F), GllI (imagem 19G),
sendo semelhantes entre si. Observa-se nessa imagem que o tratamento com PCSm,
seguido do ISm e posteriormente o controle parecem demonstrar maior intensidade de

marcacgao de Z0O-1, quando comparados com os demais tratamentos.

FIGURA 19 — EXPRESSAO POR IMUNOMARCAGAO DE ZO-1 EM CELULAS ENDOTELIAIS

Controle PCSm 1Sm Pi3

€] Gl Glll

A\ S Nucleo marcado com DAPI (azul)
Ladl Marcacido de ZO-1 (verde)

smmd Varcacdo na superficie celular
b Marcagédo em clusters

f:> Diminuigao da marcagao de ZO-1

NOTA - Analise da expressao de ZO-1 por imunofluorescéncia. Células controle (somente tratadas
com meio de cultura) (A), PCSm (B), ISm (C), Pi3 (D), Gl (E), GllI (F) e Glll (G) por 24 h. Todas as
imagens estdo no aumento de 60X.
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6 DISCUSSAO

O impacto do ambiente urémico no endotélio sistémico esta intimamente
relacionado a disfungdo endotelial e ao aumento da permeabilidade vascular, o que
predispbe a doencgas cardiovasculares (CVD) em pacientes com DRC (AZNAR-
SALATTI et al., 1995; PANNIER et al., 2000; STINGHEN et al., 2009; VANHOLDER et
al., 2005). Os niveis séricos de biomarcadores inflamatorios estdo aumentados na
DRC mais avangada e estéo fortemente associados a inflamacgéao vascular, bem como
ao aumento da permeabilidade celular pela diminuicdo da expressao proteica das
jungdes intercelulares (LAMPUGNANI; DEJANA, 2007; PENG et al., 2012a, 2012b).
Para entender melhor esse mecanismo, avaliamos o papel de toxinas urémicas e soro
urémico na morfologia e fendtipo de células endoteliais, expressdes génicas e
proteicas que compdem as AJs (VE-caderina) e TJs (ZO-1).

A populacéo incluida neste estudo foi composta por 80 pacientes em diferentes
estagios da DRC, predominantemente idosos, homens e caucasianos, com
caracteristicas clinicas tipicas de DRC. Os niveis séricos de biomarcadores
inflamatorios sistémicos e vasculares encontrados, tais como PCR-US, MCP-1, IL-8,
ICAM-1s e VCAM-1s, estdo de acordo com estudos similares, que mostram que a
inflamacgao esta fortemente correlacionada com a DRC (HAUSER et al., 2010; MACIEL
et al., 2016a; STINGHEN et al., 2009). N6s observamos uma correlagao significativa
entre MCP-1, VCAM-1s e PCR-US com TFG e hipertensao, corroborando com estudos
prévios (AZNAR-SALATTI et al., 1995). De fato, esses biomarcadores vasculares e
inflamatérios, como PCR-US, MCP-1 e VCAM-1 sado altamente expressos em
pacientes com DRC, estando intimamente associados a disfungado endotelial e DCV,
(PAPAYIANNI et al., 2002; SELZMAN et al., 2002; STINGHEN et al., 2009) bem como
comprometimento da intima/média, recentemente demonstrado pelo nosso grupo
(GREGORIO et al., 2018; REMPEL et al., 2015; STINGHEN et al., 2009).

Corroborando com estudos prévios, nossos dados demonstraram niveis séricos
de PCS, IS e Pi mais elevados em pacientes com DRC severa em comparagao aos
estagios inicial e moderado da DRC (LIABEUF et al., 2010b). De fato, demonstrou-se
que niveis séricos elevados de PCS induzem a liberagao de microparticulas endoteliais

(MEIJERS et al.,, 2009b), ativagdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) por
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leucéceitos (SCHEPERS et al., 2007) e induz remodelamento vascular (GROSS et al.,
2015). PCS possui agdes pro-inflamatdrias e citotoxicas nas células epiteliais tubulares
proximais humanas (POVEDA et al., 2014) e promove resisténcia a insulina associada
a DRC (KOPPE et al., 2013). Estudos clinicos associados a altos niveis séricos de
PCS com nefropatia diabética e DCV (CHIU et al., 2010), além de PCS, tém sido
considerados preditores de mortalidade em pacientes em diferentes estagios da DRC
(BAMMENS et al., 2006; LIABEUF et al., 2010a). Da mesma forma, altos niveis séricos
de IS participam do processo de lesdo endotelial e desencadeiam a produgao de
moléculas pro-inflamatoérias e EROs, que por sua vez inibem o reparo endotelial (DOU
et al., 2004). Além disso, IS induz a contragao do citoesqueleto das células endoteliais
e diminui a expresséo de AJs (PENG et al., 2012a). Estudos demonstraram que IS &
progressivamente aumentado conforme a progressao da DRC (BARRETO et al., 2009)
e pode contribuir para a disfungao do endotélio cerebral em pacientes com DRC devido
ao aumento do estresse oxidativo (STINGHEN et al., 2014). Estudos in vivo também
mostraram que IS esta correlacionado com a disfungéo vascular associada a DRC
(SIX etal., 2015) e que promove a calcificagado adrtica em ratos hipertensos (ADIJIANG
et al., 2008), o que acelera a senescéncia celular (MUTELIEFU et al., 2012).

Por outro lado, embora tenhamos encontrado altos niveis séricos de Pi na DRC
severa, nao houve diferenca significativa entre os grupos urémicos. Uma explicagéo &
que a hiperfosfatemia é prevenida até os ultimos estagios da DRC pelo paratormdnio
(PTH) (COZZOLINO et al., 2009) e pelo fator de crescimento de fibroblastos 23 (FGF-
23) (WOLF, 2009), que por sua vez suprimem a reabsor¢cdo renal de fosfato e
aumentam a excrecdo renal de fosfato nesses pacientes (ROMAN-GARCIA;
CARRILLO-LOPEZ; CANNATA-ANDIA, 2009). A hiperfosfatemia na DRC apresenta
inumeros efeitos em sistemas biolégicos que resultam em calcificagado arterial
(DRUEKE; MASSY, 2012) e manutengao dos niveis séricos de Pi dentro dos limites
da normalidade, reduzindo o risco cardiovascular e a mortalidade (SHROFF, 2013). A
literatura confirma o envolvimento do Pi como elemento central na progresséo da DCV,
uma vez que o aumento dos niveis séricos de Pi esta correlacionado com risco
aumentado de hipertrofia ventricular esquerda e insuficiéncia cardiaca (CANCELA et

al., 2012; FOLEY et al., 2009). Além disso, mudangas nas concentragbes de Pi
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extracelular podem modular diretamente a fungao vascular e modular a resposta do
musculo liso (SIX et al., 2012).

Até onde sabemos, nosso estudo € o primeiro a avaliar o efeito de toxinas
urémicas e soro urémico nas jungdes celulares em células endoteliais umbilicais
humanas. As principais conclusdes do presente estudo sdo: (I) A uremia afeta a
adesao celular e perturba a homeostase do fendtipo das células endoteliais; (II) O
ambiente urémico modifica o citoesqueleto das células endoteliais e a expressao da
proteina F-actina; (lll) O ambiente urémico impacta a expressao da proteina de jungao
aderente VE-caderina, (IV) O ambiente urémico compromete a juncéo estreita e
modula diferentemente a expressao de genes e proteinas de ZO-1.

Como um teste preliminar, foi realizado um ensaio de permeabilidade celular
para avaliar o efeito das toxinas ou soros urémicos na monocamada de células
endoteliais. NOos demonstramos através do ensaio de permeabilidade que houve um
aumento significativo na permeabilidade celular, sugerindo ruptura de juncéo,
principalmente em células tratadas com Pi3 e pools urémicos em diferentes niveis de
uremia. Na verdade, o soro urémico pode perturbar mais intensamente as jung¢des
célula-célula, o que pode ser justificado pelo fato do soro urémico ser composto por
mais de 150 toxinas (EUTox, 2018), atuando em conjunto, muitas vezes
sinergicamente, o que danifica o endotélio sistémico e consequentemente aumenta a
intensidade do processo inflamatério (STINGHEN et al., 2014). De fato, PENG et al.
(2012) demostraram que apos o tratamento com IS, a permeabilidade das células
endoteliais pulmonares aumentou, através do remodelamento do citoesqueleto e da
contragao celular, o que resultou na ruptura das jungdes intercelulares (PENG et al.,
2012a). Corroborando nossos achados preliminares do teste de permeabilidade,
através da analise de MEV, foi possivel observar que soro urémico e altos niveis de Pi
causam alteragdes morfolégicas endoteliais graves, comprometendo o citoesqueleto
do endotélio, demonstrado pela imunomarcacao de F-actina. De fato, foi demonstrado
que a uremia desorganiza o citoesqueleto de plaquetas (ESCOLAR et al., 1993) e
modula o fendtipo de células da musculatura lisa da aorta (MADSEN et al., 2017;
MONROY et al., 2015). A fim de investigar in vivo o efeito da morfologia celular do

ambiente urémico na expressao de jungdes célula-célula (VE-caderina e ZO-1),
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realizamos um estudo utilizando doadores de artérias iliacas e renais (usados como
controles) e receptores de artérias, coletados durante o transplante renal. Um endotélio
intacto e continuo com VE-caderina e ZO-1 bem marcados foi observado nas artérias
doadoras. Ao contrario, nas artérias receptoras, foram observadas falhas na
monocamada do endotélio, caracteristicas de lesdo endotelial e dano estrutural. De
fato, a perda da integridade da barreira endotelial ocorre devido a ruptura das jungdes
intercelulares (BAZZONI, 2011; BAZZONI; DEJANA, 2004).

Neste cenario, investigamos a expressao génica de proteinas que compde as
AJs, como VE-caderina, p120, B-catenina e vinculina. Nossos dados demonstraram
uma diminuigao significativa na expressao do gene e proteina VE-caderina em células
tratadas com IS, Pi e soros urémicos, destacando a influéncia da toxicidade urémica
na juncdo aderente. Da mesma forma, estudos anteriores demonstraram que o
silenciamento da VE-caderina ou o bloqueio de seus anticorpos levam a perda da
integridade vascular (CROSBY et al., 2005). De fato, foi demonstrado que gene
knockout VE-caderina foi letal em embrides de camundongos devido a defeitos
angiogénicos relacionados a apoptose endotelial (CARMELIET et al., 1999). Os niveis
de VE-caderina também podem ser usados como um biomarcador de disfuncao
endotelial associada a doenca arterial coronariana, confirmando o envolvimento dessa
proteina com DCV (YAN et al., 2015). Além disso, modificagdes pos-traducionais
afetam a capacidade funcional da VE-caderina, que pode ser modulada por condicbes
patoldgicas. Entretanto, estudos demonstraram que VEGF, uma proteina associada a
biomarcadores inflamatérios em pacientes com DRC (YUAN et al., 2013) é capaz de
induzir a fosforilagdo da VE-caderina, o que leva a sua posterior endocitose e
degradacdo (GIANNOTTA; TRANI; DEJANA, 2013). Além disso, avaliamos a
expressao de outras proteinas envolvidas na jungao aderente, como p120, B-catenina
e vinculina. Contudo, nossos resultados demonstraram que a expressao destas
proteinas € afetada somente em células tratadas com as toxinas, mas néo na presenca
de soros urémicos, a nivel de expressao génica.

Z0-1, uma proteina TJs, € importante no processo de adesdo intercelular,
regulacao do citoesqueleto e angiogénese (FANNING et al., 1998; TORNAVACA et

al., 2015). Com base nisso, investigamos o efeito do ambiente urémico na expressao
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de ZO-1. Nossos dados demonstraram que a exposicao das células endoteliais
humanas a PCS, IS (nas concentragdes maximas urémicas) e ao soro urémico resulta
em um aumento significativo da expresséo do gene ZO-1. Por outro lado, a expressao
da proteina ZO-1 foi diminuida em células tratadas com Pl e soros urémicos. Esses
resultados estdo de acordo com estudos anteriores in vivo e in vitro que avaliaram os
danos a integridade da barreira intestinal em um modelo de DRC. Os mesmos autores
analisaram a expressdo de ZO-1 em colondcitos de ratos nefrectomizados e
observaram um aumento e uma diminuicdo nos niveis de mRNA e proteina,
respectivamente (VAZIRI et al., 2012a, 2013). Essa diferenga entre o gene ZO-1 e a
expressao proteica pode ser devido a mecanismos regulatérios pds-transcricionais ou
pos-traducionais. Da mesma forma, outros estudos (VAZIRI et al., 2012b; VAZIRI,
YUAN; NORRIS, 2013) demonstraram em colondcitos que a ureia e 0 soro urémico de
pacientes com DRC reduz significativamente a expressao proteica de ZO-1 e de outras
proteinas TJs, como as claudinas e ocludinas. Além disso, os autores (VAZIRI et al.,
2012b; VAZIRI; YUAN; NORRIS, 2013) também encontraram baixa resisténcia
transepitelial, 0 que comprova aumento da permeabilidade, corroborando com nossos
achados. Além disso, devido ao papel crucial da ZO-1 na composi¢ao das jungdes
intercelulares, ZO-1 possui fungdes reguladoras, incluindo associagdes com proteinas
nucleares. Segundo a literatura, as proteinas da familia ZO possuem dominios
necessarios para a organizagao estrutural das jungdes intercelulares e dominios
adicionais capazes de funcionar nas vias de transdugéo de sinal (UMEDA et al., 2006).
Portanto, o ambiente urémico poderia hipoteticamente afetar, ao menos em parte, a
capacidade funcional reguladora da ZO-1 (BAUER et al., 2010).

Em resumo, este estudo foi o primeiro a demonstrar in vivo e in vitro que a
uremia afeta severamente as jung¢des célula-célula do endotélio, e quanto mais
avancada a DRC, mais comprometimento endotelial. O impacto na expressdo das
proteinas das juncgdes celulares VE-caderina e ZO-1 € mais significativo nos estagios
moderado e grave da DRC e é distinto quando analisado apenas as toxinas urémicas
OuU 0S Soros urémicos, o que sugere diferentes mecanismos para cada toxina e/ou um
mecanismo sinérgico. In vitro, demonstramos que o gene da VE-caderina e a

expressao proteica estdo diminuidos na DRC mais avangada. Apesar da expressao
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do gene ZO-1 estar aumentada, os niveis de proteina ZO-1 foram diminuidos,
sugerindo uma possivel regulagdo poés-transcricional e um papel de ZO-1 como
regulador de outras proteinas de jungdes celulares. Reconhecemos que nosso estudo
tem algumas limitagdes e que mais trabalho sera necessario, como avaliar o efeito da
uremia na fosforilacdo da VE-caderina e sua internalizagao por endocitose, bem como
o envolvimento de p120, B-catenina e vinculina, além de elucidar a regulagdo dos
mecanismos da proteina ZO-1. Nosso estudo abre perspectivas para avaliar o
envolvimento de inumeras proteinas de jungdes intercelulares, a fim de elucidar melhor
a relacdo da uremia com as alteracbes da permeabilidade vascular e da lesao

endotelial.

7 CONCLUSOES

— As toxinas PCS, IS e Pi correlacionaram-se significativamente com a TFG, assim

como os biomarcadores inflamatorios MCP-1, VCAM-1 e PCR;

— O ambiente urémico impacta severamente a morfologia e fenétipo endotelial, sendo

este efeito mais significativo nos estagios mais avangados de DRC, o que foi

comprovado in vivo e in vitro através da imunomarcacdo de artérias e MEV

respectivamente;

— A uremia (representada por toxinas isoladas ou pools urémicos) altera

significativamente a viabilidade e permeabilidade vascular, e este mecanismo

patofisiolégico € distinto para cada toxina testada ou pools urémicos;

— A uremia diminui a expressao génica e proteica de VE-caderina, principalmente na

presencga de Pi e pools urémicos. Entretanto, embora a expressao génica de ZO-1 seja

aumentada, a expressdo proteica é diminuida, sugerindo uma regulacdo pos-

transcricional de ZO-1.

— Os estudos in vivo e in vitro, demonstraram que o rompimento e comprometimento
das juncgdes endoteliais iniciam-se a partir dos estagios moderado e severo da DRC, e
da mesma forma, este mecanismo é distinto quanto testado toxinas isoladas ou pools

urémicos.



80

REFERENCIAS

ADIJIANG, A. et al. Indoxyl sulphate promotes aortic calcification with expression of
osteoblast-specific  proteins in  hypertensive rats. Nephrology Dialysis
Transplantation, v. 23, n. 6, p. 1892-1901, 2008.

ANDERSON, J. M. et al. Characterization of ZO-1, a protein component of the tight
junction from mouse liver and Madin-Darby canine kidney cells. The Journal of cell
biology, v. 106, n. 4, p. 1141-1149, 1988.

AZNAR-SALATTI, J. et al. Uraemic medium causes endothelial cell dysfunction
characterized by an alteration of the properties of its subendothelial matrix.
Nephrology Dialysis Transplantation, v. 10, n. 12, p. 2199-2204, 1995.

BAMMENS, B. et al. Free serum concentrations of the protein-bound retention solute
p-cresol predict mortality in hemodialysis patients. Kidney International, v. 69, n. 6, p.
1081-1087, 2006.

BARRETO, F. C. et al. Serum Indoxyl Sulfate Is Associated with Vascular Disease and
Mortality in Chronic Kidney Disease Patients. Clin J Am Soc Nephrol, v. 4, n. 11, p.
1551-1558, 20009.

BATES, D. .; HARPER, S. . Regulation of vascular permeability by vascular endothelial
growth factors. Vascular Pharmacology, v. 39, n. 4-5, p. 225-237, 2002.

BAUER, H. et al. The dual role of zonula occludens (ZO) proteins. Journal of
Biomedicine and Biotechnology, 2010.

BAZZONI, G. Pathobiology of junctional adhesion molecules. Antioxidants & redox
signaling, v. 15, n. 5, p. 1221-1234, 2011.

BAZZONI, G.; DEJANA, E. Endothelial cell-to-cell junctions: molecular organization
and role in vascular homeostasis. Physiological reviews, v. 84, n. 3, p. 869-901,
2004.

BIRUKOVA, A. A. et al. Dual role of vinculin in barrier-disruptive and barrier-enhancing
endothelial cell responses. Cellular Signalling, v. 28, n. 6, p. 541-551, 2016.

BLOCK, G. A et al. Association of serum phosphorus and calcium x phosphate product
with mortality risk in chronic hemodialysis patients: a national study. American journal
of kidney diseases : the official journal of the National Kidney Foundation, v. 31,
n. 4, p. 607-617, 1998.

BODA-HEGGEMANN, J.; REGNIER-VIGOUROUX, A.; FRANKE, W. W. Beyond
vessels: Occurrence and regional clustering of vascular endothelial (VE-cadherin-
containing junctions in non-endothelial cells. Cell and Tissue Research, 2009.

BUSTIN, S. A. et al. The MIQE guidelines:Minimum Information for publication of
quantitative real-time PCR experiments. Clinical Chemistry, v. 55, n. 4, p. 611-622,
2009.

CAl, H.; HARRISON, D. G. Endothelial dysfunction in cardiovascular diseases: the role
of oxidant stress. Circulation research, v. 87, n. 10, p. 840-844, 2000.

CALAF, R. et al. Determination of uremic solutes in biological fluids of chronic kidney



81

disease patients by HPLC assay. Journal of Chromatography B: Analytical
Technologies in the Biomedical and Life Sciences, v. 879, n. 23, p. 2281-2286,
2011.

CAMPBELL, L. M.; MAXWELL, P. J.; WAUGH, D. J. J. Rationale and means to target
pro-inflammatory interleukin-8 (CXCL8) signaling in cancer. Pharmaceuticals, 2013.

CANCELA, A. L. et al. Phosphorus is associated with coronary artery disease in
patients with preserved renal function. PLoS ONE, v. 7, n. 5, 2012.

CARMELIET, P. et al. Targeted deficiency or cytosolic truncation of the VE-cadherin
gene in mice impairs VEGF-mediated endothelial survival and angiogenesis. Cell, v.
98, n. 2, p. 147-157, 1999.

CERUTTI, C.; RIDLEY, A. J. Endothelial cell-cell adhesion and signaling.
Experimental Cell Research, 2017.

CHENG, J. C.; CHANG, H. M.; LEUNG, P. C. K. Transforming growth factor-??1
inhibits trophoblast cell invasion by inducing snail-mediated down-regulation of
vascular endothelial-cadherin protein. Journal of Biological Chemistry, v. 288, n. 46,
p. 33181-33192, 2013.

CHIU, C.-A. et al. Increased levels of total P-Cresylsulphate and indoxyl sulphate are
associated with coronary artery disease in patients with diabetic nephropathy. The
review of diabetic studies: RDS, v. 7, n. 4, p. 275-84, 2010.

CHOMCZYNSKI, P.; SACCHI, N. Single-step method of RNA isolation by acid
guanidinum thiocyanate-phenol-chlotoform extraction. Analytical Biochemistry, v.
162, n. 1, p. 156-159, 1987.

CHRISSOBOLIS, S. et al. Oxidative stress and endothelial dysfunction in
cerebrovascular disease. Frontiers in bioscience: a journal and virtual library, v.
16, p. 1733-1745, 2011.

CORADA, M. et al. Vascular endothelial-cadherin is an important determinant of
microvascular integrity in vivo. Proceedings of the National Academy of Sciences
of the United States of America, v. 96, n. 17, p. 9815-20, 1999.

CORADA, M. et al. The Wnt/B-catenin pathway modulates vascular remodeling and
specification by upregulating Dll4/notch signaling. Developmental Cell, v. 18, n. 6, p.
938-949, 2010.

COZZOLINO, M. et al. Pathogenesis of secondary hyperparathyroidism. International
Journal of Artificial Organs, 2009.

CROSBY, C. V. et al. VE-cadherin is not required for the formation of nascent blood
vessels but acts to prevent their disassembly. Blood, v. 105, n. 7, p. 2771-2776, 2005.

DE LOOR, H. et al. Sodium octanoate to reverse indoxyl sulfate and p-cresyl sulfate
albumin binding in uremic and normal serum during sample preparation followed by
fluorescence liquid chromatography. Journal of Chromatography A, v. 1216, n. 22,
p. 4684—-4688, 2009.

DHINGRA, R. et al. Relations of serum phosphorus levels to echocardiographic left
ventricular mass and incidence of heart failure in the community. European Journal



82

of Heart Failure, v. 12, p. 812-818, 2010.

DI MARCO, G. S. et al. Increased inorganic phosphate induces human endothelial cell
apoptosis in vitro. American journal of physiology. Renal physiology, v. 294, n. 6,
p. F1381-7, 2008.

DI MARCO, G. S. et al. High phosphate directly affects endothelial function by
downregulating annexin Il. Kidney International, 2012.

DOU, L. et al. P-cresol, a uremic toxin, decreases endothelial cell response to
inflammatory cytokines. Kidney International, v. 62, p. 1999-2009, 2002.

DOU, L. et al. The uremic solutes p-cresol and indoxyl sulfate inhibit endothelial
proliferation and wound repair. Kidney International, v. 65, n. 2, p. 442—-451, 2004.

DRUEKE, T. B.; MASSY, Z. A. Phosphate Binders in CKD: Bad News or Good News?
Journal of the American Society of Nephrology, v. 23, n. 8, p. 1277-1280, 2012.

EDGELL, C. J.; MCDONALD, C. C.; GRAHAM, J. B. Permanent cell line expressing
human factor Vlll-related antigen established by hybridization. Proceedings of the
National Academy of Sciences, v. 80, n. 12, p. 3734-3737, 1983.

ESCOLAR, G. et al. Abnormal Cytoskeletal Assembly in Platelets from Uremic
Patients. The American journal of pathology, v. 143, n. 3, p. 823-31, 1993.

FANNING, A. S. et al. The tight junction protein ZO-1 establishes a link between the
transmembrane protein occludin and the actin cytoskeleton. Journal of Biological
Chemistry, v. 273, n. 45, p. 29745-29753, 1998.

FAVRETTO, G. et al. Role of Organic Anion Transporters in the Uptake of Protein-
bound Uremic Toxins by Human Endothelial Cells and MCP-1 expression. Journal of
Vascular Research, p. In press, 2017.

FEIGENBAUM, J.; NEUBERG, C. A. Simplified Method for the preparation of aromatic
sulfuric acid esters. Notes, v. 63, n. 1, p. 3529-3530, 1941.

FIGUEIRA, R. C. S. et al. Correlation between MMPs and their inhibitors in breast
cancer tumor tissue specimens and in cell lines with different metastatic potential. BMC
cancer, v. 9, p. 20, 2009.

FOLEY, R. N. etal. Serum Phosphorus Levels Associate with Coronary Atherosclerosis
in Young Adults. Journal of the American Society of Nephrology, v. 20, n. 2, p. 397—
404, 2009.

GIANNOTTA, M.; TRANI, M.; DEJANA, E. VE-cadherin and endothelial adherens
junctions: Active guardians of vascular integrity. Developmental Cell, 2013.

GOODENOUGH, D. A; GOLIGER, J. A; PAUL, D. L. Connexins, connexons, and
intercellular communication. Annual review of biochemistry, v. 65, p. 475-502, 1996.

GREGORIO, P. C. et al. Sevelamer reduces endothelial inflammatory response to
advanced glycation end products. Clinical kidney journal, v. 11, n. 1, p. 89-98, 2018.

GROSS, P. et al. Para-Cresyl Sulfate Acutely Impairs Vascular Reactivity and Induces
Vascular Remodeling. Journal of Cellular Physiology, n. April 2015, p. n/a-n/a, 2015.



83

GUILGEN, G. et al. Increased calcification and protein nitration in arteries of chronic
kidney disease patients. Blood Purification, v. 32, n. 4, p. 296-302, 2011.

GUIMARAES, F. S. F. et al. Stimulation of lymphocyte anti-melanoma activity by co-
cultured macrophages activated by complex homeopathic medication. BMC Cancer,
v. 9, p. 293, 2009.

HAN, H. et al. p-Cresyl Sulfate Aggravates Cardiac Dysfunction Associated With
Chronic Kidney Disease by Enhancing Apoptosis of Cardiomyocytes. Journal of the
American Heart Association, v. 4, p. e001852—-e001852, 2015.

HAUSER, A. B. et al. Sevelamer carbonate reduces inflammation and endotoxemia in
an animal model of uremia. Blood Purification, v. 30, n. 3, p. 153-158, 2010.

HELENA, M. et al. Hipertensao arterial : o endotélio e suas multiplas funcdes. Revista
Brasileira de Hipertensao, v. 8, n. 1, p. 76-88, 2001.

HUBBARD, A. K.; ROTHLEIN, R. Intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1)
expression and cell signaling cascadesFree Radical Biology and Medicine, 2000.

HUGGETT, J. F. et al. The digital MIQE guidelines: Minimum information for publication
of quantitative digital PCR experiments. Clinical Chemistry, v. 59, n. 6, p. 892-902,
2013.

HUO, Y.; HAFEZI-MOGHADAM, A.; LEY, K. Role of Vascular Cell Adhesion Molecule-
1 and Fibronectin Connecting Segment-1 in Monocyte Rolling and Adhesion on Early
Atherosclerotic Lesions. Circulation Research, v. 87, n. 2, p. 153-159, 2000.

HUVENEERS, S. et al. Vinculin associates with endothelial VE-cadherin junctions to
control force-dependent remodeling. Journal of Cell Biology, v. 196, n. 5, p. 641-652,
2012.

IKEDA, U. et al. Monocyte chemoattractant protein-1 and coronary artery disease.
Clinical cardiology, v. 25, n. 4, p. 143-7, 2002.

INKER, L. A. et al. KDOQI US commentary on the 2012 KDIGO clinical practice
guideline for the evaluation and management of CKD. American Journal of Kidney
Diseases, 2014.

ITOH, M. et al. Involvement of ZO-1 in cadherin-based cell adhesion through its direct
binding to alpha catenin and actin flaments. Journal of Cell Biology, v. 138, n. 1, p.
181-192, 1997.

JUNDI, K.; GREENE, C. M. Transcription of interleukin-8: How altered regulation can
affect cystic fibrosis lung disease. Biomolecules, 2015.

KALANTAR-ZADEH, K. et al. Understanding sources of dietary phosphorus in the
treatment of patients with chronic kidney disease. Clinical journal of the American
Society of Nephrology : CJASN, v. 5, n. 3, p. 519-530, 2010.

KATSUNO, T. et al. Deficiency of Zonula Occludens-1 Causes Embryonic Lethal
Phenotype Associated with Defected Yolk Sac Angiogenesis and Apoptosis of
Embryonic Cells. Molecular Biology of the Cell, v. 19, n. 6, p. 2465-2475, 2008.

KESTENBAUM, B. et al. Serum phosphate levels and mortality risk among people with



84

chronic kidney disease. Journal of the American Society of Nephrology : JASN, v.
16, p. 520-528, 2005.

KONDAPALLLI, J.; FLOZAK, A. S.; ALBUQUERQUE, M. L. C. Laminar Shear Stress
Differentially Modulates Gene Expression of p120 Catenin, Kaiso Transcription Factor,
and Vascular Endothelial Cadherin in Human Coronary Artery Endothelial Cells.
Journal of Biological Chemistry, v. 279, n. 12, p. 11417-11424, 2004.

KOPPE, L. et al. p-Cresyl Sulfate Promotes Insulin Resistance Associated with CKD.
Journal of the American Society of Nephrology, v. 24, n. 1, p. 88-99, 2013.

KOURTIDIS, A.; NGOK, S. P.; ANASTASIADIS, P. Z. P120 catenin: An essential
regulator of cadherin stability, adhesion-induced signaling, and cancer progression.
Progress in Molecular Biology and Translational Science, v. 116, p. 409-432,
2013.

LAMPUGNANI, M. G.; DEJANA, E. Adherens junctions in endothelial cells regulate
vessel maintenance and angiogenesis. Thrombosis Research, v. 120, 2007.

LEE, J. H.; LEE, J. Indole as an intercellular signal in microbial communities. FEMS
Microbiology Reviews, 2010.

LEE, W. et al. Indoxyl sulfate-induced oxidative stress, mitochondrial dysfunction, and
impaired biogenesis are partly protected by vitamin C and N-acetylcysteine. Scientific
World Journal, v. 2015, 2015.

LEVEY, A. S. et al. A new equation to estimate glomerular filtration rate. Annals of
internal medicine, v. 150, n. 9, p. 604-12, 2009.

LEVIN, A. et al. Prevalence of abnormal serum vitamin D, PTH, calcium, and
phosphorus in patients with chronic kidney disease: results of the study to evaluate
early kidney disease. Kidney international, v. 71, p. 31-38, 2007.

LIABEUF, S. et al. Free p-cresylsulphate is a predictor of mortality in patients at
different stages of chronic kidney disease. Nephrology Dialysis Transplantation, v.
25,n. 4, p. 1183-1191, 2010a.

LIABEUF, S. et al. Free p-cresylsulphate is a predictor of mortality in patients at
different stages of chronic kidney disease. Nephrology, dialysis, transplantation :
official publication of the European Dialysis and Transplant Association -
European Renal Association, v. 25, n. 4, p. 1183-91, Apr. 2010b.

MA, C.; WANG, X. F. In vitro assays for the extracellular matrix protein-regulated
extravasation process. Cold Spring Harbor Protocols, v. 3, n. 8, 2008.

MACIEL, R. A. et al. p-cresol but not p-cresyl sulfate stimulate MCP-1 production via
NF-kB p65 in human vascular smooth muscle cells. Jornal brasileiro de nefrologia:
’orgao oficial de Sociedades Brasileira e Latino-Americana de Nefrologia, v. 38,
n. 2, 2016a.

MACIEL, R. A. P. et al. p-cresol but not p-cresyl sulfate stimulate MCP-1 production via
NF-kB p65 in human vascular smooth muscle cells. Jornal Brasileiro de Nefrologia,
v. 38, n. 2, p. 1563-60, 2016b.

MADSEN, M. et al. Uremia modulates the phenotype of aortic smooth muscle cells.



85

Atherosclerosis, v. 257, p. 64-70, 2017.

MARTINQOVIC, I. et al. Elevated monocyte chemoattractant protein-1 serum levels in
patients at risk for coronary artery disease. Circulation journal : official journal of
the Japanese Circulation Society, v. 69, n. 12, p. 1484-9, 2005.

MARUI, N. et al. Vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) gene transcription and
expression are regulated through an antioxidant-sensitive mechanism in human
vascular endothelial cells. The Journal of clinical investigation, v. 92, n. 4, p. 1866—
74, 1993.

MAYANAGI, T. et al. Glucocorticoid receptor-mediated expression of caldesmon
regulates cell migration via the reorganization of the actin cytoskeleton. Journal of
Biological Chemistry, v. 283, n. 45, p. 31183-31196, 2008.

MEERT, N. et al. Novel method for simultaneous determination of p-cresylsulphate and
p-cresylglucuronide: clinical data and pathophysiological implications. Nephrology,
dialysis, transplantation: official publication of the European Dialysis and
Transplant Association - European Renal Association, v. 27, n. 6, p. 2388-96,
2012.

MEIJERS, B. K. I. et al. p-cresyl sulfate and indoxyl sulfate in hemodialysis patients.
Clinical Journal of the American Society of Nephrology, v. 4, p. 1932-1938, 2009a.

MEIJERS, B. K. I. et al. The uremic retention solute p-cresyl sulfate and markers of
endothelial damage. American journal of kidney diseases : the official journal of
the National Kidney Foundation, v. 54, n. 5, p. 891-901, Nov. 2009b.

MEIJERS, B. K. I.; EVENEPOEL, P. The gut-kidney axis: Indoxyl sulfate, p-cresyl
sulfate and CKD progression. Nephrology Dialysis Transplantation, 2011.

MELGAREJO, E. et al. Monocyte chemoattractant protein-1: A key mediator in
inflammatory processes. International Journal of Biochemistry and Cell Biology, v.
41, n. 5, p. 998-1001, 2009.

MONROY, M. A. et al. Chronic kidney disease alters vascular smooth muscle cell
phenotype. Front Biosci (Landmark Ed), v. 20, p. 784-795, 2015.

MOSMANN, T. Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival: application to
proliferation and cytotoxicity assays. Journal of immunological methods, v. 65, p.
55-63, 1983.

MOZAR, A. et al. Indoxyl sulphate inhibits osteoclast differentiation and function.
Nephrology Dialysis Transplantation, v. 27, n. 6, p. 2176-2181, 2012.

MUTELIEFU, G. et al. Indoxyl sulfate promotes vascular smooth muscle cell
senescence with upregulation of p53, p21, and prelamin A through oxidative stress.
AJP: Cell Physiology, v. 303, n. 2, p. C126-C134, 2012.

NITTA, T. et al. Size-selective loosening of the blood-brain barrier in claudin-5-deficient
mice. Journal of Cell Biology, v. 161, p. 653—660, 2003.

NIU, J. et al. Monocyte chemotactic protein (MCP)-1 promotes angiogenesis via a novel
transcription factor, MCP-1-induced protein (MCPIP). Journal of Biological
Chemistry, v. 283, n. 21, p. 14542-14551, 2008.



86

NIU, J.; KOLATTUKUDY, P. E. Role of MCP-1 in cardiovascular disease: molecular
mechanisms and clinical implications. Clinical Science, v. 117, n. 3, p. 95-109, 2009.

NIWA, T. Uremic toxicity of indoxyl sulfate. Nagoya journal of medical science, v. 72,
p. 1-11, 2010a.

NIWA, T. Indoxyl sulfate is a nephro-vascular toxin. Journal of renal nutrition : the
official journal of the Council on Renal Nutrition of the National Kidney
Foundation, v. 20, p. S2-S6, 2010b.

O’BRIEN, K. D. et al. Neovascular Expression of E-Selectin, Intercellular Adhesion
Molecule-1, and Vascular Cell Adhesion Molecule-1 in Human Atherosclerosis and
Their Relation to Intimal Leukocyte Content. Circulation, v. 93, n. 4, p. 672-682, 1996.

PANNIER, B. et al. Postischemic vasodilation, endothelial activation, and
cardiovascular remodeling in end-stage renal disease. Kidney International.
Anais.2000

PAPAYIANNI, A. et al. Circulating levels of ICAM-1, VCAM-1, and MCP-1 are
increased in haemodialysis patients: association with inflammation, dyslipidaemia, and
vascular events. Nephrol Dial Transplant, v. 17, n. 3, p. 435-441, 2002.

PAPAYIANNI, A.; ALEXOPOULQOS, E. Circulating levels of ICAM-1, VCAM-1, and
MCP-1 are increased in haemodialysis patients: association with inflammation,
dyslipidaemia, and vascular. Nephrology Dialysis, p. 435-441, 2002.

PENG, Y. SEN et al. Effects of indoxyl sulfate on adherens junctions of endothelial cells
and the underlying signaling mechanism. Journal of Cellular Biochemistry, v. 113,
n. 3, p. 1034-1043, 2012a.

PENG, Y. SEN et al. Uremic toxin p-cresol induces disassembly of gap junctions of
cardiomyocytes. Toxicology, v. 302, n. 1, p. 11-17, 2012b.

POKUTTA, S.; WEIS, W. I. Structure and Mechanism of Cadherins and Catenins in
Cell-Cell Contacts. Annual Review of Cell and Developmental Biology, v. 23, n. 1,
p. 237-261, 2007.

POVEDA, J. et al. p-Cresyl sulphate has pro-inflammatory and cytotoxic actions on
human proximal tubular epithelial cells. Nephrology, Dialysis, Transplantation, v. 29,
n. 1, p. 5664, 2014.

RAHABI-LAYACHI, H. et al. Distinct effects of inorganic phosphate on cell cycle and
apoptosis in human vascular smooth muscle cells. Journal of cellular physiology, n.
November 2013, p. 347-355, 2014.

REMPEL, L. C. T. et al. Effect of PKC-$ signaling pathway on expression of MCP-1
and VCAM-1 in different cell models in response to advanced glycation end products
(AGEs). Toxins, v. 7, n. 5, p. 1722-1737, 2015.

RIBEIRO, V. et al. Uremic serum inhibits in vitro expression of chemokine SDF-1:
impact of uremic toxicity on endothelial injury. Jornal Brasileiro de Nefrologia, v. 36,
n. 2, p. 123-131, 2014.

ROMAN-GARCIA, P.; CARRILLO-LOPEZ, N.; CANNATA-ANDIA, J. B. Pathogenesis



87

of bone and mineral related disorders in chronic kidney disease: Key role of
hyperphosphatemia. Journal of Renal Care, 2009.

SCHEPERS, E. et al. P-cresylsulphate, the main in vivo metabolite of p-cresol,
activates leucocyte free radical production. Nephrology, dialysis, transplantation :
official publication of the European Dialysis and Transplant Association -
European Renal Association, v. 22, n. 2, p. 592-6, Feb. 2007.

SCHULTE, D. et al. Stabilizing the VE-cadherin—catenin complex blocks leukocyte
extravasation and vascular permeability. The EMBO Journal, v. 30, n. 20, p. 4157-
4170, 2011.

SELZMAN, C. H. et al. Monocyte chemotactic protein-1 directly induces human
vascular smooth muscle proliferation. American journal of physiology. Heart and
circulatory physiology, v. 283, n. 4, p. H1455-61, Oct. 2002.

SESSO, R. C. et al. Brazilian Chronic Dialysis Survey 2016. Jornal Brasileiro de
Nefrologia, v. 39, n. 3, 2017.

SHIMIZU, H. et al. Indoxyl sulfate upregulates renal expression of ICAM-1 via
production of ROS and activation of NF-kB and p53 in proximal tubular cells. Life
Sciences, v. 92, n. 2, p. 143-148, 2013.

SHROFF, R. Phosphate is a vascular toxin. Pediatric Nephrology, 2013.

SIX, I. et al. Effects of phosphate on vascular function under normal conditions and
influence of the uraemic state. Cardiovascular Research, v. 96, n. 1, p. 130-139,
2012.

SIX, I. et al. Deleterious vascular effects of indoxyl sulfate and reversal by oral
adsorbent AST-120. Atherosclerosis, v. 243, n. 1, p. 248-256, 2015.

STAMATOVIC, S. M. Potential role of MCP-1 in endothelial cell tight junction "opening’:
signaling via Rho and Rho kinase. Journal of Cell Science, v. 116, n. 22, p. 4615—
4628, 2003.

STEIN, U. et al. Intervening in B-Catenin Signaling by Sulindac Inhibits S100A4-
Dependent Colon Cancer Metastasis. Neoplasia, v. 13, n. 2, p. 131-IN8, 2011.

STEVENSON, B. R. et al. Identification of ZO-1: A high molecular weight polypeptide
associated with the tight junction (Zonula Occludens) in a variety of epithelia. Journal
of Cell Biology, v. 103, n. 3, p. 755-766, 1986.

STEWART, C. E. et al. Evaluation of Differentiated Human Bronchial Epithelial Cell
Culture Systems for Asthma Research. Journal of Allergy, v. 2012, n. di, p. 1-11,
2012.

STINGHEN, A. et al. Differential Effects of Indoxyl Sulfate and Inorganic Phosphate in
a Murine Cerebral Endothelial Cell Line (bEnd.3). Toxins, v. 6, p. 1742-1760, 2014.

STINGHEN, A. E. M. et al. Increased plasma and endothelial cell expression of
chemokines and adhesion molecules in chronic kidney disease. Nephron - Clinical
Practice, v. 111, 2009.

STOCKLER-PINTO, M. B. et al. From bench to the hemodialysis clinic: protein-bound



88

uremic toxins modulate NF-kB/Nrf2 expression.International Urology and
Nephrology, p. 1-8, 2017.

SULIMAN, M. E. et al. Soluble adhesion molecules in end-stage renal disease: A
predictor of outcome. Nephrology Dialysis Transplantation, v. 21, n. 6, p. 1603—
1610, 2006.

TANG, K. H. et al. CD133 + liver tumor-initiating cells promote tumor angiogenesis,
growth, and self-renewal through neurotensin/interleukin-8/CXCL1 signaling.
Hepatology, v. 55, n. 3, p. 807-820, 2012.

TORNAVACA, O. et al. ZO-1 controls endothelial adherens junctions, cell-cell tension,
angiogenesis, and barrier formation. Journal of Cell Biology, v. 208, n. 6, p. 821-838,
2015.

TWISS, F. et al. Vinculin-dependent Cadherin mechanosensing regulates efficient
epithelial barrier formation. Biology Open, v. 1, n. 11, p. 1128-1140, 2012.

UMEDA, K. et al. Establishment and characterization of cultured epithelial cells lacking
expression of ZO-1. The Journal of biological chemistry, v. 279, n. 43, p. 44785-
44794, 2004.

UMEDA, K. et al. ZO-1 and ZO-2 Independently Determine Where Claudins Are
Polymerized in Tight-Junction Strand Formation. Cell, v. 126, n. 4, p. 741-754, 2006.

URIBARRI, J. Phosphorus homeostasis in normal health and in chronic kidney disease
patients with special emphasis on dietary phosphorus intake. Seminars in Dialysis, v.
20, n. 4, p. 295-301, 2007.

VANHOLDER, R. et al. Uremic toxicity: Present state of the art. International Journal
of Artificial Organs, 2001.

VANHOLDER, R. et al. Review on uremic toxins: Classification, concentration, and
interindividual variability. Kidney International, v. 63, p. 1934-1943, 2003.

VANHOLDER, R. et al. Chronic kidney disease as cause of cardiovascular morbidity
and mortality. Nephrology, dialysis, transplantation : official publication of the
European Dialysis and Transplant Association - European Renal Association, v.
20, n. 6, p. 1048-56, Jun. 2005.

VANHOLDER, R.; LAECKE, S.; GLORIEUX, G. What is new in uremic toxicity?
Pediatric Nephrology, 2008.

VAZIRI, N. D. et al. Uremic plasma impairs barrier function and depletes the tight
junction protein constituents of intestinal epithelium. American Journal of
Nephrology, v. 36, n. 5, p. 438—443, 2012a.

VAZIRI, N. D. et al. Disintegration of colonic epithelial tight junction in uremia: A likely
cause of CKD-associated inflammation. Nephrology Dialysis Transplantation, v. 27,
n. 7, p. 2686-2693, 2012b.

VAZIRI, N. D. et al. Oral activated charcoal adsorbent (AST-120) ameliorates chronic
kidney disease-induced intestinal epithelial barrier disruption. American Journal of
Nephrology, v. 37, n. 6, p. 518-525, 2013.



&9

VAZIRI, N. D.; YUAN, J.; NORRIS, K. Role of urea in intestinal barrier dysfunction and
disruption of epithelial tight junction in chronic kidney disease. American Journal of
Nephrology, v. 37, n. 1, p. 1-6, 2013.

VIDEM, V.; ALBRIGTSEN, M. Soluble ICAM-1 and VCAM-1 as markers of endothelial
activation. Scandinavian Journal of Inmunology, v. 67, n. 5, p. 523-531, 2008.

WOLF, M. Fibroblast growth factor 23 and the future of phosphorus management.
Current Opinion in Nephrology and Hypertension, 2009.

YAN, Y. et al. Identification of plasma vascular endothelia-cadherin as a biomarker for
coronary artery disease in type 2 diabetes mellitus patients. International Journal of
Clinical and Experimental Medicine, v. 8, n. 10, p. 19466—-19470, 2015.

YUAN, J. et al. Circulating vascular endothelial growth factor (VEGF) and its soluble
receptor 1 (SVEGFR-1) are associated with inflammation and mortality in incident
dialysis patients. Nephrology Dialysis Transplantation, v. 28, n. 9, p. 2356-2363,
2013.

ZHU, J. et al. P-cresol, but not p-cresylsulphate, disrupts endothelial progenitor cell
function in vitro. Nephrology, dialysis, transplantation: official publication of the
European Dialysis and Transplant Association - European Renal Association, v.
27,n.12, p. 4323-30, 2012.



APENDICES

APENDICE |

UNIVERSIDADE FEDERAL DO
PARANA - SETOR DE w
CIENCIAS DA SAUDE/ 5CS -
PARECER CONSUBSTANCIADOD DO CEP

DADDSE DO PROJETD DE PESGUISA
Tiiube da Pesquisa: Estudo dos mecanismas emvolvidios na permeabllidade vascular relacionada a
toxicidads urémica.

Peaquisador: Andréa Emila Margues Stinghen
Area Tematica:

Verslo: 4
CAAE: 393934145 0000.0102

InstitulcSo Proponents: Deparamento de Patoiogia Baskca
Patrocinador Principal: MIMISTERIO DA EDUCACAD

DaDDs O PARECER

Himene do Parecar: 380359
Data da Rslatora: 11032015

Apressntagio oo Projeto;

Tratz-5e 48 projetn 02 0OUIDrads o8 Rayana Arans Persira Maclel provenlente oo Programa oe Pos
Graduagio em Microblologia, sob orientagio da ProR Andrea Emilla Mamues Stinghen 2 com colaboragio
de Robaro Peciits Flho & Felype de Canialho Bameto.

Aprasants como copartiipants o Ambulaitrio de Nefrologla da Escola de Medicing da PUC-PR e o estudo
5era realizado no periodo de |anain de 2015 a julho de 2013,

bjeiivio da Pesqulsa:

Awalar o impacto da toaddade uremica (p-creslisultato & Indaxl suitain) na disfunglo endotelal @ comelagio
com a permeablidade vascular ssi2mica e censpral.

Avallagao dos Riscos 6 Beneficloa:

Segundo 3 pesquisadors, “0s nscos est3o relacionados A colefa d= saNgUe VENOED, COmMo equimoses &
Inchagos na drea de pungao. As medldas Dara FE5e0UIar o6 culdados 530 gamniear o brago do padents por
Curio i2mpa, coletar com culdatn, estEncar o Sangue & INfImar 30 pecente que NS0 Erga De60 COM O Diag
e foi colietaco”

Como Deneflcios espera-se contribulr para melhorar o entendimento dos Mecanismas emvolvidos na
progressio da doenga renal cronica & awdiar na descoberta de NOvVes alvos berapeulicns para levar 3 uma
malor 5obrevida do paciente.

Ernderegr:  Fua Pebe Carved e, 2580

Balrree 2% aivdai CEP: o) (i)
LUF: PR Munsspka: CLEIMEBA
Telefone 41 (ERE0L T84 E-mall: comelcn sescdefiupy by



UNIVERSIDADE FEDERAL DO

_PARANA - SETOR DE W
CIENCIAS DA SAUDE/ SCS -

Comentarios & Conglderaghes sobre a Peaquisa:

Com o desanvolvimenio da Doenga Renal Cronka (DRC) & corsegquente acimuio de todnas uremicas,
como p-creslisuliato e Indoxlisulitato, ocorme uma ativagdo da resposta Inflamatonia slsidmica &
espesiaiments vascular. 4 fim de entender os mecanismaos cajulares & molieculanes no ambkente urdmico, a5
ceiulas sardo tratadas com pool urdmico de pacentes em diferentes astagios da DRC. ASSIT, poda -G8
compresnder em qual estagio da DRG nicla-se o rompimento das Jungdes Intercelularss.

Serfo wiizadas neste estudo amostas congeladas de plasma de aproximadaments 100 pacentss am
tratamento no Ambulahtno ge Mefriogla da Escola de Meadicing da PUC-PR, que serdo obbidas durante
consuita de ro@na Os dados dinlcos & laboraborials dos pacientes serdo obiidos pelo Prof. Or. Fellype
Eametn & Prod. Or. Roberto Pecoils Flihg, nefrologistas 9o ambulahtno. &5 amostras serdo previaments
seledionadas & obedecerdo A critérios de nclusdo e exclusio pré-estabelecidos. As amostras de plasma
Eeran estocadas em freersr 3 — 80MC a8 o momento &35 andlses dos marcadorss oe athvagdo endotella &
Irflamatdeio. & mesmo material sera utllizado nos estudos In vitre devidamenie describas no projelo. As
AMOstras erd0 rarsportadas ate o Departamento de Patoipgla Basica da UFPR, onde permanecerdo
amazenadas aé o Erming no 2studo quando serdo destruldss. O Laboratono onde serd reallzado of
experimentos (Labkefo) e o Departaments oe Eloguimica & Blologla Molecutar da UFPR

dispdiam de equipamentos de biologla celular & moecular paa a reallzagio &3 pesguisa

Confmuspic 41 Pescar 5080 250

Consilieraghes sobre 08 Termos oa apressntacas cbrgatana:

Todos 05 documentos fEm apresentados. Fol anexada a declaracdo fina modelo COMER, onda o
Coparticipants declara ter Ido e concondar com o Parecer deste CEPTSD.

RECOHMSN0aE;

Solictamos que s8jam apreseniados a este CEP, relabdnios semestrals e final, sobre o andamenn da
pesguUisa, bem como Infomagdes relativas a5 modificacies do protocoio, cancelamentn, enceramento &
desling dos conhaclmenios obbidos, atraves da Platafiorma Srasll - no modo: NOTI FII.':AI;“AIII. Demals
ateraplies & promogacdn de prazo devem s emiadas nd modo EMENDA. LemDrandd gue o Croncgrama
de exscucan da pesguisa deve se atualzado no sstema Platafoma Brasll antes de emdar solictagdo de
PrOMOgaga0 de prazo.

Cionciusdes ou Penddncias & Liafa de Inadequagies:

- E obrigabdrio retiar na secrefana do CERSD uma cipla do Termo e Consertimentn Livre & Esclarecitio
COM camba onde constard dats de aprovacdo por este CEPISD, sendo este modak

Endaregn: R Padie Carraige, 230

Baabrres 2 e CEP: & (a0l
LiIF: PR Eunespla: CURITIRA
Telefone: (4130 TE0g E-mall: comicn sasdefufy by

91



LUMNINERSIDADE FEDERAL DO

PARAMA - SETOR DE W
CIENCIAS DA SAUDE/ SCS -

reprocumico para apilcar junio 3o participants da pasquisa.

Contmamgle 42 Pascar 250 205

(0 TCLE devera comer duas wias, Uma fIcard com o pesquisador @ Uma copla ficard com o paticipante da
PeBqUiEa [Carta CImeular ne, 0032011 CONERPICNS).

Sftuagan do Parscar:
ApwTivad

Mecsealta Apreciagao da CONEP:
Mao

Conslderagios Finals a critéro do CEP:

CURITIES, 11 de Margn de 2013

AZBINas por.
D& CRISTIMNA GUBERT
(| Coontenamor)
Enderecn:  Fua Padhe Carad e, 2380
Baadetee 2 o CEP: &1 (ea0 i)
UF: PR Hunkipla: CLRITIEA
Telefone (41 (EEE0LTIE) E-mall: comalicn sasdafupy’ by

Filgid Zice =1

92



APENDICE I

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Més, Andrea Emilia Marques Stinghen ¢ Rayana Ariane Pereira Maciel, pesquisadones dn
Universidade Federal dis Farand, estamos eonvidando o Senhor (o) o participar do estudo
intitulada  "FEstude dos mecanismos envolvides ma  permeabilidade vascular
relecionada s tosicidade wrimiea”, ou sefa. avaliaremos o emvolvimente da doenga
cardipvascular nos poacientes com doena renal crfinica, Tal pesquisn podent abnr idyias
perspectivas quanto 20 endendiments da evoluglo das complicages relacionadas a
doenga renal crinica,

a} 0 objelivo desta pesquisa é abrir povas perspectivas quanto ao entendimento da evolugiio
das complicagies relacionsdas a doenga renal crimica,

b} Caso vook participe da pesquisa, serd necessinio, duramie a colela dos exames & rofing,
doar aproximadaments 10 mL de sangue periférico de umn vein e um dos bragos para
utilizé-los &m experimentas i vitre (em laboratdno], A dopglio serl realiesda soeienie
urA wez, nio tenda que retomar a Ambubsideo cxaclusivamente per esse lim.

) Para tanto a coleta serd realizadn no Ambulatonio de Nefrologia da Escola de Medicina
da PUCIPR no mesmo momento da coletn dos exames de laboratdeio de rotina,

di E possivel que o Senhor {a) experimente algam desconforte, principalmente
relacionado a cokzin de sangue,

e} Alguns riscos relacionados a0 estudo podem ser: presera de equimoses {pequenas
manchas raxns na pele) e hipolensio (queda da pressho arterial). Para minimizar csses
Hscos deve-se estancar o sangue apas a cobela ¢ ndo erguer peso com o brago gue fol
pancimado ¢ alliventar-se normatmenie apas a caleta.

f) O principal beneficio esperado com cssa pesquisn € contribuir para um melhor
entendimento da doenga renal crimica @ Futuramente mielbomar a qualidade de vida dos
pacienbes.

g) As pesquisadoras Andréa E. M. Stinghen € Rayana Ariane Pervira Maciel podem ser
encontradas na Lniversidade Federsl do Paramd - Centro Politécnico, Jardim das
Americas - Setor de Cilncins Bioldgicas - Departamento de Patologia Bdsica, Sala 143,
das 9:00 s 17:00 hrs ou pelos telefones: (41) 3361-1691, (41} 9636-0782 ou (41} 9594~
6359 ou pelos e-mails: andresstingheni@wfprbr ou ravanaananeg@igmail.com, par
esclarecer eventuais dividas a respeito da pesquisa antes, durante ou depols de encerrac

a etk
Apmudnpunﬂnnﬂtihaiuwhnqulna Bbricas
am Sergs Humanos do Saier de Glncias da Partic e gy Pesgaises v fou e ligal
SadafLUFPR. Pasqutiador Respomsieel

Farecer GEFJED-F?.HEM Citinnfudor bt
nadatace __in J g3 j Sl [

Crmité de #ica em Pesquisa do Setor de Ceinclas da Saide da FUFPR
Rua Pe, Camarga, 280 — 2* andar = Ao da Gliria — Curiiiba-PR <P BH M- 240
Tl (4113360-T239 « pemail: cometica sandelufpr.be




k) A s partickpacio neste estudo & volunlirss e se vook ado quiser mais fazer parte da
pesquisa poderd desistic a qualguer momento ¢ salicitar que bhe devolvam o termo de
consentimento livee ¢ esclarecido assinado. A sun recua alio Wnglicard na interapgdo de
seu ntendimento wiou ratamento, o qual estd assegurado.

i} As informagies relacionadas 80 estudo poderio ser conhecidas por pesscas sutorizadas
{Rayana Ariane Pereira Maciel, Andrea Emilia Marques Stinghen, Fellype de Carvallo
Barrcto ¢ Roberto Pecoits Filha), As amostras de soro serfio gusrdndas na Universidade
Federal do Parand, Setor de Ciéncias Biologicas, Departamenio d= Patologia Basica,
Labarstorio 143A {LabMefro) ¢ descartadas apés o werming do estsdo (Julho de 2018) ¢
wempre serfio dentificadas com cidigos, a fim de garantis a confidencinlidade do

pacienie.

jb Além da coleta de sangue, 05 pesquisadores Rayana Ariane Fereira Maciel, Andrea
Emilia Marques Stinghen, Fellype de Carvalho Bamreto € Roberto Pecoits Filho realizario
colein de dados em sew prontudrio, tals como idade, raga, génera, peso, aliura, dosgens
bioquimicas, cousa primdria da doenga renal, mbagisma, dislipidemia, disbeies,
lipertensdo aneril, histirica de doenga cardiovascular ¢ de doenga cerebrovascular,

k) As despesss necessarias pars 3 realizagla da pesquiza (exames, medicamenios. elc )
nda sk de saa responsabilidade e pela sun participagie no estudo vocé nile receberd
qualquer valor em dinheiro. Voo terd & garantin de que problemas como; equimnses
{pequenas manchas rowas na pele) @ hipotensio (gueda da pressio arterial ) decomenies do
estudo serdo tratados no Ambulastro de Nefralogia da Escols de Medicina da PUC/PR.

[1 Oneandio 06 resultados forens publicados, ndo aparccerd sew nome, € sim um cdigo,

Eu,__ li esse wermo de consentimento
comprecnd] A naturezn e abjetive do estudo do qual concordei em partiipar. A explicngio
que recebi menciona 06 riscos e beneficios. Eu enendi que sou livre para interram per
minha participagio a qualquer momento sem justificar minha decislo e sem que esta
decishio afete meu tratamento. Eu ful informado que serei atendido sem custas parn mim
s g apreserdar algum problema dos relacionadas ne item e

Fu concorda volumariamente em participar deste estudo.

{Assinaturn éo participante de pesquisa ou resporsivel legal)
Local ¢ data

Asinalura do Pesquisador

Rua Pe. Camarga, 280 — 2 andar — Alto da Gldria ~ Curitiba-PR —CEP-BO060-240

Comitt de &ticn em Pesquisa do Setor de Ciéncias da Saide dn UFPR ‘
Tel (4113360-T259 - e-mil: cometica.saude@ufpr.br

Ap ovaog palg Comitd de Ees em Pesquisa
& SaTeE Humanos da Sebar de Cidncias da
Sa sdefUFPR.

Fa sces CERED-BE.A BID0 §59
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APENDICE IlI

Pontificia Universidade Catdlica do Parand
Pro-Reitoris de Pesquisa & Pos-Graduacio

Curitiba, 26 de junho de 2005
Of. 226/05/CEP-PUCPR

Ref. “Modulaclo fenotipica induzids por soro urdmico em  calulas
vasculares”.

Prezado (3) Pesquisador (es),

Venho por meto daste informar 2 Vossa Sanhona que o Comdé de Efica am
Pesquisa ds FUCPR, no dis 01 de junho do comante ano aprovou o Projelo
vasculares”, pertencente ao Grupo lll, sob o registro no CEF n' 577 e serd
encaminhado 8 CONEP para o devido cadastro. Lembro 2c senhor (a)
pesquisador (a) que & obngalons encaminhar relatono anual parosl e relatinio
final a asts CEP.

AIENCIOEEMENE,

Prof* M. Sc ristina Miguez Ribeiro

do Comaté de Ebca em Pesquisa- PUCFR

fima Sra
Lia Sumie Nakao
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