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RESUMO

O p-cresol (PC) e seu conjugado p-cresilsulfato (PCS) sao toxinas urémicas de baixo
peso molecular que quando ligadas a proteinas, sobretudo a albumina, podem
desencadear via NF-kB a producdo da quimiocina monocyte chemoattractant protein-1
(MCP-1). Essa quimiocina € responsavel pela quimioatracdo de mondcitos para a
camada intima do vaso durante os eventos que precedem a aterosclerose. Desta
forma, o objetivo do presente estudo foi investigar in vitro o papel do PC e PCS na
expressédo de MCP-1, via fator de transcricdo NF-kB p65. O PCS foi sintetizado a partir
da sulfatacdo do PC com acido clorosulfénico e caracterizado por cromatografia de
camada delgada (CCD). As concentracdes de PC e PCS utilizadas nos experimentos
seguiu o preconizado pelo European Group of Uremic Toxins (EuTox). Sendo assim,
utilizaram-se as concentra¢des normais, PC1 (0,60 mg/L) e PCS1 (2,87 mg/L), minimas
urémicas PC2 (20,10 mg/L) e PCS2 (15,60 mg/L) e méaximas urémicas PC3 (40,70
mg/L) e PCS3 (47,20 mg/L). Como modelo experimental foram utilizadas células
musculares lisas humanas (VSMC) extraidas através de digestdo enzimatica de veia de
corddo umbilical. A fim de avaliar a viabilidade das células frente as toxinas foi realizado
0 ensaio de MTT. Para verificar a expressao de MCP-1, as células foram tratadas com
PC e PCS em cinética de 0 e 3 horas nas concentracdes descritas acima. Para fins de
comparacao, as VSMC também foram tratadas com 1 pg/mL de lipopolissacarideo
(LPS), outra conhecida toxina urémica de baixo peso molecular. Todos oS ensaios
foram realizados na presenca e auséncia de inibidor da via NF-kB p65. Através do
ensaio de MTT verificou-se que nao houve diferenca significativa na viabilidade celular
entre o controle e todas as concentra¢cdes testadas de PC e PCS. As VSMC expostas a
PC2 e PC3 produziram niveis significativos de MCP-1 apés 3h de tratamento (149,8 +
16 pg/mL, p<0,001 e 143,5 £ 28,7 pg/mL, p<0,05 respectivamente) quando comparados
ao tempo Oh. PCS3 estimulou de forma mais intensa a producéo de MCP-1 do que as
VSMC tratadas com PC3 (162,7 = 7,5 pg/mL vs 143,7 + 28 pg/mL, p<0,005) em 3h. Na
presenca do inibidor de NF-kB p65, houve uma diminui¢do significativa na producéo de
MCP-1 ap6s o tratamento por 3h com PC2 (149,8 + 16 pg/mL vs 36,4 + 10,5 pg/mL;
p<0,001) e PC3 (143,6 + 28 pg/mL vs 50 £+ 18 pg/mL; p<0,05). Apds tratamento com
PCS1 houve diferenca significativa nos niveis de MCP-1 na presenca de inibidor
(156,49 + 15,9 pg/mL vs 102,3 + 4,6 pg/mL; p<0,05). Ap6s 3h de tratamento com LPS,
nao houve producao significativa de MCP-1 em relacdo ao controle (35,5 + 8,9 pg/mL vs
34 £ 8,9 pg/mL). Ainda, na presenca do inibidor, verificou-se uma leve diminuicdo nos
niveis de MCP-1, porém nao significativa (35,5 + 8,9 pg/mL vs 25,6 + 6,5 pg/mL). Com
base em nossos resultados, concluimos que apesar de PC e PCS nao serem
citotoxicas, induzem a expressao de niveis significativos de MCP-1, sendo o PCS mais
efetivo na inducdo da expressdo de MCP-1 que seu precursor PC. Assim como PC e
PCS, LPS também ativa a producéo de MCP-1 via NF-kB. Desta forma sugerimos que a
inibicdo da via NF-kB p65 poderia diminuir niveis de MCP-1 e consequentemente a
progressao do desenvolvimento da aterosclerose na DRC.

Palavras chave: doenca renal crbnica, toxicidade urémica, p-cresol, p-cresilsulfato,
LPS, MCP-1 e NF-kB.



ABSTRACT

p-cresol (PC) and its conjugate p-cresyl sulfate are low molecular weight uremic toxins
that when attached to proteins, especially aloumin, can trigger via NF-kB the production
of chemokine monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1). This chemokine is
responsible for monocytes chemoattraction to the vessel intimal layer during the events
that precede atherosclerosis. Thus, the aim of this study was to investigate the in vitro
role of PC and PCS in MCP-1 expression via transcription factor NF-kB p65. PCS was
synthesized from PC sulfation with chlorosulphonic acid and characterized by thin layer
chromatography (TLC). The PCS and PC concentrations were used according to the
recommendations of the European Uremic Toxins Work Group (EuTox). So we used
normal, PC1 (0.60 mg/L) and PCS1 (2.87 mg/L), uremic minimum PC2 (20.10 mg/L) and
PCS2 (15.60 mg/L) and maximum uremic concentrations PC3 (40.70 mg/L) and PCS3
(47.20 mg/L). As experimental model we used human smooth muscle cells (VSMC)
extracted by enzymatic digestion of umbilical cord vein. In order to assess the cells
viability after toxins treatment, MTT assay was performed. To verify MCP-1 expression,
cells were treated with PC or PCS in a kinetics of 0 and 3 h using the concentrations
described above. For comparison purposes, the VSMC were also treated with
lipopolysaccharide (LPS) (1 pg/mL), other low molecular weight uremic toxin. All assays
were performed in the presence and absence of NF-kB p65 inhibitor pathway. MTT
assay showed that there was no significant difference in cell viability between control
and all concentrations of PC and PCS tested. VSMC exposed to PC2 and PC3
produced significant levels of MCP-1 after 3h treatment (149.8 + 16 pg/mL, p<0.001,
and 143.5 = 28.7 pg/mL, p<0.05 respectively) when compared to time Oh. PCS3
stimulated more intensively MCP-1 production in VSMC treated with the PC3 (162.7 +
7.5 pg/mL vs 143.7 £ 28 pg/mL, p<0.005) after 3h. In the presence of NF-kB p65
inhibitor, there was a significant decrease in MCP-1 production after 3h treatment with
PC2 (149.8 + 16 pg/mL vs 36.4 + 10.5 pg/mL, p<0.001) and PC3 (143.6 = 28 pg/mL vs
50 * 18 pg/mL, p<0.05). After PCS1 treatment there was a significant difference in MCP-
1 levels in the presence of inhibitor (156.49 + 15.9 pg/mL vs 102.3 £ 4.6 pg/mL, p<0.05).
Finally after 3h treatment with LPS, there was no significant production of MCP-1
compared to control (35.5 + 8.9 pg/mL vs 34 + 8.9 pg/mL), and , in the presence of the
inhibitor, there was a slightly decrease in MCP-1 levels, but not significantly (35.5 + 8.9
pg/mL vs. 25.6 =+ 6.5 pg/mL). Based on our findings, we concluded that in spite of PCS
and PC are not cytotoxic, they induce significantly MCP-1expression and PCS is more
effective than its precursor PC. As PC and PCS, LPS also activates MCP-1 production
via NF-kB. Therefore, we suggest that the inhibition of NF-kB could decrease MCP-1
levels and hence the development of atherosclerosis progression of CKD.

Keywords: chronic kidney disease, uremic toxicity, p-cresol, p-cresyl sulfate, LPS,
MCP-1 and NF-kB.
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1 INTRODUCAO

1.1 DOENCA RENAL CRONICA

A Doenca Renal Cronica (DRC) é definida como presenca de lesédo renal por
um periodo igual ou superior a 3 meses, com anormalidades estruturais ou funcionais
dos rins, com ou sem diminuicdo da taxa de filtracdo glomerular (TFG). Quando a TFG
atinge valores inferiores a 15 mL/min/1.73 m? estabelece-se o que se denomina faléncia
funcional renal, ou seja, o0 estdgio mais avancado de perda funcional progressiva
observado na DRC (National Kidney Foundation - NKF, 2002) (FIGURA 1).

Filtracao Glomerular

Estéagio Descricao (mL/min/1.73 m2)

Lesédo renal com taxa de filtracdo glomerular normal >90

|
ou aumentado

Leséo renal com leve diminuigdo da taxa de filtracao

Il 60-89
glomerular
Lesdo renal com moderada diminuicdo da taxa de

1] . ~ 30-59
filtracdo glomerular

Y, Lesdo renal com acentuada diminuicdo da taxa de 15-29

filtracdo glomerular

V Faléncia renal funcional ou em terapia substitutiva <15

FIGURA 1. Estadiamento da DRC. Est4gio de | a V de acordo com a TFG. FONTE: NKF, 2002.

A DRC é uma doenca em crescimento exponencial e juntamente com outras
doencas cronicas nao transmissiveis sao responsaveis por 25 milhdes de mortes ao
ano (EL NAHAS, 2010), tendo como principal causa as doencas cardiovasculares
(DCV), as quais séo responsaveis por 40-50% de todas as mortes. Em pacientes que
precisam utilizar o tratamento dialitico, a morte por DCV é cinco vezes maior que na
populacdo em geral, mesmo apos estratificacdo para idade, sexo, etnia e diabetes
(MEIJERS, 2010). Atualmente no Brasil, estima-se que existam mais de 2 milhdes de
brasileiros portadores de algum grau de disfuncéo renal, sendo que aproximadamente
90 mil se encontram em didlise (SESSO, 2011). Com a progressdo da doenca, 0s rins

perdem a capacidade de remover efetivamente compostos toxicos da corrente
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circulatoria para consequente formacdo da urina, resultando em seu acumulo no
organismo. O acumulo destas “toxinas urémicas” € responsavel por muitas das
consequéncias clinicas de uma condicdo conhecida como uremia (GLASSOCK, 2008;
HIMMELFARB, 2009).

Entre os principais efeitos biologicos toxicos da uremia na DRC estdo: anemia,
disfuncdo imune, osteodistrofia renal, hiperparatireoidismo, resisténcia insulinica,
malnutricdo, inflamacédo, desordens de coagulacdo, atrofias dérmicas, polineurite,
faléncia cardiaca, anorexia, pericardite, hipertensdo e DCV (VANHOLDER, 2008),
sendo esse Ultimo um dos principais responsaveis pela grande morbi-mortalidade neste
grupo de pacientes, mesmo em estagios precoces da DRC. Muitos destes efeitos, tais
como inflamacdo e anemia, tém um impacto significativo sobre o status cardiovascular
(VANHOLDER, 2008). A taxa de mortalidade por DCV em pacientes com idade entre 25
e 34 anos em terapia renal substitutiva € cerca de 500 vezes maior do que na
populacdo geral, ou seja, um jovem em didlise apresenta a mesma taxa de mortalidade
gue um individuo com idade acima de 75 anos sem DRC (SARNAK, LEVEY, 2000).
Acredita-se que o acumulo de toxinas urémicas devido a perda ou diminuicdo da fungéo
renal pode levar a uma resposta inflamatoria endotelial (VANHOLDER, DE SMET et al.,
2003; COHEN, GLORIEUX et al., 2007). A disfuncdo endotelial € um evento
comumente descrito na faléncia renal, tanto cronica como aguda, assim como em
estagio final de todas as doencas renais. Trata-se de um evento chave inicial no
desenvolvimento da aterosclerose e esta presente em muitas doencgas associadas com
um aumento do risco cardiovascular, tais como hipertensdo diabetes, tabagismo e
dislipidemia (SERRADELL, 2002). De fato, a exposicdo do endotélio a estas toxinas
leva a modificacbes no fendtipo celular fazendo com que as células respondam com
producé@o de moléculas pro-inflamatorias.

Contudo, a evolugcdo da DRC depende da qualidade do seu tratamento nos
estagios menos avancados da doenca. O diagnostico precoce da doenca, 0
encaminhamento imediato para acompanhamento nefrolégico e a implementagédo de
medidas que retardam a progresséao do dano renal, aliadas ao diagndstico e tratamento
das suas complicacbes e comorbidades, sdo estratégias fundamentais para a maior
sobrevida do paciente (SEGAL, BAYLIS et. al., 2006; DIAZ-BUXO E WOODS, 2006).
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1.2 TOXINAS UREMICAS

As toxinas urémicas ndao podem ser definidas simplesmente como substancias
presentes nos fluidos corporais dos pacientes urémicos. Deve ser demonstrada também
uma conexdo entre a substancia toxica e um ou mais eventos patobiolégicos ou
clinicos. Para estabelecer esta conexdo € necessario que a toxina obedeca a um
postulado, semelhante ao postulado de KOCH, modificado por MASSRY em 1977
(GLASSOCK, 2008). Neste postulado para uma toxina urémica ser auténtica ela
precisa:

1) Ser quimicamente identificada e caracterizada,

2) Ser possivel sua quantificacdo nos fluidos corporais;

3) Ter seu nivel aumentado na uremia;

4) Ter uma relacdo entre o nivel da toxina nos fluidos corporais e um ou mais

dos sintomas da uremia;

5) Estar reduzida em niveis corporais quando houver melhora no quadro

urémico do paciente;

6) Reproduzir a manifestacdo urémica mediante a administracdo da toxina in

vitro ou in vivo em modelo animal ou humano, em niveis semelhantes aqueles

encontrados na uremia (MASSRY, 1977).

Atualmente ja foram identificados mais de 100 compostos urémicos, que sao
classificados de acordo com suas propriedades fisico-quimicas e caracteristicas de
remocao por dialise em:

- Compostos pequenos solaveis em agua com no maximo 500 Da, que tém
como prototipos moléculas como ureia e creatinina e que sao facilmente removidos por
didlise. Os compostos neste grupo ndo tém necessariamente uma toxicidade funcional,

- Compostos de peso molecular moderado com mais de 500 Da. Os protoétipos
deste grupo séo B2-microglobulina e leptina. Estas moléculas s6 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

namero de 0rgaos e sistemas;
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- Compostos ligados a proteinas, em geral com baixo peso molecular. Os
protétipos deste grupo séo os fendis, como p-cresol e os inddis, como o indoxil sulfato.
Sao compostos de dificil remocgédo por dialise e com diversas atividades tdxicas no
organismo pela sua alta afinidade com proteinas, sobretudo a albumina (VANHOLDER,
2001; VANHOLDER, 2003; VANHOLDER, 2008). O grande grupo de toxinas ligadas a
proteinas possuem entre elas diferencas quanto a forca de ligacdo as proteinas, o sitio
de ligacdo das proteinas, o padréo de retencdo, a natureza da proteina e sua remocao
durante a dialise, o que resulta em diferentes padrbes patofisiologicos (VANHOLDER,
2011).

A eficiéncia do procedimento dialitico pode ser avaliada através da capacidade
em remover compostos de baixo peso molecular soliveis em agua. Entretanto, a
uremia ndo é causada apenas por essas moléculas, mas também pelas que se ligam as
proteinas, as quais ficam retidas no organismo (LESSAFER, 2000). Se a taxa de
filtragdo glomerular for <15 mL/min/1.73 m?, a terapia de substituicdo renal utilizando
dialise pode ser necesséaria (WESOLY et al., 2010). A remocéo ideal de cada tipo de
molécula pode ser alcancada com terapias substitutivas da funcéo renal, tais como a
dialise peritoneal ou hemodidlise, utilizando-se membranas de grandes poros,
dialisadores ou dispositivos de alta adsor¢cdo e grande capacidade de remocédo de

algumas ou véarias toxinas urémicas.

1.2.1 p-cresol e p-cresilsulfato

O p-cresol (PC) (C7HsO) também denominado 4-metilfenol (PM 108 Da) € um
composto fendlico, lipofilico e volatil, classificado como toxina urémica de baixo peso
molecular, com alta afinidade a proteinas. Seu acumulo no organismo resulta em varios
efeitos tdxicos in vitro e correlagbes clinicas in vivo, uma vez que € um importante
contribuinte para o desenvolvimento da aterosclerose e suas complicacdes
(BAMMENS, 2003). Um rim normal pode eliminar solutos por secrec¢ao tubular, mas as
proteinas ligantes prejudicam o clearance de PC durante a hemodidlise, que em
pacientes em estagio final de DRC muitas vezes excedem o0s niveis de ureia
(MARTINEZ et al.,, 2005). Em terapias dialiticas sao eliminados 70% de ureia e
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creatinina e apenas 30% de PC apdés 4 horas de sessdo (VANHOLDER, 1999;
LESAFFER, 2000). O clearance peritoneal € eficaz para ureia, creatinina e fosfato, mas
nao é eficiente para p2-microglobulina e menos eficiente ainda para toxinas de baixo
peso molecular, tais como PC, pela dificuldade de filtragdo desse composto por meio da
terapia dialitica (BAMMENS, 2003). Esse acumulo progressivo de PC tem sido
associado com o aumento de lesbes vasculares, ativacao de leucécitos e mortalidade
(VANHOLDER, et al., 1999). O PC esta envolvido com a imunodeficiéncia por causar
imunodepressado da capacidade funcional dos fagoécitos e inibir a liberacdo pelos
macréfagos de varios tipos de fator ativador plaquetario (PAF) (VANHOLDER, 1999).
Outra caracteristica relevante do PC é a sua capacidade de suprimir a producédo de
produtos reativos de leucécitos, tais como radicais livres, 0os quais tém um papel
fundamental por eliminar agentes infecciosos. Por isso, a retencdo do PC tem sido
considerada como um dos elementos que favorecem a susceptibilidade dos pacientes
urémicos a infeccdo (DE SMET, 2003). Em individuos saudaveis, a concentragdo
plasmatica de PC em niveis normais é baixa, cerca de 0,60 mg/L, mas aumenta
significativamente para 20,10 mg/L no inicio da uremia e valores superiores a 40,70
mg/L no estégio final da DRC (SCHEPERS, 2007).

O PC é uma molécula originada do metabolismo dos aminoé&cidos tirosina e
fenilalanina, por fermentacdo da microbiota bacteriana no intestino grosso (LIABEUF,
2011). As principais bactérias contribuintes para sua formacdo sao as aerdbias, tais
como as enterobactérias. Entretanto, algumas anaerdbias, como Clostridium
perfringens, também possuem uma importante participacdo no metabolismo desta
toxina (HIDA, 1996). Sendo assim, um crescimento abundante da microbiota bacteriana
resulta em aumento na concentracdo de PC no organismo (VANHOLDER, 1995). Por
isso, a administracdo de antimicrobianos reduz a excrecdo urinaria de PC, como
resultado da acdo do antimicrobiano nas bactérias produtoras da toxina. Estudos
demonstraram que a absorc¢édo intestinal de PC pode ser reduzida através da influéncia
dos héabitos alimentares ou por administracdo de quelantes orais, tais como AST-120 e
Sevelamer, que sdo conhecidos pela capacidade de capturar e eliminar as toxinas
urémicas e seus precursores (VANHOLDER, 1999). Algumas fontes ambientais de PC

estdo presentes no tolueno, mentofurano e fumaca de cigarro. Porém, a preocupacao
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se justifica em relacdo ao mentofurano, que esta presente em varios medicamentos
fitoterapicos usados atualmente, agentes aromatizantes e drogas psicodélicas
(VANHOLDER, 1999).

O PC e seus conjugados podem estar presentes no plasma na forma livre ou
ligada a proteinas, como albumina e imunoglobulina, por meio de ligacdes de Van der
Waals (BERGE-LEFRANC, 2010). O PC livre foi encontrado apenas em pacientes com
DRC, na concentracdo maxima de 1 mg/L, mas nao foi encontrado em individuos
saudaveis (VANHOLDER, 1999; DE LOOR et al., 2005). De acordo com a literatura, PC
esta aumentado em estagios avancados da DRC, porém é a fracdo livre que esta
associada com a mortalidade por DCV (LIABEUF et. al.,, 2010; BAMMENS, 2006).
Alguns estudos relatam que as concentracfes de PC livre sdo mais elevadas em
pacientes com hipoalbuminemia do que em normoalbuminemia, sendo que clinicamente
PC livre é relatado em pacientes com infeccdes hospitalares (DE SMET et al., 2003).

A maioria dos estudos pioneiros com compostos fendlicos iniciou-se somente
com o PC. Todavia, descobriu-se que este composto encontra-se em concentracdes
muito pequenas no organismo, sendo logo metabolizado para seus conjugados pela
microbiota intestinal. Durante sua passagem pelas mucosas do célon e figado, PC
passa por processos de conjugacao (sulfatacdo e glucoronidagédo) formando dois
compostos: o p-cresilsulfato (PCS) e o p-cresilglucoronidato (PCG) (LIABEUF et al.,
2011) (VANHOLDER, 2001) (FIGURA 2). O composto resultante da sulfatacdo (PCS) é
considerado a toxina efetiva, tanto pelo seu nivel significativamente aumentado, quanto
pelo seu expressivo impacto bioquimico, uma vez que essa molécula afeta a resposta
inflamatéria, interferindo na ativacdo de leucdcitos polimorfonucleares e resposta
endotelial a citocinas (VANHOLDER, 2008) (DOU, 2002). O p-cresilsulfato € originado
pela adicdo do anion sulfato na hidroxila do p-cresol.
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FIGURA 2. Origem do p-cresol e seus conjugados. O aminodcido tirosina origina o p-cresol, que por
sua vez passa por processos de conjugacdo, formando o p-cresilsulfato e o p-cresilglucoronidato.
FONTE: VANHOLDER, 2011.

Segundo SCHEPERS et al. (2007), observa-se um efeito pro-inflamatério do
PCS, avaliado pelo aumento da formacao de radicais livres produzidos por leucdcitos,
contribuindo para o dano vascular nos pacientes com DRC. MEIJERS et al. (2009),
recentemente demonstraram que o PCS induz o desprendimento de microparticulas
endoteliais, mesmo na auséncia de dano endotelial, sugerindo que esta toxina pode
estar envolvida na disfuncdo endotelial observadas nestes pacientes. Ainda, foi
verificado que a atividade do burst respiratorio de fagdcitos € inibida por PC, mas néo é
inibida por PCS (VANHOLDER et al., 1995). WANG et al. (2010) indicaram que PCS

estd significativamente correlacionado com a patogenése da aterosclerose em
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pacientes em estagio avancado da doenca renal. Portanto, a investigacdo da toxicidade
urémica somente com o PC tém se tornado obsoleta, j& que seus conjugados séo 0s
produtos finais do metabolismo de fenois (DE LOOR, 2005).

Muitos estudos investigam o mecanismo de acdo do PC e seus conjugados.
Sugere-se que PC, por ser um composto fenélico pequeno com propriedades lipofilicas,
facilmente penetre a membrana celular e desorganize a sua fungédo e
consequentemente das células como um todo (JIN-ZHOU ZHU et al., 2012). Todavia,
alguns trabalhos recentes sugerem que a toxicidade do PC e PCS se deve a presenca
de um transporter, encontrado na membrana basolateral renal tubular, o organic anion
transporter (OAT), que facilita a excrecdo de compostos exdgenos e enddgenos
eliminados pelos rins. A familia dos OATs contempla seis isoformas: OAT1, OAT2,
OAT3, OAT4, URATL1 e OATS5, sendo que OAT1 interage com 100 compostos e 0S seus
substratos incluem substancias exdgenas, como drogas e compostos ambientais e
enddgenas, tais como dicarboxilatos, prostaglandinas, uratos e a toxina aniénica PCS.
A maioria das toxinas de baixo peso molecular séo filtrados pelos glomérulos e
eliminados pela urina, porém as que sao ligadas a proteinas séo filtradas pelos tubulos
renais e excretadas pelos OATs. Desta forma € provavel que PCS se acumule em
diversos 6rgaos, incluindo os rins, 0ssos e vasos sanguineos (ENOMOTO et al., 2007;
MIYAMOTO et al., 2011).

1.2.2 Lipopolissacarideo

O Lipopolissacarideo (LPS) é constituido por glicerofosfolipidios e lipidio A,
conhecida como endotoxinas, as quais sao responsaveis pelos principais efeitos toxicos
da molécula. Embora os termos endotoxina e LPS sejam usados como sinénimos, o
primeiro visa enfatizar a atividade biolégica e o segundo € utilizado para se referir a sua
estrutura quimica e composi¢cdo da molécula. O envelope celular das bactérias gram
negativas é constituido por duas membranas, uma interna composta por uma camada
dupla de fosfolipidios e uma externa, formada por fosfolipidios e lipopolissacarideos
(LPS). Altos niveis circulantes de endotoxinas podem ser derivados de varias fontes,

como de focos de infeccdo e de contaminacdo de tecidos ou corpos estranhos e até
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mesmo pela microbiota intestinal humana, que contém de 500 a 1.000 espécies
bacterianas e liberam continuamente LPS em pequenas quantidades durante a
proliferacdo e morte celular. Por possuirem uma alta estabilidade térmica, tornam-se
resistentes sob condicdes habituais de esterilizacdo (GORBET, 2005). Os LPS
presentes na corrente sanguinea ligam-se rapidamente a proteinas séricas, chamadas
de LBP (proteinas ligantes de LPS). A LBP é uma proteina plasmatica que se liga com
alta afinidade ao lipideo A dos LPS. E produzida no figado e intensifica a resposta
inflamatoria dos LPS (TOBIAS, 1992).

No processo da resposta cronica a estimulos da DRC, os receptores Toll-like
(TLR) sdo um dos principais envolvidos na imunidade inata ao reconhecimento de
componentes microbianos, como o LPS das endotoxinas. TLRs sdo proteinas
transmembranosas expressas por células do sistema imune inato que reconhecem o0s
microrganismos e ativam vias de sinalizacdo as quais iniciam respostas imunes e
inflamatdrias coma finalidade de destruir os invasores. Atualmente em humanos foram
identificados 11 tipos de receptores do tipo Toll-like (TLR1-TLR11), sendo que o TLR4 é
o responsavel por reconhecer moléculas de LPS, ativando a producéo de quimiocinas e
apoptose. Contudo, somente o TLR4 ndo é suficiente para conferir resposta imune. O
receptor requer MD-2, uma molécula secretada para interagir funcionalmente com LPS
na membrana da célula. Uma das principais vias ativadas pelo LPS é a via NF-kB, que
ao se translocar ao nucleo, promove a transcricdo de diversos genes de citocinas
inflamatorias que participam de processos fisiologicos e fisiopatolégicos (RAETZ &
WHITFIELD, 2002). Esse sinal é mediado através da proteina adaptadora MyD88
(FIGURA 3).
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FIGURA 3. Ativagcado de LPS. LPS é reconhecido por receptores TLR4 e ativa a via NF-kB. FONTE:
NATURE, 2006.

Estudos desenvolvidos por YANG et al. (2005) verificaram que a presenca de
LPS de bactérias ativou o receptor TLR4 expresso em VSMC e consequentemente
promoveu a inflamacdo na parede do vaso durante a aterogénese. Outros estudos
demonstraram que pacientes com DRC possuem altos niveis de endotoxinas na
circulacdo sanguinea, o que favorece o surgimento de inflamacédo crbnica sistémica.
Este processo esta potencialmente relacionado com a permeabilidade da barreira
intestinal alterada, que permite a translocacao de endotoxinas para a circulacdo, do uso
de antibidticos sistémicos, os quais libertam quantidades de LPS durante a bacteridlise
e também da utilizacdo de &gua né&o-ultrapura para a preparacdo do dialisado na
terapia dialitica (HOLZHEIMER, 1998; HAUSER et al., 2010).
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1.3 MCP-1

Estudos de THOMPSON (1981) afirmavam que a inflamacé&o sistémica ocorria
somente pelo acumulo de colesterol LDL no compartimento plasmatico em virtude de
uma dieta desbalanceada rica em gorduras, da sintese endbégena de colesterol ou
mesmo da diminuicdo do catabolismo do LDL pelo figado, causada por um defeito
génico que promove deficiéncia na expressdo ou na funcdo dos seus receptores,
resultando na hipercolesterolemia. Porém, atualmente se sabe que outros fatores
importantes contribuem para o surgimento de inflamacao sistémica, como a uremia, que
em pacientes renais cronicos favorece significativamente o desenvolvimento da placa
aterosclerotica. A aterosclerose € uma doenca cronica causada pelo acumulo de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) no sangue, as quais ultrapassam a barreira
endotelial. A presenca de LDL na circulagdo ativa os mondcitos que saem da corrente
sanguinea, diferenciando-os em macrofagos, os quais englobam particulas estranhas.
Vérios receptores, denominados scavengers estao envolvidos na fagocitose da LDL
oxidada pelos macréfagos e na consequente formacao das células espumosas (foam
cells), as quais constituem a placa aterosclerética (LUSIS, 2000, LIBBY, 2002; DORAN,
2008) (FIGURA 4).
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FIGURA 4. Processo aterogénico. Recrutamento de mondcitos para a camada intima do vaso se da
através da quimiocina MCP-1, que se liga aos seus receptores CCR2. Os receptores scavengers estao
envolvidos na fagocitose de LDLox e na formagé&o de foam cells. FONTE: LIBBY, 2002.

O processo aterosclerotico envolve inimeras células inflamatérias, que se
tornam ativadas e liberam uma variedade de citocinas e quimiocinas, o que amplifica
ainda mais o processo e induz o recrutamento de células vasculares de musculo liso
(VSMC), acentuando o desenvolvimento da lesdo na parede do vaso por estimular a
producdo excessiva de proteinas de matriz extracelular (WANG et al., 2009). As
citocinas mais importantes produzidas pelas VSMC sao os fatores de crescimento
derivados de plaquetas (PDGF), fator de transformacéo de crescimento (TGF-B), fator
inibidor de macréfago (MIF), interferon gama (IFN) e monocyte chemotactic protein-1
(MCP-1) (DORAN, 2008).

O monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1 ou CCL2) é uma quimiocina de
baixo peso molecular, com 8-10 kD, pertencente a familia das C-C citocinas,
responsavel pela quimiotaxia dos mondcitos para areas de injdria na camada intima do
vaso durante os primeiros estagios do processo aterogénico (BORING et al., 1998;
BOISVERT et al., 1998; GERSZTEN et al.,, 1999; SELZMAN et al., 2002). MCP-1 é
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produzida por varios tipos de células, incluindo células endoteliais, fibroblastos, células
microgliais, astrocitos, monécitos e VSMC (VIEDT et al., 2002). Esta quimiocina esta
envolvida no processo inflamatério, sendo conhecida por sua habilidade em recrutar
células mononucleares, desempenhar um papel importante na migracdo, ativar
monaocitos e células T e ainda regular a proliferacdo de VSMC (IKEDA, OKADA et al.,
1995, SCHECTER et al., 1997). Ou seja, além de agir como sinalizador apresenta
também um grande potencial mitogénico para VSMC (SELZMAN et al., 2002). Essas
células respondem a esses estimulos mitdgenos com a proliferacdo, migracado dentro
da camada intima e com a secrecdo de produtos da matriz, como colageno,
fibronectina, elastina e proteoglicanos (LIBBY, 2000; RENSEN et al., 2007; DORAN et
al., 2008).

A regulacdo do mecanismo de ativacdo de MCP-1 se da por meio de um
receptor, 0 CCR2, que ao contrario de MCP-1 tem sua expressao relativamente restrita
a certos tipos de células. O CCR2 medeia a migracdo de neutrdfilos, linfocitos, células
dendriticas e mondcitos/macréfagos. Varias CC quimiocinas ligam-se a CCR2 e
estimulam a migracdo de células, tais como MCP-1/CCL2, CCL7 e CCL13. A
localizacdo do receptor durante a migracao é variavel dependendo do tipo de célula.
Nos mondcitos o0s receptores aparecem uniformemente distribuidos sobre sua
superficie para permitir a resposta rapida em qualquer direcdo (VOLPE et al., 2012).
HAYES et al. (1998) sugeriram que o receptor CCR1 e também o CCR2 sdo expressos
de forma constitutiva em VSMC. SPINETTI et. al. (2004) demonstraram que MCP-1
ligado ao seu receptor CCR2 aumentou a proliferacdo e migracdo de VSMC dentro da
intima da aorta, progredimento para DCV.

Do ponto de vista clinico, pacientes pés-infarto agudo do miocardio e angina
instavel apresentam niveis plasmaticos elevados de MCP-1, estando associados a
estados inflamatorios, dislipidemias, eventos cardiovasculares e proliferacdo de VSMC
em pacientes submetidos a hemodialise (IKEDA et al., 2002; PAPAYIANNI et al., 2002;
GUNTHER et al., 2009). Sabe-se que respostas inflamatérias mediadas por citocinas
sao relevantes em todos os estagios da aterosclerose (VIEDT & ORTH, 2002), sendo
comprovado que niveis aumentados de MCP-1 tém sido detectados em artérias com

aterosclerose e ndo em artérias normais e também em pacientes com infarto agudo do
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miocéardio e inflamagéo sistémica (ROLLINS, 1996). Em humanos, niveis séricos de
MCP-1 foram encontrados em pacientes com doenca arterial coronariana, estimulando
os fatores de riscos na progressao de placa aterosclerotica (MARTINOVIC, 2005). Em
camundongos deficientes em CCL-2 ou CCR-2 foi demonstrado que na auséncia de
CCL2 ou de seu receptor, houve reducéo significativa de deposicdo de lipidios nas
artérias (BORING et al., 1998).

Em estudos desenvolvidos por nosso grupo, verificamos que a agressao
constante do endotélio a partir da interacdo entre toxinas urémicas e células endoteliais,
com alteracdo do fendtipo celular, pode refletir, ao menos em parte, 0s niveis
plasmaticos elevados de marcadores de inflamagcdo vascular, tais como MCP-1
encontrados em pacientes e participar efetivamente da fisiopatologia da DCV
relacionada a DRC (STINGHEN, GONCALVES et al.,, 2009) (FIGURA 2). Na DRC,
varios marcadores de risco cardiovascular tém sido amplamente estudados, tais como:
PCR (Proteina C reativa), moléculas de adesdo como VCAM-1, ICAM-1 e citocinas
como o IL-6, TNF-q, IL-8 e MCP-1 (STENVINKEL et al., 2000; SULIMAN et al., 2006;
ADDABBO et al., 2007). Desta forma, a citocina MCP-1 tem grande potencial para ser
utilizada como marcador de processos inflamatérios na DRC, uma vez que quanto mais
avancada a doenca, mais elevado sera o nivel plasméatico deste marcador (OBERG et
al., 2004; KUSANO et al. 2004).

1.4 NF-kB

O NF-kB é um fator de transcricdo envolvido na regulacdo dos genes da
resposta inflamatoria, na apoptose, na proliferacdo celular e no aumento da producéo
de espécies reativas do oxigénio (ROS) (WINTHER et al., 2005). Trata-se de uma das
principais vias de ativagcdo da citocina MCP-1, cuja modulagcdo desencadeia uma
cascata de eventos de sinalizacdo envolvendo uma sequencia integrada de proteinas
reguladas, as quais tém o controle da expressao génica (GHOSH, 1998). O NF-kB
p50/p65 é um heterodimero (também chamado RelA) e é o principal complexo Rel/NF-

kB em muitas células. Além dessas, outras subunidades foram descritas, tais como a c-
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Rel, RelB, e p52, sendo que dependendo da combinacgéo entre eles, existem diferentes
genes capazes de ativar ou bloguear a transcricdo do p50/RelA. As subunidades p50 e
p52, sintetizadas como moléculas precursoras inativas, p105 e p100, respectivamente,
formam homodimeros inibitérios da transcri¢do, pois se ligam a regides promotoras sem
exercer atividade, bloqueando a interacdo desses genes com o dimero ativo p50/RelA
(GHOSH, 1998).

A atividade de NF-kB é fortemente regulada por interacdes com proteinas IkB
(BAEUERLE, 1996). Em células nédo estimuladas, o NF-kB é encontrado no citoplasma
e ligado a IkBa e IkBp, inibidores da ativagdo dessa via, o que impede o dimero p50-
p65 de entrarem no nucleo e assim iniciarem a transcricdo do gene. Quando as células
sdao estimuladas, quinases especificas fosforilam IkBB causando a sua rapida
degradacédo por proteosomas (DIDONATO, 1996). Varios estimulos, como as citocinas,
lipidios oxidados, LPS e acetato de forbol miristato (PMA) ativam as células resultando
em fosforilacdo e protedlise de inibicao protéica IkB, através da translocacao nuclear do
dimero ativado constituido de subunidades p50 e p65. No ndcleo, o dimero liga-se a
sequéncias de DNA regulatorias e iniciam a transcricdo de genes (BRAND, 1997)
(FIGURA 5).



28

Lipideos
Citocinas oxidados LPS PMA

SO S 0044 100000000 00000000000ttt itetinateeitsttinitsseieteontonsases
BROORERL AR IR0 RRNIRRRR BRIl 000NN N000I0 000000100000 010D
104500000 0RARARREERIRNEIEIERIRRRRERARARIARORAARRIERIIARRANS

Membrana
plasmatica

008000

Citoplasma

Protedlise

2y
v
e

Wy,
i IxB

Transcricdo génica

FIGURA 5. Ativagao da via NF-kB. Varios estimulos, como as citocinas, lipidios oxidados, LPS e PMA
ativam as células e com a protedlise de IkB iniciam a transcri¢cdo de genes. FONTE: BRAND,1997.

O NF-kB esta envolvido principalmente em resposta ao estresse, imunidade e
processos inflamatoérios, podendo ser ativado pela exposicdo de células a LPS, fatores
de crescimento, linfocinas, radicais livres, particulas inaladas, infeccdo viral, expressao
de certos produtos virais ou bacterianos, radiacdo UV, células B ou T e citocinas
inflamatorias, tais como MCP-1 (BALDWIN, 1996). Existem varios inibidores da via NF-
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KB, incluindo o JSH-23, que atua como um bloqueador seletivo de translocacao nuclear
da porcao p65 e da sua atividade de transcricdo, sem afetar a degradagéao de IkB. Além
do NF-kB, outros fatores de transcricdo como PPARs (peroxisome-proliferator-activated
receptors) e o LXRs (liver X receptors) que regulam a expressdo de genes que
controlam o metabolismo de lipidios e lipoproteinas e a homeostase da glicose, também
atuam na predisposicado a aterosclerose e inflamacgéo (GLASS, 2006).

1.5 VSMC

A principal caracteristica das VSMC é a contratibilidade, sustentacdo do tecido
e migracdo, que é normal durante o desenvolvimento do tecido vascular e reparacao
em resposta a injuria. Entretanto, a migracdo patogénica € o maior fator em
aterosclerose. A distincdo entre a migracao fisioldgica e a patogénica é atribuida a falha
na parada da migracdo quando o tecido j& foi reparado (LOUIS, 2010). Além das
células endoteliais, as VSMC também tém uma importante participacdo na formacao da
placa aterosclerética, pois desempenham um papel crucial na formacdo da capsula
fibrosa e estabilidade da placa. Ao contrario do masculo esquelético ou cardiaco, que
séo terminalmente diferenciadas, as VSMC mantém uma plasticidade notavel e podem
sofrer modificacdes fenotipicas (OWENS, 1995). No processo de morfogénese vascular
na formacdo da neointima, células progenitoras podem ser reprogramadas para terem
comportamento estrutural e funcional diferentes da sua origem. Segundo SARTORE et
al. (2001), postula-se que existem duas grandes vias fenotipicas para a formacédo da
camada neointima: a primeira originada a partir de fibroblastos e VSMC ndo musculares
(miofibroblastos) e a segunda com origem em VSMC diferenciadas. Todos esses tipos
celulares convergem para um processo de maturacdo, gerando células idénticas ou
muito semelhantes entre si. Por isso, mediante lesdo vascular, a camada média é
composta por VSMC imaturas, VSMC ndo musculares e VSMC diferenciadas (FIGURA
6).
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FIGURA 6. Modelo de morfogénese vascular. As células vasculares se diferenciam a partir de
fibroblastos e miofibroblastos e de VSMC diferenciadas. FONTE: SARTORE et al., 2001.

Embora as células endoteliais sejam o principal tipo celular que interage com os
macréfagos, as VSMC também tém essa capacidade, de acordo com a observacao por
microscopia eletrénica e de imunohistoquimica de material de placa aterosclerética
humana (DORAN, 2008). Além disso, tais como as células endoteliais, as VSMC podem
expressar uma variedade de citocinas e moléculas de adeséao e contribuir assim para a
iniciacdo e propagacdo da resposta inflamatoria no processo aterogénico atraindo e
ativando leucécitos, induzindo proliferacéo celular, promovendo disfuncéo endotelial e
estimulando producédo de componentes da matriz extracelular. As citocinas mais
importantes produzidas pelas VSMC séao: fator derivado de plaquetas (PDGF), fator de
inibicdo de macrofagos (MIF), interferon gama (IFN-y) e MCP-1 (DORAN, 2008). Outro
fato interessante é que regibes especificas do sistema circulatério sdo mais
susceptiveis ao desenvolvimento de aterosclerose que outras, fato que pode ser
explicado pela abundante presenca de VSMC na camada intima (DORAN, MELLER et
al., 2008).
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2 JUSTIFICATIVA

Estudos desenvolvidos por nosso grupo vém demonstrando que com o
desenvolvimento da DRC e consequente acumulo de toxinas urémicas, tais como PC e
PCS, ocorra ativacado da resposta inflamatéria sistémica (mediada por citocinas proé-
inflamatorias) e especialmente vascular (STINGHEN, GONCALVES et al., 2009). Além
disso, endotoxinas, também conhecidas como LPS, sédo potentes ativadores da
resposta imune inata, via ativagdo de TLR, como também demonstramos em trabalhos
prévios (STINGHEN et al., 2010; HAUSER et al., 2010). A interacdo da camada intima e
meédia do vaso com as toxinas urémicas pode hipoteticamente, via fator de transcricao
NF-kB, refletir ao menos em parte, 0s niveis plasmaticos elevados de marcadores de
inflamagé&o vascular, tais como o MCP-1, encontrados nestes pacientes. Desta forma,
esclarecer os mecanismos envolvidos na aceleragdo da DCV nos pacientes com DRC,
através do modelo que estamos propondo, pode contribuir para o entendimento dos
mecanismos celulares e moleculares envolvidos na toxicidade urémica, permitindo a
descoberta de novos alvos para intervencdes terapéuticas levando, por conseguinte, a

uma maior sobrevida do paciente.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
- Avaliar a expressao in vitro de MCP-1 por células musculares lisas humanas (VSMC)

via NF-kB apds estimulo por PC e PCS.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Isolar e caracterizar VSMC extraidas de veia de corddo umbilical humano;

- Avaliar através de ELISA a expressdo da quimiocina MCP-1 em sobrenadante de
cultura de VSMC apés tratamento com PC, PCS e LPS;

- Avaliar a ativacdo e subsequente bloqueio da via do NF-kB em cultura de VSMC apos
tratamento com PC, PCS e LPS;

- Avaliar as diferencas nos niveis de expressdo de MCP-1 pelas VSMC quando

estimuladas com PC e PCS, com as VSMC estimuladas com LPS.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 EXTRACAO E CULTIVO DE CELULAS

As células foram extraidas de veia de corddo umbilical humano cedidos pelo
Hospital e Maternidade Victor Ferreira do Amaral, mediante aprovac¢ao do projeto pelo
Comité de Etica em Pesquisa (CEP/UFPR) (APENDICE 1), condicionado & autoriza¢&o
das parturientes através do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
(APENDICE 11). Somente apés os procedimentos usuais de parto é que o cord&o foi
cedido pelo obstetra, sem causar nenhum dano fisico ou moral a mae e ao bebé. Os
corddes umbilicais foram coletados sob condi¢des estéreis e colocados em um frasco
com solucédo tampéao salino-fosfato (PBS) também estéril, com antibioticos. Os corddes
foram entdo lavados com PBS a fim de retirar qualquer resquicio de sangue ou
coagulos e apés limpos foram deixados em imersdo numa solu¢cdo de PBS com 10
mg/mL penicilina/estreptomicina (Sigma-Aldrich) por 24 horas a 4°C a fim de eliminar
qualquer possivel contaminacéo proveniente do parto. A extracao foi feita apos digestéao
da camada intima e média do vaso com 0,2% de Colagenase Tipo | (Sigma-Aldrich)
diluidos em MEM199 com 1,0 g/mL de glicose (Gibco), num sistema fechado, o qual foi
mantido por 20 minutos a 37°C (FIGURA 7). A solucdo de colagenase com a
suspensédo de células foi retirada do cordao e centrifugada a 700 x g por 10 minutos.
Posteriormente, o sobrenadante foi descartado e o pellet de células ressuspendido
lentamente em meio DMEM (Himedia) com 4,5 g/mL de glicose, 110 mg/L de piruvato
de sodio, 584 mg/L de glutamina e 3,7 g/L de bicarbonato de sédio, suplementado com
15% SFB (Gibco), 10 mg/mL penicilina/estreptomicina (Sigma-Aldrich) e incubadas a
37°C e 5% de CO:2 em frascos de cultivo com area de superficie de 25 cm?. O meio foi
trocado a cada 2 dias, até as células atingirem 80% de confluéncia, quando entao foram
tripsinizadas (MARTIN DE LLANO, 2007).
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FIGURA 7. Sistema de extracdo de células da veia do corddo umbilical por digestdo enzimética. A
colagenase foi incubada dentro da veia do corddo umbilical num sistema fechado. FONTE: O AUTOR
(2011).

4.2 CARACTERIZACAO CELULAR

Foram plaqueadas 10* células/mL em placas de 24 pocos, sob laminulas
redondas. As células foram entdo cultivadas em meio DMEM suplementado com 15%
SFB por 24 horas, até atingirem aproximadamente 80% de confluéncia. Em seguida
foram lavadas com PBS e fixadas com paraformaldeido (PFA) a 4%. A reacéo foi
blogueada com PBS e BSA. Na sequéncia as células foram tratadas com 10 uyg/mL de
Anticorpo Monoclonal Anti a- actina (Sigma-Aldrich) e anticorpo secundario marcado
com FITC (1:2000) (Sigma-Aldrich). As laminulas foram observadas sob microscépio

fluorescente em aumento de 40X.
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4.3 PREPARO DAS TOXINAS

O PC (Sigma-Aldrich) foi diluido em metanol 100% a partir de uma solucdo mée
de 5000 mg/L (FAURE, CERINI et al., 2006). A partir dessa solucao foi feita uma
solucdo estoque 100 mg/L, a qual foi diluida com o tampao Krebs-Ringer-Fosfato (KRP)
nas concentracoes de uso para tratamento, descritas abaixo. A toxina p-cresilsulfato foi
sintetizada por sulfatacao do p-cresol conforme amplamente descrito por FEIGENBAUM
& NEUBERG (1941), SCHEPERS et. al. (2006), VANHOLDER et al. (2007) e MEIJERS
et al. (2009), resultando no sal potassio do composto. Basicamente p-cresol foi
dissolvido em formamida e piridina, tomando cuidado para nao hidratar o sistema,
através de uma boa vedacdo. Apds completa dissolucdo, a mistura reacional foi
colocada em banho de gelo a 4°C, adicionando-se &cido clorosulfénico gota a gota,
evitando a entrada de umidade no sistema. Apds a completa adicdo do acido
clorosulfénico, a agitacao e o banho de gelo foram mantidas por mais 12 horas a 4°C. O
bloqueio da reacao foi realizado através da adicdo de gelo no meio e a neutralizacao
com solucdo de bicarbonato de sodio, até a completa liberacdo de CO:2 formado. PCS
foi purificado por recristalizacdo por 90% de etanol e 10% de &gua. A sintese foi
monitorada por Cromatografia de Camada Delgada (CCD), utilizando como fase movel
o metanol e cloroféormio (1:9) e a estrutura confirmada por métodos cromatogréaficos. A
solucdo mae sintetizada foi de 1870 g/L e a partir dessa solucao foi feita uma solucéo
estoque 18,7 g/L, a qual foi diluida com o tamp&o KRP nas concentracfes de uso para
tratamento. O LPS sonicado (Sigma-Aldrich) na concentracéo de 1000 pg/mL foi diluido
em PBS para uma solu¢cdo mae de 30 pg/mL e posteriormente diluido em KRP para a
concentragéo de tratamento de 1 ug/mL.

Para o tratamento das células, PC e PCS foram diluidos em tampao KRP, de
modo que as concentragoes utilizadas foram: concentra¢des normais (PC1: 0,60 mg/L e
PCS1: 2,87 mg/L); concentragbes minima urémica (PC2: 20,10 mg/L e PCS2: 15,60
mg/L); concentragcbes maxima urémica (PC3: 40,70 mg/L e PCS3: 47,20 mg/L), de
acordo com European Uremic Toxin — EuTox (HIDA, 1996; ARONOV, 2011). Para o
tratamento das células com LPS, o mesmo foi diluido em tamp&o KRP na concentracao

de 1 pg/mL, valor que segundo a literatura estimula significativamente a produgéo de
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MCP-1 (JIANG et al., 2010). Os ensaios foram realizados na presenca ou auséncia de
30 uM do inibidor seletivo da porcao p65 da via NF-kB [JSH-23 (4-Metil-N1-(3-fenil-
propil)-benzeno-1,2-diamina)] (Sigma-Aldrich) (JIANG et al.,, 2010). Todos os
tratamentos foram realizados em O horas e em 3 horas, como previamente
padronizados por nosso grupo (STINGHEN, 2009) (FIGURA 8).
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FIGURA 8. Representagdo esquemadtica do tratamento das VSMC. As células foram tratadas com PC,
PCS nas concentragdes normais (PC1/PCS1) e urémicas (PC2/PCS2; PC3/PCS3) e LPS, sem e com
inibidor (i), numa cinética de Oh e 3h. FONTE: O AUTOR (2013).

4.4 ENSAIO DA VIABILIDADE CELULAR

Para este ensaio, foram plaqueadas 10 células/po¢o numa placa de 96 pocos.
As células foram mantidas em cultura com o meio DMEM, 15% SFB a 37°C e 5% de
COg2, até atingirem 80% a 90% de confluéncia. As células foram incubadas com PC1,

PC2, PC3 e PCS1, PCS2, PCS3 por 24 horas. Apés esse periodo, acrescentou-se uma
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solucdo a 5 mg/mL de MTT (Sigma-Aldrich) deixando as células incubadas por mais 4
horas a 37°C e 5% CO2 para a incorporagcdao do MTT e consequente formagédo dos
cristais de formazan. Posteriormente, todo o meio foi retirado e os cristais foram
solubilizados em DMSO. A absorbancia foi lida a 570 nm (MOSMANN, 1983). Foram

realizados trés experimentos em triplicata.

4.5 AVALIACAO DA PRODUCAO DE MCP-1

A dosagem de MCP-1 foi realizada em sobrenadante de cultura apos os
tratamentos com PC ou PCS nas concentragcdes normal, minima urémica e maxima
urémica ja descritas acima ou LPS (1 ug/mL), através do método de ELISA sandwich,
onde foram utilizados os anticorpos de captura ou primario (2 ug/mL), recombinante
(100 ng/mL) e de deteccdo ou secundario biotinilado (50 ng/mL) (R&D Systems), sendo
essas concentracdes previamente padronizadas em nosso laboratério. As
concentracbes de MCP-1 (pg/mL) foram calculadas com base na curva de calibracdo
correspondente realizada com o anticorpo recombinante. O limite de detec¢do minimo e
maximo desta metodologia foram 31,25 a 2000 pg/mL. A absorbancia foi lida em
espectrofotometro em 450 nm (STINGHEN, 2009). Foram realizados trés experimentos

em triplicata.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos em meédias + erro padrdo da médica (EPM).
Para avaliar o resultado entre os grupos foram realizados os testes t de Student ou
Anova para dados paramétricos e Mann-Whitney e Anova on Rank’s para dados nao
paramétricos. Os resultados foram considerados significativos para um valor de P<0,05.
As analises foram realizadas com o0 uso dos pacotes estatisticos JMP Windows versao

8.0 e SigmaStat Windows version 3.5.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 EXTRACAO, CULTIVO E CARACTERIZACAO CELULAR

Neste trabalho optamos por realizar a extracdo de VSMC a partir de veia de
corddo umbilical. Este modelo oferece vantagens sobre o classico modelo de explante
(MOZAR, 2011), pois o corddo umbilical é um material biolégico normalmente
descartado apos o parto e ndo oferece riscos a parturiente e ao bebé. Desta forma, a
fim de se obter uma cultura primaria de VSMC, foram extraidas células da veia de
corddo umbilical por meio de digestdo enzimatica por acdo da colagenase, enzima que
degrada colageno e ligacdes intercelulares. As células cultivadas foram visualizadas por
meio da microscopia Optica, demonstrando as seguintes caracteristicas morfologicas:
células longas, fusiformes, sem estrias transversais, com nudcleo Unico e central,
sugerindo VSMC (FIGURA 9). Muitos estudos sugerem a extracdo de VSMC por meio
do corddo umbilical, como MERZENICH et al. (2002), que extrairam simultaneamente
endotélio e células de musculo liso de artéria e veia de corddo umbilical, com a
finalidade de tratar esses dois tipos celulares com LDL oxidado. MARTIN DE LLANO et
al. (2007) também extrairam células musculares lisas de veia e artéria de corddo

umbilical a fim de entender suas bases moleculares e celulares.
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FIGURA 9. Microfotografia de células extraidas de corddo umbilical humano. Aumento de 10X.
FONTE: O AUTOR (2012).

Apés a extracdo e cultivo, as células foram caracterizadas pela deteccdo do
filamento a-actina, proteina do citoesqueleto caracteristica de células musculares lisas,
sendo responsavel por faciltar a contracdo e migracdo. Para essa caracterizacdo, foi
utilizado o anticorpo primario monoclonal anti a-actina (Sigma-Aldrich) e o anticorpo
secundario marcado com FITC (Sigma-Aldrich). O DAPI foi inserido na reacéo a fim de
localizar o nucleo e consequentemente a presenca de células (Sigma-Aldrich). A
visualizacdo das células foi feita em microscopio de imunofluorescéncia, onde
observou-se a presenca da fluorescéncia azul (DAPI), que marca o nucleo e da
fluorescéncia verde (FITC), que marca o filamento a-actina no citoesqueleto (FIGURA
10).



40

FIGURA 10. Microfotografia de imunofluorescéncia com anticorpo monoclonal anti a-actina. A cor
azul indica o nacleo da célula (DAPI). As setas indicam a presenca do filamento a-actina em verde
(FITC). Aumento de 40X. FONTE: O AUTOR (2012).

Os filamentos de actina, sobretudo a a-actina sé&o estruturas abundantes nos
musculos lisos, pois sdo constituintes do seu citoesqueleto e respondem pela contracdo
desse tecido. Durante a formacdo de vasos sanguineos, o fenétipo de VSMC na
camada média muda de tal modo que a secrecdo de proteinas de matriz extracelular é
reduzida e a formacdo de filamentos intracelular € aumentado. Porém, em lesdo
vascular, elas desempenham um papel importante na reparagdo tecidual com o
aumento da proliferacdo celular, migracdo e sintese de matriz extracelular, fato que
favorece a presenca de algumas doencas, como a aterosclerose, em que as VSMC se
proliferam e danificam o tecido (OWENS, 1995). No processo de morfogénese vascular
h& uma constante modificagdo celular fenotipica, contemplando os seguintes tipos

celulares: mioblastos, miofibroblastos, VSMC imaturas e VSMC diferenciadas
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(SARTORE, 2001). Todas essas células apresentam o filamento a-actina em seu
citoesqueleto (FIGURA 11). As células vasculares ndo musculares, como o0s
fibroblastos, ndo contém esse filamento. Além disso, exclui-se a possibilidade de serem
células endoteliais, pois estas sdo muito exigentes e precisam de diversos fatores de
crescimento e suplementos para se desenvolverem e crescerem. Sendo assim, sugere-
se que as ceélulas extraidas de corddo umbilical por digestdo enzimética séo

pertencentes a linhagem muscular lisa.

. . Miosina ndo ( ) .
Vimentina o-actina Smoothelin
muscular
Células ndo musculares
- Fibroblastos/VSMCs nao + + - -
musculares
Células com propriedades
antigénicas de VSMC
- Mioblastos + + + -
- Miofibroblastos + + + -
Células musculares lisas
- VSMCs imaturos + + -
- VSMCs diferenciados + . * J +

FIGURA 11. Algumas proteinas do citoesqueleto de principais tipos celulares vasculares. A a-
actina esté presente em mioblastos, miofibroblastos, VSMC imaturas e diferenciadas. FONTE: SARTORE
et al., 2001.

As citocinas mais importantes produzidas pelas VSMC séo: fator derivado de
plaguetas (PDGF), fator de inibicdo de macrofagos (MIF), interferon gama (IFN-y) e
MCP-1 (DORAN, 2008). NAVAB et al. (1991) demonstraram em estudos envolvendo
células endoteliais e VSMC de aorta humana a indu¢do da producdo de MCP-1 e da
migracdo dos mond@citos para o espaco subendotelial estimulados pela LDL oxidada.
Trés importantes estudos j& investigaram a influéncia de MCP-1 na proliferacdo de
VSMC in vitro: IKEDA et al. (1995) observaram um efeito inibitorio de VSMC induzido
por MCP-1 e independente de prostaglandinas e oOxido nitrico; SEINO et al. (1995)
avaliaram a expressdo génica de MCP-1 em VSMC de vasos ateroscleroticos,
demonstrando assim que MCP-1 é expressada pelas VSMC, bem como por células
endoteliais e macréfagos, contribuindo dessa forma para a patogénese da

aterosclerose. PORRECA et al. (1997) verificaram um aumento na proliferacdo de
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VSMC apés incubacdo com MCP-1 em presenca de soro fetal bovino e WATANABE et

al. (2001) sugeriram que MCP-1 amplifica o efeito mitogénico da serotonina nas VSMC.

5.2 SINTESE DE PCS

O p-cresol dissolvido em pirimidina é convertido a p-cresilsulfato pela adi¢cdo de
acido clorosulfénico. O uso do acido clorosulfénico como agente sulfatante apresenta
desvantagens, sobretudo por ser toxico, dificultando seu manuseio (TURVEY, 1965). A
formamida tem a funcdo de melhorar a dissolugdo do PC no sistema, permanecendo
inerte no meio reacional (ALBAN et al.,1992). A umidade foi evitada no sistema
reacional, pois a agua reage com o acido clorosulfénico inativando-o. O composto
formado foi monitorado por Cromatografia de Camada Delgada (CCD) e identificado por
espectrometria. A sintese do sal de potassio do p-cresilsulfato descrita inicialmente por
FEIGENBAUM & NEUBERG (1941) estd bem padronizada, sendo reproduzida por
diversos estudos que sulfatam o PC através do &acido clorosulfénico em altas
concentracdes, como VANHOLDER et al. (2007), que sintetizaram PCS para avaliar a
atividade do burst respiratério em leucocitos e MEIJERS et al. (2009) que através do
tratamento de células endoteliais com PCS, avaliaram o sitio de liga¢do da toxina com a

albumina.

5.3 AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR

Este ensaio baseia-se na comprovacdo da citotoxicidade induzida por um
determinado composto ou toxina no metabolismo celular de glicideos, usualmente
atravées da avaliacdo da atividade de enzimas desidrogenases mitocondriais. A
viabilidade mitocondrial e consequentemente a viabilidade celular sdo quantificadas
pela reducdo do MTT (um sal de coloracdo amarela e soltuvel em 4gua) a formazan (um
sal de coloracdo roxa e insoluvel em agua). Dessa forma, a reducdo do MTT a

formazan é diretamente proporcional a atividade mitocondrial e a viabilidade celular. Em
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24 horas de exposi¢cédo das VSMC com PC e PCS nas suas respectivas concentracoes
normal (PC1/PCS1), minima urémica (PC2/PCS2) e maxima urémica (PC3/PCS3), ndo
houve diferenca significativa na viabilidade celular (GRAFICO 1). Em todos esses
ensaios a viabilidade se manteve proximo dos 100%, em relacdo ao controle, ou seja,
PC e PCS nao danificaram a estrutura e integridade das VSMC, corroborando com
estudos de SCHEPERS et al. (2007), que apos tratarem leucdcitos com PC e PCS
observaram que a viabilidade das células foi maior que 95%. Ainda, DOU et al. (2004) e
YING et al. (2011) demonstraram que apesar de ndo induzir a morte celular, PC inibe a
proliferacdo de células endotelais e reparacéo a lesdo, diminuindo a angiogénese. Em
outro estudo desenvolvido por nosso grupo, verificou-se que as concentracdes normal e
urémicas de PC nado apresentaram citotoxicidade celular, porém foi capaz de induzir

aumento no stress oxidativo em macrofagos (MORENO, 2012).

GRAFICO 1. Avaliac&o da Viabilidade Celular por MTT em 24 horas
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FONTE: O AUTOR (2013)

NOTA: Controle: células sem toxinas; PC1: p-cresol na concentracdo normal (0,60 mg/L); PC2: p-cresol
na concentracdo minima urémica (20,10 mg/L); PC3: p-cresol na concentracdo maxima urémica (40,70
mg/L); PCS1: p-cresilsulfato na concentracdo normal (2,87 mg/L); PCS2: p-cresilsulfato na concentracéo
minima urémica (15,60 mg/L); PCS3: p-cresilsulfato na concentragao maxima urémica (47,20 mg/L).
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5.4 EXPRESSAO IN VITRO DE MCP-1

As células tratadas com PC em niveis basais (0Oh) tiveram a expresséao de MCP-
1 semelhantes ao controle (36,7 + 6,5 pg/mL vs 32,26 + 6,38 pg/mL). Nas VSMC
tratadas com PC1 ndo houve diferenca significativa nos niveis de MCP-1 produzidos
apos Oh e 3h, ja que essa concentracdo é normal e baixa. Nas VSMC tratadas com
PC2 e PC3 verificamos um aumento significativo de MCP-1 apdés 3h de tratamento
(149,8 = 16 pg/mL, p<0,001 e 143,5 *+ 28,7 pg/mL, p<0,05 respectivamente), quando
comparados ao tempo Oh (41 + 6,6 pg/mL) (GRAFICO 2). Estudos anteriores
desenvolvidos por nosso grupo demonstraram que o MCP-1 encontra-se elevado em
estagios mais avancados de DRC (STINGHEN et al., 2009), em tempo e concentracao
urémica dependentes. Esse aumento acontece mediante o processo de agressado ao
endotélio por toxinas urémicas, onde se inicia o processo de inflamacdo sistémica,
envolvendo inumeras células inflamatérias que se tornam ativadas e liberam uma
variedade de citocinas, tais como MCP-1, uma das mais importantes produzidas pelas
VSMC e envolvida na patofisiologia da aterosclerose. As VSMC podem expressar uma
variedade de citocinas e moléculas de adesao e contribuir assim para a iniciacdo e
propagacdo da resposta inflamatéria no processo aterogénico atraindo e ativando
leucdcitos, induzindo proliferacdo celular, promovendo disfuncdo endotelial e
estimulando producdo de componentes da matriz extracelular (WANG et al., 2007;
DORAN, 2008). Além de PC, ocorre estimulagdo na producdao de MCP-1 em VSMC
tratadas também com lipoproteinas pro-aterogénicas (DOMOTO et al., 2003). Ainda,
CHANG et al. (2011) verificaram que PC pode potencialmente dificultar a formacéao do
coagulo de sangue, causando desordens hemorragicas através da inibicdo da
agregacdao plaquetaria. MEIJERS et al. (2010) sugeriram que niveis de PC mensurados
no plasma de pacientes com DRC podem ajudar a prever o risco de DCV, além de ser

atil como marcador tradicional de filtracdo glomerular.



45

GRAFICO 2. Expressdo de MCP-1 por VSMC tratadas com PC
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FONTE: O AUTOR (2013)

NOTA: Controle: células sem toxina; PC1: p-cresol na concentragdo normal (0,6 mg/L); PC2: p-cresol na
concentracdo minima urémica (20,10 mg/L); PC3: p-cresol na concentracdo maxima urémica (40,70
mg/L).*P<0,001: PC2 vs controle ; ** P<0,05: PC3 vs controle.

Observou-se também que as VSMC tratadas em 3h com PCS3 estimularam de
forma mais intensa (162,7 + 7,5 pg/mL; p<0,005) a producdo de MCP-1 do que as
VSMC tratadas com PC3 (143,7 £ 28 pg/mL), principalmente apés 3 horas quando
comparadas ao tempo Oh de tratamento (GRAFICO 3), o que corrobora com a literatura
e confirma que o conjugado é a toxina efetiva, pelo seu expressivo impacto bioquimico,
afetando a resposta inflamatéria, interferindo na ativacdo de leucdcitos
polimorfonucleares e resposta vascular a citocinas (DOU, 2002; VANHOLDER, 2008).
O PCS tem sido descrito como efetor do processo pro-inflamatério em leucécitos e
consequente aumento da producéo de radicais livres. Este efeito pode contribuir para o
desenvolvimento da DCV na populacdo urémica (SCHEPERS, 2007; CHANG, 2011).
Ainda, o PCS também foi descrito como toxina que altera a funcdo endotelial em
pacientes que se encontram em terapia dialitica (MEIJERS, 2009). Altos niveis de PCS

estdo associados com a patogénese da DCV, sobretudo aterosclerose em pacientes
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com faléncia renal (WANG et al., 2010). MEIJERS et al. (2009) sugeriram que PCS e
indoxil sulfato podem ser dois marcadores validos para monitorar 0 comportamento de
solutos ligados as proteinas durante a didlise. Entretanto, ambos séo inibidores de
ligacdo competitiva para 0 mesmo sitio de ligacdo de albumina, por isso a técnica pode

ser util, mas nédo especifica.

GRAFICO 3. Expressdo de MCP-1 em VSMC tratadas com PCS
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NOTA:Controle: células sem toxina; PCS1: p-cresilsulfato na concentragcdo normal (2,87 mg/L); PCS2: p-
cresilsulfato na concentracdo minima urémica (15,60 mg/L); PCS3: p-cresilsulfato na concentragdo
maxima urémica (47,20 mg/L). *p<0,001: PCS1 e PCS2 vs controle; *** p<0,005: PCS3 vs controle.

Apo6s 3h de tratamento das VSMC com PC e inibidor seletivo de translocagéo
nuclear da por¢ao p65 do NF-kB, houve uma diminui¢do significativa na produgéo de
MCP-1 em comparacao as células tratadas somente com as toxinas, principalmente nas
concentragbes urémicas: PC2 x PC2i (149,8 + 16 pg/mL vs 36,4 = 10,5 pg/mL;
p<0,001;) e PC3 x PC3i (143,6 + 28 pg/mL vs 50 + 18 pg/mL; p<0,05;) (GRAFICO 4).
Segundo GHOSH (1998), uma das principais vias de ativacdo da quimiocina MCP-1 é a

via NF-kB, cuja modulagcdo desencadeia uma cascata de eventos de sinalizagc&do, os
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quais possuem o controle da expressao génica. Assim como indoxil sulfato, PC também
regula a expressao de moléculas de adesdo e MCP-1 através de ativacdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) por meios da ativacdo de NF-kB em células endoteliais
vasculares (TUMUR et al., 2010). Pelo fato de NF-kB ser um indutor bem conhecido dos
genes inflamatérios e aterogénicos, estratégias eficazes para interromper essa via
podem ser hipoteticamente usadas para atenuar as doencas inflamatérias, tais como
aterosclerose, que estdo associadas com aumento da ativacdo do NF-kB. Entretanto,
uma vez que NF-kB é conhecida como um sinal de sobrevivéncia para maior parte das
células, uma reducéo crdnica, a longo prazo, do seu nivel basal, poderia levar a morte
celular (DWARAKANATH et al., 2004).

GRAFICO 4. Expressdo de MCP-1 por VSMC tratadas com PC e inibidor da via NF-kB
em 3 horas
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NOTA: Controle: células sem toxina; PC1: p-cresol na concentragao normal (0,60 mg/L); PC2: p-cresol na
concentracdo minima urémica (20,10 mg/L); PC3: p-cresol na concentragcdo maxima urémica (40,70
mg/L); PC1li: p-cresol na concentracdo normal (0,60 mg/L) + inibidor da via NF-kB (30 pM); PC2i: p-cresol
na concentracdo minima urémica (20,10 mg/L) + inibidor da via NF-kB (30 puM); PC3i: p-cresol na
concentragdo maxima urémica (40,70 mg/L) + inibidor da via NF-kB (30 pM). * p<0,001: PC2 vs PC2i; **
p<0,05: PC3 vs PCa3i.
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Nos tratamentos das VSMC com PCS, o inibidor da via NF-kB também atuou de
forma a inibir a producdo de MCP-1, principalmente na concentracdo normal PCS1 x
PCS1i (156,49 + 15,9 pg/mL vs 102,3 £ 4,6 pg/mL; p<0,05). Esse efeito da atuacéo do
inibidor foi menor de acordo com o aumento da concentracdo da toxina, uma vez que
com PC2 e PC3 a inibicdo né&o foi significativa (GRAFICO 5). Este achado sugere que a
via NF-kB contribua de forma menos efetiva para a producdo de MCP-1 apds o
tratamento das células com PCS, sobretudo com as concentracfes urémicas, do que
seu precursor PC. Além da porcdo p65 do NF-kB, outros subprodutos de NF-kB, tais
como a p53 podem estar diretamente envolvidos na regulacdo de MCP-1 (HACKE et
al., 2010). DWARAKANATH et al. (2004) descrevem que € importante, nesse caso,
desenvolver uma terapia que iniba ndo somente a atividade do NF-kB p65, mas
também a regulacao de genes especificos da via e qualquer outro gene pro-inflamatério

expresso em VSMC, além de outras vias de transcri¢cdo de citocinas.
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GRAFICO 5. Expressdo de MCP-1 em VSMC tratadas com PCS e inibidor da via NF-kB
em 3 horas
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NOTA: Controle: células sem toxina; PCS1: p-cresilsulfato na concentragcdo normal (2,87 mg/L); PCS2: p-
cresilsulfato na concentracdo minima urémica (15,60 mg/L); PCS3: p-cresilsulfato na concentracdo
maxima urémica (47,20 mg/L); PCS1i: p-cresilsulfato na concentragdo normal (2,87 mg/L) + inibidor da
via NF-kB (30 pM); PCS2i: p-cresilsulfato na concentracdo minima urémica (15,60 mg/L) + inibidor da via
NF-kB (30 puM); PCS3i: p-cresilsulfato na concentracdo maxima urémica (47,20 mg/L) + inibidor da via
NF-kB (30 uM). ** p<0,005: PCS1 vs PCS1..

Na tentativa de termos um controle positivo, tratamos as VSMC com LPS, uma
toxina urémica de baixo peso molecular e amplamente conhecida por ativar a via NF-kB
(RAETZ & WHITFIELD, 2002). Porém, nesse caso, verificamos que a mesma néo serve
como controle, uma vez que sua via de reconhecimento pela célula se da através de
receptores Toll-like (TLR) e ndo de um transporter (OAT), como é o caso de PC e PCS.
Por ativarem a via NF-kB por mecanismos diferentes, ndo podem ser comparados em
relacdo a sua expressao e dosagens de citocinas em sobrenadantes celulares.
Contudo, LPS é uma toxina comum na circulacdo sanguinea de pacientes com DRC e
seu estudo também € relevante para avaliarmos a influéncia dessa toxina na

progressdo da DCV. Apos 3h de tratamento ndo houve producdo significativa de MCP-1
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por estimulo ao LPS x controle (35,5 = 8,9 pg/mL vs 34 £ 8,9 pg/mL). Ainda, na
presenca do inibidor da via NF-kB, a toxina induziu uma expressao menor de MCP-1
pelas VSMC quando comparado com as VSMC tratadas somente com LPS, porém néo
em niveis significativos, LPS x LPSi (35,5 + 8,9 pg/mL vs 25,6 + 6,5 pg/mL) (GRAFICO
6). Sugere-se que essa toxina precise de mais tempo de exposi¢cdo com as VSMC para
que niveis significativos de MCP-1 sejam produzidos pela via NF-kB com maior
expressdo. Em pacientes com DRC, o aumento de LPS esta relacionado com a
permeabilidade da barreira intestinal alterada, permitindo a translocacdo de endotoxinas
para a circulacdo, do uso de antibiéticos sistémicos, que libertam quantidades de LPS
durante a bacteridlise e também da utilizacdo de 4gua ndo-ultrapura para a preparacao
do dialisado no procedimento de dialise (HOLZHEIMER et al., 1998; HAUSER et al.,
2010). Segundo GUHA et al. (2001), endotoxinas estimulam mondcitos e macréfagos e
induzem muitos genes que expressam mediadores inflamatérios. Além disso, a via NF-
kB foi inibida apés 3h de tratamento, mantendo o nivel até mais baixo do que o
controle, o que evidencia o envolvimento dessa via na producdo da quimiocina,
concordando com estudos que afirmam que essa via é uma das principais ativadas pelo
LPS (RAETZ & WHITFIELD, 2002). Baixos niveis de LPS sdo combatidos pelo sistema
de defesa do organismo humano, entretanto excesso de endotoxina circulante ou uma
reacdo exacerbada pode levar a um aumento da resposta inflamatéria sistémica (GUHA
et al., 2001). Pelo fato de PC e PCS terem a capacidade de suprimir a producao de
produtos reativos de leucdcitos, a retencdo de PC e PCS tem sido considerada como
um dos elementos que favorecem a susceptibilidade dos pacientes urémicos a
infecgdo. Esse quadro favorece ainda mais o desenvolvimento de inflamag&o cronica
persistente e consequentemente a progressdo da aterosclerose (DE SMET et al.,
2003).
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GRAFICO 6. Express&o de MCP-1 em VSMC tratadas com LPS e inibidor da via NF-kB
em 3 horas
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NOTA: Controle: células sem toxina; LPS: lipopolissacarideo (1 pg/mL); LPSi: lipopolissacarideo (1
pg/mL) + inibidor da via NF-kB (30 puM).
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6 CONCLUSAO

Apls a extracdo das células de corddo umbilical humano foi realizada a
caracterizacdo celular pela deteccao do filamento de a-actina, caracteristico de VSMC,
confirmando a presenca exclusivamente de VSMC. Apés o tratamento das VSMC com
as toxinas PC e PCS, nas trés concentracfes testadas (PC1, PC2, PC3, PCS1, PCS2,
PCS3), a viabilidade celular se manteve proximo de 100%, demonstrando que nesse
caso a toxicidade néo envolve mecanismos de morte celular. As VSMC expostas a PC
expressaram um aumento significativo na producdo de MCP-1 de forma dose e tempo
dependente, o que corrobora com estudos anteriores do nosso grupo, onde MCP-1
encontra-se em soro de pacientes em estagios mais avancados da DRC. O PCS
estimulou de forma mais significativa a producéo de MCP-1 do que seu precursor PC,
demonstrando que o conjugado é a toxina efetiva. A toxina LPS também estimula a
producdo de MCP-1 por VSMC e também é um fator que favorece a progressdo da
DCV. O bloqueio da via NF-kB (porgéo p65) reduziu significativamente a expressao de
MCP-1 em VSMC tratadas com PC em todas as concentracdes testadas, atuando com
maior expressdo no tratamento com PC e com menor expressao no tratamento com

PCS e LPS, sugerindo a acéo de outras vias importantes na producao de MCP-1.



7 ENSAIOS ADICIONAIS

= Repetir algumas dosagens de MCP-1 com PCS apdés nova sintese;
» Realizagdo de Western Blot para detec¢cdo do NF-kB p65;
= Analise de expresséao de receptor para MCP-1 (CCR2) em VSMC.
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Nesta

Prezados Pesquisadores,

Comunicamos que o Projeto de Pesquisa intitulado “Avaliagdo da
toxicidade urémica (cresol e seus conjugados) na expressdo de MCP-1 via
ativacdo do NF-B em células musculares lisas humanas” esta de acordo com as
normas éticas estabelecidas pela Resolugdo CNS 196/96, foi analisado pelo Comité
de Etica em Pesquisa do Setor de Ciéncias da Salde da UFPR, em reuniao
realizada no dia 29 de junho de 2011 e apresentou pendéncia(s). Pendéncia(s)
apresentada(s), documento(s) analisado(s) e projeto aprovado em 11 de outubro de
2011.

Registro CEP/SD: 1140.065.11.06 CAAE: 0063.0.091.000-11

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

Data para entrega do 1° relatorio parcial elou de conclusao: 11/04/2012.

Atenciosamente

~ '
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Prof?. Dr2. cl/au g Seely Rocco
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Proft. Dr?. Claudia Seely Rocco

Coordenadora do Comité de Etica
em Pesquisa - SD/UFPR

Rua Padre Camargo, 280 — Alto da Gléria — Curitiba-PR — C EP 80060-240
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APENDICE Il

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA COLETA DE CORDAO
UMBILICAL

Vocé, mulher em trabalho de parto, maior de 18 anos, que ndo apresenta pressao alta, sinais clinicos de
inflamacéo, doenca infecciosa, histérico de céancer, doencas auto-imunes, doencas do figado, que nao
esta usando medicamentos que baixam suas defesas (imunossupressores), que ndo tem historico de
abuso de alcool ou drogas ilicitas, esta sendo convidada a participar dos estudos: “Avaliagcdo da resposta
inflamatéria frente a toxicidade urémica e expressdo da citocina CXCL12 em pacientes com Doenca
Renal Crbnica” e “Avaliagdo da toxicidade urémica (p-cresol e seus conjugados) na expressdo de MCP-1
via ativacdo do NF-kB em células musculares lisas humanas” e outras pesquisas correlatas. Para isto,
estamos solicitando sua colaboracéo para que autorize a coleta do corddo umbilical, apds o nascimento
do seu bebé.

0] O objetivo desta pesquisa é avaliar, através das células obtidas do corddo umbilical o
processo de inflamagdo, um processo que ocorre nos pacientes com Doenca Renal Crénica,
uma vez que seus rins ndo funcionam corretamente;

(ii) Esta pesquisa podera contribuir para um melhor entendimento da Doenc¢a Renal Crbnica e
futuramente melhorar o diagnéstico da doenca. Por isso, a utilizacdo de células da veia do
corddo umbilical podera beneficiar outras pessoas portadoras da doenga a um médio-longo

prazo;

(i) A pesquisa nao visa beneficiar diretamente a mae e/ou seu bebé e sim os pacientes com
Doenca Renal Crbnica;

(iv) O corddo umbilical, que a principio seria descartado, serd cortado por seu/sua obstetra ou

membro de sua equipe e somente apds os procedimentos usuais de parto seré utilizado, sem
causar nenhum dano fisico ou moral, a vocé ou a seu bebé;

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

(vi) Vocé esta cedendo e ndo vendendo o corddo umbilical, portanto ndo receberd nenhuma
forma de pagamento por tal ato;

(vii) Vocé podera a qualquer momento em que a pesquisa estard sendo desenvolvida (marco de
2012 a fevereiro de 2013) solicitar esclarecimentos sobre a pesquisa, tendo a liberdade de
recusar a participar ou retirar seu consentimento - via telefone, via email ou até mesmo
pessoalmente - sem penalizacédo alguma e sem prejuizo;

(viii) As pesquisadoras Andréa E. M. STINGHEN e Rayana Ariane Pereira podem ser encontradas
na Universidade Federal do Parand - Centro Politécnico, Jardim das Américas - Setor de
Ciéncias Bioldgicas - Departamento de Patologia Béasica, sala 143A, pelo telefone: (41) 3361-
1691 das 8:30 as 17:30 hrs, ou pelos emails: andreaSTINGHEN@ufpr.br e
rayanaariane@ufp.br, para esclarecer eventuais dividas a respeito da pesquisa;

(ix) As células extraidas do corddo umbilical poderdo ser armazenadas e utilizadas em outros
estudos correlatos, de acordo com sua aceitacao abaixo:

() Aceito o armazenamento e a utilizacao de células do corddo umbilical em outros estudos
correlatos;

() Nao aceito o armazenamento e a utilizacdo de células do cordao umbilical em outros
estudos correlatos.

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

Nome, data e assinatura
Dra. Andréa
Mestranda Rayana

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

PRODUCAO RELACIONADA AO DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO:

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

apos exposicao a produtos de glicagao avancada (AGES)”.

2. Resumo publicado com o titulo: “Advanced glycation end products and MCP-
1 expression by endothelial cell through PKC-B pathway” no Abstract
Supplement 2012 - Journal of the American Society of Nephrology (JASN) e no
Kidney Week 2012 Program Builder — Disponivel no endereco eletrbnico:

http://www.asn-online.org

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

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

5. Submissdo do resumo intitulado como: "p-cresol (PC) and p-cresyl sulfate
(PCS) stimulate chemoattractant protein-1 (MCP-1) expression in human
vascular smooth muscle cells (VSMC)" - Kidney Week 2013, American Society
of Nephrology (ASN).


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

ANEXO |

CARTA DE ACEITE DE PUBLICACAO DE MANUSCRITO:

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

Date: 2013/5/18

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

May 18th, 2013

Andréa Stinghen

Federal University of Parana (andreastinghen@ufpr.br)

Manuscript Identification Number: LAJP 3277-13

Dear author:

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

Many thanks for your interest in our journal.

Reviewer's comments:

The manuscript “Evaluation of Uleine in Cellular Adhesion of Murine Melanoma (B16F-
10) and Human Gastric Carcinoma Cells (KATO Illl and MKN) ” has been fully revised,
com pleted some references and corrected some terms. Is now suitable for publication.

Yours sincerely,

Prof. Néstor O. Caffini, Editor
Latin American Journal of Pharmacy

E-mail: caffini@biol.unlp.edu.ar



mailto:info@latamjpharm.org
mailto:andreastinghen@ufpr.br
mailto:andreastinghen@ufpr.br
mailto:andreastinghen@ufpr.br
mailto:caffini@biol.unlp.edu.ar
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ANEXO I

CARTA DE SUBMISSAO DE PUBLICACAO DE MANUSCRITO:

De: Jornal Brasileiro de Nefrologia <sgpjbn@sgponline.com.br>
Data: 26 de marco de 2013 07:35

Assunto: Artigo Corrigido SGP/JBN

Para: andreastinghen@ufpr.br

llmo(a) Sr.(a)

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

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

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

Obrigado por submeter seu trabalho no Jornal Brasileiro de Nefrologia.

Atenciosamente,

Dr. Jodo Egidio Romao Junior
Editor

Rua Machado Bittencourt, 205,

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

Fone: (11) 5579-1242
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