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RESUMO

p-Cresil Sulfato (PCS) e Indoxil Sulfato (IS) sé@o toxinas urémicas ligadas a proteinas,
responsaveis por muitas das consequéncias clinicas da uremia, tais como a
disfuncéo endotelial na doenca renal cronica (DRC). Os transportadores de anions
organicos (OATS), representam uma familia de transportadores que medeiam a
absorcdo de uma vasta gama de moléculas e também de toxinas urémicas por
células tubulares proximais. No presente estudo investigamos a captacédo de PCS e
IS por OAT1 e OAT3 em células endoteliais vasculares humanas. O PCS foi
sintetizado a partir de seu precursor p-cresol através de sulfatacdo utilizando acido
clorossulfénico/KOH a fim de obter um sal de potassio. A caracterizacdo do PCS foi
realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), espectrometria de
massa (EM) e Ressonancia Magnética Nuclear de H; e Ci3. As células endoteliais
humanas foram tratadas com as concentra¢cdes normal, urémica e urémica maxima
de PCS (0,08, 1,75 e 2,6 mg/L) e IS (0,6, 53 e 236 mg/L) respectivamente, com e
sem Probenicid (Pb), comumente utilizado como agente uricosurico, e descrito como
um inibidor de OATSs. A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de Brometo de 3-
[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio (MTT). A captacdo de PCS e IS foi
avaliado em extratos de células endoteliais a 4 e 37°C por CLAE. OAT1 e OAT3
foram avaliados por western blot e imunocitoquimica. A expressao da quimiocina
monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) foi avaliada por ELISA em
sobrenadante de células endoteliais tratadas com PCS e IS com e sem Pb apos
cinética de 0, 3 e 6 h. A viabilidade celular diminuiu significativamente apos 24 h de
tratamento com PCS (P<0,05) e IS (P<0,001) de uma forma dose dependente para
IS, e foi restabelecida apés o tratamento com Pb. A captacdo de PCS e IS
analisados por CLAE mostrou que a 37°C ocorre a internalizacdo celular de PCS e
IS, e quando o Pb foi adicionado, houve a inibicdo da captacdo para ambas as
toxinas, 0 que sugere que os OATs estdo envolvidos na captacdo e transporte
celular de PCS e IS. Além disso, a 4°C foi observada uma internalizacao diminuida.
A andlise por western blot e imunocitoquimica mostraram que tanto OAT1 quanto
OAT3 estéo envolvidos na captacdo de PCS e IS em células endoteliais, com maior
expressdo de OAT1. A expressdao de MCP-1 foi aumentada ap6s 3 e 6 h de
tratamento com PCS e IS, mas diminuiu apds o tratamento com Pb. Em concluséo,
PCS e IS servem como substratos para OATs em células endoteliais humanas e sua
captacdo € mediada por estes transportadores. O bloqueio seletivo dos OATs pode
servir como uma estratégia terapéutica para inibir a expressdo de biomarcadores
inflamatorios vasculares, tais como a quimiocina MCP-1, uma das principais
moléculas no processo de aterosclerose urémica. Nossos resultados podem ser
Uteis para melhor compreender os mecanismos celulares e moleculares da
toxicidade urémica em pacientes com DRC e reverter em novas estratégias
terapéuticas nestes pacientes.

Palavras-chave: toxicidade urémica, p-cresil sulfato, indoxil sulfato, OATSs, captagao.



ABSTRACT

Protein bound uremic toxins such as p-cresyl sulfate (PCS) and indoxyl sulfate (IS)
are responsible for many of the uremia clinical consequences, such as endothelial
dysfunction in chronic kidney disease (CKD) patients. Organic anion transporters
(OATSs), are a family of transporters that mediate the uptake of a wide range of
molecules, and have being enrolled in the uptake of uremic toxins on e.g. proximal
tubular cells. In this study we investigated whether OAT 1 and OAT 3 are enrolled in
the uptake of PCS and IS in human vascular endothelial cells. PCS was synthesized
by p-cresol sulfatation using chlorosulfonic acid/KOH in order to obtain a potassium
salt, and characterized by high performance liquid chromatography (HPLC), mass
spectrometry (MS) and *C and *H Nuclear Magnetic Resonance Spectra. Indoxyl
sulfate was purchased commercially. Human endothelial cells (E.A.hy 926 - ATCC
CRL 2922) were treated with normal, uremic and maximum uremic concentrations of
PCS (0.08 mg/L, 1.75 mg/L and 2.6 mg/L) and IS (0.6 mg/L, 53 mg/L and 236 mg/L)
respectively, with and without Probenicid (Pb), commonly used as a uricosuric agent
and described as an OAT inhibitor. Cell viability was assessed by MTT. The PCS and
IS up take was analyzed in endothelial cells extracts at 4°C and 37°C by High-
performance liquid chromatography (HPLC). OAT 1 and OAT 3 were assessment by
western blot and immunocytochemistry. Cell viability decreases after 24h of PCS
(P<0,05) and IS (P<0,001) treatment in a dose dependent manner. The uptake of
PCS and IS in cells extracts analyzed by HPLC, showed that at 37 °C the cell
internalization occurs for PCS and IS and when Pb was added, there was no
evidence of both toxins, suggesting that OATs are involved in the active cellular
transport of PCS and IS. In addition no uptake activity was noted at 4°C. Western
blot and immunocytochemistry analysis showed that both OAT1 and OAT3 are
involved in the uptake of PCS and IS in endothelial cells, with larger contribution by
OAT1. MCP-1 expression increased after 3 and 6h of PCS and IS treatment, but
decreased after Pb treatment. In conclusion, PCS and IS serve as OATSs substrates
in human endothelial cells and their uptake is mediated by OATs. The selective
blockage of OATs could serve as a therapeutic strategy to inhibit he expression of
vascular inflammatory biomarkers, such as Protein MCP-1, one of the main
molecules in the uremic atherosclerosis process. Our findings could be useful to
better understand the cellular and molecular mechanisms of uremic toxicity in CKD
patients.

Key-words: uremic toxicity, p-cresyl sulfate, indoxyl sulfate, OATSs, uptake.
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1 INTRODUCAO

A doencga renal crénica (DRC) ganha cada vez mais importancia por atingir
de forma negativa e impactante boa parte da populacdo mundial. A DRC é
caracterizada pela perda lenta e progressiva da funcdo dos rins de forma
irreversivel, desta forma a excrecdo de inumeros compostos € prejudicada
(BARRETO et al., 2014a). Com a progressao da DRC, os rins perdem a capacidade
de filtracdo e remocao de solutos toxicos presentes no sangue, conhecidos como
toxinas urémicas que, por sua vez, acumulam-se no organismo levando a um estado
chamado de uremia (STINGHEN; PECOITS-FILHO, 2011; VANHOLDER; VAN
LAECKE; GLORIEUX, 2008).

O ambiente urémico desencadeia uma resposta inflamatéria que induz
alteracdes fenotipicas nas células endoteliais. Essas disfuncbes levam a danos
cardiovasculares, tais como aterosclerose, que é responsavel pela alta taxa de
morbimortalidade nos pacientes com DRC (BRO et al., 2004; DEVINE et al., 2014;
GLORIEUX; VANHOLDER, 2011; VANHOLDER; VAN LAECKE; GLORIEUX, 2008;
ZOJA et al, 2002). A principal causa de morte em pacientes com DRC,
especialmente aqueles que estdo em dialise, € a doenca cardiovascular (DCV). A
disfuncao endotelial e a calcificagao vascular desempenham um papel importante na
patogénese e morbimortalidade da DCV que esta estreitamente relacionada a DRC
(LEE et al., 2012; WATANABE et al., 2015).

As toxinas urémicas nem sempre conseguem ser removidas por terapias
renais substitutivas tais como a dialise peritoneal e a hemodialise. Varios estudos
relacionados a fisiopatologia da DRC conduzem a hipétese de que toxinas ligadas a
proteinas sejam um importante fator para a progressado desta doenca (NIWA, 2010;
POESEN et al., 2013). Solutos urémicos como indoxil sulfato (IS) e p-cresil sulfato
(PCS) séo classificados como toxinas urémicas de baixo peso molecular que se
ligam a proteinas, e sdo dificeis de remogéo, promovendo varios efeitos deletérios
no organismo (ITOH et al., 2013; VANHOLDER et al.,, 2001, 2003a, 2009). As
toxinas urémicas sdo excretadas através do tubulo proximal do rim e se acumulam
no sangue de pacientes com insuficiéncia renal (BARRETO et al., 2014b). Estudos

demonstraram que PCS e IS foram associados com o aumento da mortalidade e
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DCV em pacientes com DRC em varios estagios da doenca (BAMMENS et al., 2006;
LIABEUF et al., 2009).

Dados da literatura demonstram que o ambiente urémico leva a alteracoes
em células endoteliais, que se tornam capazes de sintetizar e expressar moléculas
de adeséo, tais como a vascular adhesion molecule-1 (VCAM-1) e intercelular
adhesion molecule-1 (ICAM-1), e quimiocinas, tais como monocyte chemotactic
protein-1(MCP-1) e interleucina-8 (IL-8) em tempo e uremia dependentes
(STINGHEN et al., 2009), moléculas envolvidas no processo aterogénico. Ainda,
demonstrou-se que a IL-8 e MCP-1 podem ser expressos por células endoteliais
estimuladas por mediadores pro-inflamatérios, tais como citocinas e
lipopolissacarideos, dependendo da atividade do fator de transcricdo NF-kB (ZOJA
et al., 2002).

Transportadores medeiam a secrecao e reabsorcédo de diversos compostos
pelo rim, e, portanto, influenciam nos niveis dos seus substratos no plasma. Em pH
fisiolégico, solutos urémicos, entre muitas outras substancias orgéanicas, estdo sob a
forma de anions (PRICHARD et al., 1996). OATs sao transportadores envolvidos na
eliminacdo de diversos compostos, dentre eles toxinas urémicas. Os OATs
pertencem a familia de genes transportadores de soluto (SLC), especificamente
SLC22A, e atualmente pelo menos dez isoformas de OATs foram identificados
(BURCKHARDT, 2012; SAITO, 2010; WOLFF et al., 2003). A absorcdo de
compostos urémicos pelos rins tem sido associada a OAT1 e OAT3, que podem ser
encontrado na membrana basolateral do tubo proximal renal (ANZAI; KANAI,
ENDOU, 2006; CHA et al., 2001; NAGLE et al., 2011).

Considerando a possibilidade de captacdo das toxinas urémicas por células
endoteliais via OAT1 e OAT3, a qual induz a uma resposta inflamatéria contribuindo
para o desenvolvimento da aterosclerose em pacientes com DRC, o presente estudo
visa analisar a expressdo de OAT1 e OAT3 em células endoteliais humanas, e
esclarecer os mecanismos celulares e moleculares envolvidos na progressdo da
DCV permitindo a descoberta de novos alvos terapéuticos, visando uma maior

sobrevida do paciente.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 DOENCA RENAL CRONICA (DRC)

Segundo o Kidney Disease Improving Global Outcomes (KDIGO) em seu
documento KDIGO Clinical Practice Guide line for the Evaluation and Management
of Chronic Kidney Disease publicado em 2012, a DRC pode ser definida como a
presenca de lesédo renal por tempo igual ou superior a trés meses, sendo estas
acompanhadas por anormalidades funcionais dos rins. As anormalidades incluem
diminuicéo taxa de filtracdo glomerular (TFG<60mL/min/1,73m?), ou evidéncia de um
ou mais marcadores de danos nos rins como a albuminudria, anormalidades de
sedimento na wurina, anormalidades eletroliticas, anomalias detectadas pela
histologia e imagem, ou histérico do transplante renal. A perda da capacidade
funcional dos rins de forma lenta e progressiva a qual é caracteristica da DRC tem
como consequéncia o desenvolvimento da uremia nos pacientes. Considerando a
TFG, é possivel caracterizar os pacientes dentro os cinco estagios da progressao da
DRC, sendo o terceiro divido em estagio A e B, como apresentados na tabela 1.

Tabela 1 — Estadiamento da doenca renal crénica (DRC).

Estagio Descricao TFG (mL/min/1,73m?2)
1 Lesao renal com TFG normal ou aumentada =290
2 Leséo renal com leve diminuicdo da TFG 60-89
3a Lesédo renal com média a moderada diminuicéo da 4559
TFG
3b Lesédo renal com moderada a severa diminuicdo da 30-44
TFG
4 Lesdo Renal com Severa diminui¢cdo da TFG 15-29
5 Faléncia renal ou em terapia substitutiva <15

Fonte: NKF (2012).
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A doenca renal crbnica (DRC) € um importante e crescente desafio
enfrentado pelos profissionais de saude, sendo a prevaléncia estimada em uma
variagdo 8 e 16% em todo o mundo. Cerca de 80% dos casos da doenga foi
observado em paises desenvolvidos, havendo um padréo de aumento na incidéncia
da doenca em paises com diversidades econdmicas. As taxas de prevaléncia da
DRC estdo aumentando globalmente, principalmente como consequéncia da
incidéncia aumentada de diabetes, hipertensédo e envelhecimento da populagéao
(JHA et al., 2013; LEE et al., 2012; SUN; CHANG; WU, 2012).

Embora haja avancos significativos na terapia de dialise e na compreenséo da
fisiopatologia da DRC, a taxa anual de mortalidade de pacientes portadores de DRC
é extremamente elevada, estima-se cerca de 25 milhdes de mortes ao ano, tendo
como principal causa de morte as complicacbes relacionadas a doenca
cardiovascular (DCV) (COHEN; HORL, 2012; HAUSER et al., 2008). A incidéncia de
DCV em pacientes com DRC esté associada com a retencdo de solutos urémicos e
com o efeito toxico da uremia, levando tais pacientes a uma maior taxa de
mortalidade mesmo nos primeiros estagios da doenca (KNEIS et al.,, 2013;
VANHOLDER; VAN LAECKE; GLORIEUX, 2008).

De acordo com o censo nacional da Sociedade Brasileira de Nefrologia
estimativa-se que cerca de 100 mil pacientes brasileiros estiveram em tratamento
dialitico em 2013, tendo um aumento de 2,8% de pacientes em tratamento se
comparado ao ano de 2012. A faixa etaria de maior percentual de pacientes em
dialise € dos 19 ao 64 anos, sendo as outras faixas etarias menos atingidas pela
doenca (CENSO SBN, 2013). Em relacdo ao diagnéstico das doencas renais
primarias, as mais frequentes, em 2013, foram hipertensao arterial (35%) e diabetes
(30%), seguidos por glomerulonefrite crénica (12%) e rins policisticos (4%); outros
diagnésticos foram feitos em 12% e este foi indefinido em 8% dos casos. N&o houve
alteracdo significativa nesses percentuais nos Uultimos 3 anos. A Nefropatia
hipertensiva (35%) seguida pelo diabetes (30%) s&o as principais doencas de base

nos pacientes prevalentes (SESSO et al., 2014).

A progressdao DRC, leva a perda da capacidade dos rins de eliminarem
compostos urémicos da circulagdo. O acumulo desses solutos urémicos é conhecido
como “estado urémico”. Um dos efeitos toxicos da uremia é a producéo de respostas

inflamatoérias que acabam acelerando o desenvolvimento da DRC, tais como a
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aterosclerose (BRO et al., 2004; GLASSOCK, 2008). Além disso, podem ser
observadas outras disfungdes sendo as principais a anemia, disfuncédo imune,
resisténcia insulinica, inflamacdo, desordens de coagulacdo, pericardite e
hipertensdo. E importante salientar que em pacientes portadores de DRC muitos
desses efeitos tais como a inflamacédo e anemia, tém um impacto significativo sobre
o status cardiovascular, podendo levar o paciente ao 6bito. Diante deste quadro
clinico a DCV confere a principal causa de mortalidade em pacientes com DRC
(VANHOLDER; VAN LAECKE; GLORIEUX, 2008).

O diagnéstico de pacientes com DRC muitas vezes € realizado em estagios
mais avancados da doenca, pois a mesma € assintomatica em estagios iniciais.
Contudo, o retardo da DRC depende do diagnéstico precoce e da qualidade do
tratamento nos primeiros estagios da doenca (BASTOS; KIRSZTAJN, 2011).

2.2 TOXINAS UREMICAS

Toxinas urémicas sdo grupos de substancias tais como peptideos e
compostos organicos os quais em condicdes normais sao excretados pelos rins,
mas sao retidos quando a funcao renal esta prejudicada (STINGHEN et al., 2009).
Para que uma toxina urémica seja auténtica ela deve ser identificada e caracterizada
quimicamente; quantificada em fluidos corporais; ter seu nivel aumentado e uma
relacdo em um ou mais sintomas da uremia quando o0 paciente encontra-se em
estado urémico; ter os niveis corporais reduzidos dessa toxina quando o paciente
obtiver uma melhora no quadro clinico da uremia, e por fim reproduzir in vivo ou in
vitro os efeitos urémicos semelhantes aos encontrados na uremia. Além desses
critérios 0 mecanismo patobiolégico deve ser demonstrado de forma a elucidar a

ligacdo entre a toxina e o quadro de uremia (GLASSOCK, 2008).

De acordo com a data base do European Uremic Toxins Work Group (EUToXx)
(http://eutoxdb.odeesoft.com/index.php) existem atualmente mais de 153 solutos
urémicos listados e, certamente, um aumento neste numero pode ser esperado.

Estas toxinas podem ser classificadas como:
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° Solutos livres e sollveis em agua com peso molecular inferior ou igual a 500
Da. Prototipos desse grupo incluem a ureia e a creatinina, sendo estas removidas

facilmente por didlise.

° Moléculas médias com peso molecular maior que 500 Da. Tais como B2-
microglobulina e a leptina, grande parte dos compostos desse grupo sao peptideos e
somente removiveis por membranas de porosidade grande, essas toxinas podem

afetar um grande nimero de 6rgaos e sistemas do organismo.

° Solutos ligados as proteinas tais como IS e PCS sao classificados como baixo
peso molecular, sdo de dificil remocao por dialise e promovem diversas atividades
toxicas ao organismo (GLORIEUX; VANHOLDER, 2011; ITOH et al., 2013;
VANHOLDER et al., 2001, 2003b).

As toxinas urémicas, principalmente as de baixo peso molecular, apés serem
absorvidas ligam-se a proteinas principalmente a Albumina Sérica Humana (HSA), e
nem sempre sao removidas de forma eficaz do organismo de pacientes com DRC,
através de terapias substitutivas como a didlise peritonial e a hemodiélise. Essas
toxinas acabam acumulando no organismo causando inuUmeros efeitos deletérios.
Diversos estudos tém investigado o papel fisiologico de toxinas urémicas ligadas a
proteinas, tais como os compostos PC, PCS e IS, que surgiram como alvos
importantes da terapéutica e tém atraido maior interesse de estudo nos ultimos anos
devido a toxicidade destes compostos em potencial (ITOH et al., 2013; POVEDA et
al., 2013; WATANABE et al., 2012).

2.2.1 p-Cresol e p-Cresil Sulfato

O PC (4 - metilfenol) de férmula quimica C;HgO, € uma toxina urémica com
peso molecular de 108 Da, ligada principalmente a proteinas séricas, a qual exerce
varios efeitos deletérios ao organismo. Esta molécula é formada a partir da dieta rica
em tirosina e fenilalanina. Esses aminoacidos sdo metabolizados em &acido 4-
hidroxifenilacético, atraves da fermentacdo pela microbiota bacteriana presente no
intestino grosso, tais como enterobactérias e Clostridium perfringens. O Clostridium

difficile (bactéria patogénica) & capaz de descarboxilar o acido 4-hidroxifenilacético
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através da enzima p-hidroxifenil acetato descarboxilase (pHPA), formando o PC
(Figura 1). Durante a sua passagem através da mucosa do colon e do figado, sofre
processos de conjugacado (sulfatacdo e glucuronidacao) formando dois compostos,
sendo eles o PCS e p-cresil glucoronidato (PCG) (BARRETO et al., 2014b;
JOURDE-CHICHE et al., 2011; MEIJERS; EVENEPOEL, 2011a; SELMER; ANDREI,
2001; VANHOLDER; DE SMET; LESAFFER, 1999).

Figura 1 — Formacgao do p-cresol e seus conjugados.
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Fonte: Vanholder et al. (2011).
Nota: Tirosina provinda da dieta é metabolizada formando p-cresol o qual é sulfatado ou
glucoronisado no figado formando p-cresil sulfato ou p-cresil glucoronidato.

Em pacientes com DRC é possivel encontrar os dois derivados de PC, tanto
em sua forma conjugada como nédo conjugada. O PC em sua forma ndo-conjugada é
detectavel no plasma humano normal e urémico em quantidades inferiores a 40,70
mg/L. A maior parte do PC gerado aparece na circulagdo como PCS, enquanto que
uma fracdo menor é de PCG. Estudos recentes mostram que PC sobre uma rapida

metabolizacdo, fazendo com que o PCS seja encontrado em uma concentracao
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muito superior que a de seu precursor, desta forma, considera-se o PCS como o
principal responsavel pelo efeito bioldgico em condi¢cdes urémicas (BARRETO et al.,
2014b; LIABEUF et al.,, 2013; LOOR et al., 2005; MARTINEZ et al.,, 2005;
VANHOLDER et al., 2011a).

O p-cresil sulfato (PCS) proveniente da sulfatacdo de PC, € um composto
organico, com férmula quimica C;HgO4S, de peso molecular 187 Da, com alta
afinidade por proteinas séricas, principalmente a albumina sérica humana (HSA)
(Figura 2). O PCS liga-se ao sitio | que se localiza no subdominio 2A (também
conhecido como o sitio de ligacdo a varfarina) que serve como ligacdo para
substancias enddégenas e exdgenas, incluindo drogas (MEIJERS; BAMMENS;
VERBEKE, 2008; MEIJERS; EVENEPOEL, 2011b; WATANABE et al., 2012).

Figura 2 — Formacéao do p-cresil sulfato e ligacdo a Albumina Sérica Humana.
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Fonte: Adaptado de Meijers et al. (2011).
Nota: Apés p-cresil sulfato é sulfatado no figado, p-cresil sulfato liga-se a albumina e circula pelo
organismo causando danos em diversos 6rgaos como o coragao, o rim e o endotélio.

A concentracdo de PCS no sangue de individuos saudaveis é baixa, cerca
de 6 uM, mas aumenta para valores superiores 300 uM em pacientes em estagio
final de DRC. A fracado total maxima de PCS encontrada num paciente com uremia €
de 105 mg/L, com média equivalente a 43 mg/L. Ja a média da fracao livre de PCS é
igual a 2,6 mg/L. O acumulo de PCS tem sido associado com comprometimento de
lesbes vasculares, mortalidade, e ativacdo de leucdcitos na producdo de radicais
livres. A eliminagdo desta toxina atraves de hemodialise € pobre, sendo removida

somente cerca de 29% da mesma, fato que tem sido atribuido a sua forte ligacéo a
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proteinas plasmaticas (BERGE -LEFRANC et al., 2010; VANHOLDER et al., 2011a,
2014).

Recentemente foi demonstrado que o PCS induz a formacdo de
microparticulas endoteliais, mesmo na auséncia de danos endoteliais clinicamente
evidentes em pacientes submetidos a hemodialise, o que sugere fortemente um
papel importante de PCS na disfuncdo endotelial (MEIJERS; VAN; VERBEKE,
2009). Além disso, dados mostraram que PCS tem efeitos pro-apoptéticos e proé-
inflamatorios sobre as células epiteliais tubulares proximais humanas, os quais
podem em conjunto com outros fatores levar ao estresse oxidativo, promovendo a
progressao da DRC (POVEDA et al., 2013). Estudos in vitro demonstraram aumento
da formacé&o de radicais livres e resposta pro-inflamatéria produzidos por leucdcitos
apos a exposicdo ao PCS em ambiente urémico, o que sugere que PCS pode
contribuir para a propenséo do dano vascular em pacientes com DRC (SCHEPERS
et al., 2007).

2.2.2 Indoxil Sulfato

O IS é uma toxina urémica com baixo peso molecular de 213,21 Da, com
férmula quimica CgH;NO,S, é derivado de proteinas provindas da dieta, sendo um
indol derivado do aminoécido triptofano metabolizado através da acao de bactérias
intestinais (Figura 3). Normalmente é excretado pelos rins através da secrecdo
tubular proximal, com uma taxa de excrecdo média variando de 50-70 mg/dia, em
pessoas saudaveis (BOLATI et al., 2013). No entanto em estado de uremia, a
depuracéo renal inadequada de IS leva a um aumento dessa toxina no organismo.
Estudos relatam que cerca 90% do IS presente em pacientes urémicos encontra-se
ligado a proteinas principalmente a HSA. O acumulo de IS no organismo aumenta
consideravelmente a concentragdo desta toxina no soro de pacientes em terapia
renal substitutiva, como resultado da disfuncdo renal ou remocéo ineficaz por
hemodidlise tradicional (NIWA, 2010; NIWA et al., 1988).
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Figura 3 — Formacéao do indoxil sulfato.
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Fonte: Fonte: Adaptado de Meijers et al. (2011).
Nota: O triptofano provindo da dieta é metabolizado em indol, o qual é sulfatado no figado formado
Indoxil sulfato, o qual em condi¢des normais é excretado pelos rins.

Dados clinicos demonstraram que ha um aumento gradual na concentracao
sérica de IS em pacientes portadores da DRC ao longo dos estagios da doenca,
sendo esta diretamente associada com calcificagdo de aorta e rigidez vascular
(BARRETO et al., 2009). Em ratos do tipo Sprague-Dawley com insuficiéncia renal,
altas concentragdes de IS induziu o estresse oxidativo na aorta e nos rins (KOIZUMI
et al., 2014), e Yang et al. (2015) demonstraram que a producdo de oOxido nitrico
(NO) e Oxido nitrico sintase endotelial fosforilado (eNOS) diminuiu, enquanto a
producdo de MCP-1 aumentou significativamente em células endoteliais humanas
tratadas com IS (YANG et al., 2012). Estudos demonstram ainda que o mecanismo
pelo qual IS gera este estresse envolve seu transporte para dentro da célula atraves
de OATs (OAT1 e OAT3), na qual a enzima nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato oxidase (NADPH) ativa células endoteliais, tubular renal e células mesangiais
glomerulares. Embora seja um composto bastante pequeno, a remocao do IS por
hemodialise € prejudicada devido a ligacdo de proteinas maiores, 0 que em
contraste com a toxina livre sdo impedidas de passarem por membranas de dialise
(DEVINE et al., 2014; KOIZUMI et al., 2014). Além disso, as interacdes leucocito-
endotélio sdo reforcadas através do aumento da expressao de selectina e estresse
oxidativo in vitro e in vivo, sugerindo que as toxinas urémicas estao envolvidos na

inflamac&o vascular em doentes com disfuncéo renal (ITO et al., 2010).
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2.3 UREMIA, INFLAMACAO E ATEROSCLEROSE

O ambiente urémico pode desencadear uma série de alteracdes fenotipicas
ao endotélio. A disfuncdo endotelial € um evento comumente descrito na doenga
renal tanto aguda como crénica. Nas fases iniciais da aterosclerose, ocorre o
estimulo de células endoteliais, essas células passam a produzir moléculas proé-
inflamatorias (COHEN et al., 2007; LIBBY; RIDKER; MASERI, 2002). A agressao
constante através do acumulo de toxinas urémicas, promove 0 aumento da
expressdo de marcadores de ativacdo endotelial no plasma tais como monocyte
chemoattractant protein-1 (MCP-1), vascular adhesion molecule-1 (VCAM-1) e
interleucina 8 (IL-8). A MCP-1 é uma quimiocina produzida por células endoteliais,
leucaocitos, células de musculo liso, fibroblastos e mondcitos, seu receptor € o CCL2,
pertence a familia das C-C citocinas sendo responsavel pela quimiotaxia dos
monaocitos para a camada intima do vaso durante os primeiros estagios do processo
aterogénico (Figura 4). Vérias citocinas pro-inflamatorias estimulam a producéo de
MCP-1, tais como a TGF- e IL-1. (BOISVERT et al.,, 1998; ELMARAKBY;
SULLIVAN, 2010; GERSZTEN et al., 1999; LANDIN BORING, JENNIFA GOSLIN,
MICHAEL CLEARY CHARO, 1998). A MCP-1 tem um papel importante na
progressdo da aterosclerose. Eventos paralelos também sdo mediados pela
resposta inflamatéria do vaso, tais como a calcificacédo vascular (IKEDA U1, MATSUI
K, MURAKAMI Y, 2002; RIBEIRO et al., 2014; STINGHEN et al., 2009, 2010;
VANHOLDER et al., 2005).
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Figura 4 — Eventos leucocitarios na inflamacéo.
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Fonte: Stinghen et al. (2009).

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

Estudos desenvolvidos por nosso grupo demonstraram o0 aumento da
expressdo de MCP-1 e VCAM-1, com a exposicdo as toxinas urémicas em
condi¢gbes de uremia (STINGHEN; RIELLA; PECOITS-FILHO, 2010; STINGHEN et
al., 2009). Ainda, pacientes com angina instavel e pds-infarto agudo do miocardio,
apresentam niveis plasmaticos elevados de MCP-1. Do ponto de vista clinico, esses
niveis estdo associados a dislipidemias, eventos cardiovasculares, sendo apontado
como um mediador da inflamacdo do endotélio em pacientes com disfuncéo renal e
coronariopatia (ELMARAKBY; SULLIVAN, 2010; IKEDA U1, MATSUI K, MURAKAMI
Y, 2002; KOLATTUKUDY; NIU, 2012).

Dados prospectivos sugerem fortemente que a ativacdo endotelial e
inflamacgéo vascular podem ocorrer no inicio do processo aterosclerotico e que os
niveis séricos elevados de moléculas de adesédo (ICAM-1, VCAM-1) sdo preditores
de futuros eventos cardiovasculares e DRC na populacdo em geral. Alguns
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estimulos como o estresse oxidativo também podem induzir a producdo de MCP-1.
Além disso, a expressdo de moléculas de adesdo tem sido demonstrada em placas
ateroscleroticas humanas sendo fortemente associada com o acumulo de leucadcitos,
havendo uma forte correlacdo entre o0s niveis de quimiocinas e eventos
cardiovasculares, tais como infarto agudo do miocéardio, angina instavel e
mortalidade em pacientes em dialise (KOLATTUKUDY:; NIU, 2012; STINGHEN et al.,
2009).

2.4 OATs

Os OATSs séao a principal classe de transportadores de secre¢do no rim, sao
pertencentes a familia de genes carreadores de solutos (SLC), especificamente a
SLC22A, e sdo compostos de cerca de 540-560 amino&cidos compreendendo 12
dominios transmembranicos, sendo dois pares de 6 dominios transmembranares
ligados por um laco grande intracelular e ambos NH, e COOH terminais sao
intracelulares (Figura 5). J& foram descritos cerca de dez Isoformas de OATs do tipo
OAT1-10, que juntamente com o0 URAT1 compbdem a familia dos OATs
(BURCKHARDT; WOLFF, 2000; BURCKHARDT, 2012; SAITO, 2010).

Figura 5 — OAT e seus dominios.
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Fonte: Adaptado de Nigam et al. (2015).
Nota: G, locais de glicosilacdo; P, locais de fosforilacdo.
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A captacéao renal de anions organicos foi caracterizada por OAT1 e OAT3 na
membrana basolateral, dos tdbulos proximais renais. Os OAT1 e OAT3
desempenham principalmente a funcdo da captacdo de substratos pelos rins e,
portanto, sdo elementos fundamentais na regulacdo da distribuicdo de drogas,
toxinas, e metabdlitos entre o sangue e urina (NAGLE et al., 2011). Os substratos de
OAT1 incluem varios medicamentos, como anti-inflamatérios ndo estereoidais, p-
aminohipurato (PAH), os antibidticos B-lactamicos, ocratoxina A, diuréticos, drogas
antivirais, metotrexato e compostos enddgenos, tais como as toxinas urémicas,
nucleotideos ciclicos, dicarboxilatos e prostaglandinas, enquanto os substratos de
OAT3 incluem 3-hidroxi-3-metilglutaril-COA redutase, receptores antagonistas de H2
(cimetidina), antibioticos B-lactamicos (benzilpenicilina), compostos enddgenos, tais
como os solutos urémicos e esteroides conjugados (E1s, E2178Ge DHEAS) (YE et
al., 2013).

A maioria dos OATs é encontrada na barreira epitelial, no cérebro, olhos,
placenta, rins, sistema olfativo, e figado (Figura 7). Nestes tecidos, os OATs estao
envolvidos na absor¢cdo de substratos anidnicos incluindo metabolitos, toxinas e
drogas (NIGAM et al., 2015). No entanto, ndo ha evidéncias diretas da

demonstracao da expressédo de OATs em células endoteliais humanas.

Figura 6 — OATSs e sua distribuicdo nos diversos érgaos do organismo.
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Fonte: Adaptado de Nigam et al. (2015)
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O Pb é uma droga derivada do acido benzoico (Figura 6), sendo altamente
lipossolavel, possui formula molecular Ci13H19NO4S, utilizada primeiramente a fim de
reduzir a secreg¢ao tubular da penicilina e terapeuticamente como um agente
uricosurico (BEYER KH, RUSSO HF, TILLSON EK, MILLER AK, VERWEY WF,
1951). Estudos evidenciam que Pb € um inibidor comum de OAT, sendo
amplamente utilizado como inibidor em estudos in vitro de analise de sistemas de
transporte (ENOMOTO et al., 2002b; MONIEN et al., 2009).

Figura 7 — Estrutura quimica do Probenicid.
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Fonte: O autor, 2016.

Hipoteticamente o PCS e IS podem servir como substratos para OATs em
células endoteliais humanas, por desempenharem um papel chave no uptake
dessas toxinas urémicas, levando desta forma ao desenvolvimento de processos
inflamatorios, tais como o0s encontrados na aterosclerose. Desta forma, o presente
estudo teve como objetivo avaliara expressdao de OAT1 e OAT3, bem como a
captacdo de PCS e IS por esses transportadores. Espera-se que 0s resultados
obtidos favorecam a compreensdo dos mecanismos celulares e moleculares

envolvidos em todo o processo.



29

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

- O presente estudo teve como objetivo avaliar a captacdo de PCS e IS por células
endoteliais humanas via OAT1 e OAT3.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Sintetizar o PCS a partir de seu precursor PC, purificar e identificar por métodos
espectrométricos e espectrocopicos;

- Avaliar a viabilidade celular das células endoteliais humanas apds tratamento com
PCS e IS na presenca ou auséncia de Probenicid (Pb);

- Avaliar a expressdo de OAT1 e OAT3 por imunocoloracdo e Western Blotting em
células endoteliais apds a exposi¢cao ao PCS e IS com e sem Pb;

- Avaliar a captacdo de PCS e IS pelo método de CLAE via OAT1 e OAT3;

- Avaliar a expressdo de MCP-1 em sobrenadante de células endoteliais através do

método de ELISA, apds tratamento com PCS e IS com e sem Pb.



30

4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

Foi utilizado a linhagem comercial de células endoteliais humanas EA.hy 926
(ATCC CRL 2922). As células EA.hy 926 sédo proveniente de uma fusdo de HUVEC
(do inglés, Human Umbilical Vein Endothelial Cells) e célula epitelial tumoral A549,
resultando em um hibridoma (EDGELL et al. 1983). As células foram obtidas do
Banco de células do Rio de Janeiro (BCRJ), sendo amplamente utilizadas em

estudos in vitro.

4.2 METODOS

4.2.1 Cultura Celular

As células endoteliais foram mantidas em frascos de cultivo contendo meio
DMEM (Life Tchnologies), suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco,
Grand Island, EUA) e 10.000 Ul/mL de penicilina e 10.000 ug/mL de estreptomicina
(Gibco, Grand Island, EUA). Os frascos foram mantidos em incubadora a 37°C com
5% de CO,, até atingir confluéncia. O meio foi trocado a cada 4 dias, quando as

células foram entdo submetidas a tripsinizacéao.
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4.2.2 Sintese e purificacdo e caracterizacdo do PCS

O precursor do PCS, o PC e IS foram adquiridos comercialmente da Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, EUA). A sintese de PCS foi realizada por rea¢édo de PC em
banho de gelo (10 g, 0,084 M) com cloroférmio e piridina (2:1). A sulfatacdo foi
realizada com acido clorossulfénico adicionado gota a gota com agitacdo constante
(10 mL, 0,129 M). A mistura foi tornada alcalina com forte solucdo de hidroxido de
potéssio (20 M) resultando em um sal de éster potassico, como mostrado na Figura
8 (FEIGENBAUM; NEUBER, 1941). A parte sdlida foi filtrada por succao através de
um papel de filtro em um funil de Buchner por succéo e lavado cuidadosamente com

éter. O sal de éster foi extraido a partir do residuo com alcool etilico quente (95%).

Figura 8 — Formacéao do sal de potassio.
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Fonte: O autor, 2015.

O composto foi purificado por cromatografia em coluna utilizando silica gel,
60-230 mesh (1:20, Merk, Darmstadt, Alemanha), aumentando a polaridade do
eluente, iniciando com cloroférmio (100%) e, em seguida, com aumento na
proporcao de metanol (fracdes F1-8 ) resultando no PCS (2,56 g, 92%) tal como um
sélido branco (Figura 8). A purificacdo do PCS foi monitorada por cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE), enquanto que a caracterizacdo quimica foi
realizada por cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia e espectrometria de massa
de alta resolugdo UHPLC-HRMS e ressonancia magnética nuclear (RMN). As

solugdes estoque foram preparadas nas concentragdes de 1000 mg/L e 5000 mg/L,
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diluidas em tampéo fosfato de Krebs-Ringer (KRP) e armazenadas a -20°C. As
concentracoes finais de PCS utilizadas (0,08; 1,75; e 2,6 mg/L) foram obtidas a partir
da diluicdo da solucao estoque em meio de cultivo apropriado (KRP).

A fim de monitorar as etapas de purificacdo, as fracdes (F1-8) foram
analisadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) (ProStar, Varian)
com bomba bindria ProStar 230 na detector de arranjo de fotodiodo 335. A
cromatografia de fase reversa foi desenvolvida com Microsorb MV 100 C18 (250 x
4,6 mm), tamanho da particula 5 um (CicaMerk, Toquio, Japao) desenvolvida em
metanol 100% (A) e 50 mM de formiato de aménio (B) com o seguinte gradiente de
concentracéo B: 65-25% (0-15min) e 25-65% (15-20 min). A amostra foi preparada
com metanol e a cromatografia foi realizada com fluxo de 1,0 mL/min; 10 pL da
amostra foi injetada e a detectada com comprimento de onda de excitacao/emissao
em 214/306 nm. O PCS foi confirmado nas fracdes por LC-MS, realizada com uma
cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UPLC™, Acquity, Waters), composta por
uma bomba binaria e detector de arranjo de fotodiodos (PDA). A coluna foi uma de
fase reversa do tipo C18 com grupo polar embutido HSS-T3 (2,1 x 100 mm x 1,7 pm,
Waters) utilizando como solventes, agua (A) e metanol (B), ambos contendo 0,1%
de &cido férmico. A cromatografia foi desenvolvida a 60°C com um fluxo de 400
mL/min, aumentando as concentragbes de B 5-60% (5 min), 60-100% (6 min),
realizada durante 7 min, e, em seguida, retornando para a condicao inicial em 7,1
min com 3 min para o sistema reequilibrar. A amostra (1mg) foi dissolvida em 1 mL
de MeOH-H,0 (1:1, v/v) e 10 uL foi injetada. A detecc¢éao foi realizada por PDA (200-
400 nM) e por espectrometria de massa de alta resolugcdo (HR-MS), utilizando um
aparelho de eletrospray LTQ Orbitrap XL (Thermo-Scientific), com fonte de ionizacao
operando em modo negativo (m/ z80-500). O N, aquecido foi usado para
dessolvatacdo da amostra em fluxo de unidades arbitrarias (u.a) e o gas auxiliar de
20 u.a, com fonte de temperatura de 350°C. As energias de ionizacédo foram de 3,5
kV na voltagem spray, -40 V no capilar e -120 V no tubo. Para precisdo da massa,
uma calibracdo externa foi realizada (m/z 100-2000) e resolugcdo foi em 7,500
FWHM. A fracdo contendo PCS foi também analisada por RMN em espectrémetro
Bruker Avance Ill 600 MHz (Bruker, Karlsruhe, Alemanha) com uma probe inversa
de 5 mm. Os deslocamentos quimicos (&) foram expressos em ppm usando agua
deuterada (D,O) como solvente e acido 3-(trimetilsilil) propionico-2,2,3,3-d4 como
padréo interno (*H, *C = 0 ppm).
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4.2.3 Tratamento das células com PCS e IS

As células endoteliais foram cultivadas em frascos de cultivo contendo meio
DMEM (Gibco, Grand Island, EUA), suplementado com 10% de soro fetal bovino
(Gibco, Grand Island, EUA) e 10 mg/mL de penicilina/estreptomicina (Gibco, Grand
Island, EUA). As células foram mantidas em incubadora a 37°C com 5% de CO,, até
atingir a confluéncia. O meio foi trocado a cada 4 dias, quando as células foram
entdo submetidas a tripsinizacdo. Para tratamento com as toxinas, utilizou-se as
concentracbes preconizadas pelo European Uremic Toxin Work Group (EuTox)
(EuTox-http://eutoxdb.odeesoft.com/index.php). Portanto, as concentracdes usadas
em nossos experimentos de PCS e IS, respectivamente, foram normal (0,08 e 0,6
mg/L), urémica (1,75 e 53 mg/L) e maxima urémica (2,6 e 236 mg/L), no tempo de
24 h.

4.2.4 Ensaio de viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada através do método de MTT (Sigma, St.
Louis, EUA) de acordo com MOSMANN, (1983). As células foram plagueadas em
placas de cultivo de 96 pocos, a uma densidade de 10* células por poco. Apés 24 h
de incubacédo, o meio foi substituido e as células foram tratadas com o PCS e IS
diluidas no meio de cultivo, nas concentracdes descritas acima, com ou sem Pb a
2,5 mM. ApGs as 24 h de tratamento com as toxinas, foi entdo substituido por meio
fresco (100 pL/poco) e 10 pL de solugdo de MTT (5 mg/mL) foi adicionada a cada
poco. A placa foi deixada em incubacdo durante mais 4 h. O meio de cultura foi
posteriormente removido e substituido por dimetilsulfoxido (DMSO) para dissolver os
cristais de formazan reduzido. A leitura da absorbancia foi medida a 570 nm no leitor
de microplaca Bio-Rad 680 (Califérnia, EUA). Foram realizados trés experimentos

em triplicata.
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4.2.5 Imunocitoquimica para deteccdo de OAT1 E OAT3

A imunocoloragédo em células endoteliais decorrente da presenca de OAT1 e
OAT3 foi realizada segundo ENOMOTO et al. (2002) e YAMAMOTO et al. (2006).
Foram plaqueadas 3x10* células/poco, sobre laminulas em placa de 24 pocos.
Quando as células atingiram cerca de 70% de confluéncia, foram tratadas com as
toxinas PCS e IS nas concentragbes maximas urémicas durante 24 h. Apéds, as
células foram fixadas com paraformaldeido a 4% por 10 min, permeabilizadas com
Triton X-100 por 5 min e incubadas com peréxido de hidrogénio 3% por 30 min (de
modo a suprimir a atividade da peroxidase enddgena). Realizou-se entdo bloqueio
com BSA 0,5%, incubacdo com o anticorpo primario anti-OAT1 e anti-OAT3 1:100
(Santa Cruz Biotechnology, Dallas, EUA) por 18 h a 4°C e em seguida, com 0
anticorpo secundario (anti-cabra) marcado com peroxidase (HRP) na diluicdo 1:150
por 1 h a temperatura ambiente. A reacéo foi revelada com o kit Vector Red (Vector
Laboratories, CA, EUA). As laminulas foram montadas em |aminas de microscopia
com Entellan (Millipore Merck, Darmstadt, Alemanha). As imagens foram feitas em
microscopia de luz (Axiolmager Z2, Carl Zeiss, Jena, Alemanha) acoplado a um
scanner de slides automatizado (Metasystems, Altlussheim, DE) em aumento de
100X. Foram realizados seis experimentos em duplicata.

4.2.6 Western Blotting para detecgcéo de OAT1 e OAT3

As células foram cultivadas em frascos de cultivo T75 a 37 e 5% CO; e
tratadas durante 24 h com PCS e IS nas concentracdes urémicas maximas. Para os
estudos com inibidores, as células foram pré-tratadas durante 1 h com Pb a 2,5 mM.
Em seguida, as células foram lavadas com PBS gelado e lisadas em 100 pL de
tampéo RIPA (20 mM Tris-HCI pH 7,5, 150 mM NaCl, 1 mM Na, EDTA, 1 mM EGTA,
2,5 mM pirofosfato de sédio, 1 mM b-glicerofosfato, 1 mM Na,PO,4, 1% de NP-40,
1% de desoxicolato de sédio e leupeptina a 1 ug/mL). Os lisados celulares foram
centrifugados durante 30 min a 14.000 g e os sobrenadantes foram recolhidos. Para
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a quantificacdo de proteinas foi realizado o protocolo BioRad Assay para
microplacas de 96 wells. A leitura foi realizada a 595 nM no leitor de microplaca Bio-
Rad 680 (Califérnia, EUA).

Foram separadas 10 pg de proteina por eletroforese em gel de
poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio a 15%, transferidas eletroforeticamente para
membranas de PVDF (Invitro genCorp., Carlsbad, CA, EUA). As membranas foram
blogueadas durante 1 h a temperatura ambiente com solu¢éo salina tamponada com
Tris contendo 0,05% de Tween 20 (TBS-T) e 5% de BSA. Apos a lavagem com TBS-
T, as membranas foram incubadas overnigth com anticorpo OAT1 e OAT3 (1:1000)
(Santa Cruz Biotechnology, Dallas, EUA) a 4°C com agitacdo suave. Os anticorpos
primérios foram detectados utilizando-se os anticorpos secundarios (anti-cabra e
anti-coelho) marcados com peroxidase (HRP) (1:10000) conjugados com IgG,
incubados a temperatura ambiente por 2 h, e visualizados por gquimiluminescéncia
(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 trés experimentos em duplicata.

4.2.7 Captacao celular de PCS e IS e condicdes de CLAE.

A captacao foi realizada de acordo com o método descrito por Miyamoto et
al. (2011). Basicamente as células endoteliais foram cultivadas até confluéncia em
frascos de cultivo T75. As células foram entdo incubadas com meio contendo PCS
ou IS. Apoés tratamento as células foram lavadas com PBS gelado por 2 vezes e 1
vez com PBS+BSA, posteriormente lisadas com NaOH 0,2 M e, em seguida,
incubadas durante 30 min a temperatura ambiente. Para ajustar o pH, foi adicionado
3 M de HCl e para manter a isotonicidade foi adicionado 1 M KH,PO,4 a
concentracdo de PCS e IS nos extratos celulares foi determinada por HPLC. De
modo a confirmar a especificidade do inibidor de transporte celular, 10 mM de Pb foi

adicionado ao meio. Foram realizados quatro experimentos.
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O sistema de CLAE consistiu de um aparelho Agilent modelo 1100
(Waldbronn, Alemanha), bomba inteligente e um espectrofotometro de fluorescéncia.
Uma coluna LiChrosorb RP-18 (CicaMerk, Téquio, Japao) foi utilizado como fase
estacionaria. A fase movel consistiu de 100% de metanol (A) e de formato de
amonio 50mM (B) usando o seguinte gradiente de concentracédo de B: 65-25% em
(0-15 min), 25-65% (15-20 min) e 2 min para reequilibracdo do sistema. A taxa de
fluxo foi de 1,0 mL/min. PCS e IS foi detectado por meio de um monitor de
fluorescéncia. Os comprimentos de onda de excitacdo/emissdo foram de 214/306
nm (MIYAMOTO et al., 2011).

4.2.8 Expressao de MCP-1

A dosagem de MCP-1 foi realizada pelo ensaio de Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) utilizando anticorpos disponiveis comercialmente (R
& amp; D Systems, Minneapolis, EUA). As concentracfes (pg/mL) foram calculados
tendo como referéncia as curvas padrdo geradas com a molécula recombinante
correspondente. O sistema ELISA tinha uma faixa de medi¢ao de 31,25-2,000 pg/mL
para MCP-1. O coeficiente de variacdo (CV) de intra-ensaio de MCP-1 foi de 6,0 e 0
CV inter-ensaio foi de 6,2. O protocolo da técnica e as concentracfes utilizadas
foram de acordo com as recomendacfes do fabricante. A absorbancia foi lida a
450nm com um filtro de referéncia a 570 nm em um leitor de microplacas (Tecan,

Mannedorf, Suica). Todas as medicdes foram realizadas em quintuplicata.

4.2.9 Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos em medias + erro padrdao da meédia. Para
avaliar o resultado entre os grupos foram realizados os testes t de Student ou Anova

para dados pareados e Mann-Whitney e Anova on Rank’s para dados nao pareados.
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Os resultados foram considerados significativos para um valor de P<0,05. As
andlises foram realizadas com o uso dos pacotes estatisticos JMP Windows

(Carolina do Norte, EUA) versédo 8.0 e SigmaStat Windows version 3.5 (Califérnia,
EUA).
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO DE PCS

Na andlise por CLAE verificou-se que as fracdes 5 e 6 (F5-F6) continham
PCS, dessa forma, essas fracdes foram submetidas a anélise por CL-UV-EM. Na
EM, de um pico principal (1) tem aparecido em 2,39 min, com um ion negativo em
m/z 187,00703, consistente com o PCS que tiveram um m/z calculado de
187,007052 [C7H;04S] (Fig. 8 A-B). O precursor (PC) néo foi detectado por ESI-MS
em modo negativo, no entanto, na deteccdo por UV um pico abundantemente baixo
(2) com tempo de retencdo de 3,54 min foi detectado juntamente com o pico
principal (92%) em 2,33 minutos (Fig. 9C). O espectro de UV de ambos foram similar
com A max em 220-285 nm (pico 1) e 220-277 nm (pico 2). O pico 2 foi confirmado
como sendo o PC por comparagdo com amostra padrao (Fig. 9D). Os dados
espectroscopicos obtidos por RMN do PCS foram: *H-NMR (D,O, 600 MHz): & 2,31
(s, 3H, Hg), 7,18 (d, 2H, J 8,80, Hz.), 7,24 (d, 2H, J 8,40, H3-5); *C RMN (D,0, 150
MHz): 6 20,0 (Cg), 121,41 (C ,), 130,24 (Cs5), 136,5 (C4), 148,99 (Cy).
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Figura 9 — Representacdo esquematica da sintese do p-cresil sulfato (PCS). A
reacdo foi acompanhada por analise por LC-PDA-MS.
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Fonte: Souza, 2016.

Nota: (A) o pico principal (2,39 min) observada a partir da fracdo F6 (B) resultou em um ion a m/z
187,00703 (valor calculado a partir de PCS aniénico m/z 187,007052). Observacdo com PDA (C)
resultou em um pico de baixa abundéancia (3,54 min), similar ao padréo de PC (D).

5.2 AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR

A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio colorimétrico MTT observada
nas figuras 10 e 11. Esse ensaio baseia-se na capacidade de células viaveis
reduzirem o sal de MTT, por meio da enzima mitocondrial desidrogenase succinica,
em cristais de formazan de cor azul parpura que se acumula no citoplasma celular.
As células foram cultivadas com PCS e IS nas concentracbes normal (n), urémica

(u), e maxima urémica (m), em células endoteliais apds 24 h de tratamento com e
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sem o inibidor Pb na concentracédo de 2,5 mM. A Figura 10 mostra que o tratamento
com PCS inibiu a viabilidade celular j& nas primeiras concentracfes, sendo
significativo o tratamento com PCSm, ja IS (Figura 11) inibiu a viabilidade celular de
uma forma dose-dependente, em comparacdo com células ndo tratadas. Além disso,
foi observado um aumento significativo (P<0,05) na viabilidade celular quando as

células endoteliais foram incubadas com Pb, um inibidor de OATSs .

Figura 10 — Viabilidade celular PCS
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Fonte: O Autor, 2015.

Nota: As células foram tratadas com PCS nas concentracBes normal (PCSn), urémica (PCSu) e
méaxima urémica (PCSm) a 37°C por 24 h, com e sem o inibidor Pb e tratadas com MTT por 3 h. O
controle (células ndo tratadas) foi considerado 100%. Os dados foram expressos como média + EPM
de trés experimentos independentes. *P<0,05 — C vs PCSm; PCSn vs. PCSn + Pb; PCSm vs. PCSm

+ Pb.
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Figura 11 — Viabilidade celular IS
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Fonte: O Autor, 2015.

Nota: As células foram tratadas com o IS nas concentragdes normal (ISn), urémica (ISu) e maxima
urémica (ISm) a 37°C por 24 h, com e sem o inibidor Pb e tratadas com MTT por 3 h. O controle
(células néo tratadas) foi considerado 100%. Os dados foram expressos como média + EPM de trés
experimentos independentes. *P<0,05 — Controle vs. I1Su; **P<0,001 — Controle vs ISm.

5.3 IMUNOCITOQUIMICA PARA DETECCAO DE OAT1 E OAT3

OATs sdo proteinas transmembranares que sao expressas sobre a
superficie de uma variedade de células e estdo envolvidas na absorcdo de varias
moléculas. Para a determinacdo da expressdo OAT1 e OAT3 em células endoteliais
humanas, associados a captacdo de PCS e IS, utlizou-se o método de
imunocitoquimica do tipo indireto (WATANABE; SAKAGUCHI; SUGIMOTO, 2013).
A imunocoloracdo foi detectada pela reacdo dos anticorpos primarios aos
transportadores e posterior interacdo com o anticorpo secundério ligado a
peroxidase. Como mostrado na Figura 12, uma coloragao positiva mais evidente foi
visualizada em células tratadas com PCS e IS (Figura 12B e 12C). As células
endoteliais tratadas com meio de cultura (Figura 12A) foram utilizadas como controle

negativo, apresentando uma leve coloragao. Foram realizados ensaios somente com
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0 anticorpo secundario, os dados ndo demonstrados devido a auséncia de cor das

células.

Figura 12 — Efeito do PCS e IS na coloragédo por imunocitoquimica para OAT1 e
OAT3 em células endoteliais humanas.
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Fonte: O Autor, 2015.
Nota: As células endoteliais foram tratadas com PCSm e ISm, ou néo tratadas (controle) por 24 h a
37°C e coradas para OAT1 e OAT3. Painel mostrado para OAT1: (A) As células de controle (células
nao tratadas); (B) PCSm; (C) ISm. Painel mostrado para OAT3: (D) As células de controle (células
nao tratadas); (E) PCSm; (F) ISm. Aumento de 100X.

5.4 ANALISE POR WESTERN BLOTTING PARA DETECCAO DE OAT1 E OAT3.

As Figuras 13 e 14 mostram a expressao de OAT1 e OAT3 em células
endoteliais humanas por Western Blotting apos tratamento das células endoteliais

com PCS e IS na presenca e auséncia do inibidor Pb.
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Figura 13 — Western blotting para OAT1.
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Nota: Expressdo de OAT1 em células endoteliais humanas apés tratamento com PCSm ou ISm. As
células endoteliais foram tratadas com PCSm e ISm, com ou sem Pb por 24 h. Para
imunotransferéncia a 3-actina foi utilizada como controle da carga das proteinas. Os niveis de OAT1
foram quantificados por densitometria com a razdo entre a B-actina. Os dados sdo expressos em
média £ EPM de cinco experimentos independentes. **P<0,001 — Controle vs. PCS; PCS vs. PCS+Pb
*P<0,05 - IS vs IS + Pb.
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Figura 14 — Western blotting para OAT3.
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Fonte: O Autor, 2015.

Nota: Expressdo de OAT3 em células endoteliais humanas apés tratamento com PCSm ou ISm. As
células endoteliais foram tratadas com PCSm e ISm, com ou sem Pb por 24 h. Para
imunotransferéncia a 3-actina foi utilizada como controle da carga das proteinas. Os niveis de OAT3
foram quantificados por densitometria com a razdo entre a B-actina. Os dados sdo expressos em
média + EPM de cinco experimentos independentes. #P<0,05 - Controle vs. PCS+Pb.

5.5 CAPTACAO DE PCSE IS

A captacdo das toxinas urémicas PCS e IS foram analisados por CLAE,
onde se observou que a 37°C ocorre a internalizac@o celular de PCS e IS, ja a 4°C
essa internalizacdo € praticamente nula, e quando o inibidor (Pb) foi adicionado, a
internalizacdo de ambas as toxinas foi significativamente diminuida, como pode ser
observado na figura 15 e na Figura 16. Cromatogramas obtidos por CLAE da
captacdo de PCS e IS com ou sem Pb, via OATs pode ser observado na Figura 15.
A captagdo de PCS e IS em células endoteliais foi analisada nas temperaturas de
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4°C e 37°C, durante 60 min, na presenca ou auséncia de Pb. A Figura 16 mostra
uma significativa internalizagédo de PCS e IS (33,5% e 11,14%) comparado com o
controle (toxina na concentracdo maxima urémica) (P<0,05); a diferenca foi mais
evidente para PCS. Quando as células endoteliais foram expostas ao inibidor Pb,

houve um aumento significativo na reducdo da absorcdo de ambas as toxinas
(P<0,05).

Figura 15 — Cromatogramas de captacdo de PCS e IS via OATSs.
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Fonte: O Autor, 2015.
Nota: (A) PCS a 37°C, (B) PCS + Pb & 37°C, (C) IS a 37°C, (D) IS + Pb a 37°C. Os picos a0 mesmo
tempo de retencdo representam o controle nas concentragcdes maximas urémicas.
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Figura 16 — Captacdo do PCS e IS.
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Fonte: O Autor, 2015.
Nota: Os valores sdo expressos com a média em % do controle (n=3). *P<0,05 - Cm vs. PCS; PCS
vs. PCS + Pb; C vs. IS + Ph.

5.6 EXPRESSAO DE MCP-1

A expressdo de MCP-1 aumentou significativamente de uma forma tempo-
dependente, quando as células endoteliais foram expostas ao PCS e IS, por 0, 3 e 6
h (Figura 17 e 18). Além disso, uma diminuicdo significativa tempo-dependente na
expressdo de MCP-1 foi observada em células incubadas com o PCS e Pb. Em
contraste, quando as células endoteliais foram tratadas com IS e Pb, MCP-1
diminuiu significativamente a expressdo somente no tempo de 3 h de incubacédo
(Figura 18).
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Figura 17 — Efeito do PCS na producao de MCP-1 em células endoteliais.
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Fonte: O Autor, 2015.

Nota: As células endoteliais foram incubadas com PCS nas concentragdes normal (PCSn), urémica
(PCSu), e maxima (PCSm) com ou sem Pb no tempo de 0, 3 e 6 h. Os dados sdo expressos como
média £ EPM de cinco experimentos independentes em quintuplicata. *P<0,05 - PCSu vs. PCSu + Pb
0 h, PCSm vs. PCSm + Pb 0 h, Controle vs. PCSn 6 h, PCSu vs. PCSu + Pb 6 h. *P<0,005 - PCSn
vs PCSn +Pb 0 h, Controle vs. PCSu 3 h, PCSu vs PCSu Pb + 3 h, PCSm vs PCSm + Pb 6 h.
***P<(0,0001 - Controle vs. PCSm 3 h, Controle vs. PCSu 6 h, Controle vs. PCSm 6 h.
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Figura 18 — Efeito do IS na producéo de MCP-1 em células endoteliais.
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Fonte: O Autor, 2015.

Nota: As células endoteliais foram incubadas com IS nas concentragdes normal (ISn), urémica (ISu),
e maxima (ISm) com ou sem Pb no tempo de 0, 3 e 6 h. Os dados sao expressos como média + EPM
de cinco experimentos independentes em quintuplicata. *P<0,01 - Controlo vs. ISn 3 h. **P<0,001 -
ISnvs. ISn + Pb 3 h, ISu vs. ISu + Pb 3 h, ISm vs. ISm + Pb 3 h, Controle vs. ISn 6 h. ***P<0,0001 -
Controle vs. ISu 3 h, Controle vs. ISm 3 h, Controle vs. ISu 6 h, Controle vs. ISm 6 h.
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6 DISCUSSAO

A disfuncdo endotelial € um evento comum em pacientes com doenca renal
crbnica, levando a doencas cardiovasculares como a aterosclerose, a principal
causa de morte nesses pacientes. PCS e IS sdo toxinas urémicas de baixo peso
molecular, que se ligam a albumina na circulacdo e sdo captadas pelas células
através de transportadores conhecidos como OATs. Os principais resultados do
presente estudo demonstram que PCS e IS sdo capazes de induzir a expresséo de
OAT1 e OAT3 em células endoteliais humanas, especificamente OAT1. Além disso,
foi demonstrado por meio de HPLC, que PCS e IS sdo captados por OATs, 0s
resultados foram confirmados pelo bloqueio seletivo de OATs com Pb, uma droga
conhecida como anti-uricosurica. Também demonstramos a expressao de OATs
apos o tratamento com as toxinas, analisando a expressao da proteina OAT1 e
OAT3 por imunocitoquimica e ensaios de Western blotting. Além disso, a toxicidade
foi mais pronunciada quando as células foram tratadas com o PCS do que com IS.
Finalmente, demonstrou-se que quando os OATs sado bloqueados com Pb, o nivel
de MCP-1 foi diminuido, mostrando desta forma que os OATs podem servir como

alvos terapéuticos importantes no processo de aterosclerose urémica.

A disfuncdo endotelial desempenha um papel fundamental no
desenvolvimento, progressdo, e nas manifestacbes clinicas da aterosclerose, em
especial em pacientes com DRC. Foi demonstrado anteriormente que a exposi¢ao
de células endoteliais humanas ao plasma urémico em tempo e estagio dependente
da DRC resulta em um aumento de biomarcadores inflamatoérios vasculares, tais
como MCP-1, uma quimiocina envolvida na quimiotaxia de mondcitos a parede
vascular em eventos aterosclerdticos (REMPEL et al., 2015; STINGHEN et al.,
2009). As células endoteliais constituem uma Unica camada de células que reveste a
superficie interior dos vasos sanguineos (GUNTHNER et al., 2009). A exposicéo das
células aos compostos urémicos desencadeia uma seérie de distirbios na
homeostase do endotélio e suas mdltiplas fungbes. Estudos anteriores
demonstraram que as toxinas urémicas, tais como IS e 3-carboxi-4-metil-5-propil-2-
furanopropionato (CPMF) séo excretados a partir do rim via OATs, que sao

transportadores transmembranares encontrados principalmente na membrana
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basolateral do tibulo proximal renal (DEGUCHI et al., 2002; TSUTSUMI et al., 2002).
Deguchi et al. (2002), utilizando estudos in vivo em ratos Wistar mostraram que IS é
transportado principalmente pelo OAT3 presente na membrana basolateral da célula
epitelial renal (DEGUCHI et al., 2002). Neste panorama, hd um interesse crescente
na comunidade cientifica quanto a forma como toxinas urémicas ligadas a proteinas
tais como PCS e IS acumulam em uma variedade de células e exercem sua

toxicidade.

Para melhor entender o papel do PCS e IS como substratos de OATS,
desenvolvemos um estudo in vitro para verificar a captagdo de ambas as toxinas em
células endoteliais humanas. Primeiramente, o PCS foi sintetizado a partir do seu
precursor PC. Através da purificacdo da toxina, obteve-se um sal com 92% de
pureza, pois até o momento, ndo ha dados disponiveis demonstrando os detalhes
desta reacdo e confirmando a sua pureza na literatura. Além disso, Nnossos
resultados demonstraram pela primeira vez que OAT1 e OAT3 sao expressos em
células endoteliais tratadas com ambas as toxinas, provavelmente representando
seu acumulo intracelular. Este efeito foi mais pronunciado para OAT1 do que OAT3.
De fato ambos os transportadores tem sido encontrados em varios tecidos, com uma
maior expressao nos rins (NIGAM et al.,, 2015), onde eles estdo envolvidos na

secrecao e excrecao de muitas moléculas.

Nossos dados demonstraram através do ensaio de captacdo celular, que
PCS e IS sao internalizados em células endoteliais através de OAT1 e OAT3, sendo
mais efetivo a temperatura de 37°C, mas em contraste, a temperatura de 4°C, a
internalizacdo néo foi observada. Além disso, a captacdo de PCS e IS foi suprimida
guando as células foram tratadas com Pb, o que sugere fortemente a participacao
dos OATs no processo de absorcdo dessas toxinas. Corroborando com nossos
achados, um estudo recente conduzido por Miyamoto et al. (2011) em cortes renais
de ratos e em células de linhagem renal (HK-2) demonstraram que PCS foi
ativamente captado a 37°C, em contrapartida, & 4°C e na presenca de Pb, nao
houve captacdo (MIYAMOTO et al.,, 2011). Outros autores também demonstraram
que os OATs podem ser inibidos por outras substancias, tais como a
benzilpenicilina, o &acido p-aminohipurico e sulfato de estrona. Além disso, foi
demonstrado que rOAT1/hOAT1 e rOAT3/hOAT3 desempenham um papel

importante na absorcdo renal de toxinas urémicas na membrana basolateral dos
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tubulos proximais e que tanto OAT1 quanto OAT3 contribuem quase igualmente
para a absorcao renal de IS (DEGUCHI et al.,, 2004). O mesmo grupo também
relatou que o transportador de anions organicos em ratos (rOAT1) € o principal
mediador da absorcdo de &cido hipurico no rim (DEGUCHI et al., 2005). Poveda et
al. (2013), demonstraram que PCS tem efeitos pré-apoptoticos e pré-inflamatorios
sobre as células epiteliais tubulares proximais (POVEDA et al., 2013). Watanabe et
al. (2013) observaram o efeito de PCS em células de linhagem renal (HK-2), no qual
o PCS reduziu significativamente a viabilidade celular de uma forma dose
dependente. Foi também demonstrado que os efeitos deletérios foram inibidos na
presenca de Pb (WATANABE; SAKAGUCHI; SUGIMOTO, 2013). Os autores
sugeriram gque as caracteristicas citotéxicas de PCS pode ser explicada, pelo menos
parcialmente pelo aumento do estresse oxidativo induzido por acumulagéo
intracelular desta molécula. Nosso estudo mostrou uma reducdo semelhante no
namero de células viaveis apos o tratamento com o PCS e IS, especialmente nas
concentragfes maximas urémicas de forma dose-dependente. Quando as células
foram tratadas com Pb, a viabilidade celular foi restabelecida. Deguchi et al. (2002)
observaram que o Pb tem um efeito inibidor sobre a absorcdo de IS nos rins de
forma dose-dependente (DEGUCHI et al., 2002). Os dados obtidos através do nosso
ensaio de viabilidade celular indiretamente sugerem que os OATS sdo 0s possiveis

transportadores destas toxinas.

Através do ensaio de imunocitoquimica, observamos uma maior coloracdo
das células endoteliais para OAT1 e OATS3, especialmente apds o tratamento com
PCS. Este achado foi confirmado através da analise de western blotting. Miyamoto
et al. (2011) utilizando células HK-2 sugeriu que PCS funciona como um substrato
de OATSs, preferivelmente para OAT3 (MIYAMOTO et al.,, 2011). Estes dados
também podem ser observados no estudo relatado por Adijiang et al. (2008) em
células vasculares de musculo de aorta de ratos, nas quais houve uma maior
expressdo de OAT3 do que de OATIL, resultando no acumulo de IS dentro das
células (ADIJIANG et al.,, 2008). Enomoto et al. (2002) demonstraram por
imunohistoquimica um aumento na expressao de OAT1 e OAT3, quando as células
dos tabulos renais de ratos foram tratados com IS (ENOMOTO et al., 2002a). OATs
sdo proteinas que pertencem a uma familia codificada por SLC22A e sdo os

principais transportadores envolvidos no transporte renal de anions organicos (AO).
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OAT1 foi identificado pela primeira vez em 1997, sendo expresso principalmente na
membrana basolateral das células tubulares proximais, interagindo com mais de 100
compostos, e envolvidos na absor¢cao destes compostos a partir do sangue para a
urina, a fim de ser excretada. Os seus substratos incluem substancias endogenas,
tais como nucleotideos ciclicos, dicarboxilatos, prostaglandinas, e uratos, bem como
0S exogenos, tais como drogas e compostos ambientais (SEKINE; CHA; ENDOU,
2000). OAT1 ja foi demonstrado em humanos, macacos e ratos, na membrana
basolateral e em células do tubulo proximal renal, consistente com o seu papel em
transportar drogas a partir do sangue para as células do tubulo proximal (Burckhardt
de 2012). Anatomicamente, foi demonstrado na placenta, cérebro, olhos, e células
do musculo liso. OAT3 também est4 localizada na membrana basolateral das células
tubulares proximais e foi identificado em ossos, cérebro, olhos, rins, figado, e
glandulas supra-renais (SEKINE; MIYAZAKI; ENDOU, 2006).

Ao longo dos ultimos anos, um grande progresso tem sido feito na
identificacdo de compostos urémicos e seu papel nos mecanismos celulares e
moleculares em varios processos patologicos. OATs sado transportadores chave para
a absorcao de toxinas e drogas, distribuidos em uma variedade de células no
organismo humano e animal. Considerando-se a toxicidade resultante da
acumulacao de PCS e IS, compreender os mecanismos de absorgéo dessas toxinas
sdo importantes no intuito de levar a descoberta de novas intervencdes terapéuticas
e desta forma contribuir para a sobrevida do paciente DRC. A padronizacdo de
novos métodos para esclarecer estes efeitos devem ser explorados, uma vez que
existem poucos estudos relacionados ao transporte, captacdo e inibicdo de tais

toxinas.
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7 CONCLUSAO

v A caracterizagdo de PCS por RMN, CLAE e ESI-MS, confirmou através dos
espectros resultantes a presencga exclusivamente de PCS.

v A viabilidade celular das células tratadas com PCS teve um declinio ja nas
primeiras concentracbes, sendo que apdés o tratamento com Pb houve um
significativo reestabelecimento da viabilidade celular na concentracdo normal e
urémica maxima.

v A viabilidade das células tratadas com IS mostrou-se de forma dose-
dependente, sendo que apos o tratamento com Pb, a viabilidade foi reestabelecida,
nao sendo significativo.

v A imunocoloracéao revelou que, em células endoteliais a expressdo de OAT1 é
maior em relacdo ao OATS3. Foi possivel verificar que 0 PCS induz maior expressao
de OATs em comparacao ao IS.

v O ensaio de Western Blotting obteve o0 mesmo padréo de expressdo de OATs
observado na imunocitoquimica, confirmando a maior expressdo de OAT1 em
células endoteliais.

v O ensaio de captacdo de toxinas urémicas via OATs, demonstrou que a
internalizacdo de toxinas ocorre a temperatura fisiolégica (37°C), quando
administrado um inibidor (Pb), esta internalizag&o foi diminuida, demonstrando que o
Pb é um eficiente inibidor de OATSs.

v O ensaio de MCP-1 demonstrou que houve uma diminuicdo significativa
tempo-dependente na expressdo de MCP-1 quando incubadas com o PCS e Pb, e
quando as células endoteliais foram tratadas com IS e Pb, MCP-1 diminuiu
significativamente a expressdo somente no tempo de 3 h de incubacéo,
demonstrando que o Pb poderia ser uma alternativa terapéutica para a inibicdo da

expressao de MCP-1 nos pacientes com DRC.
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