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RESUMO

Os produtos de glicacdo avancada (AGESs) sdo toxinas urémicas com varios efeitos
deletérios no organismo, envolvidos na disfuncao endotelial e doenca cardiovascular
em pacientes com doenca renal crénica (DRC). No presente trabalho, investigou-se
in vitro em células endoteliais humanas, a capacidade de ligacdo dos AGEs ao
Sevelamer, como possivel estratégia terapéutica. Desta forma utilizou-se o receptor
para AGEs (RAGE) e a interleucina-8 (IL-8) como biomarcadores de disfuncao
endotelial. Os AGEs foram preparados por glicacdo da albumina e caracterizados
por absorbancia e eletroforese em gel de poliacrilamida. Os niveis de endotoxinas
dos AGEs sintetizados, foram mensurados pelo método de Limulus Amebocyte
Lysate (LAL). As amostras apresentam-se livres de endotoxinas. Células endoteliais
humanas foram incubadas em meio de cultura contendo AGEs (0,2 mg/mL) com ou
sem Sevelamer (3%). O efeito dos AGEs sobre a viabilidade celular foi avaliado pelo
ensaio de MTT. Realizou-se o ensaio de ressonancia magnética nuclear (RMN), em
sobrenadante celular contendo fosfato (Pi), a fim de validar o efeito quelante in vitro
do Sevelamer sobre o Pi. Da mesma forma, os niveis de IL-8 foram analisados no
sobrenadante por meio do ELISA. A expressdao de RAGE foi avaliada por
imunocitoquimica e Western blot. A propriedade quimiotatica do sobrenadante
celular ap6s a exposicdo aos AGEs com ou sem Sevelamer, foi avaliada em
monaocitos humanos (Células U-937) usando o ensaio de migracdo com auxilio da
camara de Boyden. A exposicdo aos AGEs néo afetou a viabilidade celular, mas
induziu significativamente a expressdo de RAGE quando comparados com as
células controle (P<0,005); ainda, a expressdo de RAGE diminuiu apds tratamento
com Sevelamer em relacdo ao tratamento somente com AGEs (P<0,05). O
Sevelamer diminuiu significativamente os niveis de Pi, confirmando sua propriedade
in vitro. Os niveis de IL-8 aumentaram significativamente apds 6h de tratamento com
AGEs quando comparado ao controle (17,14 + 3,1 vs 8,2 = 1,0 pg/mL; P<0,005);
enquanto um aumento significativo foi observado nos niveis de IL-8 quando
comparado as células tratadas somente com AGEs em relacdo com AGEs mais
Sevelamer (17,14 + 3,1 vs 27,6 £ 2,2 pg/mL; P<0,05). Quando os AGEs foram
adicionados no meio de cultura, o sobrenadante de células endoteliais induziu a
quimiotaxia de mondcitos (402,3 + 163,8%; P<0,05) , que foi reduzido (402,3 + 163,8
vs 33,3 + 7,4%; P<0,05) apds o tratamento com Sevelamer. O tratamento com
Sevelamer reduziu a expressao de RAGE e migracdo de mondcitos e aumentou a
expressdo de IL-8, uma interleucina descrita como anti-inflamatoéria, que
hipoteticamente pode levar a diminuicdo de moléculas de adesdo. No0ssos
resultados sugerem que o Sevelamer € capaz de se ligar a outras toxinas urémicas
além do Pi, tais como os AGEs. Esse efeito pleiotropico pode contribuir para a
protecdo do endotélio, entretanto experimentos adicionais sdo necessarios para um
melhor entendimento dos mecanismos relacionados a disfungcéo endotelial mediada
por AGEs e o potencial papel protetor do Sevelamer.

Palavras-chave: Doenca renal crbnica, disfuncédo endotelial, AGEs, Sevelamer, IL-8
e RAGE.



ABSTRACT

Advanced glycation end products (AGEs) are uremic toxins with several pro-
inflammatory effects, which have been implicated in the development of endothelial
dysfunction and cardiovascular diseases in patients with chronic kidney disease
(CKD). We sought to investigate the in vitro AGEs-binding capacity of Sevelamer, as
a potential anti-inflammatory strategy, using human endothelial cells. For this
purpose we chose the receptor for AGE (RAGE) and the interleukin-8 (IL-8) as
biomarkers of endothelial dysfunction. The AGEs were prepared through the method
of albumin glycation and characterized by absorbance and polyacrylamide gel
electrophoresis. The AGEs endotoxin levels were measured through the Limulus
Amebocyte Lysate (LAL) method. The samples were free of endotoxins. The human
endothelial cells were incubated in a culture media containing AGEs (0.2 mg/mL)
with or without Sevelamer (3%). The effect of AGEs on cell viability was assessed by
MTT assay. A nuclear magnetic resonance (NMR) to measure the levels of
phosphate in samples, was performed in order to verify Sevelamer's phosphate
binder function in vitro. In addition, IL-8 levels were analyzed in cell supernatant,
through enzyme linked immunosorbent assay. RAGE expression was evaluated
through immunocytochemistry and Western blot. The chemotactic property of the
endothelial cell supernatant after exposure to AGEs, with or without Sevelamer, was
evaluated in human monocytes (U-937 cells) using Boyden chamber migration
assay. Although the AGEs exposure did not affect the cell viability, it induced
significantly RAGE expression when compared to control cells (P<0.005); moreover
RAGE was significantly decreased after the Sevelamer treatment, if compared to the
treatment with AGEs (P<0.05). The Sevelamer significantly decreased phosphate
levels, therefore confirming its property in vitro. IL-8 levels significantly increased
after 6h AGEs treatment when compared to control cells (17.14 £ 3.1 vs 8.2 + 1.0
pg/mL; P<0.005); while a significant increase was observed in IL-8 levels in cells
treated only with AGEs when compared to the treatment of AGEs with Sevelamer
(17.14 £ 3.1 vs 27.6 = 2.2 pg/mL; P<0.05). When AGEs were added to the culture
media, the endothelial cell supernatant induced significantly monocytes chemotaxis
(402.3 + 163.8%; P<0.05) which was significantly reduced (402.3 + 163.8 vs 33.3 +
7.4%; P<0.05) after the Sevelamer treatment. The Sevelamer reduces RAGE
expression and monocytes migration, while increasing IL-8 expression, an interleukin
described as anti-inflammatory, which hypothetically could lead to the decrease in
adhesion molecules. Our results suggest that the Sevelamer is capable of binding to
other uremic toxins besides phosphate, such as the AGEs. This pleiotropic effect
may contribute to its role on the endothelium protection. Additional experiments are
necessary for a better understanding of the mechanisms related to the AGEs
mediated endothelial dysfunction and the Sevelamer potential protective role.

Keywords: Chronic kidney disease, endothelial disfuncion, AGEs, Sevelamer, IL-8 e
RAGE.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1-Formacéao de AGEs a partir da reacédo de Maillard ..............ccccceeeeieeerennnnns 21

Figura 2—Efeitos intracelulares dos AGEs ap0s ligacdo com RAGEs em células

=T L0 [0 (=] 1= TSP PRT 24
Figura 3—Estrutura quimica do Sevelamer ...t 25
Figura 4—Migracdo de mondcitos através do endotélio vascular.............cc.ooeeeeveeenns 28
Figura 5—Camara de BOYAEN ..........uuiiiiiiiiieeeie e e e e e eeaaans 39

Figura 6-llustracdo esquematica do processo de migracdo através da camara de

BOYAEBN .. 40
Figura 7—Absorbancias encontradas nas solu¢des de AGES € BSA............cccevveeens 41
Figura 8— Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) .......c..ccooovviviiiiiiiiiiieeeeeeenns 42
Figura 9— Avaliacdo da viabilidade celular ap6s exposi¢do ao BSA e AGEs............. 43

Figura 10—Efeito do Sevelamer nas amostras com Pi, nas concentracdes de 1 e 4

MM COM € SEM SEVEIAMET ... ..uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e eaaebaaae b saaannsnnennnnnnnnnes 44
Figura 11-Efeito do BSA e AGEs na coloracéo por imunocitoguimica para RAGE ..45
Figura 12—Efeito dos AGEs sobre a expressdo de RAGE em células endoteliais ....46
Figura 13—Efeito dos AGEs na expresséao de IL-8 em células endoteliais ................ a7

Figura 14—Efeito de sobrenadantes de células endoteliais ha migracdo de mondcitos



LISTA DE TABELAS

Tabela 1-Estadiamento da DRC.......c..coveeviiiiiiiiieien

Tabela 2—Quantificacdo de proteinas totais nas amostras de BSA e AGEs. .............

Tabela 3—Absorbancias das amostras de BSA e AGEs



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AGEs - Produtos finais de glicacado avancada
b-FGF - Basic fibroblast growth factor-human
BSA - Bovine Serum Albumin

CML - NE-(carboximetil)lisina

CKD-EPI - Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration
Da - Daltons

DCV - Doenca cardiovascular

DRC - Doenca renal crénica

ECGF - Endothelial cell growth factor

EDTA - Acido etilenodiamino tetra-acético
ELISA - Enzyme linked absorbent assay
FGF-23 - Fibroblast growth factor 23

HUVECs - Human umbilical vein endothelial cells
HD - Hemodialise

ICAM-1 - Intercellular adhesion molecule-1
IL-1 - Interleukin-1

IL-6 - Interleukin-6

IL-8 - Interleukin-8

Ig - Imunoglobulinas

LFL-L - Polipeptideo ligante do RAGE

LAL - Limulus Amebocyte Lysate

M - Molar

MG - Metilglioxal

MCP-1 - Monocyte chemoattractant protein-1
N - Numero total de amostras analisadas
nm - Nanbmetros

NO - Nitric oxide

Pi - Fosfato inorgénico

PBS - Tampao fosfato salino

PCR - Proteina C reativa

PDG - Produtos de degradacao da glicose



PKC-B - Proteina quinase C (isoforma beta)

PMSF - Fluoreto de fenilmetilsulfonilo

RAGEs - Receptors for advanced glycation end products
ROS - Reactive oxygen species

SsRAGE - Receptor for Advanced Glycation End Products
SBN - Sociedade Brasileira de Nefrologia

SFB - Soro fetal bovino

VCAM-1 - Vascular cell adhesion molecule-1

SMC - smooth muscle cell

RMN - Ressonancia Magnética Nuclear



SUMARIO

1 INTRODUGAO ..ottt ettt e et e e eaennanis 15
2 REVISAO DE LITERATURA ..ottt ettt 18
2.1 DOENCA RENAL CRONICA.......ooiieeteeeee ettt a e 18
2.2 TOXINAS UREMICAS .......ooiuiieeeieeeeeeeee e e ettt sttt 19
2.3 AGES . e 20
24 RAGES ..o e 23
2.5 SEVELAMER ..o e 25
2.6 INTERLEUCINA 8 E QUIMIOTAXIA ..ot 27
2.7 ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS NA DIMINUIC}AO DE AGES......cocvviiiieeiin. 29
S JUSTIFICATIV A et e e e e e et e e e eaaa e aeees 31
4 OBJIETIVOS . ...ttt e et e e e et e e e e e n e e e ern e aeees 32
4.1 OBIETIVO GERAL ..ot e et e e e era e e eees 32
4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ..ottt 32
5 METODOLOGIA ..ottt e e e e et e e e e eeba e e e e eeban e aaaees 33
S.L MATERIAL .ot e et e e e et e e e e e n e e e een e eaeees 33
5.2 METODOS ...ttt ettt bbbttt 33
5.2.1 CUUIa CelUIAr ... 33
5.2.2 Sintese e Caracterizag8o d0S AGES ..........cccuuiiiiiiiieeeeeeee e 34
5.2.3 Quantificacdo de proteinas totais pelo método de Bradford............................. 35
5.2.4 Dosagem de enNdOtOXINAS..........uiieeiiriiieeeiiiiie e e e e e e e e e e e e e e e e aeens 35
5.2.5 Viabilidade CelUlar ... 35
5.2.6 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) ..., 36
5.2.7 Avaliacdo da expressdo de RAGE por imunocitoquimica ...........cccceeeeeeeeeeeennn. 36

5.2.8 Avaliacéo da expressao de RAGE por Western blot.............ccceeeviiiiiiiiiiiiinnnnnn. 37



5.2.9 Avaliacdo da expressao de IL-8 por ELISA ..........cooiiiiiiiiiiiecce e, 38

5.2.10 Ensaio de migragao CelUIAr ............ooooii i 38
5.2.11 ANAIISE @STALISHICA ....vvvvieiiieiiiiiiiiiiie e 40
B RESULTADOS . ..o e e e e e e e e e e e enna e eeees 41
6.1 SINTESE E CARACTERIZACAO DOS AGES......ceoiiieeieeieeeceeeeeee e, 41

6.2 QUANTIFICACAO DE PROTEINAS TOTAIS PELO METODO DE BRADFORD42

6.3 DOSAGEM DE ENDOTOXINAS .......oovivieieeeecteieteeeeseeeies s ees s e s 42
6.4 VIABILIDADE CELULAR ........cocviuetieteeeteeeee et etees et s s n e n s 43
8.5 RIMN ...ttt s s e e s s et et et et et et e et e et s et e s e ne e e e e n s e e e e e 44
6.6 IMUNOCITOQUIMICA PARA DETECGAQ DE RAGE .......ccoovvveeeeeererenenenennns 45
6.7 ANALISE POR WESTERN BLOT PARA DETECCAO DE RAGE..........c............ 45
6.8 AVALIACAO DA EXPRESSAO DE IL-8 POR ELISA .......coeoveeeeeeeeeeeeeeeee 46
6.9 ENSAIO DE MIGRAGAO CELULAR .......cocooveieieeeeeeeeeeeeee s s s s ennns 47
T DISCUSSAOQ ...ttt ettt ettt 49
8 CONCLUSOES ..ottt 56
9 ENSAIOS ADICIONAIS ...ttt ee e n e en s en s 57
REFERENCIAS . ...ttt ettt ettt e et ne et etennanis 58
APENDICE ...ttt et ettt ettt nen s 71

ANEXOS .ot e e e enenn 73



15

1 INTRODUCAO

Em estagios avancados da doenca renal cronica (DRC), grande parte dos
pacientes é acometida por varias complicacoes, tais como a disfuncdo endotelial e a
calcificacdo vascular, levando a doenca cardiovascular (DCV) (OLIVEIRA et al.,
2010a). Com a progressao da DRC, os rins perdem a capacidade de remover as
toxinas urémicas da circulacdo sanguinea, ocorrendo acumulo destas toxinas,
envolvidas frequentemente na inflamacéo sistémica no organismo, atingindo o
endotélio vascular e dessa forma induzindo ao desenvolvimento da DCV (BARRETO
et al.,, 2014; STINGHEN; PECOITS-FILHO, 2011; VANHOLDER; LAECKE;
GLORIEUX, 2008). De fato, a exposicdo do endotélio a estas toxinas, leva a
modificacdes no fendtipo celular, fazendo com que as células endoteliais respondam
com a producdo de moléculas pro-inflamatérias (DIAZ-BUXO; WOODS, 2006;
SEGAL; BAYLIS; JOHNSON, 2006).

Os AGEs compreendem um grupo heterogéneo de proteinas ou lipideos,
modificados por meio de reacbes ndo enzimaticas de glicacdo, e oxidados apos
contato com acucares. A partir do momento que sdo formados, os AGEs tornam-se
estruturas irreversiveis. Foi demonstrado que os AGEs acumulam-se na parede dos
vasos, com efeitos deletérios tanto no ambito micro quanto macrovascular, afetando
a estrutura e a funcao celular. Os AGEs podem modificar a matriz extracelular, a
acao de citocinas e radicais livres por meio da ligagcdo com receptores da superficie
celular (GOLDIN et al., 2006). No sistema cardiovascular, seu acumulo contribui para
0 enrijecimento das artérias, anormalidades miocardicas, formacdo da placa
aterosclerotica e disfuncdo endotelial. Quando os AGEs se ligam ao colageno e
elastina (responsaveis por grande parte da elasticidade vascular), acumulam-se na
matriz dos vasos de forma desordenada e nado funcional. Ainda, alteram a
modulacao endotelial, o tdbnus vasomotor, a adeséo plaquetaria, a tonusgenicidade e
a proliferacao celular (ZIEMAN; KASS, 2004).

Os AGEs exercem tais a¢gfes no sistema vascular através da ligacdo a seus
receptores, principalmente o RAGE (CHAWLA et al., 2014; REMPEL et al., 2015;
STINGHEN et al., 2015). A ativacdo do RAGE induz a resposta inflamatoria, levando

aos efeitos descritos acima e ainda, por exemplo, ao aumento da producao de
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moléculas de adesdo, aumento da proliferacdo da camada intima do vaso,
angiogénese e estresse oxidativo. Células endoteliais expostas as altas
concentracbes de AGEs diminuiram significativamente a viabilidade celular (CHEN
et al., 2015). Além disso, a associacdo entre AGEs-RAGE eleva o risco de doenca
cardiaca e mortalidade (MARUTHUR et al., 2015; SELVIN et al., 2013; XU et al.,
2010).

A interleucina 8 (IL-8) é uma quimiocina expressa por varios tipos de células
incluindo mondcitos, neutrofilos, células endoteliais e fibroblastos, sendo sua
principal caracteristica a quimiotaxia de neutrofilos para o local da leséo induzindo a
adesdo e a transmigracao através do endotélio (CAMPBELL; MAXWELL; WAUGH,
2013; LIU; DAI; ZHOU, 2015). Além disso, a IL-8 estimula outras células para
realizar fagocitose, aumentando assim a eficiéncia de reparacédo de tecidos. Ainda,
induz a reorganizacdo do citoesqueleto, alteracdes nos niveis de calcio intracelular,
ativacdo de integrinas, exocitose de proteinas granulares e o burst respiratério
(GIMBRONE et al., 1989; JUNDI; GREENE, 2015).

O Sevelamer é um medicamento muito utilizado na pratica clinica para
controlar os niveis de fosfato sérico (Pi) em pacientes com DRC em dialise. E um
polimero catibnico que se liga ao Pi, sendo que sua estrutura apresenta varias
aminas espacadas por moléculas de carbono. No intestino, as aminas ligam-se a
prétons e interagem com o anion Pi por meio de carga e ligacdo com hidrogénio
(CHERTOW; BURKE; RAGGI, 2002; COPPOLINO et al., 2015). Além do Pi, liga-se
a outras substancias no intestino onde diminui a absor¢do de lipidios, acido Urico e
possui efeito anti-inflamatério, sendo considerado um agente protetor do sistema
cardiovascular. Estudos recentes tém demonstrado que o Sevelamer pode estar
associado com a diminuicdo da progressao de calcificacBes das artérias adrticas e
coronarias, em comparagdo com o quelante a base de célcio (ASMUS et al., 2005;
BLOCK et al., 2005a; CHERTOW; BURKE; RAGGI, 2002; KAKUTA et al., 2011; SIX
et al., 2012), embora esses achados nao tenham sido repetidos em outros estudos
(BARRETO et al., 2008).

Toxinas urémicas, tais como os AGEs, podem se ligar ao Sevelamer que ndo
é absorvivel pelo intestino. Em estudo envolvendo pacientes em hemodialise (HD)

com diabetes tipo 2, verificou-se que a administracdo de Sevelamer durante trés
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semanas, nao soO reduziu os niveis circulantes de AGEs em geral, mas também os
niveis de carboximetillisina (CML) e metilglioxal (MG) e levou a mudancgas nos niveis
séricos de Pi, lipidios, marcadores inflamatorios, e reactive oxygen species (ROS).
Além disso, verificou-se diminuicdo na expressdo de VCAM-1, um marcador de
lesdo vascular (VLASSARA et al, 2012a; YUBERO-SERRANO et al.,, 2015).
Todavia, ja foi demonstrado em estudos envolvendo pacientes com nefropatia
diabética, que o Sevelamer diminuiu significativamente o Fibroblast growth factor 23
(FGF-23) e aumentou os niveis circulantes de Klotho (LIN et al., 2014; OLIVEIRA et
al., 2010b; VLASSARA et al., 2012a).

O presente estudo teve como objetivo investigar in vitro os mecanismos
envolvidos no efeito pleiotrépico do Sevelamer, como quelante de AGEs, o que
hipoteticamente de forma translacional reduzir a resposta inflamatoria vascular nos

pacientes com DRC e consequentemente auxiliar na terapéutica destes pacientes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DOENCA RENAL CRONICA

A DRC caracteriza-se por lesdo ou comprometimento funcional nos rins por
um tempo igual e/ou superior a trés meses, acompanhada de albumindria ou
proteindria (BERMUDEZ et al., 2011). A func&o renal é comumente avaliada por
meio da medida da taxa de filtracdo (TFG). A TFG estimada (TFGe) pode ser
calculada por férmulas matematicas que se baseiam em fatores étnicos, género,
idade e na propria creatinina sérica. Atualmente, a equacdo CKD-EPI (Chronic
Kidney Disease Epidemiology Collaboration) € considerada a que estima a taxa de
filtragdo com maior acurécia (LEVEY et al., 2009). Com base na TFG, é possivel
classificar a DRC em seis estadios (1, 2, 3A, 3B, 4 e 5) e em trés fases de
proteinaria (1, 2, e 3), com 0s estagios iniciais representando valores normais e
estagios mais elevados, refletindo doenca mais severa (Tabela 1) (ECKARDT et al.,
2013; GANSEVOORT et al., 2013; INKER et al., 2014; KDIGO, 2013).

Tabela 1-Estadiamento da DRC

Estagio Descricao PG )
(mL/min/1,73m*)
1 Dano renal sem alteracéo da funcéo renal > 90
2 Dano renal com alteracéo leve da funcéo renal 89 a 60
3a Perda leve a moderada da funcao renal 59 a 44
3b Perda moderada a grave da funcéo renal 44 a 30
Perda grave da funcao renal 29a15
Insuficiéncia renal <15

Fonte: KDIGO, 2013.
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A DRC é uma doenca em crescimento exponencial, e juntamente com outras
doencas cronicas ndo transmissiveis, € responsavel por 25 milhdes de mortes ao
ano, tendo como principal causa de morte as complica¢cfes relacionadas as doencgas
cardiovasculares (DCV), principalmente a aterosclerose (EL NAHAS, 2010). Nos
pacientes com DRC submetidos a terapia de substituicdo renal (dilise), a morte por
DCV é cinco vezes maior que na populacdo em geral, mesmo apos estratificacdo
para idade, sexo, raca e diabetes (MEIJERS et al., 2010). Pacientes em hemodiélise
apresentam uma expectativa de vida cinco vezes menor quando comparados a
individuos saudaveis da mesma idade (ARSOV et al., 2013). Atualmente no Brasil,
estima-se que existam mais de 2 milhdes de brasileiros portadores de algum grau de
disfuncdo renal, sendo que aproximadamente 98 mil encontram-se em dialise
(SESSO et al., 2014).

2.2 TOXINAS UREMICAS

Com a progressdo da DRC, os rins perdem a capacidade de remover
efetivamente compostos téxicos da corrente circulatéria para consequente formacéo
da urina, resultando em seu acumulo no organismo. O acumulo destas “toxinas
urémicas” é responsavel por muitas das consequéncias clinicas de uma condi¢cao
conhecida como uremia (BARRETO et al., 2014; GLASSOCK, 2008; HIMMELFARB,
2009). Essas toxinas urémicas podem ser definidas como solutos que produzem
efeitos deletérios no organismo. Tais toxinas representam grande relevancia na
pesquisa cientifica, pois tem sido apontadas como grandes responsaveis pela
comorbidade inflamatéria vascular na sindrome urémica (PIRODDI et al., 2013).

Entre os efeitos toxicos da uremia, o dano cardiovascular € um dos principais
responsaveis pela elevada morbimortalidade neste grupo de pacientes, mesmo em
estagios precoces da DRC. E interessante perceber que muitos desses efeitos, tais
como inflamagdo e anemia, também tém impacto relevante sobre o status
cardiovascular (VANHOLDER; LAECKE; GLORIEUX, 2008).
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Ja foram identificados mais de 150 compostos urémicos (EuTox,
http://www.uremic-toxins.org/), que sao classificados de acordo com suas
propriedades fisico-quimicas e caracteristicas de remocao por didlise em:

e Compostos pequenos soluveis em dgua com no maximo 500 Da, que tém

como protétipos moléculas como ureia e creatinina, que sdo facilmente
removidas por dialise. Os compostos neste grupo ndo tém necessariamente

uma toxicidade funcional;

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

deste grupo sao B2-microglobulina e leptina. Essas moléculas s6 podem ser
removidas por membranas de porosidade grande o suficiente para permitir
sua passagem através da membrana. Muitos dos compostos neste grupo sao
peptideos que afetam um grande numero de orgdos e sistemas. Os AGEs

estdo alocados nesse grupo de classificacéo.

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

protétipos deste grupo sdo os fendis e os inddis, compostos dificeis de

remover por dialise e com diversas atividades toxicas no organismo.

Os solutos de tamanho médio e os ligados a proteina tém sido alvo de grande
interesse, pois ndo passam através dos filtros de didlise. Dessa forma, a natureza da
toxina e sua caracteristica de remocao por dialise resultam em diferentes padrbes
patofisiologicos (VANHOLDER, 2011; PIRODDI et al., 2013).

2.3 AGEs

Os AGEs consistem num grupo heterogéneo de proteinas ou lipideos
modificados, por meio de reagfes ndo enzimaticas de glicacdo, e oxidados apos
contato com acucares aldose. Eles sdo derivados de grupamentos aldeidos e
cetonas de carboidratos que reagem com grupos amino primarios de aminoacidos
livres ou proteinas para formar uma base de Schiff. Depois do rearranjo dos
produtos (produtos de Amadori) sdo formados os AGES, que na presenca de metais
de transicdo sédo oxidados e tem sua formacao acelerada. A partir do momento que

sao formados, os AGEs tornam-se estruturas irreversiveis. Como ja mencionado, 0s
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AGEs englobam um grupo de diversos tipos de moléculas glicadas, porém o produto
mais prevalente in vivo é o NF-(carboximetil)lisina, mais conhecido como CML
(BODIGA; EDA; BODIGA, 2013; GOLDIN et al., 2006; HEGAB, 2012). Os
mecanismos alternativos de formacéo de AGEs incluem a chamada via do “estresse
carbonilico”, na qual a oxidagdo de lipideos ou de agucares gera compostos
dicarbonilicos intermediarios altamente reativos. A glicélise e a autoxidacdo de
glicose, por exemplo, produzem metilglioxal e glioxal, que interagem com
aminoacidos para formar AGEs (HUEBSCHMANN et al., 2006; MEADE; MILLER;
GERRARD, 2003). O processo de formacao dos AGEs ¢é ilustrado na figura a seguir
(Figura 1).

Figura 1-Formacéo de AGEs a partir da rea¢ao de Maillard
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Fonte: Adaptado de Hegab et al. 2012.

Os humanos estdo expostos a duas fontes principais de AGEs: a exdgena
(via alimentar) e a endogena (formados no organismo). Alimentos com alto indice de
proteinas (carnes, queijos e ovos) sdo muito ricos em AGEs, ao contrario do grupo
dos carboidratos, que apresenta menor quantidade dessa molécula (GOLDIN et al.,

2006). Os AGEs também podem ser formados durante o processamento de
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alimentos industrializados, por serem manipulados em altas temperaturas. Por via
enddgena, a maior formacao de AGEs ocorre quando 0 organismo € exposto a altos
niveis de glicose como, por exemplo, nos pacientes diabéticos, no envelhecimento e
na uremia (BUCALA, 2014; SEMBA; NICKLETT; FERRUCCI, 2010). A principal
forma de excrecdo dos AGEs é através da urina (THORNALLEY; RABBANI, 2009).
Pacientes renais crénicos em didlise peritoneal sdo altamente susceptiveis a
formacéo sistémica e local de AGEs, como resultado da uremia e também da
constante exposicdo do peritbnio a altos niveis de produtos de degradacdo de
glicose (PDG) gerados durante a esterilizacdo por meio do calor do fluido de dialise.
Os PDG presentes no fluido de didlise peritoneal sdo absorvidos pela rede de
capilares peritoneal de onde passam para a corrente sanguinea, o que leva ao
aumento das concentracfes de AGEs circulantes (ALHAMDANI; AL-AZZAWIE;
ABBAS, 2007). Outro fator que contribui para a elevada concentracdo de AGEs na
uremia é o aumento do estresse oxidativo, gerado por um desequilibrio nos niveis de
glutationa oxidada e glutationa reduzida, e alteracbes no sistema antioxidante (tais
como a superoxido desmutase/peroxidase). Compostos carbonilicos formados por
meio de mecanismos nao-oxidativos podem gerar um aumento na formacédo de
AGEs (MEERWALDT et al., 2009; STINGHEN et al., 2015).

Tomando-se por base a classificagdo atual de toxinas urémicas, os AGEs séo
consideradas toxinas de tamanho médio (maiores que 500 Da) que nao séao
removidas facilmente através do tratamento dialitico, pois sua remocdo requer a
utilizacdo de membranas de didlise com poros de maior diametro (VANHOLDER,;
LAECKE; GLORIEUX, 2008). Foi demonstrado que os AGEs acumulam-se na
parede dos vasos, causando efeitos deletérios tanto no ambito micro quanto
macrovascular, afetando a estrutura e a funcdo das células. Os AGEs podem
modificar a matriz extracelular, a acdo de citocinas e radicais livres através da
ligacdo com receptores da superficie celular (GOLDIN et al., 2006; YANG et al.,
2014).

No sistema cardiovascular, seu acumulo contribui para o enrijecimento das
artérias, anormalidades miocardicas, na formacdo da placa aterosclerdtica e na
disfuncéo endotelial. Quando estas moléculas se ligam ao colageno e a elastina
(responsaveis por grande parte da elasticidade vascular), acumulam-se na matriz

dos vasos de forma desordenada e nado funcional. Ainda, alteram a modulacao
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endotelial, o tbnus vasomotor, a adesdo plaquetaria, a tonusgenicidade e a
proliferacdo celular (ZIEMAN; KASS, 2004). Estudos in vitro demonstraram que
células endoteliais expostas a altas concentracbes de AGEs diminuiram
significativamente a viabilidade celular (CHEN et al., 2015).

2.4 RAGEs

Os AGEs exercem tais acfes no sistema vascular, ligando-se a seus
receptores, principalmente os Receptors for Advanced Glycation End-Products
(RAGESs) (CHAWLA et al., 2014; REMPEL et al., 2015; STINGHEN et al., 2015). Os
RAGEs sao multiligantes transmembranicos inespecificos para AGEs, que
pertencem a superfamilia de imunoglobulinas (Ig) de receptores de superficie celular
(TAM et al., 2011).

Os RAGEs podem ser ligados com outro polipeptideo, chamado polipeptideo
ligante do RAGE (LFL-L), por meio de ligagdo ndo covalente ao seu dominio
extracelular. O LFL-L, por sua vez, estabelece a ligacdo com os AGEs. Geralmente,
ha uma baixa expressdo de RAGE em tecidos. No entanto, ela é aumentada,
principalmente, na presenca exacerbada de AGEs, como no caso da diabetes ou
envelhecimento. Os RAGEs estao presentes, por exemplo, em células endoteliais,
células de mausculo liso e fagdcitos mononucleares na vasculatura diabética, as
quais ainda podem ser induzidas a expressa-los em situacdes onde seus ligantes
elou fatores de transcricdo se acumulam (GOLDIN et al., 2006; HEGAB, 2012).
Desta forma, pode-se levantar a hipétese que ao se limitar a expressao de RAGEs
nas células vasculares, a expressao de varios mediadores pro-inflamatérios poderia
ser diminuida, prevenindo o desenvolvimento da disfuncdo endotelial (FIGAROLA et
al., 2007).

Os RAGEs também existem na forma solivel (sRAGE), conforme
previamente descrito em humanos e modelo murino. Possuem isoformas que sao
formadas por dois processos distintos: splicing alternativo ou por clivagem
proteolitica mediada por metaloproteinases e desintegrinas. SRAGE tem emergido

como um potencial biomarcador de doencas cardiovasculares. Alguns estudos tém
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demonstrado uma associacao entre niveis aumentados de sRAGE e alta incidéncia
de doencas cardiovasculares (COLHOUN et al., 2011; MARUTHUR et al., 2015).

A ligagdo AGE-RAGE causa disfungdo endotelial, aumento do estresse
oxidativo e estimula a liberacdo de agentes proé-inflamatérios e pro-coagulantes. A
ativacdo de RAGE por AGEs € a principal causa patogénica de complicacdes
vasculares em pacientes diabéticos (MARCOVECCHIO; LUCANTONI; CHIARELLI,
2011; OLIVEIRA et al., 2013). Essa interacéo induz a resposta inflamatoria, levando
aos efeitos descritos acima e ainda, por exemplo, ao aumento da producdo de
moléculas de adesdo, aumento da proliferacdo da camada intima do vaso,
angiogénese e estresse oxidativo. Ademais, a associacdo entre AGEs-RAGE eleva
o risco de doenca cardiaca e mortalidade (Figura 2) (MARUTHUR et al., 2015;
SELVIN et al., 2013; XU et al., 2010).

Figura 2—Efeitos intracelulares dos AGEs ap0s ligacdo com RAGEs em células
endoteliais
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Fonte: HEGAB et al., 2012.

Nota: A interacdo de AGEs com seus receptores (RAGEs) na superficie endotelial conduz a
transducdo de uma cascata de sinalizagdo, ativando a nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
oxidase (NADPH) e aumentando a producdo de ROS. Essa ligagdo também desencadeia uma
cascata inflamatéria, diminuindo a disponibilidade de 6xido nitrico (NO) na célula. A etapa principal
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dessas sinalizacdes da-se na ativacédo da via NF-kB e a sua translocacéo para o nicleo, aumentando
a transcricdo de genes-alvo de moléculas pro-inflamatérias, como endotelina-1 e ICAM-1.

2.5 SEVELAMER

O Sevelamer é um medicamento muito utilizado na pratica clinica para
controlar os niveis de Pi em pacientes com DRC em didlise. E um polimero cationico
sem aluminio e calcio que se liga ao Pi (Figura 3). Sua estrutura apresenta varias
aminas espacadas por moléculas de carbono. As aminas no intestino ligam-se a
prétons e interagem com anion Pi por meio de carga e ligacdo com hidrogénio.
Estudos in vitro demonstraram que 1 g de Sevelamer liga-se a aproximadamente 5
mmol de Pi em pH 7 (CHERTOW,; BURKE; RAGGI, 2002; COPPOLINO et al., 2015).
Sua caracteristica quimica permite uma ligacdo inespecifica com moléculas
carregadas com cargas negativas, como anions trivalentes, como o Pi e citrato,
acidos biliares e aminoacidos conjugados carregados negativamente. Além do Pi,
liga-se a outras substancias no intestino onde diminui a absorcao de lipidios, acido
arico e possui efeito anti-inflamatério, sendo considerado um agente protetor do
sistema cardiovascular. Também pode diminuir a concentracdo de endotoxinas
bacterianas e AGEs (CHARMOT, 2012; HAUSER et al., 2010).

Figura 3—Estrutura quimica do Sevelamer
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Fonte: Rastogi, 2013.
Nota: a, b = ndmero de aminas primarias, a+b=9. c= nimero de grupos de liga¢des cruzadas, n=1.
m= ndmero para indicar rede de polimero.
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Existem duas formas de Sevelamer: cloridrato de Sevelamer e carbonato de
Sevelamer; ambos diminuem a absorc¢éo intestinal de Pi em uma mesma proporc¢éo
(COPPOLINO et al.,, 2015; SAVICA et al.,, 2009; VANHOLDER et al., 2009). O
primeiro pode diminuir os niveis séricos de bicarbonato e contribui para a acidose
metabdlica em pacientes com DRC, enquanto que o carbonato de Sevelamer por
ndo alterar os niveis de bicarbonato ndo possui o efeito adverso do primeiro. Vale
salientar que podem também levar a uma reduc¢do de vitaminas tais como a vitamina
D, vitamina K e acido félico, além de alterar a absor¢cdo de alguns farmacos como,
por exemplo, a levotiroxina e o calcitriol, representando potenciais efeitos adversos
do Sevelamer (FLOEGE, 2016; PIERCE et al., 2011).

Toxinas urémicas, tais como os AGEs, podem se ligar ao Sevelamer na luz
intestinal e ndo serem absorvidas. A administracdo desse farmaco e a restricdo da
ingestdo de AGEs presentes nos alimentos podem representar um meio
complementar e ndo téxico para reduzir os niveis de Reactive oxygen species (ROS)
e a inflamacdo (VLASSARA et al., 2012a). De fato, em andlise de pacientes em
hemodialise (HD) com diabetes tipo 2, verificou-se que a administracdo de
Sevelamer durante trés semanas, ndo soO reduziu os niveis circulantes de AGEs em
geral, mas também os niveis de carboximetillisina (CML) e metilglioxal (MG), e levou
a mudancas nos niveis séricos de Pi, lipidios, marcadores inflamatérios, e ROS.
Para tanto, verificou-se uma diminuicdo na expressdo de vascular cell adhesion
molecule-1 (VCAM-1), um marcador de lesdo vascular (VLASSARA et al., 2012a;
YUBERO-SERRANO et al.,, 2015). Além disso, foi demonstrado em estudos
envolvendo pacientes com nefropatia diabética que o Sevelamer diminuiu
significativamente o FGF-23 e aumentou os niveis circulantes de Klotho, proteinas
envolvidas na homeostase do Pi (LIN et al.,, 2014; OLIVEIRA et al., 2010b;
VLASSARA et al., 2012b; ZOCCALI; MALLAMACI; CANNATA-ANDIA, 2015). Maizel
et al. (2013), demonstraram que o Sevelamer melhorou a taxa de expansao sistélica
da aorta e a funcao diastolica. Os autores ainda constataram ap0s 14 semanas de
tratamento com Sevelamer houve uma reducdo nos niveis séricos de FGF-23 em
camundongos com DRC (MAIZEL et al., 2013). Finalmente, diferentes estudos tém
sugerido que o Sevelamer pode estar associado com a diminui¢do da progressao de
calcificagbes arterial em comparacdo com quelantes a base de célcio (ASMUS et al.,
2005; BLOCK et al., 2005a; CHERTOW,; BURKE; RAGGI, 2002; KAKUTA et al.,
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2011; SIX et al., 2012), embora esse efeito ndo tenha sido confirmado por outros
estudos (BARRETO et al., 2008).

2.6 INTERLEUCINA 8 E QUIMIOTAXIA

A IL-8 (IL-8/CXCL8) €& uma citocina que desempenha um papel vital na
maioria das vias inflamatérias. O gene da IL-8 codifica a produc¢do de um produto de
99 aminoacidos, o qual sofre uma clivagem proteolitica na porcdo amino-terminal,
formando varios produtos diferentes (PALOMINO; MARTI, 2015). A IL-8 em soluc¢éo
existe sob a forma de um dimero ligado de maneira ndo covalente e, in vitro e in
Vivo, ela é um quimiotéatico potente para neutréfilos (SANACORA et al., 2015). A IL-8
€ produzida por uma variedade de células, incluindo mondcitos, macréfagos, células
epiteliais, células de musculo liso e células endoteliais. Apresenta duas isoformas:
uma formada por 72 residuos de aminoacidos derivado de células endoteliais e a
forma mais abundante no organismo com 77 residuos de aminoacidos secretada
pelos mondcitos e outras células. Os seus efeitos bioldgicos sdo mediados por meio
da ligacdo com receptores de superficie celular acoplados a proteina G, CXCR1 e
CXCR2, onde o primeiro tem uma maior afinidade e expressédo. Esses receptores
normalmente sao encontrados na superficie de leucécitos e células endoteliais
(CAMPBELL; MAXWELL; WAUGH, 2013; LIU; DAI; ZHOU, 2015).

Durante o processo inflamatorio, a IL-8 exerce a quimiotaxia de neutrdéfilos
para o local da leséo, induzindo a adesado e a transmigracdo através do endotélio.
Além disso, a IL-8 estimula outras células para realizar fagocitose, aumentando
assim a eficiéncia de reparacdo de tecidos. Assim como VAarios outros quimiotaticos,
a IL-8 induz a reorganizacdo do citoesqueleto, alteracdes nos niveis de calcio
intracelular, ativacdo de integrinas, exocitose de proteinas granulares e burst
respiratorio (GIMBRONE et al., 1989; JUNDI; GREENE, 2015). Estudos demonstram
uma correlacdo entre IL-8 e a angiogénese tumoral, metastase e mau prognaéstico
em diversos tipos de cancer (TANG et al., 2012). Embora a IL-8 seja por exceléncia
um agente quimiotaxico de granulécutos, também induz a adesao de mondécitos ao
endotélio nas fases iniciais da aterogénese (WEBER, 2004). De fato, a associacéo
da IL-8 com a inflamag&o e no processo da aterogénese (ALLEN; KURDOWSKA,
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2013) esta amplamente descrito na literatura. Em contrapartida, um efeito protetor
tem sido relatado em estudos in vitro, que avaliaram a adesdo de neutréfilos e
monaocitos no local da lesdo (GALES et al., 2013; GIMBRONE et al., 1989; TEDGUI
et al., 2006). Segundo Hastings et al. (2009), a expressdo de VCAM-1 por células
musculares lisas e por células endoteliais foi reduzida na presenca de IL-8,
ocasionando uma menor adesdo de mondcitos ao local da inflamagédo (HASTINGS
et al., 2009). Ha relatos ainda, que a migracdo neutrofilica foi severamente
prejudicada em camundongos, mostrando niveis elevados de IL-8 (SIMONET et al.,
1994).

A interacdo dos mondcitos com o endotélio vascular durante a inflamacéo
ocorre por meio de vérias etapas envolvendo o rolamento mediado pela selectina,
adesdo leve mediada por moléculas de adesdo como a VCAM-1 e a intercellular
adhesion molecule-1 (ICAM-1) e subsequente adesdo firme mediada por
quimiocinas, como a IL-8 e o MCP-1. Mondcitos aderentes ao endotélio migram
através da camada intima, transformam-se em macréfagos, e fagocitam lipidios
oxidados, tornando-se células espumosas ou foam cells (Figura 4). Este dinamico e
controlado mecanismo contribui para o crescimento e expansao das lesbes, e 0
recrutamento de mondcitos participa diretamente na desestabilizacdo da placa
aterosclerotica, resultando em complicacdes associadas a taxas significativas de
morbidade e mortalidade (LI; GLASS, 2002).

Figura 4—Migragéo de mondcitos atraves do endotélio vascular
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2.7 ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS NA DIMINUICAO DE AGEs

A interacdo entre AGEs e RAGEs tem sido considerada uma importante via
inicial na sinalizacao intracelular, dentre elas a ativacédo do fator de transcricdo NF-
KB, 0 qual induz a expressdo de moléculas pro-inflamatorias, como a interleukin-1-a
(IL-1a), interleukin-6 (IL-6), IL-8 e TNFa (BONETTI et al., 2013; POLJICANIN et al.,
2015). Tendo em vista os muitos efeitos deletérios dos AGEs sobre a funcao celular,
€ essencial o desenvolvimento de estratégias terapéuticas relacionadas a essa
toxina (GOLDBERG et al., 2004).

Varias estratégias de tratamentos farmacolégicos que atuem no sistema
AGESs-RAGE tem sido descrito como uma forma de atenuar os danos causados ao
organismo. Para tanto, alguns compostos tém sido amplamente estudados, incluindo
0 aspartato aminotransferase-120 (AST-120) e o Sevelamer. O AST-120 é um
adsorvente de carvao oral que atenua a progressdo da DRC, possivelmente, por
meio da remocdo de toxinas urémicas, tal como o indoxil sulfato (IS) e pela
diminuicdo do estresse oxidativo (FUJII et al., 2009; SCHULMAN; VANHOLDER,;
NIWA, 2014). Estudos demonstraram em camundongos com DRC que o AST-120
reduziu a progressdo da aterosclerose. Ainda, foi capaz de inibir a adesédo de
mondécitos em células endoteliais com a progressdo da DRC e diminuir a
concentracéo de IS (INAMI et al., 2014). Além disso, o AST-120 é capaz de reduzir
os niveis de MCP-1, IL-1 e TNFa em modelo animal com DRC (YAMAMOTO et al.,
2011). O Sevelamer, por sua vez, reduz niveis de AGEs e RAGE na circulacdo de
pacientes diabéticos com DRC (YUBERO-SERRANO et al., 2015). A administracao
desses farmacos diminui os niveis circulantes de toxinas como o IS, p-cresol e
AGEs, podendo proporcionar uma potencial melhoria na qualidade de vida e na
sobrevida dos pacientes com DRC (INAMI et al., 2014; UEDA et al.,, 2007,
VLASSARA et al., 2012a).

Em outra linha de investigacao, a restricdo dietética de AGEs tem emergido
como um método eficaz, viavel e econbmico para reduzir os niveis circulantes de
AGEs (SANDU et al., 2005; URIBARRI, 2003). A simples modificacdo nos métodos
de preparo dos alimentos industrializados pode contribuir efetivamente com a
reducdo da formacdo de AGEs e, consequentemente, a menor ingestdo dessa
toxina (BARBOSA; OLIVEIRA; SEARA, 2008).
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Atualmente, existem varias técnicas substitutivas a funcéo renal, amplamente
utilizadas que contribuem também para a diminuicdo dos niveis circulantes de
AGEs, como a hemodidlise (HD), hemofiltracdo (HF) e hemodiafiltracdo. Uma
sessdao convencional de HD reduz em até 20% os niveis de AGEs no organismo. Por
outro lado, membranas com elevada permeabilidade podem reduzir ainda mais a
concentragdo dessa toxina. Estudos demonstraram que a hemodiafiltragdo por 6
meses em pacientes com DRC leva a uma reduc¢do significativa nos niveis de AGEs
circulantes (LIN et al., 2003). A hemodiafiltracdo é eficaz ndo apenas em reduzir 0s
niveis de toxinas urémicas, mas também em reduzir os niveis de marcadores de
inflamacédo, tais como a IL-6 (AGALOU et al., 2003; SUSANTITAPHONG,;
SIRIBAMRUNGWONG; JABER, 2013).

Outro aspecto que tem atraido o interesse de pesquisadores € a presenca de
compostos que apresentam propriedades de anti-glicacdo e/ou antioxidantes nos
alimentos. Diversos compostos tém sido empregados para atenuar a glicoxidacéo e
0 estresse oxidativo, tais como vitamina A, vitamina E, e o acido lipdico, sendo
amplamente estudados in vitro para reduzir os efeitos dos AGEs (BARAGETTI et al.,
2006). Entretanto, mais estudos sdo necessarios para a elucidacdo de mecanismos
que atuem de forma efetiva na remocédo e formagcdo dos AGEs e dessa forma

atenuar os danos causados por essa toxina ao organismo.
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3 JUSTIFICATIVA

A progressdo da DRC leva ao acumulo de toxinas urémicas tais como 0s
AGEs, causando a ativacdo da resposta inflamatoria sistémica e vascular, mediadas
por moléculas proé-inflamatdrias. O acumulo de AGESs, provindos da dieta ou de um
clearance diminuido, no decorrer da DRC pode contribuir para a disfuncao endotelial
levando a expressdo de quimiocinas e moléculas de adesdo nos eventos que
precedem a aterosclerose, uma das principais causas de morte nesses pacientes.
Até o momento as estratégias terapéuticas disponiveis séo ineficientes na remocéo
dos AGEs. Nesse panorama, farmacos capazes de reduzir os niveis circulantes de
AGEs, tais como o Sevelamer, poderiam hipoteticamente contribuir para a
diminuicdo da resposta celular e, consequentemente, desenvolvimento de doencas

cardiovasculares.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

- Avaliar o efeito in vitro do Sevelamer na disfuncdo endotelial causada por

AGEs em células endoteliais humanas.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Produzir e caracterizar os AGEs;

2. Avaliar a expressdo do receptor para AGEs (RAGE) em células endoteliais,

apos a exposicado aos AGEs na presenca ou auséncia de Sevelamer;

3. Avaliar a expressao da citocina inflamatdria I1L-8, em células endoteliais apds

exposicao aos AGEs na presenca ou auséncia de Sevelamer;

4. Avaliar a participagdo da IL-8 produzida por células endoteliais tratadas com

AGEs com e sem Sevelamer, como agente quimiotaxico de mondcitos.
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5 METODOLOGIA

5.1 MATERIAL

Como modelo experimental utilizou-se a linhagem comercial imortalizada de
células endoteliais extraidas de veia de corddo umbilical (ATCC CRL 2922,
EA.hy926). Essa linhagem €& proveniente da fusdo de Human Umbilical Vein
Endothelial Cells (HUVEC) com células epiteliais tumorais A549 formando um
hibridoma (EDGELL; MCDONALD; GRAHAM, 1983). As células foram obtidas
comercialmente a partir do Banco de células do Rio de Janeiro (BCRJ). Os
mondcitos da linhagem celular U-937 (CRL-1593.2, ATCC), foram adquiridas
comercialmente também do BCRJ e sao derivadas de células malignas obtidas de

efuséo pleural de um paciente com linfoma histiocitico.

5.2 METODOS

5.2.1 Cultura Celular

As células endoteliais foram cultivadas em frascos de cultivo a 37°C com 5%
de CO, até atingir 100% de confluéncia. O meio de cultura utilizado foi DMEM (Life
Technologies, Nova lorque, EUA), suplementado com 10% de soro fetal bovino
(Gibco, Grand Island, EUA) e 10mg/mL de penicilina/estreptomicina (Gibco, Grand
Island, EUA). As células usadas como modelo de mondcitos foram a U-937. Optou-
se por utilizar como modelo experimental essas células ao invés de mondcitos
isolados de sangue periférico humano, uma vez que esse processo resulta em
ativacdo das mesmas, podendo influenciar negativamente nos resultados. Os
mondcitos foram cultivadas em meio de cultivo RPMI 1640 (Gibco, Grand Island,
EUA) acrescido de 10% de soro fetal bovino e 10mg/mL de
penicilina/estreptomicina. Os mondcitos foram mantidos em frasco de cultivo T25
(25cm2) ou T75 (75cm?) e incubados a 37°C e 5% de CO,.
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5.2.2 Sintese e Caracterizacdo dos AGEs

Os AGEs e controle (BSA) foram preparados como previamente descrito
(IWASHIMA et al., 1999). Basicamente a producédo dos AGEs foi realizada a partir
da adicédo de D-glucose, BSA e demais substancias em PBS pH 7.4 esterilizado nas

seguintes proporgodes:

e Albumina bovina (BSA): 50mg/mL (Sigma, St. Louis, EUA).

e D-glucose: 50mM (Gibco, Grand Island, EUA).

e PMSF: 1,5mM.

e EDTA: 0,5mM (Merck, Darmstadt, Alemanha).

e Penicilina/Estreptomicina: 10mg/mL (Gibco, Grand Island, EUA).

Para a producdo do BSA, realizou-se a adi¢do de BSA e demais substancias

em PBS pH 7.4 esterilizado nas seguintes proporcoes:

e BSA: 50mg/mL (Sigma, St. Louis, EUA).

e PMSF: 1,5mM.

e EDTA: 0,5mM Penicilina/Estreptomicina: 10mg/mL (Gibco, Grand Island,
EUA).

As solucdes foram preparadas separadamente e agitadas cuidadosamente
até que uma solucdo homogénea fosse formada. ApGs o preparo e o pH corrigido
para 7.4, ambas as solu¢cbes foram transferidas para tubos envoltos em papel
aluminio e armazenadas por sete semanas em estufa 37°C/5% CO,. O pH foi
monitorado e ajustado semanalmente para 7.4. Decorridas as sete semanas de
incubacdo, os AGEs e BSA foram submetidos separadamente a didlise em
membrana (6-8Kd, Spectra, Sdo Paulo, Brasil) contra PBS pH 7.4 num volume
cinquenta vezes maior que a amostra a ser dialisada, por um periodo de
aproximadamente 16 horas, sob agitacdo constante a 4°C. Apds 0 processo de
didlise, as solucdes de AGEs e BSA foram aliquotadas e estocadas a - 20°C até o
uso. Realizou-se a caracterizacdo pela leitura comparativa de absorbancias dos
AGEs e BSA, tomando-se por base o protocolo estabelecido primeiramente por
PONGOR et al., 1984. Ambas as amostras foram diluidas em agua destilada para

1mg/mL para posterior leitura de absorbancias nos comprimentos de onda 330, 360,
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400 e 420nm em espectrofotbmetro (Tecan, Zurique, Suica). Os AGEs e BSA
também foram caracterizados por eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE)
como previamente descrito (LAEMMLI, 1970). Basicamente, 15 pg das amostras
foram submetidas a eletroforese em gel a 10% a 100 V por 4 h a temperatura
ambiente com polos invertidos. As bandas foram visualizadas com o corante azul

Coomassie (Sigma St. Louis, EUA).

5.2.3 Quantificacdo de proteinas totais pelo método de Bradford

Para quantificar as proteinas presentes nas amostras de AGEs e BSA
previamente sintetizadas, foi realizada a dosagem de proteinas totais pelo método
de (BRADFORD, 1976), com auxilio do kit Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad,
California, EUA).

5.2.4 Dosagem de endotoxinas

Para excluir a contaminag¢do com endotoxinas de AGEs e BSA, foi realizado o
ensaio colorimétrico de Limulus Amebocyte Lysate (LAL) (Thermo Scientific
Rockford, IL, EUA) de acordo com as recomendacfes do fabricante. As
absorbéancias foram medidas a 410 nm (Tecan, Zurique, Suica) e todas as medi¢des

foram feitas em duplicata.

5.2.5 Viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada por meio do ensaio colorimétrico do sal
brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazélio (MTT), segundo o método
previamente descrito por (MOSMANN, 1983). Basicamente as células endoteliais
foram cultivadas em placas de 96 pocos (10%poco) e apds um periodo de 24h de
incubacgéo, o meio foi trocado e as células foram tratadas com os AGEs e BSA, em

concentragdes de 0,2 mg/mL, por periodo adicional de 24 horas. Posteriormente, o
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meio foi substituido por meio novo (90 pL/poco) e 10 pL/poco da solucdo de MTT (5
mg/mL em PBS) (Sigma, St. Louis, EUA), por um periodo de 3 horas a 37°C e 5% de
CO,. Finalmente o meio foi retirado e substituido por dimetilsulfoxido (Sigma, St.
Louis, EUA) para a dissolucéo dos cristais de formazan, sob agitacao (700 rpm, 15
min), e a leitura da absorbancia foi realizada num comprimento de onde de 570nm
em leitor de microplaca Bio-Rad 680 (Califérnia, EUA). As dosagens foram

realizadas em microplaca. Foram realizados trés experimentos em triplicata.

5.2.6 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Espectros de 1D°'P foram obtidos em espectrémetro de RMN (Bruker Avance
lll, Califérnia, EUA) operando a 14,1 Tesla (600 MHz para 'H e 242 MHz 3'P),
equipado com uma sonda pentanuclear de observacéo inversa de 5 mm e gradiente
de campo no eixo z (QXI). Avaliou-se a concentracdo de Pi em amostras contendo
AGEs e BSA ambos em uma concentracdo de 0,2 mg/mL e Pi (1 e 4 mM), com ou
sem Sevelamer (3%), com a finalidade de validar in vitro o efeito quelante do
Sevelamer sobre o Pi em sobrenadante celular. As amostras foram solubilizadas em
600uL de uma solucdo de D,0O:H,0O (1:9, v/v) a temperatura de 30°C. Os espectros
de 31P desacoplados foram obtidos com 30° de angulo magnetizacdo com janela de
400 ppm, tempo de aquisicdo de 0,17 s, tempo de relaxacdo de 0,200 s e 1024
transientes, processados com o auxilio do programa TopSpin (Bruker; Karlsruhe,
Alemanha), aplicando-se multiplicacdes exponenciais sobre os free induction decays

(FIDs) adquiridos. Foram realizados trés experimentos independentes.

5.2.7 Avaliacdo da expressdo de RAGE por imunocitoquimica

A expressdo do RAGE foi avaliada por meio da técnica de imunocitoquimica.
Basicamente as células foram inoculadas em laminulas redondas em placas de 24
pocos (25 x 10° células/laminula) e apés atingirem cerca de 70% de confluéncia
foram tratadas com AGEs e BSA em concentragfes de 0,2 mg/mL por um periodo

de 24 horas. Posteriormente, as células foram fixadas com paraformaldeido a 4%
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por 10 minutos e em seguida, adicionou-se 0 bloqueio de BSA 0.5% em PBS. As
células foram incubadas com os anticorpos primarios anti-RAGE 1:200 (Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, EUA), overnight a 4 °C. Em seguida as células foram tratadas
com anticorpo secundério anti-rabbit 1:2000 marcado com peroxidase (HRP). A
reacao foi revelada com o kit VectorNovaRED (Califérnia, EUA). As laminulas foram
observadas em aumento de 200 vezes em microscopio de luz motorizado
Axiolmager Z2 (Carl Zeiss, Jena, DE), acoplado a um digitalizador automético VSlide

(Metasystems, Altlussheim, DE). Foram realizados cinco experimentos em duplicata.

5.2.8 Avaliacdo da expressao de RAGE por Western blot

A avaliacdo da expressdo de RAGE por Western blot foi realizada apos
tratamento das células com 0,2 mg/mL de BSA e AGEs durante 24 horas.
Basicamente, as células foram homogeneizadas com tampéo RIPA (NaCl 150 mM,
1% de NP-40, 0,5% desoxicolato de sddio, 0,1% dodecilsulfato de sodio (SDS), 50
mM de Tris, pH 7,4) suplementado com inibidores de proteases e fosfatases (Roche
Applied Science, Indianapolis, IN, EUA). Posteriormente, as amostras foram
centrifugadas a 14.000g durante 30 min. a 4 °C e os sobrenadantes recolhidos. A
concentragcdo de proteinas foi estimada utilizando-se o ensaio de Bradford (BioRad,
Hercules, California, EUA). Quantidades iguais de proteina (20 pg) foram separadas
por eletroforese em gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de sédio a 12%, transferidas
eletroforeticamente para membranas de PVDF (Invitrogen Corp, Carlsbad, Califérnia,
EUA). A membrana foi bloqueada durante 1h a temperatura ambiente com solugéo
de PBS contendo 0,3% (v/v) de tween e 3% de caseina. Apds o bloqueio, a
membrana foi incubada overnight a 4 °C com anticorpo monoclonal anti-RAGE na
concentracdo de 1:1000 (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, EUA), seguido por
incubacdo com anti-IgG de coelho policlonal conjugado com peroxidase (HRP) (1:
10.000) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) durante 1h a 37 °C. A reagdo foi
visualizada  por  quimioluminescéncia  (ECL) (Amersham Biosciences,
Buckinghamshire, Reino Unido). A expressao de RAGE foi detectada como uma

banda Unica a cerca de 42 kDa. A intensidade das bandas foi analisada com auxilio
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do Software Image Studio Lite (Lincoln, EUA), versdo 5.0. Foram utilizados trés

experimentos.

5.2.9 Avaliacéo da expresséao de IL-8 por ELISA

As dosagens de IL-8 foram realizadas em sobrenadante de cultura celular por
meio do método de ELISA sandwich “caseiro”. Basicamente as células foram
inoculadas (10 células/poco) em placas de 96 pocos e tratadas com AGEs e BSA
em concentracdes de 0,2 mg/mL com e sem Sevelamer em cinética de 0, 3 e 6h.
Posteriormente os sobrenadantes foram coletados e estocados a -20 °C para
posterior dosagem. Os anticorpos utilizados foram da marca R&D Systems
(Minneapolis, EUA) (captura, deteccdo e recombinante), nas concentracdes
sugeridas pelo fabricante (STINGHEN et al., 2009). Para a leitura das absorbancias
foi utilizado leitor de microplaca Bio-Rad 680 (Califérnia, EUA) em absorbéancia de

450 nm. Foram realizadas dez experimentos em duplicata.

5.2.10 Ensaio de migracéao celular

O ensaio de migracao celular foi realizado em camara de Boyden com filtro de
policarbonato isento de polivinilpirrolidona com porosidade de 8,0um, o qual foi
utilizado para separar os compartimentos superior e inferior (Figura 5) (GE
Healthcare Life Sciences do Brasil Ltda.) (LEAVESLEY et al., 1993; LI; ZHU, 1999).
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Figura 5—Camara de Boyden
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Fonte: Presibella, 2003.

Nota: Desenho esquematico da camara de Boyden. (A) Cilindro de acrilico separado por um
compartimento superior (B), o qual se adiciona a suspensédo de células, e um compartimento inferior
(C), sendo preenchido pela substancia quimioatraente e divididos por um filtro de policarbonato (D).

Basicamente as células foram inoculadas (10* células/poco) em placas de 96
pocos e tratadas com AGEs e BSA em concentracdes de 0,2 mg/mL com e sem
Sevelamer por 6h. Posteriormente o sobrenadante celular foi adicionado no
compartimento inferior da camara de Boyden para avaliar o efeito quimioatraente
sob mondcitos. Utilizou-se como controle positivo uma solucdo padrdo de MCP-1, IL-
8 e IL-8 mais MCP-1 a 50 ng/mL. O monitoramento do movimento espontaneo dos
monaocitos (controle negativo) foi realizado com adicdo de meio DMEM no
compartimento inferior da camara. Posteriormente, o compartimento superior da
camara foi preenchido com 200uL de suspensdo de mondcitos a 10° células/mL
sobre o filtro. Em seguida, as camaras foram incubadas em estufa a 37 °C e 5% de
CO; durante 90 minutos. A capacidade quimioatraente do sobrenadante (migracéo)
foi mensurada por meio da contagem do numero de células que estavam no
compartimento inferior com auxilio da camara de Neubauer (Figura 6) (PERRETTI et

al., 2002). Foram realizados seis experimentos em duplicata.
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Figura 6-llustracdo esquematica do processo de migracdo através da camara de

Boyden

Fonte: O autor (2015).
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5.2.11 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos em médias = erro padrdo da média. Para

comparar o resultado entre os grupos foram realizados os testes t de Student ou

Anova para dados pareados e Mann-Whitney e Anova onRank’s para dados nédo

pareados. Os resultados foram considerados significativos para um valor de P<0,05.

As analises foram realizadas com o uso dos pacotes estatisticos JMP Windows

(Carolina do Norte, EUA) versdo 8.0 e SigmaStat Windows version 3.5 (Califérnia,

EUA).
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6 RESULTADOS

6.1 SINTESE E CARACTERIZACAO DOS AGEs

Para a caracterizacdo de BSA e AGEs, as amostras foram submetidas a

leitura de absorbancias de acordo com a figura 7.

Figura 7—Absorbancias encontradas nas solugdes de AGEs e BSA

0,6
0,5
0,4

0,3 —— BSA

Absorbancia

—— AGES
0,2

0,1

250 300 350 400 450
Comprimento de onda (nm)

Fonte: O autor (2015).

Os AGEs e BSA também foram caracterizados por eletroforese em gel de
poliacrilamida (PAGE), como previamente descrito (LAEMMLI, 1970), com a

finalidade de avaliar qualitativamente a diferenca entre as duas moléculas (Figura 8).
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Figura 8- Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE)
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Fonte: O autor (2015).

6.2 QUANTIFICACAO DE PROTEINAS TOTAIS PELO METODO DE BRADFORD

Foi realizada a dosagem de proteinas totais pelo método de Bradford das
amostras de BSA e AGEs com o intuito de quantificar a concentracédo de proteinas
nessas amostras (Tabela 2) (BRADFORD, 1976).

Tabela 2—Quantificacdo de proteinas totais nas amostras de BSA e AGEs

Amostras []de proteinas em mg/mL
BSA 59.90
AGEs 59.65

Fonte: O autor (2015).

6.3 DOSAGEM DE ENDOTOXINAS

A fim de excluir a contaminagao por endotoxinas dos AGEs sintetizados, a
concentragdo destas foi mensurada pelo método de Limulus Amebocyte Lysate (LAL)
(Rockford, IL, EUA) de acordo com as recomendacdes do fabricante (Tabela 3). Os
resultados obtidos foram adequados ao recomendado para uso em agua de dialise
sendo inferiores a 2,0 EU/mL (Valor recomendado pela Anvisa—RDC 154/2004).
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Tabela 3—Absorbancias das amostras de BSA e AGEs

Amostras [ ] de endotoxinas
BSA 1,65 EU/mL
AGEs 1,04 EU/mL

Fonte: O autor (2015).
Nota: Foi considerada a concentracéo de endotoxinas em agua de dialise como valor de referéncia (2
EU/mL).

6.4 VIABILIDADE CELULAR

A andlise da viabilidade celular por meio do MTT ndo mostrou diferencas
significativas entre os tratamentos com meio de cultivo (controle normal), BSA e

AGEs para todos os tratamentos aplicados (Figura 9).

Figura 9— Avaliacéo da viabilidade celular apos exposicdo ao BSA e AGEs
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Fonte: O autor (2015).
Nota: As células endoteliais foram tratadas com BSA e AGEs (0,2mg/mL) a 37°C por 24 h e
incubadas com MTT durante 3 horas. O controle (células nao tratadas) foi considerado como 100%.
Os dados foram expressos como média + EPM de trés experimentos independentes.
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6.5 RMN

Com o intuito de verificar se 0 Sevelamer liga-se in vitro ao Pi, uma vez que
esta droga foi desenvolvida para quelar este ion, foi realizado a RMN. Avaliou-se a
concentracdo de Pi (ImM e 4mM) em sobrenadante celular contendo AGEs, BSA e
Pi, com ou sem Sevelamer (3%). Observou-se uma reducdo na concentracéo de Pi
nas amostras com Sevelamer, confirmando a agao desse quelante em se ligar ao Pi
in vitro. Com isso foi possivel validar o efeito do Sevelamer como quelante de Pi
(Figura 10).

Figura 10—-Efeito do Sevelamer nas amostras com Pi, nas concentracdes de 1 e 4
mM com e sem Sevelamer
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Fonte: O autor (2015).
Nota: Efeito do Sevelamer (Sev.) nas amostras com Pi, nas concentracdes de 1 e 4 mM com e sem
Sevelamer. (a) solugdo com 0,2 mg/mL de AGEs + Sevelamer (3%) + 1mM de Pi; (b) solugdo com 4
mM de Pi + Sev. (3%); (c) solugdo com AGEs 0,2 mg/mL+ 1mM de Pi; (d) solucdo com 0,2 mg/mL de
BSA + 1mM de Pi; (e) solugdo com 1 mM de Pi e (f) solucdo com 4 mM de Pi. Foram realizados trés
experimentos independentes.
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6.6 IMUNOCITOQUIMICA PARA DETECCAO DE RAGE

A expressdo do RAGE foi avaliada por meio da técnica de imunocitoquimica,
apos tratamento das células endoteliais com BSA ou AGEs. A coloracao positiva
pode ser observada na (Figura 11), onde pode-se verificar uma maior expressao de

RAGE ap6s o tratamento com AGEs.

Figura 11-Efeito do BSA e AGESs na coloragao por imunocitoquimica para RAGE

o O

-
e /‘
L o -
: %
! .
|
' ., Isonml lwuml
b A Y - By b >
pAL \,*'
1 - o
.\L,

r

\"}\. 4 {,. L 48
‘{10- p ! 3& a

SN
A ' i’ Y)‘;

s : - b
Py = d e {..w—m

Fonte: O autor (2015).

Nota: As células endoteliais foram tratadas com BSA e AGEs (0,2 mg/mL) com ou sem tratamento
(controle) durante 24h e imunocoradas para RAGE. (A) controle (células nado tratadas); (B) somente
anticorpo secundario; (C) BSA e (D) AGEs. Aumento de 200x. Foram realizados cinco experimentos
em duplicatas.
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6.7 ANALISE POR WESTERN BLOT PARA DETECCAO DE RAGE

Com o objetivo de confirmar e quantificar a expressdo de RAGE realizou-se
analise da expressdao de RAGE em células endoteliais por Western blot. As células
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foram submetidas aos tratamentos com BSA e AGEs nas concentracfes de 0,2

mg/mL com e sem Sevelamer (Figura 12).

Figura 12—Efeito dos AGEs sobre a expressdo de RAGE em células endoteliais
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Fonte: O autor (2015).
Nota: Expressdo de RAGE em células endoteliais humanas apés tratamento com BSA, AGEs com ou

sem Sevelamer. As células endoteliais foram tratadas com BSA e AGEs (0,2 mg/mL), com e sem
Sevelamer (Sev.) (3%) durante 24h. Para imunotransferéncia a -actina foi utilizada como controle da
carga das proteinas. Os niveis de RAGE foram quantificados por densitometria com a razao entre a
B-actina. Os dados sé@o expressos em média + EPM de trés experimentos independentes. *P<0,05 —
AGEs vs AGEs + Sev. e ** P<0.005 — AGEs vs C.

6.8 AVALIACAO DA EXPRESSAO DE IL-8 POR ELISA

A figura 13 demonstra o efeito do BSA e AGEs com e sem Sevelamer na
expresséo in vitro de IL-8 (pg/mL) pelas células endoteliais. Apés 3h de tratamento,
h&a uma expressao significativa (P<0,001) de IL-8 quando as células sao tratadas

com AGEs (21,06 + 0,8 vs 8,1 + 1,1 pg/mL) em relagdo ao controle negativo
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(somente meio de cultura). No tratamento com AGEs mais Sevelamer também foi
encontrado um aumento significativo (P<0,005) comparado ao controle negativo
(22,66 £ 2,2 vs 8,1 + 1,1 pg/mL). Apds 6h houve um aumento significativo (P<0,005)
na expressado de IL-8 quando as células sdo tratadas com AGEs em relacdo ao
controle negativo (17,14 + 3,1 vs 8,2 + 1,0 pg/mL), esta foi significativamente
(P<0,05) aumentada, quando foram tratadas com AGEs mais Sevelamer (17,14 *

3,1vs 27,6 + 2,2 pg/mL).

Figura 13—Efeito dos AGEs na expresséo de IL-8 em células endoteliais
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Fonte: O autor (2015).
Nota: Tempo de incubacéo (0, 3 e 6h) apds tratamento com AGEs (0,2mg/mL) com e sem Sevelamer

(Sev) (3%) para a expressao de IL-8 em células endoteliais. Os dados foram expressos como média
EPM de dez experimentos independentes.*P<0,05 — AGEs 6 vs AGEs 6 + Sev; *P<0,005 — C3 vs
AGEs + Sev 3, C6 vs AGEs 6; ***P<0,001 — C3 vs AGEs 3.

6.9 ENSAIO DE MIGRACAO CELULAR

O resultado apresentado na figura 14 demonstra o efeito do BSA e AGEs na

presenca ou auséncia do Sevelamer na migracdo de mondcitos. Utilizou-se como
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controle negativo o meio DMEM, para avaliar o0 movimento espontaneo das células e
como controle positivo o MCP-1, IL-8 e MCP-1 com IL-8 em uma concentragéo de 50
ng/mL para todas as solu¢des. Apos 90 min. de incubacdo, houve um aumento
significativo (P<0,05) na migracdo de células nas amostras contendo MCP-1 (254,2
*+ 46,8%) e AGEs (402,3 + 163,8%) em relacdo ao controle negativo (somente meio
DMEM tomado como 100%). Em contrapartida, na amostra contendo AGEs com
Sevelamer houve um decréscimo significativo (P<0,05) na migracdo em relacdo ao
tratamento somente com AGEs (402,3 + 163,8 vs 33,3 = 7,4 %).

Figura 14—Efeito de sobrenadantes de células endoteliais na migracdo de mondcitos
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Nota: Efeito de sobrenadantes de células endoteliais na migragdo de mondcitos, apds o tratamento
com AGEs e BSA a 0,2 mg/mL, com e sem Sevelamer (Sev) a 3% em uma cinética de 6h. Os dados
foram expressos como média + EPM de seis experimentos independentes *P<0.05 — MCP-1 vs
Control, AGEs vs Control, AGEs vs AGEs + Sev.
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7 DISCUSSAO

A inflamacdo em pacientes com DRC desempenha um papel crucial no
desenvolvimento de complicacbes sistémicas levando a varias comorbidades tal
como a DCV. Os AGEs consistem num grupo heterogéneo de toxinas urémicas
responsaveis pela ativagdo de respostas celulares, causando efeitos deletérios tanto
em nivel micro quanto macrovascular (VLASSARA et al., 2012a). O Sevelamer é um
quelante de Pi com varios efeitos pleiotropicos ja descritos, amplamente utilizado
nos pacientes com DRC para tratamento da hiperfosfatemia que pode levar também
a diminuicdo dos niveis circulantes de toxinas urémicas (OLIVEIRA et al., 2010a;
YUBERO-SERRANO et al., 2015). Os principais achados do presente trabalho
demonstram aumento significativo na expressdo de RAGE apoés tratamento das
células endoteliais humanas com AGEs corroborando com estudos previamente
descritos na literatura (CHAWLA et al., 2014). Além disso, demonstrou-se por meio
do ensaio de Western Blot que houve aumento na expressao de RAGE na presenca
de AGEs, e apos o tratamento com AGEs e Sevelamer, esse receptor teve sua
expressdo reduzida. Observou-se, ainda, niveis aumentados de IL-8 em células
tratadas com AGEs na presenca ou auséncia de Sevelamer, sugerindo uma possivel
ligacdo do Sevelamer na ativacéo de vias inflamatodrias nessas células. Demonstrou-
se o0 efeito dos AGEs na inducdo da quimiotaxia de mondcitos, uma vez que
estimula a liberacéo de citocinas proé-inflamatorias pelas células endoteliais e dessa
forma atua recrutando os mondcitos para o local da lesdo (MARCOVECCHIO;
LUCANTONI; CHIARELLI, 2011; OLIVEIRA et al., 2013). A presenca do Sevelamer

para todos os tratamentos mostrou-se eficiente em inibir a quimiotaxia de mondcitos.

Tem sido sugerido que os AGEs estdo implicados no desenvolvimento da
sindrome urémica, desempenhando, por exemplo, um papel crucial na fisiopatologia
da disfuncéo endotelial. Pacientes com DRC tem alta propensdo ao acumulo dos
AGEs em virtude de uma filtracdo glomerular diminuida, além do aumento na sua
formacdo. Estudos anteriores demonstraram em células endoteliais tratadas com
soro urémico em tempo e estagio dependente da DRC um aumento de
biomarcadores inflamatoérios, os quais estdo envolvidos na quimiotaxia de células de

defesa nos eventos que antecedem a aterosclerose (REMPEL et al.,, 2015;
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STINGHEN et al., 2009). A exposicao do endotélio a toxinas urémicas conduz a uma
série de alteragGes na homeostase vascular e em suas fungdes (GUNTHNER et al.,
2009). Os AGEs prejudicam a producdo de NO, em parte, pela regulagdo negativa
da NO sintase através do aumento da degradacdo do mRNA. Também inibem NO
pelo aumento da expressdo NADPH oxidase, estabelecendo uma ligacdo entre
RAGE e disfuncédo endotelial crénica (JOURDE-CHICHE et al., 2011; ROJAS et al.,
2000). O acumulo de AGEs nos tecidos esté associado com disfuncéo endotelial em
pacientes urémicos em hemodialise, contribuindo na fisiopatologia da aterosclerose
(JAIPERSAD et al., 2014; WANG et al., 2016).

Nazratun et al. (2006) demonstraram um maior acumulo de AGEs na parede
de vasos sanguineos, obtidos por meio de biopsia, em pacientes diabéticos com
DRC quando comparado a diabéticos sem DRC ou a individuos saudaveis
(NAZRATUN et al.,, 2006). Em outro estudo, foi relatado que niveis elevados de
AGESs no soro esta associado com rigidez arterial em pacientes diabéticos tipo 1 e 2
(ZHOU et al., 2010). Sun et al. (2011) demonstraram que o CML e a pentosidina
estdo fortemente associados a diabetes, levando a retinopatia (SUN et al., 2011).
Quanto maior é o nivel de AGEs na circulacdo maior é a probabilidade de
desenvolvimento de complicacdes vasculares da diabetes (BANSAL et al., 2013a;
GENUTH et al., 2009). Em um estudo utilizando anéis de aorta de coelho in vitro,
tratadas com AGEs houve a inibicdo da vasodilatacdo e a inducdo de respostas
inflamatoérias (XU et al., 2003). Rempel et al. (2015) demonstraram que os AGEs
induzem a expressdo de RAGE levando a ativacdo da via PKC-B em células
endoteliais humanas (REMPEL et al., 2015). Com efeito, a interacdo de AGEs-
RAGE ativa o fator de transcricdo NF-kB que, por sua vez, conduz a expressao do
gene e a liberacdo de moléculas pré-inflamatérias, tais como a IL-1q, IL-6 e TNFa
(STINGHEN et al., 2015). Nesse panorama, ha um interesse crescente dos
pesquisadores em desenvolver maneiras de minimizar os efeitos deletérios das

toxinas urémicas tais como os AGEs.

Por meio do ensaio de MTT, observamos que a viabilidade das células
endoteliais tratadas com AGEs (0,2 mg/mL) se manteve préximo aos 100%, em
relacdo ao controle, evidenciando que AGEs e BSA nado danificam a estrutura e
integridade dessas células na concentragao utilizada. De forma semelhante, estudo

realizado por Rempel et al. (2015) utilizando as mesmas células tratadas com AGEs
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nao tiveram sua viabilidade alterada, corroborando com nossos achados (REMPEL
et al., 2015). De forma oposta, as células endoteliais expostas a altas concentracdes
de AGEs reduz significativamente a viabilidade celular avaliado pelo mesmo ensaio
(CHEN et al.,, 2015). De fato, Yang et al. (2015) demonstraram diminuicao
significativa na viabilidade celular em condrdcitos incubados com AGEs (200ug/mL)
apos 48h de tratamento (YANG et al., 2015). Esses achados sugerem que altas

concentracoes de AGEs pode reduzir a viabilidade celular.

Nossos dados demonstraram por meio do ensaio de RMN, em amostras
contendo 4mM de Pi um aumento desse ion, mas em contraste, quando adicionado
4 mM de Pi na presenca de Sevelamer (3%) houve uma reducéo na concentracéo
desse ion. Corroborando com nossos achados, um estudo recente conduzido por
Six et al. (2012), em células de aorta de camundongo, tratadas com 3 mM de Pi na
presenca ou auséncia do Sevelamer, demonstrou que as células expostas ao
Sevelamer ndo sofreram danos, ao contrario das que foram incubadas sem o
Sevelamer (SIX et al., 2012), confirmando a capacidade desse quelante em se ligar
ao Pi in vitro. Coppolino et al. (2015) avaliaram o efeito desse quelante in vitro em
amostras contendo Pi. Os autores demonstraram que o Sevelamer € eficiente em
guelar Pi por meio de troca de prétons com anions Pi (COPPOLINO et al., 2015). Em
estudo realizado em 148 pacientes com DRC utilizando Sevelamer, observou-se que
0 sevelamer mostrou-se eficaz em reduzir niveis séricos e urinarios de Pi (BLOCK et
al., 2012). Além desses estudos, outros descritos na literatura corroboraram com 0s
nossos achados (CHERTOW,; BURKE; RAGGI, 2002).

Nossos resultados pelo ensaio de imunocitoquimica, demonstraram o
aumento da presenca de RAGE aderido na superficie das células endoteliais
humanas apds tratamento com AGEs. Para confirmar o achado acima foi realizado o
ensaio de Western blot que demonstrou um maior aumento da expressao de RAGE.
Corroborando com o0s nossos resultados, Chawla et al. (2014) relataram que o
acumulo de AGEs na circulacéo sistémica de pacientes diabéticos induz ao aumento
da expressdo de RAGE (CHAWLA et al., 2014). Contudo, houve reducdo na
expressdo de RAGE ap6s as células serem tratadas com Sevelamer. Este achado
sugere que esse quelante pode atuar se ligando in vitro aos AGEs de forma
inespecifica e, consequentemente, reduzindo a expressdo de RAGE. Dados
similares foram observados no estudo de Yubero-Serrano et al. (2015) em pacientes
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com diabetes mellitus tipo 2, no qual o Sevelamer reduziu niveis circulantes de
AGEs (YUBERO-SERRANO et al., 2015).

A interacdo dos AGEs com seu receptor RAGE sobre a superficie endotelial
conduz a transducéo de varias vias de sinalizacdo, tais como a NADPH oxidase e
GTPase. Essa ativacdo induz a um aumento de ROS, diminuicdo da
biodisponibilidade de NO e apostose de pericitos (HIGASHI et al., 2009). Ainda,
induz a expressao de moléculas pro-inflamatérias como o TNFa, IL-6 e proteina C
reativa (NEDIC et al., 2013). Kerkeni et al. (2013) relataram em um estudo
envolvendo pacientes com diabetes tipo 2, que os niveis de AGEs, sRAGE e
pentosidina estavam elevados em comparacdo com 0s pacientes saudaveis. Os
autores, ainda, verificaram que esses compostos estdo associados positivamente
com danos microvascular nesses mesmos pacientes (KERKENI et al., 2013). Yang
et al. (2014), demonstraram que os AGEs induz a apoptose em cultura de
condrocitos de coelhos (YANG et al., 2014).

Os RAGEs também existem na forma soluvel (SRAGE), o qual desempenha
varios efeitos deletérios no organismo (COLHOUN et al., 2011). Alguns trabalhos
tém demonstrado uma correlacdo entre os niveis elevados de sRAGE com a
progressdo da DCV (MARUTHUR et al.,, 2015). Ademais, niveis aumentados na
circulagdo de sRAGE estéo associados com elevacdo de marcadores inflamatorios e
rigidez arterial (BONETTI et al., 2013). Rebholz et al. (2014) relataram que niveis
elevados de sRAGE esta relacionado com um mal progndstico da funcdo renal,
podendo ser considerados fator de risco para o desenvolvimento de doenca renal
(REBHOLZ et al., 2014).

A IL-8 é uma interleucina expressa por varios tipos celulares, incluindo
macrofagos, célula muscular lisa, bem como pelas células endoteliais
(APOSTOLAKIS et al., 2009; LIU; DAI; ZHOU, 2015; SANACORA et al., 2015). E um
quimiotaxico de neutroéfilos por exceléncia, desempenhando varios efeitos biologicos
no organismo. Os neutrofilos, por sua vez, interagem com o endotélio no local da
lesdo e iniciam uma cascata pré-inflamatéria, recrutando mais células de defesa
(GIORDANO et al., 2016). A regulacéo da transcricdo dessa interleucina € modulada
principalmente pelo fator de transcricdo NF-kB (GALES et al., 2013). Xie et al. (2015)

observaram que altas concentragbes de IL-8 induzem a angiogénese em modelo
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animal com infarto agudo do miocardio (XIE et al.,, 2015). Zhu et al. (2015)
demonstraram que a IL-8 promove in vitro a angiogénese tumoral em hepatdcitos.
Os autores relataram também que neutralizando o efeito dessa interleucina ha uma

reducdo na angiogénese (ZHU et al., 2015).

No que se refere a producdo de IL-8, nosso estudo demonstrou que as
células endoteliais expostas aos AGEs aumentaram significativamente a expressao
dessa interleucina. Confirmando nossos achados, Ribeiro et al. (2014) observaram
em células endoteliais incubadas com soro urémico um aumento na expressao de
IL-8 (RIBEIRO et al., 2014). Ainda, demonstramos nessas mesmas células tratadas
com AGEs, que o Sevelamer foi capaz de induzir um aumento significativo na
expressdo de IL-8 para todos os tratamentos quando comparado ao controle.
Curiosamente, apesar da associacdo dessa interleucina com a inflamacéo, no
recrutamento de células de defesa para o local da lesdo e na aterogénese (ALLEN;
KURDOWSKA, 2013), um efeito protetor tem sido descrito em vérios estudos
avaliando a adesdo de neutréfilos em células endoteliais (TEDGUI et al., 2006).
Gimbrone et al. (1989) mostraram in vitro que a IL-8 inibe a ades&o de neutrofilos
em células endoteliais e protege essas células de danos mediados por neutrofilos
(GIMBRONE et al., 1989). Estudos realizados por Hastings et al. (2009)
descreveram que a IL-8 reduz a expressdo de VCAM-1 em célula endotelial e célula
muscular lisa, com consequente menor adesdo de mondcitos ao local da inflamacao
(HASTINGS et al., 2009). Simonet et al. (1994) relataram que migracdo neutrofilica
para cavidade peritoneal em camundongos transgénicos foi significativamente
reduzida apos estimulo inflamatério, mostrando niveis elevados de IL-8 (SIMONET
et al., 1994). Para tanto, o ensaio de migracao celular foi realizado com o intuito de
confirmar o efeito do Sevelamer na inducdo da quimiotaxia sobre mondcitos, no qual
se verificou um decréscimo na migracdo na presenca desse quelante. Evidenciou-
se, ainda, um aumento significativo na migracdo nas amostras contendo AGEs,
sugerindo que essa toxina atua induzindo a expressao de citocinas responsaveis
pelo recrutamento de mondcitos. Esses achados corroboram com os estudos
presentes na literatura (BANSAL et al., 2013b; FIGAROLA et al., 2007).

Com base nos estudos citados, acredita-se que o Sevelamer atua protegendo
o endotélio vascular de forma indireta, ou seja, aumentando a expressao de IL-8 e

assim reduzindo a inflamacdo. No que se refere ao Sevelamer, ele pode atenuar a
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inflamacdo sistémica em pacientes com DRC, a medida que reduz os niveis
circulantes de toxinas urémicas, tais como p-cresol e AGEs; e também marcadores
inflamatorios como o TNFa (GUIDA et al., 2013; HAUSER et al., 2010). Dois estudos
clinicos de um mesmo grupo que avaliaram os efeitos do Sevelamer em 212
pacientes com DRC em estagio 3-4 e em 466 pacientes em hemodialise sugeriram
um efeito favoravel deste quelante sobre a mortalidade geral (DI IORIO; BELLASI;
RUSSO, 2012; DI IORIO et al., 2013). Em estudo clinico realizado por Block et al.
(2005) avaliou-se a eficacia do Sevelamer em comparacdo ao carbonato de célcio.
Os autores relataram uma diminuicdo na progressao da calcificacdo da artéria
coronaria em pacientes em hemodialise ap6s 18 meses de tratamento com
Sevelamer em relacdo ao carbonato de céalcio (BLOCK et al., 2005b). Outro estudo
conduzido por Block et al. (2007) demonstraram a associacdo do Sevelamer com
aumento da sobrevida dos pacientes em hemodialise (BLOCK et al., 2007), além
disso, o Sevelamer contribuiu para diminuicdo do colesterol LDL, aumento de HDL,
reducdo dos niveis de ROS e &acido urico (IIMORI et al.,, 2012; TZANAKIS et al.,
2014). Guida et al. (2013) relataram em um estudo envolvendo pacientes com DRC
em didlise peritoneal que o uso de Sevelamer se associou a um menor nivel sérico
de p-cresol e de proteina C reativa em comparacdo aos que nao utilizaram o
guelante (GUIDA et al., 2013). Maizel et al. (2013) demonstraram, em camundongos
com DRC, que o Sevelamer levou a melhoria da rigidez da aorta, da disfuncéo
diastolica e da hipertrofia ventricular esquerda, efeitos possivelmente relacionados a
reducdo da concentracdo de Pi assim como de outras toxinas urémicas (MAIZEL et
al., 2013).

A avaliacdo in vitro do efeito do Sevelamer em células endoteliais é um
estudo inédito, no qual propds avaliar o efeito pleiotropico deste quelante sobre os
AGEs. Entretanto, o presente estudo apresentou limitagbes. Nao foi possivel
demonstrar o efeito in vitro do Sevelamer como quelante de AGEs por meio da
técnica de RMN. Por esse motivo, utilizamos os biomarcadores (IL-8 e RAGE) como
uma forma de avaliar indiretamente a agao desse quelante na inflamagdo mediada
pelos AGEs. Uma outra dificuldade foi a utilizacdo do Sevelamer em meio de cultura
por se tratar de um polimero insolivel. Os resultados obtidos abrem novas
perspectivas terapéuticas, por representar uma forma complementar e néo téxica

para diminuir os niveis circulantes de toxinas, no caso AGEs, nos pacientes com
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DRC, ou até mesmo nos pacientes diabéticos sem DRC. Outros ensaios estao
sendo realizados na continuidade deste projeto visando confirmar o efeito protetor
do Sevelamer na inflamacao celular mediada pelos AGEs. Experimentos adicionais
serdo necessarios para esclarecer os mecanismos envolvidos no efeito in vitro do

Sevelamer.
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8 CONCLUSOES

A sintese e caracterizacdo de AGEs e BSA foi executada com éxito e os
produtos finais mostraram-se adequados para a realizacdo dos tratamentos
celulares;

N&o houve diminuicdo na viabilidade celular apds o tratamento com BSA e
AGEs quando comparado ao grupo controle na concentracéo utilizada;
Observou-se por meio da RMN uma reducdo da concentracdo de Pi nas
amostras contendo Sevelamer, demonstrando a manutencdo da acdo desse
quelante in vitro;

Apos 24h de tratamento com AGEs, observou-se uma maior expressado de
RAGE em células endoteliais, que foi diminuida apds o tratamento contendo
Sevelamer;

As células endoteliais expostas aos AGEs demonstraram um aumento
significativo na producdo de IL-8 de forma tempo-dependente quando
comparado ao controle. Este aumento foi ainda mais significativo apoés
tratamento das células endoteliais com AGEs e Sevelamer.

De acordo com o ensaio de migracdo celular, € possivel concluir que o
sobrenadante de células endoteliais apds tratamento com AGEs em uma
cinética de 6h, teve a habilidade de induzir a quimiotaxia de mondcitos, que

foi diminuida apds o tratamento com Sevelamer.
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9 ENSAIOS ADICIONAIS

O ensaio de multiplas citocinas (Adipokine Human Magnetic 14-Plex Panel for
Luminex Platform), por meio da técnica de multiplex Luminex (Massachusetts, EUA)
sera executado para melhor entendimento do papel da IL-8 e dos resultados obtidos
para a complementacdo da dissertagdo, com posterior submissdo do manuscrito a
periddico da area, previsto para o primeiro semestre de 2016.
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* OATI1 and OAT3 overexpression in human endothelial cells after PCS and IS
treatment
PCS is more actively internalized by endothelial cells than IS
* Blockage of OATs decreases MCP-1 expression after PCS and IS treatment
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ANALISE DA VIABILIDADE CELULAR POR MTT EM CELULAS TRATADAS COM
TOXINAS UREMICAS - REVISAO
CELL VIABILITY ANALYSIS BY MTT IN CELLS TREATED WITH UREMIC TOXINS -
REVIEW

Kariman Assis Bochnie !
Paulo Cézar Gregorio 2
Rayana Ariane Pereira Maciel

Resumo: A Doenga Renal Cronica (DRC) é defmida como presenga de les3o renal por um periodo igual ou
superior 2 3 meses, com anormalidades estruturais ou funcionais dos rms, com ou sem dimmuicdo da taxa de
filtraco glomerular (TFG). A DRC ¢ classificada em estagios miciais (estagio 1). leves (estagios 2 e 3a),
moderados (estigio 3b). fungdo renal severamente dimmuida (estagio 4) e msuficiéncia renal (estagio 5). Com a
permanéncia da doenga. os rins perdem a capacidade parcial ou total de remogdo de metabdlitos toxicos da
circulag3o, tais como como p-cresil sulfato (PCS) e mdoxil sulfato (IS), que comumente seriam excretados para
formago da urma, o que resulta no acumulo destes no orgamismo. Este quadro é denomimado uremia ou
toxicidade urémica. Para avaliagie i vitro da toxicidade de zlguns compostos urémicos, utiliza-se técnicas
laboratoriais. como o ensaio de viabilidade celular por MTT. O objetivo desse estudo € explanar sobre uma das
técnicas in vitro de citotoxicidade - emsaio de viabilidade celular por MTT - em células tratadas com toxmas
urémicas.

Descritores: Dosnga renal cronica; toxicidade urémica; viabilidade celular.

Abstract: Chronic Kidney Disease (CKD) 1s defmed as the presence of kidney damage for a period equal to or
exceeding 3 months, structural or functional sbnormalities of the kidney, with or without 2 decreased glomerular
filtration rate (GFR). CKD is classified m the early stages (stage 1). mild (stages 2 and 3a). moderate (stage 3b).
severely reduced kidney function (stage 4) and renal failure (stage 5). With the persistence of the disease, the
kidneys lose their partial capacity or complete removal of toxic metabolites of movement, such as as p-cresyl

sulfate (PCS) and mdoxyl sulfate (IS), which usually would be excreted mto urine formation, which results in
the accumulation of these in the body. This condition is called uremia or uremic toxicity. For
in vitro evaluation of the toxicity of some uremic compounds, we use laboratory techniques,
such as cell viability assay by MTT. The aim of this study is to explain about one of the
techniques in vitro cytotoxicity - cell viability assay - in cells treated with uremic toxins.
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