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RESUMO

As toxinas urémicas p-cresil sulfato (PCS) e indoxil sulfato (IS) sdo associadas a
disfuncéo endotelial, induzindo a producdo de moléculas infamatorias e o estresse
oxidativo. Tais efeitos estdo fortemente relacionadas com o desenvolvimento de
doencas cardiovasculares (DCV), tais como a aterosclerose em pacientes com
doenca renal cronica (DRC). Recentemente, nosso grupo demonstrou que a captacao
destas toxinas pelo endotélio vascular € mediada por transportadores de anions
organicos 1 e 3 (OAT1 e OAT3). O presente estudo avaliou em células endoteliais
humanas o efeito das toxinas urémicas PCS e IS na expressao de OAT1 e OAT3 bem
como de seus fatores de transcricdo cAMP responsive element binding protein-1
(CREB1), activating transcription factor-1 (ATF1) e hepatocyte nuclear factor-4a
(HNF4a). Para tanto, as células endoteliais foram tratadas com PCS e IS nas
concentracfes normal, urémica e maxima urémica por 24 horas. A viabilidade celular
foi avaliada por ensaio de MTT com as toxinas na presenca ou auséncia dos inibidores
de OATSs probenecid (Pb) ou benzilpenicilina potéassica (Bp). A concentracao proteica
de OAT1 e OATS3 foi avaliada por Western blotting. A extracdo de RNA foi realizada
apos tratamento por 24 horas com PCS e IS, com ou sem Pb, Bp, o0 antioxidante
vitamina C (Vit C) e o inibidor da atividade da enzima 6xido nitrico sintase endotelial
N-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME). A expressdao génica dos fatores de
transcricdo foi analisada por RT-PCR e RT-gPCR. A viabilidade celular foi
significativamente reduzida nos tratamentos com PCS em todas as concentracfes
testadas (P<0,0001), enquanto com IS foram significativas apenas nas concentracdes
urémica (P<0,001) e méaxima urémica (P<0,0001), sendo restabelecida apos
tratamento com Pb ou Bp (P<0,001). Observou-se uma maior expressao proteica de
OAT1 e OAT3 apés tratamento das células com PCS na concentracdo maxima
urémica (P<0,05) em comparacéo ao controle (células sem tratamento). As analises
de RT-gPCR demonstraram um aumento significativo (P<0,01) na expressédo de
CREB1 e ATF1 nos tratamentos com PCS e IS em relacdo ao controle, efeito que foi
revertido pelo Pb, Bp, Vit C e L-NAME (P<0,05). J& o HNF4a teve a expressao
aumentada significantemente (P<0,05) apenas nos tratamentos com PCS em relag&o
ao controle. Em concluséo, sugerimos que o ambiente urémico, especificamente as
toxinas PCS e IS, é capaz de modular a expressao génica dos OATS, possivelmente
via aumento do estresse oxidativo. Dessa forma, avancos nessa area podem auxiliar
a elucidar os mecanismos celulares e moleculares da toxicidade do PCS e IS no
endotélio, possibilitando novos estudos para o desenvolvimento de intervencdes
terapéuticas a fim de melhorar a sobrevida do paciente.

Palavras-chave: Doenca Renal Cronica. Toxicidade urémica. Disfungéo endotelial.
OATs.



ABSTRACT

Uremic toxins, such as p-cresyl sulfate (PCS) and indoxyl sulfate (IS), are associated
with endothelial dysfunction, inducing the production of inflammatory molecules and
oxidative stress. These effects are strongly related to the development of
cardiovascular diseases (CVD), such as atherosclerosis in patients with chronic kidney
disease (CKD). Recently, our group demonstrated the uptake of PCS and IS by
vascular endothelium is mediated by organic anions transporters 1 and 3 (OAT1 and
OAT3). The present study evaluated the effect of PCS and IS on the expression of
OAT1, OATS3 and their transcription factors CAMP responsive element binding protein-
1 (CREBL1), activating transcription factor-1 (ATF1) and hepatocyte nuclear factor-4a
(HNF4a). For that, endothelial cells were treated with PCS and IS at normal, uremic
and maximum uremic concentrations for 24 hours. Cell viability was assessed by MTT
assay with the toxins in the presence or absence of OATs inhibitors, such as
probenecid (Pb) and benzylpenicillin potassium (Bp). The protein concentration of
OAT1 and OAT3 was evaluated by Western blotting. RNA extraction was performed
with PCS and IS treatment for 24 hours, with or without Pb, Bp, the antioxidant vitamin
C (Vit C) and the inhibitor of the enzymatic activity nitric oxide synthase, N-nitro-L-
arginine methyl ester (L-NAME). The gene expression of the transcription factors was
analyzed by RT-PCR and RT-gPCR. The cell viability was significantly reduced in PCS
treatments at all concentrations tested (P<0.0001), whereas in IS it was significant only
in uremic (P<0.001) and maximal uremic (P<0.0001) concentrations, being restored
with Pb or Bp (P<0.001). An increased OAT1 and OAT3 protein expression was
observed in the cells after treatment with PCS at maximal uremic concentration
(P<0.05) compared to control (untreated cells). The RT-gPCR analysis showed a
significant increase (P<0.01) in the CREB1 and ATF1 expression in cells treated with
PCS and IS compared to the control, which was restored with Pb, Bp, Vit C and L-
NAME (P<0.05). HNF4a had significantly increased expression (P<0.05) only in the
treatments with PCS compared to the control. In conclusion, we suggest that the
uremic environment, specifically the PCS and IS toxins, is able to modulate the gene
expression of OATSs, possibly increasing oxidative stress. These findings could help to
elucidate the endothelium cellular and molecular of PCS and IS toxicity, enabling
further studies for the development of therapeutic interventions in order to improve
patient survival.

Keywords: Chronic Kidney Disease. Uremic toxicity. Endothelial dysfunction. OATSs.
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1 INTRODUCAO

A doenca renal crénica (DRC) consiste na perda gradativa e definitiva da
funcao renal que levam ao desenvolvimento de diversas comorbidades e reduzem a
expectativa de vida do paciente (TURIN et al., 2012). Nos ultimos anos, aumentou 0
namero de pacientes com DRC que afeta milhares de pessoas no Brasil e no mundo
(GBD, 2016; SESSO et al., 2016). A prevaléncia global da DRC é estimada em 13,4%
por estudos de meta-analises (HILL et al., 2016). Diante disso, considera-se a DRC
um problema de saude publica, o que requer medidas de prevencao e tratamento
adequado (BASTOS; KIRSZTAJN, 2011; KDIGO, 2013b).

Uma das principais consequéncias da diminui¢cdo da funcdo renal € a perda
da capacidade de excrecdo de uma diversidade de toxinas urémicas que passam a
se acumular no organismo, condicdo denominada uremia. A toxicidade urémica
resultante afeta varios orgéos e tecidos, desregulando o funcionamento dos sistemas
biologicos, inclusive o sistema cardiovascular. De fato, pacientes com DRC
apresentam maior risco de desenvolver doencas cardiovasculares (DCVs) que séo
consideradas também a principal causa de morte na DRC (BANSAL et al., 2016;
GLUBA-BRZOZKA et al., 2016; TONELLI et al., 2012; USRDS, 2016).

O endotélio vascular € formado por uma monocamada de células que reveste
o interior da parede dos vasos do sistema cardiovascular e se encontra em interface
com o ambiente urémico na DRC. Sob esse aspecto, diversos estudos tém sido
desenvolvidos a fim de elucidar os efeitos induzidos pela uremia sobre esse tipo
celular. Dessa forma, demonstrou-se que as toxinas urémicas sao capazes de induzir
a disfuncdo endotelial, o estresse oxidativo e a producédo de moléculas inflamatérias
e de ativacdo endotelial, tais como a proteina quimiotatica de mondcitos-1 (MCP-1) e
a molécula de adeséao vascular-1 (VCAM-1) (FAURE et al., 2006; JING et al., 2016;
MEIJERS et al., 2009; STINGHEN et al., 2014). Esses eventos comprometem as
funcdes homeostaticas do endotélio e estdo intrinsecamente relacionados com a
aterogénese. Portanto, a uremia contribui significativamente na disfungéo endotelial e
no desenvolvimento de DCVs, tal como a aterosclerose (HAN et al., 2016a, 2016b;
MEIJERS et al., 2009).
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As toxinas urémicas ligadas as proteinas sao consideradas criticas pelo fato
de serem de dificil remoc¢é&o por terapias dialiticas. Os dois principais exemplos de
toxinas dessa classe sdo o p-cresil sulfato (PCS) e o indoxil sulfato (1S). Ambos séao
provenientes da metabolizacdo das proteinas consumidas na dieta pela microbiota
intestinal. Essas toxinas sdo associadas a disfuncdo endotelial e a inflamacéo
vascular (FAURE et al., 2006; JING et al., 2016; MEIJERS et al., 2009). De fato,
estudos clinicos demonstraram que o aumento dos niveis séricos do PCS e do IS
estdo associados a progressao da DRC e ao desenvolvimento de DCVs (LIN et al.,
2015; SHAFI et al., 2015; WU et al., 2011, 2012).

A captacdo celular do PCS e IS é feita pelos transportadores de anions
organicos (OATs) 1 e 3 (MIYAMOTO et al., 2011; WATANABE et al., 2013a). Esses
transportadores sao expressos nas células do tabulo renal, nas quais séo importantes
para a excrecdo de diversos xenobidticos e metabolitos do organismo, inclusive PCS
e IS. Além dos rins, 0 OAT1 e o OAT3 podem ser encontrados no epitélio do corpo
ciliar dos olhos, no plexo coroide, nas células endoteliais, entre outros (ITO et al.,
2010; LEE et al., 2015a; NAGLE et al., 2013; ZHANG et al., 2008c). Contudo, dados
da literatura demonstraram que a expressao desses transportadores pode ser alterada
em condic¢des patologicas, inclusive na DRC (ENOMOTO et al., 2002b; NAUD et al.,
2011, 2012).

O OAT1 e o OAT3 possuem regulacdo complexa que compreendem
mecanismos epigenéticos, transcricionais e pos-traducionais (JIN et al., 2012,
OGASAWARA et al., 2007; TANAKA et al., 2004). Esses mecanismos regulatérios
também podem ser modulados pelas toxinas urémicas, porem ndo foram ainda
estudados nas células endoteliais (SUCAJTYS-SZULC et al., 2016; SUN; CHANG,;
WU, 2012b). Dentre os mecanismos regulatorios, citam-se os fatores de transcrigdo
hepatocyte nuclear factor 1a (HNF1a), 18 (HNF1B) e 4a (HNF4a), cAMP responsive
element binding protein 1 (CREB1) e o activating transcription factor 1 (ATF1) que
participam da regulacéo transcricional dos genes codificantes do OAT1 (SLC22A6) e
do OAT3 (SLC22A8) (MIHALJEVIC et al., 2016; OGASAWARA et al., 2006, 2007).

Considerando o papel que as toxinas urémicas possuem na patogénese da
disfuncéo endotelial e no desenvolvimento da aterosclerose, o presente estudo tem
como objetivo analisar os efeitos do PCS e IS sobre a expressao transcricional do
OAT1 e OAT3 e dos fatores de transcricdo a eles relacionados em células endoteliais
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humanas. Dessa forma, elucidar os mecanismos celulares e moleculares vinculados
aos OATs pode contribuir no desenvolvimento de novas intervencdes terapéuticas

visando melhorar a sobrevida dos pacientes com DRC.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 DOENCA RENAL CRONICA (DRC)

A doenca renal crénica (DRC) € uma condicdo clinica caracterizada pela
perda da capacidade funcional dos rins de forma gradativa e irreversivel. E
considerada um problema de salude publica, com altos indices de prevaléncia e
expressivos impactos negativos na qualidade de vida dos pacientes, além dos altos
custos de tratamento (MILLS et al., 2015). Estima-se que a prevaléncia da DRC varia
entre 8 e 16% da populacdo mundial (JHA et al., 2013). De acordo com o ultimo Global
Burden of Disease Study (GBD), a DRC foi responsavel por 1,2 milhdo de mortes no
mundo em 2015. Com base nesses dados, a DRC corresponde a décima sétima maior
causa de anos de vida perdidos em nivel global, subindo quatro posi¢cdes apenas na
tltima década (GBD, 2016). S6 no Brasil, dados do Censo Nacional da Sociedade
Brasileira de Nefrologia apontam aproximadamente 112 mil pacientes sob tratamento
dialitico em 2014, quase o triplo do numero de pacientes do ano de 2000 (CENSO
SBN, 2014; SESSO et al., 2016).

Na mais recente diretriz da organizacdo Kidney Disease Improving Global
Outcomes (KDIGO), a DRC é definida pela presenca de lesdo renal por tempo igual
ou superior a trés meses, acompanhada por anormalidades estruturais ou funcionais
dos rins, havendo ou ndo reducdo na taxa de filtracdo glomerular (TFG), com
implicagbes ao estado de saude (KDIGO, 2013b). A partir da avaliacdo da presenca
de um ou mais marcadores de dano renal é realizado o diagnostico da doenga. Um
dos principais marcadores é a TFG que avalia a depuragéo por unidade de tempo de
compostos urémicos, tais como a creatinina e a cistatina C, considerando o sexo, a
idade e a etnia do paciente (KDIGO, 2013b). O declinio da TFG na progressao da
DRC é utilizado para realizar o estadiamento da DRC (TABELA 1). A albuminuria
também é utilizada como marcador de dano renal. O KDIGO classifica a taxa de
excrecao da albumina (expressa em mg/g de creatinina por 24 horas) em normal ou
levemente aumentada (até 30 mg/g), moderamente aumentada (de 30 a 300 mg/g) ou
severamente aumentada (acima de 300 mg/g). Outros marcadores de danos renais
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incluem as anormalidades patoldgicas observadas na urina, em biépsias renais e em

imagens ultrassonograficas (KDIGO, 2013b).

TABELA 1 — ESTADIAMENTO DA DOENCA RENAL CRONICA (DRC) PROPOSTO
PELO KDIGO

Taxa de filtracéo
Estagio Descricao glomerular (TFG)
(mL/min/1,73 m?)

1 TFG normal ou aumentada =90
2 Leve diminuicdo da TFG 60-89
3a Leve a moderada diminuicdo da TFG 45-59
3b Moderada a severa diminuicdo da TFG 3044
4 Severa diminuicdo da TFG 15-29
5 Faléncia renal ou em terapia substitutiva <15

NOTA: A medida 1,73 m? é o equivalente a média da superficie corporal.
FONTE: KDIGO (2013).

As principais doengas de base que levam ao desenvolvimento da DRC sé&o a
hipertensdo e a diabetes. No Brasil, a nefropatia hipertensiva e a diabetes
correspondem, respectivamente, a 35% e 29% dos pacientes prevalentes (SESSO et
al., 2016). Outras causas incluem as glomerulonefropatias e as doencas renais
policisticas (GBD, 2016; SESSO et al., 2016). Exposicado a contaminantes ambientais
com efeitos nefrotoxicos também podem elevar o risco de DRC. Dentre eles, citam-se
as dioxinas, os compostos perfluorados, o cadmio, o mercurio e a silica (HUANG et
al., 2016; KIM et al., 2015; SHANKAR; XIAO; DUCATMAN, 2011; VUPPUTURI et al.,
2012). Ja nos casos de DRC que se desenvolvem durante os primeiros 25 anos de
vida, as principais causas sdo as anomalias congénitas nos rins ou no trato urinario,
as sindromes nefréticas, as glomerulonefropatias crénicas e as ciliopatias renais
(HWANG et al., 2014; KOHL et al., 2014; NAPRTCS, 2014; SADOWSKI et al., 2014).

Fatores genéticos e epigenéticos podem aumentar a suscetibilidade para o
desenvolvimento de doencas renais, inclusive a DRC. Muitos deles se associam a
grupos étnicos especificos. E o caso dos polimorfismos do gene codificante da enzima
conversora da angiotensina (ACE) em asiaticos com hipertensdo, dentre os quais
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individuos portadores do alelo D possuem maior risco de desenvolver a DRC do que
agueles que possuem o alelo | (LIN et al.,, 2014a; SARKAR et al.,, 2016). Outro
exemplo séo os polimorfismos de nucleotideo simples (SNPs) encontrados no loci do
KCNQ1, gene envolvido no desenvolvimento dos rins. Esses SNPs estdo associados
a TFG e a albumindria em individuos americanos com ancestralidade africana (LIU et
al., 2011). Genes que codificam RNAs regulatérios também podem estar envolvidos
no desenvolvimento da DRC. Recentemente, demonstrou-se que SNPs no loci do
RNA longo ndo-codificante intergénico LINC00923 estdo associados a progressao da
DRC em individuos ndo-diabéticos (PARSA et al., 2016).

Uma das principais consequéncias da DRC é perda da capacidade da
excrecao de diversos compostos urémicos que acabam se acumulando no organismo,
estado denominado uremia (DE LOOR et al., 2016; DELTOMBE et al., 2015;
TOYOHARA et al., 2010). Dados da literatura demonstraram que 0S compostos
urémicos sdo capazes de afetar o funcionamento de varios 6rgdos e sistemas
bioldgicos do paciente com DRC. Dentre eles, cita-se 0o endotélio que é exposto
diretamente ao ambiente urémico. Em vista disso, estudos experimentais
demonstraram que a uremia induz a disfuncdo das células endoteliais,
comprometendo suas propriedades homeostaticas (FAURE et al., 2006; JACOBI et
al., 2006; JOURDE-CHICHE et al., 2011; MEIJERS et al., 2009). Dessa forma, o
declinio da funcéo renal nos pacientes com DRC é diretamente associado a disfuncéo
endotelial (CHEN et al., 2015; IOANNOU et al., 2015; RYU et al., 2016; STAM et al.,
2006).

Outra consequéncia da uremia € a inducao da resposta inflamatéria. Diversos
estudos clinicos demonstraram niveis aumentados de moléculas inflamatérias em
pacientes com DRC (STAM et al., 2003; STENVINKEL et al., 2000; STINGHEN et al.,
2009). Biomarcadores de inflamacéo, tais como interleucina-6 (IL-6), TNF-a e
fibrogénio, s&o inversamente associados a TFG e positivamente associados a
albuminuria (AMDUR et al., 2016; GUPTA et al., 2012). No entanto, outros fatores
também podem induzir a resposta inflamatoria nos pacientes com DRC. Dentre eles,
citam-se as alteracdes na permeabilidade da barreira intestinal, a perda energético-
proteica (PEW), as doencas periodontais, entre outras comorbidades da DRC
(KSHIRSAGAR et al., 2009; ROSSI et al., 2014; TERPSTRA et al., 2016; VAZIRI et
al., 2012).
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A disfuncdo endotelial e a inflamac&o vascular sdo eventos que estdo
vinculados com a patogénese de DCVs, tal como a aterosclerose (BRO et al., 2004;
HAN et al., 2016a, 2016b; MEIJERS et al., 2009; STINGHEN et al., 2009). De fato, a
perda da funcdo renal € acompanhada pelo comprometimento do sistema
cardiovascular, estado conhecido como sindrome cardiorrenal (LEKAWANVUIT;
KRUM, 2015; RONCO et al., 2009). A calcificacdo vascular também contribui para
esse processo e é comumente identificada nos pacientes com DRC (TEMMAR et al.,
2010). Da mesma forma, sédo encontradas anormalidades na dilatacédo fluxo-mediada
da artéria braquial e na espessura da camada intima-média de artérias carétidas que
sao, respectivamente, marcadores de funcéo endotelial e de aterosclerose (RECIO-
MAYORAL et al.,, 2011). Diante desse quadro, estudos clinicos verificaram que
pacientes com DRC apresentam maior risco de desenvolver doencas coronarias e
insuficiéncia cardiaca do que individuos sem DRC (ANGELANTONIO et al., 2010;
BANSAL et al., 2016; FOSTER et al.,, 2014; GLUBA-BRZOZKA et al., 2016;
MATSUSHITA et al., 2015; TONELLI et al., 2012). Nao s6 isso, mas as DCVs também
sao consideradas a principal causa de morte em pacientes com DRC (MATSUSHITA
et al., 2010; PUN et al., 2007; USRDS, 2016).

Estudos clinicos demonstraram que pacientes com DRC também podem
apresentar quadro de acidose metabdlica, alteracdo do metabolismo mineral,
distarbios da tireoide, dislipidemia, anemia e resisténcia a insulina (BAYRAM et al.,
2015; BESARAB et al., 2015; FANG et al., 2014; FRASER et al., 2015; HOSOYA et
al., 2014; KDIGO, 2012, 2013a; OHSAWA et al., 2015). Estudos de meta-analises
ainda apontam a DRC como um fator de risco para o declinio cognitivo (ETGEN et al.,
2012). Além disso, pacientes com DRC possuem maior risco de serem acometidos
por acidentes vasculares cerebrais, apresentando uma expectativa de vida reduzida
(BANSAL et al., 2016; SELIGER, 2003; TURIN et al., 2012).

Diante do quadro clinico complexo que o paciente com DRC pode apresentar,
o diagndstico precoce e o tratamento adequado podem retardar a progressao da DRC
e o desenvolvimento de comorbidades. No entanto, uma das dificuldades € o fato da
doenca ser geralmente assintomatica nos estagios iniciais. Com o diagnéstico, €
necessario o0 encaminhamento imediato do paciente ao nefrologista para dar inicio ao
tratamento apropriado que requer a ado¢do de medidas nefroprotetoras, incluindo o
controle da pressao arterial e da glicemia (BASTOS; KIRSZTAJN, 2011; LOCATELLI,
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VECCHIO; POZZONI, 2002). Concomitantemente, torna-se necessario identificar,
avaliar e tratar as complicagbes da DRC, principalmente as DCVs (KDIGO, 2013b).
Pacientes em estagio 5 sdo submetidos a hemodialise ou dialise peritoneal (KDIGO,
2013b; KIRSZTAJN et al., 2014). No entanto, as terapias substitutivas da funcao renal
possuem eficacia limitada visto que corrigem apenas parcialmente a toxicidade
urémica (STINGHEN et al., 2010).

2.2 TOXINAS UREMICAS

Toxinas urémicas sd0 compostos que se acumulam no organismo com 0O
declinio da funcéo renal, gerando efeitos nocivos aos sistemas biolégicos do mesmo
(VANHOLDER et al., 2003). Dessa forma, para ser considerada toxina urémica, a
molécula deve ser quimicamente identificada e quantificada, apresentar niveis
plasmaticos aumentados nos individuos urémicos em comparag¢ao com nao-urémicos,
além de estar correlacionada as manifestac6es da uremia (GLASSOCK, 2008). Sob
essa perspectiva, nas ultimas décadas diversos estudos tém sido desenvolvidos para

elucidar os efeitos bioldgicos e os mecanismos fisiopatoldgicos das toxinas urémicas.

As toxinas urémicas podem ser classificadas em trés grandes grupos de
acordo com suas propriedades fisico-quimicas e com a capacidade de remocao pela
didlise (TABELA 2) (VANHOLDER; VAN LAECKE; GLORIEUX, 2008).
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TABELA 2 — CLASSIFICACAO DAS TOXINAS UREMICAS

Propriedades
fisico-quimicas

Remocao por
didlise

Exemplos

Compostos
soluveis com até
500 Da de peso
molecular

Compostos com
peso molecular
acima de 500 Da

Facil remocao

Dialise especial
com poros
maiores para

Ureia (JOURDE-CHICHE et al., 2009);
Acido trico (MULLER et al., 2004);
Dimetilarginina assimétrica (ADMA)
(KIELSTEIN et al., 2002).

B2-microglobulina (OKUNO et al., 2009);
Leptina (OTTONELLO et al., 2004);
Adiponectina (ZOCCALI et al., 2002);

remocao das _
moléculas

Hormonio da paratireoide (LEVIN et al.,
2007).

Compostos com  Dificil remocéo -
alta afinidade a -

Indoxil sulfato (POESEN et al., 2013);
p-Cresil sulfato (LIABEUF et al., 2010);

proteinas, — Homocisteina (JOURDE-CHICHE et al.,
geralmente de 2009);

baixo peso — Acido fenilacético (JANKOWSKI et al.,
molecular 2003);

— Acido hiparico (ARONOV et al., 2011).
FONTE: adaptado de Vanholder, Van Laecke e Glorieux (2008).

Atualmente 153 compostos estdo catalogados como toxinas urémicas no
banco de dados do European Uremic Toxin Work Group (EUTOX, 2016). As toxinas
com alta afinidade a proteinas, especificamente, ganham notoriedade por possuirem
baixa efetividade de remocéo por técnicas dialiticas, acumulando-se no organismo do
paciente (ITOH et al., 2012; MEYER et al., 2005; SHU et al., 2016). Dentre elas, o p-
cresil sulfato (PCS) e o indoxil sulfato (IS) se destacam por estarem associados a
progressdo da DRC e ao desenvolvimento de DCVs (LIN et al., 2015; MELAMED et
al., 2013; SHAFI et al., 2015; WU et al., 2011, 2012). Sendo assim, diversos estudos
investigaram a toxicidade do PCS e IS a fim de compreender seus mecanismos
celulares e moleculares bem como seus efeitos biolégicos nas condigdes urémicas.
Embora ambas toxinas compartilhem de muitos efeitos toxicos, cada uma apresenta

particularidades a respeito de seus mecanismos fisiopatoldgicos.
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2.2.1 p-Cresil sulfato (PCS)

O PCS (C7Hs04S) é um fenol que apresenta peso molecular de 188,2 Da.
Esse composto € derivado da metabolizacdo dos aminoéacidos tirosina e fenilalanina
provenientes da dieta pela microbiota intestinal, resultando na formacéo do p-cresol
(C7HsO) (FIGURA 1). Na prépria mucosa intestinal ou no figado ap6s ser absorvido,
0 p-cresol é rapidamente conjugado pelo processo de sulfatacdo ou glucuronidacéo
formando, respectivamente, PCS ou p-cresil glucoronidato. No entanto, os niveis
séricos de PCS é superior tanto em relacdo ao seu precursor p-cresol como ao seu
co-metabdlito p-cresil glucoronidato. Dentre essas toxinas, o PCS € considerado o
principal responsavel pelo efeito biolégico em condi¢cdes urémicas (LIABEUF et al.,
2013; LOOR et al., 2005; POESEN et al., 2016a; VANHOLDER et al., 2011).

FIGURA 1 — FORMACAO DO p-CRESIL SULFATO (PCS)
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FONTE: adaptado de Meijers e Evenepoel (2011).

Na circulagao sistémica, o PCS pode ser encontrado na forma livre ou ligado
ao sitio de ligacao Sudlow Il da albumina de modo ndo-covalente (SALDANHA et al.,
2016; WATANABE et al., 2012). A depuracao renal do PCS é associada a TFG em
pacientes com DRC, apresentando declinio da excre¢édo da toxina nos estagios mais
avancados da doenca (POESEN et al, 2013). A fracdo livre da toxina,
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especificamente, é relacionada como preditor de sobrevida na DRC (LIABEUF et al.,
2010). Além disso, o PCS é associado ao desenvolvimento de DCVs e & mortalidade
em pacientes com DRC (LIN et al., 2014b, 2015). Recentemente, analises de
metabolémica demonstraram acumulo de PCS no plasma, no figado, no coracéo e
nos rins de ratos com DRC (VELENOSI et al., 2016).

A captacao celular do PCS é correlacionada aos transportadores de anions
organicos (OATSs), especialmente as isoformas OAT1 e OAT3 (MIYAMOTO et al.,
2011; WATANABE et al., 2013a). Desse modo, o PCS entra na célula e desencadeia
diversos efeitos toxicos que afetam os sistemas bioldgicos, inclusive as células
vasculares. De fato, estudos in vitro com células endoteliais de corddo umbilical
(HUVECSs) demonstraram que o PCS induz de forma dose-dependente a formacao de
microparticulas, marcador de dano endotelial (MEIJERS et al., 2009). Nao s6 isso,
mas o PCS também promoveu nesse mesmo tipo celular a expressao das moléculas
inflamatorias e de adeséo, tais como MCP-1, ICAM, VCAM e E-selectina (JING et al.,
2016; WATANABE et al., 2014). Recentemente, nosso grupo demonstrou in vitro que
o PCS estimulou a expressdao de MCP-1 em células musculares lisas vasculares
humanas (MACIEL et al., 2016). Da mesma forma, foi verificado que as concentragdes
livre e total de PCS estéo correlacionadas com os niveis séricos de IL-6 em pacientes
com DRC nos estagios 3 e 4 (ROSSI et al., 2014).

O PCS é capaz de provocar o aumento do estresse oxidativo. Estudos in vitro
demonstraram que o PCS induz a producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
em células endoteliais e musculares lisas vasculares (JING et al., 2016; WATANABE
et al., 2014). Essa inducdo é associada ao aumento de expressao da Nox4, uma
subunidade da NADPH oxidase (NOX), enzima envolvida na regulacao da producéo
de 6xido nitrico (NO) (WATANABE et al., 2014). Do mesmo modo, foi verificado in vivo
um aumento da expressao das subunidades da NOX (Nox1, Nox4 e p22) tanto no
nivel de RNAm quanto de proteina em aortas de ratos com nefrectomia 5/6 tratados
com PCS (JING et al., 2016). O aumento da producéo de ROS e da atividade de NOX
por PCS também j& foi relatado em células do tubulo renal (WATANABE et al., 2013b).

A disfuncéo endotelial, os processos inflamatorios e o estresse oxidativo sao
eventos que contribuem para a patogénese da aterosclerose. De fato, os niveis
séricos de PCS estéo associados a presenca de aterosclerose carotidea em pacientes
com DRC sob tratamento de hemodidlise. Nao s6 isso, mas também o PCS é
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associado a progressao da placa ao longo de cinco anos de acompanhamento desses
pacientes (JING et al., 2016). Recentemente, estudos in vivo utilizando modelo animal
knockout de apoE e com nefrectomia 5/6 demonstraram que o PCS induz a formacao
de placas aterosclerdticas (HAN et al., 2016a, 2016b; JING et al., 2016). No entanto,
o efeito aterogénico do PCS foi menor quando os camundongos eram tratados com
apocinina, inibidor de NOX (JING et al., 2016). Analises microscopicas das vénulas
mesentéricas desses camundongos ainda mostraram que o PCS promoveu maior
interacdo de leucoécitos com o endotélio em decorréncia da inducéo da expressao das
moléculas inflamatdrias e de adesao (HAN et al., 2016b; JING et al., 2016). Esse efeito
também foi atenuado pela apocinina (JING et al., 2016). Além disso, o PCS estimulou
in vitro a migracao e proliferacdo das células musculares lisas vasculares, processo
gue resulta na progressao da placa (HAN et al., 2016a). A disfuncéo vascular causada
pela toxicidade urémica pode levar inclusive ao desenvolvimento de rigidez arterial,
afetando a capacidade funcional dos vasos. De fato, os niveis séricos de PCS de
pacientes com DRC também foram associados ao aumento da velocidade de onda de
pulso (PWV), um marcador de rigidez arterial (ROSSI et al., 2014).

Outro efeito toxico ao sistema cardiovascular é a inducdo da apoptose dos
cardiomiécitos pelo PCS. Esse evento é acompanhado pelo aumento da atividade da
caspase-3, proteina envolvida no processo de morte celular. Da mesma forma, o
aumento de apoptose € observado em cortes histolégicos de miocéardio de
camundongos com nefrectomia 5/6 tratados com PCS (HAN et al., 2015). A partir
disso, estudos recentes demonstraram comprometimento das fung¢des cardiacas tanto

em modelo animal como em pacientes com DRC (HAN et al., 2015; LU et al., 2016).

O PCS também pode desregular o metabolismo e fun¢cdes de outros tipos
celulares. E o caso dos macrofagos, cuja resposta imune é alterada pelo PCS
(AZEVEDO et al., 2016; SHIBA et al., 2016). Nesse exemplo, macrofagos tiveram a
producdo do mediador pro-inflamatorio interleucina-12 (IL-12) suprimida enquanto a
citocina anti-inflamatoria interleucina-10 (IL-10) foi aumentada na presenca da toxina
(SHIBA et al., 2016). O PCS também € capaz de induzir a disfuncéo dos osteoblastos,
células responsaveis pela sintese da matriz extracelular do tecido 6sseo (TANAKA et
al., 2013). Diante da toxicidade do PCS, estudos tém sido desenvolvidos a fim de
minimizar os efeitos dessa toxina ou mesmo reduzir a formagéo da mesma (POESEN
et al., 2016b; ROSSI et al., 2016).
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2.2.2 Indoxil sulfato (IS)

O IS (CgH7NO4S) é um indol com peso molecular de 213,21 Da. Assim como
o PCS, o IS é formado a partir da metabolizacdo das proteinas da dieta. Neste caso,
0 aminoacido triptofano chega ao intestino onde € metabolizado em indol (CsH7N) pela
microbiota local por meio da atividade da enzima bacteriana triptofanase (TnaA) (LEE;
LEE, 2010). Na sequéncia, o indol é absorvido pela mucosa intestinal. No figado, o
indol é oxidado em indoxil pela citocromo p450 (CYP)-2E1 e sulfatado pela
sulfotransferase (SULT)-1A1, resultando na formacéao de IS (FIGURA 2) (BANOGLU;
JHA; KING, 2001; BANOGLU; KING, 2002; MEIJERS et al., 2008). Na circulagcéao
sistémica, o IS é capaz de se ligar por meio de forcas eletrostéticas e de Van der
Waals ao sitio de ligacdo Sudlow Il (subdominio IlIA) da albumina, mesmo sitio ao
qual se liga o PCS (DEVINE et al., 2014; SALDANHA et al., 2016).

FIGURA 2 — FORMACAO DO INDOXIL SULFATO (IS)
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Em condi¢des saudaveis, o IS é eliminado pela urina. No entanto, pacientes
nos estagios mais avancados da DRC apresentam niveis séricos de IS mais elevados
devido ao comprometimento da excrecédo renal da toxina (BARRETO et al., 2009;
POESEN et al., 2013; SHU et al., 2016; YOSHIKAWA et al., 2014). O acumulo de IS
em ratos com DRC é detectado no plasma, no figado, no coracdo e nos rins
(VELENOSI et al., 2016). Da mesma forma que o PCS, o IS é transportado para dentro
da célula pelo OAT1 e OAT3 (DEGUCHI et al., 2002; TAKI et al., 2006).
Consequentemente, manifestacfes da toxicidade do IS podem ser verificadas nos
diferentes sistemas do organismo. De fato, estudos clinicos demonstraram que o IS
em concentracdes urémicas € associado ao desenvolvimento de DCVs, a progressao
da DRC, as desordens no metabolismo ésseo e aos disturbios neuroldgicos
(BARRETO et al., 2009, 2014; CAO et al., 2015; WU et al., 2011; YEH et al., 2016).

Diversos estudos foram realizados nos ultimos anos a fim de elucidar os
mecanismos celulares e moleculares alterados pelo IS. Estudos in vitro demonstraram
gue IS é agonista do receptor de aril hidrocarboneto (AhR) (ADELIBIEKE et al., 2014;
GONDOUIN et al., 2013; SCHROEDER et al., 2010). Com a ligacéo do IS, o AhR é
ativado e translocado para nucleo, onde atua como fator de transcricao para diversos
genes na forma de heterodimero com o translocador nuclear do AhR (ARNT)
(CORRADA et al., 2016; WATANABE et al., 2013c). Consequentemente, o IS
aumenta a expressao de diversos genes regulados pelo AhR, tais como o citocromo
p450 lal (Cyplal) e a ciclo-oxigenase-2 (PTGS2) (GONDOUIN et al., 2013; ITO et
al., 2016). Outro exemplo € a expressao do fator tecidual, também conhecido como
tromboplastina, proteina pré-coagulante que pode contribuir para o desenvolvimento
da trombose em pacientes com DRC (SHIVANNA et al., 2016). Neste caso, o0 IS
aumenta a expressao do fator tecidual via ativagdo do AhR em células endoteliais e
em ceélulas musculares lisas vasculares, efeito que € revertido com o silenciamento do
AhR e com a adi¢c&o de seu inibidor, a geldanamicina (GONDOUIN et al., 2013; NG et
al., 2016). Com base nisso, o0 IS apresenta potencial pré-trombético na uremia. De
fato, os niveis séricos de IS estéo correlacionados com uma maior atividade tanto do
AhR como do fator tecidual em pacientes com DRC (SHIVANNA et al., 2016).

Outro efeito do IS é o aumento da expressdo da molécula de adeséo E-
selectina pelas células endoteliais, propiciando a interacdo destas com os leucdcitos
(ITO et al., 2010). Recentemente, foi demonstrado que esse aumento € em parte
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explicado pela ativacdo da via do AhR nas células endoteliais (ITO et al., 2016). Isso
pode ser observado in vivo em analises microscépicas de artérias femorais de
camundongos tratados com IS que obtiveram maior quantidade de interacdes entre
leucdcitos e endotélio do que os camundongos deficientes de AhR (ITO et al., 2016).
A regulacdo da expressao de E-selectina pelo IS também é explicada pela ativacao
da via do fator de transcricdo fator nuclear kappa B (NF-kB), uma vez que seus
inibidores atenuaram a expressao da E-selectina (ITO et al., 2010). Da mesma forma,
a regulacdo da expressédo de outras moléculas inflamatdrias pode ser mediada pela
ativacdo das vias do AhR e do NF-kB pelo IS. E o caso do aumento da expresséo de
MCP-1 e IL-6 em células endoteliais apos exposi¢do ao IS (ADELIBIEKE et al., 2014;
MASAI et al., 2010; WATANABE et al., 2013c). Além disso, o IS induziu a expressao
de ICAM-1 com a ativacédo de NF-kB em células endoteliais (TUMUR et al., 2010). De
fato, pacientes com DRC nos estagios 3 e 4 apresentam niveis séricos de IS que estédo
correlacionados positivamente com os niveis séricos de moléculas inflamatérias, tais
como IL-6, TNF-a e interferon y (IFN-y) (ROSSI et al., 2014).

O estresse oxidativo também é induzido pelo IS. Essa toxina foi capaz de
aumentar a producdo de ROS nas células endoteliais, efeito que é revertido por
antioxidantes (DOU et al., 2007; STINGHEN et al., 2014). Com o aumento do estresse
oxidativo pelo IS, houve uma reducédo da producédo de NO pelas células endoteliais
(STINGHEN et al., 2014). O IS estimulou, inclusive, a atividade da NADPH oxidase
(DOU et al., 2007). Isso também foi verificado em células musculares lisas vasculares
junto com o aumento da expresséo de Nox4. Ainda nesse tipo celular, o IS e o0 estresse
oxidativo resultante levaram a expressao de proteinas especificas de osteoblastos,
como a osteopontina, evento ao qual € associado a calcificacdo vascular (ADIJIANG
et al., 2008; MUTELIEFU et al., 2009).

Além da inflamacgédo vascular e do estresse oxidativo, a toxicidade do IS ao
sistema cardiovascular inclui outros danos as células vasculares e cardiacas. Sobre o
endotélio, estudos in vitro demonstraram que o IS promove a formacdo de
microparticulas e a senescéncia celular enquanto inibe a proliferacéo e a capacidade
de reparo das células endoteliais humanas (DOU et al., 2004; FAURE et al., 2006; YU;
KIM; KANG, 2011). O IS ainda aumentou a permeabilidade do endotélio, rompendo
as juncoes aderentes (PENG et al., 2012). Por outro lado, o IS estimulou a proliferacéo
de células musculares lisas vasculares (MUTELIEFU; ENOMOTO; NIWA, 2009;
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SHIMIZU et al., 2009; YAMAMOTO et al., 2006). Corroborando com esses dados,
estudos in vivo também demonstraram que o IS esta correlacionado com a disfuncéo
vascular (SIX et al., 2015). Ja nas células cardiacas, o IS induziu a hipertrofia dos
midcitos e a fibrose cardiaca (LEKAWANVIIJIT et al., 2010; YISIREYILI et al., 2013).

O IS ainda proporciona efeitos nefrotoxicos. Estudos in vitro com células
tubulares proximais demostraram que o IS aumenta a producédo de ROS e ativa os
fatores de transcricdo NF-kB e p53 (SHIMIZU et al., 2011). Consequentemente, genes
regulados por esses fatores de transcricdo apresentam sua expresséo alterada. E o
caso do ICAM-1, cuja expressao, regulada pela p53, é aumentada nos tratamentos
com IS das células tubulares renais (SHIMIZU et al., 2013a). Além disso, estudos in
vitro e in vivo demonstraram que o IS promoveu senescéncia celular e a fibrose renal
(ADIJIANG et al., 2011; SHIMIZU et al., 2010, 2013b; SUN; CHANG; WU, 2012a).

A toxicidade do IS pode ser verificada em outros 6rgdos e sistemas.
Recentemente, foi demonstrado que o IS também promove alteragcbes metabdlicas
em células do musculo esquelético, o0 que pode acarretar no desenvolvimento de
sarcopenia em pacientes com DRC (SATO et al., 2016). A toxina também é capaz de
inibir a diferenciacdo dos osteoclastos, célula importante para o remodelamento do
tecido 6sseo (MOZAR et al., 2012). Experimentos com modelo animal verificaram que
o IS altera a expressdo de genes reldgio no sistema nervoso central, o que pode
ocasionar disturbios ao ciclo circadiano (IWATA et al., 2007). Além disso, elevados
niveis séricos de IS estdo relacionados com perda na funcdo cognitiva em pacientes
com DRC em estagio 3 (YEH et al., 2016). O IS também é capaz de ativar neurénios
bulboespinais na regiao rostral ventrolateral bulbar de ratos que, por sua vez, sao
responsaveis por controlar a pressao arterial, entre outras fungbes. Essa ativagédo
ocorre porque 0s neurbnios bulboespinais expressam OAT1 e OAT3 (OSHIMA et al.,
2015).
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2.3 TRANSPORTADORES DE ANIONS ORGANICOS (OATS)

2.3.1 Caracteristicas gerais

Os OATs formam uma familia de proteinas transmembranicas da superficie
celular que, atualmente, incluem as isoformas OAT1-7, OAT10 e o URAT1
encontrados nos humanos, além do OAT8 e OAT9 identificados em outras espécies
de vertebrados. Cada isoforma possui distribuicdo, niveis de expressao e substratos
caracteristicos (HONG et al., 2010). Dentre elas, o OAT1 e o OAT3 tem sido
correlacionados com a captacédo celular do PCS e do IS (DEGUCHI et al., 2002;
MIYAMOTO et al., 2011; WATANABE et al., 2013a).

Os genes codificantes dos OATs fazem parte da familia génica Solute Carrier
Family 22 (SLC22), conjuntamente com os transportadores de céations organicos
(OCTs) e carnitinas/zwitterions (OCTNs) (MIHALJEVIC et al., 2016). O OAT1 e o
OAT3 séo codificados, respectivamente, pelos genes SLC22A6 e SLC22A8. Nos
humanos, ambos os genes estdo localizados adjacentes na posicdo ql2.3 do
cromossomo 11, distantes por 8,3 quilopares de bases (ERALY; HAMILTON; NIGAM,
2003). Genes ortologos do OAT1 e OAT3 sao encontrados nas demais espécies de
vertebrados (MIHALJEVIC et al., 2016). Além disso, estudos evolutivos mostram
proximidade filogenética entre os genes SLC22A6 e SCL22A8, cuja origem
possivelmente se deve a uma duplicacdo de um gene ancestral (ASLAMKHAN et al.,
2006; HENJAKOVIC et al., 2015; WU et al., 2009; ZHU et al., 2015).

Estruturalmente, os OATs possuem entre 540 e 560 aminoacidos dispostos
em 12 dominios transmembranicos a-hélice, com ambas as termina¢des NH2 e COOH
no meio citoplasmatico. Além disso, apresentam multiplas glicolisagcbes na alca
extracelular entre os dominios 1 e 2 e sitios de fosforilacdo na alca intracelular entre
os dominios 6 e 7 (FIGURA 3) (TANAKA et al., 2004; ZHANG et al., 2008a). Estudos
identificaram a importancia funcional de determinados aminoacidos e dominios
especificos dos OATs. No primeiro dominio transmembranico, os aminoacidos Leu30

e Thr36 contribuem, respectivamente, no direcionamento do transportador para a
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membrana e para o reconhecimento do substrato (HONG; ZHOU; YOU, 2004). J4 os
dominios transmembréanicos 11 e 12 do OAT1 sdo essenciais para a funcionalidade e
manutencdao do transportador na membrana (BAHN et al., 2004). Nestes dominios, 0s
residuos Tyr490 e Leu503/Leu504 desempenham um papel crucial para a atividade
do OAT1 (HONG et al.,, 2010). A terminagdo COOH do OAT1, especialmente o
aminoacido Glu560, € importante para a manutencdo da estrutura terciaria da proteina
(XU et al., 2006).

FIGURA 3 — MODELO DA ESTRUTURA DE UM TRANSPORTADOR DE ANION
ORGANICO (OAT)

Meio extracelular

Meio intracelular

NOTA: G, sitios de glicosilacao; P, sitios de fosforilacéo.
FONTE: Nigam et al. (2015).

Os OATs séao capazes de realizar o transporte mediado de diversos
substratos, sendo importantes para a movimentagao transcelular de uma variedade
de xenobidticos e metabdlitos do organismo, inclusive toxinas urémicas (ENOMOTO
et al.,, 2002b; LIU et al., 2016a; TSURUYA et al., 2016; ZALUPS; AHMAD, 2005).
Embora sejam conhecidos pela captacdo de anions organicos de baixo peso
molecular, também sdo capazes de realizar a captacdo de outros compostos
organicos dependendo de suas caracteristicas fisico-quimicas e moleculares, tal
como a cimetidina que é um cétion (AHN et al., 2009; BURCKHARDT et al., 2003;
KALER et al., 2007; LIU et al., 2016b; ZHU et al., 2015). Assim sendo, 0 OAT1 e 0
OAT3 sao transportadores poliespecificos que compartilham diversos substratos, tais

como p-aminohipurato, estrona de sulfato, compostos enddgenos (prostaglandinas),
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vitaminas, entre outros (HSUEH et al., 2016; KALER et al., 2007; LIU et al., 2016a,
2016¢; NIGAM et al., 2015b; WIKOFF et al., 2011). Além disso, o OAT1 realiza a
captacao de conjugados de mercurio, contaminante ambiental toxico (ZALUPS, 2004;
ZALUPS; AHMAD, 2005).

Outro aspecto importante dos OATs é a sua capacidade de interagir com
drogas utilizadas em tratamentos clinicos, tais como os antibidticos B-lactamicos
(benzilpencilina), os diuréticos, os antivirais (aciclovir, adefovir), os anti-inflamatérios
nao esteroides (ibuprofeno), os agentes uricosuricos (probenecida), o acido
carglimico, entre outros (BURCKHARDT, 2012; HOTCHKISS et al., 2015; LIU et al.,
2016b; SCHWOB et al., 2014). Muitos desses compostos podem atuar como
inibidores dos OATs, como o probenecid (Pb), a benzilpenicilina (Bp) e o telmisartan
(HOTCHKISS et al., 2015). Diante disso, torna-se importante considerar as potenciais
interacbes dessas drogas devido a sua farmacocinética envolvendo os OATSs
(TSURUYA et al., 2016).

O OAT1 e o OAT3 sdo mais expressos nos rins, nos quais desempenham
funcdes que auxiliam na captacdo e excrecdo de diversos compostos urémicos,
inclusive das toxinas PCS e IS (ENOMOTO et al., 2002b; HILGENDOREF et al., 2007,
MIYAMOTO et al.,, 2011; PRASAD et al., 2016). Ambos os transportadores sao
expressos na membrana basolateral das células dos tabulos proximais, onde realizam
a captacdo dos substratos da corrente sanguinea e os trocam por dicarboxilatos
intracelulares, transporte caracterizado por ser antiporte (BRELJAK et al., 2016;
KAUFHOLD et al., 2011; MOTOHASHI et al., 2013). Na sequéncia, esses compostos
podem sair da célula via outros transportadores presentes na membrana apical em
direcdo ao lumen, pelo qual sdo excretados na urina. E o caso da proteina de
resisténcia a multidrogas 4 (MRP4), expressa na membrana apical das células

tubulares renais e que participa no efluxo celular do PCS (MUTSAERS et al., 2015).

Estudos in vivo demonstraram o papel do OAT1 e OAT3 na atividade
excretora renal. Em camundongos knouckout para OAT1 foi verificado o acumulo de
diversos metabdlitos no plasma com respectivas baixas concentracdes na urina,
inclusive de IS (ERALY et al., 2006; WIKOFF et al., 2011). Nesse mesmo modelo
animal, células do tubulo proximal renal apresentaram maior resisténcia ao dano
nefrotoxico proveniente da administracdo de sistémica de cloreto de mercurio, metal

guando na circulagcdo forma conjugados que servem de substratos aos OATs e
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induzem a injuria renal (TORRES et al.,, 2011; ZALUPS; AHMAD, 2005). J4 em
camundongos knouckout para OAT3, foi encontrado uma reducdo da captacao de p-
aminohipurato e estrona de sulfato (SWEET et al., 2002). Apesar do OAT1 e OAT3
exercerem funcdes similares nos rins, experimentos com modelo animal
demonstraram que a auséncia de um ndo € totalmente compensada pelo o outro
(VALLON et al., 2008).

Além dos rins, OAT1 e OATS3 ja foram encontrados no epitélio ndo pigmentado
do corpo ciliar em olhos de humanos e de bovinos (LEE et al., 2015a; ZHANG et al.,
2008c). OAT3 também foi detectado nas células endoteliais da retina humana
(HOSOYA et al., 2009). Tanto OAT1 como OAT3 foram observados em células de
musculo esquelético em humanos (TAKEDA et al., 2004). Ambos inclusive foram
identificados no plexo coroide de humanos e camundongos (ALEBOUYEH et al.,
2003; NAGLE et al., 2013; SWEET et al., 2002). OAT1 ainda foi detectado no cortex
cerebral e no hipocampo de camundongos (BAHN et al., 2005). No entanto, somente
OAT1 foi encontrado no epitélio olfatério de camundongos (KALER et al., 2006;
MONTE et al., 2004). Em contrapartida, apenas OAT3 foi encontrado expresso em

células adrenocorticais humanas (ASIF et al., 2005).

J& nos vasos, verificou-se a presenca do OAT3 em células musculares lisas
vasculares de ratos (YAMAMOTO et al., 2006). O OAT1 foi detectado também nas
células endoteliais vasculares presentes na glandula salivar (IKARASHI; SHIBASAKI,;
YAMAGUCHI, 2013). Em HUVECSs foi observado a presenca do RNAmM do OAT1 e
OAT3 (ITO et al.,, 2010). Além disso, a expressdo do OAT3 foi maior em células
endoteliais de capilares cerebrais de ratos e camundongos do que se comparado com
essas mesmas ceélulas em humanos, demonstrando que existe diferencas de
expressao entre espécies (KIKUCHI et al., 2014; UCHIDA et al., 2011).

Outras isoformas de OATs possuem distribuicdo tecidual distinta. O OAT4 é
encontrado principalmente na placenta e na membrana apical das células tubulares
dos rins, onde é importante na reabsorcao (BLEASBY et al., 2006; CHA et al., 2000).
O URAT1 também é encontrado nos tubulos renais (ENOMOTO et al., 2002a). Ja o
OATG6 é encontrado no epitélio olfatorio e nos testiculos (KALER et al., 2006; MONTE
et al., 2004). O OAT2 e 0 OAT7 se localizam principalmente no figado (HILGENDORF
et al., 2007; SHIN et al., 2007; SUN et al., 2001). A distribuicdo tecidual dos OATs €&
apresentada na Figura 4.
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FIGURA 4 — DISTRIBUICAO TECIDUAL DOS OATs
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FONTE: adaptado de Nigam et al. (2015).

As diferengas na expresséo e abundancia de OATs nos tecidos se devem a
complexos mecanismos regulatorios epigenéticos, transcricionais e pés-traducionais
(JIN et al., 2012; KIKUCHI et al., 2006; OGASAWARA et al., 2007; TANAKA et al.,
2004). Diante disso, os OATs acabam desempenhando func¢des importantes para a
manutencdo da homeostase ao mediar o transporte de solutos nos diversos tecidos
nos quais sao expressos (ALEBOUYEH et al., 2003; HILGENDOREF et al., 2007; LEE
et al., 2015a).

2.3.2 Regulacao epigenética

A regulacéo epigenética dos OATs compreende principalmente a metilacao
do DNA, evento ao qual é associada a expressao tecido-especifica dos OATSs. De fato,

as regides promotoras dos genes SLC22A6 e SLC22A8 se encontram hipermetilados



36

no tecido hepético ao passo que estdo hipometilados no tecido renal tanto em
humanos como em ratos (JIN et al., 2012). Dessa forma, a metilacdo do DNA regula
negativamente a expressao dos OATSs. Isso pode ser observado na supressao pela
metilacdo da atividade do promotor do gene SLC22A8 em células transfectadas,
possivelmente por afetar a acessibilidade dos fatores de transcricdo HNF1a e HNF13
a regido promotora (KIKUCHI et al., 2006). Outras proteinas da familia dos OATS, tais
como 0 URAT1 e o OAT4, possuem a expressao influenciada pela metilacdo do DNA
(JIN et al., 2012; KIKUCHI et al., 2007).

Fatores de transcricdo correlacionados com a expressdo de OATs também
est&o submetidos a eventos epigenéticos de metilagdo do DNA. E o caso do gene que
codifica o fator de transcricdo HNF1a, cujo promotor se encontra hipometilado no
figado e nos rins enquanto esta hipermetilado no cérebro de camundongos (KIKUCHI
et al., 2010). Outro exemplo é o silenciamento do gene que codifica o HNF13 pela
metilacdo da regido promotora, comumente encontrado em neoplasias (ROSS-
ADAMS et al., 2016; TERASAWA et al., 2006). Esse silenciamento leva, por sua vez,
a reducdo da expressdo do HNF4a, fator de transcricdo também envolvido da
expressdo de OATs (TERASAWA et al., 2006).

A metilacdo do DNA, especificamente, é um evento que pode ser influenciado
pela uremia. Andlises dos perfis de metilacao global em células de sangue periférico
demonstraram discrepancias entre os pacientes dialiticos e individuos saudaveis.
Essas diferencas epigenéticas dos pacientes com DRC incluem tanto hipermetilacéo
qguanto hipometilacdo em determinadas regides do DNA, dentre as quais foram
encontrados 52 genes relacionados com o desenvolvimento de DCVs (ZAWADA et
al., 2012). Diferencas também foram verificadas entre os perfis de metilagdo de
pacientes com diabetes e DRC e pacientes com diabetes sem nefropatia (SAPIENZA
et al., 2011). Determinados genes que possuem regulacdo epigenética foram
investigados no contexto da DRC. O gene Klotho, por exemplo, tem sua expressao
suprimida pela hipermetilagdo em células do tubulo renal de camundongos
nefrectomizados e tratados com PCS e IS. Ja células renais tratadas com essas
mesmas toxinas tiveram o aumento da expressédo das DNA metiltransferases 1, 3a e
3b, enzimas que promovem a metilacdo do DNA (SUN; CHANG; WU, 2012b). Outros
tipos de modificagBes epigenéticas ja foram investigadas na DRC, mas ndo no estudo
de OATSs especificamente.
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2.3.3 Regulacéo transcricional

A expressdo dos genes de eucariotos é complexa, envolvendo diversos
fatores de transcricdo que reconhecem sequéncias especificas na regido promotora
do gene, nos enhancers ou nas outras regioes reguladoras do DNA, podendo levar ao
recrutamento da RNA polimerase Il para dar inicio a transcricdo (WINGENDER et al.,
2015; YIP et al., 2012). Considerando a relevancia desse tipo de regulacéo, estudos
gue abordaram a expressao dos OATs identificaram diversos fatores que participam

da ativacdo do processo de transcricdo desses genes.

Os fatores de transcricdo HNF1a e HNF1( estdo associados a expressao do
OAT1 e do OAT3 (JIN etal., 2012). Esses fatores de transcri¢cao se ligam a sequéncias
conservadas do DNA denominadas de motifs de HNF1. Nessas regides, os fatores
podem estar na forma de heterodimero HNF1a/HNF1p3 ou homodimeros de HNF1la
ou de HNF1[B, sendo esta ultima a forma menos potente para a transativacéo
(KIKUCHI et al., 2006; SAJI et al., 2008). Os motifs de HNF1 sdo encontradas nas
posicdes -56 e -44 na regido promotora de SLC22A6 tanto de humanos como de
camundongos (SAJI et al., 2008). Motifs de HNF1 também s&o encontrados na regiao
promotora do gene SLC22A8 (KIKUCHI et al., 2006). Em ambos os genes, estudos
demonstraram que mutacfes nesses motifs reduzem a atividade do promotor
(KIKUCHI et al., 2006; SAJI et al., 2008). Aléem disso, camundongos com HNFla
inativado apresentaram uma reducao de 82% e 39% dos niveis de RNAmM de OAT1 e
de OAT3 nos rins, respectivamente, enquanto a expressao de OAT3 aumentou em
cinco vezes no duodeno (MAHER et al., 2006). Outros estudos demonstraram que
HNF1 regula inclusive a atividade dos promotores dos genes que codificam o OAT4,
OATS5, OAT7 e URAT1 (JIN et al., 2012; KLEIN et al., 2010).

O fator de transcricdo HNF4a, também conhecido como NR2A1, também esta
relacionado com a expressao dos OATs. O promotor do gene SLC22A6, por exemplo,
é transativado pelo HNF4a em humanos. Nesse caso, o HNF4a forma um
homodimero que reconhece os elementos IR-8 e DR-2 no DNA. O primeiro elemento
consiste em duas sequéncias repetidas invertidas, separadas por oito nucleotideos.
O DR-2, por sua vez, corresponde a uma regiao de repeticao direta de AGGTCA,

separados por dois nucleotideos. Atribui-se ao IR-8 a atividade basal do promotor ao
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passo que o DR-2 é correlacionado com a superexpressdo de OAT1 (OGASAWARA
et al.,, 2007). Ensaios de imunoprecipitacdo demonstraram que o HNF4a ocupa de
fato as regifes promotoras dos genes SLC22A6 e SLC22A8 durante a maturacao dos
tubulos proximais renais de ratos. E ainda a expressao tanto dos transportadores
como do HNF4a aumenta no decorrer da nefrogénese (GALLEGOS et al., 2012).
Logo, antagonistas do HNF4a sao capazes de reduzir a expressao de OAT1 e OAT3
em rins de ratos (MARTOVETSKY; TEE; NIGAM, 2013). Além dos rins, esse fator se
encontra expresso no figado, no intestino e no pancreas de mamiferos (HAYHURST
et al.,, 2001; MIQUEROL et al., 1994). Recentemente, foi demonstrado que a
superexpressdo de HNF4a e de HNF1a em fibroblastos embrionarios de camundongo
induz a expressao de transportadores, como OAT1, URAT1, MATE1, MRP2 e MRP4,
e também de proteinas de juncdes celulares, como ocludinas, claudina 6, ZO-1 e ZO-
2 (MARTOVETSKY; BUSH; NIGAM, 2016).

A regulacao transcricional de SLC22A8 via cAMP response element (CRE)
estd associado a expressdo constitutiva e induzida do OAT3. Esse elemento
corresponde a uma regido conservada do promotor, ao qual se ligam os fatores de
transcricdo CREB1 e ATF1 na forma de homodimeros ou heterodimeros. As
fosforilacGes desses fatores pela proteina quinase A (PKA) acarretam no aumento da
atividade do promotor e, consequentemente, induz a expressdao do OAT3
(OGASAWARA et al.,, 2006). O CREB e o ATF também se ligam as regides
promotoras dos genes ortélogos que codificam o OAT1 e 0 OAT3 em zebrafish (Danio
rerio) (MIHALJEVIC et al., 2016). Um esquema geral da regulagao transcricional do
OAT1 e do OAT3 é apresentado na Figura 5.

A expresséao dependente do sexo de OAT1, de OAT2 e de OAT3 ja foi relatada
em estudos realizados com ratos e camundongos (BRELJAK et al., 2013; BUIST,;
CHERRINGTON; KLAASSEN, 2003; BUIST; KLAASSEN, 2004; LJUBOJEVIC et al.,
2007). De fato, o fator de transcricao B-cell CLL/lymphoma 6 (BCL6), expresso mais
em machos do que em fémeas, pode ter participacdo na regulacdo positiva de OAT1
e OAT3 em células do tabulo proximal de ratos machos (WEGNER et al., 2012). A
expressao de ambos os transportadores também € influenciada pelo horménio sexual
testosterona em camundongos (BRELJAK et al., 2013). No entanto, diferencas de
expressao de OAT1 e OAT3 dependente do sexo néo foram encontradas em humanos
(SABOLIC et al., 2011).
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FIGURA 5 — MODELO DA REGULACAO TRANSCRICIONAL DOS GENES DE OAT1
E OAT3
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seguida de guanina).
FONTE: O autor (2017).

Alteracfes na expressédo dos fatores de transcricdo que regulam os OATSs ja
foram relatados em estudos de neoplasias (GROUSSIN et al., 2000; RODON et al.,
2014; ROSS-ADAMS et al.,, 2016; TERASAWA et al.,, 2006). Recentemente, foi
demonstrado que ocorre um aumento na expressao tanto no nivel de RNAm como de
proteina do HNF1a e do HNF4a em hepatocitos de ratos com DRC (SUCAJTYS-
SZULC et al., 2016).

2.3.4 Regulacao pos-traducional e interagdes proteina-proteina

A regulacdo pés-traducional incluem modificagcdes na estrutura da proteina,
tais como a glicosilacdo e a fosforilagdo que j& foram identificados nos OATSs. Elas séo
importantes para a funcionalidade do transportador. De forma similar, a atividade dos
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OATs pode ser modulada por interacées proteicas (DUAN; WALTHER, 2015;
TANAKA et al., 2004; ZHANG et al., 2008a).

Os sitios de glicosilacdes dos OATs sao importantes para o enderecamento e
atividade dos transportadores. Isso pode ser verificado na troca do aminoacido
asparagina pela glutamina nos sitios de glicosilagdo do OAT1. Quando essa troca
ocorre em apenas um dos sitios, ndo ocorre alteracdo na atividade do transportador.
Porém, quando isso ocorre em multiplos sitios simultaneamente, a abundancia de
OAT1 na membrana reduz significantemente tanto em humanos quanto em ratos,
possivelmente devido ao comprometimento do enderecamento do transportador que
leva a se acumular nos compartimentos intracelulares (TANAKA et al., 2004). Ja o
OAT4 tem sua interacdo pelo substrato afetada com alteracfes na composi¢cao dos

oligossacarideos da glicosilacéo do transportador (ZHOU et al., 2005).

A atividade dos OATs também é mediada por interac6es do tipo proteina-
proteina. E o caso da proteina quinase C (PKC) que estimula a internalizacio dos
OATSs da superficie celular em direcdo aos compartimentos internos para subsequente
reciclagem ou degradacdo via ubiquitinacdo. Nesse panorama, 0 processo de
internalizacdo do OAT1 é parcialmente mediado pela via dependente de clatrina e
dinamina (ZHANG et al., 2008a). Ja a isoforma PKCa promove a ubiquitinacdo do
OAT1, processo que depende dos residuos Lys297, Lys303 e Lys315 encontrados na
alca intracelular entre os dominios 6 e 7 (LI; ZHANG; YOU, 2013). Em contrapartida,
a isoforma PKCC aumenta a atividade tanto de OAT1 como de OAT3 (BARROS et al.,
2009; LI; DUAN; YOU, 2010). Estudos recentes demonstraram que a ubiquitinacéo
tanto do OAT1 como do OAT3 pode ser mediada pela proteina ubiquitina ligase E3
Nedd4-2 (XU et al., 2016; XU; WANG; YOU, 2015). Além disso, dados na literatura
sugerem que o OAT3 se encontra localizado em dominios de balsas lipidicas na

membrana plasmatica de células renais (SRIMAROENG et al., 2013).
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2.3.5 Alteracdes da expressdo do OAT1 e do OAT3 no contexto patologico

As condic¢@es fisiopatoldgicas sdo capazes de alterar a expressao de OATS.
No contexto da DRC, estudos demonstraram que ratos com nefrectomia 5/6
apresentaram uma reducéo significativa da expressdo de OAT1 e OAT3 em células
renais (NAUD et al., 2011; TORRES et al., 2005). O mesmo resultado foi encontrado
em células dos tubulos renais de ratos com nefropatia induzida por gentamicina (BAE
et al., 2008). Ratos com nefrectomia 5/6 apresentaram uma reducédo tanto do RNAm
guanto da proteina do OAT3 na barreira hematoencefalica (NAUD et al., 2012). No
entanto, a administracdo de IS em ratos nefrectomizados elevou a expressao dos
OATs nos tabulos renais, transportadores da toxina aplicada (ENOMOTO et al.,
2002b).

Na insuficiéncia renal aguda induzida pela aplicacdo em ratos de uma dose
nefrotdxica de mercurio, foi demonstrado um decréscimo de OAT1 e OAT3 tanto em
nivel de RNAmM como de proteina presente na membrana das células renais.
Entretanto, os niveis de OAT1 no homogeneizado aumentaram, indicando
comprometimento dos mecanismos para a sua degradacgéo (DI GIUSTO et al., 2009).
Recentemente, foi verificado que a intoxicacao por cadmio, metal nefrotdxico, levou a
reducdo da expressao de OAT1 e OAT3 na membrana basolateral das células renais
de ratos (LJUBOJEVIC et al., 2016).

No caso da injuria de isquemia e reperfuséo renal, observou-se uma elevacao
nos niveis de RNAm e de proteina do OAT1 e OAT3 no cortex renal e nas membranas
basolaterais dos ratos um dia ap0s a operacao. Contudo, nos dias subsequentes a
expressao decaiu (ZHANG et al., 2008b). De forma similar, estudos em modelo animal
com insuficiéncia renal aguda isquémica apresentaram reducdo da expressdo de
OAT1 e OAT3 nos rins (MATSUZAKI et al., 2007; SCHNEIDER et al., 2007).

N&o apenas complicacdes que afetam diretamente o rim, mas também
doencas em outros tecidos ou 6rgaos podem alterar a expressdo dos OATs. Na
obstrucdo bilateral ureteral, por exemplo, a abundancia de OAT1 e OAT3 nas
membranas é reduzida no cortex renal. Porém, a expressao de OAT1 é aumentada,

indicando internalizagéo do transportador (VILLAR et al., 2005). Ratos com colestase
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extra-hepatica aguda apresentaram maior abundéancia de OAT1 e OAT3 na
membrana basolateral nos rins (BRANDONI et al., 2006). Ja na calcificacdo vascular,
ocorreu um aumento na expressao de OAT1 e OAT3 em células dos tubulos proximais
dos rins de ratos com essa condi¢do clinica (BULACIO; HAZELHOFF; TORRES,
2012). Recentemente, foi verificado que a ontogénese e o envelhecimento influenciam
a expresséo renal de OAT1 e OAT3 em ratos (XU et al., 2017).

Diante das alteracbes de expressdo do OAT1l e OAT3 em contextos
patolégicos, compreender os mecanismos regulatérios desses transportadores pode
auxiliar a esclarecer a toxicidade do PCS e do IS sobre as células endoteliais que
exercem importantes funcdes homeostaticas. Sobre isso, dados da literatura
demonstram que o PCS e o0 IS estdo associados a disfuncdo endotelial e ao
desenvolvimento de DCV, tais como a aterosclerose (HAN et al., 2016a; ITO et al.,
2010; MEIJERS et al., 2009). Considerando tais evidéncias, o presente estudo visa
analisar os efeitos do PCS e IS em condi¢gdes urémicas sobre a expressédo de OAT1
e OAT3 e de seus respectivos fatores de transcricdo em células endoteliais humanas.
Descobertas nessa area podem auxiliar a elucidar os mecanismos fisiopatolégicos do
PCS e IS a fim de colaborar no desenvolvimento de novas intervencdes terapéuticas
na DRC.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a expresséao génica e a regulacao transcricional de OAT1 e OAT3 em

células endoteliais humanas ap0s exposicao as toxinas urémicas PCS e IS.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Avaliar a viabilidade celular das células endoteliais humanas apos
exposicdo ao PCS e ao IS por 24 horas, na presenca ou ndo de Pb e
de Bp, inibidores de OATS;

v' Avaliar a expressao proteica de OAT1 e o OAT3 por Western Blotting
em célula endoteliais humanas tratadas com PCS e IS por 24 horas na
presenca ou nao de Pb e Bp;

v" Analisar por RT-PCR e RT-gPCR a expressao génica de OAT1, OAT3
e fatores de transcricdo (CREB1, ATF1, HNF4a, HNF1a e HNF1B) a
eles relacionados em células endoteliais humanas ap0s exposicao ao
PCS e IS por 24 horas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CULTIVO CELULAR

As células endoteliais humanas EA.hy926 (ATCC CRL 2922, Virginia, EUA)
foram cultivadas em frascos de cultivo celular contendo meio Dulbecco's Modified
Eagle's Medium (DMEM; Gibco, Grand Island, EUA), suplementado com 10% de soro
fetal bovino (Gibco, Grand Island, EUA) e 1% da solucao de penicilina (10000 1U/mL)
e estreptomicina (10 mg/mL) (Gibco, Grand Island, EUA). Os frascos foram mantidos
em incubadora a 37 °C e 5% de COa.

4.2 TRATAMENTOS DAS CELULAS

Para os tratamentos com as toxinas PCS (FAVRETTO et al., 2017) e IS
(Sigma, St. Louis, EUA), utilizou-se as concentracdes recomendadas pelo European
Uremic Toxin Work Group (EUTOX, http://eutoxdb.odeesoft.com/index.php). Dessa
forma, cada toxina foi avaliada em trés concentrac¢des: normal (PCSn = 0,08 mg/L e
ISn = 0,60 mg/L), urémica (PCSu = 1,75 mg/L e ISu = 53,0 mg/L) e maxima urémica
(PCSm = 2,6 mg/L e ISm = 236,0 mg/L). Os inibidores de OATs Pb (Sigma, St. Louis,
EUA) e Bp (Blau Farmacéutica, S&o Paulo, Brasil) foram utilizadas nas concentractes
2,5 mM e 1 mM, respectivamente (MIYAMOTO et al., 2011). Vitamina C (Vit C),
também conhecido como acido ascoérbico, foi utilizado como antioxidante na
concentracdo de 200 uM (DOU et al., 2007). N-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME),
inibidor da atividade da enzima o6xido nitrico sintase endotelial (eNOS), foi utilizado a
100 pM (STINGHEN et al., 2014).
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4.3 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR (MTT)

A viabilidade celular foi avaliada por meio de ensaio colorimétrico utilizando o
sal de brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio (MTT) (Sigma, St.
Louis, EUA), conforme Mosmann (1983). Para isso, as células endoteliais foram
plagueadas em placa de cultivo de 96 pocos a uma densidade de 10* células por pogo
e incubadas por 18 horas. O meio foi substituido pelos tratamentos com PCS ou IS,
com ou sem Pb ou Bp, sendo estes adicionados a cultura celular 1 hora antes das
toxinas. Apés 24 horas de tratamento, o0 meio foi trocado por meio novo (90 uL/poco)
e 10 pL/poco da solugédo de MTT (5 mg/mL) (Sigma, St. Louis, EUA). Depois de 4
horas a 37 °C e 5% de COz2, foi descartado o meio e adicionado 100 pL/poco de
dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma, St. Louis, EUA) a fim de dissolver os cristais de
formazan. A placa permaneceu quinze minutos sob agitacao e, por fim, foi submetida
a leitura da absorbancia no comprimento de onda de 570 nm no leitor de microplaca
Bio-Rad 680 (Bio-Rad, Califérnia, EUA).

4.4 AVALIACAO DE OAT1 E OAT3 POR WESTERN BLOTTING

As células endoteliais foram cultivadas até atingirem confluéncia em frascos
de cultivos e, entdo, tratadas por 24 horas com PCSm e ISm, com ou sem Pb e Bp,
sendo os inibidores pré-incubados 1 hora antes das toxinas. Posteriormente, com 0
auxilio de uma espatula as células foram soltas do frasco de cultivo em PBS gelado.
Apés centrifugacdo por 10 minutos a 1600 g, o sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi ressuspendido em tampéao de lise (1% de Triton-X 100, 150 mM NaCl
e 50 mM Tris, pH 8,0), suplementado com inibidores de proteases e fosfatases MS-
SAFE (Sigma, St. Louis, EUA). Na sequéncia, as amostras foram centrifugadas por
15 minutos a 14000 g a 4 °C. Os sobrenadantes foram submetidos a dosagem de
proteinas totais pelo método de Bradford (1976), utilizando o kit Bio-Rad Protein Assay
(Bio-Rad, California, EUA). O equivalente a 20 ug de proteinas foi homogeneizado
com o tampao da amostra (125 mM Tris-HCI, 10% de SDS, 20% de glicerol e 0,03 mM

azul de bromofenol) e aplicados em gel de poliacrilamida-SDS a 15%. Apds a
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eletroforese, as proteinas foram transferidas para membrana de fluoreto de
polivinilideno (PVDF; GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) e posteriormente
incubadas com a solucéo de bloqueio (3% de caseina e 0,3% de tween 20 em PBS)
por 1 hora. A membrana foi incubada com anticorpo primario anti-OAT1 ou anti-OAT3
(1:1000) (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, EUA) por 18 horas a 4 °C, seguido da
incubacdo com anti-actina (1:5000) (Sigma, St. Louis, EUA) por 1 hora a temperatura
ambiente. Na sequéncia, as membranas foram incubadas com o anticorpo secundario
anti-rabbit, anti-goat ou anti-mouse (1:10000) (Sigma, St. Louis, EUA) conjugados com
HRP por 1 hora a temperatura ambiente. A revelagdo foi realizada por
qguimioluminescéncia utilizando o reagente Amersham ECL (GE Healthcare,
Buckinghamshire, UK). Os resultados foram interpretados com o auxilio do software

Image Studio Lite versao 4.0 (Li-Cor Biosciences, Lincoln, EUA).

4.5 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA

O RNA total foi isolado das células lisadas com Trizol (Invitrogen, California,
EUA), de acordo com as recomendac0des do fabricante. A pureza e a concentragcao do
RNA foram verificadas pela razdo da absorbancia mensurada a 260 nm e 280 nm no
espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, Massachusetts, EUA). A
integridade do RNA foi analisada por eletroforese em gel de agarose. As moléculas
de RNAm foram convertidas em DNA complementar (cDNA), utilizando o kit High
Capacity RNA-to-cDNA (Applied Biosystems, Califérnia, EUA) e 1000 ng do RNA total
da amostra. O cDNA foi submetido a analise por RT-PCR para verificar a presenca ou
auséncia da expressao do gene e, posteriormente, ao RT-gPCR (PCR quantitativo em
tempo real) para obtencéo da quantificacdo mais precisa dos genes alvos. Para a RT-
PCR, o cDNA foi amplificado com o uso de oligonucleotideos iniciadores especificos
para os genes alvos utilizando o kit de PCR Taq Polymerase Recombinant (Invitrogen,
California, EUA). O produto da PCR foi aplicado em gel de poliacrilamida 8% e corado
com nitrato de prata. Para a RT-gPCR, o cDNA foi amplificado com oligonucleotideos
iniciadores especificos utilizando o EvaGreen Master Mix S (Applied Biological
Materials, Richmond, Canada) no termociclador Rotor-Gene 6000 (Corbett Research,

Australia). A expressao relativa dos genes foram analisadas por meio do método
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270ACT - seguindo parametros anteriormente preconizados (BUSTIN et al., 2009;
HUGGETT et al., 2013; LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). As sequéncias dos

oligonucleotideos iniciadores dos genes alvos estédo descritas na Tabela 3.

TABELA 3 — OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES UTILIZADOS NA RT-PCR E RT-

gPCR
Gene alvo Oligonucleotideos iniciadores Amplicon
o SOSRTeTIRTIm T
onts SSHCCHICCICTCSTIMCTACCT S a3
res  JONCCAACHNCITACTOCCS 1) 7y
AR SOMOTICICSSSCOIOMAT B o
e SATIOACMOCTOTTeCKSGAS (0 095
e S TACACCTeCTACOTCO0CMR S () o
ety JACACCTGSTICSTOSME ) o
T JSMCCTCTICCTONNTETONI gy
GAPDH 5-CTGCACCACCAACTGCTTA-3’ (F) 206 pb

5-CATGACGGCAGGTCAGGTC-3’ (R)

NOTA: F, forward; R, reverse.
FONTE: O autor (2017).

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Para analise estatistica foi realizada o teste de normalidade, seguido dos
testes t de Student ou Anova para os dados paramétricos e dos testes de Mann-
Whitney ou Anova on Rank’s para os dados ndo paramétricos. As diferencas entre os
grupos foram consideradas significativas quando P<0,05. Os valores foram expressos
com as médias e * erro padrao da média (EPM). Os dados foram analisados com

auxilio do pacote estatistico GraphPad Prism 6.01 (GraphPad, San Diego, EUA).
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5 RESULTADOS

5.1 VIABILIDADE CELULAR

A viabilidade celular foi determinada por meio do ensaio de MTT, no qual as
células com metabolismo ativo sdo capazes de reduzir o sal de MTT em cristais de
formazan pela atividade da enzima mitocondrial succinato desidrogenase. A Figura 6
ilustra que tanto o PCS (FIGURA 6A) como o IS (FIGURA 6B) inibiram
significativamente a viabilidade celular de uma forma dose dependente (P<0,0001),
sendo mais evidente apos o tratamento com IS. Por outro lado, quando as células
foram tratadas com as toxinas acrescidas de Pb ou Bp, inibidores de OATSs, tiveram
sua viabilidade restituida significativamente (P<0,01) se comparado com o tratamento

apenas com a toxina.

5.2 AVALIACAO PROTEICA DE OAT1 E OAT3

A Figura 7 ilustra a expresséo proteica de OAT1 e OAT3 no homogeneizado
das células endoteliais humanas por Western blotting. Foi encontrado diferenca
significativa na expressao de OAT1 quando as células foram tratadas com PCS na
concentracdo maxima urémica em relagdo ao controle (células sem tratamento)
(P<0,01) e em relacédo ao tratamento com PCS acrescidos de Pb (P<0,05) (FIGURA
7A). Para OAT3, houve diferenca significativa no tratamento com PCS na
concentracdo maxima urémica em relacdo ao controle (P<0,01) e em relagdo ao
tratamento de PCS acrescido de Bp (P<0,01) (FIGURA 7B). No entanto, ndo foi

observado diferenca significativa nos tratamentos com IS em relagéo ao controle.
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FIGURA 6 — VIABILIDADE DAS CELULAS ENDOTELIAIS APOS EXPOSICAO AO
PCSEIS
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NOTA: As células foram tratadas com PCS (A) e IS (B) nas concentragBes normal (n), urémica (u) e
maxima urémica (m) a 37 °C por 24 horas e tratadas com MTT por 4 horas. A viabilidade das células
ndo tratadas (controle) foi considerada 100%. Os dados foram analisados pelo teste de ANOVA on
Rank’s seguido do teste de Mann-Whitney U e expressos em média + EPM de trés experimentos
independentes (N=3). (A) ****P<0,0001: controle vs PCSn, PCSu, PCSm; ####P<0,001: PCSn vs PCSn
+ Pb, PCSn + Bp; PCSu vs PCSu + Pb, PCSu + Bp; PCSm vs PCSm + Ph, PCSu + Bp. (B)
****P<(,0001: controle vs ISu, ISm, ISu + Pb, ISm + Pb, ISm + Bp; #P<0,05: ISu vs ISu + Bp; ####
P<0,001: ISm vs ISm + Ph, ISm + Bp. Todos os P<0,0001 (ANOVA).

FONTE: O autor (2017).
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FIGURA 7 — AVALIACAO DE OAT1 E OAT3 POR WESTERN BLOTTING
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NOTA: Deteccdo de OAT1 (A) e OAT3 (B) no homogeneizado de células endoteliais apés tratamento
por 24 horas com PCS ou IS, com ou sem Pb ou Bp. Os dados foram expressos pela razéo dos niveis
de densitometria de OAT1 ou OAT3 pela proteina constitutiva B-actina e analisados pelo teste de
ANOVA on Rank’s seguido do teste de Mann-Whitney U. Os valores se referem a média + EPM de
cinco experimentos independentes (N=5). (A) **P<0,01: controle vs PCSm; #P<0,05: PCSm vs PCSm
+ Pb; todos os P<0,05 (ANOVA). (B) **P<0,01: controle vs PCSm; ##P<0,01: PCSm vs PCSm + Bp;

todos os P<0,005 (ANOVA).
FONTE: O autor (2017).
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5.3 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA

A expresséo génica do OAT1 e do OAT3 e de seus fatores de transcricdo
CREB1, ATF1, HNF4a, HNF1a e HNF1B foram detectadas por RT-PCR nas células
endoteliais (FIGURA 8).

FIGURA 8 — EXPRESSAO DE GENES DETECTADOS POR RT-PCR

OAT1 OAT3 CREB1

ATF1 HNF4a HNFla

HNF1B HPRT GAPDH
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NOTA: Expressao de OAT1 (90 pb), OAT3 (123 pb), CREB1 (87 pb), ATF1 (146 pb), HNF4a (107 pb),
HNF1a (131 pb), HNF1B (60 pb), HPRT (101 pb) e GAPDH (296 pb) em células endoteliais controle
(n&o tratadas). Deteccao do produto de PCR em gel de poliacrilamida 8% corado com nitrato de prata.
(+) cDNA das células endoteliais; (-) sem cDNA.

FONTE: O autor (2017).

Realizou-se a andlise da expressdo génica por RT-gPCR dos fatores de
transcricao CREB1, ATF1 e HNF4a nas células endoteliais humanas, tratadas ou n&o
por 24 horas com as toxinas PCS e IS na concentragdo maxima urémica, na presenga
ou auséncia de Pb, Bp, Vit C ou L-NAME. Dessa forma, foi possivel verificar um
aumento significativo (P<0,01) na expressao de CREB1 nos tratamentos com PCS e
com IS em relacdo ao controle. No entanto, esse aumento foi revertido de forma
significativa (P<0,05) nos tratamentos com PCS acrescidos de Pb, Bp, Vit C e L-NAME

assim como nos tratamentos com IS acrescidos de Pb, Bp e L-NAME (FIGURA 9).
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FIGURA 9 — EXPRESSAO RELATIVA DE CREB1 DETERMINADA POR RT-gPCR
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NOTA: Expressao relativa de CREB1 pelas células endoteliais humanas nao tratadas (controle) ou
tratadas com PCSm, ISm, Pb, Bp, Vit C ou L-NAME por 24 horas. A expressao relativa do RNAm foi
determinada pelo método 2 22Ct ytilizando o HPRT como gene normalizador. Os dados foram
analisados pelo teste de ANOVA on Rank’s seguido do teste de Mann-Whitney U. Os valores se referem
a média + EPM de quatro experimentos independentes (N=4). **P<0,01: controle vs PCSm, ISm;
#P<0,05: PCSm vs PCSm + Pb, PCSm + Bp, PCSm + Vit C, PCSm + L-NAME, ISm vs ISm + Pb, ISm
+ Bp, ISm + L-NAME. Todos os P<0,0001 (ANOVA).

FONTE: O autor (2017).

A expressdo de ATF1 também aumentou de forma significativa (P<0,01) nos
tratamentos com PCS e IS em comparacdo com o controle. Entretanto, a expressao
de ATF1 foi restaurada significativamente (P<0,05) nos tratamentos com IS acrescidos
de Pb, Bp e Vit C, e também nos tratamentos com PCS acrescidos de Vit C (FIGURA
10).

O HNF4aq, por sua vez, teve a sua expressao aumentada significativamente
(P<0,05) apenas nos tratamentos com PCS em relagéo ao controle. Por outro lado,
nao foi observado diferenca significativa entre o controle e o tratamento ccom IS
(FIGURA 11).
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FIGURA 10 — EXPRESSAO RELATIVA DE ATF1 DETERMINADA POR RT-gPCR
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NOTA: Expresséo relativa de ATF1 pelas células endoteliais humanas néo tratadas (controle) ou
tratadas com PCSm, ISm, Pb, Bp, Vit C ou L-NAME por 24 horas. A expressao relativa do RNAm foi
determinada pelo método 2-22Ct utilizando o HPRT como gene normalizador. Os dados foram
analisados pelo teste de ANOVA on Rank’s seguido do teste de Mann-Whitney U. Os valores se referem
a média + EPM de quatro experimentos independentes (N=4). **P<0,01: controle vs PCSm, ISm;
#P<0,05: PCSm vs PCSm + Vit C, ISm vs ISm + Pb, ISm + Bp, ISm + Vit C. Todos os P<0,001(ANOVA).
FONTE: O autor (2017).

FIGURA 11 — EXPRESSAO RELATIVA DE HNF4a DETERMINADA POR RT-gPCR
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NOTA: Expressao relativa de HNF4a pelas células endoteliais humanas ndo tratadas (controle) ou
tratadas com PCSm, ISm, Pb, Bp, Vit C ou L-NAME por 24 horas. A expressao relativa do RNAm foi
determinada pelo método 222Ct ytilizando o HPRT como gene normalizador. Os dados foram
analisados pelo teste de ANOVA on Rank’s seguido do teste de Mann-Whitney U. Os valores se referem
a média £ EPM de trés experimentos independentes (N=3). *P<0,05: controle vs PCSm.

FONTE: O autor (2017).
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Os resultados da analise génica dos fatores de transcricdo foram sumarizados
na Tabela 4.

TABELA 4 — ANALISE DA EXPRESSAO DE CREB1, ATF1 E HNF4a

Gene Tratamentos
=
0o < Y
o o &= < O <
o ] + + + + o o S N
S O > £E g E E E + o+ o+ o+
5 — Z O O O O O e e e e =
S & &8 % Z 2 d ad g a v s b g b
CREB1 = = = = = ++ = = = + = = = =
ATF1 = = = = = + = = = = ++ = = = =
HNF4a = = = = = ++ = = = = = = = = =

NOTA: Expressdo de CREB1, ATF1 e HNF4a em relagdo ao controle. (=) sem alteracéo; (+) expresséo
induzida moderada; (++) expressao induzida acentuada.
FONTE: O autor (2017).
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6 DISCUSSAO

As toxinas urémicas PCS e IS tém sido associadas a disfuncéo endotelial que
contribui para o desenvolvimento de DCVs em pacientes com DRC, inclusive a
aterosclerose. O presente estudo demonstrou que o PCS e o IS foram capazes de
reduzir a viabilidade das células endoteliais humanas. No entanto, apenas PCS
aumentou de forma significativa a expressao de OAT1 e de OAT3. O Pb e o Bp, dois
inibidores de OATSs, reverteram os efeitos de PCS e IS, demonstrando de forma
indireta a importancia desses transportadores na captacdo de ambas toxinas. Esses
resultados corroboram com dados da literatura que associam o OAT1 e OAT3 a
captacdo celular de PCS e IS (FAVRETTO et al., 2017; MIYAMOTO et al., 2011). Além
disso, demonstrou-se nas células endoteliais que o PCS e o IS induzem a expressao
de CREBL1 e de ATF1 enquanto apenas o0 PCS induz a expressao de HNF4q, fatores

de transcricdo que participam da regulacao génica de OAT1 e OAT3.

Os nossos resultados demonstraram que a viabilidade das células endoteliais
foi reduzida apos 24 horas de tratamentos com PCS e IS de forma dose-dependente.
No entanto, a viabilidade foi restabelecida na presenca de Pb ou Bp. Similarmente,
Lee et al. (2015) demonstraram que o IS reduz a viabilidade de células endoteliais de
forma dose-dependente. Tanaka et al. (2013) observaram que o PCS e o IS também
diminuiram a viabilidade de osteoblastos e induziram a fragmentacdo do DNA,
marcador de apoptose. JA em células pré-osteoblasticas (MC3T3-E1), Kim et al.
(2013) verificaram reducéo da viabilidade ap6s 72 horas de incubacdo com IS, sendo
restabelecida com Pb ou com os antioxidantes N-acetil-L-cisteina (NAC) e probucol.
Do mesmo modo, Watanabe et al. (2013b) demonstraram que o PCS diminuiu a
viabilidade de células renais (HK-2) que também foi revertida com o Pb e NAC. Além
disso, Wang et al. (2014) mostraram que o IS reduziu a viabilidade celular de forma
dose-dependente em células mesangiais renais apenas em tempos de incubacao
superiores a 24 horas. No entanto, a viabilidade ndo € sempre diminuida em outros
tipos celulares. Schepers et al. (2007) mostraram que o PCS néo influenciou a
viabilidade de leucécitos. Adesso et al. (2013) também verificaram que a viabilidade

de macrofagos J774A.1 néo € alterada por IS. Da mesma maneira, Shiba et al. (2016)



56

ndo encontraram diferencas na viabilidade de macrofagos RAW?264.7 tratados com
PCS.

A expressao proteica de OAT1 e o OATS3 foi avaliada por Western blotting.
Neste estudo, observou-se um aumento de OAT1 e OAT3 quando as células foram
tratadas com PCS. De forma similar, Favretto et al. (2017) verificaram in vitro o
aumento de OAT1 nos tratamentos com PCS em concentracfes urémicas em células
endoteliais por imunocitoquimica e Western blotting. Esses autores ainda
demonstraram por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) a captacao
de PCS e IS pelas células endoteliais, efeito que foi inibido pelo Pb. J& em modelo
animal, Enomoto et al. (2002) verificaram pela técnica de imuno-histoquimica o
aumento de OAT1 e OAT3 nos tubulos renais em ratos nefrectomizados tratados com
IS por via oral ao longo de 10 semanas. Diante disso, sugere-se que o PCS e 0 IS

podem hipoteticamente modular a regulagéo da expressao do OAT1 e do OAT3.

A regulacdo do OAT1l e OAT3 é complexa, incluindo mecanismos
epigenéticos, transcricionais e pés-traducionais. Dentre os mecanismos regulatorios
que alteram a expressdo génica dos OATs estdo os fatores de transcricéo,
importantes na ativacao ou repressao de genes em eucariotos. Nesse panorama, no
presente estudo analisamos a expressao génica dos fatores de transcricdo CREB1,
ATF1 e HNF4a que estao envolvidos na regulacao do OAT1 e OAT3 (JIN et al., 2012;
OGASAWARA et al., 2006, 2007; SAJI et al., 2008).

O fator de transcricdo CREB1 apresentou um aumento de expressao nas
células endoteliais tratadas com PCS e IS em concentracbes urémicas, como
demonstramos por RT-gPCR. Da mesma forma, Shimizu et al. (2013) observaram que
0 IS aumenta a expressao de CREB via NF-kB em células renais do tubulo proximal
humano (HK-2). Esses autores verificaram que a expressao induzida de CREB é
atenuada quando os tratamentos com IS eram feitos com small interfering RNA
(SiRNA) de NF-kB ou com o antioxidante NAC, demonstrando também uma
participacéo do estresse oxidativo na regulacdo. Esse estudo ainda mostrou que o IS
induz de forma tempo-dependente a fosforilacdo da Serl33 do CREB, sitio
correlacionado com seu aumento da atividade (NAQVI; MARTIN; ARTHUR, 2014).
Consequentemente, Shimizu et al. (2013) analisaram a expressdao de

angiotensinogénio (AGT), cujo gene é regulado por CREB assim como os genes dos
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OATs. Com isso, os autores observaram que o IS aumenta a expressao de AGT, efeito
que é revertido nas células transfectadas com siRNA de CREB.

Nas células endoteliais, 0 CREB ja foi descrito na ativacdo de importantes
vias, inclusive na resposta inflamatdria. Hadad et al. (2011) demonstraram que a
ativacdo de CREB esté envolvido no aumento de expressédo de ICAM-1 em conjunto
com a ativacdo do NF-kB. Recentemente, Pozzobon et al. (2016) verificaram que o
CREB contribui para a inducédo da producéo da interleucina-8 (IL-8). Além disso, o
CREB é um importante fator para a diferenciacdo das células endoteliais (YAMAMIZU
et al.,, 2012). Nas patologias humanas, especificamente, a regulacao e ativacao de
CREB tem sido estudada em diversos tipos de neoplasias (CHANG et al., 2015;
KIKUCHI; TANIMOTO; NAKAYAMA, 2016; PARK et al., 2016).

O ATF1 é um fator de transcricdo expresso nas células endoteliais com
capacidade de se ligar a regido CRE do promotor do OAT3 na forma de homodimero
ou heterodimero com CREB1 (MAYO et al., 2001; OGASAWARA et al., 2006). Nossos
resultados demonstraram que a expressao de ATF1 foi maior nos tratamentos com
PCS e IS. Shi et al. (2011) demonstraram que a ativacdo de ATF1 esta correlacionado
com o aumento de expressao de Nox1, uma das subunidades da NADPH oxidase, em
células musculares lisas vasculares ap6s inducdo por aldosterona. De fato, o
silenciamento do ATF1 atenua a expressao induzida de Nox1 (KATSUYAMA et al.,
2005; STANIC; KATSUYAMA; MILLER, 2010). Uma maior expressao de Nox1 ja foi
relatada em células vasculares de ratos com nefrectomia 5/6 tratados com PCS (JING
et al., 2016).

O HNF4a é um fator de transcrigdo conhecido pela sua atividade na regulagéo
da diferenciacéo e funcdo do hepatocito (MENG et al., 2016; WANG; BURKE, 2013).
No entanto, esse fator também é expresso em outros tecidos e tipos celulares, tais
como intestino, rins, células p pancreaticas, leucocitos e células endoteliais (FARKAS
et al., 2015; JIANG et al., 2013; YAMAGUCHI et al., 2014; YILMAZ et al., 2011). O
HNF4a induz a transcrigdo de OAT1 se ligando aos elementos IR-8 e DR-2 da regiao
promotora do gene (MARTOVETSKY; BUSH; NIGAM, 2016; OGASAWARA et al.,
2007). Gallegos et al. (2012) demonstraram por imunoprecipitacdo que o HNF4a
ocupa sitios da regido promotora dos genes codificantes de OAT1, OAT3 e do
transportador de cétions organicos 1 (OCT1) em células renais de ratos. Os n0ssos

resultados mostraram por RT-gPCR que os tratamentos com PCS induziram a
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expressdo do HNF4a nas células endoteliais. No modelo in vivo, Sucajtys-Szulc et al.
(2016) também demonstraram que o HNF4a bem como o HNF1a teve sua expressao
aumentada em hepatdcitos de ratos com nefrectomia 5/6. Dados da literatura sugerem
que o estresse oxidativo possa interferir na expressdao de HNF4a. Sobre isso, Qadri
et al. (2006) verificaram que os pré-oxidantes peroxido de hidrogénio (tH202) e terc
butil hidroquinona (tBHQ) induziram a atividade do promotor do gene do HNF4a
transfectado em células de hepatocarcinoma humano. Os autores ainda observaram
a inibicdo da expresséo da atividade do promotor de HNF4a quando as células foram
tratadas com o antioxidante NAC. Além disso, dados da literatura demonstraram a
inducdo da expressdo do HNF4a em células endoteliais tratadas com soro pos-
prandial com dieta hiperlipidica (DEJEANS et al., 2010).

O PCS e IS sao capazes de induzir o estresse oxidativo e a producédo de
moléculas inflamatérias, desregulando a homeostase do endotélio. Diante disso,
investigamos a regulacdo génica do OAT1 e OAT3 bem como seus fatores de
transcricdo nas células endoteliais. No entanto, este estudo apresenta limitacdes que
incluem o uso de células de linhagem e a necessidade de analisar outros fatores de

transcricdo e mecanismos regulatérios envolvidos na regulagdo dos OATSs.

Nossos dados demonstraram que o PCS é capaz de induzir a expressao
proteica de OAT1 e OATS3 e expressado génica de HNF4q, o que pode indicar que esse
fator seja determinante para a inducao da expressao dos transportadores. Ja o PCS
e 0 IS induzem a expressao génica de CREB1 e ATF1. Esses fatores de transcricdo
participam da regulacdo da transcricdo dos OATs e também de outros genes
importantes (FIGURA 12). Nesse contexto, sugerimos que as toxinas urémicas, tais
como o PCS e IS, tém potencial para modular o transcriptoma e, dessa forma,
modificar o fenétipo celular. De fato, essas alteracdes podem ser correlacionadas com
manifestagdes clinicas observadas nos pacientes com DRC, como € o caso da
inducdo da resposta inflamatéria. No entanto, alteracdes na expressao génica nao
exclui que outros mecanismos estejam envolvidos no processo de regulacéo. E o caso
das alteragdes pos-traducionais que influenciam a atividade da proteina, tais como as
fosforilagdes. Estudos futuros nessa area, com o intuito de elucidar os mecanismos
envolvidos na regulacdo dos OATs bem como sua importancia na captacao celular

das toxinas PCS e IS, podem contribuir para a identificacdo de potenciais alvos
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terapéuticos e, dessa forma, amenizar os efeitos deletérios das toxinas urémicas nos
pacientes com DRC.

FIGURA 12 - MODELO ESQUEMATIC}O DOS EFEITOS BIOLOGICOS INDUZIDOS
PELO PCS E IS NAS CELULAS ENDOTELIAIS
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NOTA: As toxinas PCS e IS entram na célula via OAT1 e OATS3, efeito que é revertido com Pb e Bp. O
PCS e o IS induzem a expresséo dos fatores de transcricio CREB1 e ATF1, enquanto apenas o PCS
induz a expressao do HNF4a. Esses fatores de transcrigdo participam da regulacao de diversos genes.
O CREB1 e o ATF1 quando fosforilados aumentam a expressao dos OATs. Ja o HNF4a depende do
elemento regulatério do DNA ao qual se liga. Neste caso, o IR8 é responsavel pela expressao
constitutiva enquanto o DR2 pela expresséo induzida dos OATs. O PCS também aumenta a expressao
do OAT1 e OATS3.

FONTE: O autor (2017).
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7 CONCLUSAO

v' A viabilidade das células endoteliais humanas foi reduzida apos
exposicdo ao PCS e IS nas concentracdes urémicas por 24 horas,
sendo restabelecida na presenca de Pb e Bp, inibidores de OATSs;

v A expresséao proteica de OAT1 e OAT3 teve um aumento nas células
endoteliais tratadas com PCS na concentracdo maxima urémica
verificado por Western blotting;

v' A expressdo génica, analisada por RT-gPCR, do CREB1 e do ATF1
apresentou um aumento nas células tratadas com PCS e IS, ja4 o

HNF4a teve um aumento apenas no tratamento com PCS.
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8 PERSPECTIVAS

v Avaliar a expressao génica de OAT1 e OAT3 por RT-gPCR;

v Avaliar vias de ativacao intracelulares que hipoteticamente podem ser
ativadas pelo PCS e IS, como € o caso da via do AhR;

v" Analisar a o efeito do PCS e IS sobre as fosforilagbes de CREBL1 e de
ATF1;

v' Realizar o silenciamento dos genes OAT1, OAT3 e fatores de
transcricdo a fim de verificar a participacdo dessas proteinas na
captacéo celular do PCS e IS e regulacéo dos OATS;

v' Avaliar outros potenciais fatores de transcricdo que participam da
regulacdo do OAT1 e do OAT3.
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Resumo: A formacao inicial de professores inclui o estiagio em docéncia, que proporciona a vivéncia
do cotidiano escolar. A partir disso, o presente estudo investiga a experiéncia de quatro estagiarios de
professores de Biologia em diferentes turmas de Ensino Médio da Educacio Basica. Para tanto, cada
estagiario produziu relatos que foram submetidos a analise da acao docente utilizando o instrumento
Matriz 3x3 baseado no sistema didatico de Chevallard e na gestao das relacoes com o saber de Charlot,
proposto por Arruda, ILima e Passos. O estagio foi marcado pelo uso de diferentes praticas metodologi-
cas, tais como criacdo e montagem de modelos didaticos, videos e gravuras, de forma que os estagiarios
puderam refletir sobre a pratica docente e sobre as relacoes existentes no ambito da escola.

Palavras-chave: Formacao inicial de professores. Pratica docente. Estagio. Ensino de biologia. Ensino
médio.

Abstract: Initial training in teaching includes traineeship, providing future teachers the experience of
everyday school life. From this, the present study investigates the experience of four biology teacher
trainees in different high school classes. Each trainee has produced reports that were submitted to analyze
their teaching activities using the 3x3 Matrix instrument based on Chevallard’s didactic system and in the
relationships with knowledge management of Charlot, which was proposed by Arruda, Lima and Passos.
The teaching practice was marked by the use of different methodological practices, such as creating and
mounting didactic models, videos and pictures. Thus, the trainees were able to reflect on the teaching
practice and on the relationships within the school.

Keywords: Initial teachers training. Teaching practice. Traineeship. Biology teaching. High school.
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RESUMO - Ciclo de Aprendizagem SE: relatos de experiéncia de pratica docente. O
Ciclo de Aprendizagem SE € uma proposta pedagogica na qual o aluno gera suas proprias
reflexdes. Este estudo tem como objetivo relatar a experiéncia de aplicagdo do ciclo por
estudantes universitarios em estagio docente com alunos do sétimo ano. As atividades
realizadas foram descritas e as falas dos docentes foram analisadas por meio de uma Matriz
3x3, que considera a gestdo de relagdo com o saber e os segmentos professor-saber, professor-
estudante e estudante-saber. Houve uma maior concentragio de frases na gestdo do segmento
professor-estudante, indicando preocupagéo dos estudantes em relagdo ao ensino e a forma de
abordar os conteudos em sala de aula. Constatou-se que essa experiéncia foi construtiva para a
formacéao dos docentes.

Palavras-chave: Ciclo de Aprendizagem 5E. Metodologia de ensino. Formacio de
professores. Relacdo com o saber.

ABSTRACT - SE Learning Cycle: reports of teaching practice experience. The S5E
Learning Cycle is a pedagogical proposal in which the student is induced to reflect and
conclude about various subjects. This study aims to expose the use of the SE Learning Cycle
by graduation students in teacher training with middle school students. The activities were
described and the trainees’ reports were analyzed based on a 3x3 Matrix, which considers the
management of the relationships between knowledge-teacher, teacher-student and student-
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