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“Um cientista deve acima de tudo ser como uma crianga. Se
ele vé algo, deve dizer o que esta vendo, independente daquilo ser
0 que ele imaginava ver. Ver primeiro, testar depois. Mas sempre

ver primeiro. Senao vocé so vai ver o que espera ver!”

Douglas Adams
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RESUMO

Doencas cardiovasculares sao a principal causa de morte em doentes renais crénicos. O
estresse oxidativo participa de varios eventos da patogenia, progressao e complicagdes
da doenga renal cronica (DRC), assim como do comprometimento do sistema cardiovas-
cular neste contexto. A via de Keap1/Nrf2 tem sido reconhecida como um mecanismo
adaptativo importante da resposta antioxidante a diversas condi¢des patologicas, como
diabetes e doencgas neurodegenerativas. Contudo, na DRC, esta via mostrou-se inativada
apds 8 semanas no rim e na artéria aorta no modelo de nefrectomia de 5/6 em ratos.
Como as células endoteliais sao protagonistas do desenvolvimento de doencgas cardio-
vasculares durante a progressdo da DRC, neste trabalho avaliamos a resposta da via
Keap1/Nrf2 em células endoteliais de aorta de coelho expostas a um pool de soro urémico
humano ou nao urémico. Verificamos que o soro urémico induz a ativacdo da via de
Keap1/Nrf2, observada pela translocagao de Nrf2 para o nucleo e pela expressao génica
de heme oxigenase-1 (HO1) e cisteina ligase (GCLC), por PCR em tempo real, apds 5h
de tratamento. Apds 24h, estes parametros voltaram ao estado basal, indicando uma
inativagao da via. Neste tempo, o gene de Keap1 estava cerca de 26x vezes mais ex-
presso nas células tratadas com o soro urémico do que com soro ndo urémico. Indoxil
sulfato € um metabdlito que se acumula na DRC, tornando-se entdo uma toxina urémica.
Avaliamos o efeito desta toxina isoladamente na resposta celular quanto a expressao
génica de HO1, GCLC e Keap1. Os resultados mostraram que células expostas ao indoxil
sulfato por 5h apresentam uma expressao significativamente mais alta do gene HO1, mas
nao do gene GCLC, em relagédo ao controle negativo. Este aumento significativo de HO1
desaparece apos 24h. Em contrapartida, ha um aumento nao significativo de Keap1 em
células tratadas por 24h. Estes dados estdo de acordo com os resultados de células ex-
postas ao soro urémico. No conjunto, nossos dados evidenciaram uma ativacao transi-
ente da via de Keap1/Nrf2 nas células endoteliais expostas ao estimulo urémico e con-
firma que a uremia prolongada é capaz de inativar esta via.

Palavras-chave: Keap1/Nrf2; Células endoteliais; Heme oxigenase 1 (HO1); Cisteina li-
gase (GCLC); Estimulo urémico.



ABSTRACT

Cardiovascular diseases are the main cause of death in chronic kidney disease (CKD)
patients. The oxidative stress takes place in several events of CKD pathogenesis, pro-
gression and complications, including the cardiovascular events. The Keap1/Nrf2 pathway
has been recognized as an important adaptive mechanism of antioxidant response in var-
ious pathological conditions, such as diabetes and neurodegenerative diseases. In CKD,
however, this, pathway was shown to be inactivated after 8 weeks, both in the kidney and
aorta of 5/6 nephrectomized rats. Given that endothelial cells have an essential role in
cardiovascular diseases development during CKD progression, in the present study we
evaluated Keap1/Nrf2 pathway response in rabbit aorta endothelial cells exposed to hu-
man pools of uremic or of non-uremic sera. Our results showed that uremic serum induced
the activation of the Keap1/Nrf2 pathway, as determined by the Nrf2 translocation to the
nucleus, and by the expression (QPCR) of heme oxygenase 1 (HO1) and cysteine ligase
(GCLC) genes after 5 h treatment. After 24 hours, these parameters retuned to the basal
levels, indicating inactivation of the pathway. At this time, Keap1 gene was 26x more ex-
pressed in cells treated with uremic serum as compared with the non-uremic serum. In-
doxyl sulfate is a metabolite that accumulates in CKD, becoming an uremic toxin. We
evaluated the effect of this toxin itself in the cellular response determining HO1,GCLC and
Keap1 gene expression. The results showed that cells exposed for 5 hours to indoxyl
sulfate present significantly higher expression of HO1 gene, but not of GCLC, compared
with the negative control. This increased HO1 expression returned to the basal level after
24 hours. These data are in agreement with the results of the cells exposed to uremic
serum. Altogether, our data demonstrated a transient activation of the Keap1/Nrf2 path-
way in endothelial cells exposed to uremic stimulus, and confirmed that a long uremic
condition is able to inactivate this pathway.

Key words: Keap1/Nrf2; endothelial cells; Heme oxygenase 1 (HO1); Cysteine ligase
(GCLC); Uremic stimulus.
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1 INTRODUGAO

1.1 Fisiologia Renal

Os rins humanos sao o6rgaos encontrados na por¢éo posterior do abdémen, em
ambos os lados da coluna vertebral, atras das ultimas costelas, com cerca de 10 a 12
centimetros de comprimento e pesando cerca de 150 gramas, o que equivale a aproxi-
madamente 0,5% do peso corporal em individuos adultos. Recebem o sangue circulante
sobre o qual realizam importantes funcdes, a fim de contribuir com a manutencado do
metabolismo corporal: regulagao do equilibrio hidroeletrolitico; da osmolaridade dos liqui-
dos corporais e das concentragdes de eletrdlitos; regulacdo de horménios como a eritro-
poietina e de enzimas como a renina, que, por sua vez, tem papel fundamental na regu-
lagao da presséao arterial; e, principalmente, excregcéo de produtos da degradagdo meta-
bdlica e substéncias quimicas estranhas ao organismo (GUYTON, 1998; ANDREOLI,
2005).

Em cada rim existem por volta de um milhdo de micro estruturas denominadas
néfrons (FIGURA 1), que sdo as unidades funcionais deste 6rgéo. Estruturalmente, séo
compostos pelos chamados corpusculos renais, que compreendem uma rede “filtrante”
chamada de glomérulo, formada por mais de 50 capilares sanguineos paralelos, a qual
esta envolvida por uma estrutura capsulada, denominada capsula de Bowman, que por
sua vez terminara nos tubulos renais. Estes compreendem o tubulo contorcido proximal,
alca de Henle, tubulo contorcido distal e tubulo coletor, regides especializadas em realizar
secregao e reabsorgao de substancias que podem ser reaproveitadas pelo organismo.
Além disso, o rim possui um sistema de capilares que sao importantes para manter um
fluxo sanguineo constante através e ao redor do néfron, apesar das flutuagdes da pres-
sdo sanguinea (GUYTON, 1998; ANDREOLI, 2005; BRENNER, 2008).
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Figura 1: Representacdo esquematica de um rim e suas estruturas.

Nota: Nesta representacdo temos esquematizada anatémica e morfologicamente todo aparato do sistema de
filtragao renal.

Fonte: Adaptado de Cheida,2002.

A filtragdo glomerular € a primeira etapa na formacéao da urina. O sangue é condu-
zido sob alta pressao ao glomérulo através da arteriola aferente. Essa pressao (normal-
mente 70 a 80 mmHg) possui intensidade suficiente para que parte do plasma passe para
a capsula de Bowman — também denominada Capsula Renal, por onde as substancias
pequenas - agua, sais, vitaminas, agucares, aminoacidos e excretas - saem do glomérulo
(GUYTON, 1998). O liquido que passa do glomérulo para a capsula de Bowman é co-
nhecido como filtrado glomerular, sendo 98% (cerca de 170 litros/dia) reabsorvido pelos
tubulos renais, local em que € processado e 0os 2% restantes seréo transformados em
aproximadamente 2 litros de urina/dia em individuos saudaveis em idade adulta. Nao
passarao pelo sistema de filtracdo da capsula de Bowman as células sanguineas- como
hemacias e células de defesa por serem muito grandes, e proteinas, pois possuem carga
igual a barreira de filtragdo (ANDREOLI, 2005; BRENNER, 2008).

Sendo assim, o rim realiza a depuragédo do sangue de substancias inuteis como
produtos finais do metabolismo (uréia, creatinina, acido urico, sulfatos e endis) e também
substancias inorganicas (ions sédio, potassio, cloreto) que se acumulam no organismo.
Este mecanismo é realizado pelo néfron através da combinagéo de trés processos: filtra-

¢ao de grande parte do plasma e elementos sanguineos ndo-celulares para o interior dos
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tubulos através dos glomérulos; reabsorgéo de substancias uteis como agua e eletrolitos
para os capilares peritubulares, devolvendo-os para a corrente sanguinea; e por fim, a
excregao dos componentes indesejaveis do sangue através do liquido resultante, a urina
(BRENNER, 2008).

1.2 Insuficiéncia Renal

A insuficiéncia renal € conhecida como uma perda da capacidade funcional dos
rins, que leva a condi¢des patoldgicas. Essa insuficiéncia pode ser dividida em duas ca-
tegorias principais: Insuficiéncia Renal Aguda, na qual os rins param de funcionar de
forma abrupta, por completo ou quase por completo; e a Insuficiéncia Renal Crénica, em
que ocorre perda lenta e progressiva da fungédo dos néfrons, diminuindo gradualmente a
funcao renal (GUYTON, 1998).

A doenga renal crbnica é caracterizada pela lesédo renal e perda progressiva e irrever-
sivel da fungéo dos rins, seja ela glomerular, tubular ou enddcrina (KDOQI — Kidney Disease
Outcome Quality Initiative). Em sua fase mais avangada — chamada de fase terminal de in-
suficiéncia renal crénica, ou até mesmo de doencga renal crénica, os rins ndo conseguem
mais manter a normalidade do meio interno do paciente devido a perda da sua capacidade
funcional, sendo necessario assim um tratamento hemodialitico para a filtragdo do sangue
do doente e assim, retirada dos restos metabdlicos da circulagao, que ao se acumular podem
vir a apresentar carater toxico as células.Uma caracteristica importante da insuficiéncia
renal crénica € o seu carater progressivo, que leva a piora da fungao renal independen-
temente de sua causa inicial (ROMAO ET AL., 2004; KOLAGAL ET AL., 2010).

A diminuicdo do numero de néfrons funcionais provoca importante diminuicao na
excrecao renal, sendo o tempo da progressédo da doenga bastante variavel, pois depende
de fatores como etiologia da lesédo, aspectos étnicos, imunitarios e estado hipertensivo.
Além disso, a capacidade adaptativa dos néfrons sobreviventes aumenta a taxa de filtra-
cao glomerular através de hipertrofia compensatoria, mantendo a funcionalidade do rim
(GUYTON, 1998). Assim, a perda de até 70% dos néfrons pode ser clinicamente silenci-
0sa, pois nao resulta em grave acumulo de agua e eletrdlitos nos liquidos corporais.

Sinais clinicos seguidos de terapias substitutivas da funcao renal, como dialise ou

transplante, tornam-se inevitaveis quando o numero de néfrons funcionais cai abaixo de
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10%. Sendo assim, a taxa de filtracdo glomerular (TFG) pode ser considerada fator de-
terminante no diagnostico da insuficiéncia renal cronica conforme o grau de severidade
da doenga, classificando-a em cinco estagios (TABELA 1). No estagio 5 o paciente ja
requer didlise (LEVEY, 2005; BRENER, 2008).

Tabela 1 ESTAMAMENTO DA DOENCA RENAL CRONICA PROPOSTO PELO KDOQI" £ aTuaLzapo rELO NaTionar
Covrasorativg CenTRE For CHronic Conpimion™

Estagios da DRC Taxa de filtrag&o glomerular® Proteindria
1 =90 Prasente
2 60-89 Fresente
3A 45-59
Prasente ou ausente
3B 30-44
4 15-29 Presente ou ausente
5 <15 Fresente ou ausente

*mlimind1, 73m?

Tabela 1: Estadiamento da Doenca Renal Crénica.
Fonte: KDOQI, atualizado pelo National Collaborating Centre for Chronic Condition — National Kidney Fon-
dation (2002).

A sobrevida em longo prazo e a qualidade de vida de pacientes com doenga renal
cronica (DRC) sao determinadas pelas complicagdes que se desenvolvem durante o
curso da doenca. Os fatores responsaveis por estas complicacées tém sido intensiva-
mente investigados. A fase em que comegam a aparecer sintomas clinicos e anormalida-
des bioquimicas em um doente renal crénico € chamada de sindrome urémica ou uremia,
devido ao acumulo de produtos finais do metabolismo, neste caso consideradas toxinas
urémicas, que devem ser removidos do organismo para garantir continuamente sua nor-
malidade metabdlica (GUYTON, 1998). Neste estagio, o paciente sofre com edema ge-
neralizado, decorrente da retengdo de agua e solutos, acidose devido ao acumulo de
produtos acidos gerados pelo metabolismo, aumento na concentragao de solutos nitro-
genados n&o protéico como uréia, creatinina e acido urico, e de outras substancias que
devem ser excretadas como fendis, sulfatos, fosfatos e potassio (GUYTON, 1998; BRE-
NER, 2008).

A deteccao precoce da doenca renal e condutas terapéuticas apropriadas para o
retardamento de sua progressao pode reduzir o sofrimento dos pacientes e os custos fi-
nanceiros associados a DRC. Os principais fatores de risco para o desenvolvimento da
DRC séo a hipertensao e a diabetes (LEVEY&CORESH, 2012). Além destes, fatores nao
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classicos como insuficiéncia cardiaca, tabagismo, inflamacao e estresse oxidativo contri-

buem para o aparecimento e progressao da doencga renal (KARAMOUZIS ET AL., 2008).

1.3 Epidemiologia

Dados da National Kidney Foundation indicam que nos Estados Unidos, Europa e
Japéao, o numero de pacientes com DRC tem aumentado nos ultimos anos, sendo assim
considerado um importante problema de saude publica mundial. A Sociedade Brasileira de
Nefrologia (SBN) divulgou no ano de 2013 que o numero de doentes renais no Brasil do-
brou na ultima década. Estima-se que no pais 10 milhdes de pessoas apresentam alguma
disfuncao renal, e destas, cerca de 100 mil passam por dialise (SBN, 2013). Os gastos com
o programa de didlise e transplante renal no Brasil ultrapassam a faixa de 1,4 bilhdes de
reais por ano (SBN, 2013).

1.4 Complica¢des da Doenga Renal Cronica

Doengas cardiovasculares sao consideradas a maior causa de morte em pacientes
no estagio final da doenga (LOCATELLI ET AL., 2003; SERRADEL ET AL., 2003). Gran-
des sao os esforgos em compreender como a perda da funcgao renal intensifica o risco de
doenca cardiovascular (CARBO ET AL., 2008; GUNTHNER ET AL., 2009). Considerando
a grande ocorréncia de doengas cardiovasculares em doentes renais crdnicos, as intera-
¢coes entre toxinas urémicas e células constituintes dos vasos sanguineos torna-se foco
bastante importante devido ao desenvolvimento de lesdo vascular (HIMMELFARB ET
AL., 2009), sendo esta a principal causa de morte em individuos com insuficiéncia renal
cronica em estagio 5 (GUNTHNER ET AL., 2009).

A uremia, proveniente do mau funcionamento renal, afeta as células endoteliais e
musculares lisas, através de processos inflamatorios, oxidativo se calcificantes, os quais
contribuem para a aterogénese. Ja foi demonstrado que o soro urémico é capaz de ativar
células endoteliais (DOU ET AL., 2007; DI MARCO ET AL., 2008, STINGHEN ET AL.,
2010), células musculares lisas (MUTELIEFU ET AL., 2012; NIWA ET AL., 2010), células
tubulares e células mesangiais (GERLASCO&RAYMOND, 2006). Aumenta a deposi¢cao
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de calcio e a expressao de osteopontina em células musculares lisas em cultivo (CHEN
ET AL., 2002). Células endoteliais de corddao umbilical humano, em contato com o meio
urémico por 24h, apresentaram mudangas morfoldgicas, aumento na proliferagéao celular
(SERRADELL ET AL., 2003). Quando células vasculares foram expostas a um meio con-
tendo soro de pacientes em hemodialise, as células mostraram alteragbes morfoldgicas,
aumento na taxa de proliferacao, sinais de inflamacéo sem evidéncia de apoptose, aumen-
tando o risco de aterosclerose (SERRADELL ET AL., 2002; 2003), e um aumento no po-
tencial trombogénico (AZNAR-SALATTI ET AL., 1995; CHITALIA ET AL., 2013). Nosso
grupo demonstrou também que o soro urémico induz HUVEC a expressar moléculas proé-
inflamatérias (STINGHEN ET AL., 2009). In vivo, recentemente mostramos que as artérias
renais de pacientes de transplantes renais apresentam maior grau de calcificagcéo, lesao
aterosclerotica e estresse nitroxidativo do que artérias dos respectivos doadores (GUIL-
GEN ET AL., 2011) e que o estresse oxidativo sistémico apds o transplante renal diminui
(AVELES ET AL., 2010). Em conjunto, estes achados associam fortemente a uremia com
estresse oxidativo, o que pode induzir a aceleragao das doencas cardiovasculares (LE-
VEY&EKNOYAN, 1999).

1.5 Estresse Oxidativo e Uremia

Outra consequéncia da DRC é a uremia, caracterizada pelo acumulo de toxinas uré-
micas e metabdlitos no sangue, o que causa complicagdes em varios sistemas, incluindo
o vascular. Toxinas urémicas consistem em um grupo heterogéneo de substéncias que
sob condigbes normais sdo excretadas pelos rins, mas quando o funcionamento renal
estd comprometido, essas substancias permanecem circulantes (BRENNER ET AL.,
2008). Uma vez que os rins ndo sdo mais capazes de eliminar compostos indesejaveis
do sangue, como uréia e creatinina, a hemodialise € descrita como uma terapia de subs-
tituicdo renal mecanica na qual algumas substancias sao filtradas através de uma mem-
brana semipermeavel (HIMMELFARB ET AL., 2009). Entretanto, este processo tembaixa
eficiéncia frente a danos causados por substancias de baixo peso molecular que se ligam
a proteinas maiores, como a albumina, tornando-se dificeis de serem removidas e que
se acumulam no sangue dos individuos afetados (GUNTHENER ET AL., 2009; MASSY
ETAL., 2009).
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O estresse oxidativo tem sido associado a alguns processos fenotipicos, como
apoptose e estresse do reticulo endoplasmatico (WERNECK ET AL., 2006). Uma elevada
taxa de apoptose foi verificada nos leucdcitos mononucleares de pacientes renais (GALLI
ETAL., 2007; YOON ETAL., 2007), podendo este fato estar ligado ao acumulo de toxinas
urémicas por retencao (GALLI ET AL., 2007; NIWA ET AL., 2010). Existem também varias
evidéncias mostrando que a aterosclerose frequentemente coexiste com inflamacdes
sistémicas, especialmente em pacientes diabéticos em hemodiadlise (TINTUT ET AL.,
2000).

1.6 Toxinas Urémicas Isoladas

Mais recentemente, algumas toxinas urémicas tém sido estudadas isoladamente,
como indoxil sulfato, p-cresil sulfato e fetuina A. Também foi demonstrado que a interagao
de substancias relacionadas a uremia, como p-cresol e fetuina A, contribuem para o au-
mento do risco cardiovascular e calcificagdes vasculares excessivas em pacientes com
DRC (STEVINKEL ET AL., 2008). Em cultura, células tubulares renais tratadas com indoxil
sulfato apresentavam um calcificagdo maior que células saudaveis (PATIDAR ET AL.,
2013).Estudos relacionando niveis de indoxil sulfato em sangue de pacientes doentes re-
nais, niveis de calcificacdo vascular e consequente aumento na mortalidade, mostraram
que a relacédo entre a fungao renal é inversamente proporcional a calcificacao vascular,
indicando que o indoxil sulfato seria um dos responsaveis pelo aumento da mortalidade

desses pacientes devido a complicagdes cardiovasculares (BARRETO ET AL., 2009).

1.7 Via de Keap1/Nrf2

Durante a evolugdo, as células desenvolveram mecanismos de defesa para
protegerem-se de insultos toxicos. Varios fatores de transcricdo estdo envolvidos na
ativacao dessas defesas celulares. Um deles é o fator eritréide de transcrigdo nuclear 2,
mais conhecido como Nrf2, que foi identificado como um regulador da expressao dos genes
da beta-globulina (MOI ET AL., 1994). Logo foi descoberto que essa proteina € uma
reguladora positiva do complexo ARE (Elemento de Resposta Antioxidante)
(VENUGOPAL&JAISWAL, 1998), induzindo a expressao de varias enzimas de fase Il para
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destoxificacdo de xenobidticos e antioxidantes enddégenos que defendem as células do
estresse oxidativo (KWAK ET AL., 2002). Hoje se sabe que essa proteina é fundamental
na protecao celular contra o estresse oxidativo, como o associado a diabetes e doengas
cardiovasculares, atuando como um importante fator de regulagédo da resposta de defesa
celular nestas condigbes patoldgicas. Nrf2 contribui também em diversas fungdes
celulares incluindo diferenciacdo, proliferagdo, inflamacado e sintese lipidica, e ha
associacdo de aumento de sua expressao em patologias incluindo cancer,

neurodegeneracao e doencas cardiovasculares (BRYAN ET AL., 2012).

Nrf2 tem basicamente trés dominios principais: O N-terminal, uma regido de liga-
¢ao e o dominio Kelch C-terminal (ZHANG ET AL., 2006). O dominio N-terminal é res-
ponsavel pela homodimerizagcdo da proteina que se liga a Nrf2, Keap1 (ZIPPER&MUL-
CAHY, 2002). A regiao de ligacao € um dominio rico em cisteinas reativas, o que se torna
vital para a atividade sensorial dessa proteina (ZHANG&HANNINK, 2003). E o dominio
Kelch C-terminal contém seis sequéncias Kelch conservadas repetidas e é essa regiao
que se fixa ao dominio Neh2 do Nrf2 promovendo sua fixagdo (ZHANG ET AL., 2006)
(FIGURA 2).

A Association with Cul3
Homodimerization Association with Nrf2 (DC domain)
BTB IVR DGR CTR

Keap1 HH,—‘:I - ____I | I I_I | ltcoon

Association Transactivation
with Keap1 domain DNA binding domain
Neh2 Neh4 Neh5 Neh6 Neh1 Neh3

., 10 | | | ! fcoon
DLG ETGE

.. .DILWRQDI?°DLGVSREV. . .LQLDEE7™ETGE. ..
DLG motif ETGE motif

Figura 2: Dominios das estruturas de Keap1 e Nrf2.

Nota: A regido N-terminal de Keap1 media a homodimerizagéo e associagdo com Cul3, e a regido C-terminal
de Keap1 se liga a Nrf2. A regido N-terminal de Nrf2 é designada dominio Neh2, que contém dois motifs
responsaveis pela interagcdo com Keap1. Os dominios Neh4, Neh5 e Neh3 s&o importantes para a transati-
vacgao de Nrf2 (KATOH, 2001; NIOI, 2005). O dominio Neh1 é o local onde ocorre a dimerizagdo com Maf e
a ligagcdo com o DNA.

Fonte: MITSUISHI ET AL., 2012.
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A regulacdo da atividade da Nrf2 é um fator critico para a resposta de defesa celular
quando sob estresse oxidativo. Sua atividade € essencialmente regulada pela proteina
Keap1, um fator citosolico que se liga a Nrf2 para que esta ndo migre para o nucleo (FI-
GURA 3). Quando as células sdo expostas a um estresse oxidativo, Nrf2 se dissocia de
Keap1, transloca para o nucleo e ativa a expressdo de genes de resposta antioxidante
(ZHANG ET AL., 2006). Os genes ativados pela Nrf2 podem ser classificados como enzi-
mas antioxidantes de fase 2, chaperonas moleculares, enzimas reparadoras de DNA e
proteinas de resposta antinflamatoéria (HAYES ET AL., 1999), e de acordo com suas fun-
¢cbes: responsaveis pela homeostasia redox celular, crescimento celular e apoptose, res-
posta inflamatéria e vias de degradagdo mediada pela ubiquitina (THIMMULAPPA ET AL.,
2002; KWAK ET AL., 2003; LEE ET AL., 2003; RANGASAMY ET AL., 2004).

Quando essa via antioxidante foi descoberta, os pesquisadores tinham indicios
que a proteina Keap1 apenas tinha fungdo no sequestro de Nrf2 para que esta proteina
ficasse retida no citosol e nao translocasse para o nucleo formando um heterodimero com
Maf, ligando-se a regido ARE ativando a expressao de genes antioxidantes. Mas nos
ultimos anos, foi demonstrado que Keap1 n&o s6 atua no sequestro passivo de Nrf2 no
citosol, mas também tem um papel crucial na marcacao de Nrf2 para ubiquitinagédo e de-
gradacgao pelo proteassomo (CULLINAN ET AL., 2004). Keap1 apresenta varias cisteinas
reativas que atuam como sensores do estado redox intracelular (BOLATI ET AL., 2013).
Exposi¢cdes a moléculas enddégenas ou exdgenas, como espécies reativas de oxigénio
(EROs), 15-desoxi-delta 12, 14-prostaglandina J2, ditioletionas, triterpendides, isotiociana-
tos, podem modificar as cisteinas reativas em Keap1 (WAKABAYASHI ET AL., 2004), e
levar a dissociacdo do Nrf2 do complexo Keap1/Nrf2 ou induzir mudangas conformacionais
em Keap1 para resgatar Nrf2 da degradacao proteassomal (CHARTOUMPEKIS ET AL.,
2013).
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Figura 3: O sistema Keap1/Nrf2.

Nota: Sob condigbes normais, Nrf2 é constantemente ubiquitinado por um processo dependente de Keap1 e
degradado pelo proteassomo.Quando exposto a eletrofilos ou a algum estresse oxidativo, Keap1 € inativado.
Assim Nrf2 transloca para o nucleo e ativa a expressao de varios genes protetores celulares.

Fonte: MITSUISHI ET AL., 2012.

Células HEK293T superexpressando Nrf2 apresentam esta proteina predominan-
temente no nucleo. Ja quando co-transfectada com Keap1, as duas proteinas se co-lo-
calizavam no citoplasma (ITOH ET AL., 1999). Este foi um dos experimentos que de-
monstrou a grande importancia da proteina Keap1 para a regulacao negativa de Nrf2.
Outro experimento envolvendo camundongos knockout para Keap1, demonstrou que es-
ses animais n&o sobreviviam mais do que trés semanas e morriam por ulceracdes esto-
macais (WAKABAYASHI ET AL., 2003). Esses e outros achados estabelecem que o pa-
pel de Keap1 nao € apenas um regulador negativo e responsavel pela ubiquitinagcdo da
proteina Nrf2, mas também desempenha um papel vital para o funcionamento dessa via

antioxidante.

Comparando a atividade inibitéria de Keap1 na forma selvagem com mutadas em
cultura de células, foram identificadas duas cisteinas criticas (C273 e C288), localizadas
no dominio de ligagao da proteina Keap1 de humanos, que foram essenciais para mediar
a repressao transcricional de Nrf2 (ZHANG&HANNINK, 2003). Apdés mais pesquisas, 0
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mesmo grupo identificou uma terceira cisteina importante (a C151) no dominio N-termi-
nal, que era requerida para ativagao da transcricdo em resposta ao tratamento com tBHQ

e sulforafano.

Cada vez mais a literatura tem mostrado mecanismos alternativos de regulagao do
Nrf2, incluindo fosforilagao do Nrf2 por varias proteinas quinases (PKC, P13K/Akt, GSK-
B, JNK), interagcbes com outras proteinas (p21, caveolin-1) e fatores epigenéticos
(BRYAN ET AL., 2012). Além disso, vale ressaltar que a diminuigdo da taxa de degrada-
¢ao de Keap1 também pode ser considerada um mecanismo indireto de regulacéo de
Nrf2 (TAGUCHI ET AL., 2012), ja que quando ha uma maior quantidade de Keap1 no

citosol, ha uma maior retengdo da proteina Nrf2 nessa regido (ITOH ET AL., 1999)

Existem também dados conflituosos no mecanismo pelo qual a proteina Nrf2 se
torna livre na célula. Alguns indicam que insultos eletrofilicos podem dissociar o complexo
Keap1/Nrf2 (LEVONEN ET AL., 2004; NITURI ET AL., 2009), enquanto outros dados su-
gerem que esses insultos eletrofilicosna verdade desprendem o complexo Cul3 de
Keap1, o que impede a degradacao proteassomal de Nrf2 (EGGER ET AL., 2009; RA-
CHAKONDA ET AL., 2008).

Quanto a degradacéao da proteina Keap1, ja foi demonstrado que ela € ubiquitina-
dain vivo e in vitro pelo mesmo complexo Cul3 que ubiquitina seu substrato, Nrf2 (ZHANG
ETAL., 2005). Isso acontece, pois a proteina Keap1 é considerada um membro da familia
BTB-Kelch, que apresenta mais de 40 proteinas ja listadas no genoma humano. As pro-
teinas dessa familia também s&o capazes de atuar como adaptadoras do complexo Cul3.
Assim, alguns experimentos utilizando indutores de estresse oxidativo da familia das qui-
nonas (como o tBHQ, tert-butilhidroquinona) aumentou a ubiquitinagdo de Keap1, resul-
tando em maiores quantidades de Nrf2 ativado (ZHANG ET AL., 2005).

Alguns trabalhos demonstram o papel de Nrf2 em sua agéao protetora, tanto in vitro
como in vivo, mas ainda nao esta claro seu papel em doencgas cardiovasculares ligadas a
DRC. Ja foi descrito que o envelhecimento dos vasos sanguineos pode estar associado ao
comprometimento da via de Nrf2 e desregulagéo da sinalizagéo redox celular, contribuindo
para a incapacidade funcional das artérias (VALCARCEL-ARES ET AL., 2012). Foi obser-
vada uma inativagao dessa via em aortas de ratos nefrectomizados (FIGURA 4) (AMINZA-
DEH ET AL., 2013).
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FIGURA 4: Efeito do RTA dh404 em Nrf2, alvos de Nrf2 e expressao de Keap1 em aorta de ratos DRC.
Nota: Representagcao dos Western blotmostrando a abundancia de proteina Nrf2, e genes downstream de
Nrf2: superoxido dismutase 2 (SOD2) e heme oxigenase1 (HO-1), bem como Keap1 nas aortas de controle
simulado (n = 6) e de 5/6 ratos nefrectomizados [insuficiéncia renal cronica (IRC)] tratado com veiculo
(DRC, n =9) ou dh404 RTA (DRC + RTA dh404, n = 9). A histona H1 serviu como controlo de carga para
Nrf2, enquanto GAPDH serviu comocontrole de carga para SOD2, HO-1, e Keap1. Os asteriscos indicam
uma diferenca estatisticamente significativa de controle sham (p <0,05). Daggers indicam uma diferenca
estatisticamente significativa entre o grupo de CKD (1 p <0,05).

Fonte: AMINZADEH ET AL., 2013.

Em relacdo a DRC, estudos mostram que o indoxil sulfato, assim como a hiperten-
séo,suprimem a expressao de Nrf2 no rim e em culturas de células tubulares, seguido pela
menor expressao de genes antioxidantes como o HO-1 e NQO1, e elevando o nivel de 8-
OHdG, um produto da oxidagdo do DNA, indicando estresse oxidativo (BOLATI ET AL.,
2013). Ja é estabelecido na literatura o papel da via de Keap1/Nrf2 em situagdes de dia-
betes, onde se sabe que a hiperglicemia desses pacientes € capaz de ativar a transloca-
¢ao da proteina Nrf2 para o nucleo. Isso ocorre devido a auto-oxidagao da glicose, e a
producdo mitocondrial exagerada de superoxido em células endoteliais de vasos de
grande e pequeno portes (LIU ET AL., 2014). Varios estudos tém indicado efeito preven-
tivo da ativagao de Nrf2 em situagdes de glicose elevada induzida em células em cultivo
e em estudos de complica¢des diabéticas em modelos animais (XUE ET AL., 2008). Uti-
lizando células endoteliais em cultivo expostas a alta glicemia, verificou-se que a ativi-
dade transcricional de Nrf2 é significativamente aumentada (UNGVARI ET AL., 2011).
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1.8 Ativadores de Nrf2

Desde o entendimento da via de Keap1/Nrf2 como fator crucial na defesa celular
contra estresse oxidativo, varios estudos tém se voltado a encontrar moléculas que
ativem dessa via, a fim de promover uma protec¢ao celular enddégena. Ja foi relatado que
o sulforafano, um dietético natural presente em vegetais como o brocolis, couve de
Bruxelas, repolho e couve-flor, € um excelente indutor para a promog¢ao da translocagao
de Nrf2 para o nucleo celular (HONG ET AL., 2005). Varios estudos tém demonstrado as
propriedades protetoras do sulforafano contra danos de isquemia-reperfusdo em cérebro
(ZHAO ET AL., 2006; CHEN ET AL., 2011) e rim (YOON ET AL., 2008). Em cultivo de
cardiomidécitos, o sulforafano promoveu a reducao de espécies reativas de oxigénioe a
fragmentacdo do DNA (ANGELONI ET AL., 2009). Experimentos in vitro com células
tubulares renais da linhagem KH11 mostraram que os danos oxidativos promovidos pelo
manitol, um diurético metabolicamente inerte no homem, foi atenuado depois do
tratamento com sulforafano (CUI ET AL., 2012).

Além do sulforafano, sabe-se que uma molécula também muito importante e pre-
sente em estudos de ativacao da via de Keap1/Nrf2 é o tBHQ.Trata-se de um composto
antioxidante fendlico sintético amplamente utilizado como conservante em alimentos pra
prolongar sua validade nas prateleiras. Varios estudos ja demonstraram sua eficacia na
protecao celular ao estresse oxidativo quando este é provocado por indutores tais como
o alcool, a dopamina, o peroxido de hidrogénio, glutamato, entre outros (LI ET AL., 2002;
YAN ET AL., 2010). Sabe-se que o papel protetor do tBHQ resulta da ativagado de Nrf2
(DINKOVA-KOSTOVA ET AL., 2002; LI ET AL., 2005; YAN ET AL., 2010). Essa ativagao
ocorre porque este composto é capaz de reagir com o grupo tiol de cisteinas da proteina
repressora, Keap1, fazendo com que essa proteina nao seja mais capaz de manter Nrf2

ligado, permitindo sua translocacao para o nucleo (LIKGKONG, 2009).

Estatisticas apontam que um de cada trés pacientes diabéticos desenvolvem nefro-
patia diabética o que aumenta o risco de doengas cardiovasculares. Visando uma melhora
neste quadro pela ativagédo da via de Nrf2, foram realizados estudos com o composto bar-
doxolone metil, conhecido por reduzir o estresse oxidativo e a inflamagao (pela ativagéo de
Nrf2 e inibicdo de NF-kB, respectivamente) e pelo aumento na taxa de filtracao glomerular
em pacientes com DRC associada a diabetes mellitus (ZEEUW ET AL., 2012). Porém o
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uso dessa substancia foi interrompida apods levar a ébito uma alta porcentagem de indivi-
duos tratados. Esse estudo, que ainda estava em fase de teste clinico, foi entao interrom-
pido (ZOJA ET AL., 2013).
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2 OBJETIVOS

Devido ao impacto das doencas cardiovasculares que acometem doentes renais
crénicos (TALL ET AL., 2012) e ao possivel papel da via de Keap1/Nrf2 na defesa do
organismo contra estresse oxidativo, o objetivo deste trabalho foi avaliar a resposta dessa
via em células endoteliais de aorta de coelho (RAEC) expostas ao soro urémico humano.

Para isso, avaliamos:

1- A funcionalidade da via Keap1/Nrf2 em células endoteliais de aorta de coelho
(RAEC);

2- O efeito da exposicdo do soro urémico e nao urémico na ativacado da via
Keap1/Nrf2 de acordo com o tempo de exposicao;
3- A expressdo dos genes da heme oxigenase1(HO-1) e y-glutamato-cisteina-
ligase (GCLC) ativados pela translocagao de Nrf2 para o nucleo celular;
4- O papel de uma toxina urémica isolada, o indoxil sulfato, na indu¢do da via de
Keap1/Nrf2.
Ativacdo da
via
Keap1/Nrf2
R —
a . N
Cultivo
celular de
RAEC
-
Imunofluorescéncia gPCR
| |
Soro Urémico Soro Urémico Indoxil
Total Total Sulfato
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de Nrf2 Keapl HO1 e GCLC Keapl HO1 e GCLC

Figura 5: Fluxograma com os passos dos experimentos realizados.
Fonte: O autor.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Células.

Células endoteliais de aorta de coelho (RAEC) foram gentilmente cedidas pela Dr?
Helena Nader da UNIFESP. RAECs foram cultivadas em meio F12 (Cultilab) contendo
penicilina (100U/mL) e estreptomicina (10ug/mL) e 10% de soro fetal bovino (Cultilab). Para

o repique celular foi utilizada a enzima pancreatina (2,5g/L) para desaderir as células.

3.2 Soros humanos.

Empregamos o uso dos pools de soro ja utilizado em outras pesquisas em nosso
laboratério (RODRIGUES ET AL., 2015). O uso dos soros urémicos € nao urémicos esta
aprovado pelo comité de ética em pesquisa da Universidade Federal do Parana, sob
processo de numero 19868113.3.0000.0102.

Parameters Non-uremic pool Uremic pool
(n=30) n=29)
Urea ( mg/dL) 301 1514
Creatinine ( mg/dL) 0.77 883
Uric acid {mg/dL) 5.80 740
Glucose (mg/dL) 23 115
Calcium (mg/dL) 11 10
Phosphorus (mg/dL) 4.2 6.5
Albumin (mg/dL) 4.7 5.1
Total cholesterol { mg/dL) 215 164
CRP (mg/L) 0.356 1.105
Total thiols (uM) 662 268
Carbonylated proteins (nmol/mg albumin) 0.77 087

Tabela 2: Caracterizagdo dos soros urémicos.

Nota: A caracterizagao dos soros humanos foi realizada em laboratério de analises clinicas convencional.
Esses soros ja foram utilizados em outros experimentos realizados pelo nosso grupo.

Fonte: RODRIGUES, 2014.

3.3 Tratamento celular.

As células foram primeiramente carénciadas com 0,5% de soro fetal bovino
overnight. Apos este passo,foram expostas a tratamentos com ou sem drogas em meio
usual (F12 com 10% soro fetal bovino e antibi6ticos) ou com pools de soro humano urémico
(SU) ou pools de soro humano nao urémico (SNU), na concentragdo de 10% v/v. Como
controle positivo da translocagédo de Nrf2 para o nucleo, utilizamos tBHQ (Sigma), na

concentragao de 50 uM (LI ET AL., 2014), sulforafano (Santa Cruz) na concentracao de
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5uM (ZHANG ET AL., 2003), e glicose, na concentragédo de 30mM (UNGVARI ET AL.,
2011), por 5 e 24 horas, tempos estes escolhidos tomando por referéncia estudos prévios
de nosso grupo (RODRIGUES ET AL., 2015). O controle negativo foi feito com células em

cultivo usual, com 10% de soro fetal bovino, em condi¢gdes normais, sem nenhum estimulo.

3.4 Imunofluorescéncia Indireta.

As células foram plagueadas numa confluéncia aproximada de 3 x10* células em
meio com 0,5% de soro fetal bovino em laminulas de 13mm (Knitell), e deixadas overnight
para adesao. No dia seguinte, as células foram tratadas conforme descrito no item 3.3.
Apés o periodo de tratamento, as células foram lavadas com PBS e fixadas com 4% de
paraformaldeido (PFA) por 20 minutos. Depois, foram lavadas mais trés vezes com PBS
e os aldeidos bloqueados com glicina (0,1M) por 5 minutos. A permeabilizagcdo das
células foi feita utilizando saponina (0,01%) em BSA (1%)em PBS por uma hora. O
bloqueio dos sitios inespecificos foi feito pelo BSA contido nas solugdes. Apds o bloqueio
e permeabilizacéo, as células foram incubadas com o anticorpo anti-Nrf2 (Santa Cruz H-
300, 1:50) em PBS contendo BSA (1%) durante uma hora em temperatura ambiente.
Para retirada do anticorpo nao ligado, foram lavadas as laminulas trés vezes com PBS e
entdo, foi feita a adicdo do anticorpo secundario anti-lgG de coelho conjugado com
fluoréforo verde, AlexaFluor 488 (Molecular Probes, 1:1000 em 1% BSA em PBS). O
anticorpo secundario foi incubado durante 50 minutos a temperatura ambiente e protegido
da luz (camara escura). Apés a incubagédo com o secundario, as células foram novamente
lavadas trés vezes com PBS. O nucleo foi corado com DAPI (3uM, 4 6-diaminidino-2-
fenilindol, Invitrogen) durante 5 minutos a temperatura ambiente. Apds estas etapas, as
laminulas foram montadas com fluormount (Sigma) na Iamina e a fluorescéncia foi
avaliada em microscopio de fluorescéncia no scanner de laminas (Zeiss) da UFPR, e

analisadas. Esses experimentos foram realizados por 5 vezes, independentemente.

3.5 Tratamento para PCR em tempo real.

Os tratamentos realizados para PCR em tempo real foram feitos em placas P100 de
RAEC, numa confluéncia aproximada de 80%. Essas células foram tratadas de mesma
forma que descreve o item 3.3, adicionado um tratamento extra, com indoxil sulfato (939
MM, Sigma). Todos esses tratamentos foram realizados por 5h e 24h, num total de cinco

experimentos independentes.
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3.6 Extracgéo e tratamento do RNA das células.

Apos o cultivo e tratamento, o RNA dessas células foi extraido com o auxilio do kit
Invisorb Spin Cell RNA (Invitekk) de acordo com o manual do kit. Apds a extracdo, a
concentragdo de RNA de cada tratamento era medida no Nanodrop (ThermoScientific).
Apos a extragdo, uma eletroforese em gel de agarose (1%, Invitrogen) com 0,5ug de RNA
total foi feita para verificar se as bandas 28S e 18S (RNAr) estavam claras e visiveis, a fim
de se comprovar a integridade das amostras. 5ug de RNA eram submetidas ao tratamento
com DNAse (Deoxirribonuclease | - Invitrogen), por 30 minutos a 37°C ao colocar a DNAse,
e apos adicionar o EDTA para inativagdo da enzima, a temperatura era alterada para 60°C

por 10 minutos.

3.7 Transcrigdo reversa.
A transcrigdo reversa dos RNA’s foi realizada com o kit RevertAid Reverse
Transcriptase (Promega) de acordo com as instrugdes do fabricante. O primer utilizado foi

oligodT (18 pares de base, Fermentas) ndo contido no kit.

3.8 PCR em tempo real.

O PCR em tempo real foi realizado com o kit Sybr Green (Qiagen) sob condigdes
descritas no manual da enzima(95°C por 10 minutos, e 40 ciclos de desnaturagao a 95°C
por 15 segundos, seguidos de temperatura de anelamento e extensdo 60°C por 60
segundos, terminando com um gradiente de temperatura de 60°C a 95°C, mantendo por 5
segundos em cada passo de temperatura). Foram utilizados primers (TABELA 3) das
regides de interesse dos seguintes genes: Keap1, HO1, GCLR. O gene normalizador
utilizado para foi o hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase (HPRT). Esses primers
foram desenhados com o] auxilio do programa primerBLAST
(www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) e sintetizados pela empresa GBT Oligos
GenBiotech. A reacéo foi feita utilizando cDNA (referentes a 500 pg de RNA total), 1,5mM

de Sybr Green, 10pmol de primer senso e antisenso, e agua para completar 10uL de

reacao em cada tubo. Os experimentos foram realizados em triplicata para cada replicata
técnica de experimentos independentes de células tratadas. Os controles negativos de
contaminagao eram tubos que nao continham cDNA. A reagao de PCR em tempo real foi


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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realizada no termociclador Rotor Gene 6000 (Qiagen) e processada de acordo com o

software do proéprio instrumento.

Gene: Forward: Reverse:
Keap1 5-CCCATGAACACCATCCGAA-3" | 5'-CTACGAAGCTCCAGGTTT-3’
HO1 5-TTTCAGAAGGGCCAGGTGA-3" | 5'-GACCGGGTTCTCCTTGTTG-3°

GCLC 5-TGAGGATGATGAGGCAGCA-3" | 5-CAGCACTCAGAGCCATAACA-3’
HPRT 5-GGCTTGCTCGAGATGTGAT-3" | 5'-GAGCACACAGAGGGCTACA-3’

Tabela 3: Primers utilizados em qPCR.

Nota: Oligonucleotideos desenhados com base no banco de dados NCBI através do BLAST, e sintetizados
pela empresa GBT Oligos GenBiotech.

Fonte: O autor.

3.9 Analises do PCR em tempo real.

Apds o término da corrida, os dados obtidos foram salvos, e submetidos a analise

usando o threshold para gerar os Ct de cada amostra.

3.10 Anélises estatisticas.

As analises estatisticas foram realizadas a partir dos valores obtidos com os ACt de
cada amostra, gerados apds obtengéo de seus Cts, média das amostras, desvios padrao
e comparagao com o Ct do gene normalizador. Nas analises de expressao de RNAm, os
dados foram avaliados utilizando-se o software STATISTICA (versdo 8.0), realizando
analises de variancia ANOVA de duas vias, seguido pelo teste a posteriori de Tukey-
Kramer. Todos os dados estao representados por média + erro padrao e foi tomado como

significante p<0,05.
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4 RESULTADOS

Caracterizagédo da funcionalidade da via Keap1/Nrf2 nas células RAEC. Os resultados
de distribuicdo de Nrf2 por imunofluorescéncia demonstram que o tratamento com os
ativadores classicos da via, tBHQ 50uM, sulforafano SuM e glicose 30mM, por 5h, induziram
uma modificacdo da localizagcdo de Nrf2 nas células em relagdo ao seu controle, sem
tratamento. A imunomarcagdo nas células ndo tratadas (controle) apresenta-se
predominantemente no citosol (FIGURA 6A), enquanto que nas células expostas a esses
ativadores a imunomarcagao ficou mais concentrada, principalmente na regidao perinuclear
utilizando o tBHQ (FIGURA 6B) e mais nuclear quando tratadas com sulforafano e glicose
(FIGURA 6C E 6D). Estes resultados mostram que células RAEC possuem a via de
Keap1/Nrf2 funcional, capaz de ser ativada com a indugdo de um estresse oxidativo, sendo,

portanto, um modelo adequado para nossos estudos.

Eontrole 5h B tBHQ 50uM 5h

Sulforafano 5uM 5h. D . Glicose 30mM 5h

FIGURA 6: Caracterizacdo da funcionalidade da via Keap1/Nrf2 nas células RAEC.

Nota:Células RAECs foram plaqueadas em laminulas numa confluéncia aproximada de 3.10% e mantidas
em meio completo (10% soro e antibiéticos) sem tratamento (A), meio completo acrescido de 50uM de
tBHQ (B), meio completo acrescido de 5uM de sulforafano (C) e meio completo acrescido de glicose 30mM
(D) por 5h. Apés a reacao de imunofluorescéncia utilizando anti-Nrf2 (1:50) e secundario acoplado a
AlexaFluor 488 (Molecular Probes, 1:1000), observou-se a translocagédo da proteina Nrf2 para a regido
perinuclear das células que foram expostas ao tratamento com tBHQ (B) e para a regido nuclear das células
que foram expostas ao tratamento com sulforafano (C) e glicose (D), em comparagdo com as células
mantidas em meio controle (A) Escala em 20um.

Fonte: O autor.
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Efeito da exposi¢do das células RAEC ao estimulo urémico. Com a demonstragéo de
que a proteina Nrf2 transloca para o nucleo em resposta a sulforafano, tBHQ e hiperglicemia
nas células RAEC, o proximo passo foi avaliar esta translocagéo em resposta ao tratamento
com pools de soros urémicos e nao urémicos. Os resultados mostraram que enquanto o soro
n&o urémiconao teve efeito na translocacdo de Nrf2 (FIGURA 7C), o soro urémico induziu
um padrao de imunomarcag¢ao mais perinuclear e nuclear em relacao ao controle (FIGURA
7D), nas células tratadas por 5h. As imagens controle (FIGURA 7A) e sulforafano (FIGURA

7B) sdo as mesmas ilustradas acima, e estdo no quadro abaixo para fins de comparagao.

CBntrole 5h B Sulforafano S5uM 5h

SNU 5h D

FIGURA 7: Efeito dos soros nao urémico e urémico na distribuicdo de Nrf2 em RAECs tratadas por 5h.
Nota: Células RAECs foram plaqueadas em laminulas numa confluéncia aproximada de 3.10* e mantidas
num meio completo (10% soro e antibidticos) sem tratamento (A), meio completo acrescido de 5uM de
sulforafano (B), meio acrescido de 10% de soro ndo urémico (C) e meio de 10% de soro urémico (D) por
5h. Apds a reacao de imunofluorescéncia utilizando anti-Nrf2 (1:50), e secundério acoplado a AlexaFluor
488 - verde (Molecular Probes, 1:1000), observou-se a translocacéo da proteina para a regido nuclear das
células que foram expostas ao tratamento com sulforafano (B) e meio total acrescido de 10% de soro
urémico, em comparagdo com as células mantidas em meio controle (A) e meio total acrescido de 10% de
soro ndo urémico (B). Escala em 20uM.

Fonte: O autor.

Ja quando o tratamento dessas células foi feito por 24h, o padrao de imunomarcacao

das células tratadas com soro urémico (FIGURA 8D) permaneceu mais abundante no citosol
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das células, semelhante as células controle (FIGURA 8A) e nas células tratadas com soro
nao urémico (FIGURA 8C), mostrando assim que a translocagdo nuclear de Nrf2 parece
estar inativada apdés mais horas de exposicao, diferentemente do que acontece apds a

incubacao com sulforafano. Nesta condi¢éo, Nrf2 permanece no nucleo.

Esses resultados nos mostraram que o soro urémico induz uma translocagao
transiente de Nrf2, evidenciada apos 5 h de tratamento, seguida de uma inativagao da via,

observada apos 24 h de exposicao.

Controle 24h B Sulforafano Sul24h

SNU 24h D

FIGURA 8: Efeito dos soros nao urémico e urémico na distribuicdo de Nrf2 em RAECs tratadas por 24h.
Nota: Células RAECs foram plaqueadas em laminulas numa confluéncia aproximada de 3.10* e mantidas
num meio completo (10% soro e antibioticos) sem tratamento (A), meio completo acrescido de SuM de
sulforafano (B), meio acrescido de 10% de soro n&o urémico (C) e meio de 10% de soro urémico (D) por
5h. Apés a reacao de imunofluorescéncia utilizando anti-Nrf2 (1:50),e secundario acoplado a AlexaFluor
488 - verde (Molecular Probes, 1:1000). Observou-se a translocagéo da proteina para a regido nuclear das
células que foram expostas ao tratamento com sulforafano (B) em comparagdo com as células mantidas
em meio controle (A). Enquanto as células exposta ao meio total acrescido de 10% de soro urémico (D) e
meio total acrescido de 10% de soro nao urémico (B) apresentaram uma imunomarcagéao concentrada no
citosol celular. Escala em 20uM.

Fonte: O autor.
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Validagéo dos resultados em qPCR. Para a validagédo dos resultados em gPCR, foi
realizada eletroforese em gel de agarose para analisar se apenas um fragmento estava
sendo amplificado pelos determinados pares de primers, confirmando o anelamento do

primer apenas na sequéncia de interesse.

Figura 9: Gel de agarose de Keap1, HO1 e GCLC.

Nota: Gel de agarose de amostras aleatérias de PCR em tempo real, ilustrando que os amplicons Unicos em
cada amplificagdo, com tamanhos entre 100 e 200 pares de base, o que esta de acordo com os tamanhos
esperados.

Fonte: O autor.
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Efeito dos soros urémico e ndo urémico na expressdo génica de HO1 e GCLC. Os
niveis da expressao dos genes HO1 e GCLC foram analisados em RAEC tratadas com soros
nao urémico e urémico por 5h e 24h.Os resultados mostraram um aumento significativo da
expressao destes genes em relagcao ao controle negativo(dado ndo mostrado). A expressao
desses dois genes apresentou-se significativamente aumentado nas células tratadas com o
soro urémico em comparacgao as tratadas com soro nao urémico por 5 h. Apés 24h, contudo,
0s niveis regrediram para niveis proximos aos do tratamento com soro ndo urémico (FIGURA
10).

Expressao génica de HO1 e GCLC
+
_ 1
35,0 ke
[ 1
30,0 = -
25,0
20,0
E." 15,0
(o]
10,0
5,0
0,0 i I
-5,0
SNU 5h SU 5h SNU 24 SU 24h
HHO1 0,380 31,860 0,419 3,060
m GCLC 0,540 25,220 3,212 5,668

Figura 10: Expresséao génica de HO1 e GCLC em RAECs expostas ao soro ndo urémico e soro urémico.
Nota: Células RAEC foram plaqueadas em placas P100 e tratadas com soros ndo urémicos e soros urémicos,
mantidas em tratamento por 5h ou 24h. Apds o tratamento, o0 RNA dessas células foi extraido, tratado com
DNAse, transformado em cDNA e submetido a técnica de PCR em tempo real. *P<0,05.

Fonte: O autor.
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Efeito dos soros urémico e nao urémico na expressao génica de Keap1. Para verificar
um possivel papel da proteina repressora na redugao da expressao dos genes downstream
de Nrf2 nessas células, também foi analisada a expressao génica de Keap1 em células
RAEC tratadas com soro ndo urémico e soro urémico. Interessantemente, os niveis de
Keap1 ndo sofreram alteragdes significativas pela exposigéo ao soro urémico apos 5h. Apos
24h, houve um aumento significativo, de cerca de 26x, nas células tratadas com soro urémico
quando comparadas aos niveis nas células tratadas com o soro ndo urémico. Estes
resultados indicam que o soro urémico induz um aumento marcante na expressao génica de
Keap1 apos 24 h de exposigéao (FIGURA 11).

Expressao génica de Keapl
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10,0

-10,0

SNU 5h SU 5h SNU 24h SU 24h
|l Keapl 6,880 0,523 3,369 81,177

Figura 11: Expresséo génica de Keap1 em RAECs expostas ao soro hdo urémico e soro urémico.

Nota: Células RAEC foram plaqueadas em placas P100 e tratadas com soro nao urémico e soro urémico,
mantidas em tratamento por 5h ou 24h. Apds o tratamento, o0 RNA dessas células foi extraido, tratado com
DNAse, transformado em cDNA e submetido a técnica de PCR em tempo real..*P<0,05

Fonte: O autor.
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Efeito da toxina isolada - indoxil sulfato — na expressdo de Keap1 e dos genes
downstream HO1 e GCLC. O indoxil sulfato € um dos metabdlitos que mais se acumula no
sangue em situagdes de DRC. Para avaliarmos seu papel na inativagcao da via Keap1/Nrf2

também realizamos tratamentos em RAEC com esta toxina isolada.

Primeiramente, comparamos a expressdao dos genes HO1 e GCLC em RAECs
tratadas e n&o tratadas com sulforafano (controle positivo de ativagdo de Nrf2). Os resultados
mostraram que ha um aumento dos genes nas células incubadas com sulforafano em
relacdo ao controle negativo apdés ambos os tempos de exposicéo, de acordo com o0s
resultados de translocag&o nuclear de Nrf2 (FIGURA 12). A incubacdo com indoxil sulfato
por 5h induziu um aumento significativo da expressao de HO1, cerca de 7x maior em relagao
ao controle negativo, mas nao na expressao de GCLC. Interessantemente, tal aumento na
expressao de HO1 desapareceu apdés 24h (FIGURA 12). Quando comparadas as
expressoes dos genes downstream nas células tratadas com indoxil sulfato por 5h e 24h,
verificamos que ha uma diminui¢do significativa nos niveis de ambos os genes, indicando

que o indoxil sulfato contribui para inativar a via de Nrf2 apds 24h (FIGURA 12).

A expressao génica de Keap1 esta diminuida nas incubagdes com sulforafano. E nas
incubacgdes com indoxil sulfato, apesar de parece mais expressa que em seu controle, ndo

apresentou diferenga estatistica apds 24h (FIGURA 12).
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Expressao génica de Keapl, HO1 e GCLC
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mHO1 0,033 38,607 7,837 0,036 31,973 0,494
m GCLC 1,402 52,561 4,163 0,732 43,217 0,915

Figura 12: Expresséo génica deKeap1, HO1 e GCLC em RAECs expostas a controles positivos e negativos e

indoxil sulfato.

Nota: Células RAEC foram plaqueadas em placas P100 e tratadas com controle positivo, controle negativo e
indoxil sulfato, mantidas em tratamento por 5h ou 24h. Apds o tratamento, o RNA dessas células foi extraido,
tratado com DNAse, convertido em cDNA e submetido a PCR em tempo real. .*P<0,05

Fonte: O autor.
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5 DISCUSSAO

No presente trabalho analisamos os efeitos do pool de soro urémico, obtido de
pacientes doentes renais cronicos em hemodialise, assim como de uma das toxinas
urémicas encontradas em maior abundancia nestes pacientes — o indoxil sulfato - na ativagao
da via de Keap1/Nrf2 em células endoteliais de aorta. Estas células foram escolhidas por
participarem da constituicdo da camada mais interna dos vasos sanguineos. Assim, ficam
diretamente expostas as toxinas urémica se, suscetiveis ao estresse oxidativo associado a
uremia (DOU ET AL., 2015).

Nossos dados mostraram que as RAEC apresentam a via Keap1/Nrf2 funcional. A
proteina Nrf2 dessas células em cultura é capaz de ser ativada por ativadores classicos,
como o tBHQ, sulforafano e hiperglicemia. Portanto, RAEC mostraram-se um modelo viavel

em nosso estudo.

Na literatura, ja encontramos varias evidéncias que mostram que a via de Keap1/Nrf2
encontra-se ativada sustentadamente em células endoteliais nos casos de diabetes
(UNGVARI ET AL., 2011), uma doenga conhecida por gerar estresse oxidativo sistémico nos
pacientes. Deste modo, essa via tém sido considerada um importante alvo terapéutico
(ZHENG ET AL., 2011) para uma possivel melhora no prognostico dos individuos que sofrem
com essa doenca. Varios estudos tém se voltado a descobrir tratamentos alternativos as
medicagdes para doengas que expdem o paciente a um estresse oxidativo crénico, como é

o caso do diabetes e também da DRC.

Ja no caso da cardiovasculatura relacionada a DRC, foi demonstrada recentemente
a inativacdo da via de Keap1/Nrf2na aorta de ratos que sofreram nefrectomia de 5/6
(AMINZADEH ET AL., 2013).Esta inativagao foi mostrada pela diminuigcado da expressao de
proteinas downstream de Nrf2, como a superdxido dismutase2e heme oxigenase 1. Tal
resultado foi justificado pelo aumento da expressdo da proteina Keap1 em animais
nefrectomizados. Provavelmente essa proteina estava atuando reprimindo o funcionamento
dessa via, por impedir o desligamento do complexo Keap1/Nrf2 encontrado no citosol celular
sob condigbes fisiolégicas. Este mesmo resultado - diminuicdo da expressdo de genes
downstream e aumento da expressao de Keap1 —também foi observado pelo mesmo grupo
nos tecidos renais de ratos nefrectomizados em relagao ao controle saudavel (KIM&VAZIRI,

2010). Nossos dados confirmam que também em células endoteliais a uremia, a longo prazo,
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causa uma inativagdo desta via, possivelmente pelo aumento da expressdo génica de
Keap1, que também foi observada. O aumento da expresséo proteica de Keap1 ja foi
observado em aortas de ratos nefrectomizados (AMINZADEH ET AL., 2013). A regulagéo
da expresséao desta proteina € complexa, e envolve tanto processos pos-traducionais, como
a taxa de sua degradacao (TAGUCHI ET AL., 2012), ea expressao transcricional (MISHRA

ET AL., 2014), observada em nossos dados.

Um dado interessante que foi observado em nossos experimentos foi a ativagao tran-
siente da via de Keap1/Nrf2. Nas primeiras horas de exposi¢cao aos estimulos urémicos, es-
sas células pareceram iniciar um mecanismo de defesa através da expressao de genes an-
tioxidantes de defesa, transcricdo essa que € mediada pelo fator nuclear Nrf2. Porém, essa
adaptacdo celular parece nao ser sustentada com uma situagdo de estresse oxidativo
grande, por horas prolongadas, e essa via acaba por ser inativada depois de algumas horas.
Este dado pode estar relacionado a um resultado recente de nosso grupo, em que 0 soro
urémico induziu um aumento da relagdo GSH total/GSSG tanto em RASM (células de mus-
culo liso de coelho) quanto em RAEC apds 3 h de incubagéo, embora ndo estatisticamente
diferente dos niveis obtidos em células tratadas com soro ndo urémico. Contudo apds 6 e
24h, a relagdo GSH total/GSSG foi menor nas células tratadas com o soro urémico do que
nas tratadas com o soro n&o urémico (RODRIGUES ET AL., 2015).

Nas primeiras 5h de exposicdo ao soro urémico, foi observada uma maior
translocacao de Nrf2 para o nucleo em relacéo ao controle nas imunofluorescéncias, e um
aumento na expressao dos genes heme oxigenase 1 (HO1) e cisteina ligase (GCLC). Porém,
chamamos essa ativagao de transiente, pois, depois de 24h de exposi¢cao ao estimulo
urémico, houve um retrocesso na translocacédo de Nrf2 para o nucleo em relagdo ao seu
controle, e uma baixa na expressao dos genes downstreams citados anteriormente. Essa
queda na expressao de genes downstream de Nrf2 apos exposi¢ao ao estimulo urémico total
ou a toxinas urémicas isoladas, seja em situagdes in vitro (BOLATI ET AL., 2013) ou in vivo
(AMINZADEH ET AL., 2013; KIM&VAZIRI ET AL., 2010) também ja foi demonstrada em

alguns estudos.

Este dado corrobora o aumento da expressdo do gene Keap1 em células RAEC
tratadas por 24h com soro urémico, obtido em nossos experimentos. De fato, essa proteina
repressora pode estar impedindo a translocagao de Nrf2 para o nucleo, impedindo seu papel

protetor no sistema antioxidante endégeno celular. O aumento da expressao de Keap1, bem
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como a queda na sua degradacgao, pode ter papel crucial na represséo do funcionamento da
via de Keap1/Nrf2.

Como as proteinas downstream de Nrf2 tém efeito citoprotetivo e em situagdes de
estresse urémico suas expressoes estao diminuidas em células endoteliais, este fato pode
estar relacionado aos altos indice de eventos cardiovasculares e morte em doentes renais

crénicos.

Para esclarecer o papel da toxina urémica isolada, indoxil sulfato, que ja foi caracteri-
zada como uma das toxinas urémicas mais abundantes em soros de pacientes urémicos, e
devido ao seu papel chave nas lesdes endoteliais (BARRETO ET AL., 2014), também reali-
zamos experimentos com essa toxina isolada, a fim de fazer uma possivel relacdo dessa
toxina com a ativacao da via de Keap1/Nrf2. Utilizamos em nossos experimentos a concen-
tracdo maxima urémica (939uM) de indoxil sulfato no soro urémico ja detectada, e padroni-
zada pelos estudiosos de toxicidade urémica. Entretanto, estudos recentes apontam para
uma revalidagado dos efeitos celulares do indoxil sulfato e do p-cresil sulfato empregando
concentragdes médias encontradas nas populagées de DRC (VANHOLDER ET AL., 2014)

Nossos resultados de PCR em tempo real mostraram um aumento n&o significativo
de GCLC em células expostas ao estimulo com indoxil sulfato por 5h, € um aumento signifi-
cativo de HO1. Este aumento foi inferior ao observado para células expostas ao soro urémico
total. Este dado pode estar relacionado ao fato de que o indoxil sulfato, apesar de ser uma
das toxinas mais abundantes na circulagdo de pacientes renais crénicos, pode nao causar
uma toxicidade tao grande quando esta isolado de outras toxinas urémicas. Além disso, ou-
tras toxinas encontradas no soro urémico total podem, em conjunto, provocar uma maior

ativagéo da via de Keap1/Nrf2.

Quando essas células foram tratadas com a toxina urémica isolada, indoxil sulfato,
por 24h, foi observado um aumento da expressao génica de Keap1 em relagdo as células
tratadas por 5h, apesar de nao significativo. Esse dado, em conjunto com a queda da ex-
pressao de genes downstream apos 24h, parece explicar a menor citoprote¢éo endogena
pela inativagao da via de Keap1/Nrf2, corroborando os dados de soro urémico. Assim, foi
observado um menor poder de ativacao da via quando utilizamos esta toxina urémica isolada
em nossos experimentos, quando estas células eram expostas ao tratamento por 5h. Apesar

de varios estudos ja terem demonstrado um papel fundamental na inativacdo da via de
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Keap1/Nrf2 provocado pelo indoxil sulfato (BOLATI, 2013; NIWA, 2010), nossos dados nos
mostraram que, apesar de aparentemente essa toxina estar inativando a via, seu papel é

menos evidente do que nos resultados observados para soro urémico.

Ja foi mostrado na literatura que indoxil sulfato pode estar envolvido na lesdo endote-
lial e é capaz de desencadear a produgao de moléculas pré-inflamatérias, como a COX-2,
além de ser capaz de inibir a regeneragéo e reparo do endotélio, e atuar na produgéo endo-
telial de radicais livres (DOU, 2004). O mesmo grupo ja demonstrou um efeito transiente de
acido indol acético-3 na expressdo de COX-2 em células endoteliais, com um aumento de
expressao nas primeiras horas e queda nas horas subsequentes (DOU, 2014). Esse dado
nos mostra que outras toxinas urémicas também sao capazes de fazer uma ativagao transi-

ente de outras vias redox-celulares.
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6 CONCLUSAO

Nossos resultados nos permitem concluir que:

1) As células RAEC possuem a via Keap1/Nrf2 responsivas aos ativadores
classicos, como tBHQ, e principalmente a alta concentracédo de glicose e
sulforafano;

2) A exposicdo ao soro urémico induz uma ativagdo transiente da via de
Keap1/Nrf2, sendo ela ativa nas primeiras horas de exposicdo mas inativada
depois de 24h de exposi¢ao, em relagdo ao soro nao urémico e aos controles.

3) A expressao dos genes da heme oxigenase 1 (HO1) e cisteina ligase (GCLC) foi
maior nas primeiras horas de exposi¢cao ao soro urémico, sendo ela reduzida a
niveis basais apos 24h de exposicao ao soro urémico, em relagdo ao soro nao
urémico e aos controles;

4) Atoxinaisolada, indoxil sulfato, parece ter um papel ativador da via nas primeiras
horas, sendo significativo para o gene HO1 e nao significativo pra GCLC, porém
depois de 24h essa via encontra-se inativada. Mas todos os resultados obtidos

para indoxil sulfato foram inferiores aos obtidos para o soro urémico total.
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