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RESUMO

Toxinas urémicas sdo substancias de tamanho variavel, que acumulam no sangue de pacientes
da doenga renal cronica (DRC), e em altas concentragdes tornam-se toxicas. Algumas se ligam
a proteinas e por isso ndo sao removidas facilmente pela didlise. Destacam-se indoxil sulfato
(IxS), p-cresil sulfato (pCS) e acido indol acético (IAA), as quais, em concentragdes elevadas,
estdo associadas a mortalidade aumentada dos pacientes de DRC. A principal causa de morte
desta populacdo sao as doengas cardiovasculares. A autofagia ¢ um processo basico de
degradacdo intracelular, e desempenha uma agdo crucial no desenvolvimento, e na
sobrevivéncia de todos os tipos celulares. Em situagdes de estresse, as células ativam o processo
autofagico para lidar com o agente estressor, justificando o efeito deletério da autofagia inibida.
Na primeira parte deste trabalho, mostramos que IxS, pCS e IAA, isoladamente ou combinadas,
inibem o fluxo autofagico celular. Células tumorais epiteliais (HeLa) tratadas por 4h com as
toxinas urémicas apresentaram uma expressao aumentada das proteinas LC31I e p62, indicando
um fluxo autofagico inibido. Este dado foi confirmado por ensaio de fluxo autofagico utilizando
bafilomicina Al. A inibicdo foi demonstrada também por imagem. Cé¢lulas NIH3T3
expressando a proteina mRFP-GFP-LC3 foram incubadas por 4h com as toxinas isoladas ou
combinadas e analisadas por microscopia confocal. Além disso, investigamos os efeitos da
autofagia inibida em células endoteliais EA.hy926. Os dados obtidos mostraram que células
endoteliais tratadas por 48 h com as toxinas urémicas apresentaram aumento nos niveis de
proteinas carboniladas e aumento na sensibilidade ao peroxido de hidrogénio, efeitos que foram
suprimidos quando as células foram pré-tratadas com rapamicina, um agente ativador da
autofagia. Na segunda parte deste trabalho, investigamos o efeito das toxinas urémicas na via
de Nrf2, uma vez que ja foi demonstrado que autofagia bloqueada pode ativar Nrf2 pela via
ndo-candnica. Nrf2 ¢ uma proteina presente no citossol celular ligado a proteina Keapl em
condigdes fisiologicas. Quando as células sdo expostas a agentes eletrofilicos e oxidantes, Nrf2
¢ acumulada, transloca para o nucleo e atua como fator de transcri¢do, ativando a transcri¢cao
de genes antioxidantes e de destoxificagdo. Células HeLa expostas por 4 h as toxinas urémicas
apresentaram um aumento na expressdo da proteina Nrf2. Para avaliar se esta ativacdo era
resultado da ativacdo nao canonica, comparamos a ativagdo do gene repoérter luciferase em
células expressando Keap1 selvagem ou Keapl C151S, pois a via ndo-canonica independe do
residuo de cisteina 151. De fato, nossos resultados mostraram que enquanto os ativadores
classicos de Nrf2 sulforafano ou t-butilhidroquinona s6 ativaram a luciferase em células com
Keapl selvagem, as toxinas urémicas combinadas ativaram a luciferase tanto em células com
Keapl selvagem como com Keapl mutado, indicando que a ativagdo de Nrf2 promovida pelas
toxinas ¢ ndo candnica. Esta ativagdo, contudo, ¢ transiente, e apds 48 h de exposicao, € perdida,
como demonstrado pela analise de localizagdo subcelular de Nrf2 por microscopia confocal.
Finalmente, usando células MEF NRF2 +/4+ ou NRF2—/—, mostramos que a viabilidade celular
apos 48 h de incubagao com as toxinas urémicas apresentou-se diminuida na auséncia de Nrf2,
corroborando a ideia do importante papel da via Nrf2 na uremia. Em conjunto, nossos dados
mostram que as toxinas urémicas sao capazes de inibir o fluxo autofagico ap6s 4h de tratamento,
o que leva a uma ativacao transiente, mas seguida de uma inativacao da via de Nrf2. Estes dados
podem contribuir para a compreensao dos mecanismos de toxicidade urémica.

Palavras chaves: toxinas urémicas, autofagia, Keap1- Nrf2, doenca renal cronica.



ABSTRACT

Uremic toxins are variable-sized substances that accumulate in the blood of patients with
chronic kidney disease (CKD), and in high concentrations become toxic. Some of them bind to
proteins and are not easily removed by dialysis. These include indoxyl sulfate (IxS), p-cresyl
sulfate (pCS) and indole acetic acid (IAA), which, in high concentrations, are associated with
increased mortality in patients with CKD. The main cause of death in this population is
cardiovascular diseases. Atherogenesis has been associated with deficiency in the autophagy
pathway in vascular cells. Autophagy is a basic process of intracellular degradation, and plays
a crucial role in the development, and survival of all cell types. In stress situations, the cells
activate the autophagic process to deal with the stressor, justifying the deleterious effect of
inhibited autophagy. In the first part of this work, we show that IxS, pCS and [IAA, alone or in
combination, inhibit the autophagic cellular flow. Epithelial tumor cells (HeLa) treated for 4 h
with uremic toxins showed increased expression of the LC3II and p62 proteins, indicating an
inhibited autophagic flux. This data was confirmed by autophagic flow assay using bafilomycin
Al. Inhibition was also demonstrated by imaging. NIH3T3 cells expressing the mRFP-GFP-
LC3 protein were incubated for 4 h with the toxins isolated or combined and analyzed by
confocal microscopy. In addition, we investigated the effects of autophagy inhibited on
endothelial cells EA.hy926. The data showed that endothelial cells treated for 48 h with uremic
toxins showed increased levels of carbonylated proteins and increased sensitivity to hydrogen
peroxide, effects that were suppressed when cells were pretreated with rapamycin, an autophagy
activating agent. In the second part of this work, we investigated the effect of uremic toxins on
the Nrf2 pathway, since it has already been demonstrated that blocked autophagy can activate
Nrf2 by the noncanonical pathway. Nrf2 is a protein present in the cellular cytosol bound to
Keapl protein under physiological conditions. When cells are exposed to electrophilic and
oxidizing agents, Nrf2 is accumulated, translocates to the nucleus and acts as a transcription
factor, activating the transcription of antioxidant and detoxification genes. Hela cells exposed
for 4 h to uremic toxins showed an increase in Nrf2 protein expression. To evaluate whether
this activation was a result of non-canonical activation, we compared the activation of the
luciferase reporter gene in cells expressing wild Keap1 or Keapl C151S, since the noncanonical
pathway is independent of the cysteine residue 151. Indeed, our results showed that while the
classical activators of Nrf2, sulforaphane or t-butylhydroquinone, only activated luciferase in
cells with wild Keap1, the combined uremic toxins activated luciferase in both wild-type Keap1
and mutated Keapl cells, indicating that activation of Nrf2 promoted by toxins is non-
canonical. This activation, however, is transient, and after 48 h of exposure, is lost, as
demonstrated by the subcellular localization analysis of Nrf2 by confocal microscopy. Finally,
using MEF NRF2"/* or NRF2"/~ cells, we showed that cell viability after 48 h of incubation
with uremic toxins was decreased in the absence of Nrf2, corroborating the idea of the important
role of the Nrf2 pathway in uremia. Taken together, our data show that uremic toxins are able
to inhibit autophagic flow after 4h of treatment, which leads to transient activation, but followed
by an inactivation of the Nrf2 pathway. These data may contribute to the understanding of
uremic toxicity mechanisms.

Keywords: uremic toxins, autophagy, Keap1- Nrf2, chronic kidney disease.
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1 INTRODUCAO

Uremia ¢ uma condi¢do patologica atribuida a retengdo de compostos urémicos no sangue
e tecidos durante o estdgio final da doenga renal cronica (DRC), os quais em individuos
saudaveis sao eliminados durante a filtragao renal do sangue (Brady e Singer 1995; Chao e
Chiang 2015). Alguns desses compostos, como o indoxil sulfato (IxS), p-cresil sulfato (pCS),
acido indol acético (IAA) e fenil sulfato se ligam a proteinas sanguineas e ndo sao facilmente
eliminados pelas terapias de dialise convencionais.

Esses compostos sao chamados de PBUTs, do inglés protein-bound uremic toxins, e
podem induzir o aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (Duranton et
al. 2012; Vanholder et al. 2014, 2012; Vanholder, Laecke, e Glorieux 2008; Vanholder et al.
2011, 2003; Vanholder e De Smet 1999), inflamacao, hipertrofia tubular, necrose, apoptose,
fibrose, glomeruloesclerose e outras desordens envolvidas no processo de faléncia renal (Maggi
et al. 1994; Lekawanvijit et al. 2012; Dou et al. 2007; Serradell et al. 2002; Duranton et al.
2012; Brunet et al. 2011).

Entre as toxinas urémicas, IxS e pCS tem recebido mais atengdo nos ultimos anos. Ambas
estdo implicadas na progressao da DRC (Hyun, Paik, e Cho 2013; Wu et al. 2013; Pretorius et
al. 2013; Liabeuf et al. 2016; Shimizu et al. 2012; Six et al. 2015; Lin et al. 2015; Lin et al.
2016; Chiang et al. 2011; Ito et al. 2010; Yu, Kim, e Kang 2011; Dias et al. 2018; Liu, Tomino,
e Lu 2018), em eventos cardiovasculares e na mortalidade em pacientes em dialises. IAA
também tem sido associado com o aumento da mortalidade em pacientes DRC (Dou et al. 2014;
Boelaert et al. 2013).

Diferentes grupos evidenciaram o efeito do soro urémico como um agente de dano
vascular, demonstrando que a exposicao de células endoteliais a meio contendo soro urémico
resulta em aumento da expressao e da distribuicdo de moléculas de adesdo celular, além de
causar o aumento da secre¢ao de moléculas de adesdo nos sobrenadantes da cultura celular
(Sagripanti et al. 1998; Serradell ef al. 2002; Moe et al. 2003; De Groot et al. 2004; Fasoli et
al. 2006; Stinghen et al. 2009; Rodrigues et al. 2015; Maciel et al. 2018).

Também foi demonstrado que a uremia € capaz de inibir a diferenciacdo de células
endoteliais progenitoras, esse dano celular estd diretamente relacionado com a falha dos
mecanismos de reparo de danos cardiovasculares em pacientes com insuficiéncia renal. A
toxicidade urémica em cardiomiocitos afeta a capacidade de contragdo e relaxamento dessas
células e isso pode ser a causa ou um agravante para quadros de disfuncdo diastélica, umas das

complicagdes cardiovasculares mais comuns relacionadas a faléncia renal (Periyasamy et al.
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2001). Em leucocitos o efeito deletério do soro urémico induz estados pro-inflamatoérios e pro-
oxidativos (Ando et al. 1997; Dou et al. 1998; Galli et al. 2003; Yoon, Pahl, e Vaziri 2007,
Bonan et al. 2016), o que poderia explicar o aumento do risco de DVC.

Sistemas naturais de defesa antioxidante, incluindo enzimas antioxidantes de fase II e
agentes detoxificantes podem oferecer protecao contra danos em tecidos provocados por EROs.
O sistema Keap1- Nrf2 Kelch ECH-associated protein 1 (KEAP1) -NF-E2 p45-related factor 2
(Nrf2) compreende um sistema de citoprotecdo, particularmente, em resposta ao estresse
xenobidtico e oxidativo.

Em condi¢des normais, Nrf2 ¢ continuamente marcado para poliubiquitinacdo pela
atividade do complexo KEAP1-CUL3 através da ubiquitina ligase E3 e assim
consequentemente ¢ degradado pelo proteossoma (Dinkova-Kostova, Kostov, e Canning 2016;
Kobayashi ef al. 2004; Zhang e Hannink 2003). Contudo, expondo células ao estresse oxidativo
ou eletrofilos, residuos de cisteina em Keapl podem ser modificados conduzindo ao acimulo
de Nrf2 devido a uma ubiquitinacdo deficiente (Zhang et al. 2005). Enquanto isso, uma
molécula de Nrf2 dissociada de Keap1 ¢ entdo translocada para o nticleo, iniciando a transcrigao
dos seus genes alvo. Os genes alvo possuem em elemento da resposta antioxidante (ARE) em
suas regides reguladoras que sdo reconhecidos por Nrf2, tais genes como, glutamato cisteina
ligase (GCL), quinona oxirredutase 1 (NQO1), glutationa S-transferase (GST), heme oxigenase
1 (HO-1) e seus promotores (Motohashi e Yamamoto 2004).

O sistema Keapl- Nrf2 tem mostrado um efeito protetor em diversas patologias, como
a DHGNA (doenga hepatica gordurosa nao alcéolica) (Song et al. 2016), asma (Nadeem et al.
2016), enfisema (Bahmed et al. 2016), diabetes (Choi, Kang, e Kwak 2014; Zheng et al. 2011;
T. Jiang et al. 2010), doengas cardiovasculares (Bai et al. 2015; Li et al. 2011; Chen et al.
2015), doengas renais (Aminzadeh ef al. 2013; Saito 2013; Choi, Kang, e Kwak 2014)

Além da ativagdo canonica de Nrf2 que ¢ resultado da oxidagdo de residuos de
cisteinas em Keapl, uma ativacdo nao candnica foi recentemente descrita, essa ativacao
acontece quando ocorre acimulo da proteina p62 (Lau ef al. 2010; Hayashi ef al. 2015; Dodson
e Zhang 2017).

A proteina p62 serve como um adaptador entre a autofagia seletiva e a sinalizagao de
ubiquitina. Consequentemente, p62 estd associado a proteinas e agregados de proteinas
malformadas que serdo degradadas de maneira dependente da atividade autofagica. Assim, p62
pode interagir com Keapl sequestrando-o nos autofagossomos, permitindo dessa forma a

ativagdo nuclear de Nrf2.
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Dessa forma, torna-se interessante o estudo dos mecanismos que envolvem a ativagao

ou inativacdo da resposta celular antioxidante mediados pela toxicidade urémica.
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1 OBJETIVOS

Sabendo que a doenca cardiovascular ¢ a principal causa de morte em pacientes com
DRC e, que disturbios autofagicos e a diminui¢ao da resposta do sistema antioxidante podem
estar associados a disfuncdo endotelial, este trabalho teve como objetivo principal caracterizar
o distirbio da via autofagica e da via Keapl-Nrf2 em células endoteliais expostas a toxinas
urémicas;

Especificamente:

-avaliar o mecanismo de inibi¢do da autofagia promovido pelas toxinas IxS, pCS e IAA
em células HeL a;

-avaliar o impacto da inibi¢do da autofagia em células endoteliais;

-avaliar o papel das toxinas IxS, pCS e IAA na ativagdo ndo canonica de Nrf2;

-avaliar a ativag¢do de Nrf2 em tempos curto e longo de exposi¢do de células endoteliais

as toxinas IxS, pCS e IAA.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Doenca renal crénica
A perda da capacidade funcional, completa ou irreversivel, dos rins ¢ definida como
doenga renal cronica (DRC), uma vez que os rins tornam-se incapazes de remover os produtos
da degradacao metabdlica corporal ou realizar fungdes reguladoras (Ribeiro et al. 2008; Bastos,
Bregman, and Kirsztajn 2010). Substancias que deveriam normalmente ser eliminadas na urina
acumulam-se no sangue gerando uma condic¢ao patoldgica.

Pacientes com DRC apresentam elevada taxa de mortalidade, devido a alta incidéncia de
complicagdes relacionadas a doencas cardiovasculares (DCV), responsavel por
aproximadamente 50% do total de mortes (Muxfeldt ez al. 2010). De fato, sabe-se que a DCV
¢ a principal causa de morte em doentes renais cronicos em fases iniciais ou ndo, mesmo para
pacientes que se encontram em terapia renal substitutiva (Gansevoort ef al. 2013; Wright and
Hutchison 2009).

Entre os fatores de risco tradicionais associados a DRC que mais sdo relevantes destacam-
se a hipertensao arterial e diabetes mellitus (Brunet ez al. 2011; Sim et al. 2015; Malyszko 2010;
Muxfeldt et al. 2010). Dos danos vasculares causados por essas duas patologias a redugdo da
densidade capilar ¢ um dos mais deletérios, pois aumenta a pressdo intraglomerular causando a
esclerose glomerular e consequentemente a perda da fungdo renal, além disso, acentuam-se as
lesdes endoteliais causadas pelos produtos finais da glicolisagdo avangada (Stinghen et al.
2016; Tan et al. 2002; Fishman ef al. 2018) e o aumento da produgdo de angiotensina-2, este
ultimo relacionado com a liberagao de citocinas e quimiocinas pré-inflamatérias que induzem
o acumulo de células leucocitarias no intersticio renal (Bruchfeld ez al. 2009).

De fato, a disfuncdo endotelial, ¢ um evento bem descrito na faléncia renal (Malyszko
2010; Stam 2006), ¢ comum que doentes renais possuam multiplos fatores de risco para a DCV
e elevada taxa de mortalidade quando comparado a populagdo geral, dado que os danos
vasculares causados principalmente pela inflamagao, por aumento do estresse oxidativo e pela
calcificagdo vascular associados a disfuncao renal contribuem para o desenvolvimento da
uremia (Ravarotto et al. 2018; Scholze et al. 2016; Vaziri 2004; Himmelfarb ef al. 2002;
Locatelli et al. 2003; Dai et al. 2017). Outros fatores também podem contribuir para o
surgimento e agravamento dos estadgios de faléncia renal, tais como, fatores genéticos (Smyth
et al. 2014), ambientais (Bruce et al. 2009), hemodinamicos e disturbios metabolicos (Slee

2012; H. Chen et al. 2016).
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Devido ao comportamento deletério dos eventos associados ao desenvolvimento da DRC,
torna-se crucial a deteccdo da doenga renal em estagios iniciais para que condutas terapéuticas
apropriadas possam ser aplicadas para retardar a sua progressao.

Em 2002, foi publicada uma diretriz pela “National Kidney Foundation” sobre DRC
que compreendeu a avaliacdo, classificagdo e a estratificacdo de risco, baseada em trés
componentes: marcadores de dano renal, um componente funcional baseado na taxa de filtragao
glomerular (TFG) e um componente temporal. Dessa forma, baseados nos critérios
estabelecidos por essa diretriz, considera-se portador de DRC um individuo que apresente uma
TFG menor que 60 mL/min/1,73m? associada a pelo menos um marcador de dano renal
parenquimatoso e lesdo renal presente ha pelo menos 3 meses (National Kidney Foundation
2002).

O sistema de classificacdo do estadiamento da DRC ¢ crucial para evitar a ambiguidade
e a sobreposi¢cdo dos dados atualmente em uso, para isso sdo reunidas observagdes clinicas,
epidemiologicas e funcionais para a caracteriza¢do da doenca em 5 estagios. Nos estagios finais
(4 e 5) a TFG alcanga valores criticamente baixos. Nessa etapa da progressao da DRC instala-
se a sindrome urémica, caracterizada principalmente pelo acimulo de toxinas urémicas no
sangue (Himmelfarb 2009; Vanholder, Laecke, e Glorieux 2008; Vanholder et al. 2003) e por
disfuncdes em outros sistemas devido a presenca destas toxinas. Nessa fase ocorre o maior risco

de morte em doentes renais devido a complicagdes recorrentes da uremia.

2.2 Toxinas urémicas
Definem-se toxinas urémicas as substincias que deveriam ser excretadas pelos rins, na
urina, mas que permanecem no sangue e tecidos em virtude da insuficiéncia renal (Himmelfarb
2009; Vanholder ef al. 2003).

De acordo com o grupo EUTox (European Uremic Toxin), cuja proposta ¢ a
identificacdo e caracterizacao de toxinas urémicas desconhecidas e, o desenvolvimento de
novas abordagens terapéuticas para doencgas renais cronicas, para que um composto possa ser
considerado uma toxina urémica € necessario atender algumas exigéncias, representadas na

tabela 1 (Barreto et al. 2014).
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Tabela 1. Defini¢ao de toxina urémica

Ser quimicamente identificada e quantificada de forma precisa

Niveis plasmaticos/corporais totais deverao ser mais altos do que em individuos
saudaveis;
Altas concentracdes deverao estar correlacionadas a disfungdes/sintomas especificos,

que desaparecem a medida que as concentracdes sao reduzidas;

Fonte: Adaptado de Barreto et al., 2014.

A retengdo das toxinas urémicas no sangue pode causar modificagdes bioldgicas e
funcionais que contribuem para a sindrome urémica. Entre os principais fatores estdo: acidose
metabolica, sobrecarga de liquidos, acimulo de produtos finais do catabolismo de proteinas
(Tonelli, Karumanchi, e Thadhani 2016), desnutricdo, desequilibrios hormonais e
principalmente toxinas urémica (Lisowska-Myjak 2014; Vanholder et al. 2003; Vanholder
2018).

De acordo com as suas propriedades fisico-quimicas as toxinas urémicas podem ser
divididas em trés grupos: compostos soluveis em agua de até 500 Daltons, compostos de
tamanho médios (acima de 500 Daltons) e moléculas que estdo ligadas a proteinas, que podem
variar em relagdo ao tamanho, mas sao comumente menores que 500 Daltons.

Compostos urémicos soliveis em agua sdo facilmente removidos durante a dialise,
entretanto quando ligados a proteinas sdo mais dificeis de serem eliminadas e o acimulo dessas
toxinas produz efeitos toxicos importantes no sistema cardiovascular, configurando a principal
causa de morte em doentes renais (Tonelli, Karumanchi, e Thadhani 2016; Vanholder, Laecke,
e Glorieux 2008).

Tais compostos estdo envolvidos na lesdo cardiovascular, afetando diretamente células
endoteliais (Watanabe et al. 2015; Inami et al. 2014; Tumur and Niwa 2009), leucdcitos
(Rutkowski et al. 2006; Dias et al. 2018; Ahmed et al. 2013) e células do musculo liso
(Muteliefu, Enomoto, and Niwa 2009), inibindo a regeneracao e o reparo endotelial e estdo
envolvidas na produgdo de espécies reativas de oxigénio na DRC (Vanholder et al. 2012;
Vanholder et al. 2014).

Das toxinas ligadas a proteina destacam-se o indoxil sulfato, um metabolito de
triptofano nas proteinas dietéticas que ¢ sintetizado no figado, normalmente ¢ excretado na
urina, mas quando ha deterioramento da fun¢do renal acumula-se no soro devido a depuracao
renal reduzida (Niwa e Shimizu, 2012), essa toxina ¢ incorporada na membrana basal de células

tubulares renais e proximais, ¢ indutora de senescéncia celular, disfun¢ao de células tubulares
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e também induz a produgdo de EROs, e p-cresol (4-metilfenol) que possui diversos efeitos
deletérios afetando a resposta inflamatoria e endotelial (Barreto et al. 2014), causando danos as
células tubulares induzindo estresse oxidativo pelo aumento da atividade da NADPH-oxidase

(Watanabe et al. 2013).

2.2.1 p-Cresil sulfato

Nas ultimas décadas tem se intensificado o interesse no estudo de importantes toxinas
urémicas dentre as quais, aqui investigadas, encontram-se: o indoxil sulfato (IxS) e o p-cresil
sulfato (pCS), particularmente, pela inabilidade de remogao através da dialise e pela associacao
com o progresso da DRC e DCV.

O p-cresil sulfato ¢ uma toxina urémica sintetizada no figado a partir da sulfatagdo do
indol, um metabolito do triptofano produzido na flora intestinal (Figura 1) (De Smet et al. 2003;

Evenepoel et al. 2009).
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Figura 1. Biossintese da geragdo de p-cresol, p-cresilglucoronidato e p-cresilsulfato a partir da tirosina.

Fonte: (Raymond Vanholder ef al. 2011)

Em condicdes renais normais o pCS ¢ encontrado em baixas quantidades, sendo
secretado pela urina via tubulo proximal, no entanto, quando a fun¢do renal estd comprometida
o acumulo dessa substancia pode trazer graves danos ao organismo (Vanholder et al. 2014),
uma vez que nao ¢ eficientemente removida pela dialise e nem pela dialise peritoneal devido a

sua afinidade de ligagdo com proteinas de alto peso, como a albumina (Watanabe et al. 2012).
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Além disso, os niveis de p-cresil sulfato aumentam de acordo com a progressao da DRC
mostrando uma correlacao negativa com a taxa de filtragao renal dos doentes renais (Pretorius
et al. 2013), o aumento dos niveis de pCS sugerem estar relacionado com a taxa de
sobrevivéncia renal e cardiaca em pacientes DRC (Watanabe et al. 2015; Lin et al. 2010; Wu
et al. 2012; Vanholder et al. 2014).

Sabe-se que o pCS pode contribuir para a progressao da DRC através da ativacao de
mecanismos patologicos, como a indugdo do estresse oxidativo e também através de reagdes
inflamatoérias (Assis et al. 2015; Mutsaers et al. 2015; Watanabe et al. 2013; Vanholder et al.
2014).

Em células tubulares renal HK-2, a presenga de pCS em meio de cultura dose
tempo/dependente, demonstrou que o p-cresil sulfato aumenta significantemente os niveis da
expressdo de mRNA de citocinas inflamatdrias ou proteinas envolvidas no processo de fibrose
renal, como TFG-B1, TIMP-1 e préo-1 colageno (I) e ainda que a produgdo de espécies reativas
de oxigénio induzida por pCS diminui significativamente a viabilidade celular de HK-2, uma
vez que na presenca de NAC e probenicide o efeito deletério foi significantemente reduzido
(Watanabe et al. 2013), dado confirmado por ensaio in vivo utilizando nefrectomia em 5/6 em

ratos Wistar tratados com pCS 50 mg/kg/dia injetado peritonialmente por 4 semanas.

2.2.2 Indoxil sulfato

O indoxil sulfato também ¢ uma toxina urémica sintetizada no figado a partir da
sulfatacdo do indol (Figura 2), um metabolito do triptofano produzido na flora intestinal
(Vanholder ef al. 2014). IxS se liga a albumina, no subdominio IITA (Devine et al. 2014), a
albumina ¢ a proteina mais abundante presente no plasma (38 g/L ou 570 uM). A importancia
da albumina nesse contexto ¢ devido ao seu papel carregador para diferentes compostos
hidrofobicos encontrados no plasma.

Embora haja uma relagdo inversamente proporcional entre o acimulo de IxS e pCS e a
taxa de filtragdo glomerular, ¢ importante notar que, a TFG ¢ um pobre preditor dessas toxinas
no soro. Um vez que, as ligagdes de pCS e IxS com a albumina variam na faixa de 40 a 99% e
sendo que apenas as porgdes livres sdo capazes de serem removidas através dos transportadores
de anion organico (OAT) 1, 3 e 4, ou seja, a remocdo da porgdo livre dessas toxinas esta
condicionada aos transportadores tubulares (Niwa e Shimizu 2012; Yisireyili et al. 2014;

Watanabe et al. 2015; Stockler-Pinto et al. 2014; Sirich et al. 2014).
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Figura 2. Desenho esquematico para sintese metabolica de indoxil sulfato.

Fonte: (Hirata ef al. 2015)

2.2.3 Acido indol acético

O 4cido indol acético (IAA) outra toxina urémica ligada a proteina, pertencente ao
grupo dos inddis derivados do metabolismo do triptonano (Figura 3). Da mesma forma que IxS
e pCS, IAA também possui um efeito deletério relacionado ao seu acimulo. O aumento de IAA
no sangue induz a elevacao da expressao ciclooxigenase-2 (COX-2) conduzindo a processos
inflamatoérios (Laetitia Dou ef al. 2014), diminui a atividade mitocondrial, reduzindo a atividade
da cadeia transportadora de elétrons afetando a capacidade metabolica renal na DRC (Mutsaers
et al. 2013), além disso ha evidencias que indicam que IAA junto com IxS podem aumentar o
efeito procoagulante em eritrocitos induzindo a morte celular por eriptoses, o que também pode
ser um indicador de danos cardiovasculares (Gao et al. 2015).

IAA também foi associado ao estresse oxidativo em células tubulares HK-2, através
do aumento da producdo do radical hidroxila, além disso, [AA também induz a expressdo da
proteina PAI-1, cujo aumento esté relacionado com um maior risco de aterosclerose e trombose
(Motojima et al. 2003; Boelaert ef al. 2013). Assim, a regulagdo positiva de PAI-1 induzida por
IAA em células tubulares pode contribuir para a lesdo tibulo intersticial e ativagdo de NF-

Kappa B na doenga renal.
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Figure 3. Biossintese de acido indol acético (IAA).

Fonte: (Cohen et al. 2002)

Vale ainda destacar o papel do acido hiptrico junto com as demais toxinas urémicas na
progressdo da DRC. Embora essa toxina ndo tenha feito parte da composi¢do experimental
desse trabalho, dados da literatura indicam que pacientes com DRC apresentam niveis séricos
elevados dessa toxina quando comparados a populagdo saudavel (Satoh et al. 2003). O acimulo
do hipurato associado a presenca de IAA e IxS inibe a utilizagdo da glicose nos musculos
estriados, reduz a taxa de filtracdo glomerular devido ao seu efeito direto na hemodindmica
glomerular, aumenta a producao de espécies reativas de oxigénio na mitocondria, todos esses
fatores somados aumentam o risco da disfuncao endotelial e progressao do quadro urémico

(Huang ef al. 2018; Satoh et al. 2003; Motojima ef al. 2003).

2.3 Autofagia

Embora pareca um simples evento de degradacao intracelular, o processo pelo qual a
cé¢lula mantém a homeostase requer um fino ajuste entre sintese e degradagdo. Os dois maiores
sistemas de degradacdo de componentes celulares em eucariotos sdo o sistema ubiquitina-
proteossoma ¢ a via de autofagia.

O sistema ubiquitina-proteossoma exerce um papel central na degradagdo
principalmente de proteinas de vida curta ubiquitinadas e polipeptideos ndo funcionais
(Hershkos et al. 1983; Reyes-Turcu, Ventii, ¢ Wilkinson 2009; Leestemaker e Ovaa 2017,

Hutchins et al. 2013; Tsakiri e Trougakos 2015) e, a autofagia ¢ a via responsavel pela
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degradacao em massa de proteinas e organelas citosolicas de vida longa e proteinas oxidadas
(Mizushima e Komatsu 2011; Zhang 2013; Hansen e Johansen 2011; Meléndez e Levine 2009;
Mizushima 2007; Mijaljica, Prescott, ¢ Devenish 2011; Yang e Klionsky 2010; Friguet 2006;
Pajares et al. 2015).

Os mecanismos moleculares envolvidos na regulacao da autofagia sdo na sua grande
totalidade preservados entre organismos, o processo ¢ coordenado por um conjunto de
proteinas, inicialmente descritos em levedura, como ATGs (Autophagy related genes)
(Reggiori e Klionsky 2013), essa rede de proteinas agrupa-se em complexo funcionais que sdo
ativados e recrutados pelas membranas para iniciar o processo de autofagia (Yu, Chen, e Tooze

2018).

2.3.1 Formagdo do autofagossomo

Das proteinas com o papel central no processo de degradacao autofagica, destacam-se,
mTOR (Mechanistic target of rapamycin) responsavel pela iniciagdo do processo de formagao
do fagofaro, Beclin-1 responsavel pela fase de alongamento do fagofaro, a adaptadora de cargo
sequestossomo 1 p62/SQSTMI (aqui referida apenas como p62) e a proteina LC3 (proteina
associada a microtibulos 1 de cadeia leve 3 (MAP1)) (Shenhe et al. 2018) .

A proteina quinase mTOR regula a sintese de proteinas e o crescimento celular em
resposta a fatores de crescimento, nutrientes, niveis de energia e estresse. Essas funcdes sao
executadas principalmente pelo complexo mTOR 1 (mTORC1) que na sua forma ativa reprime
a autofagia regulando a ativagdo da proteina ULK1 que ¢ uma proteina responsavel pelo
processo de iniciagdo da membrana do fagofaro (Hansen e Johansen 2011; Nakatogawa et al.
2009; Meléndez e Levine 2009).

Quando a via mTOR esta bloqueada ocorre a ativacao da via de Classe III PI3K, que
recruta uma série de proteinas, entre elas a proteina Beclin-1, que ¢é responsavel pelo
alongamento do fagéfaro (Wirawan et al. 2012). A proteina Beclin-1 ¢ expressa em muitos
tecidos e esta envolvida em vérios processos biologicos que vao desde a adaptacdo ao estresse
at¢ o envelhecimento e morte celular, sendo localizada principalmente em estruturas
citoplasmaticas que incluem o reticulo endoplasmatico (RE), mitocondrias e, at¢é mesmo na
membrana perinuclear (McKnight e Yue 2013).

Assim, no processo de alongamento da membrana do fagéfaro um complexo de genes
ATGs presentes na membrana, fazem o recrutamento da proteina LC3 na sua forma lipidada.
A proteina LC3 (proLC3) sofre uma modificacdo pos-traducional, na qual a carboxila da regiao

C-terminal de LC3 ¢ clivada para se tornar uma forma solivel, LC3I (forma citosolica),
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expondo a carboxila da sua glicina terminal. No residuo de glicina, LC3I ¢ entdo conjugado
com PE (fosfatidiletanoamina) sendo entdao convertido a sua forma lipidada LC3II, assim LC3II
¢ encontrado tanto na membrana interna quanto externa do autofagossomos (Figura 4).

A proteina p62 se liga diretamente a LC3 através da regido LIR que reconhece
especificamente LC3. A proteina p62 também ¢ conhecida como sequestossomo 1
(p62/SQSTM1), ¢ uma proteina que possui dominios multiplos que intermedeiam as suas
interagdes com diversos parceiros ligantes, entre esses dominios estdo um dominio Phox1 e B1
(PB1), uma regido zinc finger (ZZ), dois sinais de localizacdo nuclear (NLSs), um dominio de
ligacdo a TRAF6 (TB), um sinal de exportacdo nuclear (NES), uma regido que interage com
LC3 (LIR), uma regido que interage com Keap1 (KIR) e esta envolvida na regulagao da ativacao
do fator de transcricdo da resposta ao estresse oxidativo Nrf2 (X. Lin ef al. 2013; Lau et al.
2010) e um dominio associado a ubiquitina (UBA) que liga proteinas ubiquitiniladas (Long et
al. 2010) (Figura 4). A interacdo de p62 e LC3II necessaria para a degradagdo dos corpos
proteicos ubiquitinados ligados a p62 (Jiang e Mizushima 2013, 2014; Mizushima 2007; Feng
et al. 2014). Apos a formacdo do autofagossomo, ocorre a fusdo da membrana do
autofagossomo com a membrana de um lisossomo e assim o conteudo intra-vesicular ¢ entao

degradado.
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Figura 4. Estrutura do dominio esquematico de p62.
Fonte: Adaptado de Lin et al., 2013
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2.3.2 Categorias de autofagia

A classificagdo da autofagia ¢ dividida em trés categorias: macroautofagia,
microautofagia e autofagia mediada por chaperonas e, a diferenca principal entre elas é que
podem ser seletivas ou ndo seletivas.

A macroautofagia, ou simplesmente autofagia (Figura 5), ¢ o processo de degradagao
celular mais investigado, envolve a formag¢ao de uma membrana dupla, chamada de fagéfaro
que sofre expansdo e alongamento até se auto fundir dando origem a uma estrutura, semelhante
a uma vesicula que ¢ chamada de autofagossomo, posteriormente o autofagossomo se funde
com o lisossomo formando o autolisossomo. Essa fusdo fornece enzimas necessarias para a
digestao de componentes sequestrados que devem ser degradados (Yang e Klionsky 2010; Feng

etal 2014).
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Figura 5. Visdo esquematica do processo de autofagia.

Nota: A autofagia ¢ iniciada a partir da inibicdo de mTOR, seguida pela formacdo e nucleagdo do fagodfaro,
alongamento, fechamento da membrana, maturagdo do autofagossomo e degradacéo final do cargo.

Fonte: (Shenhe et al. 2018)

Um processo semelhante ocorre na microautofagia, mas nesse caso ¢ a propria
membrana lisossomal que se encarrega de fagocitar substratos citosolicos (Mijaljica, Prescott,
e Devenish 2011) e por fim, na autofagia mediada por chaperonas (CMA).

Na autofagia mediada por chaperona todos os substratos de CMA (proteinas citosdlicas
soliveis) contém um motivo proteico (KERFQ-like) pelo qual ligam-se seletivamente a um
receptor na membrana lisossomal, LAMP-2A (proteina de membrana associada ao lisossomo
do tipo 2A) (Figura 6A), que medeia a sua translocagdo para o limen do lisossoma, a

seletividade ¢ dependente do reconhecimento de um sinal que direciona a sequéncia de
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aminoacidos das proteinas de substrato para uma chaperona citosolica HSP70 (Cuervo 2004;

Cuervo e Wong 2014).
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Figura 6. Etapas e funcdes fisiologicas da autofagia mediada por chaperonas (CMA).

Nota: (A) Proteinas degradadas por CMA sido identificadas no citosol por um complexo de chaperona que, ao se
ligar ao motivo de direcionamento na proteina substrato (1), traz a superficie dos lisossomos (2). A ligag¢do do
substrato a cauda citosélica da proteina receptora LAMP-2A promove a multimerizagdo de LAMP-2A para formar
um complexo de translocacdo (3). Ao se desdobrar, as proteinas atravessam a membrana lisossdmica (4) auxiliada
por um capilar luminal e alcangam a matriz lisossdmica onde sofrem completa degradag@o (5). (B) Fungdes gerais
e especificas do tipo celular do CMA e consequéncias da falha do CMA em diferentes 6rgaos e sistemas.

Fonte: (Cuervo e Wong 2014)

2.3.3 Regulagdo da via autofagica no contexto renal

A autofagia desempenha um papel importante no desenvolvimento, na funcao e na
sobrevivéncia de todos os tipos de células e tecidos e esté sujeita a regulacdo por uma variedade
de sinais, incluindo disponibilidade de nutrientes, atividades metabdlicas e alteragdes
ambientais (Figura 6B).

Estudos sugerem que a atividade autofagica exerce um papel importante na fungdo
renoprotetora. Recentemente, foi demonstrado que a proteinuria causa a diminui¢do da
atividade autofagica em células tubulares renais HK-2 através da diminui¢do da formacao dos
autofagossomos (Nolin et al. 2016), além disso, foi verificado que células tubulares tratadas
com rapamicina — um ativador classico da via de autofagia- apresentaram redu¢do do dano

celular quando expostas a proteinuria, diminuindo, por exemplo, a apoptose celular (Liu et al.

2014).
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A diminui¢ao da atividade autofagica também foi demonstrada em leucocitos de
pacientes com DRC e foi associada a anormalidades cardiacas medidas por eletrocardiogramas,
sugerindo que o bloqueio da autofagia possa estar relacionado ao desenvolvimento de doengas
cardiovasculares na DRC (Chen et al. 2013a).

Sabemos que as disfun¢des endoteliais, comumente presentes nas doencas renais,
aumentam o estresse oxidativo, contribuindo para a inflamacdo e morte celular. Quando a
autofagia estd funcional, ela pode eliminar organelas disfuncionais, como mitocondrias
danificadas pela acidose metabdlica, uma das complicagdes comuns em pacientes com DRC
(Namba et al. 2014), o que indiretamente diminui a producdo de EROs, dessa forma atuando
como mecanismo de protecdo. Portanto, se ha diminuicdo da atividade autofagica isso poderia
ser um novo mecanismo para doengas cardiovasculares em pacientes DRC. Consistente com
isso, placas aterosclerdticas de amostras humanas e de camundongos demonstraram o acimulo
de p62 e proteinas poliubiquitinadas condizentes com a diminui¢do da atividade autofagica

(Grootaert ef al. 2018).

2.4 Via de sinaliza¢do Keap1/Nrf2
O estresse oxidativo contribui para o envelhecimento e para o desenvolvimento de
doengas como cancer, doengas cardiovasculares, inflamacao cronica e neurodegenerativas.
Contudo, as células desenvolveram mecanismos adaptativos de defesa capazes de neutralizar
ambientes pro-oxidantes através de mecanismos que ativam fatores de defesa antioxidante
(Zhang et al. 2005).

A regulacdo da resposta celular e de sistemas antioxidantes ao estresse oxidativo
ocorre através de inimeras moléculas sinalizadoras, dentre as quais se destaca o fator nuclear
eritroide 2 (Nrf2) que coordena a expressao de uma rede de genes que codificam proteinas com
diversas atividades citoprotetoras (Dinkova-Kostova e Abramov 2015) mediante a ligacao a
elementos da resposta antioxidante (ARE) em regides promotoras.

Em condigdes fisiologicas normais, a transcricdo de Nrf2 ¢ inibida pela proteina
repressora Keapl (Kelch-like ECH-associeted protein 1) localizada no citoplasma das células.
Keapl é um adaptador para o substrato protéico Cullin 3 (Cul3)/RBX1 ubiquitina ligase (Itoh
et al. 1999), suprimindo a atividade transcricional de Nrf2 por um complexo ubiquitina ligase
que realiza a ubiquitinacao e degradagdo proteossomica de Nrf2 e ao mesmo tempo Keapl ¢
continuamente regenerado permitindo que o ciclo continue (Yi-min, Shuo, e Chun-yi 2016).

Entretanto, um aumento na produ¢do de EROs no organismo promove a liberacao de

Nrf2 de Keapl permitindo sua translocagdo do citoplasma ao nucleo. Dessa forma Nrf2 torna-
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se ativado (Dinkova-Kostova e Abramov 2015). Contudo, nao ha um consenso se o que ocorre
¢ a sintese de uma nova molécula de Nrf2 (Kansanen et al. 2013) ou se Nrf2 ao dissociar-se de
Keapl1 ¢ translocado ao ntcleo celular. O que sabemos ¢ que uma vez ativado e no nicleo Nrf2
liga-se a elementos da resposta antioxidante (ARE) na regido promotora de genes que codificam
enzimas antioxidantes (Figura 7A).

A ativacdo de Nrf2-ARE induz a producdo de enzimas e peptideos que representam
um potente mecanismo antioxidante de defesa, através da regulacdo genes que atuam sobre o
estresse oxidativo, o metabolismo e excrecdo xenobidtica, autofagia, etc exemplos: heme
oxigenases, glutamato cisteina ligase, quinona oxirredutases, p62, tiorreodixina redutases entre
outros (Kensler, Wakabayashi, e Biswal 2007; Hayes e Dinkova-Kostova 2014; Tebay et al.
2015b). Apos restabelecido o equilibrio redox celular, Nrf2 entdo ¢ dissociado do nucleo por
Keapl e transportado para o citosol onde ¢ ubiquitinado e degradado (Figura 7) (Sun et al.
2011).

Além disso, como mencionado na introdugdo deste trabalho, ocorre também a
ativacdo da via Nrf2 de maneira independente dos residuos de cisteina presentes em Keapl, a
esse mecanismo da-se o nome de ativagdo ndo candnica (Figura 7B) (Lau et al. 2010; Silva-
Islas e Maldonado 2018).

Proteinas como p62, p21, DPP3 (dipeptidil peptidase III) entre outras, sdo capazes
dissociar Nrf2 do complexo Keapl através da interagdo direta com Keapl, diminuido assim a
ubiquitinagdo de Nrf2 e consequentemente aumentando sua translocacao nuclear (Lau et al.
2013, 2010; Jiang, Harder, Vega, et al. 2015; Chen et al. 2009).

De fato, o mecanismo ndo canonico mais estudado ¢ através da interagdo de p62 com
Keapl (Silva-Islas e Maldonado 2018). Durante a disfun¢do autofagica ocorre a agregacdo ou
acumulo de p62 que sequestra Keapl dentro dos autofagossomos, resultando numa ativacao
prolongada de Nrf2. E interessante o fato da expressdo de p62 ser regulada por Nrf2 criando
um looping de feedback positivo. A modula¢do de Nrf2 por p62 depende de varios fatores,
como abundancia de p62 ou modificagdes pods-traducionais (Vega ef al. 2016). A manutencao
de Nrf2 ativado pela disfuncdo autofigica causa um estresse redutor ao promover a
quimioresisténcia a drogas anti-tumorais e aumentar a proliferagdo celular em canceres
(Kansanen et al. 2013; Huo et al. 2014; Lau et al. 2010; Li, Paonessa, e Zhang 2012; Homma
et al. 2009; Jaramillo e Zhang 2013).
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Figura 7. Mecanismos candnicos e ndo candnicos de ativacao de Nrf2.

Nota: (A) Ativacdo canonica de Nrf2 através da oxidacao de Keapl, que libera Nrf2 e permite sua translocacao
nuclear. (B) Ativagdo nao canonica de Nrf2 por intermédio da interacdo de entre p62 e Keapl, resultando no
deslocamento de Nrf2 e consequentemente na degradacao seletiva de Keapl1.

Fonte: (Wible e Bratton 2018)

Sabe-se que na DRC a acdo protetora de Nrf2 parece estar diminuida em aorta e rim

remanescente de ratos nefrectomizados em 5/6 (Aminzadeh et al. 2013) e a expressdo de Keapl
estd aumentada.
A acdo da toxina urémica indoxil sulfato parece suprimir a expressao de Nrf2 em tecido renal,
uma vez que em ensaios de cultura com células tubulares foi observada uma diminui¢ao da
expressdo de heme oxigenase e quinona oxirredutase, em contrapartida houve elevacdo dos
niveis de 8-hidroxi-2-deoxiguanosina indicando dessa forma a produgdo de EROs (Bolati ef al.
2013).

As toxinas urémicas, aqui estudadas, se acumulam em pacientes HD e ativam a via
inflamatéria NF-KB, os niveis de expressdao de Nrf2 nesses pacientes estdo reduzidos (Leal et

al. 2015). Por outro, foi demonstrado em modelo animal que a ativagdo de Nrf2 e de seus genes
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alvo atenuaram a lesdo renal diminuindo o estresse oxidativo € a morte celular nos tubulos

renais (Nezu et al. 2017).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Reagentes

Sulforafano (SF), tert-butilhidroquinona (tBHQ) acido indol acético (IAA), indoxil
sulfato (IxS), Bafilomicina A1 (BafAl), hidroxicloroquina (HCQ), Minimal Essential Medium
(MEM), MTT (difenil trazolio de brometo), sulfato de canamicina, acido tricloroacético (TCA),
ampicilina, 4’,-6 diamidino-2-fenil indol (DAPI), penicilina-estreptomicina, hidrocloreto de
guanidina, peroxido de hidrogénio (H20>), glicina, meio LB, meio LB-4agar e rapamicina (Rap)
foram adquiridos da empresa Sigma Aldrich, p-cresil sulfato foi gentilmente cedido pela Dra.
Griet Glorieux (University Hospital Ghent, Bélgica). Dulbecco’s Modiefied Eagle’s Medium
(DMEM), soro fetal bovino (SFB), meio Optimem, tripsina-EDTA, dodecil sulfato de sédio
(SDS) foram adquiridos da empresa Gibco. 2-4 dinitrofenil hidrazina (DNPH) empresa Alfa
caesar. Metanol grau HPLC adquiridos da empresa J.T.Baker. Extrato de levedura adquirido
pela empresa Himedia. Marcador de massa (PageRuler™ Prestained Protein Ladder), TMB
(cromodgeno para ELISA, cédigo 002023) adquiridos da empresa Thermo Fischer scientific.
Albumina de soro bovino adquirido da empresa Inlab. Lipofectamina 3000 Invitrogen.
Anticorpos utilizados: SQSTM1/p62 (D-3, Santa Cruz-28359; 1:1500), LC3 A/B (Abcam —
128025; 1:1500), GAPDH (6C-5, Santa Cruz-32233; 1:4000), anti-DNP (Molecular Probes,
A6430, 1:2700). Anti-rabbit IgG (A0545, Sigma; 1:5000) e anti-mouse IgG (Santa Cruz, SC-
2005; 1: 3000) conjugados com HRP. Alexa Fluor 488 anti-rabbit (Molecular Probes, A11008).

3.2 Preparo das toxinas urémicas

IxS, pCS e IAA foram preparadas a partir de padrdes auténticos diluidos
separadamente em agua ultra pura (Milli-Q). As solugdes estoques foram preparadas nas
concentragcdes 100 mM IxS, 100 mM pCS e 10 mM e armazenadas a -20°C.
Foi realizado ensaio de dose-resposta para cada uma das toxinas urémicas (Duranton et al.
2012): 100, 200 ou 400 uM IxS, 100, 200 ou 400 uM de pCS e 10, 20 ou 40 uM de IAA. Em
alguns ensaios, as toxinas foram combinadas de acordo com as concentragdes: concentragdes
consideradas abaixo da média urémica (UT baixa), contendo IxS 25 uM, pCS 25 uM e 2,5 uM
IAA, toxinas urémicas mix 1 (UT1), contendo 100 uM IxS, 100 uM pCS e 10 uM uM IAA,
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toxinas urémicas mix 2 (UT2), contendo 200 uM IxS, 200 uM pCS e 20 uM TAA) ou toxinas
urémicas mix 3 (UT3), contendo 400 uM IxS, 400 uM pCS e 40 uM IAA. Todas as incubagdes
foram realizadas em meio completo, contendo 10% de SFB, a menos que especificado.
Diferentes condi¢des ou tratamentos sdo descritos nas legendas das figuras. Ao estudar os
efeitos dos pools de soros urémicos, as células foram tratadas em meio contendo 10% de soro
humano urémico ou 10% de soro humano sauddvel. Estes pools foram previamente
caracterizados através da andlise dos niveis séricos dos compostos nitrogenados de baixa massa

molecular, como ureia, creatinina e acido Urico e dos ions fésforo e calcio (Rodrigues et al.

2015).

3.3 Cultura celular
Todas as células foram cultivadas sob uma atmosfera de 37 °C, contendo 5 % de dioxido
de carbono (CO»). Todas as células utilizadas nesse trabalho foram plaqueadas 16 horas antes
do tratamento em meio completo. No dia seguinte, com aproximadamente 80-90% de
confluéncia, elas foram tratadas por 4 horas ou, com aproximadamente 60% de confluéncia as

células foram tratadas por 48 horas.

3.3.1 HeLa, NIH-3T3, HEK293T, EA.hy926

Células de origem epitelial humana (HeLa), fibroblasto de tecido embriondrio de
camundongo (NIH-3T3) e embrionarias de rim humano (HEK293T) foram adquiridas da
empresa American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA). Células endoteliais
humanas (EA.hy926) foram gentilmente cedidas pela Dra. Andrea Stinghen (Universidade
Federal do Parand). As células foram mantidas meio DMEM (exceto HEK293T mantida em
meio MEM enriquecido com 1 mM de piruvato de sddio), 10 % de SFB, e 10 U/mL de uma
associacao de antibidticos contendo penicilina (10.000 U/mL) e estreptomicina (10.000
png/mL). O repique celular foi realizado lavando a monocamada de células, com 5 mL de PBS
por duas vezes, em seguida as c€lulas foram dissociadas com uma solu¢do de 1 mL de 0,25 %

tripsina-EDTA.

3.3.2 MEFs Nrf2 selvagem (Nrf2 wt) e Nrf2 nocaute (Nrf2-KO)

Fibroblasto de embrido de camundongo (MEF) foram isoladas de camundongos Nrf2
selvagem (Nrf2-wt) ou Nrf2 nocaute (Nrf2-KO) no laboratorio Keapl-Nrf2-ARE Signal
Transduction Laboratory e gentimente cedidas pela Dra. Donna D. Zhang (Universidade do

Arizona, Estados Unidos). As células foram cultivadas em meio DMEM alta glicose, com 15%
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de SFB e 10 U/mL de uma associagdo de antibioticos contendo penicilina (10.000 U/mL) e
estreptomicina (10.000 pg/mL).

3.4 Determinacgdo da incorporacao celular de toxinas urémicas

Células HeLa (1x10°) foram semeadas em placas 60 mm (P60). No dia seguinte, foram
tratados com toxinas urémicas (UT1, UT2 e UT3) em meio completo pelos periodos indicados.
As células foram lavadas duas vezes com 1 mL de PBS gelado e raspadas com 1 mL de PBS.
As células foram coletadas (7000 rpm, 5 min, temperatura ambiente, Eppendorf Minispin),
ressuspensas em 150 uL de PBS. Esta suspensao foi sonicada (2x70W, 30 segundos), aquecida
(95 °C, 30 min) e centrifugada (13000 rpm, 10 min, temperatura ambiente, Sorvall). O
sobrenadante foi filtrado (0,22 pm) e analisado por HPLC. O sistema cromatografico consistiu
de um sistema Shimadzu Prominence equipado com um amostrador automatico (Shimadzu
SIL-10AF), uma bomba quaterndria (Shimadzu LC-20AD), controlada pelo software LC
Solution, e um detector de fluorescéncia (Shimadzu RF-20A). A fase movel consistiu em uma
solugdo de 50 mM% de formiato de amonio pH 3,0 e metanol, cuja propor¢ao aumentou de 25
para 70% (v / v) ao longo da corrida, fluxo 0,7 mL / min. Durante a corrida os comprimentos
de onda de fluorescéncia variaram: Aexc = 283 nm e Aem = 380 nm para IS e IAA (de Loor e?
al., 2009) e Aexc = 265 nm e Aem = 290 nm para pCS. A quantificacdo foi realizada por
comparac¢do das areas de pico com as de padrdes auténticos. A quantidade de toxinas foi entdo

normalizada pela quantidade de proteina nos lisados.

3.5 Viabilidade celular

A viabilidade celular foi medida através do ensaio funcional de mudanca em
mitocondrias usando 3-(4,5 dimetiltiazol-2yl) -2,5 difenil tetrazélio de brometo (MTT)
(Sigma). Aproximadamente, 8x10° células -por poco- foram semeadas em uma placa de 96
pocos e incubadas por 16 horas. No dia seguinte, as células foram tratadas com as concentragdes
crescentes das toxinas urémicas isoladas ou combinadas em meio completo por 48 horas, apds
esse periodo foi adicionado diretamente ao meio 20 uL de MTT 2 mg/mL. Apds 2 horas de
incubagdo com MTT, o meio foi removido e as células foram adicionados 100 pL de
HCl/isopropanol (1:1000) em cada poco e os cristais formados foram dissolvidos por agitagdo
em temperatura ambiente. A absorbancia foi medida em leitor de microplaca a 570 nm

(BioTek© synergy 2).
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3.6 Preparacao de plasmideos (mRFP-GFP-LC3, Keapl wt e Keapl C151S)

Os plasmideos de Keap1 selvagem e mutado (Zhang ¢ Hannink 2003) e mRFP-GFP-LC3
(Lau et al. 2013) utilizados nesse trabalho foram gentilmente cedidos pela Dra Donna Zhang.

Bactérias quimiocompetentes da linhagem DHS5o foram incubadas em gelo por 15
minutos. Em seguida, foi adicionado aproximadamente 1 ng de DNA plasmidial (mRFP-GFP-
LC3, Keapl wt ou Keapl C151S) em 50 puL de bactérias quimiocompetentes. As bactérias
foram aquecidas por 1.5 minutos em banho seco a 42 °C, retornando ao gelo imediatamente
apos o choque térmico, recuperadas em 1 mL de meio LB (10 g/L de peptona de soja, 5 g/L de
extrato de levedura e 10 g/L de NaCl) sem antibioticos e incubadas em banho seco por 15
minutos a 37 °C. Em seguida, foram centrifugadas em temperatura ambiente a 1677g por 30
segundos. Entdo, foi removido 900 pL de sobrenadante e gentilmente homogeinizado os 100
uL de mix de bactérias. Essa suspensdo foi entdo dividida em 10 pL e 90 uL os quais foram
plaqueados em meio sélido LB-agar (10 g/L de peptona de soja; 5 g/L de extrato de levedura e
10 g/L de NaCl e 15 g/L de agar) e canamicina (50 pg/mL para mRFP-GFP-LC3) ou ampicilina
(100 pg /mL Keapl wt ou Keapl C151S). As colonias cresceram por 16 horas a 37 °C em
estufa.

O indculo foi realizado escolhendo uma colonia separada e incubando em meio LB
acrescido de antibidtico por 16 horas, sob agitagdo (250 rpm), a 37 °C. No outro dia, a cultura
saturada foi centrifugada a 12000 x g por 30 minutos para obtengao de um sedimento de células.

As purificagdes foram realizadas como descrito pelo protocolo do Kit da QIAGEN para
purificagdo em larga escala de plasmidios (QIAGEN Plasmid Maxi Kit — QIAGEN). A

concentragdo foi determinada por NanoDrop (ND-1000 espectrofotométro).

3.7 Transfeccao com siRNA, cDNA ¢ ensaio de luciferase.

A transfeccdo com RNA de interferéncia siRNA (siRNA #1027281, KEAP1 siRNA
#S103246439, Qiagen) foi realizada utilizando o Kit HiPerfect (Qiagen) e a transfeccdo dos
plasmideos foi feita 24 horas apds a transfeccdo com siRNA usando Lipofectamina 3000
(Invitrogen). Ambas as transfeccdes foram feitas de acordo com a instrucdo do fabricante.
Brevemente, 16 horas antes da transfeccao, células HEK293T foram semeadas em placas de 24
pocos na densidade de 4x10* células/pogo em meio MEM completo (contendo soro fetal bovino
e antibidticos). No segundo dia, 37.5 ng de siRNA foi diluido em 100 pL de meio de cultura
sem soro e, adicionado 3 pl de HiPerFect Transfection Reagent e misturado rapidamente por

agitacdo em vortex, essa solugao foi incubada por 10 minutos em temperatura ambiente para
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que fosse permitida a formagdo dos complexos de transfeccdo. Apds esse tempo, as células
foram incubadas por 24 horas com o complexo contendo o siRNA.

No dia seguinte o meio das células foi substituido por meio fresco, as células foram entao
co-transfectadas com o vetor de expressao para Keapl selvagem (Keap1-wt) ou Keapl mutante
(Keap1-C151S) (Zhang e Hannink 2003), juntamente com os plasmideos codificantes de
hNQO1-ARE firefly luciferase e o gene reporter de renilla luciferase (Tao ef al. 2016, 2013).
24 horas apos a transfeccdo, as células foram tratadas com sulforafano (SF -5 uM), arsénico
(As - 5 uM), ou com as toxinas mistas UT3 (400 uM IxS, 400 uM pCS e 40 uM IAA) por 16
h, em seguida as células foram lisadas para analise da atividade dos genes reporteres utilizando
o ensaio Promega dual luciferase para gene reporter (Promega). A atividade firefly luciferase
foi normalizada pela atividade da renilla luciferase. O ensaio foi realizado em triplicata e

expresso como media = DP.

3.8 Analise da expressdo protéica por western blotting

ApoOs os tratamentos, as células foram lavadas 2 vezes com PBS [1x] gelado em seguida
foram coletadas em tampao de amostra 1X LDS sample buffer Nupage® contendo (50 mM
Tris-HCI1 (pH 6.8), 2% dodecil sulfato de sédio (SDS), 10% glicerol, 100 mM ditiothreitol
(DTT), 0.1% azul de bromofenol) (100 uL/~10° células). Os extratos foram fervidos por 10
minutos e entdo foram sonicados com dois ciclos de 30 segundos com intervalo de 15 segundos
entre ciclos, 70 W. Apos sonicagdo, o extrato celular for centrifugado por 1 minutos a 13.000
rpm (centrifuga mini spin Eppendorf).

O lisado celular total foi separado por SDS-PAGE e submetidas a reacdo de Western
Blotting. Brevemente, as amostras foram eletrotransferidas para membrana de nitrocelulose
durante 90 minutos sob amperagem constante 120 mA em tampao de transferéncia gelado (Tris-
glicina, 0.1 % de SDS e 20% metanol) para aparato Mini-Protean Wet (Bio-Rad). As
membranas foram entdo bloqueadas (durante 1 hora a temperatura ambiente) com tampao de
bloqueio TBST (120 mM de NaCl, 20 mM de Tris-base e 0,05% de Tween 20) contendo 1%
de BSA ou 5 % de leite desnatado (Molico®). Apds bloqueio, as membranas foram entdo
incubadas com os anticorpos primarios, previamente diluidos em tampao de bloqueio. As
reacdes com os anticorpos primdrios foram feitas a 4°C por 16 horas sob agitagdo. Apos 3
lavagens de 10 minutos com TBST, as membranas foram incubadas com anticorpo secundario
conjugado com peroxidase diluido em tampao de bloqueio por 1 hora a temperatura ambiente.

Ap6s o periodo de incubacgdo as membranas foram lavadas 6 vezes por 10 minutos com TBST.
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As reagdes foram realizadas utilizando um kit de quimioluminescéncia West Pico ou
Femto (Pierce) e as bandas foram detectadas em filmes de autorradiografia (Carestream Health,
Franca) ou pelo sistema de documentacdo de gel ChemiDoc CRS (Biorad). A intensidade

relativa das bandas foi quantificada usando o software Quantity One (BioRad) e Image J (NIH).

3.9 Imagem de célula viva

Células NIH-3T3 1x10* foram crescidas em placas com fundo de vidro de 35-mm (In
Vitro Scientific). O plasmideo mRFP-GFP-LC3 foi transfectado usando Lipofectamine Plus
(Invitrogen), de acordo com as instru¢des do fabricante. Apds 16 horas de transfecgdo, as
células foram tratadas com toxinas urémicas isoladas ou mistas ou com 10% de pool de soro
urémico ou ndo urémico por 4 horas (Rodrigues ef al. 2015). As imagens foram capturadas com
o microscopio Zeiss Observer.Zl usando o software Slidebook 4.2.0.11 e o programa do
computador (Intelligent Imaging Innovations, Inc) e com o microscopio confocal Nikon A1RSi,

utilizando objetivas Nikon N Apo 60x NA 1.4 As oil immersion e o software NIS-elements.

3.10 Imunofluoréscencia para visualizagdo de translocagao nuclear de Nrf2

Células EA.hy926 na densidade de 3x10* (células/pogo) foram semeadas sobre
laminulas de 13 mm (Knitell) em uma placa de 24 pocos (Corning) e cultivadas por 24 horas e
em seguida carenciadas por 16 horas em meio DMEM e 0.1% SFB. Apds esse periodo as células
foram tratadas por 4, 24 e 48 horas com as toxinas isoladas ou combinadas em diferentes
concentracdes e com 5 uM de sulforafano. Apds o tratamento as células foram lavadas trés
vezes com PBS e fixadas com 4% paraformaldeido (PFA) por 20 minutos. Depois, foram
lavadas trés vezes com PBS, incubadas com glicina por 5 minutos para bloqueio dos sitios de
aldeidos e apos trés lavagens com PBS foram permeabilizadas e bloqueadas por 20 minutos
com 0,01% saponina em 1% BSA-PBS. Apos o bloqueio, as células foram incubadas com o
anticorpo primdrio anti-Nrf2 na dilui¢do 1:50 em 1% BSA-PBS, durante 2 horas em camara
umida a 25° C. Para remoc¢ao dos anticorpos ndo ligados, as laminulas foram lavadas trés vezes
com PBS, em seguida as células foram incubadas com anticorpo secundario Alexa-fluor 488
anti-rabbit, diluido 1:1000 em 1% BSA-PBS. O anticorpo secundario foi incubado na mesma
solugdo de bloqueio durante 60 minutos a temperatura ambiente e, protegido da luz (cdmara
escura). Apos a incubagao com o secundario, as células foram novamente lavadas 5 vezes com
PBS. As laminulas foram entdo incubadas com uma solu¢do de DAPI (1 pg/mL) em PBS-

glicerol (1:1) para a marcacdo do nucleo das células e montagem das laminas.
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As imagens foram capturadas com o microscopio confocal Nikon A1RSi, utilizando

objetivas Nikon N Apo 60x NA 1.4 As oil immersion e o software NIS-elements ¢ Image J

(NIH).

3.11 Determinacao de proteinas totais carboniladas por ELISA

ApOs os tratamentos, as células foram lavadas com PBS e coletadas em 100 pl de tampao
RIPA (50 mM Tris-HCI1 pH 7.4, 0,2% de deoxicolato de sédio, 0,5% Triton X-100, mais
coquetel inibidor de protease completo, Roche®), o homogenato foi lisado por sonicagdo,
centrifugado por 10 min a 11.300 x g, a 4 °C e o sobrenadante foi coletado. Os niveis de
carbonilagdo proteica foram determinados usando um método ELISA modificado como
descrito (Buss et al. 1997; Alamdari ef al. 2005) com as seguintes modificagdes: 200 pl de 1
ug / mL de lisado de proteina foram adsorvidos em uma placa Maxsorb de 96 pogos (NUNC)
(os brancos foram incubados apenas com tampao 100 mM carbonato-bicarbonato, pH 9,6). A
placa foi coberta com papel aluminio e incubada durante 16 horas a 4 °C. Ap6s adsorg¢do, as
amostras foram lavadas suavemente 3 vezes com PBST (PBS contendo 0,05% Tween 20) e
depois derivatizadas com 200 pl de uma solugdo 0,05 mM de 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH)
(1,2 mg de DNPH foi dissolvido em 333 pL de acido fosférico (85%) e foi adicionado a 40 mL
de H20). O pH foi ajustado para 6,2 adicionando gotas de 10 M NaOH, e o volume final foi
ajustado para 50 mL e filtrado com um filtro de 0,2 um, a temperatura ambiente por 45 min.
Apos 5 lavagens com PBS: EtOH (1:1) e uma lavagem com PBS, as proteinas adsorvidas foram
incubadas com 200 pL de tampdo de bloqueio (PBS contendo 1% de leite desnatado e 0,05%
Tween 20) durante 90 minutos a temperatura ambiente. Os pogos das amostras foram entdo
incubados com anti-DNP (A6430, Molecular Probes, 1: 2700) em 100 pL de tampao de
bloqueio, por 1 hora a 37°C, lavados 5 vezes com PBST e incubados com anticorpo IgG anti-
rabbit conjugado com HRP (A0545, Sigma, 1: 4000) durante mais 1 hora a 37 °C. Apos 5
lavagens com PBST, as amostras foram incubadas com 100 pL de substrato TMB (codigo
002023, Thermo Fischer scientific) a temperatura ambiente durante 2 a 3 minutos. A reacao foi
finalizada pela adi¢ao de 50 uL de 2 M HCI. A absorbancia foi lida a 450 nm utilizando um
leitor de microplacas (Epoch Biotek).

3.12 Dosagem de proteinas celulares
As proteinas foram quantificadas pelo método adaptado de Bradford (1976), fazendo o uso
do corante de “Coomassie brilliant blue” BG-250. O reagente de Bradford Bio-Rad Protein

Assay foi diluido em propor¢ao de 1 parte do reagente para 4 partes de agua ultra pura (Milli-
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Q). Em placa de 96 pogos foram adicionados 200 puL do reagente diluido. Para a curva padrao
foi utilizado BSA em duplicata variando de 1 a 5 pg/uL. Em cada pogo foi adicionado 1 pL de

extrato celular de cada tratamento em duplicata. A leitura da absorbancia foi feita a 595 nm.

3.13 Analise estatistica
Os dados foram expressos como média (+) e desvio padrao (SD). Para comparar
valores entre grupos, one-way ANOVA e teste t-Student foram utilizados (Graphpad Software,
Prism6). Os resultados foram considerados estatisticamente significantes quando o valor de P

foi menor que 0.05.
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4 RESULTADOS

Neste trabalho avaliamos os efeitos das toxinas urémicas indoxil sulfato (IxS), p-cresil
sulfato (pCS) e acido indol acético (IAA), isoladas ou combinadas, na desregulacao das vias de
autofagia e de Nrf2. A primeira parte refere-se a demonstracdo de que as toxinas levam a
inibicao da fase final da autofagia, enquanto que a segunda parte se refere a demonstracao de
que as toxinas levam a ativa¢do nao-candnica da via de Nrf2, ap6s 4-24h de incubagdo, seguida

de sua inativagdo apds 48 h de incubagao.

INIBICAO DA AUTOFAGIA MEDIADA PELAS TOXINAS UREMICAS

4.1 Avaliacdo da viabilidade celular apds exposi¢do as toxinas urémicas e incorporacao

celular das toxinas em Hel.a

Primeiramente, determinamos se a toxicidade urémica causada pelas toxinas isoladas
poderia alterar a viabilidade em células HeLa (utilizada para os ensaios mecanisticos). Para essa
analise realizamos o ensaio de MTT. Esse ensaio consiste basicamente na redugdo do anel de
tetrazolio do composto MTT a um produto de coloragdo roxa pela acdo de enzimas
oxirredutases mitocondriais. Para essa avaliagdo expusemos as células por 48 horas a esses
compostos urémicos (IxS 50 a 400 uM, pCS 50 a 400 uM e IAA 5 a 50 uM) e o resultado
obtido demonstrou que nao houve diferenca significativa entre o padrdo de viabilidade celular
com as células tratadas com as toxinas quando comparadas ao controle negativo (células ndo

tratadas), como mostra a figura 8.
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Figura 8. Determinacao da viabilidade celular por ensaio de MTT.

Nota: (A) Indoxil sulfato, (B) p-Cresil sulfate e (C) Acido indol acético. As células HeLa foram tratadas com
concentragdes crescentes das toxinas por 48 horas. Os graficos sdo uma média de 4 ensaios diferentes. Nao houve
diferenca significativa na viabilidade celular quando as diferentes concentragdes utilizadas foram comparadas com
o controle ndo tratado.

Fonte: A autora, 2019.

Em seguida, nds analisamos a quantidade de toxinas incorporadas pelas células HeLa
apds 4 horas de incubacdo com misturas das toxinas urémicas (UT1, UT2 e UT3) pela
metodologia de cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC) (Figura 9). O resultado foi
normalizado pela quantidade de proteinas determinadas pelo ensaio de Bradford. Os dados
estdo apresentados na tabela 2. Como esperado, as quantidades de toxinas incorporadas

aumentaram de forma dependente da concentragao.

Tabela 2 Avaliagdo da internalizacdo de toxinas urémicas em células HelLa .

| cowoel _un | un | Ui

IxS (pmol/ug prot) 0.11+0.20 0.76+0.58 1.21+0.58 1.9940.71
pCS (pmol/ pg prot) ND* 0.38+0.19 0.90£0.70 1.34+0.94
IAA (fmol/ pg prot) 2.92+4.6 56.2::46.4 89.8451.2 150.4+79.3

*ND: nao detectado.
Fonte: A autora, 2019.
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Figure 9. Cromatograma representativo.

Nota: Detec¢do das toxinas urémicas mistas em extrato celular de HeLa, tratadas por 4 horas e separadas por
cromatografia liquida de alta performance e detector.

Fonte: A autora, 2019.

4.2 Caracterizacdo da perturbagdo da via de autofagia nos estagios finais em células HeLa.

Para determinar o papel intracelular das toxinas urémicas no contexto da autofagia, nos
analisamos o efeito de cada toxina separadamente e a mistura delas através da analise de 2
marcadores de autofagia (p62 e LC3). Como controles utilizamos bafilomicina (BafAl),
cloroquina (HCQ) ou rapamicina (Rap) para diferenciar se as alteragdes observadas eram um
efeito de bloqueio ou ativagdo da autofagia em etapas iniciais ou resolutivas da via.
Consideramos para o estudo concentragdes patoldgicas baixas (100 uM IxS, 100 uM pCS e 10
uM IAA), médias (IxS 200 uM, pCS 200 uM e IAA 20 pM) e altas (400 uM IxS, 400 uM pCS
e 40 uM TAA) ou as misturas, como citado no inicio da sessao resultados.

Empregamos como controle positivo o inibidor da atividade autofagica BafAl Apds 4
horas de tratamento, avaliamos a expressao dos niveis proteicos dos marcadores p62 e LC3II
por Western blotting. Os resultados obtidos confirmaram que Baf A1 aumenta a expressao tanto
de p62 quanto de LC3II quando comparado ao controle negativo (células nao tratadas), ver
figura 10. O aumento de LC3II isoladamente indica um aumento na producdo de

autofagossomos sugerindo alta atividade de degradagdo, contudo, quando hé o acumulo desses
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dois marcadores sao combinados ¢ indicio de supressdao do fluxo autofagico (Mizushima,
Yoshimori e Levine, 2010).

Curiosamente, o padrdo de resposta das toxinas variou entre elas, IxS induziu o bloqueio
da autofagia de modo concentragdo-dependente na expressao dos niveis de p62 (Figura 10A)
mas foi estatisticamente diferente apenas na concentracao considerada mais alta para esse
estudo (400 uM IxS). No entanto, na analise de densitometria das bandas de LC3II ndo houve
grandes alteragdes na expressdo desse marcador quando comparado ao controle negativo.
Quando os niveis de expressdo de p62 foram analisados referentes ao tratamento com pCS,
observamos um aumento global em todas as concentracdes, mas ndo de maneira concentragao-
dependente como observado no tratamento com IxS e, houve diferenca significativa somente
na expressao dos niveis de LC31I nas concentragdes 100 uM e 200 uM (Figura 10B). Da mesma
forma que pCS, as amostras tratadas com IAA também aumentaram os niveis totais de
expressao de p62 mas somente o tratamento com 20 pM apresentou diferenca significativa nos
niveis de LC3II (Figura 10C). Utilizando a mesma metodologia, quando as toxinas foram
combinadas, novamente observamos um aumento na expressao global nos niveis de p62 em
todas as concentragdoes empregadas, enquanto LC3II aumentou significativamente apenas com
UT3 (Figura 10D).

E interessante ressaltar que essas variagdes na analise de LC3II sio comuns no estudo
da autofagia, uma vez que a quantidade de LC3II pode variar bastante at¢ em uma mesma
linhagem de células. Além disso, outros substratos autofagicos podem ser usados para
monitorar o fluxo autofagico, sendo que o mais estudado e escolhido nesse trabalho € p62, pois
essa proteina ¢ seletivamente incorporada nos autofagossomos através da ligacao direta com
LC3II e quando a atividade autofagica esta funcional p62 ¢ eficientemente degradada; ou seja
podemos dizer que os niveis de expressdo celular total de p62 estdo correlacionados
inversamente com a atividade autofagica (Mizushima e Yoshimori 2007). Dessa forma, nossos
dados indicaram fortemente supressdo da autofagia mediada pela a¢do das toxinas urémicas

utilizadas.
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Figure 10. Disfuncao da autofagia por toxinas urémicas.
Nota: Western blots representativos (painéis a esquerda) de extratos proteicos de células Hela tratadas, ou ndo,
com concentragdes crescentes de indoxil sulfato (A), p-cresil sulfato (B), acido indol acético (C) ou com misturas
dos mesmos (D) por 4 h. BafA1l (0,1 uM) foi usada como um inibidor da autofagia. A anise da expressao de p62
(painéis ao meio) e LC3II (painéis a direita) foi realizada com one-way ANOVA e pos teste de Tukey. Os dados
sdo média + desvio padrdo de trés experimentos independentes. * P <0,05 em relag@o ao controle.

Fonte: A autora, 2019.

A modulacao do fluxo autofagico foi analisada na presenca e na auséncia de BafA . Esse

ensaio utiliza a proteina LC3II como substrato para analise do fluxo autofagico, ou seja,

determina a degradagdo que ¢ dependente do lisossomo, por esse motivo € necessario adicionar

ao tratamento um inibidor potente da V-ATPase ou algum inibidor das enzimas lisossomais. Se

o fluxo autofagico estiver ocorrendo, a quantidade de LC3II serd aumentada na presenca de um

inibidor de degradacao lisossomal porque o fluxo de LC3II serd bloqueado. Logo, a diferenca
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na quantidade de LC3II entre as amostras na presenga ou auséncia do inibidor representa a taxa
do fluxo autofagico.

Para essa andlise além da BafA1, incluimos também uma concentragao urémica baixa,
referida aqui como UT normal (25 puM IxS, 25 uM pCS e 2.5 uM TAA) que foram submetidas
ao co-tratamento com bafilomicina. Como esperado, 0.1 uM BafA; aumentou a expressao de
p62 e LC3II, assim como as células tratadas com UT1 (Figura 11).

As amostras incubadas apenas com as toxinas em concentragdes mais baixas
mantiveram o perfil dos marcadores autofagicos semelhantes ao controle negativo (Figura
11A). Entretanto, quando foram submetidas ao co-tratamento com BafA;, verificou-se um
aumento dos niveis de expressdo proteica tanto em LC3II quanto em p62.

Quando as células foram incubadas com UT1 na presencga de BafA| ndo houve alteragao
significativa na quantidade de LC3II, como observado pela andlise das diferencgas expressas
pelos deltas de LC3II na figura, quanto maior o valor de delta entre as amostras maior também
sera a atividade do fluxo autofagico. (Controle A= 69.9, UT normal A=26,2 ¢ UT1 A=114).
Esse dado reafirma o que haviamos observado, que o distirbio da autofagia pela acdo das
toxinas urémicas ocorre devido ao bloqueio do fluxo autofagico. Esse ensaio foi realizado
também na presenca de soro humano saudavel (SN) e soro urémico de pacientes em hemodialise
(SU) (Figura 11B) porém o nimero de replicatas bioldgicas realizadas (2n) foi insuficiente para
gerar a andlise estatistica. Embora tenhamos observado acumulo das proteinas p62 e LC3II no
ensaio do fluxo autofagico nao podemos concluir, por esse ensaio, se de fato ocorre uma
inibicao do fluxo semelhante ao resultado observado em UTI1. Outros ensaios precisam ser

concluidos para finalizar essa analise.
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Figura 11. Ensaio de fluxo de autofagia.

Nota: (A) Células HeLa tratadas por 4 horas com concentragdes baixas de toxinas urémicas (sulfato de indoxil 25
puM, sulfato de p-cresil 25 pM e 4cido indol acético 2.5 uM) ou com a menor concentragdo de toxinas urémicas
mista (UT1) na presenca ou na auséncia de 0.1 pM de BafAl (adicionada nas ultimas duas horas). Os dados sdo
média + desvio padrao de trés experimentos independentes. * P <0,05 em relacao ao controle. (B) Para avaliar o
fluxo autofagico com amostras de soro humano as células foram tratadas com meio contendo 10% de soro ndo
urémico (voluntarios sadios) ou 10% de soro urémico (pacientes em hemodialise) na presenca ou auséncia de 0.1
uM de BafAl (adicionada nas ultimas duas horas).

Fonte: A autora, 2019.

4.3 Observagao por imagem da inibi¢ao do fluxo autofagico

Para analisar o fluxo celular autofagico, nos utilizamos uma ferramenta baseada na
colocalizacdo de fluorescéncias verde e vermelha, produzidas pelo tandem fluorescente
conjugado com LC3 (construto mRFP-GFP-LC3), o qual fornece informagdes sobre formagao
e cleareance de autofagossomo (Kimura, Noda, e Yoshimori 2007; Zhou et al. 2012)

A deprivacdo de nutrientes “starvation” aumenta o fluxo autofagico. LC3 ¢ entdo
recrutado para a membrana autofagossomal. Apos a fusdo do autofagossomo com o lisossomo
a fluorescéncia do GFP ¢ mitigada pelo pH lisossomal acido, permitindo a visualiza¢do de
pontos vermelhos predominantemente. Assim, starvation produz um aumento na quantidade de
pontos vermelhos (Figura 12). Em contraste, a hidroxicloroquina (HCQ) ou a BafA1l aumentam
o numero de autofagossomo inibindo a fusdo entre autofagossomo e lisossomo ou inibindo a
acidificagdo de autolisossomo. Dessa forma, mais pontos amarelos sdo observados.

De forma resumida, o aumento na quantidade de pontos fluorescentes vermelhos indica

aumento no fluxo autofagico enquanto o aumento na quantidade de pontos amarelos indica

inibicao do fluxo autofagico no estagio final.
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Células NIH-3T3 (Figura 12A e 12C) e EA.hy926 (Figura 12B) foram transfectadas
com o construto mRFP-GFP-LC3 e foram entdo tratadas com inibidores ou bloqueadores de
autofagia. Em células ndo tratadas, LC3 se apresenta como uma proteina citoplasmatica solavel.
Portanto, a fluorescéncia vermelha colocaliza com a fluorescéncia verde fornecendo uma
fluorescéncia amarela difusa (Figura 12).

Usando essa abordagem, células tratadas com toxinas urémicas mistas em baixas
concentragdes patologicas (UT1) exibiram aumento na formagdo de pontos amarelos,
similarmente ao estimulo de HCQ (Figura 12). Esses dados indicam que UT1 bloqueia a
maturacao autofagossomal e a conclusdo da via da autofagia. Toxinas isoladas induzem
diferentes padrdes de formacgao autofagossomal: enquanto IxS induz um aumento no numero
de pontos, pCS e IAA induzem menos. Sabe-se que toxinas urémicas circulam principalmente
ligadas a proteinas séricas (Ito e Yoshida 2014; Lekawanvijit et al. 2012; Liabeuf, Driieke, e
Massy 2011; Lin et al. 2010; Sirich et al. 2014) e como 10% de SFB no meio de cultura celular
proporcionam uma menor concentragdo de proteina do que no soro humano, esses ensaios
também foram realizados em meio contendo 4% de BSA, e os resultados foram essencialmente
os mesmos que os obtidos em 10% de SFB (Figura 12C). Assim, a concentragdo de proteina
ndo interferiu na inibicdo de autofagia induzida por toxinas urémicas. Para demonstrar o
impacto de um pool de soro urémico no processo de autofagia, realizamos esse mesmo ensaio
incubando células transfectadas com meio contendo 10% de soro ndo-urémico humano ou 10%
de soro urémico humano por 4 horas. Os resultados mostraram que o soro urémico induziu um
aumento significativo de pontos amarelos, confirmando que toxinas urémicas € soro urémico

inibem o fluxo de autofagia.
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Controle

Starvation

Figura 12. Toxinas urémicas inibem o estagio tardio da autofagia.

Nota Imagens de células vivas de células NIH-3T3 (A) e EA.hy926 (B) transfectadas com uma constru¢do mRFP-
GFP-LC3 tandem. Dezesseis horas apds a transfec¢ao, as células foram tratadas com 50 pM de hidroxicloroquina
(HCQ) ou foram privadas de soro (em HBSS), ou tratadas com toxinas urémicas isoladas 100 uM de IxS, 100 uM
de pCS, 10 uM de TIAA, ou com a mistura UT1 DMEM livre de vermelho de fenol em 10% SFB, ou com DMEM
contendo 10% de soros urémicos ou 10% saudaveis, por 4 h. (C) Imagens de células vivas NIH-3T3 transfectadas
com uma constru¢cdo mRFP-GFP-LC3 tandem, incubadas com as toxinas urémicas mistas UT1, UT2 ¢ UT3 na
presenga de 4% de BSA por 4 h, como controle positivo foi utilizado a deprivagdo de soro (starvation) e como
controle de bloqueio da via de autofagia foi utilizado 0.1 pM BafAl. As imagens A e B foram capturadas com um
microscopio de fluorescéncia confocal Nikon Al objetiva 60x NA 1,4 As com 6leo de imersdo e software de
elementos NIS. A imagem C foi capturada com microscépio de fluorescéncia Zeiss Observer.Z1 usando o software
Slidebook 4.2.0.11.

Fonte: A autora, 2019.

4.4 Indugdo da autofagia pode prevenir danos oxidativos e aumentar a resisténcia a estresse
oxidativo
Considerando que os dados obtidos indicavam a perturbagao da autofagia e, sabendo que
a insuficiéncia autofagica pode comprometer a homeostase celular, entre outros fatores, através

da ndo remocdo de agregados proteicos e proteinas mal dobradas, nds avaliamos a restauragao
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da atividade autofagica no contexto da toxicidade urémica através da a¢dao da rapamicina,
ativador classico da autofagia.

Nas células controle (sem toxinas urémicas) tratadas com 1 uM de rapamicina por 4 horas
ndo houve grande alteracdo nos niveis de expressao dos marcadores autofagicos, como mostra
a Figura 13A. Isso possivelmente ocorreu porque células Helas possuem niveis basais de
autofagia bastante elevados (Mizushima, Yoshimori, e Levine 2010), por se tratar de uma célula
de origem tumoral. E para a avaliagdo das células tratadas com UT1 utilizamos duas
abordagens, uma empregando um pré-tratamento de 12 horas com 1 pM de rapamicina seguidas
4 horas de tratamento com as toxinas coincubadas (totalizando 16 horas) e a outra fazendo
apenas o cotratamento de UT1 e a rapamicina por 4 horas.

O resultado desse ensaio foi muito interessante, pois o pré-tratamento conduziu a reducao
significativa na expressdo de p62 e diminuiu a expressdo de LC3II (Figura 13A: comparar
colunas 4 e 6). Contudo, quando fizemos apenas o cotratamento (UT1 + rapamicina)
observamos que o bloqueio da autofagia foi mantido, como demonstrado pelos niveis
inalterados de p62 e LC3II, similar ao que aconteceu quando tratamos HelLas com UT1 (Figura
13A: comparar colunas 5 ¢ 6). Embora, os resultados indiquem que as toxinas bloqueiam a
autofagia de maneira menos intensa quando comparadas ao tratamento com BafAl, esse
resultado nos permite afirmar que a disfun¢do autofagica causada por elas ndo ¢ normalizada
pela coincubag¢do de rapamicina em periodos curtos.

Esse dado nos estimulou a investigar se o pré-tratamento com rapamicina além de
restaurar o fluxo autofagico também preveniria o aumento de proteinas carboniladas promovido
pelas toxinas urémicas, uma vez que um possivel impacto da inibi¢do da atividade autofagica
poderia ser o acimulo de biomoléculas oxidadas (Domagala ef al. 2018).

Para elucidar essa questdo, expusemos células EA.hy926 por 60 minutos a 500 uM de
perdxido de hidrogénio, o que promoveu um aumento significativo nos niveis de proteinas
carboniladas totais, como esperado. Esse resultado foi semelhante ao obtido quando tratamos
células EA.hy926 com UT1 por 48 horas. Mas quando pré-tratamos 16 horas as células com
rapamicina antes da incubagdo com UTI1 por 48 horas, os niveis de proteinas carboniladas
observados foram significativamente menores que aqueles obtidos apenas com a incubagao de
UTT por 48 horas. Esse resultado implica em duas possiveis condi¢des: resgatando a autofagia
previne-se a producao de danos oxidativos ou inibe-se o acimulo de proteinas oxidadas (Figura
13B).

Os ensaios acima nos instigaram a avaliar um possivel dano mitocondrial causado pelas

toxinas urémicas através do bloqueio da autofagia. Como mencionado anteriormente, nao
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observamos perdas significativas na viabilidade celular em nenhum tratamento com
concentragdes crescentes das toxinas isoladas (Figura 8), mas seria possivel que a disfungao
autofagica pelas UTs pudesse sensibilizar as células ao estresse oxidativo? Outros estudos ja
demonstraram que o bloqueio da autofagia pode sensibilizar células ao estresse oxidativo (He
etal 2017)

Para responder essa pergunta, pré-tratamos as células endoteliais com rapamicina por
16 horas, em seguida incubamos UT1 por 48 horas, acabado esse periodo expusemos as células
por 60 minutos a 500 uM H20:. Foi observado uma diminuic¢do significativa na viabilidade
celular apds a adi¢ao de perdxido de hidrogénio em células que foram incubadas por 48 horas
somente com UT1 (Figura 13C, coluna 7), resultado semelhante obtido com as células
incubadas por 48 horas em 50 uM HCQ juntamente com 500 pM H2O; por 60 minutos (Figura
13B, coluna 6). Contudo, o pré-tratamento com rapamicina mostrou-se eficiente pois impediu
significativamente a perda da viabilidade celular na presenca de peroxido (Figura 13C:
comparar colunas 7 e 8).

Uma vez que foi observado que as toxinas urémicas aumentavam a producdo de
proteinas carboniladas e sensibilizavam as células a danos oxidativos, ficou claro que
precisavamos investigar, além da autofagia, a via que € responsavel pela resposta celular

antioxidante.
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Figura 13. Inibi¢do da autofagia provoca acimulo de proteinas carboniladas e aumenta a sensibilidade ao peroxido
de hidrogénio nas células endoteliais.

Nota: A) Andlise de Western Blotting de extrato celular de células HeLa (coluna 1), 1 uM de rapamicina durante
4 h (coluna 2), 0.1 uM de Baf Al durante 4 h (coluna 3), 12 h de pré-tratamento com 1 uM de rapamicina seguido
por 4 h de incubagdo com UT1 (coluna 4), coincubacdo de 1 uM de rapamicina e UT1 durante 4 horas (coluna 5)
e UT1 durante 4 h (coluna 6) (painel da esquerda). Os painéis central e direito mostram a analise das expressoes
p62 e LC3-II, respectivamente. B) Niveis de carbonilacdo de proteinas em células EA.hy926 tratadas com meio e
soro fetal bovino (Ctrl), 1 uM de rapamicina por 16 h (Rap), UT1 por 48 h, 1 uM de rapamicina por 16h, seguida
de 48h de incubagdo com UT1 ou 0.5 mM perdxido de hidrogénio por 1 h (como controle positivo da oxidagao).
A oxidacgao de proteinas foi determinada com anti-DNP, por um ensaio ELISA. C) Efeito da inibi¢ao da autofagia
(promovido por uma incubacdo de 48 h com mistura de UT1) sobre a sensibilidade de EA.hy926 a 0.5 mM de
H202, conforme medido por um ensaio de MTT. A rapamicina foi usada para resgatar o comprometimento da
autofagia. Todos os tratamentos foram realizados em DMEM contendo 10% de FBS. Os dados sdo média + DP de
pelo menos trés experimentos independentes. A analise estatistica foi realizada com One-way ANOVA com teste
post hoc de Tukey. * P <0,05.

Fonte: A autora, 2019.
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PERTURBACAO DA VIA KEAP1-NRF2 PELAS TOXINAS UREMICAS

4.5 Toxinas urémicas ativam a via de Keap1-Nrf2 em exposicao curta de tempo

Para analisar a ativacdo ou inibi¢ao da via Keapl-Nrf2, no contexto da toxicidade
urémica, analisamos a expressao proteica de Nrf2 e das proteinas ativadas pela Nrf2. Para isso,
células HeLa foram incubadas com as toxinas isoladas ou com as toxinas combinadas (mix)
durante 4 horas (para andlise de Nrf2) ou 16 horas (para andlise dos genes alvos de Nrf2).
Utilizamos como controle de ativagdo o reagente sulforafano (SF), um fitoquimico ativador da
proteina Nrf2 e como controle negativo apenas as células sem tratamento. De fato, o tratamento
com 5 pM SF aumentou a expressdo de Nrf2 em comparagdo com as células ndo tratadas
(Figura 14). As toxinas isoladas (Figura 14 A a C) ou combinadas (Figura 14D) aumentaram a
expressao dos niveis totais de Nrf2, e essa elevacdo na expressdao das proteinas, assim como
observado na avaliagdo dos marcadores para autofagia, também nao respondeu de maneira
concentracdo dependente. No tratamento com pCS apesar de observarmos o aumento da
expressao de Nrf2, na analise da densitometria, ndo houve diferenca estatistica entre as
amostras, nem mesmo com o controle positivo SF. Isso pode ter ocorrido devido a grande

variacao de expressdo da proteina Nrf2 entre os ensaios.
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Figura 14. Toxinas urémicas ativam a via de Keap1-Nrf2 em células de HeLa ap6s 4h de tratamento.

Nota: Analise representativa de Western blotting (painel direito) e analise densitometrica dos niveis proteicos
totais de Nrf2 (painel esquerdo). (A) indoxil sulfato, (B) acido indol acético, (C) sulfato de p-cresil, (D) toxinas
urémicas mistas. 5 pM de sulforafano como um controle positivo da ativa¢do e controle NRF2 ndo tratados.
Medimos os niveis de expressao de NRF2 (apos o tratamento com 4h) e seus genes alvo (apds 16h de tratamento).
TRXRI (tioredoxina redutase 1), NQO1 (NAD (P) H quinona desidrogenase 1, GCLM (glutamato cisteina ligase).
Fonte: A autora, 2019.
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E interessante verificar que com essa abordagem (exposi¢do curta) os compostos
urémicos, aqui estudados, sdo capazes de aumentar a expressao de Nrf2. Relatos na literatura
apontam que pacientes em estagios mais avancados da DRC (Pedruzzi ef al. 2012; Stockler-
Pinto et al. 2014; Stockler-Pinto ef al. 2018), ou em animais experimentais nefrectomizados
(Kim e Vaziri 2010), a sinaliza¢do de Nrf2 parece estar inativada ou com sua ativacao reduzida,
0 que nos leva a acreditar que o aumento na expressao de Nrf2 observado nos nossos ensaios
pode ser uma resposta primaria ao estresse celular causado pelas toxinas, ou consequéncia do
bloqueio autofagico promovido por elas ativando Nrf2 de maneira ndo canonica.

A modulag@o de Nrf2 através do bloqueio da autofagia ¢ bem conhecida, essa ¢ uma
ativacdo indireta que ocorre através da interacdo de p62 com Keapl. Tal mecanismo ¢
observado e descrito quando células sdo expostas a toxicidade do arsénico (um carcinogénico

humano), que ativa a via Nrf2 através do bloqueio da autofagia (Lau et al. 2010; Dodson ef al.

2018).

4.6 Toxinas urémicas também ativam a via nrf2 por uma via nao candnica

Mostramos na primeira parte deste trabalho a inibi¢cao do fluxo autofagico. Além disso,
jé foi demonstrado que um fluxo autofagico deficiente (Copple et al. 2010; Y. Liu et al. 2007,
Jain et al. 2010; Fan et al. 2010), como aquele promovido por arsénico (Lau et al. 2010), pode
induzir uma ativa¢do da via Nrf2. Portanto, questionamo-nos se havia a possibilidade das
toxinas urémicas estarem ativando de forma ndo-canodnica a Nrf2. Para elucidar essa questao,
testamos o papel da cisteina 151 (C151S) de Keapl, na regulagdo de Nrf2 e sua resposta
antioxidante, no contexto urémico.

Para isso, medimos a ativacdo de ARE presente na regido promotora de NQO1 (Tao et
al. 2015), clonado com o gene reporter da luciferase de vagalume em HEK293T com
deficiéncia de Keapl endogeno (obtido por nocaute de KEAP1) e superexpressando ou Keapl
selvagem (wt) ou Keapl C151S (Figura 15A). Como ativadores da via canonica utilizamos 5
uM SF e 50 uM de tert-butil hidroquinona (tBHQ) e como ativador nao canodnica utilizamos 5
UM de arsénico (As). Para esse ensaio, utilizamos a mistura de toxinas mais concentrada,
referida aqui apenas como UT3.

O Nocaute da proteina Keapl enddgena e a superexpressao com Keapl wt ou Keapl
C151S foi eficiente, como pode ser observado na (Figura 15A). Neste ensaio, foi realizada a

transfec¢do do construto de ARE com luciferase de vagalume e do construto renilla luciferase.
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Quando avaliamos a ativagdo de ARE, observamos que SF e tBHQ ativaram ARE nas
células superexpressando Keapl WT, mas ndo nas células superexpressando Keapl C151S.
Este resultado confirma que estes compostos ativam a via de Nrf2 através da oxidagdo da
cisteina 151, ou seja, pela via candnica. J4 o arsénico levou a ativagdo de ARE tanto nas células
superexpressando Keapl selvagem ou mutado (Figura 15B), indicando que de fato, a ativacao
de Nrf2 pelo As nao depende da oxidagado da cisteina 151 de Keapl, como ja demonstrado (Lau
et al. 2010). O resultado obtido com UT3 foi semelhante ao resultado obtido com arsénico,
mostrando que as toxinas ativam a resposta ARE tanto na presenca de Keapl selvagem quanto
na presenca de Keapl mutado. Estes resultados apontam para uma ativagdo ndo candnica,
embora ndo excluam a possibilidade de que outros residuos de cisteina possam atuar como um

sensor redox.
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Figura 15. Toxinas urémicas sao indutor Nrf2 Keapl C151S de maneira independente.
Nota: A) Western blotting representativo do nocaute de Keapl. B) Células HEK-293T foram transfectadas com
siRNA Keapl. Apds 24 h, co-transfectadas com vetores de expressdo para o tipo selvagem Keapl (KEAP1-WT)



60

ou Keapl em que a cisteina 151 foi mutada em serina (KEAP1-C151S). Apos 24 h, as células foram tratadas por
16 h com 5 uM SF, 50 uM tBHQ, 5 uM As e UT3. Os dados sdo média + DP de pelo menos trés experimentos
independentes. A analise estatistica foi realizada com Two-way ANOVA com teste post hoc de Sidak’s multiple
comparisons test. * P <0.05

Fonte: A autora, 2019.

Esse resultado de certa forma, confirma os dados que haviamos obtido com a avaliagdo
dos marcadores da via de Nrf2, onde as toxinas ativaram a resposta antioxidante, tanto em niveis
totais quanto de genes alvos. E, principalmente, que existe uma interacdo entre a via de
autofagia como reguladora da ativa¢dao de Nrf2 (nesse contexto urémico).

No entanto, ainda ndo sabiamos se uma exposi¢ao longa das células as toxinas poderia
causar uma inativacdo ou diminuicdo da atividade antioxidante de Nrf2 ou se as células
conseguiriam manter o perfil de ativagao continuo.

Para essa avaliacdo, fizemos um ensaio de translocagdo nuclear de Nrf2. Uma vez que,
nossos ensaios demonstraram aumento nos niveis totais de Nrf2, mas ndo diferenciaram se os

niveis aumentaram no citosol ou na por¢ao nuclear.

4.7 Translocagao nuclear de Nrf2 em células endoteliais tratadas com toxinas urémicas

Em situagdo basal, a imunomarcacdo de Nrf2 mostra que esta proteina ¢ encontrada
predominantemente no citosol celular. A incubagdo de células com 5 pM SF por 4 h induziu a
translocag@o de Nrf2 do citosol para o nucleo celular (Figura 16A), como esperado. De forma
similar, o tratamento com as toxinas urémicas isoladas ou combinadas por este tempo levou a
translocacdo nuclear de Nrf2, consistente com os dados de ativagao observados na figura 14.

Ap6s 24 horas, podemos observar que pCS comeca a desativar a translocagdo nuclear,
e a imunomarcacdo aparece de forma um pouco mais intensa no citosol (Figura 13B), ao
compararmos esse mesmo tratamento em 4 horas (Figura 13A). Contudo, células incubadas
com IxS, IAA e UT1, assim como com SF, mantém a ativagdao em 24 horas (Figura 13B). Essa
ativagdo pode estar relacionada com o sequestro de Keapl por p62 dentro dos autofagossomos
ou ainda a uma resposta adaptativa da célula ao estresse oxidativo causado por essas toxinas
isoladas ou combinadas.

Porém ¢ interessante notar que em 48 horas de tratamento ha uma reducgdo drastica na
ativacao de Nrf2 nos tratamentos com os compostos urémicos (Figura 13C). Esse dado sugere
que ap6s um periodo de exposicdo longo as toxinas urémicas, a célula diminui sua atividade

antioxidante e, Nrf2 volta a sua forma inativa no citoplasma.
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Figura 16. Translocacdo nuclear de Nrf2 em células endoteliais.

Nota: Imunofluorescéncia de células EA.hy926, utilizando anti-Nrf2 (1:50) como anticorpo primario e anti-
Alexafluor 488 (1:1000) como anticorpo secundario. 5 uM de sulforafano (SF) foi utilizado como controle positivo
de ativagdo nuclear de Nrf2. As células foram incubadas com toxinas urémicas isoladas 100 uM de IxS, 100 uM
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de pCS, 10 uM de TAA, ou com a mistura UT1 em 10% SFB, ou com DMEM contendo 10% de SFB para o
controle ndo tratado. A) Células EA.hy926 tratadas por 4 horas B) Células EA.hy926 tratadas por 24 horas e C)
Células EA.hy926 tratadas por 48 horas. As imagens foram capturadas com um microscopio de fluorescéncia
confocal Nikon Al objetiva 60x NA 1,4 As com o6leo de imersdo e software de elementos NIS. Barra de escala
indica 50 pm.

Fonte: A autora, 2019.

Considerando que expondo as células endoteliais as toxinas urémicas por tempos mais
longos observamos a diminui¢ao da atividade da via Keap1-Nrf2 e que isso ndo causou a morte
celular de maneira significativa (Figura 8), nos questionamos se a inativagao da atividade de
Nrf2 pelas toxinas urémicas poderia acarretar na perda da viabilidade celular.

Para isso, linhagens de MEF Nrf2 nocaute (Nrf2”") e MEF Nrf2 selvagem (Nrf2"")
foram utilizadas para demonstrar a importancia funcional da ativagdo da via Keapl-Nrf2 na
toxicidade induzida por compostos urémicos. A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de
MTT 48 h apds o tratamento com UTs. Nossos dados indicaram que o nocaute de Nrf2 leva a
perda da viabilidade celular, de maneira dependente da concentragdo (Figura 17). Portanto,
podemos dizer que as toxinas urémicas ao causarem a diminui¢do da atividade funcional de
Nrf2 em exposi¢des cronicas comprometem a atividade de protecdo celular ao estresse

oxidativo induzido pelas proprias toxinas.
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Figura 17. Auséncia de Nrf2 aumenta a toxicidade das toxinas urémicas.

Nota: MEFs Nrf2 selvagem (Nrf2-/-) e MEF nocaute (Nrf2+/+) foram cultivadas e tratadas com concentragdes
crescentes de toxinas urémicas combinadas (UT1, UT2, UT3) durante 48 horas e depois tratados com MTT por 1
h. A viabilidade celular foi determinada medindo a absorbancia a 570 nm. Os dados foram analisados por one-way
ANOVA e significancia estatistica determinada pelo método de Holm-Sidak e expressa como + SEM de 3
experimentos independentes (P <0.001).

Fonte: A autora, 2019.
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5 Discussao

No presente trabalho nés analisamos o efeito da toxicidade urémica na perturbacao de
duas vias celulares importantes para a homeostase celular sistémica.

As toxinas utilizadas nesse estudo sdo encontradas em abundancia em pacientes que
estdo em hemodidlise e sabe-se que essas toxinas desempenham um papel importante na
biogénese de danos vasculares cardiacos e renais em pacientes que estdo em estdgios mais
avang¢ados da doenca renal cronica, sendo que complicagdes cardiovasculares sdo as principais
causas de morte em pacientes urémicos (Barreto et al., 2009; Liabeuf ef al., 2010; Dou et al.,
2014; Vanholder, 2018).

Contudo, sabe-se que o soro urémico contém além das toxinas ligadas a proteinas
utilizadas nesse trabalho (IxS, pCS e IAA), uma variedade de outros compostos urémicos, que
também poderiam desempenhar um papel importante no desenvolvimento de DCV (Vanholder
et al. 2012; Vanholder 2018).

Assim, para avaliar os efeitos dessas toxinas urémicas ligadas a proteina, foram
realizados estudos com toxinas urémicas isoladas (Laetitia Dou et al. 2007, 2014; Muteliefu,
Enomoto, ¢ Niwa 2009; Lekawanvijit et al. 2012; Shimizu et al. 2012; Six et al. 2015; Azevedo
et al. 2016; Lin et al. 2016; Pieniazek et al. 2018) e eles confirmaram que essas toxinas
estimulam fenotipos pro-inflamatorio, pro-oxidativos e pro-fibroticos (Vanholder, 2018).
Além disso, mais recentemente, efeitos adicionais sobre a disfun¢ao mitocondrial (Sun et al.
2017; Huang et al. 2018) foram descritos.

Dado que a aterosclerose tem sido associada a autofagia defeituosa nas células
vasculares (Grootaert et al. 2018), nos perguntamos se as toxinas urémicas poderiam desregular
a autofagia. Portanto, no presente estudo, demonstramos através da anélise de cromatografia
liquida de alto desempenho que IxS, pCS e IAA sdo incorporados por células HeLa de maneira
dependente de concentracdo, e que essas toxinas urémicas isoladas ou combinadas inibem o
fluxo autofagico celular em HelLa e nas células endoteliais. As faixas de concentracdo das
toxinas usadas aqui compreendem as concentragdes normais a altamente urémicas observadas
em nosso laboratorio anteriormente e por outros pesquisadores (Vanholder et al. 2014; Dolenga,
2015).

A concentracdo de UTI, a mistura usada na maioria dos experimentos, representa as
concentracdes encontradas nos estagios 4-5 da DRC (Boelaert et al. 2013). Assim, nossos dados
demonstraram que as concentragdes biologicamente relevantes de IxS, pCS e IAA sdo capazes
de prejudicar a autofagia. Um achado interessante relatado aqui € que a incubacao de células

NIH-3T3, e menos proeminente das células endoteliais, com 10% de soro humano ndo urémico
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exibiu ativacdo de autofagia apos 4 horas, quando comparado com células incubadas com SFB
a 10% em meio de cultura de rotina. Este resultado pode ser devido a presenga de outros
compostos no soro ndo urémico que podem regular a autofagia. No contexto da DRC, a
autofagia demonstrou ser ativada em resposta a acidose metabolica (Namba et al. 2014),
hiperfosfatemia (Liu et al. 2017; Zhang et al. 2018), AGEs (Xie et al. 2011) e LDL carbamilado
(Bose et al. 2016).

Recentemente, Sun e colaboradores demonstraram que o IxS e o pCS ativam a
autofagia em células tubulares apos 24 horas de tratamento, o resultado desse grupo sugere que
IxS e pCS induzem alteracdes dindmicas mitocondrias, causando estresse metabolico
principalmente pela diminui¢do do nimero de mitocondrias causados pela inducao da autofagia
(mitofagia) (Sun et al. 2017).

A alteragdo funcional da autofagia estd presente em células tubulares expostas a
acumula¢do de produtos proteicos de oxidacdo avancada (AOPPs), esses produtos de oxidagao
possuem participagdo direta na progressdo da DRC, foi demonstrado que AOPPs inibem a
autofagia, pois inibem a taxa de conversdo de LC3-I a LC3-II promovem o acimulo de
autofagossomos totais e de p62 (Jun Zhang et al. 2018), ou altas concentragdes de albumina
(Nolin et al., 2016) e em leucocitos de pacientes em hemodialise (Chen et al. 2013b).
Curiosamente, o fato do bloqueio da autofagia ndo poder ser revertido pela hemodialise (Chen
et al. 2013a) ¢ consistente pelo fato dessas toxinas urémicas estarem ligadas a proteinas.

No entanto, para nosso conhecimento, este ¢ o primeiro estudo mostrando que as
toxinas urémicas ou soro urémico inibem o fluxo autofagico nas células endoteliais. Além disso,
nossos resultados mostraram que o bloqueio da autofagia leva ao aumento dos niveis de
proteinas oxidadas e ao aumento da sensibilidade ao peroxido de hidrogénio nas células
endoteliais. Outros pesquisadores ja demonstraram que a inibi¢do da autofagia compromete a
degradacao de proteinas e organelas oxidadas levando a sua acumulacao (Xiong et al. 2006;
Domagala et al. 2018), esse defeito na reciclagem celular torna as células mais sensiveis ao
estresse oxidativo (He et al. 2017). De fato, a autofagia funcional ¢ requerida pelas células
endoteliais para prevenir danos induzidos por diversos estressores, como oxLDL (Nowicki et
al. 2007) e AGEs (Xie et al. 2011).

Consistente com nossos dados, o “shear stress” induzido pelo fluxo laminar ativa a
autofagia nas células endoteliais, tornando-as mais resistentes a morte celular induzida pelo
peroxido de hidrogénio (Liu ef al. 2015), e um artigo recente mostrou que a autofagia defeituosa
previne o alinhamento das células endoteliais com dire¢ao do fluxo e promove a inflamagao

das células endoteliais, apoptose e senescéncia (Vion et al. 2017). Vale notar que as toxinas
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urémicas tém sido descritas para promover a senescéncia vascular (Adelibieke et al. 2012),
levantando a possibilidade de que o comprometimento da autofagia também possa ter um papel
no envelhecimento vascular acelerado observado em pacientes com DRC.

Nossos dados sugeriram que a toxicidade urémica poderia estar causando a perda do
controle da homeostase celular e da sinalizacao redox. Zhang e outros, demonstraram uma forte
conexao entre as vias de autofagia e Keap1-Nrf2, ocorrendo por meio da interagdao de p62 com
Keapl - inibidor de Nrf2 — levando assim a uma ativag¢do nao candnica (Lu ef al. 2016; Gjyshi
et al. 2015; Copple et al. 2010; Kageyama et al. 2014a; Ichimura et al. 2013; Komatsu et al.
2010; Lau et al. 2013; Hayashi et al. 2015; Jiang, Harder, Vega, et al. 2015; Dodson et al. 2015;
Stepkowski e Kruszewski 2011; Kageyama et al. 2014b).

Vale destacar que nossos dados também demonstraram que no contexto urémico
ocorre a ativacdo da via de Nrf2 de maneira ndo candnica. Em periodos curtos de incubagao das
c¢lulas HeLa com as toxinas urémicas isoladas ou combinadas foi possivel observar a regulagao
positiva de Nrf2 e dos seus genes alvos. Porém ao analisarmos a translocagao nuclear de Nrf2
em células endoteliais que estiveram expostas a periodos mais longos as toxinas urémicas (48
horas), nossos dados indicaram inativagdo da via Nrf2 endoteliais, o que a longo prazo poderia
resultar em perda da viabilidade celular. O grupo de Vaziri mostrou que ratos nefrectomizados
em 5/6 apresentam uma inativa¢do de NRF2, associada a uma expressao aumentada da proteina
Keapl, nos tecidos de rim (Kim e Vaziri, 2010) e aorta (Aminzadeh et al., 2013). Também foi
observada uma regulacdo negativa de algumas proteinas alvo NRF2, tais como: catalase,
superoxido dismutase, GPX, HO-1, NQO1 e glutamato-cisteina ligase (Aminzadeh ez al. 2013).
Além disso, os niveis de mRNA de NRF2 parecem estar diminuidos em leucocitos de HD
(Pedruzzi et al. 2012).

A atividade de Nrf2 ¢ benéfica durante situagdes patoldgicas, exceto em condi¢des
neoplésicas. No contexto do cancer, estudos indicam que a ativagdao de Nrf2 confere resisténcia
de células cancerosas a radioterapia (Singh et al. 2010; Marampon et al. 2019), estimula a
proliferagdo celular e resisténcia a drogas quimioterdpicas (Homma et al. 2009; Wang et al.
2016) e nesse sentindo ha uma grande pesquisa envolvendo a busca por inibidores da ativagado
de Nrf2.

De fato, nossos dados mostram que Nrf2 funcional ¢ importante para garantir a
viabilidade celular ap6s o estimulo urémico. Em células MEFs Nrf2 nocaute a exposi¢ao das
células as toxinas urémicas por 48 horas demonstrou uma perda significativa na viabilidade
celular de maneira concentragdo dependente. Nosso grupo demonstrou anteriormente, que

células vasculares expostas ao soro urémico por 24 horas apresentaram diminuigao progressiva
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na razao glutationa reduzida/glutationa oxidada (tGSH/GSSG) (Rodrigues et al. 2015). Essa
razdo ¢ usada como medida para estimar o status redox intracelular e Nrf2 também ¢
responsavel pela regulacdo da via antioxidante (GSH), sua inativagdo afeta diretamente a
sintese “de novo” (Harvey et al. 2009; Tebay et al. 2015a).

Embora nossos dados sugiram que a via de autofagia ¢ particularmente importante na
protecao celular contra a proteotoxicidade induzida pelo acimulo de proteinas carboniladas ou
pelo aumento da sensibilidade celular a estimulos oxidativos, e que a exposi¢cdo das células
endoteliais a toxicidade urémica a longo prazo diminui a ativa¢do de Nrf2 o mecanismo pelo
qual essas toxinas desregulam o metabolismo ou sinalizagdo redox ainda precisa ser elucidado.

Em um cenario mais geral, podemos propor que o acumulo de toxinas urémicas no
sangue de pacientes com DRC ¢ absorvido pelas células endoteliais. Dentro da célula, eles
inibem os estagios finais da maquinaria autofagica logo apds 4h. Se as toxinas urémicas
persistirem em tais concentracdes, a autofagia defeituosa promovera o acimulo de proteinas e
organelas danificadas, levando a uma célula disfuncional, que tende a ser mais sensivel ao
estresse oxidativo, uma condi¢do exacerbada pela uremia (Aveles et al. 2010; Rodrigues et al.
2012; Rodrigues et al. 2015). O estresse oxidativo tem se mostrado um dos maiores agravantes
da progressdo da DRC. Portanto, ¢ possivel imaginar que a exposi¢do endotelial cronica as
toxinas urémicas causa além de uma perturbagdo na via autofagica um desequilibrio no estado
redox global do doente renal. Importantes sistemas antioxidantes sdo regulados através da
atividade de Nrf2. Portanto, a inabilidade da defesa celular em responder a estimulos oxidativos
causada pela sua inativagdo possivelmente contribui para amplificagdo dos danos vasculares
causados pela toxicidade urémica. Dado que a uremia estd associada a disfun¢do vascular
(Brunet et al. 2011), nossos achados indicam que as toxinas urémicas podem contribuir para o

aumento do risco de DCV pela inibi¢dao de duas vias citoprotetoras essenciais.
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6 CONCLUSOES

Neste trabalho, nos relatamos que as toxinas urémicas isoladas ou combinadas
comprometem a atividade autofagica ao bloquearam a finalizacdo do processo de degradacao
interrompendo o fluxo autofagico.

Como consequéncia dessa perturbagdo, as células tratadas com as toxinas urémicas
apresentaram um perfil de oxidagdo de proteinas elevado, quando comparados ao controle.

Também foi possivel avaliar a reducdo da viabilidade celular frente a estimulos
oxidantes. Interessantemente, ao induzirmos a atividade da autofagia com rapamicina,
observamos uma diminuicao nos efeitos deletérios causados pelo bloqueio do fluxo autofagico.

Outro dado importante obtido nesse estudo foi de que as toxinas aumentam a expressao
de Nrf2 possivelmente pela interagdo de Keapl com p62. Além disso em exposicdes de células
endoteliais com as toxinas por periodos mais longos levou a inativagao da via Keap1-Nrf2.

No geral, esses resultados indicam que as toxinas urémicas podem contribuir para a
disfuncdo das células endoteliais por prejudicar a autofagia e inibir a ativacao da via de Keap1-

Nrf2.
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