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RESUMO

Assis SIS. A ativacao prolongada da subunidade p65 do fator nuclear NF-kappa-
B sustenta o efeito persistente dos produtos de glicacdo avancada sobre a
sensibilizacao inflamatéria em macrofagos [Dissertacdo]. Sdo Paulo: Faculdade
de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2024.

Produtos de glicacdo avancada (AGE) induzem estresse inflamatério por
intermédio da ativacdo do fator nuclear NF-kappa-B (NFKB), mediante ligac&o
ao receptor para AGE (RAGE). A sinalizacdo do RAGE converge com a do
receptor 4 do tipo toll (TLR4) e os AGE sensibilizam macréfagos a estimulacao
inflamatdria por lipopolissacarideos (LPS). Este efeito € sustentado em
macrofagos, persistindo mesmo apos longo tempo em meio isento de AGE e séo
dependentes do controle glicémico em individuos com diabetes mellitus (DM).
Testou-se a hipotese de que a persisténcia da acdo da albumina-AGE seja
decorrente da ativagao nuclear sustentada de NFKB. Sendo assim, determinou-
se em macrofagos, tratados com albumina controle (C) e albumina-AGE, o tempo
de persisténcia da sensibilizacéo a estimulacéo inflamatéria por LPS inferido pela 1)
secrecdo de citocinas inflamatorias; 2) conteido nuclear das subunidades de NFKB,
p50 e p65; 3) expressdo de genes inflamatorios. A albumina-AGE foi preparada in
vitro pela incubacéo com glicolaldeido 10mM, durante 4 dias a 37°C, no escuro e
a albumina-C, incubada apenas com solugédo tampao-fosfato. Macréfagos da
linhagem RAW-264.7 sobrecarregados, por 24h com lipoproteinas de densidade
baixa (LDL) acetilada, foram tratados com albumina-C ou AGE (2 mg/mL, 48 h),
na presenca ou auséncia de HDL. A seguir, foram mantidos em meio isento
dessas albuminas por diferentes intervalos de tempo e, posteriormente,
incubadas por 24 h com LPS. Foram determinadas a expressado génica de RelA,
Nfkbl, Ager, Tir4, IL6, TNF, Abcal e Abcgl por RT-gPCR, o contetdo nuclear
de p50 e p65 por Western blot e a secrecdo de citocinas inflamatérias TNF, IL-6
e IL-1beta, por ELISA. As comparagdes foram feitas por ANOVA de um fator ou
teste t de Student (n=6). A albumina-AGE sensibilizou os macréfagos a estimulacéo
por LPS, favorecendo maior secrecéo de TNF, IL-6 e IL-1 beta em, respectivamente,
1,5%, 9,4%, 5,6% em comparacdo a albumina-C (tempo zero). O aumento na
secrecao de TNF, IL-6 e IL-1beta permaneceu, respectivamente, até 24 h, 24 he 12
h, mesmo apds a remocado da albumina-AGE do meio, com uma area sob a curva
maior em 1,6, 16 e 5,2 vezes, respectivamente; a incuba¢do na presenga de HDL
nao alterou o perfil inflamatdrio persistente. A expressao dos genes 116 e RelA, (apos
8 h da remocéo das albuminas do meio de cultura) 116 e Abcal (apds 24 h da remocao
das albuminas do meio de cultura) foi maior nas células tratadas com albumina-AGE,
em comparagéo a albumina-C. O conteudo nuclear de p50 foi semelhante entre os
grupos, mas o p65 permaneceu aumentado 2,9 vezes, por até 24 h, nas células
tratadas com albumina-AGE em comparacdo a albumina-C. Os resultados
evidenciam que a ativagao prolongada da subunidade p65 do fator nuclear NF-kappa-
B sustenta o efeito persistente dos AGE sobre alteracdo na expressao génica e a
secrecdo de citocinas inflamatérias em macrofagos desafiados com LPS, o que
contribui para a memaoria metabdlica celular.

Palavras-chave: Aterosclerose. Produtos de glicagdo avancada. Diabetes
mellitus. NF-kappa-B. Inflamacao. Lipopolissacarideos.



ABSTRACT

Assis SIS. The prolonged activation of the p65 subunit of the nuclear factor NF-
kappa-B sustains the persistent effect of advanced glycation end products on
inflammatory sensitization in macrophages [Dissertation]. Sdo Paulo: “Faculdade
de Medicina, Universidade de S&o Paulo”; 2024.

Advanced glycation end products (AGESs) elicit inflammation by triggering the
activation of nuclear factor NF-kappa-B (NFKB) upon binding to the receptor for
AGE (RAGE). Moreover, RAGE signaling converges with toll-like receptor 4
(TLR4) signaling, and AGEs prime macrophage to the lipopolysaccharide (LPS)-
induced inflammation. This effect is sustained in these cells, persisting even after
a long time in an AGE-free environment, and depends on glycemic control in
individuals with diabetes mellitus (DM). The persistence of sensitization to
inflammatory stimulation by LPS was determined in macrophages treated with
control albumin (C) and AGE-albumin, inferred by 1) secretion of inflammatory
cytokines; 2) nuclear content of NFKB subunits, p50, and p65; 3) expression of
inflammatory genes. AGE-albumin was prepared by incubation with 10mM
glycolaldehyde for 4 days at 37°C in the dark, and C-albumin was incubated only
with a phosphate-buffered solution. RAW-264.7 macrophages overloaded for 24h
with acetylated low-density lipoprotein were treated with C or AGE-albumin (2
mg/mL, 48 h), in the presence or absence of HDL. They were then kept in a
medium free of these albumins for different intervals and subsequently incubated
for 24 h with LPS. Gene expression of RelA, Nfkb1, Ager, Tir4, IL6, TNF, Abcal,
and Abcgl was determined by RT-gPCR, nuclear content of p50 and p65 by
western blot, and secretion of inflammatory cytokines TNF, IL-6, and IL-1beta by
ELISA. Comparisons were done by one-way ANOVA or Student t-test (n=6).
AGE-albumin sensitized macrophages to LPS stimulation, favoring increased
secretion of TNF, IL-6, and IL-1 beta by 1.5%, 9.4%, and 5.6%, respectively,
compared to C-albumin (zero time). The increase in TNF, IL-6, and IL-1beta
secretion persisted, respectively, up to 24 h, 24 h, and 12 h, even after the
removal of AGE-albumin from the medium, with an area under the curve greater
by 1.6, 16, and 5.2 times; incubation in the presence of HDL did not alter the
persistent inflammatory profile. The expression of 116 and RelA genes (after 8h of
albumin removal from the culture medium) and 116 and Abcal (after 24 h of
albumin removal from the culture medium) was higher in cells treated with AGE-
albumin compared to C-albumin. The nuclear content of p50 was similar between
groups, but p65 remained increased 2.9 times for up to 24 h in cells treated with
AGE-albumin. The results demonstrate that prolonged activation of the p65
subunit of nuclear factor NFKB sustains the persistent effect of AGE on gene
expression alterations and the secretion of inflammatory cytokines in LPS-
challenged macrophages, contributing to cellular metabolic memory.

Keywords: Atherosclerosis. Advanced glycated end products. Diabetes mellitus.
NF-kappa-B. Inflammation. Lipopolysaccharides.
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1. INTRODUCAO

1.1 Diabetes Mellitus, complicacbes macrovasculares e produtos de
glicacdo avancada

O diabetes mellitus (DM) se refere a um grupo heterogéneo de doencas
metabdlicas que apresentam em comum a elevacao da concentracdo plasmatica
de glicose, condicdo causada pela deficiéncia na secrecdo da insulina, na
vigéncia ou ndo de resisténcia a acdo deste horménio. A Sociedade Brasileira
de Diabetes (Rodacki et al., 2021 — Diretriz da Sociedade Brasileira de Diabetes)
classifica o DM, em: tipo 1 (DM1), tipo 2 (DM2), gestacional, monogénico e
iatrogénico, sendo os dois primeiros 0s mais prevalentes.

A doenca cardiovascular (DCV) clinicamente representada,
principalmente, pelo infarto agudo do miocardio e acidente vascular encefalico,
€ uma complicacdo frequente do DM, e contribui como principal causa de
morbimortalidade nesta populacdo. Diversos componentes da sindrome
metabdlica bem como alteracbes bioquimicas diretamente resultantes da
hiperglicemia favorecem o estabelecimento e a evolugéo da DCV (IDF, 2021).

A hiperglicemia é o principal fator etiopatogénico envolvido na génese e
evolucdo das complicacBes macro e microvasculares do DM (AN, et al., 2021).
Sua relacdo com as doencas cardiovasculares foi demonstrada nos classicos
estudos United Kingdom Prospective Diabetes Study (UKPDS) e Diabetes
Control and Complications Trial (DCCT), em individuos com DM2 e DM1,
respectivamente. Neles, o controle rigoroso da glicemia foi fator protetor contra
o desenvolvimento das DCV (UK Prospective Diabetes Study Group, 1998;
DCCT/EDIC Study Group, 2016).

O estudo Epidemiology of Diabetes Interventions and Complications
(EDIC), uma continuacao observacional do DCCT, reiterou a protecdo conferida
pela melhora metabdlica em seguimento de 30 anos, e constatou que o grupo
gue adotou um controle glicémico rigoroso (com mais aplicagdes de insulina ao
longo do dia) apresentou uma menor incidéncia e mortalidade por eventos
cardiovasculares em comparacdo ao grupo que realizou controle glicémico
convencional, mesmo apds o término da intervengdo e com a equiparagdo da
hemoglobina glicada (DCCT/EDIC Study Group, 2016).



Em estudo prospectivo, Engerman e Kern (1987) realizaram experimentos
em cdaes, observando o efeito de memodria metabodlica frente a retinopatia
diabética. Os animais foram divididos em grupos controles ndo-diabéticos e
tratados com aloxana para inducdo de diabetes, sendo acompanhados em
controle glicémico convencional (por 5 ou 2,5 anos) seguido de controle
glicémico rigoroso (por 5 ou 2,5 anos; com insulina administrada duas vezes ao
dia). O estudo evidenciou que as lesdes nos capilares da retina se
desenvolveram no grupo que realizou controle glicémico convencional por 2,5
anos mesmo apos seguir por 2,5 anos de controle intensivo. Esses resultados
demonstraram que a retinopatia se apresenta imediatamente quando em estado
hiperglicémico e também nédo regride imediatamente ao controle glicémico
adequado (ENGERMAN e KERN, 1987).

Posteriormente o mesmo foi observado em humanos no estudo The
Stockholm Diabetes Intervention Study (SDIS) envolvendo individuos com DM1
dependentes de insulina e que apresentavam retinopatia ndo proliferativa. Esses
individuos foram submetidos ao controle glicémico convencional ou controle
intensivo, e ao fim o estudo evidenciou-se que o controle intensivo foi mais eficaz
na diminuicdo de eventos micro e macrovasculares (REICHARD et al., 1991).

Em conjunto, as observacdes destes importantes estudos comprovaram
que o controle glicémico precoce é um fator importante na prevencdo de
complica¢Bes em longo prazo do DM. Além disso, estabeleceram o conceito de
memoria metabolica ou efeito legado, baseado na modificacdo de
macromoléculas durante o periodo de desajustes no controle glicEmico e que se
perpetua mesmo apos a melhora metabdlica (NATHAN et al., 2005).

Os efeitos fisiopatolégicos da hiperglicemia culminam no aumento do
insulto oxidativo intracelular, apontado como elo para as complicac6es em longo
prazo do DM. Eles séo explicados pela ativacdo das seguintes vias: 1) via dos
polidis; 2) via das hexosaminas; 3) via da proteina cinase C (PKC) e 4) formacao
dos produtos de glicacdo avancada (AGE) (figura 1) (BROWNLEE, 2001,
GIACCO et al., 2010; PAPACHRISTOFOROU, 2020).

O aumento do fluxo metabdlico na via glicolitica e a sobrecarga na cadeia
mitocondrial transportadora de elétrons condiciona o0 escape de espécies
reativas de oxigénio (ROS), como anion superoxido (BROWNLEE, 2001). O

aumento na atividade da enzima que favorece o reparo da quebra em fita Unica



do DNA - poliADP ribose polimerase (PARP) (EASTERDAY et al., 2007; CHUNG
et al., 2003), protege o material genético contra o insulto oxidativo. Entretanto
paralelamente, a PARP promove a poliribosilacdo da gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH), o que compromete sua fungéo catalitica, reduzindo o
fluxo na via glicolitica (BROWNLEE, 2001). Em decorréncia, acumulam-se
intermediarios, como gliceraldeido-3-fosfato (G3P), que € desviado para a
formacéo de metilglioxal (MGO), oxoaldeido que apresenta alta reatividade com
macromoléculas intracelulares, especialmente proteinas, fosfatidiletanolamina,
histonas e &cidos nucleicos, levando a sua modificacao irreversivel por glicacdo
avancada (IHNAT et al., 2007; GIACCO; BROWNLEE, 2010; DARENSKAYA et
al., 2021). A frutose gerada na via do sorbitol € mais reativa que a glicose,
podendo contribuir também para a geracéo de AGE.

O acumulo de G3P contribui para a maior sintese de diacilglicerol (DAG)
e ativacdo da proteina cinase C (PKC), a qual aumenta 1) a atividade da
nicotinamida adenina (NADPH oxidase) que acarreta maior producédo de ROS,
2) a 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) e a endotelina-1, ambos contribuindo
para disfuncdo endotelial, 3) TGF-beta e PAI-1 e 4) ativacdo de NFKB que
favorece vias inflamatérias (BESTERMAN et al., 1986; SCIVITTARO et al., 2000;
IGHODARO, 2018).

Pela via dos polidis ocorre a metabolizacdo da glicose pela aldose
redutase (AR) com geracdo de sorbitol e frutose. H4 consumo de nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato (NADPH), o que diminui poder redutor para
ressintese da glutationa, comprometendo, portanto, a geracao de importante
antioxidante intracelular. O aumento da razdo NADH:NAD+, também contribui
para maior geracdo de DAG e, consequentemente, ativacdo da PKC (DARLEY-
USMAR et al., 1995; REIS et al., 2008).

A via das hexosaminas implica no metabolismo da frutose-6-fosfato. Esse
processo envolve a atividade da enzima glucosamina-frutose-aminotransferase
(GFAT), que converte a frutose-6-fosfato em glucosamina-6-fosfato, que
posteriormente é transformada em uridina difosfato-N-acetilglucosamina (UDP-
GIcNAc) pela acdo da UDP-N-acetilglucosamina sintase. O aumento desta via
culmina no aumento do fator de crescimento transformante beta (TGF beta) e

PAI-1 que sdo responsaveis pela oclusdo capilar e vascular por meio da



proliferacdo da matriz de colageno e espessamento da membrana basal
(ROBERTSON, 2004; INOGUCHI et al., 2000; IGHODARO, 2018).

Todas estas vias incrementam o insulto oxidativo, o qual serve de base
para perpetuar a formacdo dos AGE. Além disso, estresse oxidativo e
glicoxidativo associam-se a alteracbes epigenéticas, que comprometem a
expressao de genes e vinculam-se ao estabelecimento da memaoria metabdlica
(DARENSKAYA et al., 2021).
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Figura 1. Vias deletérias relacionadas a hiperglicemia. Na hiperglicemia
ocorre aumento do fluxo de glicose na via glicolitica, o que favorece o escape de
anion superoéxido pela cadeia de transporte de elétrons. 1) Pela via dos polidis,
h& geracao de sorbitol e frutose e reducéo de defesas antioxidantes; 2) por meio
da via das hexosaminas, ha inducdo da expressdo do fator de crescimento
transformante beta (TGF-beta) e do inibidor do ativador de plasminogénio 1; 3)
A sintese de diacilglicerol, por meio da conversédo de G3P, promove ativacédo da
proteina cinase C (PKC), relacionada a disfuncdo endotelial, inflamacao e
estresse oxidativo; 4) A consequente ativacdo da poli ADP-ribose polimerase
(PARP) reduz a atividade da gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, diminuindo
o fluxo metabdlico na glicolise e desviando intermediarios para a sintese de
metilglioxal (MGO), com rapida geracdo de produtos de glicacdo avancada
(AGE) que altera irreversivelmente a estrutura e fungdo de moléculas, ativando
espécies reativas de oxigénio e o fator nuclear kappa B (NFKB). Adaptado de
MATOBA et al., 2020.



1.2 Produtos de Glicagdo Avancada

Os AGE séo produtos finais da reacdo covalente ndo-enzimatica (figura
2) entre a glicose, outros monossacarideos ou oxoaldeidos com a por¢ao amino
terminal ou residuos de lisina e arginina da cadeia polipeptidica. A reagcdo se
inicia com a formacdo de um produto instavel, cuja constante de formacéo
encontra-se em equilibrio com a de dissociacdo, denominado Base de Schiff
(BARLOVIC et al., 2011; VISTOLI et al., 2013; VLASSARA et al., 2014), o qual
pode progredir frente a descompensacdao glicémica prolongada para um produto
mais instavel, denominado de Produto Amadori (frutosil-lisina). Por meio de
rearranjos inter e intramoleculares da base de Schiff e do produto Amadori
formam-se oxoaldeidos reativos (MGO, glioxal, glicolaldeido e 3-dexiglicosona)
que propagam a reacdo de modo irreversivel, com a formacdo dos AGE
(carboximetil-lisina, carboxietil-lisina, dimeros de glioxal e metilglioxal, pirralina,
glicosepane, hidroimidazolonas, pentosidina e furosina).

Os oxoaldeidos encontram-se elevados no DM, especialmente no periodo
pés-prandial, modificando rapidamente a estrutura de proteinas de meia-vida
curta ou média. Isto ocorre devido a rapida reatividade destes compostos, o que
desvincula a reacdo de glicacdo apenas as proteinas de meia-vida longa
(LAPOLLA et al., 2003; BEISSWENGER et al., 2001, 2005; MUKHOPADHYAY
etal., 2008; ODANI et al., 1999). Os oxoaldeidos também se encontram elevados
em reac0Oes inflamatdérias, doenca renal crénica e outras situacfes de estresse
oxidativo, como a dislipidemia (HANSSEN et al., 2018).

Além da hiperglicemia, fontes exdgenas também contribuem para o pool
de AGE corpdreo. As fontes exdgenas de AGE, advém do tabaco e de alimentos
preparados em alta temperatura em coccdo a seco, principalmente aqueles
enriquecidos em gorduras (CERAMI et al., 1997; TWARDA-CLAPA et al., 2022).
Considerando-se o consumo elevado de alimentos processados e enriguecidos
em AGE, e a capacidade do organismo em absorvé-los e transporta-los em
associacao a albumina e lipoproteinas, é crescente a preocupacao da dieta como
fonte extra de AGE e seus efeitos adversos sobre a saude humana (TWARDA-
CLAPA et al., 2022; BAYNES, 2007; KOSCHINSKY et al., 1997).
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Figura 2. Reacdo de glicacdo ou Maillard. A reacéo de glicacdo ocorre pela
reacdo ndo enzimatica entre a glicose e o grupo amino-terminal de proteinas,
fosfolipides e acidos nucleicos que dardo origem a uma reacgao reversivel com
formacao da base de Schiff, que ap6s rearranjos moleculares poderdo formar
produtos de Amadori em uma reacao também reversivel. Os produtos Amadori
também sao conhecidos como produtos de glicacdo precoce, como a
frutosamina e a hemoglobina glicada, bastante comuns clinicamente na
avaliacao do controle glicémico. A auto oxidacao da glicose e a degradacéo da
base de Schiff e do produto Amadori, ddo origem a compostos altamente reativos
que sdo os oxaldeidos como o glioxal, glicolaldeido, metilglioxal e 3-
deoxiglucosona. Estes conduzem a rapida e irreversivel formacao dos produtos
de glicacdo avancada (AGE), como a carboximetil-lisina, carboxietil-lisina,
dimeros de glioxal e metilglioxal, pirralina, glicosepane, hidroimidazolonas,
pentosidina e furosina.

Os AGE comprometem a matriz extracelular, principalmente pela
formacdo de entrecruzamentos proteicos. Além disso, modulam as funcdes
celulares, por meio da interacdo com o receptor para AGE (RAGE) (GOLDIN et
al., 2006).

A ativacao do eixo AGE-RAGE dispara uma via de sinalizagéo intracelular
que se inicia pela ativagcdo de NADPH oxidase, com subsequente ativacdo do
fator nuclear KB (NFKB), o qual modula positivamente a transcricdo de genes
inflamatorios, vinculados ao dano vascular (YEH et al., 2001). Outros receptores
celulares também sdo capazes de se ligar aos AGE, como o receptor 4 do tipo
toll (TLR-4). Este receptor apresenta vias de sinalizagdo que se cruzam com as
do RAGE, potencializando a acdo dos AGE, dos lipopolissacarideos (LPS) e
outras moléculas inflamatdrias e padrées moleculares associados a patégenos
(YAMAMOTO et al., 2011; OHTSU et al., 2017).



1.3 Glicacao e transporte reverso de colesterol

A remocao de colesterol dos macrofagos da intima arterial € a primeira
etapa de um processo antiaterogénico denominado transporte reverso de
colesterol (TRC). Nele, o excesso de colesterol das células periféricas é
removido, gracas a interacdo das apolipoproteinas A-1 (apoA-1) livres com o
transportador cassete Al de ligacdo ao ATP (ABCA-1; ATP binding cassete
transporter Al), processo que leva a formacdo de pré-beta HDL ou HDL
nascente.

O colesterol livre removido é, rapidamente, esterificado pela lecitina
colesterol aciltransferase (LCAT), com o acondicionamento do colesterol
esterificado, mais hidrofébico, no nacleo da particula (FORTE et al., 1995;
WROBLEWSKA, 2011). Desta forma, geram-se particulas esféricas de HDL,
classificadas por tamanho, em ordem crescente, como HDL3 e HDL>.

As HDL2 removem o excesso de colesterol celular, juntamente com 6xidos
de colesterol, por meio da interagcdo com o transportador cassete G1 de ligacéo
ao ATP (ABCG-1; ATP binding cassete transporter G1). O colesterol esterificado
do nucleo das HDL pode ser transferido para LDL, VLDL e quilomicrons (QM),
por intermédio da proteina de transferéncia de colesterol esterificado (CETP)
(OHASHI et al., 2010). Isto favorece a remocédo de colesterol pelo figado gracas
a elevada expresséao de receptores B-E que reconhecem as lipoproteinas ricas
em apoB (VLDL, LDL e QM). Além disso, o colesterol esterificado da HDL2 pode
ser diretamente removido pelos receptores SR-B1 hepaticos.

No figado, o colesterol livre pode ser eliminado na bile, diretamente ou
apo6s conversdo em 4cidos biliares (TOSHEKA et al, 2017). A excrecao fecal de
colesterol e &cido biliares representa a Ultima etapa do TRC e configura sua
principal forma de eliminacéo corporal.

Alteracdes no metabolismo das lipoproteinas sdo observadas frente a
modificacdo por AGE, em particular, as lipoproteinas quando glicadas se tornam
um pior substrato para varias enzimas que participam da sua metabolizacédo no
compartimento plasmatico, e as apolipoproteinas glicadas perdem sua
capacidade de atuar como cofatores enzimaticos ou de serem reconhecidas por
receptores celulares.

Além disso, lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL) e densidade

baixa (LDL) sédo captadas mais rapidamente por receptores scavenger e pelo



RAGE expressos em macrofagos, o que contribui para a retencéo de colesterol
na intima arterial, a despeito de sua menor remocao pelos receptores do tipo B-
E (WONG et al., 2018). Por outro lado, as lipoproteinas de densidade alta (HDL)
modificadas por AGE perdem a capacidade de remover colesterol celular e de
inibir a oxidagéo e inflamacao (GOMEZ ROSSO et al., 2017).

A concentracdo e funcionalidade da apoA-1 e da particula de HDL sé&o
determinantes para o efluxo de colesterol. Entretanto, outros componentes
parecem modular a remocéo de colesterol celular via ABCA-1, por regularem a
expressao e/ou funcionalidade do ABCA-1. A exportacao de colesterol celular
via ABCA-1, vinculada a ativacdo de LXR/RXR, limita a resposta inflamatoria por
reduzir o conteudo intracelular de 6xidos de colesterol, o estresse oxidativo e
vias de sinalizacao relacionadas a inflamacéo, mediadas por TLR, via NFKB (ITO
etal., 2015). De outro, lado, o estresse inflamatério parece modular distintamente
as vias de efluxo, sendo relatados aumento e diminui¢cdo contetdo de ABCA-1
apos ativacdo de NFKB, variando de acordo com o tipo celular e injuria
(BARANOVA et al., 2002; GERBOD-GIANNONE et al., 2006; KAPLAN et al.,
2002).

1.4 Albumina modificada por glicacdo avancada (albumina-AGE), efluxo de
colesterol e mecanismos moleculares associados a memoria metabdlica

A albumina é a proteina mais abundante na circulacéo, totalizando cerca
de 60% das proteinas plasmaticas. Por apresentar muitos residuos de lisina em
sua estrutura ela é muito suscetivel a modificacdo por glicacdo (BELINSKAIA et
al., 2021; RABBANI et al., 2019). Seus dominios hidrofobicos apresentam
grande afinidade por &cidos graxos, embora a modificacdo por glicacdo
avancada reduza sua capacidade de transportar acidos graxos, enquanto
aumenta sua ligacéo ao colesterol (ZHAO; MARCEL, 1996; LEE; MCMENAMY
1980; HENNING et al., 2022).

A albumina-AGE € avidamente captada por macréfagos, induzindo a
geracdo de espécies reativas de oxigénio por meio da ativacdo da NADPH
oxidase e sistema mitocondrial (DE SOUZA PINTO et al., 2012). Este insulto,
vincula-se ao estabelecimento de estresse de reticulo endoplasmatico,

caracterizado pelo aumento da expressédo de proteinas relacionadas a via de



proteinas mal enoveladas, como as chaperonas Grp78 e 94, ATF-6, elF2alfa e
CHOP (CASTILHO et al., 2012).

Além disso, a albumina-AGE torna os macréfagos mais sensiveis a
agentes inflamatorios classicos, como calgranulinas e LPS, promovendo maior
secrecdo de citocinas inflamatérias (OKUDA et al., 2012). Estresse oxidativo,
inflamatorio e de reticulo endoplasmatico vinculam-se diretamente a reducao do
conteudo proteico do receptor ABCA-1 em macrofagos expostos a albumina-
AGE. Isto, em ultima instancia, reduz drasticamente a remocao de colesterol
celular pelas apoA-1 e HDL, mesmo na vigéncia de concentragdes suficientes
destas particulas aceptoras e da estimulacdo da expressdo génica de ABCA-1
por AMP ciclico ou agonistas de LXR. Estas observa¢des levam ao conceito de
que no DM, ou em outras condicbes onde prevaleca o estresse carbonila e a
geracdo de AGE, independentemente das concentragbes séricas e da
funcionalidade da apoA-1 ou HDL, a hiperglicemia reduz a concentracdo do
receptor de HDL, induzindo actumulo intracelular de colesterol e seus derivados
oxigenados, em particular 6xidos de colesterol tdéxicos que se vinculam ao
agravamento da lesao aterosclerotica e eventos de ruptura da mesma.

O isolamento de albumina sérica de individuos portadores de DM, com
controle glicémico inadequado, evidenciou maior quantidade de AGE,
notadamente, carboximetil-lisina, associada a esta proteina, em comparacéo
aquela isolada de individuos saudaveis (DE SOUZA PINTO et al., 2012;
MACHADO-LIMA et al., 2013). Semelhantemente ao descrito acima, observou-
se menor remocdo de colesterol celular e acumulo intracelular de lipides em
macrofagos expostos a albumina dos individuos DM (DM1 e DM2), com
alteracdo na expressao de genes envolvidos no fluxo de colesterol. Destaca-se
a maior expressao de Nox4 gue codifica para a principal isoforma da NADPH
oxidase em macrofagos (NOX-4) favorecendo o insulto oxidativo (MACHADO-
LIMA et al., 2013).

De outro lado, observou-se menor expressao de Jak2 que codifica para a
janus cinase 2, proteina que potencializa a ligacéo da apoA-1 ao receptor ABCA-
1, impulsionando o efluxo de colesterol (MACHADO-LIMA et al., 2013;
MACHADO-LIMA et al., 2015). Sendo assim, a albumina modificada in vivo por
glicacdo avancada altera a expressao génica, regulando negativamente o efluxo

de colesterol. Em relacdo ao ABCA-1 néo sao observadas alteracdes na taxa de
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transcricdo génica, embora a redug¢do do conteudo proteico seja diretamente
resultante de sua maior degradacéao intracelular pelos sistemas proteasomal e
lisossomal, independentemente de calpainas de superficie. A melhora do
controle glicémico demonstrou-se capaz, quando comparadas a albumina
isolada do mesmo individuo pré e pés adequacao metabdlica, de restabelecer o
conteudo de ABCA-1 e o efluxo de colesterol, com reduc&o do conteudo lipidico
intracelular.

Demonstrando um efeito prolongado do insulto da albumina glicada,
observou-se prejuizo na remocdo de colesterol de macréfagos que persistiu
mesmo apos 8 h da retirada do insulto do meio de cultura. Esta mesma
persisténcia de efeito é observada em relacdo a secrecdo de citocinas
inflamatérias, a qual se mantém elevada por até 24 h, sugerindo a existéncia de
um mecanismo de memoria celular (MINANNI et al., 2021).

De fato, a modificacdo de macromoléculas celulares por AGE é apontada
como um dos mecanismos responsaveis pela memoria metabdlica ou efeito
legado, descrito pelos estudos DCCT/EDIC e UKPDS. Juntamente com o
estresse oxidativo e alteracdes epigenéticas, os AGE parecem contribuir para a
incidéncia de complicacdes em longo prazo do DM previamente descompensado
a despeito de sua compensacao posterior (DCCT/EDIC, 2016; UK
PROSPECTIVE DIABETES STUDY GROUP, 1998).

A modulacdo epigenética em células de linhagem mieloide, como
monaocitos e macréfagos, pode explicar a génese de diversas complicacdes
advindas do diabetes, como a retinopatia e a doenca renal (CHEN et al., 2020).
Nesses tipos celulares foram observadas alteracées devido a hiperglicemia
transitéria em estudo utilizando amostras de participantes do DCCT/EDIC, que
evidenciou a presenca de metilacdo em ilhas CPGs (Citosina-fosfato-guanina)
de sequéncias de DNA associadas a hemoglobina glicada (CHEN et al., 2020).
Os mondcitos e macrofagos, possuem o papel essencial de regular a resposta
inflamatoria, especialmente na via do NFKB, mas, essa mesma funcédo pode
causar danos por meio do aumento do estresse oxidativo e acumulo destes em
tecidos especificos (KOJIMA et al., 2014).

Apesar do parametro utilizado para acompanhar o desbalanc¢o da glicemia
ser a hemoglobina glicada, que demonstra um valor referente de cerca de 3

meses na circulacdo, a albumina glicada tem sido descrita por alguns autores
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como um parametro mais fidedigno ao analisar casos de DM, tendo em vista
uma resposta imediata ao tratamento intensivo com insulina (TAKAHASHI et
al.,2007; INABA et al., 2007).

1.5 Produtos de glicacédo avancada e fator nuclear kappa B

O NFKB consiste em uma familia pequena de fatores de transcricdo que
regulam diversas funcdes celulares, especialmente relacionadas a funcao
imunolégica adaptativa e inata. Cinco proteinas estruturalmente relacionadas
compdem esta familia: NFKB1 ou p50, NFKB2 ou p52, RelA ou p65, RelB e c-
Rel (BARNES et al., 1997; KUMAR et al., 2004).

No estado basal ndo-ativado, o0 NFKB encontra-se associado a familia de
proteinas citoplasmaticas inibitérias, IKB. A via canénica de ativacdo do NFKB,
conhecida como via dependente de NEMO, envolve a sinalizacao por diferentes
receptores de citocinas, mitdgenos, fatores de crescimento e eixo AGE-RAGE.
Nela, ocorre a fosforilagdo do IKB por um complexo de proteinas cinases IKK
(IKKA e IKKB), particularmente da subunidade IKKB, que quando multimerizadas
por NEMO facilita sinais transitorios que permitem subsequente degradacédo
proteasomal da IKB por poliubiquitinacdo. Esse processo resulta na liberacéo do
NFKB e rapida transloca¢édo nuclear, particularmente das subunidades que se
heterodimerizam, Nfkb1/RelA (p50/p65) e Nfkbl/c-Rel, que se ligam as regides
promotoras génicas. Este processo € determinante para a expressado de genes
inflamatorios e para producéo de citocinas e quimiocinas, estando sua ativacao
exacerbada vinculada a diversos processos fisiopatologicos (IWAI, 2012;
MITCHELL et al., 2016) (figura 3).

A ativacdo das IKK depende de sua fosforilagcdo em residuos de serina
(Ser 177 e 181 na IKKB e Ser 176 e 180 na IKKA) o que muda sua conformacao
e torna a atividade cinase ativa. A via ndo-canénica, desvinculada de NEMO e
dependente de NIK com fosforilacdo de IKKA é majoritariamente representada
por RELB/p52 (NFKB2) (HINZ, 2014; COOPE et al., 2002; MITCHELL et al.,
2016).

A ativacdo da via do NFKB pode ocorrer de diferentes formas. Uma delas
é diretamente através do eixo AGE-RAGE. Outra forma, é através de uma via
dependente do fator de diferenciacdo mieloide 88 (MyD88), que pode ser ativada
tanto pelo eixo AGE-RAGE quanto pelo receptor TLR4. O TLR4 pode ativar essa
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via mediante ligacdo de endotoxinas, como por exemplo, o LPS. A convergéncia
dessas vias acaba por aumentar a translocacdo nuclear de NFKB, o que
amplifica ainda mais a resposta inflamatéria (figura 3) (PRATNER, et al., 2020;
SARAGUCHI, M., 2011).

LPS|oy  |AcE|,

—— TLR4 RAGE (AGER)

Degradacéao
| proteasomal

\  Translocagéo de |
\ ) i NFKB ao nicleo ! (\
ezt LN

IL6, TNF, MCP1,
moléculas de adeséao,
receptores scavenger,

RAGE

Figura 3. Ativacao da via candonica do NFKB e convergéncia das vias do
RAGE e TLR4. A ativacdo canbnica de NFKB ocorre por meio da sinalizacéo
via RAGE ou TLR4, por AGE, citocinas, mitdgenos, endotoxinas, entre outros.
Ela se da pela ativacdo da IKKA ou IKKB mediante fosforilacdo, as quais
fosforilam a IKB que se encontra ligada ao NFKB (p50/p65) no citoplasma. A
fosforilacdo de IKB altera sua conformacéo o que favorece seu desligamento
de p50/p65, com posterior degradacéo proteasomal. O heterodimero p50/p65
transloca-se ao nucleo, promovendo, entre outros efeitos, a ativacédo de genes
relacionados a resposta inflamatéria e dano vascular. Do lado direto da figura,
pode-se visualizar a ativacao da via do NFKB diretamente via sinalizacdo AGE-
RAGE. Ja do lado esquerdo pode-se visualizar a via sendo ativada por meio
de um eixo dependente da molécula adaptadora MyD88, podendo acontecer
tanto por RAGE como TLR4. A proteina MyD88 se torna ativa ao se ligar a
proteina TIRAP, molécula também adaptadora, mas que possui um dominio
citoplasmatico TIR. TIRAP se liga a Myd88, que juntas convocam uma cinase
associada a IL-1 (IRAK), que ap0s sofrer autofosforilacdo, faz com que a
proteina adaptadora associada a TNF (TRAF6) ative o complexo IKK da via do
NFKB. Quando a via dependente de MyD88 é ativada por RAGE, necessita da
fosforilacdo anterior da proteina cinase C (PKC). Partes da figura foram obtidas
do Servier Medical Art (https://smart.servier.com).
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A sinalizagéo desencadeada pelo eixo AGE-RAGE, tanto em modelos
celulares quanto em animais de experimentacdo, favorece a translocacao
nuclear de NFKB com consequente producao de moléculas inflamatorias, como
TNF, IL-6, IL-1beta, CD36, MCP-1, que se vinculam ao dano vascular e as
diversas complicacées em longo prazo do DM (SURYAVANSHI e KULKARNI,
2017). Além disso, a atividade repressora de NFKB sobre o gene Scl2a4 que
codifica para o transportador de glicose GLUT4, favorece o estabelecimento de
resisténcia insulinica, comprometendo a homeostasia glicémica em animais
saudaveis tratados cronicamente com albumina-AGE e em mdusculo isolado
(PINTO-JUNIOR et al., 2018).

A ativacao sustentada de NFKB e da resposta inflamatéria é apontada
como um dos mecanismos de base para a memdéria metabdlica em ratos nos
quais a normoglicemia foi atingida apds periodo prolongado de hiperglicemia
(CHAN et al., 2010; KOWLURU, 2003; KOWLURU et al., 2004; KOWLURU et
al., 2004; KOWLURU et al., 2007).

Estudos in vitro evidenciaram a persisténcia da expressao, atividade de
proteinas marcadoras de estresse oxidativo e inflamatério e mediadores de
morte celular em células endoteliais e retinianas tratadas durante 14 dias com
meio com alta concentracédo de glicose, seguindo-se a exposicdo por 7 dias a
meio com baixa glicose (CERIELLO et al., 2010; CERIELLO et al., 2009). Na
retina de ratos diabéticos, o controle glicémico inadequado induziu o0 aumento de
caspase-3, da atividade NFKB e estresse oxidativo quando comparada a retinas
de ratos saudaveis. Nos animais diabéticos, a reinstituicdo do bom controle
glicémico ap0ls 2 meses de mau controle foi capaz de reduzir esses parametros,
0 que nao foi observado ap6s de 6 meses prévios de descompensacao
(KOWLURU, 2003; KOWLURU et al., 2004).

Estudo de Yao e colaboradores (2022), utilizando células epiteliais do
corddo umbilical humano e microvasculares cardiacas de camundongos,
também evidenciou os danos causados pela hiperglicemia transitoria em
complicagbes cardiovasculares. A hiperglicemia, seguida de normalizacao
glicémica, levou a um aumento da sinalizacdo de NFKB nessas células com a
fosforilacdo da sua subunidade p65, desencadeando um loop inflamatério com
0 aumento da expressdo de microRNA 27a-3p que regula negativamente o fator
nuclear eritroide-2 (NRF-2). Por consequéncia, aumenta a geracdo de ROS,
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levando novamente ao aumento do NFKB. Além disso, esse estudo mostrou que
o0 aumento de ROS causado por essa memaria celular também esta relacionado
a disfuncdo mitocondrial, aumentando a sinalizacdo de TGF-beta e induzindo a
transicdo epitélio mesenquimal, ocasionando assim danos cardiovasculares
(YAO et al., 2022).

Ademais, o0 aumento na geracdo de ROS em células epiteliais também
mostrou ser responsavel pelo aumento da metilacdo de histona (H3K4mel) na
regido promotora proximal do gene do NFKB (subunidade p65), que favorece a
expressdo de genes inflamatérios, como MCP1 e VCAML. Essas alteracbes
persistem por 6 dias apds normalizacdo da concentracao de glicose no meio de
cultura e, por meses, em animais diabéticos apos recuperacdo da funcdo das
células beta pancreéticas. A reducdo da geracao mitocondrial de ROS e da
producdo de superdxido induzida por MGO preveniram estas alteragbes
epigenéticas e o aumento da transativacdo de NFKB. Em animais mantidos em
curto prazo em hiperglicemia, ainda se observou, apos controle metabdlico
adequado, elevacao de metilacéo da histona (H3K4mel) e expresséo de p65 em
células endoteliais vasculares (EL-OSTA et al., 2008).

1.6 Modulacéo diferencial das subunidades p50 e p65 do NFKB

Além do processamento classico pela via can6nica induzida por IKB alfa,
a subunidade p50 de NFKB também pode ser translocada ao nucleo por meio
da fosforilacdo de p105 nas serinas 927 e 932 pelo complexo IKK, com posterior
ubiquitinacdo e protedlise (SALMERON et al., 2001; LANG et al., 2003). A via
ativada por p105, que ancora p50 no citoplasma, esta envolvida em respostas
imunolégicas e inflamatdrias e, assim como na via candnica, é desencadeada
por estimulos como TNF, IL-1 e LPS (BEINKE; LEY, 2004). O IKB alfa se liga
efetivamente a p50 apenas quando esta em heterodimero, enquanto a p105 é
relacionada constitutivamente a subunidade p50, em homo ou heterodimero
(LIOU et al., 1992; BEINKE; LEY, 2004).

Em estudos realizados com camundongos nocaute para Nfkbl
(p50/p105), Sha e colaboradores (1955) observaram que apesar de esses
animais ndo apresentarem alteracdes no seu desenvolvimento, seu sistema
imunologico era comprometido, visto que as células B desses animais eram mais

susceptiveis a infec¢cdes por bactérias gram-positivas, possuindo baixo
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reconhecimento ao LPS. Em contrapartida, tinham uma resisténcia maior a
infeccbes por bactérias gram-negativas (SHA et al., 1995). O mesmo néo foi
observado em nocautes para o gene RelA (p65), uma vez que 0s animais
apresentaram morte intrauterina devido ao aumento da apoptose de hepatoécitos
(BEG et al., 1995).

A utilizacdo do nocaute para Nfkbl também foi importante para entender
como este fator de transcricdo pode atuar na resposta ao DM1. Ao tratar
camundongos Nfkb1l/- com estreptozotocina (STZ), Lamhamedi-Cherradi e
colaboradores (2003), encontraram resisténcia na inducao do diabetes, uma vez
gue os camundongos controles apresentaram uma taxa maior que 70% de
desenvolvimento da doenca com baixas doses de STZ, enquanto apenas 23%
dos camundongos Nfkbl /- desenvolveram diabetes. Além disso, foram
observadas alteracBes em respostas inflamatorias e imunolégicas, dado que as
células dendriticas destes animais tiveram maior morte celular por apoptose,
produziram uma quantidade significativamente mais baixa de TNF e IL-12p40
(promotor de IL-12 importante na diferenciacdo de células Th-1) e seus
macréfagos apresentaram baixa secrecao de IL-12 e éxido nitrico, diminuindo
também a expressao de STAT-1 nestas células. Esses resultados, em conjunto,
demonstram a importancia desse fator no desenvolvimento e complicacées do
DM (LAMHAMEDI-CHERRADI et al., 2003).

A subunidade p65, codificada pelo gene RelA é o principal alvo de
fosforilacdo por cinases que estdo presentes tanto no citoplasma quanto no
ndcleo, podendo ser induzidas por varios estimulos. Quando fosforilada tem
menor afinidade por IKB alfa no citoplasma, sendo rapidamente translocada ao
nacleo. Os locais de fosfoaceptores nessa subunidade sdo os dominios de
homologia REL (que possuem cerca de 300 aminoacidos responsaveis pelas
interacdes do DNA com IKB) e os dominios de transativagéo na regido carboxi-
terminal (GANCHI et al., 1993; SCHMITZ et al., 1955; CHEN; GREENE, 2004).
Diferentemente de RelA, c-Rel e RelB, p50 e p52 contém dominios de ligacao
ao DNA mas ndo possuem dominios de transativagdo, e, como homodimeros
podem funcionar como repressores da transcricdo do NFKB, o que por vezes
pode conferir uma atividade também anti-inflamatéria (GHOSH et al., 1998;
CHEN; GREENE, 2004).
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Assim como a fosforilagdo € um fator importante na regulacdo funcional
do RelA, a acetilacdo é um mecanismo essencial para a funcédo nuclear do
NFKB. Apesar de serem proteinas ndo-histonas, as histonas acetiltransferases
(HATs) também atuam nesses fatores de transcricdo, modificando RelA nuclear
que, apos transcrito, pode ou ndo se associar a IKB alfa ao serem exportados do
nucleo (CHEN et al., 2001; CHEN; TINI; EVANS, 2001; STERNER; BERGER,
2000).

A subunidade p65 tem sido bastante estudada na compreenséo do papel
do NFKB no céancer, que dependendo do tipo pode ser responsavel por
diferentes desfechos. Em um estudo de Ricca e colaboradores (2001) foi
avaliado o efeito da surperexpressdo de p65 em camundongos nude
transfectados com uma linhagem celular de cancer de mama (MCF7 ADR). Os
resultados demonstraram que apés essa superexpressao houve diminuicdo da
proliferacéo celular e inducdo de apoptose (com aumento na expresséao de Fas-
L, Bcl-2, Bcl-x. e Bax) associada a producéo de ROS e a clivagem do substrato
da PARP (RICCA et al., 2001).

Zhang e colaboradores (2016) evidenciaram que a maior expressao
nuclear de RelA associa-se a um pior prognostico em individuos em estagio
iniciais de linfoma difuso de grandes células B. Em células representativas deste
tipo de tumor, o silenciamento de RelA reduziu o crescimento e a sobrevivéncia
celular, o que nao foi efetivamente observado com o silenciamento de genes que

codificam para outras subunidades do NFKB.

2. JUSTIFICATIVA

Estudos em humanos, modelos animais e celulares demonstram que as
complicacBes micro e macrovasculares do DM podem se desenvolver mesmo
apos o controle glicémico inadequado ser normalizado. Esses achados sugerem
a existéncia de uma memoria celular para o estado de hiperglicemia, para a qual
os AGE contribuem por alterarem a estrutura de varias macromoléculas,
perpetuarem o estresse oxidativo e vincularem-se a alteracbes epigenéticas
(SHEN et al., 2020).

Em estudo realizado por nosso grupo de pesquisa, foi demonstrado que
a albumina-AGE prejudica a remocéao do colesterol celular mediada por ABCA-

1, resultando em maior estresse oxidativo, inflamatério e de reticulo



17

endoplasmatico. Uma descoberta interessante foi que esse efeito prejudicial
persiste em macréfagos, mesmo apés a remocdo da albumina-AGE do meio de
cultura, o que leva a um prejuizo duradouro na remocéo de colesterol celular
pela apoA-1 e HDL. Isso também resulta em uma sensibilizacéo dos macrofagos
a inflamacéo, levando & uma secrec¢ao sustentada de citocinas inflamatérias (IL-
6 e TNF).

A ativacdo do eixo AGE-RAGE € necessaria para o0 comprometimento na
homeostasia lipidica e modelos com silenciamento génico do Ager ou knockout
para RAGE mostram-se resistentes aos efeitos da albumina-AGE (MACHADO-
LIMA et al., 2020). A sinalizacao elicitada pelo RAGE converge na via canénica
de ativacdo de NFKB, embora a persisténcia do efeito da albumina-AGE sobre
a expressao e o contetdo nuclear de Nfkb1/p50 e RelA/p65 ndo tenham sido
avaliados, bem como a expresséo de outros moduladores celulares envolvidos
na ativacdo de NFKB, IKKA e IKKB, TLR4 e RAGE.

Sendo assim, a hipdtese do presente estudo € que a ativacado sustentada
de subunidades de NFKB, refletida por sua maior permanéncia no
compartimento nuclear e alteracéo na expressdo de genes inflamatoérios, possa
perdurar nas células estimuladas com albumina-AGE e ser responsavel pela

sensibilizacao inflamatéria de macrofagos ao LPS.

3. OBJETIVO
Avaliar, em macrofagos, o tempo de persisténcia da acdo da albumina
modificada por glicacdo avancada sobre:
a) o conteudo nuclear de das subunidades de NFKB, p50 e p65;
b) a secrecéo de citocinas inflamatérias (TNF, IL-6 e IL-1 beta);
c) aexpressao de Nfkbl, RelA, Ager, Tir4, IL6, Tnf, Abcal, Abcgl e Jak-2

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencéao de lipoproteinas de densidade baixa (LDL)

Apos jejum de 12h, foi coletado sangue venoso e o plasma imediatamente
obtido apos centrifugacéo a 3000 rpm, 4°C. Os seguintes conservantes foram
adicionados ao pool de plasma (uL/mL de plasma): 20 pL de
cloranfenicol/gentamicina (0,25%) (Merck, Darnastadt, Alemanha); 5 pL de
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benzamidina (2 mM) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha), 5 uL de aprotinina
(0,5%) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha) e 0,5 pL de PMSF (fluoreto de fenil
metil sulfonila) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha), seguindo-se do ajuste de
densidade com brometo de potéssio. A fragdo de LDL (d = 1,019 — 1,063 g/mL),
foi isolada por ultracentrifugacdo em gradiente descontinuo de densidade (Havel
et al., 1955), seguindo-se de esterilizacao em filtro 0,22 ym. A concentracdo de

proteinas foi determinada pelo método de Lowry et al. (1951).

4.2 Acetilagdo de LDL

A LDL foi acetilada de acordo com o protocolo descrito por Basu et al.
(1976). Em cada 16 mg de proteina LDL, foi acrescido 1 mL de solu¢do saturada
de acetato de sodio e 1 mL de cloreto de sddio (NaCl 0,15 M), sob constante
agitacdo e imerso em gelo. Anidrido acético em pequenas e multiplas
guantidades foi adicionado por um periodo de 1 h, seguido de 30 min de agitacao
e em imersao em gelo. O volume de anidrido acético utilizado foi de 1,5 vezes a
massa de proteina de LDL. A seguir, a LDL acetilada foi dialisada contra tampé&o
fosfato (PBS) com EDTA (pH = 7,4) por 24 h a 4°C e esterilizada em filtro 0,22
pm. A concentracéao final de proteina da amostra foi determinada pelo método
de Lowry et al. (1951).

4.3 Preparo da albumina glicada in vitro

Albumina bovina isenta em acidos graxos (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Alemanha) (40 mg) foi incubada com 10 mM de glicolaldeido (GAD; Sigma-
Aldrich, Fluka-Buchs, Alemanha) dissolvidos em tampé&o fosfato (PBS) (NaCl 137
mmol/L; Na2HPO4 4 mmol/L; KCI 2 mmol/L; K2PO4 1 mmol/L) com EDTA (pH =
7,4).

A albumina controle (C) foi preparada apenas na presenca de PBS. As
incubacdes foram realizadas sob condi¢Ges estéreis, atmosfera de nitrogénio,
banho de agua a 37°C, com agitacdo por 4 dias. A seguir, as amostras foram
dialisadas contra PBS e esterilizadas em filtro 0,22 um. A concentragéao final de
proteina das amostras foi determinada pelo método de Lowry et al. (1951). A
guantidade de endotoxina nas amostras de albumina foi determinada por meio
do ensaio da Limulus Amebocyte Lysate (LAL) (Cape Cod, Falmouth, MA, EUA).

Apenas foram utilizadas amostras cuja concentracéo de endotoxinas era inferior
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a 50 pg/mL, limite associado ao potencial inflamatério da albumina-AGE em

modelos celulares (Valencia et al., 2004; Isoda et al., 2007).

4.4 Cultura de macrofagos da linhagem RAW-264.7

Macréfagos da linhagem murina RAW-264.7 foram doados gentilmente
pelo Prof. Dr. Francisco Garcia Soriano do Laboratério de Emergéncias Clinicas
(LIM-51) da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo. O cultivo
celular foi realizado em garrafas de 75 cm? com o meio RPMI contendo 10% de
soro fetal bovino, 1,5 g/L de bicarbonato de sodio, 2,59 de glicose, 2,6 g/L de
Hepes e 0,11 g/L de piruvato de sédio. Para os experimentos, as células foram
descoladas com scraper, cultivadas em placas de 24 wells (8x10° células/well)
ou 6 wells (2x108 células/well), e incubadas por um periodo de 24 h para adeséo,
com meio RPMI suplementado sem soro fetal bovino.

4.5 Teste de viabilidade celular

Apébs a incubacdo com albumina-C ou AGE, o meio de cultura celular
foi separado para avaliar a liberagdo de lactato desidrogenase (LDH), um
marcador de citotoxicidade celular (CyQUANT™ LDH Cytotoxicity Assay,
Invitrogen). O ensaio consiste na avalia¢do da atividade da enzima LDH, que
€ uma enzima citosolica presente em diversos tipos celulares e dessa forma é
um indicador de citotoxicidade celular confidvel. Danos a membrana celular
liberam a LDH citosoélica ao meio de cultura e o conteudo de LDH liberado pode
ser avaliado por uma reacao enzimatica na qual a LDH catalisa a conversao
de lactato para piruvato por meio da redugcéo de NAD* para NADH. A oxidagao
de NADH resultante pela diaforase leva a reducao do sal tetrazélico para um
produto de red formazan. O formazan resultante pode ser medido por
espectofotometria. A formacédo de formazan é diretamente proporcional a

qguantidade de LDH liberada ao meio de cultura.

4.6 Determinacdo da persisténcia do efeito da albumina-AGE em
macrofagos via ativacdo de NFKB

Para determinar se a persisténcia do efeito da albumina-C ou AGE na
inducao do estresse inflamatorio vincula-se a ativacao de vias dependentes de

NFKB, células RAW foram enriquecidas em colesterol (pela incubagédo com LDL
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acetilada; 50 pg/mL) e incubadas por 48h na presenca de albumina-C ou AGE.
Apos lavagem cuidadosa com PBS/FAFA, as células foram mantidas apenas
com RPMI/FAFA por Oh, 4h, 8h, 12h ou 24h, lavadas novamente com
PBS/FAFA, e desafiadas mediante incubacao por mais 24h mediante incubacao
com lipopolissacarideo (LPS sorotipo E. Coli, 1 yg/mL de meio — Sigma). O meio
de cultura foi isolado e congelado (-80°C) para posterior analise do conteudo das
citocinas inflamatorias, TNF, IL-1beta e IL-6, por ELISA (R&D System — Duo Set,
Minneapolis, EUA).

As células foram lavadas e utilizadas para determinacdo da expressao

génica e analise do conteudo de proteinas, conforme descrito na figura 4.

[ LDL acetilada 5opg/m.~ [BBMM] albumina AGE 2 mg/mL
|:| Albumina controle 2 mg/mL I:l LPS 1pg/mL

[ ] rPmuFaFa
24h 48 h 24h
24h 24h
Macrofagos e dgh 4h 250 Meio de cultura: TNF, IL-6, IL-1beta
RAW 264.7 24h 4h 24h e LDH

Lisado Celular
# un 48h 8h 2n '

RT-qPCR: RelA, Nfkb1, Abca1l,
24 h 8h 24h Abcg1, Ager, Tird4, TNF, IL-6, Jak-2.

Westernblot: p50, p65

24 h 48 h 12h 24 h

24h 12h 24 h

24h 48h 24 h 24h

24h 24h 24 h

Figura 4. Protocolo experimental. Macrofagos das linhagens RAW foram
incubados por 24h na presenca de LDL acetilada e em seguida por 48h com
albumina-controle ou albumina-AGE. Apés lavagem com PBS/FAFA, as células
foram mantidas apenas com RPMI/FAFA por 0 h, 4 h, 8 h, 12 h ou 24 h, lavadas
novamente com PBS/FAFA, e tratadas, por mais 24h com LPS (1 ug/mL), como
insulto inflamatorio. A concentracdo de citocinas foi determinada no meio de
cultura e a expressédo génica e conteudo proteico, no lisado celular total ou
extrato nuclear.

4.7 Determinacao da expresséo génica de Nfkb1l, RelA, 116, Tnf, Abcal, Tir4
e Ager por RT-gPCR em macréfagos tratados com albumina-C ou AGE
O mRNA total dos macrofagos foi extraido, apés os tratamentos descritos

acima, utilizando o método Trizol® (Gibco BRL, Life Technologie Research
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Products - Grand Island, NY., EUA), de acordo com as instru¢des do fabricante.
A quantificacdo das concentracdes das amostras foi feita no equipamento
Nanodrop (Spectrophotometer ND1000 - Thermo Scientific - Wilmington DE,
EUA) e somente amostras com relagcdo OD260/0D240 = 1,8 foram utilizadas.
Para a sintese de cDNA a partir do RNA extraido foi utilizado o estojo comercial
High Capacity RNA-to-cDNA (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) e
termociclador Mastercycler (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha), de acordo com
0 protocolo do produto, partindo-se de uma concentragéo inicial de 400 ng de
RNA. O cDNA sintetizado foi utilizado na analise de reacdo em cadeia da
polimerase em tempo real (RT-gPCR). Foram utilizadas sondas marcadas com
FAM adquiridas no formato TagMan Gene Expression Assays (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA): Abcal (ATP binding cassette subfamily A
member 1) (Mm00442646_m1), Abcgl (ATP binding cassette subfamily G
member 1) (Mm00437390_m1), Jak2 (Mm01208489 ml), Tnf (fator de necrose
tumoral) (MmMO00443258 m1), 1I6 (interleucina 6) (MmO00446190 m1), Ager
(receptor para produtos de glicacdo avancada) (MmO00545815 m1l), TIr4
(receptor 4 do tipo toll) (Mm00445273_m1), RelA (subunidade p65 do fator de
transcricdo NFKB) (Mm00501346_m1) e Nfkbl (subunidade p50 do fator de
transcricdo NFKB) (MmO00476361 m1l). A expressdao génica relativa foi
determinada pelo gene Hprt (Mm01545399 m1).

As reacoes de RT-gPCR foram realizadas no aparelho StepOnePlus Real
Time PCR System (Applied Biosystems,) e os resultados foram analisados pelo
software StepOne versdo 2.1 (Applied Biosystems). Um grafico colocando o
valor de Ct (Threshold cycle, nimero do ciclo calculado no qual o produto do
PCR atinge um limiar de deteccédo) de cada diluicdo de cDNA em funcdo da
diluicao da amostra foi construido e a inclinacao (“slope”) desta reta, utilizada
para o célculo de eficiéncia de amplificacdo conforme a férmula: Eficiéncia de
amplificagéo = 10(-1/SLOPE). A semelhanca das eficiéncias de amplificagéo dos
pares de primers dos genes-alvo e do gene controle interno permitiu a utilizacao
do modelo matematico AACT (Yuan et al., 2006). No caso das eficiéncias de
amplificagdo que diferiram, foi utilizado o modelo matematico descrito por Pfaffl
(2001).



4.8 Extracdo de proteinas nucleares para determinacdo de NFKB

O método de extracéo de proteinas nucleares foi adaptado de Andrews
e Faller (1991). Apés o tratamento das células, o meio de cultura foi retirado e
as células foram lavadas com tampéo fosfato-salina (PBS). A seguir, as células
foram transferidas para tubos, lavadas novamente em PBS acrescido de DTT
0,5 mM, PMSF 0,5 mM e inibidores de fosfatase (NaF 100 mM; pirofosfato de
sédio de decahidratado 10 mM e ortovanadato de sédio 10mM) e protease,
seguindo-se de centrifugacéo a 2.000g, a 4° C, por 10 min. O sobrenadante foi
descartado e o pellet, ressuspendido em tampéao de lise (HEPES-KOH 10 mM
pH 7,9; MgCl2 1,5 mM; KCI 10 mM; DTT 0,5 mM; PMSF 0,5 mM; leupeptina 5
pg/mL; aprotinina 15 pg/mL; NaF 100 mM; pirofosfato de sédio decahidratado
10 mM e ortovanadato de sodio 10 mM). As amostras foram incubadas em
gelo por 15 min, seguindo-se a adicdo de Nonidet P-40 10%, com agitacao
vigorosa por 30 segundos e centrifugacao de 11.000 g, a 4 °C por 20 min. O
pellet foi ressuspendido em tampé&o de extracdo (HEPES-KOH 20 mM pH 7,9;
MgCl2 1,5 mM; EDTA 0,25 mM; DTT 0,5 mM; NaCl 300 mM; glicerol 25%;
PMSF 0,5 mM; leupeptina 5 ug/mL aprotinina 15 ug/mL) e incubado por 20 min
em gelo. O extrato nuclear foi centrifugado a 11.000 g, a 4° C por 20 min e 0
sobrenadante recolhido, formando a fragdo enriquecida em proteinas
nucleares que foram estocadas em freezer a -80° C.

4.9 Determinacdo do contetdo de proteinas por western blot
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ApOs a extracdo, a concentragdo de proteinas totais do extrato nuclear foi

determinada pelo método de Bradford utilizando como reagente o coran

te

“Coomassie brilliant blue” (Biorad Laboratories, Hercules, CA., EUA). As

proteinas nucleares (10 pg) foram separadas por SDS-PAGE (Sodium Duodecyl

Sulphate Gel Electrophoreis), de acordo com método desenvolvido por Laemmli,

modificado por Garfin e colaboradores (1990), que envolve um sistema

descontinuo de dois géis contiguos para o empacotamento (stacking gel)

e

separacdo (resolving gel) das amostras. Apoés eletroforese em gel de

poliacrilamida, as proteinas foram transferidas por eletroforese para membrana

de nitrocelulose (Biorad Laboratories, Hercules, CA., EUA) overnight a 25maA,

seguindo-se do bloqueio por meio de incubagéo com TBST (Tris Buffered Saline
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Tween) contendo 5% de leite desnatado e Tween 0,1% por 2 h. As membranas
foram lavadas com TBST com 0,1% de Tween (3 lavagens de 10 min) para retirar
0 excesso de leite. A seguir, as membranas foram incubadas com anticorpos
primarios diluidos em TBST com 0,005% de Tween e 3% de leite desnatado (nas
diluicdes indicadas pelos fabricantes): NFKB1 (1:1000) (Abcam) e RELA
(1:2000) (Abcam) durante 19 h a 4°C e sob agitacdo em plataforma tipo gangorra
(Platform varimix, Barnstead Thermolyne, Thermo Scientific, Waltham, MA.,
EUA). ApdGs lavagem com TBST com 0,1% Tween (3 lavagens de 10 min), as
membranas foram incubadas com anticorpo conjugado a peroxidase (Amersham
ECL Rabbit IgG, HRP-linked whole Ab (from donkey), Cytiva, Marlborough, EUA)
(1:2000) por 1 h a 25°C. A visualizacdo das bandas foi feita método de ECL
(Enhanced chemiluminescence), que utiliza como substrato principalmente o
luminol (SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate; Termo Scientific
Rockford, IL, EUA) e a captura de imagem realizada por fotodocumentador
G:BOX (Syngene, Frederick, EUA).

As intensidades das bandas foram quantificadas por densitometria 6tica
(ImageQuant TL, Amersham Biosciences UK Limited), e normalizados pelas
densitometrias Oticas dos respectivos controles de carregamento (coloracéo por
Ponceau S das respectivas bandas) (KLEIN; KERN; SOKOL, 1995; ROMERO-
CALVO et al., 2010).

Os resultados finais normalizados considerando-se a média dos valores

controles como 1.

4.10 Anélise estatistica

Para a andlise estatistica, foi utilizado o programa GraphPad Prism
(GraphPad Softwares, EUA). A normalidade das amostras foi analisada pelo
teste de Shapiro Wilk e as comparagdes entre os grupos foram realizadas pelo
teste de t de Student ndo- pareado, Mann- Whitney ou ANOVA de um fator. Foi
considerado como significante toda situacdo na qual o nivel descritivo de

significancia for menor a 5% (P < 0,05).
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5. RESULTADOS

5.1 Viabilidade Celular

A liberagédo de lactato desidrogenase foi semelhante entre as células
tratadas com albumina-C ou albumina-AGE. Embora tenha sido observada uma
diminuicao da atividade de LDH nos tempos 12h e 24h, os valores mantiveram-

se semelhantes entre as duas condi¢des experimentais (Figura 5).
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Figura 5- Atividade da lactato desidrogenase (LDH) em células RAW 294.7
tratadas com albumina controle ou modificada por glicacdo avancada e
expostas a LPS. Macréfagos RAW 264.7 foram tratados, por 24h, com LDL
acetilada e, em seguida, com albuminas controle (C) ou AGE, por 48 h. Apos
diferentesintervalos de repouso em RPMI/FAFA, as células foram desafiadas
com LPS, por 24h. Apéds a finalizacdo dos tratamentos, o meio de cultura foi
recolhido e utilizado para realizacdo do ensaio colorimétrico. Os valores foram
comparados por test t de Student e representados com média + EP (n = 6).

5.2 Persisténciado efeito da albumina glicada sobre aresposta inflamatoéria
em macrofagos

A figura 6 evidencia o papel da albumina-AGE na sensibilizagdo imediata
(tempo Oh) ao LPS, com maior secrecédo de TNF (figura 6, painel A), IL-6 (figura
6, painel C) e IL-1beta (figura 6, painel E). Além disso, observou-se um efeito

persistente que foi sustentado por até 24 h em relacdo a secre¢cédo de TNF e IL-
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6 e 12 h para a IL-1beta, com um incremento de &rea sobre a curva em 1,56, 16
e 5,2 vezes maior nas células incubadas com albumina-AGE em comparacao a
controle, respectivamente, para a secrecdo de TNF, IL-6 e IL-1beta (figura 6,

painéis B, D e F).
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Figura 6- Persisténcia do efeito da albumina-AGE sobre a resposta
inflamatéria em macrofagos RAW-264.7. Macrofagos RAW 264.7 foram
tratados, por 24h, com LDL acetilada e, em seguida, com albumina-C ou
albumina-AGE, por 48 h. Apés diferentes intervalos de repouso em RPMI/FAFA,
as células foram desafiadas com LPS, por 24h. As concentracdes de TNF, IL-6
e IL-1 beta foram determinadas por ELISA (apresentadas respectivamente nos
painéis A, B, C, D, E e F concentracdo e area sob a curva). Foi realizado teste
de normalidade Shapiro Wilk e as comparacdes foram feitas pelo teste t de
Student e os valores foram representados como média + DP (n = 6 para cada
tempo de incubacéo).

Utilizando-se as mesmas condicfes experimentais, porém com acréscimo
de HDL, juntamente com o tratamento com albumina-C e AGE, observou-se o
mesmo perfil de liberagdo sustentada de citocinas. Sendo assim, nestas
condicBes, a HDL ndo se contrap6s ao efeito da albumina-AGE na sensibilizacéo
prolongada de macréfagos a inflamacéo pelo estimulo com LPS, em até 24 h.
(figura 7, painéis A e C). Houve um incremento de area sobre a curva em 4 e 3,6
vezes, respectivamente, para secrecao de IL-6 e IL-1beta nas células incubadas

com albumina-AGE em comparac¢éo a albumina- C (figura 7, painéis B e D).
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Figura 7- Persisténcia do efeito da albumina-AGE, na presenca de HDL,
sobre a resposta inflamatéria em macréfagos RAW-264.7. Macréfagos
RAW 264.7 foram tratados, por 24h, com LDL acetilada e, em seguida, com
albumina-C ou albumina-AGE, na presenca de HDL (50 pg/mL), por 48 h. ApGs
diferentes intervalos de repouso em RPMI/FAFA, as células foram desafiadas
com LPS, por 24h. As concentracdes de TNF, IL-6 e IL-1 beta foram
determinadas por ELISA (apresentadas respectivamente nos painéis A, B, C,
D, E e F concentragéo e area sob a curva). Foi realizado teste de normalidade
Shapiro Wilk e as comparacdes foram feitas pelo teste t de Student e os valores
foram representados como média + DP (n = 6 para cada tempo de incubacéo).

A expressao de genes relacionados a inflamacéo foi determinada nos
tempos 8h e 24h, apds remocao de albumina-C ou AGE, seguida da incubacao
com LPS. Nafigura 5, painel A, observa-se que a expressao de 116 permaneceu
elevada apés 8h e 24 h da remocao da albumina-AGE, seguindo-se desafio
com LPS. A expressao de Tnf, entretanto, ndo foi alterada (figura 8, painel B).
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O gene Nfkbl1 n&o apresentou diferenca nos tempos de 8 e 24h (figura 8, painel
C); J& RelA apresentou aumento da expressédo em 8 h e normalizacdo em 24 h
(figura 2, painel D). Ager e TIr4 ndo apresentaram alteracdo no perfil de
expressao nos tempos analisados (figura 8, painéis E e F).

Como os AGE j& foram relacionados ao prejuizo no efluxo de colesterol,
avaliou-se a expressao dos genes que codificam para os receptores ABCA-1 e
ABCG-1 (figura 8, painéis G e H) que atuam no transporte reverso de colesterol
e do gene que codifica a proteina JAK-2 (Figura 8, painel 1) que modula a
ligagdo de apoA-1 ao ABCA-1. Foi observado um aumento na expresséo do
gene Abcal (figura 8, painel G) no tempo de descanso de 24 h, na condicao
tratada previamente com albumina-AGE, sem diferenca significativa entre os
tratamentos durante os variados tempos de repouso na expressao do genes
Abcgl (figura 8- painel H) e Jak-2 (figura 8- painel I).
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Figura 8 — Perfil temporal da expressao de genes relacionados a resposta
inflamatdria e efluxo de colesterol apds tratamento de macrdéfagos com
albumina-C ou AGE. Macréfagos RAW?264.7 foram tratados, por 48 h, com
albumina-C ou AGE (2mg/mL) e, apés lavagem, mantidos ao longo do tempo
apenas em meio de cultura contendo albumina isenta em &cidos graxos. A
seguir, foram desafiados, por 24h, com LPS. A expressao génica de Il6 (A), Tnf
(B), Nfkb1 (C), RelA (D), Ager (E), TiIrd (F), Abcal (G), Abcgl(H) e Jak2 (I) foi
avaliada por RT-qPCR. As comparacdes foram realizadas pelo teste t de
Student, com normalizacdo dos dados pela condi¢cdo controle de cada tempo;
valores apresentados como média = DP (n=5).

O conteudo nuclear das proteinas p50 e p65 (subunidades do NFKB) foi

determinado por western blot nos tempos Oh, 8h e 24h apds remocdo da
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albumina-C ou AGE, seguida da incubacdo com LPS. O conteudo nuclear de
p50 ndo variou entre células tratadas com albumina-C ou AGE, durante os
periodos citados (Figura 9, painéis A) e também entre os tempos considerando-
se 0 mesmo tratamento (Figura 9, painéis B e C). O conteudo nuclear de
proteina p65 foi maior 2,9 vezes nas células tratadas com albumina-AGE em
comparacao aquelas expostas a albumina-C, permanecendo elevada até 24h
(Figura 9, painel D). Em relacdo aos tempos, considerando o mesmo
tratamento, as células tratadas albumina-C apresentaram decréscimo da
proteina p65, apenas a partir de 24h (Figura 9, painel E). As células tratadas
com albumina-AGE demonstraram um perfil decrescente ao longo do tempo,

com menor concentracdo em 24h (Figura 9, painel F).
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Figura 9 - Conteudo nuclear das proteinas p50 e p65. Macr6fagos RAW
264.7 foram tratados, por 48 h, com albumina-C ou AGE (2mg/mL) e, apos
lavagem, mantidos ao longo do tempo apenas em meio de cultura contendo
albumina isenta em &cidos graxos. A seguir, foram desafiados, por 24h, com
LPS. A determinacdo do contetdo nuclear das proteinas p50 e p65 foi feita por
western blot e a quantificacdo da intensidade das bandas determinada por
densitometria 6tica, com normalizacdo pelos respectivos controles (coloragcéo
por Ponceau). Painéis A e E: proteinas p50 e p65 analisadas em cada tempo
(Oh, 8h ou 24h) comparando o tratamento com albumina-C ou AGE (teste de
normalidade Shapiro Wilk, seguido por t de Student, com os valores
apresentados como média + EP; n = 5) Painéis B, C, E e F: comparacdes
realizadas entre os diferentes tempos (0Oh, 8h ou 24h) sob 0 mesmo tratamento
(albumina-C ou albumina-AGE) por teste de normalidade Shapiro Wilk, seguido

por ANOVA de um fator (valores apresentados como média + EP; n =5).
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6. DISCUSSAO

O conceito de memodria metabodlica também chamado de efeito legado foi
introduzido a partir de estudos como DCCT/EDIC e UKPDS, ajudando na
elucidacao da relagéo entre hiperglicemia e complicagdes cronicas do DM. Ele
se baseia na modificacdo quimica de macromoléculas, por oxidacédo, glicacdo
avancada e alteracOes epigenéticas, comprometendo sua funcionalidade em
longo prazo, mesmo apds melhora do controle glicémico. De fato, estes estudos
epidemioldgicos evidenciaram que o aumento dos AGE durante eventos
recorrentes de hiperglicemia e excursdes glicémicas contribuem para as
complicacBes micro e macrovasculares (UK Prospective Diabetes Study Group,
1998; DCCT/EDIC Study Group, 2016; NATAN et al., 2005). Neste estudo,
investigamos, em modelo de cultura celular, a memoéria de macrofagos ao insulto
glicoxidativo pela incubacdo com albumina-AGE e a sensibilizacdo a posterior
estimulacao inflamatoéria por LPS.

Os resultados evidenciaram a sensibilizacdo exercida pelos AGE a
secrecdo de TNF, IL-6 e IL-1 beta estimulada por LPS, a qual persistiu em longos
intervalos de tempo (12 a 24h ap6s a remocao do insulto glicoxidativo). Estes
resultados vao ao encontro daqueles apresentados por Minanni e colaboradores
(2021) que demonstraram essa mesma resposta em macréfagos derivados da
medula Ossea que apresentaram uma resposta inflamatéria de até 8h na
secrecdo aumentada das citocinas TNF e IL-6.

A maior producdo de TNF e IL-6 relaciona-se a maior atividade do NFKB,
ja que no estado hiperglicémico, a atividade deste fator de transcricdo €
intensificada, levando a secrecdo de citocinas, quimiocinas e moléculas de
adesdo. Uma dessas citocinas é o TNF, que quando em circulacao interage com
seu receptor TNFR1, desencadeando uma cascata de sinalizagdo que ativa a
via candnica do NFKB e a via da proteina cinase ativadora de mitégeno (MAPK)
por meio de poliubiquitinacdo. Nesta situacdo, o TNF sofre uma regulacéo
positiva, podendo levar a apoptose celular e ao aumento do processo
inflamatério (SURYAVANSHI e KULKARNI, 2017; VAN LOO e BERTRAND,
2022). Observou-se maior expressao de RelA no tempo de 8 h, a qual se vincula
a maior secrecado das citocinas que se mantiveram elevadas em tempos

posteriores entre 0os macrofagos tratados com albumina-AGE.
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A atividade pré-inflamatoria da IL-6 vem sendo relacionada a uma gama
de doencas, dentre elas a aterosclerose e complicacdes do diabetes. Um estudo
realizado em células de Muller da retina humana, demonstrou a presenca
significativa dessa citocina em fluidos oculares derivados de uveite refrataria
cronica e retinopatia diabética proliferativa em que a IL-1beta teve um papel
fundamental na regulacdo positiva da IL-6, além da ativacdo da via de
sinalizacdo p38 MAPK/NFKB (MESQUIDA et al., 2014; YUUKI et al., 2001;
KAUFFMANN et al., 1994; LIMB et al. 1991; LIU et al., 2015). Os resultados
desse estudo demonstraram que apoés o tratamento das células de Muller com
diferentes citocinas (IL-1beta, TNF, IL-6, VEGF e IFN-gama), glicose e presséo
osmotica elevadas, apenas a IL-1beta, dentre as condi¢cfes citadas, aumentou
significativamente sua expressdo, demonstrando também ndo existir uma
regulacdo autécrina dessas citocinas, uma vez que a IL-1lbeta ndo teve sua
secrecdo estimulada pela IL-6 (LIU et al., 2015).

Diversos estudos evidenciaram que a ativagao do inflamassoma NLRP3
vincula-se a complicagdes crénicas do DM (WAN et al, 2022). Em particular, na
aterosclerose, camundongos diabéticos quando tratados com inibidor de NLRP3
(MCC950), apresentaram diminuicdo nas lesGes aterosclerdticas associadas a
diminuicao do contetdo de mondcitos e macroéfagos, com menor expressao dos
genes que codificam para IL-1beta, TNF , molécula de adeséo intracelular (MCP-
1) e molécula de adeséo vascular 1 (VCAM-1) (SHARMA et al., 2020).

Os AGE por aumentarem o contetdo de espécies reativas de oxigénio e,
consequentemente o eixo inflamatorio de NFKB, bem como o acumulo
intracelular de colesterol, também atuam na ativacao do inflamassoma. Desta
forma, observa-se maior transcricdo de NLRP3 que, por meio da proteina que
contém um dominio de recrutamento de caspases (ASC), ativa a caspase-1, que
cliva as pré-isoformas de IL-1lbeta e IL-18 em suas formas maduras. Estas
citocinas, por sua vez, abrem poros na membrana celular, causando um
desbalanco osmdético que culmina no rompimento da membrana, com morte
celular por piroptose (BERTHELOOT et al., 2021; KORDES, M. et al., 2011).

No estudo de Perregaux e Gabel (1994) foi demonstrado que macréfagos
peritoneais de camundongos, estimulados, por cerca de 30 min com LPS,
exibiram um padréo de liberacdo de IL-1beta. As células apresentaram mudanca

na sua conformacdo, ficando numa forma arredondada, pelo desbalanco



36

osmaotico que acontece na piroptose, seguindo-se a liberagcdo de lactato
desidrogenase (LDH), que indica morte celular. Apesar desse efeito ter sido
visualizado, foi relatado que, na auséncia de um estimulo secundario, pouca
quantidade dessa citocina é processada proteoliticamente ao seu estado maduro
(LOPEZ-CASTEJON; BROUGH, 2011; PERREGAUX; GABEL, 1994).

Em células do nucleo pulposo dos discos vertebrais foi demostrado que
0s AGE ativam o inflamassoma NLRP3, provocando a producao de pro-IL-1beta,
caspase-1 clivada e IL-lbeta de forma tempo-dependente. Quanto maior o
tempo de exposicdo aos AGE, maior foi a ativagdo do inflamassoma. Esta
mesma ativacdo também foi observada em células epiteliais da cornea de
camundongos diabéticos, onde o maior acumulo de AGE no tecido epitelial da
cOrnea, vinculou-se a maior expressdo de NLPR3, caspase-1, ASC e
gasdermina (GSDMD), quando comparado ao grupo controle. Os achados desse
estudo reiteraram que os AGE sdo um estimulo significativo na manutencéo da
resposta celular inflamatoria por NLPR3 (SONG et al, 2018; WAN, 2022).

Na presente investigacdo, em todos os tempos a IL-1lbeta se manteve
elevada, o que pode estar relacionado com a ativacdo sustentada do
inflamassoma, podendo, assim, explicar o efeito de inflamacédo persistente na
memoria metabdlica, uma vez que essa citocina aumenta a expressao de
moléculas de adesdo celular, como, VCAM-1, ICAM-1 e MCP-1 em células
endoteliais dos vasos, que sado responsaveis por recrutar os macrofagos (LIBBY,
2017; CHEN et al., 2001; O’ CARROLL et al., 2015; SHARMA et al., 2020).

A manutencao da resposta inflamatéria em macréfagos, analisada pela
expressao génica e secrecao de citocinas, tem sido bastante estudada a fim de
compreender como ocorre a dinamica de transcricdo e estabilidade dos genes
gue medeiam e mantém a inflamacéo. Isto porque apés a ativacdo maxima da
transcricdo, pode ocorrer um periodo de atraso ao periodo em que a
concentragdo maxima de mRNA é observada. (HAO e BALTIMORE, 2009;
RABANI et al., 2011; BHATT et al., 2012). Hao e Baltimore (2009) demonstraram
como ocorre a cinética da expressao génica dos mRNA de Tnf, 1I6 e repressores
de NFKB em fibroblastos estimulados com TNF, a fim de compreender como
ocorre a manutencdo do processo inflamatorio. Os mRNA de Nfkbia e Nfkbie,
que transcrevem as proteinas citoplasmaticas inibitérias de IKKA (IkB alfa) e

IKKB (NFKB Inhibitor Epsilon), apresentam rapido decaimento apos estimulagéo
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com TNF, com pico de producédo apés 0,5h e queda apds 2h de estimulagéo.
Esses dados podem justificar o aumento na transcricdo de mRNA de RelA, visto
gue estes nao estariam com sua transcri¢ao inibida, corroborando nossos dados
de manutencao da expressao desses genes com a secrecao continua de TNF.

Quanto a expressao de 116 foi mostrado que seu mRNA possui um pico de
expressao em 0,5h, seguido de uma queda e rapida recuperacao apos 2h, se
mantendo constantemente alto, sendo condizente com nossos achados que
demostram um aumento crescente e manutengao da sua expressao em ambas
as condi¢bes. Além disso, em células tratadas com LPS houve estabilizagdo na
cinética de producdo de mRNA de Tnf, ll-1beta e Nfkbia, quando comparada a
instabilidade evidenciada em células tratadas com TNF (HAO e BALTIMORE,
2009).

Ao avaliar o perfil de expresséo de genes que codificam para o NFKB, nos
tempos Oh, 8h e 24h, é importante considerar que, além da possivel modulacéo
deste fator de modo curso-temporal outras variaveis, incluindo alteracées pos-
transcricionais podem dificultar a analise (RABANI et al., 2011). Em relacdo aos
genes Abcal, Abcgl, Tlr4, Rage e Jak-2 que também foram avaliados na
presente investigacao, faz-se também necessaria uma analise mais detalhada
do conteudo proteico, a fim de entender a dindmica de transcri¢do e de formacao
dos receptores, citocinas e proteinas que atuaram na ativacdo do processo
inflamatoério.

Em células intestinais da linhagem Caco-2, Field e colaboradores (2010)
observaram que, na presenca de TNF, o efluxo de colesterol mediado por ABCA-
1 é atenuado. Isto ocorre porque o TNF altera a expressdo génica de Abcal,
além de favorecer maior taxa de degradacéo da proteina (FIELD et al, 2010). Os
inibidores de NFKB (AICAR e metformina), por sua vez, atenuaram o efeito
inibitério do TNF sobre a expressao de Abca-1. Em macréfagos, os resultados
da acdo do TNF e NFKB sobre a transcricdo de Abcal ainda ndo esta
esclarecido, uma vez que houve o mesmo efeito de diminuicdo deste mMRNA
induzido por TNF em células da linhagem J774, o que néo foi confirmado em
macrofagos peritoneais (KHOVIDHUNKIT et al., 2003; GERBOD-GIANNONI,
2006; FIELD et al., 2010).

Adicionalmente, Iborra e colaboradores (2018) mostraram que a albumina
glicada captada pelo RAGE favorece a degradacdo do ABCA-1 pelo sistema
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ubiquitina-proteassoma e lisossomal. Nesse estudo, foi avaliada a taxa de
decaimento de ABCA-1, em macréfagos das linhagens J774 e THP-1, na
presenca de albumina-C ou AGE, demonstrando-se diminuicdo do contetdo
proteico de ABCA-1 em 20 a 30%, quando as células foram incubadas com
albumina-AGE. Isto foi prevenido parcialmente por inibidores de proteassoma e
lisossoma. Além disso, quando o RAGE foi silenciado em 54%, as células
tratadas com albumina-AGE mantiveram o conteudo de ABCA-1, evidenciando
que o RAGE medeia as alterac6es na homeostase de lipides induzidas pelos
AGE (IBORRA et al., 2018).

Em relacdo ao transportador ABCG-1, sua atividade também esta
atrelada ao efluxo de colesterol, principalmente em células que atuam na
periferia, como os macrofagos. O efluxo por intermédio deste transportador
favorece a exportacdo do excesso de colesterol celular e 6xidos de colesterol
para particulas de HDL2. Além disso, quando o ABCA-1 tem sua atividade
diminuida, o ABCG-1 pode auxiliar na compensacao da exportacdo de lipides
celulares. Na presente investigacdo nao foram encontradas alteracées na
expressdo de Abcgl, podendo ser explicado por ndo haver diferenca na
qguantidade de ABCA-1 intracelular e pelo fato de que, nem sempre, a quantidade
de mRNA reflete o contetdo proteico total (OHASHI et al., 2010).

Ao incubar macrofagos RAW-294.7 com albumina bovina glicada numa
concentracdo de 300 pg/mL por tempos de 15min, 30min e 60 min, Wu e
colaboradores (2002) observaram elevacédo do conteudo citosélico e nuclear da
proteina p65 (subunidade do NFKB) por western blot e ensaios de mobilidade
eletroforética. O tempo de 15 min resultou numa translocacdo acentuada da
subunidade p65 do citosol para o ndcleo, atingindo seu maximo em 30 min e
decaindo em 60 min (WU et al., 2002).

Semelhantemente, Lan e colaboradores (2015) demonstraram que 0s
produtos de glicacdo avancada induzem apoptose em células endoteliais de
ilhotas pancreaticas MS1 e a fosforilacdo de p65 nessas células de maneira
dose-dependente. Nesse estudo foi avaliado o efeito dos AGE na viabilidade
celular de MS1, assim como a expressdo das proteinas capase-3 clivada e
PARP, que estdo envolvidas no processo de apoptose. Concentragbes
crescentes de AGE (25-200ug/mL) por 24h aumentaram a morte por apoptose e

0 conteudo proteico de caspase-3 clivada e PARP. O conteudo de p65 nuclear
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total ndo foi alterado dentre as diferentes concentragfes, porém o contetdo do
lisado celular total de p65 fosforilado aumentou a partir de 100ug/ mL.

No presente estudo, o conteudo nuclear de p65 foi sustentado mesmo
apos 24h da remocéo da albumina glicada do meio de cultura quando comparado
ao controle, o que pode ser justificado pelo aumento da secrecdo de citocinas
(TNF, IL-6 e IL-1beta) por meio da producdo inicial de NFKB, que por fim pode
ter sustentado sua producdo por retroalimentacdo positiva, uma vez que a
secrecdo dessas citocinas também contribuem para o aumento de NFKB
intracelular. Além disso, o LPS também participa da ativacdo de diversas vias
inflamatorias, contribuindo para producéo de citocinas e aumento de receptores
como RAGE e TLR4, colaborando com a sensibilizacdo das células a albumina
glicada nesse efeito de memodria metabdlica. Para entender de forma mais
efetiva os mecanismos de ativacao da via do NFKB na meméria metabdlica sao
necessarios estudos adicionais para quantificar as proteinas fosforiladas
(p50/p65) e compara-las com o conteudo proteico total, para compreender o
quanto dessas proteinas sdo formadas mesmo na auséncia do estimulo dos
AGE, além de avaliar sua subunidade inibitéria IKB para entender como ocorre
a ativacao sustentada do NFKB.

O NFKB e, particularmente sua subunidade p65, podem ser ativados
frente a diferentes estimulos que levam a translocacao nuclear, mas seu papel
pré-inflamatério dependera de modificacdes pods-traducionais ou das histonas
que regulam seus genes alvo, determinando assim a forca e a duracdo da
resposta transcricional desse fator (CHEN e GREENE, 2004). Uma das
modificacdes pds-traducionais importantes € a fosforilacdo da subunidade p65,
em residuos de serina, pela atividade de diferentes cinases, sendo os principais
estimuladores desse processo a IL-1, LPS, TNF, p53 e TAX (proteina codificada
pelo virus linfotréfico T humano-1) (ZHONG et al. 1997; ZHONG et al., 2002;
VERMEULEN et al., 2003). Além disso, € importante citar que a fosforilacao de
RelA pode ocorrer de forma constitutiva em alguns tipos celulares, como
observado em células endoteliais, porém, ainda nao foi compreendido como a
especificidade da fosforilagédo pode variar de acordo com o tipo celular e as
cinases responsaveis por esse processo nos diferentes residuos de serina
(CHEN e GREENE, 2004).
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Em relagdo ao bloqueio da via dos AGE para evitar o aumento da
producdo de NFKB, pode-se citar alguns fatores que estéo relacionados com a
modulacdo dessa resposta. Um desses fatores é a regulacéo do receptor RAGE,
que além de estar envolvido na patogénese do diabetes ao se ligar aos AGE,
também estdo fortemente atrelados a complicacdes cardiovasculares, ao
diminuir a capacidade dos macréfagos de remover colesterol devido ao aumento
de marcadores inflamatérios, como MCP-1, VCAM-1, CCL2 e MMP,
ocasionados pela captacdo de AGE e de LDL modificada por glicagéo avangada.

Ao avaliar o papel do RAGE na resposta angiogénica prejudicada devido
ao aumento do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), Shoji e
colaboradores (2006) utilizaram camundongos nocaute para Ager (que codifica
0 RAGE) com diabetes induzido por tratamento com STZ e camundongos n&o
diabéticos. Nao foi observada diferenca na funcéo vascular por VEGF em ambos
0S grupos, tendo em vista que em ambos a expressao desta proteina estava
diminuida, sendo a alteracdo desta resposta celular vinculada a ativacdo do
NFKB em células vasculares (SHOJI et al., 2006; KOYAMA et al., 2007).

Alguns estudos ja4 tém demonstrado que a utilizacdo de RAGE solavel
(sRAGE) pode diminuir a progresséo da aterosclerose no diabetes, como uma
estratégia frente a sinalizacao celular aumentada do receptor RAGE de forma a
tornar-se um alvo competitivo, diminuindo assim a resposta a inflamagéo. Para
confirmar esta hip6tese, Bucciarelli e colaboradores (2002) trataram
camundongos machos ApoE/null com STZ ou tampéo citrato por 14 semanas,
sendo alguns sacrificados nesse periodo e outros seguindo com tratamento uma
vez ao dia com sRAGE até completarem 20 semanas de idade. Ao serem
comparados com os animais de 14 semanas, os camundongos sRAGE tiveram
a area e a complexidade da lesdao vascular significativamente reduzidas em
comparacao aos de 14 semanas, demonstrado a capacidade do sRAGE em
desacelerar a formagéo e estabilizar a lesédo aterosclerotica (BUCCIARELLI et
al., 2002).

No intuito de observar este efeito em humanos, Al-Rifai e colaboradores
(2015) estudaram em uma subamostra da coorte do estudo Atherosiclerosis Risk
in Communities (ARIC) Study como sRAGE atua na prevencéo de complicagfes
cardiovasculares, como a fibrilacdo atrial. Foram observadas associacdes entre

baixas quantidades de sRAGE e aumento de marcadores inflamatérios, como
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também com a fibrilac&o atrial, porém apenas antes dos ajustes a outros fatores
de risco cardiovascular desta populacéo. A falta de associacdo prospectiva de
SRAGE com marcadores inflamatérios demonstra que este pode ser produzido
apenas em resposta imediata a inflamacéo causada pelos AGE, podendo ndo
refletir na diminuigdo da inflamacao crbnica da aterosclerose (AL-RIFAI et al.,
2015).

Atualmente, o medicamento mais utilizado no tratamento da resisténcia a
insulina e que também atua impedindo a geracdo de AGE e favorecendo a
destoxificacdo de oxoaldeidos, é a metformina. Por diminuir a acdo dos AGE,
reduz a inflamacdo causada pelo aumento do estresse oxidativo, declinio da
disponibilidade de 6xido nitrico, além das modificacdes causadas pela glicacédo
nas lipoproteinas, auxiliando assim na reducdo de riscos cardiovasculares
(DUTTA et al., 2023). Em relagéo ao seu papel na regulacédo da atividade das
lipoproteinas, a metformina ao diminuir os AGE, reduz o estresse oxidativo que
pode levar a atividade disfuncional da paroxonase-1 (PON-1), responsavel pela
atividade antioxidante da HDL. Modificagbes nesta enzima levam a
disfuncionalidade na HDL, que pode perder seu potencial antioxidante, anti-
inflamatorio e de realizar o efluxo de colesterol (SORAN et al., 2015; DUTTA et
al., 2023). Resultados preliminares desta presente investigacdo nao foram
capazes de evidenciar uma acdo da HDL na protecdo contra a sinalizacao
persistente dos AGE na via inflamatéria mediada pelo NFKB. Estudos adicionais
com curva temporal e dose-resposta de HDL ainda séo necessarios para melhor
elucidacao.

Para entender o potencial anti-inflamatério da metformina nas
complicagbes cardiovasculares relacionadas ao diabetes, Zhou e colaboradores
(2016) avaliaram a capacidade deste medicamento em inibir a resposta
inflamatoria causada pelos AGE em macréfagos da medula 6ssea por meio da
via da AMPK, suprimindo a via RAGE/NFKB. As células foram tratadas com 200
mg/L de AGE ou BSA por 24h na presenca ou auséncia de inibidores de RAGE
e NFKB, em seguida foi medida a expressao génica dos mRNA de IL-1beta, IL-
6, TNF e IL-10. Os resultados demonstraram a capacidade da metformina de
diminuir a expresséo de todas as citocinas inflamatorias estudadas e aumentar

a citocina anti-inflamatoria IL-10, porém néo inibindo completamente os efeitos
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pré-inflamatérios dos AGE, constatando que esse pode atuar por via de outros
receptores (ZHOU et al., 2016).

Outras estratégias terapéuticas tém sido estudadas a fim de combater
esta resposta inflamatoria impedindo a ativacdo do inflamassoma, incluindo-se
a utilizacdo de anticorpos monoclonais, como o canacinumabe, que atua como
inibidor da IL-1beta, interleucina que também regula a producdo de IL-6.
Utilizando a coorte do estudo CANTOS (Canakinumab Anti-inflammatory
Thrombosis Outcome Study), Everett e colaboradores (2020) trataram cerca de
10 mil pacientes com placebo e diferentes doses de canacinumabe (50 mg, 150
mg ou 300 mg), uma vez a cada trés meses, para entender como seriam 0s
desfechos cardiovasculares com a reducédo da inflamacao independentemente
da regulacao lipidica. Ao realizar a terapia a cada 3 meses e acompanhar 0s
individuos por cerca de 3,7 anos, o estudo demonstrou se tratar de uma
estratégia eficaz nos desfechos totais, sendo a maioria nao fatal, trazendo a
utilizacao de anticorpos como uma possivel nova estratégia terapéutica frente a
inflamac&o.

Na presente investigacdo, nossos achados embasam uma melhor
compreensao das vias metabdlicas e sinalizacdo que favorecem o0 processo
inflamatorio persistente mediado pelos AGE, podendo nortear a busca e
otimizacao de terapias de controle glicémico e a prevencéo da aterogénese e

sua evolugéo.
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7. CONCLUSAO

1) Os produtos de glicacdo avancada sensibilizam macrofagos a
estimulacao inflamatéria, promovida por LPS, favorecendo uma maior secrecao
de citocinas inflamatorias;

2) A sensibilizagdo inflamatéria promovida pela albumina-AGE é
prolongada, permanecendo até 24h ap6s a remocao da albumina-AGE do meio
de cultura;

3) A secrecdo de IL-6, TNF e IL-1 beta, induzida pelo LPS, apos
tratamento com albumina-AGE evidencia a ativacdo de diferentes vias
inflamatdrias, incluindo o sistema inflamassoma;

4) A ativacao prolongada do NFKB, evidenciada pela maior expressao de
RelA e pelo maior contetddo nuclear da subunidade p65, apdés, respectivamente,
8h e 24h de repouso das células na auséncia de albumina-AGE, sustenta a
memoéria metabdlica induzida em macrofagos pelos produtos de glicacdo

avancada.
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