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RESUMO

Machado-Lima A. Albumina modificada por glicacao avancada no
diabete melito tipo 1 e 2 prejudica o transporte reverso de colesterol e
favorece o acumulo de lipides em macréfagos [tese]. Sao Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2010. 130p.

Produtos de glicacdo avancada (AGE) sao prevalentes no diabete melito e
alteram o metabolismo de lipides e lipoproteinas. Neste estudo, avaliou-se a
influéncia da albumina, isolada do soro de individuos controles (C, n =12) e
de portadores de diabete melito tipo 1 (DM 1, n=13) e tipo 2 (DM 2, n=11),
com controle glicémico inadequado, sobre a remocdo de colesterol de
macréfagos, o acumulo intracelular de lipides, o conteudo do receptor de
HDL, ABCA-1 e a captacao seletiva de colesterol esterificado de HDL. Além
disso, foi determinada a expressao diferencial de genes em macrofagos
tratados com albumina C, DM 1 ou DM 2. A concentracdo plasmatica de
albumina glicada foi superior no grupo DM 1 e DM 2 em relagédo ao C e
correlacionou-se positivamente com glicemia, hemoglobina glicada e
frutosamina. Albumina sérica foi isolada por cromatografia para separacao
rapida de proteinas e purificada por extragao alcodlica. Aloumina DM 1 e DM
2 apresentaram maior conteudo de carboximetil-lisina e apo A-l1 quando
comparada a albumina C. Macréfagos enriquecidos com LDL acetilada e
'“C-colesterol foram tratados com albumina C, DM 1 ou DM 2 e, a seguir,
incubados na presenca ou auséncia de apo A-l, HDL; ou HDL, para
determinacdo do efluxo de colesterol. Apesar de removerem maior
quantidade de colesterol celular, as albumina DM 1 e DM 2 reduziram o
efluxo de colesterol mediado por apo A-l (70% e 45%, respectivamente) e
HDL, (55% e 54%, respectivamente) em comparag¢ao a albumina C. Com
HDLs;, a queda no efluxo de colesterol sé foi observada em macréfagos
expostos a albumina DM 2 (55%). Macréfagos incubados apenas com
aloumina C, DM 1 ou DM 2 apresentaram conteudo lipidico semelhante,



evidenciado por coloragao com QOil Red O. A adicao de apo A-l, HDL; ou
HDL. reduziu o conteldo lipidico apenas nas células tratadas com albumina
C, mas ndao com albumina DM 1 ou DM 2. A expressdao de ABCA-1 foi
diminuida 82% e 25% em macrofagos expostos, respectivamente, a
aloumina DM 1 e DM 2, em comparacgao as células tratadas com albumina
C. As albuminas DM 1 e DM 2 reduziram a captacdo de >H colesteril oleoil
éter de HDL por células que superexpressam o receptor SR-Bl. Estes
resultados também foram obtidos com albumina humana modificada in vitro
por glicacdo avancada. As albuminas isoladas dos pacientes diabéticos
aumentaram a expressao de receptores envolvidos na captagdo de LDL
modificadas e de proteinas que modulam vias da homeostase do colesterol.
Os resultados deste estudo evidenciaram que a modificacdo in vivo da
albumina por glicacdo avangada prejudica o transporte reverso de colesterol
no diabete melito, por reduzir a expressdo de ABCA-1 e a remocéo de
colesterol de macrofagos, bem como a captacado seletiva de colesterol
esterificado de HDL pelo SR-Bl. Independentemente de variagdo na
concentracdo e composicao de HDL, a glicacao da albumina pode contribuir
para o acumulo de lipides em macréfagos e génese da aterosclerose no
diabete melito.

Descritores: aterosclerose, diabetes mellitus, albumina sérica, colesterol,

produtos finais de glicosilacao.



SUMMARY

Machado-Lima A. Impairment in reverse cholesterol transport and
macrophage lipid accumulation induced by advanced glycated albumin
drawn from uncontrolled type 1 and type 2 diabetes mellitus patients
[Thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”;
2010. 130p.

Advanced glycation end products are prevalent in diabetes mellitus and alter
lipids and lipoprotein metabolism. In this study we analyzed the role of
albumin, isolated from control individuals (C, n = 12) and uncontrolled type 1
(DM 1, n = 13) and type 2 (DM 2, n = 11) diabetes mellitus patients on
macrophage cholesterol removal, intracellular lipid accumulation, expression
of the HDL receptor protein level, ABCA-1and the uptake of esterified
cholesterol from HDL. It was also investigated the differential gene
expression in macrophages treated with C, DM 1 or DM 2 albumin. Glycated
albumin was higher in DM 1 and DM 2 groups as compared to C and was
positivetly correlated with glycemia, glycated hemoglobin and fructosamine.
Serum albumin was isolated by fast protein liquid chromatography and
alchoolic extraction. DM 1 and DM 2 albumin presented a higher amount of
carboxymethyllysine and apo A-l as compared to C albumin. In order to
determine cholesterol efflux acetylated LDL and '*C-cholesterol enriched J-
774 macrophages were treated with C, DM 1 or DM 2 albumin and then
incubated in the absence or presence of apo A-I, HDL3 or HDL,. Although
presenting a higher ability to remove cell cholesterol by itself, DM 1 and DM 2
albumin reduced cholesterol efflux mediated by apo A-l (70% e 45%,
respectively) and by HDL, (55% e 54%, respectively) as compared to C
albumin. With HDL3 the reduction of the cholesterol efflux was only observed
in macrophages treated with DM 2 albumin (55%) in comparison to C
albumin. Macrophages incubated with C, DM 1 or DM 2 albumin alone

presented similar amount of intracellular lipids as assessed by Oil Red O



staining. The addition of apo A-l, HDL3; or HDL, reduced the lipid content in
cells treated with C albumin, but not in those exposed to DM 1 or DM 2
aloumin. The expression of ABCA-1 was reduced 82% and 25% in
macrophages treated, respectively, with DM 1 or DM 2 albumin, in
comparison to C albumin. DM 1 and DM 2 albumin reduced the uptake of *H
colesteril oleoyl ether from HDL by SR-Bl overexpressing cells. These
findings also were obtained when cells were treated in vitro with human
serum albumin submitted to advanced glycation. DM 1 and DM 2 albumin
enhanced the expression of receptors involved in the uptake of modified LDL
and cholesterol homeostasis. Our findings showed that the advanced
glycation of albumin that takes place in diabetes mellitus impairs the reverse
cholesterol transport efficiency by reducing the ABCA-1 expression and
cholesterol exportation to HDL and also by diminishing the uptake of
esterified cholesterol from HDL. Independently of changes in HDL
composition and concentration, advanced glycated alobumin contributes to
cholesterol accumulation in macrophages and atherogenesis in diabetes

mellitus.

Descriptors: atherosclerosis, diabetes mellitus, serum albumin, cholesterol,
advanced glycosylation end products.



1. INTRODUCAO

1.1. Diabete melito e produtos de glicacao avancada

A doenca macrovascular aterosclerética € prevalente em pacientes
com diabete melito (DM) tipo 1 e 2, sendo a principal causa de morbi-
mortalidade desses individuos (Beckman et al., 2002; Pambianco et al.,
2006). Embora a hiperglicemia ndo seja consensualmente apontada como
preditora de eventos cardiovasculares (UKPDS, 1998; DCCT/EDIC, 2005;
ADVANCE, 2008; ACCORD, 2008; VADT, 2009), a alteragdao no
metabolismo da glicose e o aumento do estresse oxidante sdo apontados
como elementos importantes na génese de alteragbes celulares que
caracterizam as complicacbes macrovasculares do DM, a semelhanca das
complicagdes microvasculares (Brownlee, 2001; Cohen et al., 2006;
Yamagishi et al., 2007, Yamagishi et al., 2008a; Yamagishi et al., 2008b;
Jandeleit-Dahm e Cooper, 2008; Peppa e Raptis, 2008; Basta, 2008).

Produtos de glicagao avancada (AGE) encontram-se aumentados na
circulacdo sanguinea e nos tecidos de portadores de DM e correlacionam-se
independentemente com o desenvolvimento de doenga aterosclerotica
(Blaauw et al., 2006; Chiang et al., 2009; Semba et al., 2009; Baumann et
al., 2009). Os AGE alteram a permeabilidade dos vasos, a integridade
endotelial, bem como processos hemodinamicos e inflamatérios (Pu et al.,
2007) que norteiam a evolucao da aterosclerose. Em particular, modificam o

fluxo de lipides celulares, contribuindo para o acumulo de colesterol em



macréfagos arteriais (Machado et al., 2006; Marsche et al., 2007; Brown et
al., 2007).

Os AGE sao formados pela reacao de glicagao, caracterizada pela
ligacdo covalente, nao-enzimatica, entre a glicose ou outros agucares
redutores com os residuos de lisina e arginina das proteinas e grupos
aminoterminais de proteinas e fosfolipides. Isso promove a formacao
reversivel de uma base de Schiff, na sequéncia, ocorrem rearranjos
moleculares que levam a formacdo do produto Amadori ou frutosil-lisina
denominado produto de (glicacdo precoce. Rearranjos inter e
intramoleculares do produto Amadori levam a geracao dos AGE, os quais
alteram a estrutura e funcdo de proteinas, lipides e acidos nucleicos

(Brownlee e Cerami, 1981) (figura 1).
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A autoxidagdo da glicose e a degradacdo da base de Schiff e do
produto Amadori geram oxoaldeidos, como metilglioxal (MGO), glioxal (GO),
glicolaldeido (GAD) e 3-deoxiglicosona (Kato et al., 1987; Frye et al., 1998;
Thornalley, 2005). Esses compostos sdo extremamente reativos e tém
grande habilidade de reagir com proteinas e lipides em reacdes que, em sua
grande maioria, envolvem eventos oxidantes. Em consequéncia, forma-se
uma gama de AGE que diferem em complexidade, fluorescéncia e
capacidade de formar cruzamentos entre moléculas. Carboximetil-lisina
(CML) é o AGE mais abundante (Ahmed et al., 1986; Vlassara e Palace,
2002), decorrente da reagcdo com GO e GAD. Sua concentracdo esta
aumentada na lesdo aterosclerdtica (Baidoshvili et al., 2004), sendo
apontado importante marcador do insulto oxidante (Nerlich e Schleicher,
1999). Carboxietil-lisina - decorrente da reacao com MGO -, pirralina,
dimeros de MGO e GO e pentosidina também sao importantes AGE
formados in vivo. Nao obstante, a grande heterogeneidade desses
compostos torna dificil sua exata mensuracao no plasma e tecidos (Hayase
et al., 1989; Ahmed et al., 1986; Sell e Monnier, 1990; Ahmed et al., 1997;
Krook et al., 1993). Este fato, sem duvida, dificulta a exata interpretacao da
contribuicdo dos AGE na patologia das complicacées tardias do DM e de
outros estados de estresse carbonila.

Individuos portadores de DM e urémicos nao-diabéticos apresentam
concentracdes elevadas de acucares dicarbonila GO, MGO e 3-
deoxiglicosona na circulacao (Odani et al., 1999; Lapolla et al., 2003;

Beisswenger et al.,, 2005; Mukhopadhyay et al., 2008). A concentracédo



desses compostos é ainda maior no periodo pés-prandial no DM,
desvinculando assim, a formacdo de AGE exclusivamente em proteinas de
meia-vida longa, como originalmente proposto (Beisswenger et al., 2001;
Ahmed et al., 2005). Neste sentido, lipoproteinas e albumina sao suscetiveis
a modificacao por compostos dicarbonila, contribuindo para o pool circulante
de macromoléculas modificadas por AGE (Cohen, 2003; Tabas, 1999;
Younis et al., 2008; Mera et al., 2010).

Além do DM, a concentracao dos AGE encontra-se elevada na uremia
(Thornalley, 2006) e em outros estados metabdlicos, em que ocorrem
defeitos de destoxificacdo dos compostos carbonila em associacdo ao
aumento do estresse oxidante (Mentink et al., 2006) e na inflamacéao
(Ramasamy et al., 2005). Os AGE também foram detectados em individuos
normoglicémicos com lesdes ateroscleroticas (Stitt et al., 1997). Assim,
considera-se a geracado de compostos dicarbonila, incluindo-se acroleina, a
partir da oxidacdo de lipides, ascorbato e certos aminoacidos,
independentemente da glicemia.

Produtos de glicagdo avancada de origem exégena advém da
alimentacao e tem sua génese vinculada a composicao dos alimentos e sua
forma de coccao (Goldberg et al., 2004; Uribarri et al., 2005). Em geral,
alimentos ricos em lipides e proteinas contém uma maior concentragao de
AGE. Além disso, alimentos grelhados em temperaturas altas (230°C) por
curtos periodos de tempo apresentam mais AGE do que alimentos cozidos
por um longo periodo de tempo em temperaturas mais baixas (100°C)

(Uribarri et al., 2010). Alimentacdo rica em AGE favorece maior absorgao



desses compostos, que sao transportados na circulacdo em associacao a
albumina e LDL, principalmente, embora o impacto sobre a saide humana
ainda nao esteja esclarecido (Koschinsky et al., 1997; Baynes, 2007). Além
dos alimentos, o tabaco também é uma importante fonte exégena de AGE
(Cerami et al., 1997).

Macromoléculas modificadas por AGE sao reconhecidas,
principalmente, pelos receptores para produtos de glicacdo avancada
(RAGE), os quais desencadeiam uma série de sinalizagbes intracelulares
que resultam no aumento da formacado de espécies reativas de oxigénio
(ROS) (Goldin et al., 2006). Isso favorece a ativacao do NF-xB (fator nuclear
kappa B) (Yeh et al., 2001), com propagacdo da resposta inflamatoria
cronica e vasoconstritora, devido ao aumento da expressdao de moléculas de
adesao ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1) e VCAM-1 (vascular cell
adhesion molecule-1) (Schmidt et al., 1995) interleucina-1 (IL-1), IL-6, fator
de necrose tumoral-a (TNF-a) (Vlassara et al., 1988; Schmidt et al., 1994;
Haslbeck et al., 2004) e endotelina-1 (Quehenberger et al., 2000). Esses
eventos, juntamente com o prejuizo no metabolismo das lipoproteinas,
concorrem para o dano vascular e favorecem a génese e progressao da
aterosclerose.

Outros receptores para AGE incluem os da familia scavenger classe A
(SR-A) (Horiuchi et al., 2005) e B (SR-BI) (Ywashima et al., 2000), CD-36
(Ohgami et al., 2001a), galectina (Vlassara et al., 1995), FEEL-1 e 2

(fasciclin EGF-like, laminin-type EGF-like, and link domain-containing



scavenger receptor-1 and 2) (Tamura et al., 2003) e o0s receptores para
AGE dos tipos 1, 2 e 3 (AGER-1, 2 e 3) (Vlassara e Palace, 2002). Esses
ultimos contrapéem-se a via de sinalizagao suscitada pela interacao AGE-
RAGE, minimizando o insulto oxidante e inflamatério (Torreggiani et al.,

2009).

1.2. Diabete melito e albumina glicada

A albumina corresponde a 80% do total de proteinas que sao glicadas
na circulacado (Cohen, 2003). Esta proteina € o componente mais abundante
do plasma humano, representando 60% da fracdo proteica e sua
concentragdo na intima - média arterial € grandemente aumentada na lesao
vascular aterosclerética (Karner e Perktold, 2000). A albumina é sintetizada
no figado, sendo formada por uma cadeia polipeptidica simples com 585
aminodacidos e peso molecular de 66 kDa, sem evidéncias de sitios de
glicosilagdo enzimatica na molécula (Peters Jr, 1985). Uma vez na
circulagédo, apresenta meia-vida aproximada de 2 a 3 semanas, exercendo
importantes agdes biolégicas, como manutencao da pressao coloidosmotica
e do pH sanguineo, atividade antioxidante e de transporte de farmacos,
entre outras (Shaklai et al., 1984; Figge et al., 1991, Roche et al., 2008).

A estrutura extremamente flexivel da albumina permite a acomodacgéao
de diferentes moléculas em sua estrutura (He e Carter, 1992). Além disso,
pelo fato da albumina conter seis dominios hidrofobicos, ela é capaz de
interagir com inUmeras moléculas, como o colesterol, embora os &cidos

graxos saturados e insaturados com cadeia de carbono com diferentes



comprimentos sejam seus principais ligantes (Zhao e Marcel, 1996; Lee e
Mcmenamy, 1980). Além disso, a albumina tem a habilidade de se ligar
reversivelmente a diversos tipos de componentes do sangue, como metais,
pigmentos da bile, aminoacidos e hormdnios, sendo considerada um
transportador plasmatico multifuncional (Shaklai et al., 1984).

Diversos trabalhos demonstram correlacao positiva entre os valores
de albumina glicada com o desenvolvimento de complicacbes
macrovasculares no DM (Pu et al., 2007; Yamada et al., 2008; Kumeda et
al., 2008; Peppa e Raptis, 2008; Masumi et al., 2009; Jin et al., 2009). Além
disso, a dosagem de albumina glicada parecer ser um melhor marcador para
refletir as complicacdes vasculares do DM do que a HbA+. (Lu et al., 2009)

Takahashi et al. (2007) compararam as dosagens de albumina glicada
e HbAi:; no tratamento de pacientes portadores de DM 2. Os autores
demonstraram que a albumina glicada diminui mais rapidamente durante o
tratamento intensivo com insulina do que a HbA.. Em pacientes DM em
hemodialise, a medida de albumina glicada também é apontada como
melhor indicador do controle glicémico (Inaba et al., 2007). Koga e
Kasayama (2010) sugeriram que para algumas condicoes - cirrose hepatica,
anemia, gravidez, pré-menopausa, hiperglicemia pds-prandial, pacientes
com DM 1, pacientes com DM 2 sob uso de insulina - a albumina glicada
reflete melhor o controle glicémico do que HbA .

A dosagem de albumina modificada por glicagao precoce é apontado
como marcador de sua efetiva modificacdo por glicacao avancada (Kisugi et

al., 2007). Desse modo, o uso da metodologia citada por esses autores



poderia sobrepujar a constante limitacao dos métodos de medida de AGE no
plasma, com excecao da cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massa.

Maior concentracdo sérica de albumina modificada por glicacao
precoce foi encontrada em associacdo ao aumento da proteina C reativa e
TNF-o em pacientes portadores de DM 2 com doenca arterial coronariana e
insuficiéncia renal (Lu et al., 2007) encontraram. Tais achados parecem
contribuir para a intima associacao entre a concentracao sérica de albumina
glicada e a génese e evolugdo da doenca arterial coronariana em portadores

de DM 2 (Pu et al., 2007; Lu et al., 2009).

1.3. Glicacao e transporte reverso de colesterol

A modificacdo de lipoproteinas por glicagdo precoce ou avancgada
contribui para a aterogénese no DM, por promover alteracbes na
metabolizacdo dessas particulas no compartimento plasmético e arterial. Em
particular, a glicacéo altera etapas do transporte reverso de colesterol (TRC),
sistema antiaterogénico que promove o transito de colesterol das células
periféricas, como o0s macréfagos arteriais, para o figado e tecidos
esteroidogénicos (Sviridov e Nestel, 2002; Cuchel e Rader, 2006).
Perturbacdes no fluxo de colesterol ao longo das diversas etapas do TRC
associam-se, em sua grande maioria, a maior prevaléncia de aterosclerose
em humanos e em modelos animais experimentais (Gugliucci e Stahl, 1991;

Passarelli et al., 1997; Passarelli et al., 2000; Machado et al., 2006).



A primeira etapa do TRC consiste no efluxo de colesterol, no qual
particulas de apolipoproteinas-Al (apo A-l), com pequeno conteudo lipidico
associado, interagem com o receptor ABCA-1 (ATP binding cassete
transporter A-1), favorecendo a saida do colesterol celular em fluxo
unidirecional. As apo A-l enriquecidas em lipides interconvertem-se,
sequencialmente, em particulas maiores de lipoproteinas de alta densidade
(HDL), como a pré-beta HDL, HDL; e HDL,. Estas também removem
colesterol dos macroéfagos por interagirem com o receptor ABCG-1 (ATP

binding cassete transporter G-1) (figura 2).

' AN

ABCG-1

Figura 2. Efluxo de colesterol celular

A expressdo dos receptores ABCA-1 e ABCG-1 é positivamente

modulada pelo conteudo celular de colesterol, por meio da ativagao dos
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receptores nucleares LXR (receptor X hepatico), que se dimerizam a RXR
(receptor X retindico). Além disso, a concentracdo final de ABCA-1 em
macréfagos € finamente regulada por mecanismos pés-traducionais e pela
acao de calpainas de superficie que degradam este receptor. A ligacao
especifica de apo A-l ao ABCA-1 aumenta sua meia- vida, gracas a
fosforilacdo da sequéncia PEST (prolina, acido glutamico, serina, treonina)
de sua estrutura, o que impede a acado de proteases (Wang et al., 2003).
Outras proteinas, como a JAK2 (Janus kinase 2) parecem modular a
atividade do receptor ABCA-1 (Tang et al., 2004). Quando a JAK2 ¢ ativada,
ela garante a estabilidade do ABCA-1 e permite a interacado da apo A-l com
o receptor, favorecendo a remocao de colesterol celular.

Em macréfagos, parece existir uma regulagdo compensatéria na
expressdao de ABCA-1 e ABCG-1, com atuacdo sinérgica entre dois
transportadores (Oram e Vaughan, 2006; Gelissen et al., 2006).

Mutacdes no ABCA-1 foram descritas na doenca de Tangier e na
deficiéncia familiar de HDL, conferindo prejuizo ao efluxo de colesterol de
macrofagos e geracdo hepatica de HDL. Em decorréncia, observa-se
reducdo severa na concentracdo plasmatica de HDL (mais intensa na
doenca de Tangier) e manifestacdo prematura de aterosclerose (Serfaty-
Lacrosniere et al., 1994).

Nas HDL, o colesterol livre (CL) é convertido a colesterol esterificado
(CE), por meio da acao da lecitina colesterol aciltransferase (LCAT). Entao,
parte do CE é transferida, por intermédio da proteina de transferéncia de CE

(CETP), para as lipoproteinas que contém apo B — lipoproteinas de
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densidade muita baixa (VLDL), lipoproteinas de densidade intermediaria
(IDL), lipoproteinas de densidade baixa (LDL) e quilomicrons. Estas, por sua
vez, sao removidas pelos receptores hepaticos de LDL (B/E), receptores E e
LRP (proteina relacionada ao receptor de LDL). O CE da HDL também pode
ser diretamente removido pelo figado, por meio de receptores SR-BI,

podendo ser convertido a &cidos biliares ou eliminado na forma livre na bile

(figura 3).

fezes

Figura 3. Transporte reverso de colesterol

Lipoproteinas de densidade muito baixa e LDL glicadas ndo sao
reconhecidas pelos receptores hepéticos de LDL (B/E), o que favorece maior
tempo de permanéncia das mesmas na circulagao (Bucala et al., 1994). LDL

modificadas por glicagdo ou oxidagdo passam a ser reconhecidas por
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receptores scavenger de macrofagos, que captam essas particulas
favorecendo a formacao das células espumosas.

O fluxo de colesterol ao longo do TRC encontra-se alterado face a
modificacao de lipoproteinas por glicacdo. Embora a remocao de colesterol
de macrofagos nao seja prejudicada pela glicacdo precoce de HDL
(Rashiduni et al., 1999; Passarelli et al., 2000) a glicagcdo avancada de apo
A-l (Hoang et al., 2007) e HDL (Matsuki et al., 2009) reduz o efluxo de lipides
celulares. Passarelli et al. (1997) observaram menor esterificacdo de
colesterol de HDL glicada pela enzima LCAT. As alteragbes, mediadas por
MGO, nos residuos de arginina, lisina e triptofano das apo A-l séao criticas
para a ativacdo da LCAT e a atividade da enzima varia de acordo com o
grau de glicacao da apo A-l (Nobecourt et al., 2007). Além disso, a atividade
da CETP encontra-se aumentada frente a modificacao, in vivo e in vitro, de
HDL, LDL e VLDL por glicagéo. Este evento condicina maior transferéncia de
CE de HDL para lipoproteinas potencialmente aterogénicas que podem ser
captadas por macrofagos arteriais (Passarelli et al., 1997).

Estima-se que, em macrofagos sobrecarregados com esteroides,
aproximadamente 20% do efluxo de colesterol para aceptores especificos
ocorra por intermédio do receptor ABCG-1, 35% do ABCA-1 e 10% do SR-
Bl, sendo o restante por difusdo (Adorni et al., 2007; Wang et al., 2007; Tarr
et al., 2009).

Aceptores inespecificos de lipides, como a albumina, podem remover

colesterol celular (Fielding e Moser, 1982; Zhao e Marcel, 1996), por meio da
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interacdo com dominios particulares da membrana plasmatica que
favorecem a difus&o de colesterol em fluxo lento e bidirecional.

Albumina modificada por glicagcdo avancada in vitro (albumina AGE),
obtida pelo tratamento com diferentes concentragdes de oxoaldeidos, como
GO, MGO e GAD, remove maior quantidade de colesterol celular, porém
prejudica o efluxo de colesterol mediado por HDL;. Esses eventos
relacionam-se com o grau de modificacdo da albumina por glicacao
(Machado et al., 2006) e podem ser prevenidos por inibidores de glicacao
avancada, como aminoguanidina e metformina, que diminuem a formacéao
de CML nessas albuminas. Parte do efeito da albumina AGE sobre a
redugé@o no efluxo de colesterol mediado por HDLj3, ocorre pela diminuicao
da ligacao especifica de HDL a superficie celular. Nesse sentido, Pinto et al.
(2009) demonstraram, recentemente, que a albumina AGE reduz a
expressdao de ABCA-1 e ABCG-1 em macréfagos, o que foi vinculado a
maior geracdo de ROS pelo sistema NADPH oxidase e mitocondrial.

Na presenca de albumina AGE observa-se maior expressao de
receptores SR-BI, SR-A, LOX-1, CD-36 e RAGE em macro6fagos (Ywashima
et al., 2000; Pinto et al., 2007), com maior captacado de LDL por macrofagos
(Castilho et al., 2006).

Ohgami et al. (2001b) demonstraram que a albumina modificada por
glicacdo avancada - produzida pela exposicdo a 1,6 M de glicose por 40
semanas - diminui a captacdo seletiva de colesterol esterificado da HDL

pelos receptores hepaticos SR-BI, prejudicando a utlima etapa do TRC.
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A glicoxidagao intracelular, induzida pelo tratamento com acgucares
dicarbonila, reduz a expressdo do receptor ABCA-1 em macrofagos e
fibroblastos, com severo prejuizo na remocao de colesterol, mediada por apo
A-1. Tal decréscimo na quantidade do receptor ocorre mesmo na auséncia
de variacdo no RNA mensageiro, sugerindo que vias de degradacao poés-
traducionais estejam envolvidas na reducdao do transportador. Em
consequéncia, observa-se acumulo de colesterol celular, o qual é prevenido
pelo uso de aminoguanidina (Passarelli et al., 2005). A contrapartida in vivo,
€ evidenciada pela reducao na quantidade do receptor de HDL, observada
em macréfagos da lesdo aterosclerdtica de suinos tratados com

estreptozotocina (Passarelli et al., 2005).
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2. JUSTIFICATIVA

A albumina glicada € um importante marcador do controle glicémico
no DM e sua concentracao associa-se positivamente com o desenvolvimento
de complicacbes macrovasculares. A modificacao in vitro de albumina por
glicacao avancada prejudica o fluxo de lipides em macréfagos, por reduzir a
remocao de colesterol pela HDL; (Machado et al.,, 2006). Este evento é
decorrente da reducdo da expressao dos receptores de HDL (ABCA-1 e
ABCG-1), bem como da maior expressdo de receptores que reconhecem
lipoproteinas modificadas (Pinto et al., 2007; Pinto et al., 2009).

Embora a meia-vida plasmatica da albumina glicada seja reduzida
(Morris e Preddy, 1986; Layton e Jerums, 1988; Kallner, 1990; Miyata et al.,
1996), considera-se a modificacao desta proteina no intersticio arterial, onde
sdo gerados intermediarios carbonila, em decorréncia da metabolizagdo
celular de glicose e reacodes inflamatorias que caracterizam o processo
aterosclerotico. Analogia é feita em relacdo a LDL oxidada a qual é,
invariavelmente, associada ao desenvolvimento de aterosclerose, escassa
na circulacao, porém abundante no microambiente arterial.

A hipdtese deste estudo é a de que, a semelhanca da glicacao in
vitro, a modificagdo in vivo da albumina no diabete melito com controle
glicémico inadequado possa conferir prejuizo ao balango de colesterol em

macrofagos, favorecendo o acumulo intracelular de lipides.
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3. OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi avaliar o papel da albumina isolada de
individuos controles (C) e de portadores de DM 1 e DM 2, com controle
glicémico inadequado, sobre o fluxo de lipides em macréfagos. Foram
determinados em macréfagos incubados com albumina C, DM 1 e DM 2:

1) o efluxo de colesterol, mediado por apo A-I, HDL3 e HDL..

2) o acumulo de lipides intracelulares;

3) o conteudo do receptor de HDL, ABCA-1;

4) a captacao seletiva de colesterol esterificado de HDL;

5) a expressao diferencial de genes.
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4. METODOS

4.1. Casuistica

Individuos controles (C) foram selecionados na Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo. Pacientes portadores de DM 1 e
DM 2, de ambos os sexos, foram selecionados no Ambulatério de Diabetes e
na Liga de Diabetes do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo (HCFMUSP). Todos os participantes assinaram
termo de consentimento informado, segundo critério de aprovacao pela
Comissao de Etica do HCFMUSP (CAPPesq: 740/06).

Foram selecionados pacientes com valores de HbA:; superiores a
1,5% do limite de normalidade (valor de referéncia 6,0%) e com
concentracao plasmatica de triglicérides abaixo de 400 mg/dL. Nao foram
incluidos no protocolo individuos com hipotiroidismo e hipertiroidismo
descompensado, insuficiéncia renal ou hepatica, microalbuminuria e etilistas.

No grupo C (n = 12), 2 individuos tomavam enalapril e 1 individuo
tomava L-tiroxina. Trés eram tabagistas. No grupo DM 1 (n = 13), 11
pacientes utilizavam insulina NPH e 2, insulina glargina. Todos os pacientes
utilizavam insulina lispro antes das refeicdes. Um paciente utilizava
carbamazepina; 1, fluoxetina e 2, L-tiroxina. Um era tabagista.

No grupo DM 2 (n = 12), os medicamentos (n) utilizados foram:
insulina NPH (10), estatinas (10), sulfoniluréias (7), metformina (7), acarbose
(2), pioglitazona (1), fibratos (2), inibidores da ECA (5) e acido acetilsalicilico

(8). Dois individuos eram tabagistas.
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Amostras de sangue dos participantes de todos os grupos foram
colhidas apés um periodo de 12 h de jejum para determinacdo da
concentragdo circulante de: TSH, T4, T4 livre, alanina aminotransferase,
aspartato aminotransferase, creatinina, uréia, sodio, potassio, glicose,
frutosamina, HbA1., colesterol total e fracées (HDL, LDL, VLDL), triglicérides
e albumina. Amostras de urina foram colhidas para dosagem de

microalbuminuria.

4.2. Quantificacao da porcentagem de albumina glicada no

plasma

Albumina modificada por glicacao precoce foi quantificada por método
enzimatico (Kit Lucica GA-L, gentilmente cedido pela Asahikasei Pharma Co,
Téquio, Japao) no plasma dos individuos C, DM 1 e DM 2. Nesse processo,
albumina glicada € hidrolisada por uma proteinase especifica que digere os
aminoacidos glicados. Estes, entdo, sdo oxidados por uma cetoamina
oxidase com a liberagdo de peréxido de hidrogénio, o qual é determinado
por espectrometria. Os valores de albumina glicada foram normalizados pela
concentragdo de albumina sérica, determinada pelo método BCP
(Bromocresol purple) (Kouzuma et al,. 2002; Kouzuma et al,. 2004).

% albumina glicada = albumina glicada x 100
Albumina
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4.3. Isolamento da albumina sérica

Amostras de sangue dos participantes de todos os grupos, apés jejum
de 12 h, foram coletadas em tubos secos e, imediatamente, centrifugadas a
3000 rpm, por 20 min, a 4°C, para obtencdo do soro. A este, foram
adicionados o0s seguintes conservantes (uL/mL de plasma): 20 pL de
cloranfenicol/gentamicina (0,25%), 10 puL de azida sédica (5%) (Merck,
Darmastadt, Alemanha); 5 uL de benzamidina (2 mM) (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Alemanha), 5 uL de aprotinina (0,5%) (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Alemanha) e 0,5 uL de PMFS (fluoreto de fenil metila sulfonila) diluido em
30 mM de DMSO (dimetilsulféxido) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha).
As amostras foram estocadas a -70°C até posterior processamento.

A albumina foi extraida por cromatografia liquida para separagao
rapida de proteinas (FPLC - Fast Protein Liquid Chromatography), utilizando-
se coluna de afinidade para albumina, HiTrap™Blue (GE Healthcare,
Uppsala, Suécia). Primeiramente, as amostras de soro de cada individuo
foram dialisadas contra solu¢cao de 50 mM de KH>POy, pH 7,0 (Tampao A) e
filtradas em filtro de 0,45 um. A coluna HiTrap"™Blue conectada ao FPLC foi
equilibrada com o Tampao A. Um mL de soro de cada individuo foi injetado
no FPLC, em uma taxa de fluxo de 1 mL/min, com eluicgdo com o tampao
contendo 50 mM KH>PQOy4, 1,5 M KCI, pH 7,0. Ao final de cada sequéncia, a
coluna foi reequilibrada com o Tampao A. As amostras foram estocadas a -

70°C (figura 4).
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Figura 4. Extracado de albumina do soro dos individuos do grupo
C, DM 1 e DM 2 por FPLC, utilizando-se coluna HiTrap"™Blue

Durante a extracdo de albumina do soro humana foram gerados dois picos:
no primeiro (1) foi extraido o soro livre de albumina e no segundo (2), a

albumina. Todos os pacientes mantiveram o mesmo perfil de extragdo de
albumina.

4.4. Purificacao da albumina sérica por extracao alcodlica

A purificacdo da fragdo de albumina isolada por cromatografia foi
realizada de acordo com adaptacdo do método descrito por Ohkawara et al.
(2002). Duzentos microlitros de &cido tricloroacético (TCA) 10% foram
adicionados a 200 pL da fracdo de albumina. As amostras foram agitadas
em vortex e deixadas em repouso por 10 min a temperatura ambiente,
sendo, a seguir, centrifugadas por 2 min a 10000 g. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado ressuspendido com 600 uL de etanol absoluto
(Merck, Darmastadt, Alemanha). As amostras foram, entdo, centrifugadas
por 2 min a 10000 g, com remoc¢ao cuidadosa do sobrenadante contendo a

albumina purificada.
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A concentragdo final de proteina foi determinada pelo método de
Lowry et al. (1951). As amostras foram estocadas a -70°C. Previamente a
utilizagdo da albumina nos experimentos, todo o etanol das amostras foi
evaporado sob fluxo de nitrogénio, e diluidas em etanol em volume nao
superior a 0,1% do volume final de meio de cultura a ser utilizado no
tratamento celular.

Com esses procedimentos, obteve-se uma banda de 66 kDa,
equivalente a banda obtida com albumina altamente purificada, disponivel
comercialmente (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany), que foi utilizada como

padrao (figura 5).

padrao C1 C2 DMI1 DMI2 DMII1 DMII2

Albumina
66 kDa

Figura 5. Eletroforese de albumina isolada de individuos C e
portadores de DM 1 e DM 2

Albumina isolado do soro dos individuos controles (C) e de portadores de

DM 1 e DM 2, por FPLC (100 pg) e purificadas por extragdo alcodlica foram
aplicadas em gel de acrilamida 10%, com coloracao por Coomassie Blue.
padréo - padrdo de albumina humana altamente purificada (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Germany)
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4.5. Preparo da albumina glicada in vitro

Albumina humana 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 tampéao fosfato (PBS) (NaCl
137 mmol/L; NazHPO4 4 mmol/L; KCI 2 mmol/L; K;PO4 1 mmol/L) com EDTA
(pH = 7,4). Albumina controle (C) foi preparada na presenca de PBS apenas.

As incubacdes foram realizadas sob condi¢des estéreis, atmosfera de
nitrogénio, banho de agua a 37°C, com agitacdo por 4 d. A seguir, as
amostras foram dialisadas contra PBS e esterilizadas em filtro 0,22 um. A
concentracgao final de proteina das amostras foi determinada pelo método de

Lowry et al. (1951).

4.6. Dosagem de endotoxinas

A quantidade de endotoxina na albumina humana modificada por
glicacao avancgada in vitro e naquelas isoladas do soro de individuos C, DM
1 e DM 2 foi determinada por meio do ensaio da Limulus Amebocyte Lysate
(LAL) (Cape Cod, Falmouth, MA, EUA).

A concentragéo de endotoxinas nas albuminas foi inferior a 50 pg/ mL,
abaixo do limite associado ao potencial inflamatério das albumina AGE em

modelos celulares (Valencia et al., 2004; Isoda et al., 2007).
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4.7. Determinacao do conteudo de carboximetil-lisina (CML)

A determinacgao do conteudo de carboximetil-lisina (CML) na albumina
humana isoladas do soro de individuos C, DM 1 e DM 2 foi determinada por
ELISA (CircuLex™ N-epsilon Carboxymethyl Lysine ELISA Kit: Cat# CY-

8066, CycLex Co, Japéo).

4.8. Determinacao do conteudo de apo A-l

A determinacao do contetdo de apo A-l na albumina humana isolada
do soro de individuos C, DM 1 e DM 2 foi feita por nefelometria (Wako
Autokit apo A-1 cbédigo 991-2720, Wako Pure Chemical Industries, Inc,

Osaka, Japan).

4.9. Teste de viabilidade celular

Apos exposicao a albumina, foi determinada a liberacdo de lactato
desidrogenase (LDH) no meio de cultura, a qual reflete a citotoxicidade
celular (In Vitro Toxicology Assay Kit, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).
Ap6s remocao do meio de cultura das células tratadas, este foi centrifugado
a 250 g por 4 min. Foram adicionados 75 puL de meio de cultura a 150 pL do
MIX do Kit (Assay Subtrate + Assay Cofactor + Dye Solution), com
incubacao a temperatura ambiente por 20 a 30 min. Esse ensaio é baseado
na redugédo do NAD pela acdo da LDH. O NAD reduzido (NADH) resultante
reage com o corante tetrazolium, o que resulta em uma coloracdo que pode

ser medida por espectrofotometria a 490 nm.
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A liberagdo de lactato desidrogenase ao meio de cultura foi
determinada em todos os experimentos e foi semelhante entre os
tratamentos com albumina C, DM 1 e DM 2 (dados ndo mostrados).
Portanto, as albuminas isoladas do soro humano nao foram tdxicas aos

macréfagos.

4.10. Obtencao de lipoproteinas

Lipoproteina de densidade baixa (LDL; d = 1,019 - 1,063 g/mL) e as
subfracées de HDL, (d = 1,063 - 1,125 g/mL) e HDL3 (d = 1,125 - 1,21 g/mL)
foram isoladas a partir de pool de plasma humano por ultracentrifugacao
sequencial e purificadas por gradiente descontinuo de densidade (Havel et
al., 1955). Sangue foi colhido por puncédo venosa, ap6s 12 h de jejum e
imediatamente centrifugado por 20 min a 4°C, 3000 rpm. Ao plasma foram
adicionados o0s seguintes conservantes (uL/mL de plasma): 20 pL de
cloranfenicol/gentamicina (0,25%), 10 puL de azida sédica (5%) (Merck,
Darmastadt, Alemanha); 5 uL de benzamidina (2 mM) (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Alemanha), 5 uL de aprotinina (0,5%) (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Alemanha) e 0,5 uL de PMFS (fluoreto de fenil metila sulfonila) diluido em 30
mM de DMSO (dimetilsulféxido) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha) e a
densidade ajustada com brometo de potassio (KBr) (Merck, Darmastadt,

Alemanha) (Havel et al., 1955; Redgrave et al., 1975).
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4.11. Acetilacao de LDL

As LDL foram acetiladas segundo protocolo descrito por Basu et al.
(1976). Foram utilizados 16 mg de proteina de LDL, aos quais foram
adicionados 1 mL de solucédo saturada de acetato de sodio e 1 mL de NaCl
0,15 M, sob agitacdo constante e banho de gelo. Foram, entdo, adicionados
24 uL de anidrido acético em pequenas quantidades durante 1 h, seguindo-
se de 30 min de agitacdo em banho de gelo.

A seguir, a LDL acetilada foi dialisada contra em tampéo fosfato
(PBS) (NaCl 137 mmol/L; NagHPO4 4 mmol/L; KCI 2 mmol/L; KoPO4 1
mmol/L) com EDTA (pH = 7,4) e esteriizada em filtro 0,22 um. A
concentracao final de proteina da amostra foi determinada pelo método de

Lowry et al. (1951).
4.12. Determinacao do efluxo de '*C-colesterol em macroéfagos

Utilizaram-se  macréfagos J-774 de linhagem tumoral de
camundongos, gentilmente doadas pelo laboratorio de Sorologia do Instituto
de Medicina Tropical da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o
Paulo (LIM-38). As células foram cultivadas em garrafas de 75cm?, em meio
RPMI (Gibco, Grand Island, Nova lorque, EUA) contendo 10% de soro fetal
bovino (SFB) (Cultilab, Campinas, Brasil), 100 ug/mL de estreptomicina
(Gibco, Grand Island, Nova lorque, EUA), 100 U/mL de penicilina (Gibco,
Grand Island, Nova lorque, EUA) e 2 mM glutamina (Gibco, Grand Island,

Nova lorque, EUA), mantidas em incubadora de CO, 5% a 37°C.



26

Os macréfagos foram incubados em placas de cultura com 24 pocos
em concentracdo de 0,8 x 10° células/mL de RPMI (Gibco) contendo 10%
SFB, antibiéticos e glutamina. Apo6s confluéncia, foram incubados com
DMEM (Low Glucose, Gibco, Grand Island, Nova lorque, EUA) contendo 1
mg de albumina isenta de acidos graxos (FAFA) (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Alemanha), acrescido com 50 pg de LDL acetilada/mL e 0,3 uCi de *C-
colesterol/MI mL (Amersham Biosciences, Reino Unido), durante 48 h. Apds
cuidadosa lavagem com tampéo fosfato (PBS - NaCl 150 mmol/L, NaoHPO,4
20 mmol/L, NaH>PO4 14 mmol/L, NaOH 1mmol/L - pH 7,4) com FAFA, as
células foram tratadas, por 18h, com meio DMEM (Low Glucose, Gibco)
suplementado com 1 mg de albumina ndo glicada, glicada in vitro ou
purificadas do soro de individuos C, DM 1 e DM 2.

Ap6s lavagem com PBS/FAFA, as células foram incubadas
novamente com albumina nao glicada, glicada in vitro e dos individuos C,
DM 1 e DM 2, na presenca ou auséncia de apo A-l (30 ug/mL), HDL3 (50
ug/mL) ou HDL, (50 ug/mL). O meio de cultura foi recolhido para tubos de
vidro, centrifugado a 1500 rpm durante 10 min a 4°C, para remoc¢ao de
restos celulares e transferido para frascos de cintilagdo, seguindo-se a
adicao de solucao contadora (Perkin Elmer, Turko, Finlandia).

Os pocos das placas foram lavados com solucdo fisiolégica gelada
(4°C) por 2 vezes. Os lipides celulares foram extraidos com solugédo de
hexana:isopropanol (3:2) (Merck, Darmastadt, Alemanha) e a radioatividade

determinada apo6s evaporacao do solvente. As células foram incubadas com
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250 uL de NaOH 0,2 N, durante 3 h, a temperatura ambiente, seguindo-se a
determinacdo da concentracdo de proteina, pelo método de Lowry et al.
(1951).

A quantidade de radioatividade presente no meio, ao final do periodo
de incubacao com apo A-1 (8 h), HDL3 (5 h) ou HDL; (8h), indicou o efluxo de
colesterol mediado pela albumina - meio com albumina apenas - e o efluxo
total - meio com albumina + apo A-l, HDLs; ou HDL, -. Dessa forma, foi
calculado o efluxo especifico mediado pela apo A-l, HDL; ou HDL,,
subtraindo o efluxo mediado pela albumina do efluxo total.

A porcentagem de efluxo foi calculada como:

4C-colesterol no meio x 100

14C-colesterol no meio + 'C-colesterol na célula
4.13. Analise qualitativa do conteudo de lipides em macrofagos

Macréfagos J-774 foram cultivados, até confluéncia, em meio RPMI
(Gibco) contendo 10% de SFB (Cultilab), 100 ug/mL de estreptomicina
(Gibco), 100 U/mL de penicilina (Gibco) e 2 mM glutamina (Gibco), em
incubadora de CO, 5% a 37°C. Os macréfagos foram incubados em placas
de cultura com 12 pocos cobertas com laminulas de vidro autoclavadas
previamente, em concentracdo de 3 x 10° células/mL de meio.

Apés confluéncia, os macréfagos foram incubados com DMEM (Low
Glucose, Gibco) contendo 1 mg de albumina isenta de acidos graxos (FAFA)
(Sigma-Aldrich), acrescido com 50 ug de LDL acetilada/mL durante 48 h. A

sequir, foram tratadas por 18 h com DMEM contendo 1mg/mL de albumina
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nao glicada, glicada in vitro e isolada dos individuos C, DM 1 e DM 2. Apés
lavagem com PBS/FAFA, as células foram incubadas novamente com
albumina nao glicada, glicada in vitro e isolada dos individuos C, DM 1 e DM
2 na presenca ou auséncia de apo A-l (30 ug), HDL3 (50 ug) ou HDL, (50 ug)
por mL DMEM.

Passado este periodo de incubacdo, as células foram lavadas
novamente com PBS/FAFA e fixadas com solucdo de formalina 10% em
PBS, por 1 h, a temperatura ambiente. Os macréfagos foram corados com
solugéo de Oil Red O (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA) 0,5% em propileno
glicol por 2 h, seguido de lavagem com agua destilada. As placas de cultura
foram, entdo, colocadas em estufa a 32°C por 45 min.

As laminulas foram colocadas sobre laminas em solucao de glicerina
Jelly, e as células visualizadas em microscopio optico (Olympus Microscope
BX-51, Leeds Precision Instruments, Inc). As imagens foram capturadas por
camera (Sony CCD Camera) acoplada a microscopio. Dez campos de cada
lamina foram analisados na magnitude de 400 x.

A coloracao com Oil Red O foi quantificada de maneira cega por um
Unico investigador, utilizando o software especifico (Image-Pro Plus - Media
Cybernetics, Bethesda, MD, EUA) versao 6,0 para Windows. O contetudo de
lipides foi expresso como porcentagem do contetudo de Oil Red O no campo

pela area total (todo o campo da lamina detectado pelo software).
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4.14. Determinacao do conteudo de ABCA-1

A expressao de ABCA-1 foi determinada por citometria de fluxo no
Laboratério de Bioenergética do Departamento de Patologia Clinica da
UNICAMP (Prof. Anibal Eugenio Vercesi).

Macréfagos J-774 foram cultivados, até confluéncia, em meio RPMI
(Gibco) contendo 10% de SFB (Cultilab), 100 ug/mL de estreptomicina
(Gibco), 100 U/mL de penicilina (Gibco) e 2 mM glutamina (Gibco), em
incubadora de CO;, 5% a 37°C. Os macréfagos foram incubados em garrafas
de 75cm? e mantidos em incubadora de CO, 5% a 37°C.

Apbs confluéncia, os macréfagos foram incubados com DMEM (Low
Glucose, Gibco) contendo 1 mg de albumina isenta de acidos graxos (FAFA)
(Sigma-Aldrich) por 24 h. A seguir, foram tratadas por 18 h com DMEM
contendo 1mg/mL de albumina isolada dos individuos C, DM 1 e DM 2.

Passado o periodo de tratamento, foi realizada cuidadosa remogéo do
meio e lavagem das células. As células foram removidas da garrafa
utilizando-se 2 mL de tripsina com EDTA, por 3 min a 37°C. Foi feita a
contagem da viabilidade celular pelo método de exclusdo com o corante
Trypan Blue 0,4% (em PBS - NaCl 150 mmol/L, NasHPO4 20 mmol/L,
NaH>PO4 14 mmol/L, NaOH 1mmol/L - pH 7,4).

As células foram descoladas das placas de cultura, sobre gelo. A
seguir, foram separadas 1x10° de células que foram fixadas em
paraformaldeido (PFA) 4%. As células foram incubadas com anticorpo anti-

ABCA1 1:250 (NB 100-2068, Novus Biologicals, Littleton, Colorado, EUA)
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por 1 h a temperatura ambiente. Ao final desta incubacgao, as células foram
submetidas a duas lavagens e foram posteriormente incubadas com o
anticorpo secundario Alexa Fluor 488 4ug/mL (Invitrogen, Eugene, Oregon,
EUA) por 1 h a temperatura ambiente. Posteriormente, as células foram
lavadas por 2 vezes em PBS e as unidades de fluorescéncia foram captadas
em citdmetro de fluxo FACSCalibur (BD, Beckton e Dickson). Os resultados

obtidos foram analisados no Software Cellquest (BD, Beckton e Dickson).
4.15. Marcacdo de HDL com 3H colesteril oleoil éter

O colesteril oleoil éter € um analogo nao metabolizado do colesterol
esterificado. A quantidade de radioatividade no meio intracelular permite,
portanto, calcular a massa de colesterol esterificado advindo das HDL.

O pool de HDL isolado de individuos controles saudaveis foi marcado
com 3H colesteril oleoil éter (*H-COE) mL (Amersham Biosciences, Reino
Unido) de acordo com modificacbes do protocolo descrito por Terpstra et al.
(1989). Para cada 1 mL de HDL total, foram adicionados 0,5 mL de plasma
isento de lipoproteinas (como fonte de proteinas de transferéncia de
colesterol) e 40 uCi de *H-COE mL (Amersham Biosciences, Reino Unido),
que ficaram em agitacao lenta, durante 5 min, a temperatura ambiente. A
seguir as amostras foram mantidas em banho a 37°C, sob agitacédo lenta,
durante 24 h.

HDL total marcada foi entdo purificado por meio de ultracentrifugacao
sequencial (rotor 50 Ti, 100 000 x g, 4°C) segundo descrito por Havel et al.

(1955). Apds a purificacdo, *H-COE-HDL foi dialisada contra solugdo de PBS
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com EDTA 0,2 mmol/L (pH 7,4) e entdo foi esterilizada em filtro 0,22 um e
estocado a 4°C. Foram realizadas dosagens de colesterol para célculo da

atividade especifica e de proteinas para a realizagao das incubacoes.
4.16. Captacao celular de 3H colesteril oleoil éter de HDL

Utilizaram-se células de ovario de hamster chinés, transfectadas com
o cDNA murinico do receptor SR-BI (IdIA7-SRBI) e controles (IdIA7-C) que
foram, gentilmente, cedidas pelo Professor Monty Krieger do Massachussets
Institute of Technology, Cambridge, EUA.

O cultivo celular foi realizado em meio HAM F-12 (Gibco, Grand
Island, Nova lorque, EUA) , contendo 10% de SFB (Cultilab), 2 mM de
glutamina (Gibco), 100 unidades/mL de penicilina (Gibco), 100 ug/mL de
estreptomicina (Gibco) e 0,25 ug/mL de anfotericina (Gibco, Grand Island,
Nova lorque, EUA) B (meio A). IdIA-SRBI foram cultivadas em meio A
suplementado com 300 ug/mL de geneticina (Gibco, Grand Island, Nova
lorque, EUA) para manter a pressao de transfeccéo (meio B).

Células controles e transfectadas foram incubadas em placas com 24
pocos na concentracdo de 0,08 x 10° cél/mL em meio HAM F-12 (Gibco).
Apos confluéncia, as células foram incubadas por 8 h com albumina isolada
dos individuos C e pacientes com DM 1 e DM 2 na presenca de 50 pg de *H-
COE-HDL em DMEM (Low Glucose, Gibco). Passado o tempo de incubacao,
0s pocos das placas foram lavados com solucao fisiolégica gelada (4°C). Os
lipides celulares foram extraidos com solugdo de hexana:isopropanol (3:2)

(Merck) e a radioatividade determinada, ap6s evaporacédo do solvente. As
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células foram incubadas com 250 uL de NaOH 0,2 N, durante 3 h, a
temperatura ambiente, para lise celular e medida da concentracdo de
proteina, pelo método de Lowry et al. (1951).

A partir dos valores de radioatividade presentes nas células e da
atividade especifica da HDL determinou-se a massa de colesterol celular

proveniente da HDL.

4.17. Perfil de expressao em microarranjos de oligonucleotideos

(microarray)

Para os ensaios de microarray, foram utilizadas as laminas da Agilent
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA) no formato de 4 pocos com 44
mil genes (4x44K), contendo todo o genoma do camundongo, seguindo o

protocolo One-Color Microarray-Based Gene Expression Analysis (Agilent).
4.17.1. Extracdo de RNA

Macréfagos de peritbnio de camundongo da linhagem suica foram
colocados em placa de Petri na concentragdo de 15 x10° células em meio
RPMI (Gibco) contendo 10% de SFB (Cultilab), 100 ug/mL de estreptomicina
(Gibco), 100 U/mL de penicilina (Gibco) e 2 mM glutamina (Gibco), em
incubadora de CO, 5% a 37°C. Apos lavagem com PBS/FAFA, as células
foram tratadas por 18 h com 1 mg de albumina nao glicada, glicada in vitro e
isolada dos individuos C e portadores de DM 1 e DM 2 (pool de 5 pacientes,
em triplicata biolégica) em DMEM. Passado o periodo de incubacgao, retirou-

se 0 meio de cultura e as células foram diluidas em 1 mL de Tryzol
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(Invitrogen-Life Technologies, Carlsbad, EUA) em temperatura ambiente, por

no maximo 5 min, e foram congeladas a - 80°C (figura 6).

Macréfagos de peritdnio de camundongo foram tratados
por 18h com albumina — 1 mg/mL de meio

albumina nao glicada albumina glicada in vitro
Y —" Y —— A ) )
S D=
\ A A ¥4
albuminaC albumina DM 1 albumina DM 2
(pool de 5 individuos) (pool de 5 individuos) (pool de 5 individuos)
SIS SIS S, | S| S

Células foram ressuspendidas em 1 mL de Tryzol para extracdo de RNA

Figura 6. Protocolo de tratamento dos macréfagos com albumina
nao glicada, modificada por glicacao in vitro ou isolada de
individuos C, DM 1 e DM 2

Para a extragdo de RNA, foi utilizado o kit RNA Isolation Qiagen
RNeasy Mini Colums (Qiagen GmbH, Hilden, Alemanha). Adicionou-se 200
uL de cloroférmio em cada amostra, seguido de agitagdao por 15 segundos.
As amostras ficaram em repouso por 3 min e, entao, foram centrifugadas por
15 min 12000 g a 4° C. Apds a centrifugacao, o sobrenadante que continha o

RNA foi transferido para tubos livres de RNase. Adicionou-se 450 uL de
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etanol 70% (diluido em agua bidestilada) as amostras que foram agitadas
cuidadosamente. 700 uL de cada amostra foram transferidos as colunas de
purificacao e seguiu-se o protocolo de acordo com a orientacao do fabricante
do Kit.

Ao final do procedimento, o RNA foi diluido em 30 pyL de agua
ultrapura estéril tratada com dietilpirocarbonato 0,01% e foi quantificado em
espectrofotometro  NanoDrop  DN1000 UV-VIS  Spectrophotometer
(NanoDrop Technologies). Para verificar a presenca das bandas
correspondentes aos RNA ribossomais 18 e 28s, foi realizada eletroforese
em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio 3,0 pug/mL e
visualizagdo em transiluminador de UV em comprimento de onda 203 nm
(figura 7).

As amostras de RNA foram, também, submetidas a eletroforese
capilar, utilizando-se o kit RNA 6000 Nano (Agilent Technologies) e leitura do
sinal de fluorescéncia no equipamento Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent
Technologies) para determinacao simultdnea da quantidade e integridade do

RNA (tabela 1).
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Tabela 1. Integridade do RNA isolado de macroéfagos tratados
com albumina nao glicada, glicada in vitro (albumina GAD) e
isolada de individuos C, DM 1 e DM 2

RIN
albumina (RNA integrity number)
nao glicada 8,6 8,2 8,2
GAD 8,4 8,8 8,6
Cc 8,8 8,6 8,8
DM 1 9,1 8,6 8,7
DM 2 8,4 8,4 8,7
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Figura 7. Gel de integridade do RNA extraido de macrofagos
tratados albumina nao glicada, albumina GAD e albumina isolada
de individuos C, DM 1 e DM 2

Trezentos nanogramas de RNA de cada amostra foram colocados em gel de
agarose 1% corado com brometo de etidio (EtBr) 3,0 ug/mL. A corrida foi
feita em 100 V por 40 min e a visualizagdo em transiluminador de luz UV em
comprimento de onda 203 nm.

albumina nado glicada - padrdo de albumina humana purificada (Sigma-
Aldrich).

albumina GAD - padrdo de albumina humana purificada (Sigma-Aldrich)
submetida a glicacao in vitro com glicolaldeido.
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4.17.2. Sintese de cDNA e cRNA marcado com cianina-3

Para fazer a sintese do cDNA e cRNA marcado com cianina-3,
utilizaram-se os reagentes do One-Color Microarray-Based Gene Expression
Analysis (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA).

O cDNA foi sintetizado a partir de 1000 ng de RNA total de cada
tratamento celular com albumina nao glicada, glicada in vitro e isolada dos
individuos C e portadores de DM 1 e DM 2. Todos os RNA foram diluidos em
agua ultrapura estéril tratada com dietilpirocarbonato 0,01% a 5,3 L.

Foi feita uma diluicdo seriada do padrao interno (Agilent One-Color
Spike-Mix - Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA), e este foi
adicionado (5 uL) aos RNA em uma concentracao final de 1:5, em tampao
de diluicdo do Kit. Também foram adicionados aos RNA, 1,2 uL de T7 primer
promotor (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA). As amostras foram
mantidas em termociclador PTC-100 (MJ Research Inc, Watertown,
Massachusetts, EUA) a 65°C por 10 min, seguido de incubacao sob gelo por
5 min.

Foi, entdo, preparada uma solucao contendo 5x First Strand Buffer (4
uL), previamente aquecida em banho a 80°C por 4 min, 0,1M DTT (2 uL) e
10 mM dNTP mix (1 pL) juntamente com 1 uL da transcriptase reversa
(MMLV-RT) e 0,5 pL do inibidor de RNase (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, EUA). A solucao foi adicionada as amostras e estas ficaram no

termociclador a 40°C por 2 h, para a sintese do cDNA. Passado o periodo
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de incubacao, as amostras foram colocadas em banho a 65°C por 15 min,
seguido de incubacéao sob gelo por 5 min.

O cRNA marcado foi sintetizado pela adicdo da solugdo de
transcricdo, preparado com 15,3 uL de agua livre de RNase, 20 uL do
tampéao de transcricao (4x), 6 uL de 0,1 M DTT, 8 uL do NTP mix, 6,4 uL de
PEG 50%, previamente aquecido em banho a 40°C por 1 min, 0,5 uL do
inibidor de RNase, 0,6 uL da fosfatase inorganica, 0,8 uL RNA polimerase
(T7 RNA Polymerase) e 2,4 uL de cianina-3 (Cyanine 3-CTP), protegida da
luz. As amostras foram incubadas no termociclador 40°C por 2 h e, a seguir,
colocadas sob gelo em ambiente escuro para purificacdo com o kit Qiagen
RNeasy Mini Colums (Qiagen GmbH, Hilden, Alemanha).

Ao final do procedimento, o cRNA marcado com cianina-3 foi diluido
em 30 uL de agua ultrapura estéril tratada com dietilpirocarbonato 0,01%. A
quantificacdo de cianina-3 (pmol/uL), a razdo 260 nm/280 nm e a
concentracdo de cRNA (ng/uL) foi determinada em espectrofotdmetro
NanoDrop DN1000 UV-VIS Spectrophotometer (NanoDrop Technologies),
utilizando o programa Microarray Measurement — NanoDrop (tabela 2).

Atividade especifica superior a 8,5 foi considerada como marcagao
adequada do cRNA com cianina-3. A atividade especifica foi calculada
como:

Concentracdo de cianina-3 = pmol de cianina-3/ug cRNA

Concentracdao de cRNA x 1000
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Tabela 2. Eficiéncia de marcacao do cRNA com cianina-3

buming [RNA] Cianina-3 Q.Lﬁ?ﬁfii
Hg/UL pmol/uL > 85
nao glicada 11,6 108 9,3
GAD 11,9 108 8,7
C 12,3 132 10,7
DM 1 14,2 160 10,9
DM 2 9,8 106 9,9

Um micrograma de RNA total de cada tratamento foram utilizados para fazer
a sintese do cDNA e cRNA marcado com cianina-3 com os reagentes do
One-Color  Microarray-Based  Gene  Expression Analysis  (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, EUA).

albumina nado glicada - padrdo de albumina humana purificada (Sigma-
Aldrich)

albumina GAD - padrdo de albumina humana purificada (Sigma-Aldrich)
submetida a glicagéo in vitro com glicolaldeido

4.17.3. Hibridizacao das laminas

Para hibridizacdo das laminas, foi utilizado o kit Agilent Gene
Expression Hybridization (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA).
cRNA marcado com cianina-3 (1,65 ug), protegido da luz, foi adicionado a 11
UL da solucdo de bloqueio (10X), preparado previamente conforme
orientacdo do fabricante, 41,8 yL de agua livre de RNAse e 2,2 uL do
tampao de fragmentacdo (25X). As amostras foram incubadas em banho a
60°C por exatos 30 min para fragmentacdo do RNA, em ambiente escuro.

Apoés este periodo, as amostras foram colocadas sob gelo e, imediatamente,
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e acrescidas com 55 pL do tampao GEX HI-RPM de hibridizagdo (2X) em
cada tubo, agitando cuidadosamente e evitando a formacao de bolhas.

Cem microlitros da solucdo de hibridizagdo foram colocados
cuidadosamente sobre a lamina de vedacao e sobre a mesma foi colocada a
lamina contendo os oligonucleotideos. As laminas foram acondicionadas em
camaras de hibridizacdo que foram colocadas em forno, previamente
aquecido a 65°C, por 19 h a 10 rom (DNA Microarray Hybridization Oven,

Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA).

4.17.4. Lavagem das laminas e deteccéo do sinal

Pelo fato da cianina-3 ser suscetivel a degradacédo pelo o0z6nio,
seguiu-se o procedimento de lavagem recomendado pela fabricante para
locais onde a taxa de ozb6nio é muito elevada, como é o caso da América
Latina.

As laminas foram retiradas do forno e da camara de hibridizacdo e
foram colocadas em um reservatorio de vidro para cuidadosa lavagem em
ambiente escuro. A primeira lavagem foi feita com o tamp&o de lavagem 1
com 0,005% de Triton X-102 a temperatura ambiente por 1 min, seguindo-se
de lavagem com o tampao de lavagem 2 com 0,005% de Triton X-102,
previamente aquecido a 37°C, por 1 min. Em seguida, em capela escura, as
laminas foram lavadas por 10 segundos com acetonitrila (Vetec Quimica
Final Ltda, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e por 30 segundos com solucédo de
estabilizacao e secagem. Todas as lavagens foram feitas com agitacdo em

velocidade minima.
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O Microarray Scanner SureScan High-Resolution Technology (Agilent
Technologies) foi utilizado para capturar as imagens e a intensidade dos
sinais que foram analisadas com o auxilio do programa Agilent Scan Control

e do software Agilent Feature Extraction (Agilent Technologies).

albumina albumina
nao glicada GAD

albuminaC albumina DM 1 albumina DM 2

Figura 8. Hibridizacao e leitura das laminas

A: Laminas hibridizadas

cRNA marcado com cianina-3 (1,65 pg) de cada tratamento foi utilizado na
hibridizacdo das laminas da Agilent (kit Agilent Gene Expression
Hybridization). O Microarray Scanner SureScan High-Resolution Technology
(Agilent Technologies) foi utilizado para capturar as imagens e a intensidade
dos sinais que foram analisados com o auxilio do programa Agilent Scan
Control e do software Agilent Feature Extraction (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, EUA).

albumina nado glicada - padrdo de albumina humana purificada (Sigma-
Aldrich)

albumina GAD - padrdo de albumina humana purificada (Sigma-Aldrich)
submetida a glicagéo in vitro com glicolaldeido
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Tabela 3. Variacao experimental e qualidade do sinal processado

Sinal Processado

albumina Variagao 15% = bom
<5%* 10% = 6timo
< 5% = excelente
1 0,17% 5,3%
gl?céa% . 2 0,05% 4,7%
3 0,05% 5,3%
1 0,09% 6,3%
GAD 2 0,04% 4,6%
3 0,02% 4,0%
1 0,01% 4.3%
C 2 0,06% 4,7%
3 0,18% 5,4%
1 0,18% 4.8%
DM1 2 0,05% 5,2%
3 0,03% 4,6%
1 0,15% 6,5%
DM 2 2 0,06% 4,9%
3 0,16% 5,5%

* em referéncia ao padrao interno.
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4.17.5. Normalizacao e andlise estatistica dos dados

Para andlise dos dados do microarray foi utilizado o programa
Genespring GX 11.0 (Agilent Technologies Inc). Foi feita a normalizacéo
logaritimica dos dados e foram excluidos pontos (spots) de baixa qualidade.
Desta forma, foi possivel ser determinada a expressao relativa de cada
gene.

Seguiu-se, entao, 3 passos para obtencéo da selecao final dos genes:

1) comparacao entre os grupos por teste t de Student (p<0,05) com

correcdo de Benjamini-Hochberg com FDR (false discovery rate):
- albumina DM 1 x albumina C
- albumina DM 2 x albumina C
- albumina GAD x albumina nao glicada
2) escolha dos genes que tiveram uma variacdo na magnitude de
expressao maior ou igual a 2 ou a -2.

3) interpretacéo dos resultados a partir da analise do Gene Ontology.

4.18. Analise de expressao génica por RT-PCR em tempo real

Com o intuito de comprovar a expressao diferencial de alguns genes
identificados nos ensaios de microarray, foi realizada a quantificacdo do
conteudo de mRNA, por transcricao reversa seguida de PCR (RT-PCR) em
tempo real, utilizando os sistema de amplificacdo TagMan Two Step RT-

PCR (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA).
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A primeira etapa do RT-PCR consite na transcricao reversa, ou seja,
sintese de cDNA a partir de 500 ng do RNA extraido. Foram utilizadas as
mesmas amostras de RNA que foram utilizadas no microarray. Para este
procedimento foi utilizado o kit High Capacity RNA-to-cDNA (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA). A reacéo foi realizada em termociclador
PTC-100 (MJ Research Inc, Watertown, Massachusetts, EUA), de acordo
com o protocolo do produto — 60 min a 37°C, 5 min a 95°C, seguido de
incubagdo 4°C. O cDNA obtido foi armazenado a - 20 °C até a realizagéo do
PCR.

A segunda etapa consiste na andlise de expressao génica por
amplificagdo do cDNA em tempo real. Foram utilizadas sondas marcadas
com FAM (6-carboxy-fluorescein) adquiridas no formato TaqgMan Gene
Expression Assays (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) identificadas
pelos codigos descritos na tabela 4.

O gene da B-actina foi escolhido como normalizador da reagédo de
PCR, pois de acordo com a analise estatistica do microarray, foi um gene
gue nao apresentou variacdo na sua expressao entre os diferentes grupos
de tratamento.

Na seleg¢do das sondas, tomou-se o cuidado de escolher aquelas que
amplificam juncdes exdnicas, a fim de reduzir o impacto de contaminagéo
por DNA. Os demais reagentes para a rea¢do de PCR foram adquiridos em
solugdo denominada Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems,

Foster City, CA, EUA) e a reacdo de PCR em tempo real foi realizada no
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aparelho StepOnePlus Real Time PCR System (Applied Biosystems, Foster
City, CA, EUA).

Os dados foram analisados utilizando-se o programa StepOne
Software 2.0 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) que geram curvas
logaritimicas dos sinais de amplificacdo. O programa fornece o parametro
ciclo em que o sinal de fluorescéncia é significativo, denominado ciclo t
threshold (C;) (Bustin e Mueller, 2005; Kubista et al., 2006). Para cada
amostra de cDNA, o Ct de cada gene é registrado e comparado com o do
gene da B-actina que foi utilizado como controle endégeno da reagao.

Para cada gene em questao, foi feita curva de diluicdo com 5 pontos,
a partir da concentracdo 1:5, 1:25, 1:125 e 1:625 com a finalidade de
verificar a lineriadade e eficiéncia da amplificacdo, permitindo validar o
método de Ct comparativo (Livak e Schmitgen, 2001; Pfaffl, 2001). Por meio
da curva, foi possivel determinar a concentracao ideal de cDNA a ser usada
em cada ensaio.

Os valores de expressao génica foram calculados pela formula 2744,
no qual ACt = Ct gene alvo — Ct do controle endbégeno, pois 0s ensaios de
PCR tiveram alta eficiéncia (90 a 110%) (Livak e Schmitgen, 2001). Na
tabela 4 estdo apresentados os dados das sondas, os resultados de

inclinacoes das curvas (slopes) e as eficiéncias dos ensaios.
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Tabela 4. Cédigos das sondas, valores de inclinacao da curva e

eficiéncia dos ensaios de RT-PCR em tempo real

. Sondas Eficiéncia | Inclinacao 2
Primers (Applied Biosystems) (%) da curva R
ABCA-1
(ATP binding cassete Mm00442663_m1 91,4 - 3,6 0,989
transporter A-1)
ABCG-1
(ATP binding cassete Mm01348250_m1 90,5 -3,5 0,995
transporter G-1)
SR-Al
(MSR1 - macrophage MmO00446214 m1 100,2 -3,3 0,993
scavenger receptor 1)
Receptor de LDL
(B/E)
MmO00440169_m1 100,4 -3,3 0,999
(low density lipoprotein
receptor)
BMF
(BCL2 modifying MmO00506773_mf1 96,6 -3,4 0,996
factor)
B-actina MmO00607939_s1 95,8 - 3,4 0,999
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4.19. Analise Estatitica

Para a andlise estatistica, utilizou-se o programa GraphPad Prism,
versdao 4.00 (GraphPad Softwares, EUA). Os dados foram apresentados
como média = EP (erro padrao). A comparacao entre os grupos foi realizada
por andlise de variancia de um fator (ANOVA), com pés-teste de Dunnett’s
(comparando-se o grupo DM 1 ou DM 2 com o grupo controle) ou Newman-
Keuls (comprando-se os trés grupos conjuntamente). Foi considerado como
significante toda situagcdo em que o nivel descritivo de significancia foi menor
a 5% (p < 0,05).

Para andlise dos dados do microarray, utilizou-se o programa
Genespring GX 11.0 (Agilent Technologies Inc). A comparagéo entre os
grupos foi por teste t de Student (p<0,05) com correcdo de Benjamini-
Hochberg com FDR (false discovery rate). Foram escolhidos genes que

tiveram uma variacdo na magnitude de expressao maior ou igual a 2 ou a -2.
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5. RESULTADOS

Foram incluidos neste estudo 12 individuos controles (10 mulheres e
2 homens), 13 portadores de DM 1 (6 mulheres e 7 homens) e 11 de DM 2
(8 mulheres e 3 homens).

A média de idade e de IMC foi maior no grupo DM 2 em comparagao
ao grupo C e DM 1 (tabela 5). Nao houve diferenca de peso entre os trés

grupos e o tempo de doenca foi semelhante entre DM 1 e DM 2 (tabela 5).

Tabela 5. Idade, dados antropométricos e tempo de DM

C DM 1 DM 2
(n=12) (n=13) (n=11)
Idade (anos) 30+6 26 + 6 58 + 15*
Peso (Kg) 72,6 + 19,1 62,3+ 7,9 74,8 + 14,9
Altura (m) 1,69 + 0,12 1,66 + 0,08 1,62 + 0,09
IMC (Kg/m?) 25,2 + 4,3 22,7 +2,7 28,6 + 4,4*
Tempo de DM (anos) - 14 +7 15+7

IMC = indice de massa corporal

* p<0,05 comparado a C ou DM 1 (ANOVA de 1 fator -

Newman-Keuls; média £ DP)

pds teste de
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Glicemia, HbA1., frutosamina e albumina glicada foram superiores nos

grupos DM 1 e DM 2 em comparacao ao C (tabela 6). Nao se observou

diferenca na concentracdo plasmatica de albumina e microalbuminuria entre

os 3 grupos (tabela 6).

Tabela 6. Parametros glicémicos, concentracao de albumina e

microalbuminduria

Cc DM 1 DM 2

(n=12) (n=13) (n=11)
Glicose (mg/dL) 78 +6 186 + 79* 229 + 71*
HbA;¢ (%) 53+04 10,0 + 1,8* 10,4 +1,3*
Frutosamina (pumol/L) 238 + 25 456 + 94* 401 + 82*
Albumina Glicada (%) 9,8+1,8 27,1 +7,0* 244 +7,6*
Albumina (g/dL) 51+04 48 +0,8 46+04
Microalbuminuria (mg/dL) 7,7+ 6,6 10,6 + 7,8 115+5,8

* p<0,05 comparado a C (ANOVA de 1 fator - pés teste de Newman-Keuls;

média + DP)



50

Avaliando-se 0s grupos conjuntamente, observou-se correlagao
positiva entre albumina glicada e concentracao plasmatica de frutosamina

(figura 9), HbA (figura 10) ou glicemia (figura 11).
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Figura 9. Correlacao de Pearson entre albumina glicada e
frutosamina dos grupos C, DM 1 e DM 2
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Figura 10. Correlacao de Pearson entre albumina glicada e
hemoglobina glicada (HbA,;) dos grupos C, DM 1 e DM 2
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Figura 11. Correlacao de Pearson entre albumina glicada e
glicemia dos grupos C, DM 1 e DM 2



52

A concentracdo plasmatica de colesterol total (CT) e fragdes nao foi

diferente entre os grupos; no entanto, a concentracao de triglicérides (TG) foi

superior no grupo DM 2 em comparacéao ao C e DM 1 (tabela 7).

Tabela 7. Perfil lipidico dos individuos C e portadores de DM 1 e

DM 2
C DM 1 DM 2

(n=12) (n=13) (n=11)
CT (mg/dL) 170 + 21 160 + 25 187 + 37
HDL-c (mg/dL) 66 + 16 57 +12 56 + 22
LDL-c (mg/dL) 84 + 16 84 + 23 101 + 34
VLDL-c (mg/dL) 20 + 11 18+ 9 30 +14
TG (mg/dL) 99 + 54 92 + 47 175 + 103

* p<0,05 comparado a C e DM 1 (ANOVA de 1 fator - pds teste de Newman-

Keuls; média + DP)
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O conteudo de carboximetil-lisina (CML), corrigido por miligrama de
proteina, foi superior nas albuminas dos grupos DM 1 e DM 2, em

comparagéao ao grupo C (figura 12).

p<0,05

1,0 1

p < 0,05

0,8

0,6 1

0,4 -

CML
(ng/mg albumina)

0,2 -

0,0
C DM 1 DM 2

Figura 12. Conteudo de carboximetil-lisina (CML) nas albuminas
isoladas de C, DM 1 e DM 2
A determinacdo do contetudo de carboximetil-lisina (CML) foi realizada por
ELISA (CircuLex™ N-epsilon Carboxymethyl Lysine ELISA Kit: Cat# CY-
8066, CycLex Co, Japao), nas albuminas isoladas do soro dos individuos C
(n=10), DM 1 (n =11) e DM 2 (n = 9). Kruskal-Wallis — pés teste Dunn’s;
média + EP.

Avaliando-se o0s grupos conjuntamente, foi observada correlagdo
positiva entre o conteudo de CML na albumina e a porcentagem de albumina

glicada no plasma (figura 13). O contedudo de CML na albumina também se

correlacionou com concentragédo plasmatica de frutosamina (figura 14).
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Figura 13. Correlacao de Spearman entre conteudo de CML na
albumina e porcentagem de albumina glicada no plasma dos
grupos C, DM 1 e DM 2
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Figura 14. Correlacao de Spearman entre conteudo de CML na

albumina e frutosamina plasmatica dos grupos C, DM 1 e DM 2
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Macréfagos da linhagem J-774 foram tratados, por 18 h, com
albumina isolada de individuos C, DM 1 e DM 2, seguindo-se incubacao na
presencga de apo A-l, HDL3 ou HDL,, respectivamente, por mais 8 h, 5h e 8
h. A porcentagem de efluxo de '*C-colesterol, mediado por apo A-l, HDLs e
HDL,, dimuiu 45%, 55% e 54%, respectivamente, ap6s exposicdo a
albumina DM 2 em comparacao a albumina C. A albumina DM 1 diminuiu o
efluxo de colesterol mediado por apo A-l1 (70%) e HDL; (55%), mas nao
afetou a remocéao de lipides mediada por HDL3, em comparagao a albumina

C (figura 15).
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Figura 15. Efluxo de '*C-colesterol de macréfagos J-774, mediado
por apo Al, HDL; ou HDL,, apds tratamento com albumina C, DM 1
ou DM 2

Macro6fagos J-774, enriquecidos com LDL acetilada e 14C-colesterol, foram
tratados, por 18 h, com albumina isolada de individuos C (n = 5), DM 1 (n =
5) ou DM 2 (n = 5) (1 mg/mL de DMEM). O efluxo de '“°-colesterol foi
determinado, apés adicdo de apo A-1 (30 ug/mL), HDL; (50 pug/mL), HDL,
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(50 pug/mL), por respectivamente, 8 h, 5 h e 8 h. ANOVA de 1 fator — p6s

teste Dunnett’s; média + EP.

Na auséncia de aceptores especificos de colesterol, a aloumina DM 1
e DM 2 removeram maior quantidade de '*C-colesterol de macréfagos em

comparagéao a albumina C (figura 16).
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Figura 16. Efluxo de "*C-colesterol de macréfagos J-774, mediado
por albumina C, DM 1 ou DM 2

Macréfagos J-774, enriquecidos com LDL acetilada e '*C-colesterol, foram
tratados, por 18 h, com albumina isolada de individuos C (n =5), DM 1 (n =
5) ou DM 2 (n = 5) (1 mg/mL de DMEM). O efluxo de '*C-colesterol foi
determinado apds mais 8 h de exposicdo as albumina C, DM 1 ou DM 2
apenas. ANOVA de 1 fator — p6s teste Dunnett’s; média + EP.
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O conteludo de apo A-l, corrigido por miligrama de albumina, foi maior

na albumina DM 1 e DM 2, em comparagao a albumina C (figura 17).
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Figura 17. Conteudo de apo A-l na albumina C, DM 1 e DM 2

O conteudo de apo A-l foi determinado por nefelometria (Wako autokit apo
A-1 991-2720, Wako Pure Chemical Industries Inc, Osaka, Japan) nas
albuminas isoladas do soro dos individuos C (n = 10), DM 1 (n = 10) e DM 2
(n =9). ANOVA de 1 fator — p6s teste Dunnett’'s; média + EP.

Macréfagos tratados com albumina DM 1 ou DM 2, na auséncia de
aceptores especificos de colesterol, apresentaram contedudo lipidico,
evidenciado por coloragdo com Oil Red O, semelhante ao de células
tratadas com albumina C (figura 18, painel A). Apds exposicdo a apo A-l,
observou-se maior coloragdo por Oil Red O em células tratadas com
albumina DM 1 ou DM 2, em comparacao aquelas tratadas com albumina C

(figura 18, painel B).
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Figura 18. Coloracao de lipides intracelulares por Oil Red O em
macrofagos tratados com albumina C, DM 1 ou DM 2, na auséncia
ou presenca de apo A-l

Macro6fagos J-774, enriquecidos com LDL acetilada foram tratados, por 18 h,
com albumina isolada de individuos C (n =5), DM 1 (n =5) ou DM 2 (n = 5)
(1 mg/mL de DMEM). As células permaneceram por mais 8 h nessas
condicdes (painel A) ou o meio foi acrescido com 30 pug/mL de apo A-l
(painel B). Solugdo de formalina 10% foi utilizada para fixagao celular,
seguindo-se coloragdo com Oil Red O 0,5% e quantificagao pelo software
Leica Qwin Imaging. Os dados foram expressos como porcentagem da area
total (conteudo de Oil Red O no campo/campo total da lamina). ANOVA de 1
fator — pés teste Dunnett’'s; média + EP.

Resultados semelhantes foram observados em macréfagos expostos
a albumina DM 1 ou DM 2 na presenca de HDL; (figura 19) ou HDL (figura
20). Macréfagos incubados com albumina C, DM 1 ou DM 2, apenas,
apresentaram conteudo lipidico semelhante (figura 19, painel A e figura 20,

painel A). Apés adicdo de HDL; ou HDL,, houve redugdo do conteudo
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intracelular de lipides, em macréfagos tratados com albumina C, mas nao

coma

Coloracao por Oilred O

lbumina DM 1 ou DM 2 (figura 19, painel B e figura 20, painel B).
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Figura 19. Coloracao de lipides intracelulares por Oil Red O em
macroéfagos tratados com albumina C, DM 1 ou DM 2, na auséncia
ou presenca de HDL;

Macréfagos J-774, enriquecidos com LDL acetilada foram tratados, por 18 h,
com albumina isolada de individuos C (n = 6), DM 1 (n = 6) ou DM 2 (n = 6)
(1 mg/mL de DMEM). As células permaneceram por mais 5 h nessas
condic¢des (painel A) ou o meio foi acrescido com 50 pug/mL de HDL; (painel
B). Solugéo de formalina 10% foi utilizada para fixagao celular, seguindo-se
coloracdo com Oil Red O 0,5% e quantificacao pelo software Leica Qwin
Imaging. Os dados foram expressos como porcentagem da area total
(conteudo de Oil Red O no campo/campo total da lamina). ANOVA de 1 fator
— pos teste Dunnett's; média + EP.
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Figura 20. Coloracao de lipides intracelulares por Oil Red O em
macrofagos tratados com albumina C, DM 1 ou DM 2, na auséncia
ou presenca de HDL,

Macro6fagos J-774, enriquecidos com LDL acetilada foram tratados, por 18 h,
com albumina isolada de individuos C (n = 6), DM 1 (n = 6) ou DM 2 (n = 6)
(1 mg/mL de DMEM). As células permaneceram por mais 8 h nessas
condicdes (painel A) ou o meio foi acrescido com 50 pg/mL de HDL, (painel
B). Solucéo de formalina 10% foi utilizada para fixacao celular, seguindo-se
coloracdo com Oil Red O 0,5% e quantificacao pelo software Leica Qwin
Imaging. Os dados foram expressos como porcentagem da éarea total
(conteudo de Oil Red O no campo/campo total da Iamina). ANOVA de 1 fator
— pos teste Dunnett’s; média = EP.
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Considerando-se que a modificacédo in vivo de albumina por glicacao

avancada prejudicou a remogao de colesterol de macréfagos por apo A-l e

subfra

coes de HDL, avaliamos a expressao do receptor ABCA-1. Esta foi

reduzida em macréfagos tratados com albumina DM 1 (82%) e DM 2 (25%)

(figura 21, painel A e B, respectivamente), em comparacdo as células

expostas a albumina C.

Expressao de ABCA-1
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Figura 21. Conteudo de ABCA-1 em macréfagos J-774, apos
tratamento com albumina C, DM 1 ou DM 2

Macréfagos J-774 foram tratados, por 18 h, com albumina isolada de
individuos C (n = 6), DM 1 (n = 6) - painel A - ou DM 2 (n = 6) - painel B (1
mg/mL de DMEM). Passado o periodo de tratamento, 1x10° células foram
fixadas com paraformaldeido 4%. As células foram incubadas com anticorpo
anti-ABCA-1, 1:250 (Novus Biologicals) por 1 h, seguindo-se incubagao com
4ug/mL de anticorpo secundario Alexa Fluor 488 (Invitrogen, EUA) (1 h). As
unidades de fluorescéncia foram captadas em citbmetro de fluxo
FACSCalibur (BD, Beckton e Dickson) e os resultados analisados no
Software Cellquest (BD, Beckton e Dickson). Teste t de Student; média *
EP.
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A utilizacdo da albumina glicada in vitro, produzida pelo tratamento
com 10 mM de glicolaldeido (albumina GAD), reproduziu os achados obtidos
com albumina modificada in vivo. A semelhanca da albumina isolada de
pacientes portadores de DM, a albumina GAD reduziu o efluxo de colesterol
de macréfagos, mediado por apo A-l1 (43%), HDL3 (20%) e HDL, (17%), em

comparagéao a albumina controle, nao glicada (figura 22).
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Figura 22. Efluxo de 'C-colesterol de macroéfagos J-774, apds
tratamento com albumina modificada por glicacao avancada in
vitro

Macréfagos J-774, enriquecidos com LDL acetilada e '*C-colesterol, foram
tratados, por 18 h, com albumina nao glicada (n = 5) ou albumina modificada
por glicolaldeido (albumina GAD; n = 5); 1 mg/mL de DMEM. O efluxo de
'“C-colesterol foi determinado, apds tratamento com apo A-l, HDLs, HDL,,
por respectivamente, 8 h, 5 h e 8 h. Teste t de Student; média + EP.
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Estes achados refletiram-se no maior acumulo de lipides celulares. Na
condicao experimental apresentada na figura 23, macréfagos foram tratados
com albumina n&o glicada ou albumina GAD, apenas. A coloracdo por Oil
Red O foi semelhante entre as duas condi¢des (figura 23, painel A).
Entretanto, na presenca de albumina ndo glicada, a apo A-l reduziu o
conteudo de lipides nos macréfagos, o que nao foi observado na presenca
de albumina GAD (figura 23, painel B). De fato, o conteudo de lipides nos
macréfagos expostos a albumina GAD foi semelhante na presenca da apo
A-l1 e na auséncia desta lipoproteina. Estes resultados demonstram que a
albumina modificada por glicagcdo avancada impede a remocao de colesterol

celular pela apo A-l.
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Figura 23. Coloracao de lipides intracelulares por Oil Red O em
macroéfagos tratados com albumina modificada in vitro por
glicacao avancada na auséncia ou presenca de apo A-l

Macréfagos J-774, enriquecidos com LDL acetilada foram tratados, por 18 h,
com albumina nao glicada (n = 8) ou albumina modificada por glicolaldeido
(albumina GAD, n = 8); 1 mg/mL de DMEM. As células permaneceram por
mais 8 h nestas condigdes (painel A) ou o meio foi acrescido com 30 pg/mL
de apo A-l (painel B). Solugdo de formalina 10% foi utilizada para fixacao
celular, seguindo-se coloragcao com Oil Red O 0,5% e quantificacdo pelo
software Leica Qwin Imaging. Os dados foram expressos como porcentagem
da area total (conteudo de Oil Red O no campo/campo total da lamina).Teste
t de Student; média + EP.

Os mesmos resultados foram encontrados em experimentos com
HDL; (figura 24) e HDL, (figura 25). Na presenca de albumina n&o glicada,
HDL3; e HDL, reduziram o conteudo de lipides nos macréfagos, o que nao foi

observado na presenca de albumina GAD (figura 24, painel B e figura 25,
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B). Isto reitera que a albumina GAD impede a remog¢éao de colesterol

celular mediada por HDL.
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Figura 24. Coloracao de lipides intracelulares por Oil Red O em
macroéfagos tratados com albumina modificada in vitro por
glicacao avancada na auséncia ou presenca de HDL3

Macréfagos J-774, enriquecidos com LDL acetilada foram tratados, por 18 h,
com albumina nao glicada (n = 6) ou albumina modificada por glicolaldeido
(albumina GAD, n = 6); 1 mg/mL de DMEM. As células permaneceram por
mais 5 h nestas condigdes (painel A) ou o meio foi acrescido com 50 pug/mL
de HDL; (painel B). Solugdo de formalina 10% foi utilizada para fixagao
celular, seguindo-se coloracao com Oil Red O 0,5% e quantificacdo pelo
software Leica Qwin Imaging. Os dados foram expressos como porcentagem
da area total (conteudo de Oil Red O no campo/campo total da lamina).Teste
t de Student; média + EP.
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Figura 25. Coloracao de lipides intracelulares por Oil Red O em
macroéfagos tratados com albumina modificada in vitro por
glicacao avancada na auséncia ou presenca de HDL,

Macro6fagos J-774, enriquecidos com LDL acetilada foram tratados, por 18 h,
com albumina néo glicada (n = 6) ou albumina modificada por glicolaldeido
(albumina GAD, n = 6); 1 mg/mL de DMEM. As células permaneceram por
mais 8 h nestas condi¢des (painel A) ou o meio foi acrescido com 50 ug/mL
de HDL, (painel B). Solucdo de formalina 10% foi utilizada para fixagao
celular, seguindo-se coloracdo com Oil Red O 0,5% e quantificagdo pelo
software Leica Qwin Imaging. Os dados foram expressos como
porcentagem da area total (conteudo de Oil Red O no campo/campo total da
lamina).Teste t de Student; média + EP.
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Células que superexpressam o receptor SR-BI foram utilizadas para
avaliar a influéncia da albumina modificada por glicacdo avancada, no
diabete melito, sobre a captacdo de colesterol esterificado de HDL. A
remocao seletiva de colesterol esterificado de HDL por este receptor
representa a etapa final do transporte reverso de colesterol no figado.

Células de ovario de hamster chinés da linhagem IdIA7 controles e
transfectadas com SR-BI (IdIA7-SR-BIl) foram incubadas com albumina C,
DM 1 ou DM 2, na presenca de HDL marcada com ®H colesteril oleoil éter
(*H-COE-HDL) (figura 26, painel A). O tratamento celular com albumina DM
1 ou DM 2 reduziu a captacdo de colesteril oleoil éter de HDL quando
comparado ao tratamento com albumina C. Resultado semelhante foi obtido
em incubagbes com albumina glicada in vitro (figura 26, painel B), com
menor captacdo de colesteril oleoil éter de HDL pelo receptor SR-BI, em
células tratadas com albumina GAD.

Como controle, foram utilizadas células IdIA7 que ndo expressam o
SR-BI. Neste caso, ndo houve variagdo na captacdo de *H-COE-HDL em
qualquer condicao experimental (figura 26, painel C e D).

Estes achados reforcam que a albumina modificada in vivo no diabete
melito prejudica o transporte reverso de colesterol, ndo s6 por interferir no
efluxo de colesterol, contribuindo para o acumulo intracelular de lipides, mas
também por prejudicar a via de remocgao de colesterol esterificado pelo

receptor SR-BI.
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Figura 26. Captacdo de °H colesteril oleoil éter de HDL (*H-COE-
HDL) por células transfectadas com o receptor SR-BI

A: Células IdIA7-SR-BI foram incubadas, por 8 h, com albumina C, DM 1 ou
DM 2 (1mg/mL de DMEM), na presenca de *H-COE-HDL (50 pg/mL de
DMEM). Apds lavagem e lise celular com NaOH, determinou-se a
radioatividade no meio intracelular e a massa de colesterol esterificado
captado das HDL. ANOVA de 1 fator - pos teste Dunnett's; média £ EP (n =
6). B: Células IdIA7-SR-BI foram incubadas, por 8 h, com 1 mg de albumina
nao glicada ou albumina GAD, na presenca de 50 pg de *H-COE-HDL. Apds
lise celular com NaOH, determinou-se a radioatividade no meio intracelular e
a massa de colesterol esterificado captado das HDL.Teste t de Student;
média £ EP (n = 6).
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C: Células IdIA7-controles foram incubadas, por 8 h, com albumina C, DM 1
ou DM 2 (1 mg/mL de DMEM), na presenca de *H-COE-HDL (50 pg/mL de
DMEM). Apds lavagem e lise celular com NaOH, determinou-se a
radioatividade no meio intracelular e a massa de colesterol esterificado
captado das HDL. ANOVA de 1 fator - p6s teste Dunnett's; média £ EP (n =
6). D: Células IdIA7-controles foram incubadas, por 8 h, com albumina néo
glicada ou albumina GAD (1 mg/mL de DMEM), na presenca de *H-COE-
HDL (50 pg/mL de DMEM). Apo6s lavagem e lise celular com NaOH,
determinou-se a radioatividade no meio intracelular e a massa de colesterol
esterificado captado das HDL.Teste t de Student, média + EP (n = 6).
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Ensaios de microarray foram realizados para analise da expressao
diferencial de genes em macro6fagos tratados com albumina modificada in
vivo no DM e in vitro por glicagdo avancada.

Os dados obtidos foram analisados com o programa Genespring GX
11.0 (Agilent Technologies Inc). A figura 27 ilustra o padrao de normalizagao
logaritimica dos valores de intensidade de fluorescéncia dos experimentos,
comparando albumina DM 1 a albumina C (figura 27, painel A), albumina
DM 2 a albumina C (figura 27, painel B) e albumina GAD a albumina nao

glicada (figura 27, painel C).
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Figura 27. Normalizacao logaritmica dos valores de intensidade
de fluorescéncia dos ensaios de microarray

Normalizagéo logaritimica dos valores de intensidade de fluorescéncia de
cada triplicata biolégica do ensaio de microarray. Foram excluidos pontos
(spots) de baixa qualidade de acordo com o Programa Genespring GX 11.0
(Agilent Technologies Inc). A: aloumina DM 1 x albumina C. B: albumina DM
2 x albumina C. C: albumina GAD x albumina nao glicada.
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Albumina DM 1 (figura 28, painel A e B) e aloumina DM 2 (figura 29,
painel A e B) foram comparadas com albumina C, sendo selecionados,
respectivamente, 907 genes (15 categorias distintas, determinadas pelo
Gene Ontology (tabela 8) e 1.854 genes (11 categorias distintas) (tabela 9).

Albumina GAD foi comparada a albumina ndo glicada (figura 30,
painel A e B), sendo selecionados 6.552 genes que pertencem a 119

categorias de genes distintos, de acordo com o Gene Ontology (dados néao

mostrados).
A B
[/
~ 0.9
5 o
= % 0.8 4 ]
g c S 0.7 1
T 50
N © L
83 o s 06
o= 23
Qs >3 05
18', ) o
c ! o 0.4
©C c o
= o S 031 N
© o £ | T E
g [e] s 1?}1 TH‘;T_{E:’I [r':-
> Lo [[Iﬂmﬁﬁ_“: :
z y y
° P A% 6§ %
Log2
(fold change)

Figura 28. Genes selecionados na analise do microarray de
macrofagos tratados com albumina C ou albumina DM 1

A: Genes diferencialmente expressos. albumina DM 1 x albumina C. B:
Comparacao entre albumina DM 1 e albumina C por test t de Student com
correcao de Benjamini-Hochberg com FDR (false discovery rate), seguindo-
se pela selecdo dos genes que apresentaram uma variagdo na magnitude
de expressdao maior ou igual a 2 ou - 2. Em vermelho, 907 genes
selecionados. Programa Genespring GX 11.0 (Agilent Technologies Inc).
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Figura 29. Genes selecionados na analise do microarray de
macrofagos tratados com albumina C ou albumina DM 2

A: Genes diferencialmente expressos. albumina DM 2 x albumina C. B:
Comparacao entre albumina DM 2 e albumina C por test t de Student com
correcao de Benjamini-Hochberg com FDR (false discovery rate), seguindo-
se pela selegdo dos genes que apresentaram uma variagdo na magnitude
de expressdao maior ou igual a 2 ou - 2. Em vermelho, 1.854 genes
selecionados. Programa Genespring GX 11.0 (Agilent Technologies Inc).
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Figura 30. Genes selecionados na analise do microarray de
macrofagos tratados albumina nao glicada ou albumina GAD

A: Genes diferencialmente expressos. albumina GAD x albumina n&o
glicada. B: Comparagao entre albumina GAD e albumina nao glicada por
test t de Student com corregdo de Benjamini-Hochberg com FDR (false
discovery rate), seguindo-se pela selecao dos genes que apresentaram uma
variagdo na magnitude de expressao maior ou igual a 2 ou - 2. Em
vermelho, 6.552 genes selecionados. Programa Genespring GX 11.0
(Agilent Technologies Inc).
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Tabela 8. Categorias dos genes diferencialmente expressos nos

macrofagos tratados com albumina DM 1, de acordo com o Gene

Ontology
Variacao na
Gene Ontology Genes Exemplos magnitude de
expressao
Funcao molecular
Ligacéo 550 | BMF (BCL2 modifying factor) 2,34
TLR2 (toll-like receptor 2) - 2,15
Ligacédo a proteinas 315 | TLRS (toll-like receptor 3) 2,20
SR-Al (MSR1 - macrophage scavenger receptor 1) 2,18
Processos
Bioldgicos
Caspase 4 - 227
Desenvolvimento 199 Caspase 7 - 255
Insig-1 (insulin induced gene 1) - 2,70
Diferenciacao celular 114 FABP4 (fatty acid-binding protein 4) - 2,10
Processo de
desenvolvimento 120 | SCD-1 (stearoyl-Coenzyme A desaturase 1) 2,03
celular
Desenvolvimento de
organismo 160 | VCAM-1 (Vascular cell adhesion molecule 1) - 2,66
multicelular
Adesao leucocitaria 6 LOX-1 (oxidized low density lipoprotein receptor 1) 2,09
Ciclo celular 48 Calm 1 (calmodulin 1) 2,24
LPR12 (low density lipoprotein-related protein 12) | - 2,50
Processo celular 528 ) )
UCP-2 (uncoupling protein 2) 3,03
Biossintese 169 | CYP27A1 (sterol 27-hydroxylase) 2,90
(I?eelszle;rvolwmento 65 VEGF (vascular endothelial growth factor) - 2,04
Componente Celular
Intracelular 504 PLIN3 (perilipin 3 — TIP47) - 2,01
Célula 666 | SCD-2 (stearoyl-Coenzyme A desaturase 2) 2,81
Intracelular 480 | ALOX-5 (5-Lipoxygenase - 5LO) 6,12
ABCD-1 (ATP-binding cassette, subfamily D, 1) 2,48
Citoplasma 348 s )
ABCD-2 (ATP-binding cassette, subfamily D, 2) 5,96
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Tabela 9. Categorias dos genes diferencialmente expressos nos

macrofagos tratados com albumina DM 2, de acordo com o Gene

Ontology
Variacao na
Gene Ontology Genes Exemplos magnitude de
expressao
Funcao molecular
Receptor de ABCC-9 (ATP-binding cassette, sub-family C,
194 2,17
membrana member 9)
AGTR-1b (AT-1b - angiotensin Il receptor, type 1b) 2,58
Transdugao de sinal 268 | Receptor de LDL (B/E) (low density lipoprotein | » 5
receptor) ’
Receptor associadoa | 144 | FEAR-1 (GPR40 - free fatty acid receptor 1) 3,16
proteina G
Processos
Bioldgicos
~ LRP6 (low density lipoprotein receptor-related
Adesao celular 85 protein 6) 2,05
EDN1 (ET-1 - endothelin 1) 3,21
Receptor celular com 049
transdugéo de sinal LRP4 (low density lipoprotein receptor-related 576
protein 4) ’
Via de sinalizacao de
receptor associado a 170 JAK2 (Janus kinase 2) - 2,91
proteina G
Comunicagao celular 353 NF-xB (nuclear_ factor of kappa light polypeptide | 219
gene enhancer in B-cells 1)
Componente Celular
Membrana plasmatica 331 TLR1 (toll-like receptor 1) - 3,20
Regiao extracelular 199 IL-33 (interleukin 33) 2,04
Parte da regido 113 | EDN1 (ET-1 - endothelin 1) 3,21
extracelular
FN1 (fibronectin 1) - 2,41
Matriz extracelular 46
FBN2 (fibrillin 2) 2,01
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As figuras 31 e 32 ilustram os agrupamentos hierarquicos por
dendograma, permitindo andlise da interacdo entre 0s genes
diferencialmente expressos, apos tratamento dos macro6fagos,
respectivamente, com albumina DM 1 ou DM 2.

Por meio dos agrupamentos e da andlise pelo Gene Ontology, é
possivel observar diferentes padrbes de expressdao génica entre as
amostras. As albuminas isoladas dos pacientes diabéticos modulam a
expressao génica nos macrofagos de forma distinta. Apesar de os efeitos
funcionais no fluxo de lipides serem semelhantes, como a diminuicdo do
efluxo de colesterol mediado por apo A-l e subfracdes de HDL e aumento do
acumulo intracelular de lipides, as vias metabdlicas que iniciam os

processos parecem diferir.
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Figura 31. Agrupamento hierarquico dos 907 genes
diferencialmente expressos apos tratamento dos macréfagos
com albumina DM 1
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Figura 32. Agrupamento hierarquico dos 1.854 genes
diferencialmente expressos apos tratamento dos macréfagos
com albumina DM 2

De acordo com os resultados metabdlicos apresentados inicialmente,
que evidenciaram prejuizo na remocado de colesterol celular, foram
agrupados genes em 3 categorias: aqueles envolvidos no acumulo de lipides
e efluxo de colesterol (tabela 10), estresse oxidante (tabela 11) e apoptose

(tabela 12).
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Tabela 10. Genes envolvidos no efluxo de colesterol e no

acumulo de lipides

albumina DM 1

albumina DM 2

albumina GAD

+ SR-Al

(MSR1 macrophage
scavenger receptor 1)

+ SCD-1e SCD-2

(stearoyl-Coenzyme A
desaturase 1 and 2)

+ LOX-1

(oxidized low density
lipoprotein receptor 1)

+ CYP27A1
(sterol 27-hydroxylase)

+ AGTR-1b

(AT-1b - angiotensin Il
receptor, type 1b)

+ CYP7A1

(cholesterol 7alpha
hydroxylase)

4 apoM
(apolipoprotein M)

2+ HMG-CoA sintase

(3-hydroxy-3-methylglutaryl-
Coenzyme A synthase 2)

4+ EDN1
(ET-1 - endothelin 1)

+ SR-Al

(MSR1 macrophage
scavenger receptor 1)

+ SCD-4

(stearoyl-Coenzyme A
desaturase 4)

+ CYP7A1

(cholesterol 7alpha
hydroxylase)

4+ AGTR-1a e AGTR-1b
(AT-1 - angiotensin Il
receptor, type 1a e 1b)

4 apo B, apo C1 e apo
C4
4 CPT1

(carnitine
palmitoyltransferase 1)

4 Catepsinas
4+ PPARgamma

(peroxisome proliferating
activated receptor, gamma,
coactivator 1 alpha)

4+ OSBP
(oxysterol binding protein)
+ SREBP2

(sterol regulatory element
binding factor 2)

4+ EDN 2 e EDN3
(ET-1 - endothelin 2 e 3)

¥ Insig-1

(insulin induced gene 1)

¥ PLIN3
(perilipin 3 — TIP47)

¥ Receptor de LDL (B/E)

(low density lipoprotein
receptor)

¥ JAK2

(Janus kinase 2)

¥ AEBP1

(adipocyte enhancer-binding
protein-1)
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Tabela 11. Genes envolvidos no estresse oxidante

albumina DM 1 albumina DM 2 albumina GAD
4+ UCP-2 4+ UCP-2 1+ UCP-1
(uncoupling protein 2) (uncoupling protein 2) (uncoupling protein 1)
+ AGTR-1b

(AT-1b - angiotensin Il
receptor, type 1b)

+ NOX 1 e NOX 4
(NADPH oxidase 1 e 4)

+ AGTR-1a e AGTR-1b

(AT-1 - angiotensin Il
receptor, type 1a e 1b)

Tabela 12. Genes envolvidos na apoptose

albumina DM 1 albumina DM 2 albumina GAD
+ BMF + BMF
# caspase 14
(BCL2 modifying factor) (BCL2 modifying factor)
4 caspase 14
4+ JNK
(Mapk8  mitogen-activated
protein kinase 8)
+ MAPK10 e MAPK15
(mitogen-activated  protein
kinase 10 e 15)
¥ NF-xB
¥ caspase 4 (nuclear factor of kappa light
polypeptide gene enhancer
in B-cells 1)
¥ JAK2
¥ caspase 7

(Janus kinase 2)
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As mesmas amostras utilizadas no ensaio de microarray foram
utilizadas para RT-PCR em tempo real, para validacdo de alguns genes,
como os receptores de HDL (ABCA-1 e ABCG-1), receptor de LDL (B/E),
receptor scavenger para lipoproteinas modificadas, classe A, tipo | (SR-Al) e
fator pré-apoptoético (BMF).

A expressao do mRNA de ABCA-1, avaliada por RT-PCR em tempo
real, ndo foi modificada em macréfagos tratados com albumina DM 1 ou DM
2 em comparacao a albumina C e em células tratadas com albumina GAD
em comparacao a albumina ndo glicada (figura 33). De fato, nao foi
observada alteragdo na expressdo génica de ABCA-1 no ensaio de
microarray. Estes achados confirmam dados prévios de nosso grupo e da
literatura (Passarelli et al., 2005; Isoda et al., 2007; Castilho et al., 2009),
evidenciando que a redugdo do conteudo proteico observada (figura 21)
reflete regulacdo pos-traducional do ABCA-1 frente ao insulto glicoxidativo
celular.

A expresséo do mRNA de ABCG-1 foi reduzida apenas nos
macréfagos tratados com albumina DM 2 (figura 34), embora isto ndo tenha
sido evidenciado no microarray.

O mRNA do receptor de LDL (B/E) foi diminuido em macréfagos
tratados com albumina DM 1 ou DM 2 (figura 35, painel A). Estes mesmos
achados n&o foram encontrados com albumina modificada por glicagéo in
vitro (figura 35, painel B).

Foi observado aumento do mRNA do receptor SR-Al nos macréfagos

tratados com albumina DM 1 (figura 36, painel A) ou albumina GAD (figura
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36, painel B), validando os dados do microarray. O mRNA do BMF

apresentou-se elevado em células tratadas com albumina DM 2 ou albumina

GAD (figura 37).

Expressao relativado mRNA
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Figura 33. Expressao de mRNA de ABCA-1 por RT-PCR em tempo
real

cDNA foi obtido a partir de 500 ng de RNA utilizados no ensaio de
microarray (kit High Capacity RNA-to-cDNA; Applied Biosystems, Foster
City, CA, EUA). Para a amplificagdo do cDNA foram utilizadas sondas
marcadas com FAM adquiridas no formato TagMan Gene Expression
Assays (Applied Biosystems) identificadas pelo cdédigo Mm00442663_m1
(ABCA-1). O gene da B-actina (Mm00607939_s1) foi escolhido como
normalizador da reacdo de PCR. As sondas e ao cDNA, foi adicionada a
solucdo Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems) e a reacao de
PCR em tempo real foi realizada no aparelho StepOnePlus Real Time PCR
System (Applied Biosystems). Os valores de expressdao génica foram
calculados pel férmula 222°", no qual ACt = Ct gene alvo — Ct do controle
endoégeno. A: ANOVA de 1 fator — pos teste Dunnett's; média = EP (n = 3).
B: Teste t de Student, média + EP (n = 3).
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Figura 34. Expressao de mRNA de ABCG-1 m por RT-PCR em
tempo real

cDNA foi obtido a partir de 500 ng de RNA utilizados no ensaio de
microarray (kit High Capacity RNA-to-cDNA; Applied Biosystems, Foster
City, CA, EUA). Para a amplificagdo do cDNA foram utilizadas sondas
marcadas com FAM adquiridas no formato TagMan Gene Expression
Assays (Applied Biosystems) identificadas pelo cédigo Mm01348250_m1
(ABCG -1). O gene da B-actina (Mm00607939_s1) foi escolhido como
normalizador da reacdo de PCR. As sondas e ao cDNA, foi adicionada a
solucdo Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems) e a reacao de
PCR em tempo real foi realizada no aparelho StepOnePlus Real Time PCR
System (Applied Biosystems). Os valores de expressdao génica foram
calculados pel férmula 222°" no qual ACt = Ct gene alvo — Ct do controle
endogeno. A: ANOVA de 1 fator — pés teste Dunnett's; média = EP (n = 3).
B: Teste t de Student; média = EP (n = 3).
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Figura 35. Expressao de mRNA do receptor de LDL (B/E) por RT-
PCR em tempo real

cDNA foi obtido a partir de 500 ng de RNA utilizados no ensaio de
microarray (kit High Capacity RNA-to-cDNA; Applied Biosystems, Foster
City, CA, EUA). Para a amplificacdo do cDNA foram utilizadas sondas
marcadas com FAM adquiridas no formato TagMan Gene Expression
Assays (Applied Biosystems) identificadas pelo cédigo Mm00440169_m1
(receptor de LDL). O gene da B-actina (Mm00607939_s1) foi escolhido como
normalizador da reacdo de PCR. As sondas e ao cDNA, foi adicionada a
solucdo Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems) e a reacao de
PCR em tempo real foi realizada no aparelho StepOnePlus Real Time PCR
System (Applied Biosystems). Os valores de expressdao génica foram
calculados pel férmula 222% no qual ACt = Ct gene alvo — Ct do controle
endoégeno. A: ANOVA de 1 fator — pés teste Dunnett's; média = EP (n = 3).
B: Teste t de Student, média + EP (n = 3).
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Figura 36. Expressao de mRNA de SR-Al por RT-PCR em tempo

real

cDNA foi obtido a partir de 500 ng de RNA utilizados no ensaio de
microarray (kit High Capacity RNA-to-cDNA; Applied Biosystems, Foster
City, CA, EUA). Para a amplificagdo do cDNA foram utilizadas sondas
marcadas com FAM adquiridas no formato TagMan Gene Expression
Assays (Applied Biosystems) identificadas pelo cédigo Mm00446214_m1
(SR-Al). O gene da p-actina (MmO00607939_s1) foi escolhido como
normalizador da reacdo de PCR. As sondas e ao cDNA, foi adicionada a
solucdo Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems) e a reacao de
PCR em tempo real foi realizada no aparelho StepOnePlus Real Time PCR
System (Applied Biosystems). Os valores de expressdao génica foram

222" no qual ACt = Ct gene alvo — Ct do controle

calculados pel férmula
endogeno. A: ANOVA de 1 fator — pés teste Dunnett’s; média = EP (n = 3).

B: Teste t de Student, média = EP (n = 3).
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Figura 37. Expressao de mRNA do BMF por RT-PCR em tempo
real

cDNA foi obtido a partir de 500 ng de RNA utilizados no ensaio de
microarray (kit High Capacity RNA-to-cDNA; Applied Biosystems, Foster
City, CA, EUA). Para a amplificagdo do cDNA foram utilizadas sondas
marcadas com FAM adquiridas no formato TagMan Gene Expression
Assays (Applied Biosystems) identificadas pelo cédigo Mm00506773_m1
(BMF). O gene da B-actina (Mm00607939_s1) foi escolhido como
normalizador da reacdo de PCR. As sondas e ao cDNA, foi adicionada a
solucdo Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems) e a reacao de
PCR em tempo real foi realizada no aparelho StepOnePlus Real Time PCR
System (Applied Biosystems). Os valores de expressdao génica foram
calculados pel férmula 222°" no qual ACt = Ct gene alvo — Ct do controle
endogeno. A: ANOVA de 1 fator — pos teste Dunnett's; média = EP (n = 3).
B: Teste t de Student, média + EP (n = 3).
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6. DISCUSSAO

Produtos de glicacdo avancada (AGE) sao prevalentes no diabete
melito (DM) e associam-se com o desenvolvimento de complicag¢des tardias,
inclusive a doenca macrovascular aterosclerética (Cohen et al., 2006;
Yamagishi et al., 2007, Yamagishi et al., 2008a; Yamagishi et al., 2008b;
Jandeleit-Dahm e Cooper, 2008; Peppa e Raptis, 2008; Basta, 2008).
Embora a glicacao avancada de diversas macromoléculas in vitro tenha sido
utiizada como modelo para o estudo da génese e evolucdo das
complicagdes do DM (Machado et al., 2006; Isoda et al., 2007; Hoang et al.,
2007; Matsuki et al., 2009), ndo se sabe ao certo a contrapartida da
modificacao in vivo que ocorre no organismo diabético.

Neste estudo, avaliamos o papel da albumina isolada do soro de
individuos controles e de portadores de DM 1 e DM 2, com controle
glicémico inadequado, sobre o transporte reverso de colesterol. O efluxo de
colesterol, mediado por apo A-l e HDL é a primeira etapa do transporte
reverso de colesterol e é limitante na prevencdo contra o acumulo de
colesterol em macréfagos da intima arterial (Sviridov e Nestel, 2002; Cuchel
e Rader, 2006; Oram e Vaughan, 2006).

A albumina modificada in vivo, no DM com controle glicémico
inadequado, afetou adversamente o efluxo de colesterol de macréfagos. A
alboumina DM 1 e DM 2 removeram maior quantidade de colesterol celular.
Nesse caso, estudos que demonstraram aumento do efluxo de colesterol

para o plasma de individuos portadores de DM (De Vries et al., 2005; De
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Vries et al., 2008), podem ter mascarado, em sua quantificacdo, o efluxo
inespecifico mediado pela albumina, visto ser esta a proteina mais
abundante do plasma.

A albumina sérica humana tem maior capacidade de remover
colesterol celular, quando comparada a albumina bovina e ovoalbumina (Ha
et al.,, 2003). Zhao e Marcel (1996) demonstraram, em fibroblatos, que a
albumina humana apresenta capacidade de remocdo de colesterol
semelhante a de aceptores sintéticos contendo apo A-l. Os mesmos autores
evidenciaram que a albumina pode transferir colesterol livre para LDL e
particulas reconstituidas contendo apo A-l. No entanto, sua atuacdo como
intermediaria no transporte reverso de colesterol ndo esta totalmente
esclarecida e a transferéncia de colesterol livre para subfragdes de HDL, em
modelos experimentais in vivo, ainda deve ser demonstrada.

Na albumina, € minima a esterificacdo do colesterol livre, pela LCAT,
considerando-se que a apo A-l é o principal cofator da acdo enzimatica e
que a acomodacao do colesterol esterificado requer o nucleo hidrofébico de
uma lipoproteina (Zannis et al., 2006). Isso pode propiciar a recaptacao de
colesterol livre pelas células ou sua troca inespecifica com eritrocitos ou
superficie de varias lipoproteinas sem, entretanto, garantir eficiéncia ao
trafego de colesterol ao figado por meio do transporte reverso.

Uma maior concentracdo de apo A-lI foi observada nas albumina
isoladas de DM 1 e DM 2 (apo A-/mg de albumina). Esse fato pode
favorecer a maior retirada de colesterol celular pela albumina DM 1 e DM 2,

no entanto sem garantir diminuicdo efetiva do conteudo intracelular de
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lipides, conforme evidenciado pelos estudos com coloracédo por Oil Red O.
De fato, nas incubacdes realizadas com albumina DM 1 e DM 2 na presenca
de apo A-l, HDL3; ou HDL,, maior acumulo de lipides foi evidenciado nos
macréfagos, em comparacao as incubacées com albumina C e aceptores
exégenos de colesterol. Nesse aspecto, prevaleceu o prejuizo na atividade
da apo A-l e das subfracbées de HDL em remover colesterol, a despeito da
maior remocao desse esterdide pela albumina DM.

Yamazaki et al. (2005) demonstraram que, in vitro, conforme aumenta
o grau de modificacdo da albumina humana por glicacdo, diminui sua
capacidade de se ligar a diferentes acidos graxos. Em outro estudo, a
mutacao seletiva de residuos de lisina ao longo da cadeia peptidica reduziu
a afinidade da albumina por acidos graxos e aumentou por colesterol (Ha et
al., 2003). Caracteristicamente, na reacao de glicacao, residuos de lisina sao
mascarados, o que poderia favorecer maior afinidade da albumina glicada
pelo colesterol, com maior remogao desse esteroide da membrana dos
macréfagos.

Carboximetil-lisina (CML) é o AGE mais comumente encontrado in
vivo (Ahmed et al., 1986) e correlaciona-se com as complicacées do DM
(Beisswenger et al., 1995; Ahmed et al., 2007). O conteudo de CML nas
albuminas isoladas dos pacientes DM foi maior que nas albuminas do grupo
C. Além disso, foi observada uma correlacao positiva entre o conteido de
CML na albumina e albumina glicada no plasma e concentracao plasmatica

de frutosamina.
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Além da glicacao, outros tipos de modificacbes podem ocorrer na
albumina, como a modificacdo por lipoxidacdo que leva a formacao de
grupos pirrois em residuos de lisina (Sayre et al.,, 1996; Xu et al., 1999).
Produtos derivados do composto pirrol sdo estaveis e foram encontrados em
concentracdes elevadas em pacientes com insuficiéncia renal e com
aterosclerose, quando comparados com individuos saudaveis (Salomon et
al., 2000).

Nao se pode descartar que componentes inflamatérios e de fase
aguda, como amiloide sérico A, farmacos e horménios, como insulina e
cortisol, entre outros, possam estar presentes nas albuminas isoladas dos
individuos DM 1 e DM 2. No entanto, foi observado prejuizo no efluxo de
colesterol promovido por albumina purificada (disponivel comercialmente)
glicada in vitro, mesmo na auséncia desses componentes.

Além de remover mais colesterol, a aloumina DM 1 reduziu a retirada
de colesterol pela apo A-l e pela HDL,, embora nenhum efeito dela tenha
sido observado no efluxo mediado pela HDLs. Por outro lado, a albumina DM
2 reduziu o efluxo mediado tanto pela apo A-lI, HDL,, como pela HDLs.
Sendo assim, independente das concentragcdes de HDL, as quais foram
similares em todas as incubacgdes, a albumina isolada do grupo DM 1 e DM
2 reduziu a habilidade das HDL em remover colesterol. Esses dados se
refletiram no maior conteldo de lipides encontrado em macréfagos expostos
a albumina DM, mesmo na presenca de apo A-l, HDL, e HDLs.

A HDL isolada de portadores de DM 2 remove menor quantidade de

colesterol celular (Passarelli et al., 2000), o que, em parte, tem sido atribuido
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a modificacdo dessa lipoproteina por glicagdo avancada, conforme
evidenciado por estudos com HDL glicadas in vitro (Matsuki et al., 2009).
Além disso, outras vias de regulacao do efluxo de lipides celulares podem
estar alteradas no DM, entre elas o complexo mecanismo de regulacdo da
expressao dos receptores de HDL por éxidos de colesterol e receptores
nucleares, bem como a participagdo de outros aceptores exdgenos de
colesterol.

Hoang et al. (2007) demonstraram que a apo A-I modificada por
glicagao, pelo tratamento com metilglioxal, diminuiu o efluxo de colesterol de
macréfagos. De modo semelhante, Matsuki et al. (2009) verificaram que
HDL modificada por glicacdo avancada, pelo tratamento com 3-
deoxiglicosona, diminuiu o efluxo de colesterol celular, o que foi dependente
do conteudo de CML da HDL e prevenido por metformina e aminoguanidina.
Entretanto, Shao et al. (2010) demonstraram que apenas apo A-l modificada
por malondialdeido (MDA), um produto de peroxidacéao lipidica, prejudica o
efluxo de colesterol celular. Nesse mesmo estudo, a apo A-I modificada por
outros oxoaldeidos, como glioxal, metilglioxoal e glicolaldeido, ndo acarretou
prejuizo na remogao de colesterol celular.

Resultados prévios de nosso grupo demonstraram que a albumina
modificada in vitro por glicacdo avancada (albumina AGE) reduziu o efluxo
de colesterol mediado por HDL. Os efeitos da albumina AGE relacionaram-
se com o grau de modificacdo por CML e foram prevenidos pelo tratamento
com compostos inibidores de glicacdo avancada e antioxidantes, como

metformina e aminoguanidina (Machado et al., 2006). Considerando-se que
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os achados com albumina modificada in vivo assemelham-se aqueles
obtidos com albumina humana e bovina glicada in vitro, € possivel inferir que
a reducdo no efluxo de colesterol esteja relacionada com a diminuicdo da
expressao dos receptores de HDL, ABCA-1 e ABCG-1 (Pinto et al., 2007).
De fato, encontramos diminuicdo do conteido de ABCA-1 nos macréfagos
expostos a alboumina DM 1 e DM 2.

A glicoxidagao intracelular, induzida pelo tratamento com oxoaldeidos,
como glioxal e glicolaldeido, reduziu a expressao do receptor ABCA-1 em
macrofagos. Tal decréscimo ocorreu mesmo na auséncia de variagdo no
MRNA deste transportador (Passarelli et al., 2005). Dados do microarray
validados pelo RT-PCR em tempo real demonstraram que macrofagos
tratados com albumina DM 1, albumina DM 2 ou albumina glicada in vitro,
produzida pelo tratamento com 10 mM de glicolaldeido (albumina GAD), nao
apresentaram alteracdo na expressao génica de ABCA-1, sugerindo que
vias de degradacao poés-traducionais estejam envolvidas na redugcédo deste
transportador.

Pinto et al. (2009) evidenciaram que a redugdo na expressao de
ABCA-1, em macrofagos tratados com albumina AGE, vincula-se a geracao
de espécies reativas de oxigénio (ROS) e pode ser parcialmente prevenida
por inibidores do sistema NADPH oxidase e desacoplamento mitocondrial.
Além disso, compostos antioxidantes e bloqueadores da geracao de AGE,
como aminoguanidina e benfotiamina, sdo capazes de restaurar a expressao

de ABCA-1 em macréfagos tratados com albumina AGE.
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No presente estudo, foi observado aumento da UCP-2 (uncoupling
protein-2) em macréfagos tratados com albumina DM 1 e DM 2. Nesse tipo
celular, a UCP-2 estda envolvida no controle da formacdo de espécies
reativas de oxigénio pela mitocéndria (Moukdar et al., 2009), as quais por
sua vez aumentam o mRNA e o conteudo proteico da UCP-2 (Giardina et al.,
2008).

A albumina DM 2 e albumina GAD provocaram aumento da expressao
do receptor AT-1 (AT-1- angiotensin Il receptor, type 1b) em macréfagos. A
ativacao destes receptores também favorece maior geracao de ROS pela
NADPH oxidase (Yatabe et al., 2009), aumento da peroxidagao lipidica e
captacao de LDL modificadas (Keidar et al., 1995), aumento da biossintese
do colesterol (Keidar et al., 1999) e diminuicdo do efluxo de colesterol
(Kaplan et al., 2002), o que contribui para o acumulo intracelular de lipides.

A NADPH oxidase (NOX) é uma familia de proteinas com 7
subunidades, sendo a NOX 4 a isoforma mais abundante (Nauseef, 2008).
Em nosso estudo, encontramos aumento da NOX 1 e NOX 4 nos
macrofagos tratados com albumina GAD. Albumina glicada aumenta a
expressao da NOX 4 em células endoteliais (Rodifio-Janeiro et al., 2010).

A expressdao da UCP-2, do receptor AT-1 e NOX 4 precisam ser
validadas por RT-PCR em tempo real.

Desequilibrio redox e acumulo de colesterol celular desencadeiam a
resposta a proteinas mal enoveladas, mecanismo adaptativo ao estresse do
reticulo endoplasmatico (Ron e Walter, 2007). Marcadores de estresse do

reticulo endoplasmatico encontram-se elevados em macréfagos
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enriguecidos em colesterol livre (Feng et al., 2003) e em areas de lesao
aterosclerotica sensiveis a ruptura (Myoishi et al., 2007). O aumento do
estresse do reticulo leva ao aumento da apoptose e a morte de macrofagos,
0 que contribui para a instabilidade da placa aterosclerética (Tsukano et al.,
2010).

O acumulo preferencial de colesterol livre em macréfagos, em
detrimento ao esterificado, favorece a diminuicaio de ABCA-1,
independentemente de modificacbes transcricionais e em seu RNA
mensageiro Feng e Tabas (2002). Interessante que macréfagos tratados
com albumina AGE apresentam aumento da expressao das chaperonas
Grp78 e Grp 94, marcadoras do estresse do reticulo endoplasmatico, e de
outros sinalizadores da via adaptativa de resposta a proteinas mal
enoveladas (Castilho et al., 2009). O uso de inibidor quimico do estresse do
reticulo endoplasmatico (acido fenilbutirico) é capaz de reestabelecer a
expressao de ABCA-1 em macréfagos glicoxidados (Castilho et al., 2010).

Esses achados estabelecem paralelismo entre o0 estresse
glicoxidativo, causado pela albumina AGE em macréfagos, e vias de
degradacao pés-traducional do ABCA-1. Além disso, o papel da albumina
AGE na sensibilizagdo de macrofagos a estimulos inflamatérios, como
calgranulinas e lipopolissacarideos bacterianos (Okuda et al., 2009), pode
contribuir para reduzir a expressdo de ABCA-1 ou sua atividade na
translocacdo de lipides entre os folhetos da membrana plasmatica. A
avaliacao do estresse inflamatério provocado pela aloumina DM 1 e DM 2

nos macroéfagos podera fornecer mais dados acerca da agdo da glicacao
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avancada sobre o fluxo de lipides em funcdo da possivel inducdo de
resposta inflamatéria. Nesse sentido, estudos da literatura demonstram que
a adicao direta de TNF-a prejudica a expressdo de ABCA-1 e o efluxo de
colesterol celular (Mei et al., 2007; Yin et al., 2010; Field et al., 2010).

Demonstrou-se, ainda, no presente estudo, 0 aumento da expressao
SCD 1 e 2 (estearoil-CoA desaturase 1 e 2) em macroéfagos tratados com
aloumina DM 1, e de SCD 4 em macréfagos tratados com albumina GAD.
Esta enzima catalisa a conversdo do palmitoil-CoA estearoil-CoA (acidos
graxos saturados) a palmitoleoil-CoA e oleil-CoA (acidos graxos
monoinsaturados), respectivamente. A super-expressdo da SCD 1 e 2 leva a
alteracdes na composicao de fosfolipides da membrana plasmatica, levando
a diminuicao do efluxo de colesterol mediado por apo A-l (Sun et al., 2003).
Além disso, 0 aumento da geracédo de acidos graxos insaturados pela SCD
leva a desestabilizacao do ABCA-1 na membrana plasmatica (Wang et al.,
2004) e se contrapde aos efeitos estimulantes do receptor X hepatico (LXR)
sobre a transcricdo do gene do ABCA-1 (Sun et al., 2003).

Em macréfagos tratados com albumina DM 2, foi observada
diminuicdo da Janus kinase 2 (JAK2). Esta proteina parece modular a
interacdo da apo A-I com o receptor ABCA-1 (Tang et al., 2004); quando
ativada, garante a estabilidade do ABCA-1 e permite a interagdo da apo A-I
com o receptor, favorecendo a remocéo de colesterol celular. Além disso, a
ligacdo especifica de apo A-l ao ABCA-1 aumenta sua meia-vida, gragas a
fosforilacdo da sequéncia PEST (prolina, acido glutamico, serina, treonina)

de sua estrutura, o que impede a agao de proteases (Wang et al., 2003).
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Albumina DM 1 e DM 2, mesmo que por vias diferentes, interferem na
estabilidade do ABCA-1 na membrana celular, provocando a queda no
efluxo de colesterol mediado por apo A-l.

Dados do microarray validados pelo RT-PCR em tempo real
demonstraram que macréfagos tratados com albumina DM 1 e albumina
GAD apresentaram aumento da expressao de BMF (Bcl2-modifying factor).
O BMF é um fator pré-apoptoético, membro da familia do BCL2 (Hitomi et al.,
2008; Hobner et al., 2010), relacionado com a morte celular. Esses dados
sugerem que a albumina glicada possa ativar vias que medeiam a apoptose
nos macréfagos, embora uma analise mais detalhada deva ser realizada, ja
que a apoptose é um processo complexo que participam varias proteinas
sinalizadoras. Importante salientar que, em macrofagos tratados com
albumina AGE nao se observou pela técnica de anexina V morte celular por
apoptose (Pinto et al., 2010 submetido).

Por sua vez, o ABCG-1 tem a transcricdo de seu gene negativamente
modulada pela albumina AGE (Isoda et al., 2007), o que evidencia que a
acao da albumina AGE sobre a expressao dos receptores de HDL ocorre de
maneira distinta. Neste estudo, evidenciou-se diminuicdo na expressao de
ABCG-1 apenas nos macrofagos tratados com albumina DM 2. Isto, de fato,
pode afetar diferentemente o efluxo de colesterol mediado por apo A-l e
subfragcbes de HDL, conforme observado nas incubag¢des com albumina DM
1 que reduziu o efluxo mediado por HDL,, mas nao por HDL3. Ja albumina

DM 2 diminuiu o efluxo mediado por HDL3 e HDL..
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Reducéao na expressao de ABCG-1 em macréfagos de animais db/db
e de humanos portadores de DM 2 com controle glicémico inadequado
(HbA1c > 7,9%) foi observada em associacdo a diminuigcdo do efluxo de
colesterol mediado por HDL e ao acumulo intracelular de lipides (Mauldin et
al., 2006; Mauldin et al. 2008). Da mesma forma, Zhou et al. (2008)
verificaram diminuicdo da expressdao de ABCG-1 em mondcitos de
portadores de DM 2 (HbA1c = 7,7%), mas nao dos receptores ABCA-1 e SR-
BI.

Na presenca de albumina AGE, observa-se maior expressao de
receptores SR-BI, SR-A, LOX-1 (oxidized low density lipoprotein receptor 1),
CD-36 e RAGE em macroéfagos (Ywashima et al. 2000; Pinto et al. 2007),
com maior captagao de LDL por macréfagos (Castilho et al., 2006).

Macréfagos tratados com albumina DM 1 e albumina GAD
apresentaram aumento da expressdao do receptor SR-Al - dados do
microarray validados pelo RT-PCR em tempo real. O aumento da expressao
de receptores scavanger esta relacionado com o aumento da captacao de
lipoproteinas modificadas pelos macréfagos, favorecendo o acumulo
intracelular de lipides (Jalkanen et al., 2003; Moradi et al., 2009).

Além do SR-Al, a albumina DM 1 aumentou também a expressao do
LOX-1, o qual promove a captacdo especifica de LDL oxidadas pelos
macréfagos (Mehta et al., 2006; Ishiyama et al., 2010).

Diferentemente do receptor de LDL (B/E), que é fortemente regulado
pela concentracdo intracelular de colesterol (Brown e Goldstein, 1997), os

receptores scavanger, inclusive o SR-Al, ndo sado regulados pelo contetdo
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intracelular de esteroides (De Winther e Hofker, 2000). Portanto, o aumento
da expressdo desses receptores incrementa a captagdo de lipoproteinas
modificadas e o consequente acumulo intracelular de lipides.

A homeostase do colesterol é regulada pela proteina de ligacao ao
elemento responsivo a esteroides (SREBP; sterol-regulatory element-binding
protein), localizada na membrana do reticulo endoplasmatico. Quando
aumenta o colesterol celular, a ligacdo deste e de seus derivados
oxigenados (6xidos de colesterol) a proteina ativadora de clivagem da
SREBP (SCAP; SREBP cleavage-activating protein) e a proteina INSIG-1
(insulin induced gene 1) promove a associacao dessas proteinas com a
SREBP. Sendo assim, o complexo proteico INSIG/SCAP/SREBP permanece
na membrana do reticulo. Por outro lado, a redugéao do conteudo intracelular
de colesterol favorece a dissociacao do complexo INSIG/SCAP, permitindo
que a SCAP direcione a SREBP ao complexo secretorio celular (complexo
de Golgi). Neste compartimento, a SREBP sofre duas clivagens proteoliticas
subsequentes, de modo que a porgcao ativa do fator de transcricdo seja
liberada e migre ao nudcleo, onde induz a transcricdo do gene do receptor de
LDL (B/E), HMG-CoA redutase (enzima chave da biossintese do colesterol)
e da proteina que degrada o receptor de LDL (PCSK9; proprotein convertase
subtilisin/kexin type 9) (Horton et al., 2003; Rawson, 2003; Goldstein et al.,
2006; Radhakrishnan et al., 2008; Jeong et al., 2008).

Diminuicdo na expressao de INSIG-1 foi observada em macréfagos
tratados com albumina DM 1. Nesse aspecto, seria esperado que a reducao

da INSIG favorecesse maior ativacdo de SREBP e, consequentemente, a
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maior expressao do receptor de LDL (B/E). Nao obstante, macréfagos
tratados com albumina DM 1 e DM 2 apresentaram diminuicdo da expressao
do mRNA do receptor de LDL (B/E), o que pode ser reflexo do acumulo
intracelular de colesterol, frente ao prejuizo da expressdao do ABCA-1.

Castilho et al. (2007) demonstraram que em resposta ao acumulo de
colesterol, macréfagos tratados com albumina AGE apresentaram reducao
da atividade da HMG-CoA redutase e aumento da enzima que esterifica o
colesterol intracelular - acil colesterol aciltransferase (ACAT). Entretanto,
esse achado nao foi compartiihado por Kaplan et al. (2008) que
demonstraram, ao contrario, aumento da expressao da HMG-CoA redutase
em macrofagos tratados com elevadas concentracoes de glicose (30 mM).

Aumento do SREBP2 foi observado em macréfagos tratados com
aloumina GAD. Ye et al. (2009) demonstraram que, na vigéncia da
inflamacédo crénica, aumenta a expressdo de SCAP, o que favorece a
migracdo da SREBP do reticulo endoplasmatico para o Golgi, mesmo na
presenca de altas concentragdes de colesterol. Além disso, ja foi
demonstrado que o acumulo de colesterol em macrofagos pode ser
favorecido por maior atividade da HMG-CoA redutase por meio da ativacao
do receptor AT-1 (Keidar et al., 1999), o qual pode ser ativado por produtos
de glicagdo avangada (Fukami et al., 2004; Yamagishi et al., 2005; Matsui et
al., 2007).

Os LXR sao fatores de transcricio que regulam o conteudo
intracelular de colesterol. LXRa (NR1H3) e LXRB (NR1H2) sédo receptores

nucleares dependentes de esteroides (Zelcer e Tontonoz, 2006). Em
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resposta ao acumulo de colesterol, os receptores ABCA-1 e ABCG-1 podem
ser ativados pelos LXR, o que favorece, em ultima instancia, o efluxo desse
esteroide (Repa et al., 2000; Kennedy et al., 2005). Zelcer et al. (2009)
demonstraram que a ativacdo de LXR induz a sintese da proteina Idol
(inducible degrader of LDL receptor), que aumenta a degradacéo intracelular
do receptor de LDL (B/E), evidenciando uma regulacdo pds-traducional
desse receptor.

A captacao hepatica de colesterol esterificado pelo receptor SR-BI é
uma importante via de remocao do colesterol pelo figado para ser excretado
na bile. Ogahmi et al. (2001b) demonstraram que albumina modificada por
glicacao in vitro diminui a captacéo seletiva de colesterol esterificado da HDL
pelo receptor SR-Bl. No presente estudo, demonstrou-se que a albumina
dos pacientes diabéticos reduz a captacao de colesterol via receptor SR-BI
quando comparados a albumina dos individuos controles.

Esses resultados reforcam o fato de que a albumina modificada in
vivo prejudica o transporte reverso de colesterol, ndo sé por interferir no
efluxo de colesterol, contribuindo para o acumulo intracelular de lipides,
como também por prejudicar a captacao de colesterol esterificado no figado
e, possivelmente, érgaos esteroidogénicos, nos quais a expressao de
receptor SR-BI é elevada e promove aporte adicional de colesterol para a
sintese hormonal.

Além do prejuizo conferido ao metabolismo de lipides e lipoproteinas,
os AGE estdo implicados na deterioracdo da funcdo da célula beta

pancreatica (Lim et al., 2008) e na diminuicao da via de sinalizagao insulinica
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no muasculo (Miele et al., 2003). Alteragbes em coagulacdo, reatividade
vascular, fungcado endotelial e potencial inflamatério também sao atribuidos
aos AGE (Vlassara e Palace, 2002; Peppa e Raptis, 2008), agravando a
evolucao da sindrome metabdlica DM e, consequentemente, da doenca
macrovascular.

No presente estudo, demonstrou-se que albumina isolada de
pacientes portadores de diabete melito mal compensado provoca acumulo
de lipides nos macréfagos por aumentar as vias de captacdo de LDL
modificadas, diminuir o efluxo de colesterol celular e modular vias da
homeostase do colesterol que regulam a sua biossintese. Sendo assim,
independentemente da concentracéo de apo A-l e HDL, o controle glicémico
inadequado no DM, por favorecer a modificacdo de albumina por glicacao
avancada, prejudica o transporte reverso de colesterol de macréfagos por
favorecer a modificacdo de albumina por glicacdo avancada. Considerando-
se que a albumina, a semelhanca da HDL, tem sua meia-vida plasmatica
reduzida pela glicacdo, nossos achados podem até terem sido minimizados
pela limitacdo na obtencdo de albumina glicada. Nao obstante, considera-se
a modificagdo glicoxidativa da albumina no compartimento arterial como
consequente ao estresse oxidante e inflamatério e ao acumulo de lipides
(Nerlich e Schleicher, 1999; Shao et al., 2005; Brown et al., 2005; Sima et
al., 2009). Estes podem exacerbar a geracdo de AGE e os efeitos da
albumina AGE sobre o acumulo de lipides em macréfagos arteriais.

Juntamente com os demais efeitos dos AGE que acarretam prejuizo

no metabolismo glicolipidico (Miele et al., 2003; Riboulet-Chavey et al., 2006;



103

Peppa e Raptis, 2008), a albumina modificada por glicacdo avancada é
prejudicial ao balanco de colesterol de macréfagos, contribuindo para o

desenvolvimento da aterosclerose no DM.
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7. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo evidenciaram que a modificacao in vivo da
albumina por glicagdo avancada prejudica o transporte reverso de colesterol
no diabete melito por reduzir a expressdao de ABCA-1 e a remocao de
colesterol de macrofagos, bem como a captacado seletiva de colesterol
esterificado de HDL pelo SR-Bl. Independentemente de variagdo na
concentracdo e composicao de HDL, a glicacao da albumina pode contribuir
para o acumulo de lipides em macrofagos e génese da aterosclerose no

diabete melito.
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Medicamentos utilizados e tabagismo no grupo C

Individuos C
1|12 (3|4|5|6/|7|8]9 /10|11 |12] Total
Anti-hipertensivos . 2
L-tiroxina . 1
Tabagismo 3

Medicamentos utilizados e tabagismo no grupo DM 1

Individuos DM 1

6 |7 |8|9 /|10 11|12 |13 | Total

Insulina

Carbamazepina

Fluoxetina

L-tiroxina

- N | =t | -

Tabagismo

Medicamentos utilizados e tabagismo no grupo DM 2

Individuos DM 2

Insulina

Sulfoniluréia

Metformina

Acarbose

Pioglitazona

Estatinas

Fibratos

Anti-hipertensivos

AAS

Tabagismo




Idade, dados antropomeétricos e bioquimicos do grupo C

Individuos C 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Idade (anos) 40 23 27 28 23 441 22 28 23 26 28 26
Peso (Kg 90,6 75,2 57,9 49,3 67,4 90,4 78,3 82,0 47.8 56,3 | 1114 | 64,7
Altura (m) 1,72 1,76 1,62 1,54 1,63 1,64 1,78 1,71 1,58 1,58 1,98 1,71
IMC (Kg/m?) 30,6 24,3 22,1 20,8 25,4 33,6 24,7 28,0 19,3 22,6 28,4 22,3
Glicose (mg/dL) 74 83 84 75 78 81 69 84 80 84 75 69
HbA (%) 4.6 6,2 5,2 4,7 5,4 5,5 5,2 5,4 5,5 5,3 5,1 52
Frutosamina (umol/L) 218 231 245 233 223 211 268 204 290 260 236 238
Albumina Glicada (%) 11,1 10,5 10,3 9,3 10,0 7,8 9,8 7,4 11,3 11,4 6,5 12,6
Albumina (g/dL 52 5,3 4.9 52 4,7 4.8 5,5 4.4 5,5 5,0 5,3 5,9
Microalbuminuria (mg/dL) 5,4 4,5 2,9 9,7 27 7,8 6,2 3,7 5,2 2,3 11,2 6,8
CT (mg/dL) 207 152 124 167 164 169 183 177 183 187 172 157
HDL-c (mg/dL) 56 64 46 83 83 63 59 49 74 99 51 68
LDL-c (mg/dL 105 80 62 63 72 89 106 110 77 73 93 79
VLDL-c (mg/dL) 46 8 16 21 9 17 18 18 32 15 28 10
TG (mg/dL) 229 41 79 104 44 86 88 89 162 76 139 52

IMC: Indice de Massa Corporal, CT: colesterol total, TG: triglicérides



Idade, tempo de DM, dados antropomeétrico e bioquimicos do grupo DM 1

Individuos C 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Idade (anos) 31 20 25 22 28 26 22 21 20 32 42 25 23
Tempo de DM (anos) 21 3 8 11 16 10 18 12 10 27 15 24 12
Peso (Kg 63,3 | 62,1 53,3 | 83,5 | 753 | 61,2 | 59,2 62 695 | 604 | 78,5 57 54
Altura (m) 1,80 1,75 1,57 1,62 1,65 1,61 1,61 1,76 1,72 1,53 1,72 1,58 | 1,64
IMC (Kg/m?) 19,5 | 20,3 | 21,6 | 204 | 27,7 | 23,8 | 22,8 | 20,1 23,5 | 258 | 26,7 | 22,8 | 20,1
Glicose (mg/dL) 191 198 259 254 111 154 249 149 299 173 26 260 89
HbA1c (%) 8,7 14,5 8,4 11,0 9,2 10,4 11,8 10,0 9,3 9,0 10,7 9,5 7,8
Frutosamina (umol/L) 452 656 363 572 356 502 493 542 429 423 338 376 423
Albumina Glicada (%) 27,5 | 42,7 | 248 | 324 189 | 28,3 | 36,5 | 29,9 | 26,2 | 24,0 19,6 19,9 | 21,7
Albumina (g/dL 5,2 4,3 3,8 4,8 5,0 6,8 4,7 4,6 5,1 4,2 3,9 4,3 54
Microalbuminuria (mg/dL) 6,8 7,0 8,2 2,3 18,5 4,4 14,2 9,5 2,3 2,4 27,0 | 20,5 | 144
CT (mg/dL) 125 194 186 162 167 122 171 142 141 183 171 181 128
HDL-c (mg/dL) 70 50 63 69 45 49 50 72 47 77 60 48 45
LDL-c (mg/dL 45 111 105 63 102 53 85 61 84 98 97 115 72
VLDL-c (mg/dL) 10 33 18 30 20 20 36 9 10 8 14 18 11
TG (mg/dL) 52 166 90 152 98 99 180 44 51 41 70 91 56

IMC: Indice de Massa Corporal, CT: colesterol total, TG: triglicérides



Idade, tempo de DM, dados antropométrico e bioquimicos do grupo DM 2

Individuos C 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Idade (anos) 52 62 42 37 73 72 48 54 75 65 68
Tempo de DM (anos) 15 14 8 21 24 15 6 14 7 12 24
Peso (Kg 102,5 | 87,3 61,4 71,3 92,3 70,0 52,0 80,7 85,0 61,4 63,7
Altura (m) 1,70 1,60 1,60 1,67 1,62 1,70 1,51 1,72 1,74 1,47 1,46
IMC (Kg/m?) 35,7 34,3 241 25,6 35,4 242 22,8 27,4 28,1 28,4 29,9
Glicose (mg/dL) 180 235 352 109 154 251 191 170 229 323 264
HbA. (%) 10,2 9,5 11,8 9,6 10,2 9,2 9,1 10,1 10,4 13,4 9,2
Frutosamina (umol/L) 434 379 529 362 328 420 315 322 354 579 364
Albumina Glicada (%) 29,6 21,7 34,6 21,8 18,4 24,3 17,5 16,6 19,3 411 19,4
Albumina (g/dL) 4,5 4,9 5,1 4,0 4,6 4,5 4,6 4.6 4,1 4,2 5,2
Microalbuminuria (mg/dL) | 10,6 16,2 8,9 8,9 4.8 8,9 8,9 15,7 241 15 4.4
CT (mg/dL) 117 154 200 246 158 240 186 175 183 185 207
HDL-c (mg/dL) 42 47 68 58 34 114 55 42 38 59 57
LDL-c (mg/dL 39 76 119 176 77 114 101 107 88 93 122
VLDL-c (mg/dL) 36 31 13 12 47 12 30 26 57 33 28
TG (mg/dL) 178 155 67 60 364 62 150 131 284 165 304

IMC: Indice de Massa Corporal, CT: colesterol total, TG: triglicérides



