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RESUMO 

Machado J.T. N-acetilcisteína reduz o estresse de retículo endoplasmático e 

seletivamente afeta o fluxo de colesterol de macrófagos mediado por ABCA-

1 e ABCG-1 na doença renal crônica [dissertação]. São Paulo: Faculdade de 

Medicina, Universidade de São Paulo; 2014. 104p. 

 
Produtos de glicação avançada, carbamilação e estresse oxidativo contribuem 

como fatores de risco não tradicionais para a aterosclerose na doença renal 

crônica (DRC), em parte, por prejudicarem o metabolismo lipídico e por 

representarem um mecanismo de injúria memorizado ao longo do 

desenvolvimento da doença renal. A albumina sérica, isolada de animais com 

DRC, reduz a remoção de colesterol mediado por apoA-I e subfrações de HDL, 

prejudicando o fluxo de colesterol de macrófagos arteriais ao fígado por meio do 

transporte reverso de colesterol. Objetivo: Avaliou-se a influência do tratamento 

com N-acetilcisteína (NAC) em ratos com DRC sobre a concentração plasmática 

de produtos de oxidação e glicação avançada e o reflexo sobre os efeitos da 

albumina sérica sobre o efluxo de colesterol e o estresse de retículo 

endoplasmático em macrófagos. Métodos: Ratos Wistar com 2 meses de idade, 

pesando aproximadamente 200-250g foram submetidos à nefrectomia 5/6 e 

mantidos por 60 dias (grupo DRC) com ou sem tratamento com N-acetilcisteína na 

água (600mg/L), após o 7° dia de indução da DRC (grupo DRC + NAC). Animais 

controles foram falso-operados (grupo C) e um subgrupo submetido ao tratamento 

com NAC (C + NAC). No início e no final do estudo foram determinadas as 

concentrações plasmáticas de glicose, colesterol (CT), triglicérides (TG), ureia, 

creatinina e na urina, excreção urinária de proteína de 24 h. AGE totais, 

pentosidina, TBARS (marcador de peroxidação lipídica) e pressão arterial sistólica 

(PAS) foram determinados no final do estudo. A albumina sérica foi isolada por 

cromatografia rápida para separação de proteínas e purificada por extração 

alcoólica. Macrófagos J774 foram incubados por 18 h com as albuminas dos 

diferentes grupos experimentais para determinação do conteúdo dos receptores 

de HDL (ABCA-1 e ABCG-1) e de marcadores de estresse de retículo 

endoplasmático (chaperonas Grp 78, Grp94 e proteína dissulfeto isomerase, PDI) 

por imunolbot e efluxo de colesterol, mediado por apo A-I e HDL2. Para isto, as 

células foram previamente enriquecidas com LDL-acetilada e 14C-colesterol. 

Macrófagos foram também incubados isoladamente com concentrações 

crescentes de NAC para avaliação do conteúdo dos receptores de HDL. 

Resultados: Ao final do estudo, o peso corporal foi 10% menor no grupo DRC em 

comparação ao C (p=0,006). Esta alteração foi prevenida pelo tratamento com 



 

NAC. A PAS (mmHg) foi maior no grupo DRC (130±3) em comparação ao grupo 

DRC+NAC (109±3; p=0,0004). Ureia, creatinina, CT, TG (mg/dL), proteinúria 

(mg/24 h), AGE total, pentosidina (unidades arbitrárias de fluorescência) e TBARS 

(nmol/mL) foram maiores nos grupos DRC em comparação ao grupo C (122±8 vs. 

41±0,9 ; 0,9±0,07 vs. 0,4±0,03; 151±6 vs. 76±2,7; 83±4 vs. 51,5±3; 46±2,5 vs. 

14±0,9; 32620±673 vs. 21750±960; 16700±1370 vs. 5314±129; 6,6±0,5 vs. 2±0,2, 

respectivamente) (p<0,0001) e nos grupos DRC+NAC em comparação ao grupo 

C+NAC (91,4±5 vs. 40±0,9 ; 0,6±0,02 vs. 0,3±0,02; 126±7,5 vs. 76±2,6; 73±6 vs. 

68±4; 51±3,5 vs. 18,4±1,5; 24720±1114 vs. 20040±700; 10080±748 vs. 5050±267; 

4,5±0,5 vs. 1,8±0,2, respectivamente) (p<0,0001). No grupo DRC + NAC, PAS, 

CT, ureia, creatinina, AGE total, pentosidina e TBARS foram, respectivamente, 

17% (p=0,0004), 17% (p=0,02), 25% (p=0,02), 33% (p=0,06), 24% (p<0,0001), 

40% (p=0,0008), 28% (p=0,009) menores do que no grupo DRC. A glicemia foi 

maior nos grupos C + NAC (1074,6) e DRC + NAC (1072,6) em comparação ao 

C (961,8) e DRC (981,6), respectivamente. Macrófagos tratados com albumina-

DRC apresentaram maior conteúdo de PDI (5 vezes; p=0,02 e 7 vezes p=0,02) e 

Grp94 (66 %; p =0,02 e 20 %; p=0,02) quando comparados aos tratados com 

albumina-C ou albumina-DRC + NAC, respectivamente. O conteúdo do receptor 

ABCA-1 foi menor 87% e 70% (p<0,01) nos macrófagos tratados com albumina-

C+NAC e albumina-DRC, respectivamente em comparação com albumina-C. O 

conteúdo de ABCG-1 foi, respectivamente, 4 e 7,5 vezes maior nos macrófagos 

tratados com albumina-C+NAC e albumina-DRC+NAC em comparação as 

respectivas situações sem tratamento. O efluxo de colesterol mediado por apo A-I 

foi 59 % e 70 % (p<0,0001) menor nos macrófagos tratados com albumina-C+NAC 

e albumina-DRC, respectivamente em comparação a albumina-C. O efluxo de 

colesterol mediado pela HDL2 foi 52 % maior nos macrófagos tratados com 

albumina-C+NAC em comparação as células tratadas com albumina-C. Não houve 

diferença no conteúdo do receptor ABCA-1 nos macrófagos tratados com 

concentrações crescentes NAC por 8 h. No entanto, após 18 h, o ABCA-1 diminuiu 

50 %, 69 % e 72 % nos macrófagos tratados respectivamente com 10 mM, 20 mM 

e 30 mM de NAC isoladamente em comparação aos macrófagos controles. O 

conteúdo de ABCG-1 nos macrófagos tratados com NAC, em 8 h e 18 h não 

sofreu alteração.  Conclusão: A N-acetilcisteína reduz produtos de oxidação e 

glicação avançada no plasma de animais com DRC e previne o estresse de RE 

em macrófagos, induzido pela albumina isolada destes animais. Apesar de 

diminuir o conteúdo de ABCA-1 e o efluxo de colesterol mediado por apo A-I, a 

NAC aumenta o conteúdo de ABCG-1. Desta forma, a NAC pode contribuir para 

atenuar os efeitos deletérios da albumina modificada na DRC sobre o acúmulo 

lipídico em macrófagos, contribuindo para a prevenção da aterosclerose. 



 

ABSTRACT 

 

Machado J.T. N-acetilcisteína reduces endoplasmic reticulum stress and 

selectively affects cholesterol efflux mediated by ABCA-1 and ABCG-1 in 

chronic kidney disease [dissertation]. São Paulo: “Faculdade de Medicina, 

Universidade de São Paulo”; 2014.104p. 

 

Advanced glycation, carbamylation and oxidative stress c contribute to 

atherosclerosis in chronic kidney disease (CKD) as nontraditional risk factors. They 

impair lipid metabolism and promote a long last injury during the development of 

CKD. Serum albumin isolated from CKD-animals reduces cholesterol efflux 

mediated by apoa A-I and HDl subfractions, impairing the cholesterol flux from 

arterial wall macrophage to the the liver by the reverse cholesterol transport 

(RCT).Objective: In the present study it was analyzed the influence of N-

acetylcysteine treatment in CKD-rats in plasma concentration of lipid peroxides and 

advanced glycation end products and the effect of serum albumin in macrophage 

cholesterol efflux and endoplasmic reticulum stress development. Methods: Two 

months male Wistar weighting 200-250g were submitted to a 5/6 nephrectomized 

maintained for 60 days (CKD group) treated or not with N-acetylcysteine in water 

(600 mg/L), after the seventh day of CKD induction (CKD+NAC group). Sham 

animals were false-operated (SHAM group) and a subgroup was treated with NAC 

(SHAM+NAC group). In the basal and final periods it was determined plasma 

concentration of glucose, total cholesterol (TC), triglycerides (TG), urea, creatinine 

and 24h-urinary protein excretion (UPE). Total AGE, pentosidine, thiobarbituric 

reactive substances (TBARS) levels and systolic blood pressure (SBP) were 

measured at the final period only. Serum albumin was isolated by fast protein liquid 

chromatography and purified by alcoholic extraction. J774 macrophage were 

incubated for 18 h with albumin isolated from the experimental groups in order to 

determine the content of HDL receptors and markers of endoplasmic reticulum 

stress (Grp78, Grp94 and protein dissulfide isomerase, PDI)  by immunioblot and 

cholesterol efflux mediated by apo A-I and HDL2. For this, cells were previously 

overloaded with acetylated LDL and 14C-cholesterol. Macrophage were also  

incubated with different concentrations of NAC alone in order to measure HDL-

receptors and cholesterole efflux.  Results: In the end of the protocol, body weight 

was 10% lower in CKD group in comparison to SHAM group (p=0.006). This 

change was preserved by treatment with NAC. SBP (mmHg) was higher in CKD 

group (130±3) in comparison to CKD+NAC (109±3; p=0.0004). Urea, creatinine, 



 

TC, TG (mg/dL), UPE (mg/24 h), total AGE, pentosidine (arbitrary units of 

fluorescence) and TBARS (nmol/mL) were higher in CKD group in comparison to 

SHAM (122±8 vs. 41±0.9; 0.9±0.07 vs. 0.4±0.03; 151±6 vs. 76±2.7; 83±4 vs. 

51.5±3; 46±2.5 vs. 14±0.9; 32620±673 vs. 21750±960; 16700±1370 vs. 5314±129; 

6.6±0.5 vs. 2±0.2, respectively) (p<0.0001) and in CKD+NAC in comparison to 

C+NAC (91.4±5 vs. 40±0.9 ; 0.6±0.02 vs. 0.3±0.02; 126±7.5 vs. 76±2.6; 73±6 vs. 

68±4; 51±3.5 vs. 18.4±1.5; 24720±1114 vs. 20040±700; 10080±748 vs. 5050±267; 

4.5±0.5 vs. 1.8±0.2, respectively) (p<0.0001). In CKD+NAC group, SBP, TC, urea, 

creatinine, total AGE, pentosidine and TBARS were, respectively, 17 % 

(p=0.0004), 17 % (p=0.02), 25 % (p=0.02), 33 % (p=0.06), 24 % (p<0.0001), 40 % 

(p=0.0008), 28 % (p=0.009) lower than CKD group. Glycemia was higher in 

SHAM+NAC (1074.6) and CKD+NAC (1072.6) in comparison to SHAM (961.8) 

and CKD group (981.6), respectively. Macrophages treat with CKD-albumin 

presented higher content of PDI (5 times; p=0.02 e 7 times p=0.02) and Grp94 (66 

%; p=0.02 e 20 %; p=0.02) when compared to SHAM-albumin and CKD+NAC-

albumin- treated cells, respectively. ABCA-1 protein content was 87 % and 70 % 

(p<0.01) lower in macrophages treated with SHAM+NAC-albumin and CKD-

albumin, respectively compared with SHAM-albumin. ABCG-1 protein level was 

respectively 4 and 7.5 times higher in macrophages treated with SHAM+NAC-

albumin and CKD+NAC-albumin in comparison to their respective controls without 

treatment. The cholesterol efflux mediated by apo A-I was 59 % and 70 % 

(p<0.0001) lower in macrophages treated with SHAM+NAC-albumin and CKD-

albumin, respectively, when compared to SHAM-albumin. The HDL2-mediated 

cholesterol efflux was 52 % higher in macrophages treated with SHAM+NAC-

albumin compared to macrophages treated with SHAM-albumin. No difference was 

observed in the ABCA-1 protein level in macrophages treated with crescent 

concentrations of NAC alone for 8 h. Nonetheless, after 18 h, ABCA-1 was 50 %, 

69 % and 72 % reduced in macrophages treated, respectively, with 10 mM, 20 mM 

and 30 mM NAC in comparison to control cells. ABCG-1 content in macrophages 

treated with NAC for 8 h and 18 h was not changed.  

Conclusion: NAC reduces plasma lipid peroxidation and AGE in CKD animals and 

prevents the endoplasmic reticulum stress induced by CKD-albumin in 

macrophages. Despite diminishing ABCA-1 and apo A-I-mediated cholesterol 

efflux, NAC increases ABCG-1. Then, NAC may contribute to attenuate the 

deleterious effects of the in vivo modified albumin on lipid accumulation in 

macrophages helping to prevent atherosclerosis in CKD. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Doença Renal Crônica e o Risco Cardiovascular 

 

A doença renal crônica (DRC) é caracterizada por perda lenta, progressiva 

e irreversível das funções regulatórias, excretoras e endócrinas dos rins. (K/DOQI 

(NKF), 2002; JBN, 2004). Ela progride ao longo de 5 estágios, de acordo com a 

crescente diminuição da taxa de filtração glomerular. No estágio 1 ou fase de 

lesão com função renal normal, a taxa filtração glomerular encontra-se preservada 

(> 90 mL/min/1,73 m2). No estágio 2 ou fase de insuficiência renal funcional ou 

leve inicia-se a perda de função do rim. No entanto, as concentrações plasmáticas 

de ureia e creatinina apresentam-se dentro dos valores de referência e somente 

métodos acurados de avaliação de função renal (método de depuração e 

clearance, por exemplo) são capazes de detectar estas anormalidades. A taxa de 

filtração glomerular permanece entre 60 e 89 mL/min/1,73 m2. No estágio 3 ou fase 

de insuficiência renal laboratorial ou moderada, os sinais e sintomas da uremia 

podem estar presentes de maneira discreta; o paciente mantém-se clinicamente 

bem. No entanto, pode apresentar sinais e sintomas da causa inicial, como: lúpus 

eritematoso sistêmico, hipertensão arterial, diabete melito, infecções urinárias, 

glomerulonefrites, e outros, aos quais se sucedeu a lesão renal. As concentrações 

plasmáticas de ureia e creatinina apresentam-se elevadas (a taxa de filtração 

glomerular permanece entre 30 e 59 mL/min/1,73 m2). No estágio 4 ou fase de 

insuficiência renal clínica ou grave, há manifestação acentuada do quadro de 
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uremia, com anemia, hipertensão arterial, edema, fraqueza, mal-estar e sintomas 

digestivos. Nesta etapa, a taxa de filtração glomerular permanece entre 15 a 29 

mL/min/1,73 m2. No estágio 5 ou fase terminal da insuficiência renal crônica, o 

paciente manifesta-se intensamente sintomático e a taxa de filtração glomerular 

permanece inferior a 15 mL/min/1,73 m2. As opções terapêuticas são os métodos 

de depuração artificial do sangue (diálise peritoneal ou hemodiálise) ou o 

transplante renal (ROMÃO, 2004; BASTOS & KIRSZTAJN, 2011) (Tabela 1.). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A DRC está associada à maior prevalência de aterosclerose e aumento da 

morbidade e mortalidade por doença cardiovascular (MOODY et al., 2013). 

Fatores de risco tradicionais, como dislipidemia e hipertensão arterial encontram-

se presentes na DRC, contribuindo para a aterosclerose. No entanto, mesmo 

Estágios 
Filtração Glomerular 

(mL/min/1,73 m2) 
Descrição 

1 

2 

3 

4 

5 

>90 

60-89 

30-59 

15-29 

<15 

Lesão com função renal 

normal 

Insuficiência renal funcional 

ou leve 

Insuficiência renal laboratorial 

ou moderada 

Insuficiência renal clínica 

ou grave 

Fase terminal de 

insuficiência renal crônica 

Tabela 1. Estadiamento e classificação da doença renal crônica 

(DRC) 
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após normalização dos lípides plasmáticos, por exemplo, pelo uso de estatinas e 

correção para fatores de risco, persiste o risco cardiovascular em pacientes com 

DRC.  

Com a diminuição da taxa de filtração glomerular ocorre o acúmulo de 

toxinas urêmicas, intermediários reativos derivados da ureia e compostos 

carbonila que contribuem para o estabelecimento de fatores de risco não 

tradicionais, como inflamação, estresse oxidativo e formação de produtos de 

glicação avançada (AGE) e de carbamilação. Esses exacerbam o risco 

cardiovascular primário, aumentado 30 vezes em pacientes com DRC, em 

comparação à população geral (MORADI et al., 2009a; APOSTOLOV et al., 2010; 

HORL et al., 2004).  

 

1.2. Doença Renal Crônica e alterações no metabolismo glico- 

lipídico 

 

As alterações no metabolismo glico- lipídico contribuem para as 

complicações cardiovasculares típicas da DRC. Seu estabelecimento vincula-se 

diretamente à progressão da DRC, caracteristicamente pela elevação da 

proteinúria (YAMAGATA et al.; 2007; SCHAEFFNER et al.,2003; MANTTARI et 

al., 1995; TOZAWA et al., 2002) e favorece a evolução da doença.  

Alterações multifatoriais na homeostase da glicose ocorrem 

concomitantemente ao declínio da função renal. Em decorrência dessas 

alterações, nota-se o acúmulo de toxinas urêmicas e AGE, inflamação crônica, 
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estresse oxidativo, excesso de gordura visceral, acidose metabólica e deficiência 

de vitamina D, o que leva ao aumento de resistência insulínica em pacientes com 

DRC (WILLIANS & GARG, 2014).  

Na uremia, o estímulo da insulina sobre a utilização periférica da glicose 

pelos tecidos adiposo e muscular é prejudicado. A captação hepática mantém-se 

preservada, embora o débito de glicose pelo fígado possa ser suprimido 

(ADROGUE, 1992). Contudo, a partir do início da terapia dialítica, é observada 

uma melhora acentuada na sensibilidade à insulina, uma vez que diminui a 

concentração de toxinas na circulação (DEFRONZO et al., 1978, SCHIMTZ, 

1985).  

Outros fatores também podem contribuir para a resistência insulínica em 

indivíduos com DRC, como por exemplo, diminuição da concentração de 

adiponectina e deficiência de eritropoietina (MANOLESCU et al., 2008; GUO, PAN 

& JIN, 2009; KHEDR et al., 2009).  

SHURRAW et al., (2011) demonstraram que maiores valores de 

hemoglobina glicada (HbA1c) associam-se com a progressão da doença renal em 

pacientes com diabete melito e DRC em estágios moderados e graves, mas sem 

tratamento dialítico.  

O US Renal Data System (USRDS) demonstrou que pacientes com DRC 

em estágios iniciais apresentam HbA1c elevada em comparação aos pacientes 

com DRC em estágios graves. A variação da HbA1c pode estar associada à 

anemia, já que nesses pacientes há uma redução de 30% a 40% nos eritrócitos 
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(COLLINS et al., 2014). Assim, os valores de HbA1c tendem a estar diminuídos em 

pacientes com diabete que apresentam redução da função renal ou que são 

dependentes de diálise.  

A dislipidemia da DRC é caracterizada por alterações quantitativas dos 

lípides plasmáticos e na distribuição destes nas diversas classes de lipoproteínas. 

Além disso, observa-se modificações químicas das lipoproteínas, o que condiciona 

alteração em seu metabolismo plasmático e tecidual. O perfil é semelhante ao da 

dislipidemia diabética e se vincula, em grande parte, ao estabelecimento de 

resistência à insulina. Caracteriza-se pela elevação da trigliceridemia, à custa da 

maior produção e menor metabolização de quilomícrons (QM), lipoproteínas de 

densidade muito baixa (VLDL) e seus remanescentes. Conforme comentado, a 

intensidade da hipertrigliceridemia é agravada pela perda urinária de proteínas, 

graças à maior produção hepática de apolipoproteína B-100, proteína constitutiva 

das VLDL secretadas pelo fígado. Salienta-se, ainda, a redução da atividade da 

lipoproteína lipase (LPL), enzima que hidrolisa os triglicérides de QM e VLDL 

(MASUDA, 2013; VAZIRI & MORADI, 2006). Isto se deve à resistência insulínica 

que também diminui a razão entre apolipoproteína CII (apo CII) e apolipoproteína 

CIII (apo CIII) que é um determinante da atividade da LPL. 

Condicionada à elevação dos triglicérides plasmáticos, observa-se a 

formação de lipoproteínas de baixa densidade (LDL) pequenas e densas, as 

quais são mais aterogênicas por terem maior acesso à intima arterial e serem 

mais suscetíveis à modificação oxidativa e captação por macrófagos. Isso ocorre 
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independentemente da variação do conteúdo de colesterol nesta lipoproteína, 

embora o aumento do LDL-colesterol possa ser observado em fases avançadas 

da DRC. Neste caso, há aumento na atividade da 3-hidroxi-3-metil-glutaril-

coenzima A redutase (HMGCoA redutase), a qual promove maior síntese 

hepática de colesterol e geração subsequente de LDL. Assim, há importante 

elevação da colesterolemia, o que se associa com a redução na expressão do 

receptor de LDL (VAZIRI et al., 1995; VAZIRI et al., 1996).   

A lipoproteína (a) ou Lp(a) - fator de risco independente para a 

aterosclerose - apresenta-se elevada nesses pacientes e sua concentração 

correlaciona-se negativamente com a taxa de filtração glomerular. A Lp(a) 

associa-se com o aumento do risco cardiovascular, principalmente por induzir 

alterações hemostáticas, competindo com o receptor do plasminogênio em células 

endoteliais e induzindo quimiotaxia de monócitos na parede arterial e proliferação 

de células musculares lisas (LONGENCKER et al., 2005; RAO et al., 2010; MILES 

et al., 1989, MALAGUARNERA et al., 2013).  

Redução na concentração de apolipoproteína A-I (apo A-I) e 

apolipoproteína A-II (apo A-II) também ocorre na DRC, o que se vincula à menor 

ação da LPL e à maior atividade da lipase hepática (LH) e promove deficiência e 

disfunção da lipoproteína de densidade alta (HDL).  

A HDL executa um papel importante no metabolismo de lipoproteínas 

ricas em triglicérides (VLDL e QM), pois serve como doadora de apo E e apo C-II, 

que modulam positivamente a atividade da LPL e do receptor de VLDL (VAZIRI & 

LIANG,1997). No entanto, a menor concentração de HDL decorre da diminuição 
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da metabolização das lipoproteínas ricas em TG, embora a redução da taxa de 

síntese de apo A-I conforme descrito acima e o aumento na atividade da proteína 

de transferência de colesterol esterificado (CETP) também contribuam para sua 

diminuição no plasma (VAZIRI, 2010).  

A metabolização plasmática das HDL também se encontra prejudicada 

na DRC, em função da menor atividade da enzima que esterifica o colesterol, 

lecitina colesterol aciltransferase (LCAT). LIANG, KIM & VAZIRI (2005) 

demonstraram que a redução da atividade da LCAT no plasma de ratos urêmicos 

está associada com a diminuição da transcrição gênica de Lcat no fígado destes 

animais.  

 Em contrapartida, a CETP que medeia à troca de colesterol esterificado 

(CE) das HDL para as lipoproteínas que contêm apo B em troca de TG, encontra-

se elevada em pacientes renais crônicos a partir do estágio 3 (ATTMAN, 

SAMUELSSON & ALLAUPOVIC, 1993; SHOJI et al.,1997; DE SAIN-VAN DER 

VELDEN et al., 1998). Isto favorece a redução do HDL-colesterol, enquanto eleva 

a concentração de colesterol em lipoproteínas nas VLDL e LDL (TALL, 2007). 

Considerando-se o papel protetor das HDL contra o desenvolvimento da 

aterosclerose e a contribuição de LDL pequenas e densas e de remanescentes 

de lipoproteínas para o acúmulo de colesterol arterial, não surpreende que 

portadores de DRC sejam considerados, do ponto de vista terapêutico, como 

coronariopatas (KIMURA et al., 2003; ATTMAN et al., 1993).  
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1.3. Produtos de Glicação Avançada, Oxidação e Carbamilação na 

Doença Renal Crônica 

 

 Produtos de glicação avançada (AGE) associam-se independentemente 

com o desenvolvimento da doença macrovascular aterosclerótica (BUSCH et al., 

2010; NISHIZAWA, KOYAMA, INABA, 2012). Embora seja prevalente em 

situações de hiperglicemia, a formação dos AGE também ocorre na DRC e em 

estados inflamatórios crônicos, como artrite reumatoide, doença inflamatória 

intestinal, Alzheimer, aterosclerose, entre outras (ARSOV et al.,2013; TAM et al., 

2013; KATO et al., 2008).  

 A reação de glicação não enzimática, cuja evolução favorece a formação 

irreversível dos AGE, caracteriza-se pela ligação covalente entre açúcares 

redutores e a porção amino- terminal dos ácidos nucleicos, certos fosfolípides e 

dos resíduos de lisina e arginina das proteínas. A base de Schiff resultante é um 

composto instável, a qual pode progredir para Produto Amadori (MONNIER & 

CERAMI, 1981; ARSOV et al., 2013).  

Rearranjos inter e intramoleculares da base de Schiff e do produto 

Amadori que envolvem reações de oxidação, ciclização, desidratação e 

condensação, assim como, a oxidação da glicose, ácidos graxos poli-insaturados, 

aminoácidos e reações inflamatórias levam à formação de oxoaldeídos reativos, 

como glioxal (GO), metilglioxal (MGO), 3- deoxiglicosona (3-DG) e glicolaldeído 

(GAD). Estes precursores de AGE são cerca de 300 vezes mais reativos do que a 

glicose e propagam a reação de glicação muito rapidamente, com a formação de 
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carboximetil-lisina (CML), carboxietil-lisina (CEL), pentosidina, pirralina, 

hidroimidazolona, carboximetilarginina, entre outros (MIYATA et al., 1998; JONO 

et al., 2002; THORNALLEY, 2005). Macromoléculas modificadas por AGE 

apresentam alteração estrutural importante e irreversível que compromete sua 

função biológica (DYER et al., 1991; ARSOV et al., 2013).  

 Na DRC prevalece o estresse carbonila em consequência da menor 

depuração renal de intermediários da reação de glicação e por meio da 

diminuição do catabolismo de compostos carbonila como, 3- DG por deficiência 

de sistemas de destoxificação (MEERWALD et al.,2009). MGO, GO, 3- DG, 

encontram-se elevados na circulação de indivíduos urêmicos não diabéticos 

(HENLE et al., 2003), acarretando a geração de AGE e produtos avançados de 

lipoxidação (ALE), independentemente da glicemia (KALOUSOVÁ et al., 2005; 

MIYATA et al., 1999).  

A glicação de macromoléculas invariavelmente associa-se à modificação 

das mesmas por processos oxidativos, exacerbando o estresse oxidativo na 

DRC. Cria-se um ciclo no qual o estresse oxidativo favorece a glicação e vice-

versa (KOYAMA & NISHIZAWA, 2010b). 

Proteínas modificadas por AGE são descritas como moléculas mais 

resistentes à degradação enzimática e, constantemente, resultam na formação de 

produtos de glicação de baixo peso molecular, os quais são facilmente filtrados 

pela barreira glomerular e reabsorvidos pelas células tubulares (MIYATA et al., 

1996; WINNIE et al., 2001). 
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O processo dialítico é ineficaz na remoção de precursores que propagam a 

formação dos AGE (MERA et al., 2005). Além disso, geração dos AGE pode ser 

exacerbada na terapia de diálise peritoneal, em decorrência da composição e 

temperatura do dialisato (JIANG et al., 2012; LINDNER et al., 1974).  

Diversas vias enzimáticas de destoxificação de compostos carbonila já 

foram descritas, entre elas, o sistema glioxalase (CRAWFORD et al., 2011), a via 

da aldose redutase (SRIVASTAVA et al., 2000; SRIVASTAVA et al., 1999) e a via 

da aldeído desidrogenase (XIE et al., 2013), todas dependentes de coenzimas, 

como a glutationa peroxidase (GPx) e a nicotinamida adenosina dinucleotídeo 

fosfato (NAD(P)H) (NIWA & TSUKUSHI, 2001). No entanto, o prejuízo ou inibição 

da ativação dessas vias, como observado na DRC, acabam exacerbando a 

formação de AGE.  

Acredita-se que na uremia possa ocorrer aumento significativo de 

oxoaldeídos reativos, devido a um desbalanço oxidativo, já que esta condição é 

marcada pela maior produção de ROS e por mecanismos antioxidantes pouco 

eficientes (MIYATA et al., 2000; SCHWEDLER et al., 2001; BAYNES & THORPE, 

1999; MIYATA et al., 2001; SHIRAI et al., 2005). A peroxidação lipídica favorece a 

geração de malonildialdeído (MDA) e 4- hidroxinonenal (4-HNE), exacerbando a 

formação de GO e MGO (SELL & MONNIER, 1989). Os produtos gerados são 

mais especificamente, denominados de ALE (MIYATA et al., 1998; CANESTRARI 

et al., 1994; VAZIRI, 2004).  

A concentração sanguínea de MGO e de substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico (TBARS), indicativa de peroxidação lipídica é, respectivamente, 3,8 
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e 2 vezes maior em portadores de DRC em comparação a controles saudáveis 

(DYER et al., 1993; MIYATA et al., 1998).  

CML e pentosidina são os AGE mais comumente encontrados na DRC e 

em associação à área de lesão aterosclerótica, onde prejudicam o metabolismo 

de lípides e exacerbam a resposta inflamatória (KOYAMA, NISHIZAWA, 

2010a,b). A grande heterogeneidade destes compostos torna difícil sua 

mensuração exata no compartimento plasmático e tecidual, sendo possível a 

existência de outros compostos não totalmente elucidados.  

 Os AGE interagem com receptores para produtos de glicação avançada 

(RAGE) os quais levam a vias de transdução de sinal que culminam na geração 

de espécies reativas de oxigênio. A consequente ativação do fator nuclear KB 

(NF-KB) promove a transcrição de genes inflamatórios e relacionados ao dano 

vascular, bem como a própria expressão do RAGE (KISLINGER et al., 1999; 

SCHIMIDT. et al., 1995; WAUTIER et al., 1996; MUKHERJEE et al., 2005). A 

cronicidade e a intensidade do estímulo podem favorecer diferentes vias de 

sinalização, envolvendo múltiplos efetores como p21ras, MAP cinases, PI3 

cinase, cdc42/rac, Jak/STAT, NAD(P)H oxidase, entre outros (WAUTIER . et al., 

2001; LANDER et al., 1997; TAGUCHI et al., 2000; ZHOU et al., 2012; HUANG et 

al., 2001).  

Os AGE aumentam a expressão de CD-36 e SR-A, os quais favorecem a 

captação de lipoproteínas modificadas por macrófagos localizados na parede 

arterial e células mesangiais. Além disso, a ativação do RAGE converge para vias 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Kislinger+T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Schmidt+AM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Wautier+JL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Mukherjee+TK%22%5BAuthor%5D
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de estresse oxidativo que contribuem para modificação de LDL e prejuízo no 

transporte reverso de colesterol (de SOUZA-PINTO et al., 2012). 

A expressão do RAGE é aumentada no diabete melito e na uremia 

(GRETEN et al., 1996) e seu bloqueio a partir do anticorpo que neutraliza sua 

ação reduz a área de lesão aterosclerótica em camundongos dislipidêmicos (apo 

E knockout) e urêmicos por diminuir o estresse oxidativo (BRO et al., 2008).  

Formas truncadas do receptor, solúveis na circulação, apresentam o 

domínio extracelular do receptor nativo, embora sejam desprovidas da porção 

transmembrânica e citoplasmática. Em decorrência, apesar de se ligarem aos 

AGE, são incapazes de transduzir sinal e antagonizam a ação do RAGE nativo 

(YONEKURA et al., 2003).  

Na DRC, a forma solúvel do RAGE encontra-se reduzida, sendo 

considerado elemento preditivo para a doença cardiovascular nestes indivíduos 

(NISHIZAWA & KOYAMA, 2008). Por outro lado, KALOUSOVÁ et al., (2007) 

demonstraram que as concentrações de RAGE solúvel estão aumentadas em 

pacientes submetidos à hemodiálise, relacionando tal fato com a diminuição da 

função renal. Deste modo, não fica claro o eventual papel protetor da forma 

solúvel do RAGE. 

 A via de sinalização do RAGE é contraposta pelo receptor AGER-1, cuja 

expressão encontra-se diminuída em modelos animais de diabete melito e em 

células linfomononucleares de diabete melito tipo1, correlacionando-se com a 

severidade da nefropatia (HE et al., 2001). Ao contrário do RAGE, o AGER-1 

promove a transcrição de genes antioxidantes (VLASSARA et al., 2009). 
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Outros receptores para AGE incluem os da família scavenger, como SR-A 

e SR-BI, CD-36, FEEL-1 e 2, LOX-1 e galectina. Tais receptores são expressos 

principalmente em macrófagos, células endoteliais e mesangiais. As vias de 

sinalização suscitadas por tais receptores de superfície, após interação com os 

AGE, não estão totalmente elucidadas.  

A albumina glicada corresponde a 80 % de todas as proteínas circulantes 

modificadas por glicação (GARLICK & MAZER, 1983; IBERG & FLUCKIGER, 

1986), sendo apontada como importante indicador do controle glicêmico em 

pacientes diabéticos submetidos à hemodiálise em relação à hemoglobina glicada 

(SELVIN et al., 2011; HEGAB et al., 2012). 

KUMEDA et al., (2008) demonstraram que a concentração de albumina 

glicada apresenta correlação positiva com o enrijecimento da artéria de pacientes 

DM em hemodiálise, sugerindo que o valor de albumina glicada reflita as 

complicações vasculares destes pacientes.  

Concentrações aumentadas de compostos carbonila são correlacionados 

com a oxidação da albumina em pacientes em hemodiálise. Diante disso, a 

albumina sérica é a principal proteína- alvo de estresse oxidativo na uremia 

(ANRAKU et al., 2004), o que contribui para a progressão do estresse oxidativo 

(PAPANASTASIOU et al., 1994; WITKO-SARSAT et al.,1998; MERA et al., 2005). 

Estudos epidemiológicos indicam uma relação inversa entre a 

concentração sérica de albumina em pacientes mantidos em hemodiálise e o 

risco de mortalidade (TOJO et al.,2003; GOLDWASSER & FIELDMAN, 1997; 

ISHIMITSU et al., 2000; KOHARA et al., 2004), já que a albumina é o principal 
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antioxidante no fluído extracelular. No entanto, sabe-se que modificações na 

albumina na DRC alteram sua função e estrutura (MERA et al.,2005; 

MATSUYAMA et al., 2009). 

Além da glicação e oxidação, a carbamilação é uma modificação química 

de macromoléculas prevalente na DRC. Pacientes com DRC principalmente no 

estágio final apresentam concentrações elevadas de ureia no plasma. Embora 

terapias substitutivas reduzam a uremia desses pacientes, ainda são mantidas 

concentrações elevadas de ureia na circulação (BERG et al., 2013).    

A concentração de albumina carbamilada é apontada como preditora de 

mortalidade em pacientes com DRC em estágio final (BERG et al., 2013).   

O cianato (forma quimicamente ativa do ácido isociânico) é derivado da 

deaminação da ureia e reage, irreversivelmente, com grupos amino das proteínas, 

alterando a polaridade dos grupos lisina e aumentando a mobilidade eletroforética 

das mesmas (WEISGRABER et al.,1978). 

A carbamilação de proteínas mesangiais e de matriz extracelular piora a 

função renal (OK et al., 2005) e prejudica o metabolismo celular (SATAKE et al., 

1990). 

OK et al., (2005) demonstraram efeitos citotóxicos de LDL carbamiladas 

em células endoteliais da artéria coronariana, com maior porcentagem de 

proliferação de células musculares e apoptose. De modo análogo às demais 

modificações de lipoproteínas, a carbamilação, embora pouco estudada, contribui 

para a aterogênese na DRC. 
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APOSTOLOV et al., (2010) evidenciaram, em animais knockout para apo E 

urêmicos, alimentados com dieta rica em gordura, elevação em cerca de três 

vezes na concentração plasmática de LDL oxidada e carbamilada. Além disso, 

houve maior desenvolvimento de lesão aterosclerótica, com acúmulo de LDL 

carbamilada na parede aórtica e colocalização desta com moléculas de adesão 

em infiltrados macrofágicos. Nesse mesmo modelo animal, quando submetido à 

nefrectomia e à administração de ureia na água observou-se aumento de duas 

vezes no desenvolvimento de aterosclerose (BERG et al., 2013).   

A modificação de lipoproteínas por glicação, carbamilação e oxidação, 

principalmente na partícula de LDL, tem sido reconhecida como evento chave no 

processo de aterosclerose (DRÜEKE et al., 2001; MATHUR et al., 2002). A 

modificação estrutural da apo B por estas reações químicas confere à LDL meia-

vida mais longa, já que esta deixa de ser reconhecida e captada pelo receptor 

B/E (KRAUS & KRAUS, 2001). Desta forma, a partícula torna-se mais susceptível 

à captação por macrófagos arteriais, por meio dos receptores scavenger. De 

modo análogo, prolonga-se a meia-vida das VLDL e QM, os quais são 

metabolizados mais lentamente pela lipoproteína lipase e menos reconhecidos 

por receptores celulares, o que favorece a geração de remanescentes 

aterogênicos (LIU & ROSNER, 2006; MARTHUR et al., 2002; MOESTRUP & 

NIELSEN, 2005; WANNER & KRANE, 2002). 
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1.4. Transporte reverso de colesterol na Doença Renal Crônica 

 

O transporte reverso de colesterol (TRC) é o sistema pelo qual o excesso 

de colesterol celular é retirado das células periféricas, incluindo macrófagos 

arteriais, e transportado ao fígado sendo eliminado na bile e excretado nas fezes, 

ou aos tecidos esteroidogênicos para a síntese hormonal. Por garantir um fluxo 

contínuo de colesterol da parede arterial ao fígado, o TRC é considerado um 

processo antiaterogênico e alterações em qualquer uma de suas etapas podem 

predispor à aterosclerose (BELLOSTA et al., 1995; QUINTÃO et al., 2000).   

A primeira etapa do transporte reverso de colesterol consiste no efluxo de 

colesterol celular, caracterizado pela retirada do excesso de colesterol celular 

pelas apo A-I e pré-beta HDL ou HDL maduras (HDL2 ou HDL3), as quais 

interagem, respectivamente com os receptores ABCA-1 e ABCG-1 (Figura 1). 

Após se enriquecerem em lípides por sua interação com o ABCA-1, as apo 

A-I formam partículas nascentes e discoidais de HDL, denominadas pré-beta HDL. 

Esta é convertida em HDL esférica, como as HDL3 e HDL2 que abriga o colesterol 

esterificado em seu núcleo hidrofóbico pela ação da lecitina colesterol 

aciltransferase (LCAT). A HDL madura resultante também pode remover colesterol 

celular por meio da interação com o receptor ABCG-1 (FORTE et al., 1995; 

WRÓBLEWSKA, 2011) (Figura 1). 
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Figura 1. Transporte reverso de colesterol. Apo A-I e partículas nascentes de 
HDL (pré-beta HDL) removem o excesso de colesterol celular por meio da 
interação com o receptor ABCA-1. Após a esterificação do colesterol pela LCAT 
(presente nas pré-betas HDL), formam-se partículas maiores de HDL, 
primeiramente HDL3 e, em seguida, HDL2. Estas últimas, por interação com o 
ABCG-1 removem colesterol e óxidos de colesterol das células. O colesterol 
esterificado (CE) contido nas HDL pode ser diretamente removido pelo receptor 
SR-BI no fígado ou órgãos esteroidogênicos, podendo ser convertido em ácidos 
biliares ou hormônios esteroídicos. Por intermédio da CETP, o CE é transfetrido 
para QM, VLDL e LDL, as quais podem ser removidas pelos receptores B-E ou 
LRP no fígado. 

 

O transportador ABCA-1 pertence à subclasse dos transportadores ABC 

(ATP-binding cassette transporters), proteínas que utilizam a energia liberada pela 

hidrólise do ATP para mediarem o transporte de diferentes substâncias. O ABCA-1 

é uma proteína de 2.261 aminoácidos e, aproximadamente, 220 kDa. Consiste em 
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uma cadeia polipeptídica longa organizada em duas metades homólogas. Cada 

um dos dois domínios transmembrânicos possui 6 hélices e um sítio de ligação a 

nucleotídeos (NBD), contendo duas sequências peptídicas altamente conservadas 

evolutivamente projetadas para a porção citoplasmática. As alças extracelulares 

do transportador são ligadas por uma ou mais pontes dissulfeto (SAMUNI et al., 

2013), as quais estabilizam sua estrutura e regulam sua funcionalidade 

(BUNGERT, MOLDAY & MOLDAY, 2001) (Figura 2. A). 

O transportador ABCG-1 possui 674 aminoácidos e, aproximadamente, 60 

kDa, sendo composto por apenas um segmento com 6 hélices transmembrânicas 

e um sítio NBD, contendo três domínios conservados evolutivamente na sua 

porção intracelular. O receptor ABCG-1 apresenta um sítio de ligação ao ATP e 

sua atividade depende de homodimerização na membrana plasmática. É 

altamente expresso em macrófagos enriquecidos em colesterol, bem como em 

células do cérebro, timo, adrenais e baço de camundongos e humanos 

(TARLING, 2013) (Figura 2. B).   
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Figura 2. Modelo topológico dos transportadores ABCA-1 (A) e ABCG-1 
(B). O receptor ABCA-1 é uma proteína de 2.261 aminoácidos organizada em 
dois domínios transmembrânicos homólogos que contêm, cada um,  6 hélices e 
um sítio de ligação a ATP (nucleotide binding domain, NBD). As alças 
extracelulares são ligadas por uma ou mais pontes dissulfeto. O receptor 
ABCG-1 é uma proteína de 674 aminoácidos caracterizada por apenas um 
segmento com seis hélices transmembrânicas e um sítio de ligação a ATP 
(NBD). A atividade desse receptor depende de sua homodimerização (baseado 
em ORAM & VAUGHAN, 2006). 
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Tanto o receptor ABCA-1 quanto o ABCG-1 são regulados pelo influxo 

celular de colesterol advindo das LDL, o qual gera óxidos de colesterol, que são 

ligantes naturais do receptor nuclear hepático X (LXR).  

Numa primeira etapa, o aumento da concentração intracelular de colesterol 

favorece a ligação de óxidos de colesterol ao LXR, o que promove sua 

dissociação do ABCA-1 o qual passa a mediar o efluxo de colesterol para apo A-I 

ou pré-beta HDL (HOZOJI-INADA et al., 2011). O inverso ocorre quando o 

conteúdo celular de colesterol é reduzido; neste caso, a subunidade beta do LXR 

dimeriza-se com o receptor RXR, formando um complexo que se liga aos 

receptores ABCA-1 e ABCG-1 o que impede a hidrólise de moléculas de ATP 

nestes receptores e, consequentemente, sua atividade. Deste modo, não há 

interação com as partículas aceptoras de colesterol e não ocorre o efluxo de 

colesterol celular (INADA-HOZOJI et al., 2011). Este constitui um mecanismo 

rápido de modulação da atividade do ABCA-1 e, portanto, de ajuste de colesterol 

intracelular. 

A ativação de LXR também induz a transativação dos genes ABCA1 e 

ABCG1. Isto ocorre pela ligação do heterodímero LXR/RXR ao elemento 

responsivo (DR-4) na região promotora proximal do gene ABCA1 (ZHU et al., 

2012; COSTET et al., 2000). Além disso, AMP cíclico também eleva a expressão 

de ABCA-1, por mecanismos distintos da via do LXR, mas ainda não 

caracterizados (ORAM & VAUGHAN, 2006). 
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O conteúdo proteico final de ABCA-1 é, entretanto, finamente regulado por 

mecanismos pós-traducionais, principalmente relacionados à ação de 

compartimentos que determinam a meia-vida do receptor, como sistema 

ubiquitina-proteasoma, autofagia lisossomal, via de complexos endossomais de 

distribuição requeridos para transporte e ação de calpaínas de superfície celular 

(ARAKAWA et al., 2002; OGURA et al., 2011; MIZUNO et al., 2011; WANG et al., 

2003; MARTINEZ et al., 2003). Ácidos graxos poli-insaturados induzem a 

degradação de ABCA-1 por promoverem a fosforilação, dependente de fosfolipase 

D, da sequência PEST do receptor e, portanto, a ação específica de calpaínas 

(WANG et al., 2005; ORAM, 2006).  

Mutações no ABCA-1 com consequente diminuição na concentração de 

HDL no plasma descritas na Doença de Tangier e na Deficiência Familiar de HDL 

associam-se a aterosclerose prematura (WANG et al., 2013; FASANO et al., 

2012). 

Por intermédio da CETP, parte do colesterol esterificado (CE) das HDL é 

transferida para as lipoproteínas que contêm apo-B (VLDL, IDL, LDL), as quais 

são removidas pelos receptores de LDL (B/E) e proteína relacionada ao receptor 

de LDL (LRP) no fígado. O CE da HDL também pode ser diretamente removido 

pelo fígado, por meio dos receptores SR-BI, sendo convertido a ácidos biliares ou 

eliminado na forma livre na bile (BALDAN et al., 2006) 

Além da principal via de retirada de colesterol celular pelos receptores ABC, 

o colesterol também pode ser removido por difusão, graças à interação dos lípides 
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da HDL com a membrana celular. Este é um processo lento que pode ser 

facilitado pelo receptor SR-BI. Além do seu papel no fígado, o SR-BI em células 

periféricas, inclusive em macrófagos da parede arterial, estimula a saída de 

colesterol livre (CL) para partículas de HDL (OHASHI et al., 2005). 

Alterações no TRC são descritas em modelos experimentais de uremia e na 

DRC em humanos (VAZIRI, 2010; GLODNY et al., 2010). Grande parte resulta do 

aumento na concentração de triglicérides e colesterol séricos o que, por exemplo, 

favorece a atividade da CETP e o enriquecimento de lipoproteínas potencialmente 

aterogênicas em colesterol esterificado, como as LDL. Terapias medicamentosas 

e o processo de diálise, por sua vez, também implicam na modificação da 

expressão e atividade de enzimas e proteínas envolvidas no trânsito de colesterol 

ao fígado e na modificação glicoxidativa de lipoproteínas e albumina (ATTMAN et 

al., 2003; DEIGHAN et al., 2000; MORADI et al., 2009a; STENVINKEL & 

ALVESTRAND, 2002).  

Além disso, o fluxo de colesterol ao longo do TRC encontra-se alterado face 

à modificação química de lipoproteínas por glicação ou oxidação. PASSARELLI et 

al., (1997) observaram redução na atividade da LCAT e aumento na atividade da 

CETP frente à modificação, in vivo e in vitro, de HDL, LDL e VLDL por glicação. A 

maior atividade da CETP enriquece as LDL glicadas em colesterol, as quais são 

mais facilmente captadas por macrófagos arteriais. 

Recentemente, demonstramos em nosso laboratório que a albumina 

modificada por glicação avançada, isolada do soro de portadores de diabete melito 
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com controle glicêmico inadequado, reduz o efluxo de colesterol de macrófagos 

mediado por apo A-I e subfrações de HDL. Este evento decorre do menor 

conteúdo dos receptores ABCA-1 e ABCG-1, embora nenhuma alteração tenha 

sido evidenciada no mRNA de ABCA-1. A análise da expressão diferencial de 

genes em macrófagos tratados com estas albuminas demonstrou aumento da 

expressão de genes relacionados à resposta oxidante e à expressão da estearoil 

CoA dessaturase, enzima que promove a insaturação de ácidos graxos, e que se 

relaciona à instabilidade do ABCA-1. Além disso, em macrófagos tratados com 

albumina isolada de indivíduos portadores de DM 2 observou-se redução na 

expressão gênica da janus cinase 2, a qual estabiliza a ligação do ABCA-1 com a 

apo A-I, favorecendo o efluxo de colesterol (MACHADO-LIMA et al., 2013).  

O prejuízo no fluxo de lípides, induzido por albumina AGE, foi associado à 

maior expressão de marcadores do estresse do retículo endoplasmático, como 

chaperonas (Grp 78 e Grp94) e componentes da via de resposta a proteínas mal 

enoveladas (UPR), como eIF2 e ATF-6. Interessante que o bloqueio do estresse 

do retículo endoplasmático, pelo uso de chaperona química (ácido fenilbutírico - 

PBA), foi capaz de prevenir alterações no efluxo de colesterol celular, por 

normalizar a expressão de ABCA-1 em macrófagos tratados com albumina-AGE 

(CASTILHO et al., 2012). 

Em virtude de sua maior captação de colesterol por macrófagos, a 

albumina-AGE eleva a geração de espécies reativas de oxigênio, com aumento da 

expressão dos receptores CD-36 e RAGE (PINTO et al., 2007). Deste modo, tais 
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dados evidenciam que a albumina modificada favorece maior influxo de colesterol 

aos macrófagos, em detrimento de sua remoção pelas HDL.  

ZHOU et al., (2008), demonstraram que o soro de pacientes portadores de 

diabete melito com micro e macroalbuminúria apresenta menor capacidade de 

remoção de colesterol de células hepáticas. Em contrapartida, VOGT et al.,(2006), 

demonstraram que o plasma de indivíduos com DRC apresentaram maior 

remoção de colesterol de fibroblastos. Neste sentido, não fica claro quais 

componentes do soro ou do plasma poderiam contribuir para alterar o efluxo de 

colesterol celular.  

Redução no efluxo de colesterol, mediado por apo A-I e HDL2, foi 

observada em macrófagos tratados com albumina isolada de animais urêmicos, 

em comparação aos controles falso-operados (MACHADO et al., 2012). A 

albumina urêmica apresentou, por si, maior capacidade de remoção de colesterol 

(MACHADO et al., 2010), embora sua contribuição ao TRC pareça ser limitada, 

frente à pequena esterificação do colesterol na partícula de albumina pela LCAT. 

Além disso, a albumina isolada de animais urêmicos promoveu maior captação de 

LDL colesterol pelos macrófagos, o que pode agravar o acúmulo intracelular de 

lípides (CARREIRO et al., 2010). 

Aumento na atividade da enzima acilcolesterol aciltransferase 1 (ACAT-1) 

foi observada em animais urêmicos, reduzindo o efluxo de colesterol celular e 

promovendo a formação de células espumosas, por catalisar a esterificação do 

colesterol livre intracelular e sequestrar os ésteres de colesterol dentro das 
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vesículas citoplasmáticas (VAZIRI & LIANG, 2004; ROSEBURY et al., 2000; 

VAZIRI & MORADI, 2006). Conjuntamente com o aumento da expressão de 

receptores scavenger, a atividade da ACAT favorece o acúmulo de colesterol no 

tecido renal. A administração do inibidor da ACAT reduziu a proteinúria, 

melhorando a função renal em modelo animal de DRC (BOCAN et al, 2000). 

Em modelo experimental de uremia, induzida por nefrectomia 5/6, a 

atividade da LCAT encontra-se reduzida (VAZIRI. et al., 2004; VAZIRI, 2009). A 

deficiência dessa enzima pode diminuir meia-vida da HDL, por comprometer a 

maturação destas lipoproteínas, favorecendo o acúmulo de partículas mais 

instáveis como as pré-beta HDL. 

Outros estudos mostram que em pacientes com proteinúria, a produção 

hepática e a concentração plasmática de CETP estão significantemente elevadas, 

porém existem controvérsias na literatura (DE SAIN-VAN DER VELDEN et al., 

1998; VAZIRI, 2004). 

 

1.5. Estresse do retículo endoplasmático  

 

Estresse oxidativo, AGE, acúmulo intracelular de colesterol e peroxinitritos 

- situações prevalentes na DRC - favorecem o estabelecimento do estresse do 

retículo endoplasmático (RE). Esta condição é caracterizada pelo acúmulo de 

proteínas mal enoveladas no lúmen da organela o que desencadeia uma 
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resposta adaptativa que garante o enovelamento proteico adequado evitando a 

sobrecarga da organela e a secreção de proteínas com função inadequada. As 

chaperonas, Grp 78/BiP(glucose-regulated protein-78), Grp 94 (glucose-regulated 

protein-94) e proteína dissulfeto isomerase (PDI; protein disulfide isomerase) são 

proteínas presentes no lúmen do RE e responsáveis por auxiliar a formação da 

estrutura terciária das proteínas e aumentar a capacidade de enovelamento 

proteico (DICKHOUT & KREPINSKY, 2009).  

A dissociação de chaperonas, como a Grp78 de proteínas da membrana 

do RE desencadeia a resposta a proteínas mal enoveladas (UPR; unfolding 

protein response) (CHIANG et al., 2011). A UPR é caracterizada pela ativação da 

PERK (PK RNA-like ER kinase), ATF 6 (activating transcription factor 6) e IRE1 

(inositol-requiring enzyme - 1) (HARDING et al., 2005; YOSHIDA et al., 2001; 

YOSHIDA et al., 1998). A consequente cascata de sinalização leva à diminuição 

da síntese global das proteínas e degradação de proteínas mal enoveladas.  

A ativação da PERK fosforila o resíduo de serina 51 (Ser51) da 

subunidade α do fator eucariótico de iniciação traducional (eIF2), o qual atenua 

rapidamente a tradução total de proteínas, diminuindo o influxo de novos 

polipeptídeos ao lúmen do RE (CAO & KAUFMAN, 2012; DICKHOUT & 

KREPINSKY, 2009). A eIF2α fosforilada traduz subconjuntos de genes que 

incluem o ATF4 (activating transcription factor 4) (HARDING et al., 2000) que 

direciona a transcrição de genes específicos na via da UPR, como proteínas 

homólogas de C/EBP (MA et al., 2001), ligante do NF-KB (AMERI & HARRIS, 
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2008) e genes importantes no metabolismo de aminoácidos (HARDING et al., 

2003).  

A CHOP (C/EBP homologus protein), por exemplo, está relacionada aos 

homólogos de C/EBP e é considerada um indutor de apoptose (OYADOMARI & 

MORI., 2004; ZINSZNER et al., 1998). Ela diminui a expressão de Bcl-2, o que 

leva à maior sensibilização das células e ao aumento do prejuízo oxidativo, além 

de ativar caspases mediadoras da morte celular (MCCULOUGH et al., 2001; 

MORSE et al., 2010).  

Na vigência de estresse de RE, o ATF6 - que é dependente da ativação da 

proteína homóloga C/EBP- é ativado e transportado ao complexo de Golgi, onde 

é clivado por duas proteases (S1P e S2P). Forma-se um domínio citoplasmático 

(bZIP) que é direcionado ao núcleo, induzindo a transcrição de genes-alvo da 

UPR, como chaperonas Grp78 e Grp 94 (YOSHIDA et al.,1998) mas também a 

CHOP (TSUKANO et al., 2010).  

Por fim, a IRE1 quando ativada, exerce sua atividade de endonuclease, ou 

seja, cliva pequenas porções intrônicas do mRNA do XBP-1 (X-box DNA-binding 

protein). A remoção destes nucleotídeos induz a transcrição de genes-alvo da 

UPR. Além disso, a XBP-1 está envolvida na manutenção do RE e na 

degradação associada ao RE (ERAD; ER-associated degradation) (COX, SHAMU 

& WALTER,1993; ACOSTA-ALVEAR et al., 2007; LEE, IWAKOSHI & 

GLIMCHER., 2003). 
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A PDI é uma proteína multifuncional da superfamília tiorredoxina. Ela 

apresenta atividade redox- isomerase dependente de tiol favorecendo a formação 

de pontes dissulfeto nas proteínas, o que exerce papel determinante na 

manutenção da conformação das proteínas recém-formadas (LAURINDO et al., 

2012). Por possuir sítios com afinidade por cadeias polipeptídicas mal-

enoveladas, a PDI promove a translocação de peptídeos, do lúmen do RE ao 

citosol, favorecendo sua ubiquitinação e degradação proteasomal por meio da 

ERAD (Appenzeller-Herzog & Ellgaard, 2008). 

A captação de LDL oxidada pelo receptor scavanger CD36 nos 

macrófagos arteriais desencadeia estresse de RE, o que, por sua vez, contribui 

para a maior expressão do CD36.  Deste modo, o estresse de RE, pode contribuir 

para a progressão da aterosclerose por aumentar a formação de células 

espumosas e a vulnerabilidade da placa (YAO et al., 2014).  

ROHRL et al., (2014) relatam que não há mudança na concentração de 

colesterol celular durante o estresse de RE em células hepáticas, devido ao 

prejuízo da síntese “de novo” de colesterol, pela redução da atividade da 

HMGCoA redutase, embora a atividade da SRBP-2 tenha sido induzida. Além 

disso, há redução do efluxo de colesterol celular mediado por ABCA-1. Contudo, 

o estresse de RE nos hepatócitos, influencia negativamente a biogênese da HDL 

e o desenvolvimento da dislipidemia, assim esses processos parecem estar 

vinculados ao prejuízo da doença cardiovascular na DRC. 
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Antioxidantes, como a N-acetilcisteína, piridoxamina, probucol, entre 

outros, são investigados na prevenção do insulto oxidativo, estresse de RE e 

restauro das funções celulares na DRC e outras condições em que prevalece o 

estresse glico-oxidativo (MULLER et al., 2013; MALHOTRA et al., 2008).   

 

1.6. N-acetilcisteína  

 

A N-acetilcisteína (NAC) é derivada da cisteína, apresentando um grupo 

acetil ligado ao átomo de nitrogênio e, como muitos tióis, pode ser oxidada por 

uma variedade de radicais. Isto confere seu uso como potente antioxidante, além 

de ser clinicamente empregada como agente mucolítico e para o tratamento de 

muitas condições como: intoxicação por acetominofeno, cardiotoxicidades 

específicas, angina pectoris, injúria cardíaca por isquemia-reperfusão, síndrome 

respiratória aguda, toxicidade por quimioterápicos, nefropatia por contraste e 

algumas desordens psiquiátricas (SAMUNI et al., 2013, HOSSEINJANI, 

MOGHADDAS & KHALILI, 2013; MAZZON et al., 2001, EFRATI et al., 2005, 

WANG et al., 2011, OCAK et al., 2007, BERNIAKOVICH et al., 2012).  
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Figura 3. Fórmula estrutural da N-acetilcisteína 

 

 Na circulação, a NAC reage com resíduos de cisteína e cistina produzindo 

NAC-cisteína, NAC-NAC e cisteína. Atravessa a membrana celular e propicia a 

síntese e a manutenção da concentração intracelular de glutationa, uma das 

principais enzimas antioxidantes intracelulares (POWELL & MCCAY, 1988). Além 

disso, a NAC liga-se a metais de transição e sequestra radicais livres, atuando 

como quelante de metais tóxicos por meio da formação de estruturas que são 

rapidamente eliminadas do organismo. A NAC reduz ligações dissulfeto o que 

confere sua habilidade como mucolítico pela dissolução de pontes dissulfeto de 

proteínas mucosas. Outras ações decorrentes da modificação de proteínas pela 

NAC incluem a diminuição da ligação de angiotensina II ao seu receptor, inibição 

da atividade da enzima conversora de angiotensina, redução da afinidade do TNF-

α pelo seu receptor e modificação do estado redox de proteínas funcionais de 

membrana com grupamento -SH crítico para sua atividade (SAMUNI et al., 2013). 
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O tratamento com NAC atenua a maior parte dos danos causados pelas 

ROS, graças à rápida reação com ânion superóxido e à estabilização do NO 

(BERNIAKOVICH et al., 2012; BOESGAARD et al., 1993).  

Em camundongos knockout para apo E, o tratamento com NAC reduz o 

estresse oxidativo e o acúmulo de macrófagos na parede da aorta (SHIMADA et 

al., 2009). A administração de NAC também melhora a função endotelial, a 

inflamação e a fibrose (ZAFARULLAH et al., 2003) e, em indivíduos com DRC 

submetidos à hemodiálise confere proteção cardiovascular (TEPEL, 2003; HOLT 

et al., 1999). A diminuição da expressão de nitrotirosina, marcador de geração de 

peroxinitrito, na aorta de camundongos dislipidêmicos (knockout para apo E) e 

urêmicos, é observada com o tratamento da NAC, favorecendo a redução na 

progressão da lesão ateromatosa (IVANOVSKI et al., 2005). 

A citotoxicidade e consequente morte celular promovida por proteínas 

modificadas por AGE foram atenuadas na presença de NAC (LOSKE et al., 1998). 

Em camundongos knockout para apo E (LU et al., 2011) foi mostrado que o 

tratamento com NAC estabilizou as placas ateroscleróticas, por seu efeito inibitório 

sobre a expressão de RAGE na àrea da lesão vascular associada à supressão de 

metaloproteinase de matriz e NF-κB. Apesar da redução na infiltração de 

macrófagos e o aumento no conteúdo de colágeno no sítio da lesão não houve, 

redução no tamanho da placa aterosclerótica. A NAC inibe a ativação de NF-κB 

por impedir a degradação proteasomal de IKB (inibidor da translocação nuclear de 
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NF-κB) e a consequente produção de citocinas induzida por este fator 

transcricional (LI et al., 2006).  

O tratamento precoce ou tardio com NAC, em ratos com DRC induzida por 

nefrectomia, reduz a progressão da doença, por diminuir a formação de peróxidos 

lipídicos (TBARS) na urina, reduz a proteinúria, aldosterona plasmática e pressão 

arterial. Além disso, melhora o clearance de inulina e inflamação renal. Menor 

infiltrado de macrófagos e linfócitos T também foi observado no córtex renal em 

ratos urêmicos tratados com NAC, o que caracteriza proteção à filtração 

glomerular e consequentemente diminuição da perda da função renal em ratos 

com DRC (SHIMIZU et al., 2005).  

Diversos estudos já demonstraram o papel benéfico da NAC sobre a injúria 

renal em ratos (SHIMIZU et al., 2008; DANILOVIC et al., 2013; CAMPOS et al., 

2012; PEREIRA et al., 2012; SHIMIZU et al., 2013; PANCHE DE FARIAS 

GUIMARÃES et al., 2014). Em todos esses estudos, a NAC foi capaz de atenuar o 

estresse oxidativo, levando à melhora da taxa de filtração glomerular, do fluxo 

sanguíneo renal e diminuição da peroxidação lipídica evidenciada por TBARS 

(SHIMIZU et al., 2008; PEREIRA et al., 2012). A NAC também minimizou as 

alterações renais decorrentes da senescência de ratos graças à diminuição da 

inflamação renal (SHIMIZU et al., 2013). 

A NAC também foi eficaz quando células endoteliais foram expostas ao 

soro de pacientes urêmicos, diminuindo a resistência insulínica, por aumentar a 

síntese e a atividade de óxido nítrico e por reduzir o estresse de retículo 
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endoplasmático, causado pela exposição de toxinas urêmicas presentes no soro 

dos pacientes com DRC (ZHOU et al., 2012). 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

Alterações no metabolismo de lípides e, em particular, no transporte reverso 

de colesterol são associadas com a maior incidência de doença cardiovascular em 

indivíduos portadores de doença renal crônica. Além disso, o estresse oxidativo e 

a formação de AGE contribuem como fatores de risco não clássicos que 

exacerbam o risco cardiovascular nesta condição. A HDL isolada de animais 

urêmicos, sem influência de medicamentos ou terapia dialítica, mantém sua 

habilidade de remover colesterol celular (MACHADO et al., 2010). Não obstante, a 

albumina sérica, isolada destes animais, reduz o efluxo de colesterol de 

macrófagos, mediado por apoA-I e subfrações de HDL (MACHADO et al., 2012). 

Com isso, as alterações no transporte reverso de colesterol, que são atribuídas a 

diversos componentes do soro na DRC, parecem refletir o impacto da albumina do 

animal com DRC sobre o fluxo de lípides em macrófagos e, não propriamente, o 

da partícula de HDL. Até o momento, não se sabe como a albumina isolada da 

DRC diminui a remoção de colesterol de macrófagos, contribuindo para o acúmulo 

de lípides nestas células, evento chave para o desenvolvimento da aterosclerose. 

Nossa hipótese é de que a N-acetilcisteína possa prevenir os efeitos deletérios da 

albumina isolada de animais com DRC sobre efluxo de colesterol em macrófagos, 

graças à redução do estresse glicoxidativo e de retículo endoplasmático. Os 

achados serão importantes para pormenorizar o papel da modificação de albumina 

in vivo na DRC e seu impacto sobre o transporte reverso de colesterol e o risco de 

aterosclerose. 
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3. OBJETIVO 

 

Avaliar, em ratos com doença renal crônica, o efeito da N-acetilcisteína 

(NAC) sobre a concentração plasmática de produtos de oxidação e glicação 

avançada e o reflexo sobre a influência da albumina no transporte reverso de 

colesterol de macrófagos.  

Para isso, foram determinados em macrófagos tratados com albumina 

isolada de animais controles e com DRC tratados ou não com NAC:  

1. o efluxo de 14C-colesterol de macrófagos mediado por apo A-I e 

subfrações de HDL controles; 

2. o conteúdo dos receptores ABCA-1 e ABCG-1; 

3. o conteúdo de proteínas marcadoras de estresse de RE (chaperonas  

Grp78 e Grp94 e PDI)  
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4. PROTOCOLO EXPERIMENTAL 

 

4.1. Animais 

Ratos Wistar com 2 meses de idade, pesando aproximadamente 200-250 

g foram obtidos no Departamento Técnico de Apoio ao Ensino e Pesquisa 

(DTAEP) da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo (FMUSP). Os 

protocolos experimentais com a utilização dos animais estavam de acordo com 

os Princípios Éticos de Experimentação Animal (SBCAL) e foram aprovados pela 

Comissão de Ética para Análise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq 0857/07) do 

Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo 

(HC-FMUSP).  

Os animais foram distribuídos aleatoriamente nos grupos controle (C), e 

com doença renal crônica induzida (DRC) tratados ou não com NAC. Durante o 

período experimental, os animais foram mantidos no biotério setorial da Clínica 

Médica, com ciclo de 12 h claro/12 h escuro, a 22  2 °C, recebendo água ou o 

tratamento (NAC diluído em água) e ração padronizada ad libitum.  

 

4.2. Modelo Experimental 

 

4.2.1. Nefrectomia 5/6  

Cloridrato de tramadol foi injetado subcutaneamente (12,5 mg/Kg) 1 h antes 

da anestesia como procedimento de analgesia preventiva (MOUEDDEN & 

MEERT, 2007). 
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Para indução da insuficiência renal crônica os animais foram anestesiados 

com cloridrato de cetamina (Ketalar ®) (60 mg/kg de peso corporal) e cloridrato de 

xilazina (Rompun ) (10 mg/kg de peso corporal). O acesso cirúrgico foi realizado 

por meio de laparotomia crânio-caudal na linha média da cavidade abdominal para 

isolamento do pedículo renal esquerdo com subsequente ligadura de 2 

ramificações da artéria renal esquerda para obtenção de isquemia em 2/3 do 

parênquima renal ipsilateral. Em seguida, realizou-se ligadura nos vasos do rim 

contralateral acompanhada de nefrectomia total. Ao final do procedimento, a 

musculatura abdominal e a pele foram suturadas e os animais mantidos em 

ambiente moderadamente aquecido durante o período pós-operatório imediato. 

Injeção subcutânea de cloridrato de tramadol foi mantida a cada 8 h durante 48 h, 

após o procedimento cirúrgico, como protocolo de analgesia. Nos dias 

subsequentes, administrou-se cloridrato de tramadol (12,5 mg/Kg) no bebedouro 

até completar uma semana de período cirúrgico. Como antibioticoterapia 

preventiva pós-operatória, foi administrado subcutaneamente enrofloxacino 

(Chemitril  injetável 10 %) (1 mL/40 Kg de peso corporal) uma vez ao dia, 

durante 3 dias.      

Os grupos controle (C) e controle tratado com NAC (C+NAC) foram 

submetidos aos mesmos procedimentos cirúrgicos com exceção da ligadura dos 

ramos arteriais do rim esquerdo e da nefrectomia do rim direito, tomando-se 

cuidado para não causar lesão nos tecidos renais.  
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4.3. Protocolo do Tratamento  

 

Após uma semana da realização da cirurgia, os animais C e com DRC 

foram divididos nos grupos C, C+NAC, DRC e DRC+NAC. O tratamento com N-

acetilcisteína (EMS S/A., São Bernardo do Campo/SP, Brasil)(1 envelope = 200 

mg/5 g de excipiente) foi administrado na água dos bebedouros na concentração 

de 600 mg/L. A solução foi protegida da luz por meio de bebedouros âmbares e 

refeita a cada dois dias para não ocorrer alterações organolépticas. A 

administração oral de NAC é segura e apresenta efeitos semelhantes aos da 

administração endovenosa (SHALANSKY  et al., 2005). Os animais receberam 

este tratamento durante 7 semanas, completando os 60 dias pós-cirurgia 

(SHIMIZU et al.,2005). 
 

4.4. Dosagens Bioquímicas 

 

As medidas de colesterol total (CT), triglicérides (TG), glicose, ureia e 

creatinina no plasma foram realizadas por método enzimático colorimétrico 

(Roche do Brasil e Labtest do Brasil). A leitura foi realizada no Thermo/Milton Roy 

Spectronic Genesys 5 Spectrophotometer, (Thermo Electron Corporation, Verona, 

EUA). Para a excreção urinária de 24 h, os animais foram mantidos em gaiolas 

metabólicas individuais, com água ou tratamento (NAC) e ração ad libitum. Após 

24 h a urina de cada animal foi coletada e centrifugada a 1500 rpm por 5 min a 

4ºC para dosagem de proteína (kit Sensiprot - Labtest do Brasil). 
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4.5. Medida da pressão arterial sistólica caudal (PAS) 

 

A medida da pressão sistólica caudal foi baseada no princípio da detecção 

da distensão do vaso arterial causada pelo pulso do sangue que flui através da 

cauda. Um sensor pizoelétrico altamente sensível detectou a distensão causada 

pelos pulsos e forneceu um sinal que representa a relação da alteração (dP/dt) do 

pulso que foi análogo a velocidade do pulso. O cuff de oclusão e o sensor de pulso 

foram colocados suavemente sobre a cauda. Foram consideradas apenas as 

medidas obtidas na ausência de movimentação do animal. O aparelho utilizado foi 

da marca Kent Scientific Corporation, EUA, modelo RTBP 2045. A medida da PAS 

foi obtida por meio da média de seis aferições consecutivas, durante dois dias 

consecutivos.  

 

4.6. Determinação de pentosidina e de produtos de glicação avançada 

(AGE) 

 

Os conteúdos de AGE total e pentosidina foram determinados por método 

de fluorescência. Cem microlitros (µL) de plasma foram adicionados a 100 µL de 

PBS em microplacas de 96 poços (Costar, Black). A análise foi realizada em 

fluorímetro (Synergy HT multi-Mode Microplate Reader). As amostras foram 

excitadas no comprimento de onda de 370 nm e 328 nm e a fluorescência emitida 

em 440 nm e 378 nm, respectivamente (PAGEON et al., 2007). 

 



40 

 

 

4.7. Substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) 

 

Concentrações séricas de substâncias reativas do ácido tiobarbitúrico 

(TBARS) foram determinadas como marcadores de peroxidação lipídica. 

Quatrocentos microlitros de soro foram diluídos em 0,8 mL de água destilada. 

Imediatamente, foi adicionado 1 mL de ácido tricloroacético 17,5 %, seguindo-se 

1 mL de ácido tiobarbitúrico 0,6 %, pH = 2. As amostras foram colocadas em 

banho de água fervente, por 15 min, e a seguir resfriadas. Subsequentemente, 1 

mL de ácido tricloroacético 70 % foi adicionado, incubando-se a amostra por 20 

min. As amostras foram centrifugadas por 15 min a 2000 rpm. A densidade óptica 

do sobrenadante foi lida em 543 nm contra um branco do reagente. A quantidade 

de TBARS foi calculada utilizando-se coeficiente de extinção molar de 1,56 x 105 

M-1 cm-1. A concentração sérica de TBARS foi expressa em nmol/mL (OHKAWA . 

et al., 1979).  

 

4.8. Isolamento da Albumina do Soro dos Animais  

 

As amostras de sangue dos animais foram coletadas em tubos secos 

e, imediatamente, centrifugadas a 3000 rpm, por 20 min, a 4 ºC, para obtenção 

do soro. A partir do soro, foi feito pool de cada grupo e adicionados os seguintes 

conservantes (L / mL de plasma): 20L de gentamicina, 5L de benzamidina (2 

mM) (Sigma- Aldrich, Steinheim, Alemanha), 5L de aprotinina (Sigma- Aldrich, 



41 

 

 

Steinheim, Alemanha) e 0,5 L de PMSF (fluoreto de fenil metila sulfonila) diluído 

em 30 mM de DMSO (dimetilsulfídico) (Sigma- Aldrich, Steinheim, Alemanha). As 

amostras foram estocadas a -70 ºC até posterior processamento. 

 A albumina foi extraída a partir do pool do soro dos grupos C, C+NAC, 

DRC e DRC+NAC por cromatografia líquida para separação rápida de proteínas 

(fast protein liquid chromatography, FPLC), utilizando-se coluna HiTraptmBlue (GE 

Healthcare, Uppsala, Sweden). Primeiramente, o pool de soro de cada grupo foi 

dialisado contra solução de 50 mM de KH2PO4, pH 7,0 (Tampão A). A coluna 

HiTraptmBlue conectada ao FPLC foi equilibrada com o Tampão A. Um mL de 

pool de soro de cada grupo foi injetado no FPLC, em uma taxa de fluxo de 1 mL / 

min. As amostras foram eluídas com o Tampão B (50 mM KH2PO4, 1,5 M KCl, pH 

7,0). Ao final de cada pool de soro de cada grupo, a coluna HiTraptmBlue (GE 

Healthcare, Uppsala, Sweden) foi trocada por outra e reequilibrada com o 

Tampão A (Figura 4). 
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Figura 4. Extração de albumina do pool do soro dos animais dos grupos C, 
C+NAC, DRC e DRC+NAC por FPLC, utilizando-se coluna HitraptmBlue. 
Durante a extração de albumina do pool do soro dos animais foram gerados dois 
picos: no primeiro (1) foi extraído o soro livre de albumina e no segundo (2) pico, 
a albumina. Todos os pools dos animais apresentaram o mesmo perfil de 
extração de albumina.  
 

4.9. Purificação de albumina sérica por extração alcoólica 

 

 A purificação da albumina após ser isolada por FPLC foi realizada de 

acordo com adaptação do método descrito por OHKAWARA et al., (2002). Para 

cada 300 µL da fração de albumina isolada do FPLC, foram adicionados 300 µL 

de ácido tricloroacético 10 % (TCA 10 %). As amostras foram agitadas e 

mantidas em repouso por 10 min a temperatura ambiente, sendo a seguir 

centrifugadas por 2 min a 10.000 g. O sobrenadante foi descartado e o 

precipitado ressuspendido em 400 µL de etanol absoluto (Merck, Darmastadt, 

 1 2 
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Alemanha). As amostras foram, então, centrifugadas por 2 min a 10.000 g e o 

sobrenadante obtido apresentou a albumina purificada. A concentração final de 

albumina purificada foi determinada por BCA (ácido bicinconínico) (SMITH et al., 

1985) e as amostras foram estocadas a -70 °C. Para que as amostras fossem 

utilizadas nos experimentos, o etanol foi evaporado em temperatura ambiente, na 

capela, de modo a não ultrapassar a 0,1 % do volume final do meio de cultura 

que foi utilizado no tratamento celular. 

A eficiência do processo de extração alcoólica, após isolamento da 

fração de albumina sérica por FPLC, foi verificada por eletroforese, no qual se 

obteve uma banda de 66 kDa, equivalente à banda obtida pela albumina 

altamente purificada, comercialmente disponível (Sigma-Aldrich, Steinheim, 

Alemanha), que foi utilizada como padrão (Figura 5). 

 

250kDa
150kDa

100kDa

75kDa

69kDa

PM Padrão C C+NAC DRC DRC+NAC

 

Figura 5. Eletroforese de albumina isolada do pool dos animais dos 
grupos C, C+NAC, DRC e DRC+NAC. Albumina isolada do pool do soro 

dos animais dos grupos C, C+NAC, DRC e DRC+NAC (50 g) e purificadas 
por extração alcoólica foram aplicadas em gel de poliacrilamida 10 %, com 
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coloração de Comassie Blue. Padrão padrão de albumina humana 
altamente purificada (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha).  
 

4.10. Determinação do conteúdo celular dos receptores ABCA-1, 

ABCG-1 e de marcadores de estresse de retículo endoplasmático, Grp78/Bip, 

Grp94, PDI - Western Blotting 

 

Macrófagos da linhagem J774 foram incubados com albumina C, 

C+NAC, DRC ou DRC+NAC na presença de 1 M do indutor de LXR, T0901317 

por 18 h, após as células foram removidas das placas de petri com tampão tris 

HCL 5 mM acrescido de inibidores de protease, centrifugadas e ressuspendidas 

neste mesmo tampão, porém em volume menor. As amostras foram mantidas a -

70 ºC até seu processamento. Quantidades iguais de proteínas celulares (40 g) 

foram aplicadas em gel de poliacrilamida 6 % (ABCA-1 e ABCG-1) e 10 % (Grp 

78, Grp 94 e PDI) e separadas por eletroforese (110 V, por 2 h). Após 

transferência para membrana de nitrocelulose (400 mA a 1 h 45 min) e bloqueio 

de sítios não ocupados na mesma (leite desnatado 5 % em PBS acrescido com 

Tween 0,05 %), as membranas foram incubadas com anticorpo primário anti-

ABCA-1 (1:1000, Novus Biologicals, EUA ), anti-ABCG-1 (1:1000, Novus 

Biologicals, EUA), anti-KDEL (1:1000, Stressgen, Ann Arbor, MI, EUA), anti-PDI 

(1:1000, Stressgen) e anti-beta actina (1:1.000, Fitzgerald, EUA) overnight. Ao 

final da incubação, as membranas foram lavadas 3 x por 10 min com PBS com 

Tween 20 (0,05 %) e reagidas com anticorpo secundário conjugado com 
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peroxidase (1:2.000, Pierce-Thermo Fisher). A visualização das bandas foi obtida 

após reação com ECL (enhanced chemiluminescence - Pierce, Rockford, IL, EUA) 

e a quimiluminescência foi observada pelo aparelho ImageQuant 300 (GE 

Healthcare). As bandas foram avaliadas em pixels, pelo software de análise 

ImageQuant TL (GE Healthcare). Os resultados foram apresentados em unidades 

arbitrárias, em relação à situação controle (células tratadas com albumina C) após 

correção pela beta actina.   

As membranas foram incubadas com mais de um anticorpo. Para tanto, 

ao final da revelação, a membrana foi lavada 5 vezes com água deionizada e 

foram adicionados 50 mL de NaOH 0,8 M. A membrana foi agitada vigorosamente 

por 5 min, o NaOH foi descartado e a membrana foi lavada com água deionizada 

por 7 vezes, ao longo de 5 min. A membrana permaneceu em água deionizada por 

1 h sob agitação lenta e após foi lavada 2 vezes com PBS+Tween e bloqueada 

com solução de leite desnatado (5 % em PBS+ Tween) por 1 h. Ao final do 

bloqueio a membrana foi incubada novamente com o novo anticorpo primário por 

overnight. 

 

4.11. Obtenção de lipoproteínas de pool de plasma humano  

 

Amostras de sangue de indivíduos voluntários normolipidêmicos foram 

coletadas, após jejum de 12 h, em tubos contendo EDTA (1 mg / mL) e, 

imediatamente, centrifugado a 4 °C, 3.000 rpm para separação do plasma. Os 

seguintes conservantes foram adicionados ao pool do plasma humano coletado: 
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aprotinina (10 µL / mL) (Sigma- Aldrich, Steinheim, Alemanha), benzamidina 2 

mM (5 µL/mL) (Sigma- Aldrich, Steinheim, Alemanha), gentamicina 0,5 %: 

cloranfenicol 0,25 % (20 µL/mL) e fluoreto de fenilmetilsufonila (PMSF) (0,5 

µL/mL). 

As lipoproteínas (LDL,1,019 < d < 1,063 g/mL; HDL2, 1,063 < d < 1,125 

g/mL e HDL3, 1,125 < d < 1,21 g/mL) foram isoladas a partir do pool do plasma 

por ultracentrifugação sequencial a 40.000 rpm, a 4 °C, utilizando-se rotor 50 Ti 

em ultracentrifuga Beckman L-80 (Beckman Instruments, Palo Alto, CA, EUA), 

segundo HAVEL et al., (1955). A densidade do plasma foi ajustada para as 

respectivas frações das lipoproteínas com KBr. As LDL e as subfrações de HDL 

foram purificadas por gradiente descontínuo de densidade (REDGRAVE et al., 

1975) e, posteriormente, dialisadas contra PBS/EDTA, pH 7,4, por 24 h. Após 

esterilização com filtro 0,22 µm foram mantidas sob refrigeração. O conteúdo de 

colesterol total e triglicérides foi determinado por métodos enzimáticos 

colorimétricos e a concentração de proteína pelo método de LOWRY et al (1951). 

 

4.12. Acetilação das LDL 

 

As LDL foram acetiladas segundo o protocolo descrito por BASU et 

al.,(1976). Foram utilizados 16 mg de LDL, aos quais foram adicionados 1 mL de 

solução saturada de acetato de sódio e 1 mL de NaCl 0,15 M, sob agitação 

constante e banho de gelo. Foram, então, adicionados 24 L de anidrido acético 
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em pequenas quantidades durante 1 h, seguindo-se de 30 min de agitação em 

banho de gelo. 

 A seguir, a LDL acetilada foi dialisada contra PBS (NaCl 137 mmol/L; 

Na2HPO4 4 mmo/L; KCl 2 mmol/L; K2PO4 1 mmol/L), contendo EDTA (pH = 7,4) e 

esterilizada em filtro 0,22 m. A concentração final da LDL acetilada foi 

determinada pelo método de LOWRY et al.,(1951).  

 

4.13. Efluxo de 14C-colesterol de macrófagos 

 

 Macrófagos J774A.1 de linhagem tumoral de camundongos, foram 

gentilmente doadas pelo laboratório de Sorologia do Instituto de Medicina 

Tropical da Faculdade de Medicina  da USP (IMTFMUSP, LIM-38). As células 

foram cultivadas em garrafas de 75 cm2, em meio RPMI (Gibco, Grand Island, 

Nova Iorque, EUA) contendo 10 % de soro fetal bovino (SFB) (Vitrocell, Brasil), 

100 g/mL de estreptomicina (Gibco, Grand Island, Nova Iorque, EUA), 100 U/mL 

de penincilina (Gibco, Grand Island, Nova Iorque, EUA) e 2 mM de glutamina 

(Gibco, Grand Island, Nova Iorque, EUA), mantidas em incubadora de CO2 5 % a 

37 ºC. 

Os macrófagos foram incubados em placa de cultura com 48 poços na 

quantia de 0,2 x 106 /0,25 mL de RPMI (Gibco) contendo 10 % de SFB, 

antibióticos e glutamina. Após confluência, foram incubados com DMEM (Low 

Glucose, Gibco, Grand Island, Nova Iorque, EUA) contendo 1 mg de albumina 

isenta em ácidos graxos (FAFA) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha), acrescido 
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com 50 g de LDL acetilada / mL e 0,3 Ci  de 14C-colesterol / mL de meio 

(Amersham Biosciences, Reino Unido), durante 48 h. Após cuidadosa lavagem 

com tampão fosfato (PBS- NaCl 150 mmol/L, Na2HPO4 20 mmol/L, NaH2PO4 14 

mmol/L, NaOH 1 mmol/L - pH = 7,4) com FAFA, as células foram tratadas, por 18 

h, com meio DMEM (Low Glucose, Gibco) suplementado com 1 mg de pool de  

albumina purificada dos grupos C, C+NAC, DRC, DRC+NAC. 

Após lavagem com PBS/FAFA, as células foram incubadas na presença 

ou ausência de apoA-I (30 g / mL) por 8 h ou HDL2 (50 g / mL) por 5 h. O meio 

de cultura foi recolhido para tubos de vidro, centrifugado a 1.500 rpm durante 10 

min a 4 ºC, para remoção de restos celulares e transferido para frascos de 

cintilação, seguindo-se a adição de solução contadora (Perkin Elmer, turko, 

Finlândia). A radioatividade foi determinada em contador beta (Beckman). 

Os poços das placas foram lavados com solução fisiológica gelada (4 ºC) 

por 2 vezes. Os lípides celulares foram extraídos com solução de 

hexana:isopropanol (3:2) (Merck, Darmastadt, Alemanha) e a radioatividade 

determinada após evaporação do solvente. As células foram incubadas com 250 

µL de NaOH 0,2 N durante 3 h, a temperatura ambiente, seguindo-se a medida 

da concentração de proteína pelo método de LOWRY et al.,(1951).  

A quantidade de radioatividade presente no meio, ao final do período de 

incubação com apo A-I (8 h) ou HDL2 (5 h), indicou o efluxo de colesterol 

mediado pela albumina, tanto o meio só com albumina, como o meio com 

albumina + apo A-I ou HDL2. O efluxo de colesterol mediado apenas por 
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albumina é denominado de efluxo de colesterol basal, enquanto que na presença 

dos aceptores é determinado de efluxo de colesterol total.  

Deste modo, foi calculado o efluxo total, ou seja, mediado pela apo A-I ou  

HDL2, subtraindo o efluxo mediado pela albumina do efluxo basal de maneira a 

refletir o efluxo mediado somente pelos aceptores apo A-I ou HDL2. 

 A porcentagem de efluxo de 14C-colesterol foi calculada como: 

 

                                                               14C-colesterol no meio                                  x  100 

                                         14C-colesterol no meio + 14C-colesterol na célula 

 

4.14. Teste de viabilidade celular  

 

O teste de liberação de lactato desidrogenase (LDH) foi realizado para 

controle de citotoxicidade (kit de LDH; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Após 

remoção do meio de cultura das células tratadas, este foi centrifugado a 250 g por 

4 min. Posteriormente, 75 µL de meio de cultura foram adicionados a 150 µL do 

MIX do Kit (Assay Subtrate + Assay Cofactor + Dye Solution), com incubação a 

temperatura ambiente por 20 a 30 min. Este ensaio é baseado na redução do NAD 

pela ação da LDH. O NAD reduzido (NADH) resultante reage com o corante 

tetrazolium, o que resulta em uma coloração que pode ser medida por 

espectrofotometria a 490 nM. A liberação de LDH no meio de cultura não diferiu 

entre os tratamentos com albumina-C, albumina-C+NAC, albumina-DRC ou 

albumina-DRC+NAC, ou seja, em nenhuma situação (dados não mostrados). 
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4.15. Análise Estatítica 

 

Para a análise estatística foi utilizado o programa GraphPad Prism, 

versão 4.0 (GraphPad Softweres, USA). As comparações entre os grupos foram 

feitas por análise de variância de um fator (ANOVA), com pós-teste de Newman-

Keuls, ou quando apropriado, pelo teste t de Student. Foi considerada como 

significante toda situação na qual o nível descritivo de significância foi inferior a 5 

% (p < 0,05).  
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5. RESULTADOS 

  

Não houve diferença de peso corporal entre os animais no início do estudo 

(dados não mostrados), mas ao final do protocolo ele foi 10 % menor no grupo 

DRC em comparação ao grupo C e 7 % menor em comparação ao grupo DRC + 

NAC. Não se observou diferença ente os grupos C + NAC e DRC + NAC (Figura 

6). 
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Figura 6. Peso corporal (g) dos grupos Controle (C; n = 31), C + N-
acetilcisteína (C + NAC; n = 20), Doença Renal Crônica (DRC; n = 74) e DRC + 
N-acetilcisteína (DRC + NAC; n = 32) no período final. Os animais foram 
pesados após 60 dias de nefrectomia 5/6. As comparações foram feitas por 
ANOVA de 1 fator com pós- teste de Newman-Keuls (média ± EP). 
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A pressão arterial sistólica (PAS) foi aferida somente nos grupos DRC e 

DRC+NAC nos períodos basal e final. A PAS foi maior após 60 dias de 

estabelecimento da DRC em comparação ao período basal, tanto nos animais 

tratados com NAC como naqueles que não foram tratados. No final do protocolo 

experimental, a PAS do grupo DRC + NAC foi 17 % menor do que o grupo DRC 

não tratado (Figura 7). 
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Figura 7. Pressão arterial sistólica (PAS; mmHg) dos grupos Doença Renal 
Crônica (DRC; n = 6) e DRC + N-acetilcisteína (DRC + NAC; n = 6) nos 
períodos basal e final. A PAS foi aferida na cauda dos animais, com seis 
aferições consecutivas, durante dois dias seguidos. Os resultados (média ± EP) 
foram comparados por ANOVA de 1 fator com pós- teste de Newman-Keuls. 
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A concentração plasmática de ureia, creatinina e a excreção urinária de 

proteína de 24 h foram maiores no final do protocolo experimental, quando 

comparado ao período basal, confirmando o estabelecimento da DRC (dados não 

mostrados). O grupo DRC e DRC+NAC apresentaram maior concentração 

plasmática de ureia em comparação, respectivamente, aos grupos C e C+NAC. 

No grupo DRC + NAC a concentração de ureia foi 25 % menor em comparação ao 

grupo DRC não tratado, embora tenha sido superior a do grupo C + NAC (Figura 

8). 
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Figura 8. Concentração plasmática de ureia dos grupos Controle (C; n = 31), 
C + N-acetilcisteína (C + NAC; n = 20), Doença Renal Crônica (DRC; n = 74) e 
DRC + NAC (n = 32) no período final. Sangue foi coletado da cauda dos animais 
em tubos contendo EDTA. As determinações foram realizadas por métodos 
enzimáticos colorimétricos. Os resultados (média ± EP) foram comparados por 
ANOVA de 1 fator com pós- teste de Newman-Keuls. 
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A concentração plasmática de creatinina foi maior nos grupos DRC e 

DRC+NAC em comparação, respectivamente, aos grupos C e C+NAC. No grupo 

DRC+NAC a creatinina foi 33 % menor em comparação ao grupo DRC, mas foi 

superior ao grupo C + NAC (Figura 9). 
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Figura 9. Concentração plasmática de creatinina dos grupos Controle (C; n = 
31), C + N-acetilcisteína (C + NAC; n = 20), Doença Renal Crônica (DRC; n = 
74) e DRC + NAC (n = 32) no período final. Sangue foi coletado da cauda dos 
animais em tubos contendo EDTA. As determinações foram realizadas por 
métodos enzimáticos colorimétricos. Os resultados (média ± EP) foram 
comparados por ANOVA de 1 fator com pós- teste de Newman-Keuls. 
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A excreção urinária de proteína de 24 h foi maior nos grupos DRC e 

DRC+NAC em comparação, respectivamente, aos grupos C e C+NAC. Não houve 

alteração da proteinúria nos animais DRC tratados com NAC em comparação aos 

não tratados (Figura 10). 
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Figura 10. Excreção urinária de proteína em 24 h dos grupos Controle (C; n = 
31), C + N-acetilcisteína (C + NAC; n = 20), Doença Renal Crônica (DRC; n = 
74) e DRC + NAC (n = 32) no período final do estudo. Coleta de urina foi 
realizada após acondicionamento dos animais, durante 24 h, em gaiola 
metabólica. A proteinúria foi determinada por kit colorimétrico e corrigida pelo 
volume urinário. Os resultados (média ± EP) foram comparados por ANOVA de 1 
fator - pós teste de Newman-Keuls. 
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As concentrações plasmáticas de triglicérides e colesterol total 

apresentaram-se elevadas no período final do estudo, quando comparadas ao 

período basal (dados não mostrados). Os triglicérides foram 37 % maiores no 

grupo DRC em comparação ao grupo C. Não houve diferença na trigliceridemia 

entre os grupos C + NAC e DRC + NAC (Figura 11). 
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Figura 11. Concentração plasmática de triglicérides dos grupos Controle 
(C;n = 31), C + NAC (n = 20), Doença Renal Crônica (DRC; n = 74) e DRC + 
NAC (n = 32) no período final do experimento. Sangue foi coletado da cauda 
dos animais, após jejum de 12 h, em tubos contendo EDTA. As determinações 
foram realizadas por métodos enzimáticos colorimétricos, após coleta de sangue 
dos animais em jejum de 12 h. Os resultados (média ± EP) foram comparados por 
ANOVA de 1 fator com pós- teste de Newman-Keuls. 
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A concentração plasmática de colesterol total foi maior nos grupos DRC e 

DRC+NAC em comparação, respectivamente, aos grupos C e C+NAC. No grupo 

DRC + NAC a colesterolemia foi 17 % menor em comparação ao grupo DRC não 

tratado, mas ainda foi superior ao grupo C + NAC (Figura 12). 
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Figura 12. Concentração plasmática de colesterol total dos grupos Controle 
(C; n = 31), C + N-acetilcisteína (C + NAC; n=20), Doença Renal Crônica (DRC; 
n=74) e DRC+NAC (n=32) após 60 dias de estudo. Sangue foi coletado da 
cauda dos animais, após jejum de 12 h, em tubos contendo EDTA. As 
determinações foram realizadas por métodos enzimáticos colorimétricos após 
coleta de sangue dos animais em jejum de 12 h.Os resultados (média ± EP) foram 
comparados por ANOVA de 1 fator com pós teste de Newman-Keuls. 
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A concentração plasmática de glicose apresentou-se elevada no período final 

do estudo em comparação ao período basal (dados não mostrados). No período 

final, apenas os grupos tratados com NAC, ou seja, C+NAC e DRC+NAC 

apresentaram glicemia maior em comparação aos respectivos grupos não tratados 

(Figura 13). 
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Figura 13. Concentração plasmática de glicose dos grupos Controle (C; n = 

31), C + N-acetilcisteína (C + NAC; n = 20), Doença renal Crônica (DRC; n=74) 

e DRC + NAC (n = 32) no período final do estudo. Sangue foi coletado da cauda 

dos animais, após jejum de 12 h, em tubos contendo EDTA e as determinações 

foram realizadas por métodos enzimáticos colorimétricos. Os resultados (média ± 

EP) foram comparados por ANOVA de 1 fator com pós- teste de Newman-Keuls. 
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O conteúdo total de AGE circulante (Figura 14, painel A) e pentosidina 

(Figura 14, painel B) foram determinados no plasma somente no período final do 

experimento e se apresentaram maiores nos grupos DRC e DRC+NAC em 

comparação, respectivamente, aos grupos C e C+NAC. Nos animais DRC tratados 

com NAC observou-se menor conteúdo de AGE total (24 %) e pentosidina (40 %), 

em comparação ao grupo DRC (Figura 14, painel A e B).  
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Figura 14. Determinação de produtos de glicação avançada (AGE). O 
conteúdo total de AGE circulante (painel A) e pentosidina (painel B) foram 
determinados no plasma dos animais dos grupos Controle (C; n = 10), C + N-
acetilcisteína (C + NAC; n = 8), Doença Renal Crônica (DRC; n = 8) e DRC + NAC 
(n = 8). As determinações foram realizadas pela medida de absorbância na faixa 
de fluorescência em 440 nm (AGE total, painel A) e 378 nm (Pentosidina, painel 
B). Os resultados (média ± EP) foram comparados por ANOVA de 1 fator com pós 
teste de Newman-Keuls.  
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A concentração de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) 

representativa de peroxidação lipídica permite inferir o estresse oxidativo 

circulante no soro dos animais. A peroxidação lipídica foi medida apenas no 

período final do experimento e foi maior nos grupos DRC e DRC+NAC em 

comparação aos grupos C e C+NAC, respectivamente. Nos animais DRC tratados 

com NAC a concentração de TBARS foi 28 % menor em comparação ao grupo 

DRC (Figura 15). 

 

0

2,5

5,0

7,5

p<0,001

p<0,001

T
B

A
R

S
 

(n
m

o
l/

m
L

 d
e
 p

la
s
m

a
)

C DRC

NAC - + - +

p<0,001

 

 

Figura 15. Concentração de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 
(TBARS) no soro dos animais dos grupos Controle (C; n = 7), C + N-
acetilcisteína (C + NAC; n = 7), Doença Renal Crônica (DRC; n = 7) e DRC + 
NAC (n = 7) após 60 dias de estudo. As determinações foram realizadas pela 
determinação da densidade óptica do sobrenadante em 534 nm. A quantidade de 
TBARS foi calculada utilizando-se coeficiente de extinção molar de 1,56 x 105 M-1 
cm-1. Os resultados (média ± EP) foram comparados por ANOVA de 1 fator com 
pós- teste de Newman-Keuls. 
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Albumina foi isolada do soro dos animais dos quatro grupos experimentais e 

utilizada para tratar macrófagos da linhagem J774. Após 18 h de tratamento com 

albumina-DRC o conteúdo de PDI foi 5 e 7 vezes maior em comparação, 

respectivamente, à albumina-C e albumina-DRC + NAC. O conteúdo de PDI foi 

semelhante entre macrófagos tratados com albumina DRC + NAC e albumina C + 

NAC (Figura 16).  

 

p<0,001 p<0,001

P
D

I /
β

-a
c

ti
n

a

(u
n

id
a

d
e
s

 a
rb

it
rá

tr
ia

s
)

0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

C DRC
NAC - + - +

PDI

42 k Da

58 k Da

C DRC DRC+NACC+NAC

b-actina

 

Figura 16. Conteúdo da PDI em macrófagos J774 submetidos ao tratamento 

com albumina-C, albumina-C+NAC, albumina-DRC e albumina-DRC+NAC por 

18 h. Macrófagos J774 foram tratados com 1 mg / mL de albumina-C (n = 6), 

albumina-C + NAC (n = 6), albumina-DRC (n = 8) e albumina-DRC + NAC (n = 6) 

por 18 h. Quantidades iguais de proteína celular (50 g) foram aplicadas em gel de 

poliacrilamida 10 %, submetidas à eletroforese e transferidas para a membrana de 

nitrocelulose. Imunoblot foi realizado utilizando-se anticorpo anti-PDI (1:1000) e 

anticorpo secundário conjugado à peroxidase (1:2000). A visualização das bandas 

foi obtida após reação com ECL pelo aparelho ImageQuant 300 (GE Healthcare). 

Os resultados (média ± EP) foram comparados por ANOVA de 1 fator com pós- 

teste de Newman-Keuls. 
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O conteúdo da chaperona Grp 78 não foi diferente entre os grupos (Figura 

7, painel A). Entretanto, a expressão da proteína Grp 94 foi 66 % maior nos 

macrófagos tratados com albumina-DRC em comparação à albumina-C. O 

aumento do conteúdo da Grp 94 foi prevenido em células tratadas com albumina-

DRC + NAC, a qual foi semelhante a das células tratadas com albumina C + NAC 

(Figura 17, painel B). 
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Figura 17. Conteúdo das proteínas Grp 78 (painel A) e Grp 94 (painel B) em 

macrófagos submetidos ao tratamento com albumina-C, albumina-C + NAC, 

albumina-DRC e albumina-DRC + NAC por 18 h. Macrófagos J774 foram 

tratados com 1 mg / mL de albumina-C (n = 8), albumina-C + NAC (n = 8), 

albumina-DRC (n = 8) e albumina-DRC+NAC (n = 8) por 18 h. Quantidades iguais 

de proteína celular (50 g) foram aplicadas em gel de poliacrilamida 10 %, 

submetidas à eletroforese e transferidas para a membrana de nitrocelulose. 

Imunoblot foi realizado utilizando-se anticorpo anti-KDEL (1:1000) e anticorpo 

secundário conjugado à peroxidase (1:2000). A visualização das bandas foi obtida 

após reação com ECL pelo aparelho ImageQuant 300 (GE Healthcare). Os 

resultados (média ± EP) foram comparados por ANOVA de 1 fator com pós- teste 

de Newman-Keuls. 
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O efluxo de colesterol de macrófagos J774 tratados com albumina-C, 

albumina-C+NAC, albumina-DRC e albumina-DRC+NAC foi avaliado utilizando-se 

apoa A-I e HDL2 como aceptoras de colesterol (Figura 18 e Figura 20). 

Macrófagos tratados com albumina-C+NAC e com albumina-DRC apresentaram, 

respectivamente, uma diminuição de 59 % e 70 % no efluxo de colesterol mediado 

por apo A-I em comparação aos macrófagos tratados com albumina-C (Figura 

18).  
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Figura 18. Efluxo de 14C-colesterol de macrófagos J774 tratados com 

albumina-C, albumina-C + NAC, albumina-DRC e albumina-DRC + NAC, 

mediado por apo A-I. Macrófagos J774 foram sobrecarregados com LDL 

acetilada e 14C-colesterol por 24h. Após cuidadosa lavagem com PBS, as células 

foram tratadas, por 18 h, com 1 mg / mL de pool de albumina isolada do soro dos 

animais C (n = 5), C + NAC (n = 7), DRC (n = 10) e DRC + NAC (n = 9) acrescido 

com 1M de T0901317 (agonista de LXR). Após lavagem, o efluxo de colesterol 

foi determinado na presença de meio de cultura apenas ou na presença de apo A-I 

(30 g / mL), por 8h. Os resultados (média ± EP) foram comparados por ANOVA 

de 1 fator com pós- teste de Newman-Keuls. 
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O conteúdo de ABCA-1 foi respectivamente 87 %, 71 % e 74 % menor nos 

macrófagos tratados com albumina-C+NAC, albumina-DRC e albumina-DRC + 

NAC em comparação aos macrófagos tratados com albumina-C (Figura 19).  
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Figura 19. Conteúdo do receptor ABCA-1 em macrófagos J774 submetidos 

ao tratamento com albumina-C, albumina-C + NAC, albumina-DRC e 

albumina-DRC + NAC por 18 h. Macrófagos J774 foram tratados com 1 mg / mL 

de albumina-C (n = 4), albumina-C + NAC (n = 4), albumina-DRC (n = 4) e 

albumina-DRC + NAC (n = 4) acrescidos com 1M de T0901317 (agonista 

sintético de LXR), por 18 h. Quantidades iguais de proteína celular (50 g) foram 

aplicadas em gel de poliacrilamida 6 %, submetidas à eletroforese e transferidas 

para a membrana de nitrocelulose. Imunoblot foi realizado utilizando-se anticorpo 

anti-ABCA-1 (1:1000) e anticorpo secundário anti-mouse conjugado à peroxidase 

(1:2000). A visualização das bandas foi obtida após reação com ECL pelo 

aparelho ImageQuant 300 (GE Healthcare). Os resultados (média ± EP) foram 

comparados por ANOVA de 1 fator com pós- teste de Newman-Keuls. 
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Macrófagos da linhagem J774 tratados com albumina-C+NAC 

apresentaram um aumento de 52 % e 25 % no efluxo de colesterol mediado pela 

HDL2 em comparação respectivamente aos macrófagos tratados com albumina-C 

e com albumina-DRC+NAC. (Figura 20). 
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Figura 20. Efluxo de 14C-colesterol de macrófagos J774 tratados com 

albumina-C, albumina-C + NAC, albumina-DRC e albumina-DRC + NAC, 

mediado por HDL2. Macrófagos J774 foram sobrecarregados com LDL acetilada 

e 14C-colesterol por 24 h. Após cuidadosa lavagem com PBS, as células foram 

tratadas, por 18 h, com 1 mg / mL de pool de albumina isolada do soro dos 

animais C (n = 14), C + NAC (n = 11), DRC (n = 13) e DRC + NAC (n = 12). Após 

lavagem, o efluxo de colesterol foi determinado na presença de meio de cultura 

apenas ou na presença de HDL2 (50 g / mL), por 5h. Os resultados (média ± EP) 

foram comparados por ANOVA de 1 fator com pós- teste de Newman-Keuls. 
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O conteúdo de ABCG-1 foi respectivamente, 4 e 7 vezes maior nos 

macrófagos tratados com albumina-C+NAC e albumina-DRC+NAC em 

comparação respectivamente, aos macrófagos tratados com albumina-C e 

albumina-DRC (Figura 21). 
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Figura 21. Conteúdo do receptor ABCG-1 em macrófagos J774 submetidos 

ao tratamento com albumina-C, albumina-C + NAC, albumina-DRC e 

albumina-DRC + NAC por 18 h. Macrófagos J774 foram tratados com 1 mg / mL 

de albumina-C (n = 11), albumina-C + NAC (n = 5), albumina-DRC (n = 7) e 

albumina-DRC + NAC (n = 11), por 18 h. Quantidades iguais de proteína celular 

(50 g) foram aplicadas em gel de poliacrilamida 6 %, submetidas à eletroforese e 

transferidas para a membrana de nitrocelulose. Imunoblot foi realizado utilizando-

se anticorpo anti-ABCG-1 (1:1000) e anticorpo secundário anti-rabbit conjugado à 

peroxidase (1:1000). A visualização das bandas foi obtida após reação com ECL 
pelo aparelho ImageQuant 300 (GE Healthcare). Os resultados (média ± EP) 

foram comparados por ANOVA de 1 fator com pós- teste de Newman-Keuls.  
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 Devido à alteração distinta no conteúdo de ABCA-1 e ABCG-1 observada 

nos macrófagos tratados com albumina-C+NAC e albumina-DRC+NAC (Figura 19 

e Figura 21), analisamos o papel isolado da NAC em diferentes concentrações 

(10 mM, 20 mM e 30 mM) sobre o conteúdo destes receptores em macrófagos, 

após tratamento por 8 h e 18 h. Não houve diferença no conteúdo de ABCA-1 em 

macrófagos tratados com NAC por 8 h (Figura 22, painel A). Entretanto, em 

macrófagos expostos a 10 mM, 20 mM e 30 mM de NAC, por 18 h, o conteúdo de 

ABCA-1 foi respectivamente, 50 %, 69 % e 72 % menor, em comparação aos 

macrófagos mantidos apenas na presença de meio de cultura (Figura 22, painel 

B). 

0 10 20 30

0

100

200

300

C
o

n
te

ú
d

o
 d

e
 A

B
C

A
-1

(u
n

id
a

d
e

s
 a

rb
it

rá
ri

a
s

)

NAC

0 10 20 30

ABCA-1

β-actina

220 KDa

42 KDa

mM

mM

A

 



70 

 

 

0

25

50

75

100

125

C
o

n
te

ú
d

o
 d

e
 A

B
C

A
-1

(u
n

id
a

d
e

s
 a

rb
it

rá
ri

a
s

)

0 10 20 30NAC

p<0,001

p<0,01

p<0,01

220 KDa

42 KDa

ABCA-1

β-actina

mM

0 10 20 30 mM

B

 

 

Figura 22. Conteúdo do receptor ABCA-1 em macrófagos J774 submetidos 

ao tratamento com NAC nas concentrações 10 mM, 20 mM e 30 mM por 8 h 

(painel A) e 18 h (painel B). Macrófagos J774 foram tratados com 10 mM (n = 4), 

20 mM (n = 4) e 30 mM (n = 5) de N-acetilcisteína (Sigma Chem. Co. A9165-25G) 

acrescidos com 1 M de T0901317 (indutor sintético de LXR), por 8 h (painel A) e 

18 h (painel B). Na condição controle (0), as células foram mantidas em meio de 

cultura apenas (n = 4). Quantidades iguais de proteína celular (50 g) foram 

aplicadas em gel de poliacrilamida 6 %, submetidas à eletroforese e transferidas 

para a membrana de nitrocelulose. Imunoblot foi realizado utilizando-se anticorpo 

anti-ABCA-1 (1:1000) e anticorpo secundário anti-mouse conjugado à peroxidase 

(1:2000). A visualização das bandas foi obtida após reação com ECL pelo 

aparelho ImageQuant 300 (GE Healthcare). Os resultados (média ± EP) foram 

comparados por ANOVA de 1 fator com pós- teste de Newman-Keuls. 
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Na figura 23, observa-se que não houve diferença no conteúdo do receptor 

ABCG-1 em macrófagos tratados com NAC por 8 h e 18 h em ambos os tempos 

(Figura 23, painel A e B), embora pareça existir tendência ao aumento, de acordo 

com o aumento da concentração de NAC.  
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Figura 23. Conteúdo do receptor ABCG-1 em macrófagos J774 submetidos 

ao tratamento com NAC nas concentrações 10 mM, 20 mM e 30 mM por 8 h 

(painel A) e 18 h (painel B). Macrófagos J774 foram tratados com 10 mM (n=4), 

20 mM (n=4) e 30 mM (n=5) de N-acetilcisteína (SIGMA, cód. A9165-25G) por 8 h 

(painel A) e 18 h.(painel B) Na condição controle (0), as células foram mantidas 

em meio de cultura apenas (n = 4).  Quantidades iguais de proteína celular (50 g) 

foram aplicadas em gel de poliacrilamida 6 %, submetidas à eletroforese e 

transferidas para a membrana de nitrocelulose. Imunoblot foi realizado utilizando-

se anticorpo anti-ABCG-1 (1:1000) e anticorpo secundário anti-rabbit conjugado à 

peroxidase (1:2000). A visualização das bandas foi obtida após reação com ECL 
pelo aparelho ImageQuant 300 (GE Healthcare). Os resultados (média ± EP) 

foram comparados por ANOVA de 1 fator com pós- teste de Newman-Keuls. 
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6. DISCUSSÃO 

 

Na DRC é menor o poder preditivo dos fatores de risco clássicos para 

aterosclerose e as intervenções intensivas sobre o LDL colesterol ou proteína C 

reativa falham em demonstrar benefício em desfechos cardiovasculares 

(MORADI et al., 2009b). Desta forma, a exposição crônica às toxinas urêmicas, 

AGE e produtos de carbamilação são considerados na gênese da aterosclerose 

na DRC (VAZIRI & NORRIS. 2011; CARRACEDO et al., 2011).  

Os AGE medeiam o risco acumulado memorizado ao longo do tempo de 

exposição ao estresse oxidativo, mantendo o risco cardiovascular elevado mesmo 

na vigência de terapia intensiva para fatores de risco clássicos e correção para 

fatores não mutáveis, como sexo e idade. Neste estudo, avaliamos o efeito do 

tratamento com N-acetilcisteína sobre a concentração de produtos de oxidação e 

glicação avançada no plasma de ratos com DRC e o reflexo sobre a influência da 

albumina isolada desses animais no efluxo de colesterol de macrófagos. 

Após 60 dias de nefrectomia, observou-se marcante elevação na 

concentração plasmática de ureia e creatinina e na excreção urinária de proteínas 

em 24 h. O tratamento com NAC reduziu a concentração de ureia e creatinina o 

que é reflexo da ação desse composto na melhora da taxa de filtração glomerular 

(FELDMAN et al., 2012; SHIMIZU et al., 2005). Embora a proteinúria não tenha 

sido reduzida, evidencia-se em outros estudos sua redução após tempos mais 

longos de tratamento, como por exemplo, 120 dias (SHIMIZU et al., 2005). 
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Animais com DRC tratados com NAC apresentaram menor concentração 

plasmática de colesterol total, conforme já evidenciado em outros estudos 

(KRIEGER et al., 2006; DINNIS et al., 2006; KOROU et al., 2010; YANG et al., 

2006). LIN e YIN (2008) referem que o papel hipolipemiante da NAC deve-se à 

diminuição na expressão de mRNA e atividade de três enzimas lipogênicas no 

fígado: HMGCoA redutase, enzima málica e ácido graxo sintase. Ao longo prazo, 

a melhora da proteinúria pode refletir-se também em um perfil lipídico mais 

adequado. Além disso, devido as suas propriedades antioxidantes a NAC pode 

favorecer a atividade da enzima lipoproteína lipase, o que contribui para redução 

da trigliceridemia (KRIEGER et al., 2006; DINNIS et al., 2006; KOROU et al., 2010; 

YANG et al., 2006), embora este evento não tenha sido observado no presente 

estudo. 

A glicemia foi maior no grupo C e no grupo com DRC, ambos tratados com 

NAC em comparação aos respectivos grupos não tratados. No entanto, o 

conteúdo total de AGE circulante e pentosidina foram menores nos animais com 

DRC tratados com NAC em comparação ao grupo DRC não tratado.  

 A NAC diminui a peroxidação lipídica (SHIMIZU et al., 2005; ERDOGAN et 

al., 2006), o que no presente estudo foi reiterado pela redução na concentração 

plasmática de TBARS. A diminuição do insulto oxidativo, por sua vez, contribui 

para reduzir a formação de produtos de glicoxidação, refletido pela menor 

concentração de AGE total e pentosidina no plasma dos animais DRC tratados 

com NAC.  
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O estresse oxidativo prevalente na DRC predispõe as reações de 

glicoxidação, com a formação de pentosidina e carboximetil-lisina, principalmente 

(KOYAMA, NISHIZAWA, 2010a,b). Estes AGE apresentam em sua formação a 

participação de reações de oxidação e, no caso da DRC, este é um dos principais 

contribuintes, uma vez que o estresse carbonila por excesso de substrato 

decorrente de hiperglicemia está ausente. O aceleramento do estresse oxidativo, 

junto com a diminuição da capacidade em remover superóxido, já se faz presente, 

logo em estágios recentes de DRC, devido, principalmente, a alterações nos 

componentes do sistema antioxidante (superóxido dismutase e GSH/GSSG), o 

que aumenta conforme a progressão da doença renal (NISHIZAWA et al.,2012). 

Em camundongos knockout para apo E alimentados com dieta aterogênica, 

o tratamento com NAC foi capaz de estabilizar a placa aterosclerótica. Isso se 

deve à redução da infiltração de macrófagos na íntima e ao aumento do conteúdo 

de colágeno, embora não tenha sido observado efeito sobre o tamanho da lesão e 

o número de células musculares lisas (LU et al., 2011). Em outro estudo, 

evidenciou-se que a NAC reduz a formação de lesão aterosclerótica por diminuir a 

geração de ROS, a expressão de CD-36 e a captação de LDL oxidada (SUNG et 

al., 2012). 

Após 60 dias de evolução da DRC, os animais apresentaram maior PAS em 

comparação aos animais C. Nos animais DRC tratados com NAC, a PAS foi 

menor em 17 % em comparação aos animais DRC. Neste aspecto, além de sua 

ação antioxidante, a NAC por meio de seu grupamento sulfidrila interage com 
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pontes dissulfeto na porção extracelular do receptor de angiotensina II (receptor 

AT1). Isto altera a estrutura do AT1, inibindo sua interação com a angiotensina II e 

o consequente efeito vasoconstritor, hipertensor (HEERDING et al., 2001; ULLIAN 

et al., 2005). Deste modo, a NAC, vem sendo usada como complemento às 

terapias anti-hipertensivas tradicionais por diminuir a PAS tanto in vitro como in 

vivo (VASDEV, SINGAL & GILL, 2009). 

Os AGE também favorecem o aumento da PA, em parte por alterarem a 

reatividade vascular, bloquearem a ação do óxido nítrico e potencializarem a da 

endotelina (BIERHAUS et al.,1997). A interação AGE/RAGE proporciona efeito 

pró-inflamatório pela ativação de NF-KB; além disso, eleva a produção de AT1 o 

que exacerba a sinalização do sistema renina-angiotensina. Este, por sua vez, 

aumenta a produção de RAGE, o que cria um ciclo vicioso e vincula os AGE ao 

aumento da sinalização do sistema renina-angiotensina e estresse oxidativo 

advindo desta sinalização (STECKELINGS et al., 2009). A menor concentração 

plasmática de AGE nos animais DRC tratados com NAC também pode ter 

contribuído para a redução da PAS. 

Como consequência do maior insulto glico-oxidativo na DRC, identificamos 

disfunção do retículo endoplasmático em macrófagos tratados com albumina-

DRC, caracterizado pelo maior conteúdo de chaperonas (Grp 94 e PDI) que 

assistem o enovelamento proteico e direcionam as proteínas mal enoveladas para 

vias de degradação. No entanto, a NAC foi capaz de prevenir esse evento, devido 

à diminuição do estresse oxidativo e glicoxidativo, que provavelmente se traduz 
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em um melhor perfil da albumina sérica isolada dos animais DRC+NAC. MULLER 

et al (2013) evidenciaram que a NAC previne a modificação da PDI por reações 

carbonilas ou pela LDL oxidada e protege contra o estresse do RE.   

O aumento do estresse do retículo endoplasmático, observado em 

macrófagos tratados com albumina-AGE ou isolada de portadores de diabete 

melito com controle glicêmico inadequado, vincula-se diretamente ao estresse 

oxidativo intracelular e ao menor conteúdo de ABCA-1 (de SOUZA PINTO et al., 

2011; CASTILHO et al., 2012) Até o momento, não se sabe ao certo o que 

determina a redução do conteúdo proteico de ABCA-1, uma vez que sua 

diminuição independe de variação em seu mRNA. A inibição do sistema 

proteasomal parece ser capaz de prevenir a redução no conteúdo de ABCA-1, 

embora outros mecanismos de degradação pós-traducional possam estar 

envolvidos, incluindo autofagia lisossomal. Entretanto, não parece ocorrer o 

envolvimento de proteases de superfície celular, como calpaína, uma vez que sua 

inibição por calpeptina ou outros inibidores não é capaz de restaurar o conteúdo 

de ABCA-1 em células tratadas com albumina-AGE (IBORRA et al., 2014). 

Qualquer que seja o mecanismo envolvido, ele tem por base o estresse de RE 

uma vez que o tratamento celular com chaperona química PBA que reduz esta 

condição é capaz de prevenir a redução do ABCA-1 e do efluxo de colesterol 

celular (CASTILHO et al., 2012).  
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O PBA também foi capaz de prevenir completamente o estresse de RE em 

células endoteliais expostas ao soro de pacientes com DRC e na aorta de ratos 

com DRC (ZHOU et al., 2012).  

Há uma íntima associação entre o estresse de RE e o insulto inflamatório 

promovido pelo acúmulo intracelular de colesterol suscitado pela albumina-AGE. 

Neste aspecto, a albumina-AGE sensibiliza macrófagos ao estresse inflamatório 

induzido por calgranulina S100B ou lipopolissacarídeo, com maior secreção de IL-

6, TNF, MCP-1 e VCAM por estas células. O meio condicionado advindo de 

células incubadas com albumina-AGE - enriquecido em citocinas - reduz o 

conteúdo de ABCA-1 e o efluxo de colesterol em macrófagos não estimulados, em 

comparação ao meio advindo de incubações com albumina não glicada, pobre em 

citocinas. Esses achados apontam para regulação parácrina entre macrófagos na 

íntima arterial, onde células previamente estimuladas por albumina-AGE 

modificam o fluxo de lípides em macrófagos recentemente diferenciados na íntima 

(OKUDA et al., 2012). 

A ação da albumina-DRC em reduzir o efluxo de colesterol ocorre mesmo 

na presença de partículas aceptoras de colesterol não modificadas (apo A-I obtida 

comercialmente e HDL2 isolada de indivíduos saudáveis). Além disso, 

demonstramos previamente que a HDL isolada de animais urêmicos, embora 

apresente aumento em seu conteúdo proteico e lipídico (maior conteúdo de 

proteínas totais, colesterol total, triglicérides e fosfolípides) não perde sua 
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habilidade de remover colesterol de macrófagos, em comparação à HDL isolada 

de animais falso-operados. 

A albumina-DRC+NAC reduziu o efluxo de colesterol mediado por apo A-I, 

o qual permaneceu 59 % menor em comparação à condição controle e foi 

semelhante ao observado em macrófagos tratados com albumina-DRC, mesmo 

não tendo elevado o estresse de RE nos macrófagos. Esse evento foi reflexo da 

diminuição no conteúdo de ABCA-1, que é o principal receptor que medeia a 

exportação do excesso de colesterol para apo A-I ou partículas nascentes de HDL 

(pré-bHDL).  

Interessante notar que a NAC, por si, modula antagonicamente o conteúdo 

de ABCA-1 e ABCG-1 de forma dose-dependente. Até o momento, não existe na 

literatura nenhum estudo que explique a ação da NAC sobre os receptores ABCA-

1 e ABCG-1 e investigações adicionais serão necessárias para esclarecer a ação 

da NAC sobre esses transportadores.  

O ABCA-1 apresenta uma ou mais pontes dissulfeto que conectam suas 

alças extracelulares, as quais mantêm a integridade estrutural e funcional deste 

transportador. Considerando-se que a NAC é capaz de reduzir pontes dissulfeto, é 

possível que module negativamente o conteúdo de ABCA-1 por reduzir sua 

estabilidade na superfície celular.  

A albumina-C+NAC aumentou 52 % o efluxo de colesterol mediado por 

HDL2, o que foi acompanhado pelo maior conteúdo de ABCG-1, que é o principal 

receptor que medeia o efluxo de colesterol para partículas maduras de HDL. Nas 
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células tratadas com albumina-DRC+NAC também se observou maior conteúdo 

de ABCG-1. Embora as incubações com NAC isoladamente não tenham 

demonstrado aumento significativo no conteúdo de ABCG-1 parece haver uma 

tendência de elevação em seu conteúdo proteico.  

A atividade de ABCA-1 e ABCG-1 são complementares. A exportação de 

colesterol para apo A-I e pré-beta HDL, por intermédio do ABCA-1, favorece a 

geração de partículas grandes de HDL as quais, subsequentemente, removem 

colesterol por interação com o ABCG-1 (CAVELIER et al., 2006; GELISSEN et al., 

2006). Em modelos experimentais animais e em células cultivadas demonstra-se 

uma expressão compensatória entre estes receptores, ou seja, a ablação gênica 

de ABCA-1 é seguida por superexpressão de ABCG-1 e vice-versa 

(RANALLETTA et al., 2006; JASMIN et al., 2014; MEURS et al., 2012; HSIEH et 

al., 2014). Este mecanismo é proposto como contribuinte para a contrarregulação 

do conteúdo de lípides na parede arterial. No entanto, invariavelmente aumento de 

aterosclerose é descrito em animais e humanos com mutação de ABCA-1 

(BROOKS-WILSON et al., 1999; BODZIOCH et al., 1999; RUST et al., 1999). Em 

nosso modelo experimental é ainda possível inferir que a redução no conteúdo de 

ABCA-1, induzida pela albumina C+NAC e DRC+NAC seja compensada pelo 

maior conteúdo de ABCG-1. Experimentos adicionais serão necessários para 

detalhar a ação da NAC sobre a estabilidade proteica e sobre o mRNA de ABCA-1 

e ABCG-1. 
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Nossos achados evidenciam prejuízo no transporte reverso de colesterol 

em virtude da modificação in vivo da albumina na DRC, a qual também favorece o 

estresse de RE em macrófagos. Os efeitos da albumina-DRC ocorrem 

independentemente de alteração na concentração e composição da HDL e pode 

ser determinante ao risco de doença cardiovascular em indivíduos com DRC. 

Embora altere seletivamente os receptores de HDL, a NAC deve ter um amplo 

papel na aterogênese, além do observado no presente estudo, já que deve limitar 

a modificação oxidativa de LDL e, portanto, o aporte de colesterol aos macrófagos 

da íntima arterial.  
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7. CONCLUSÃO  

 

  A N-acetilcisteína reduz produtos de oxidação e glicação avançada no 

plasma de animais com DRC e previne o estresse de RE em macrófagos, induzido 

pela albumina isolada destes animais. Apesar de diminuir o conteúdo de ABCA-1 

e o efluxo de colesterol mediado por apo A-I, a NAC aumenta o conteúdo de 

ABCG-1. Desta forma, a NAC pode contribuir para atenuar os efeitos deletérios da 

albumina modificada na DRC sobre o acúmulo lipídico em macrófagos, 

contribuindo para a prevenção da aterosclerose. 
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