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RESUMO 

 

Okuda LS. Albumina modificada por glicação avançada sensibiliza 

macrófagos à inflamação prejudicando o transporte reverso de colesterol e a 

atividade anti-inflamatória da HDL [tese]. São Paulo: Faculdade de Medicina, 

Universidade de São Paulo; 2012. 91p. 

 

No diabete melito, produtos de glicação avançada (AGE) reduzem o efluxo 

de colesterol celular o que agrava o desenvolvimento da aterosclerose. 

Neste estudo, investigou-se o papel da albumina modificada por glicação 

avançada (albumina-AGE) sobre a sensibilização de macrófagos à resposta 

inflamatória e o impacto da secreção de citocinas, quimocinas e moléculas 

de adesão sobre o efluxo de colesterol mediado por apolipoproteína A-I e 

subfrações de HDL. Além disso, determinou-se a capacidade da HDL em 

modular a resposta inflamatória em macrófagos tratados com albumina-

AGE. Macrófagos de peritônio de camundongo foram tratados com ou sem 

sobrecarga de colesterol, na presença de 2 mg/mL de albumina-controle 

(albumina-C) ou albumina-AGE, por 72 h, seguindo-se de incubação, por 24 

h, com calgranulina S100B (20 µg/mL) ou lipopolissacarídeo (LPS; 1 µg/mL). 

Em comparação com albumina-C, a albumina-AGE, isenta em endotoxinas, 

isoladamente não alterou a secreção de citocinas em macrófagos. No 

entanto, a albumina-AGE sensibilizou macrófagos não enriquecidos em 

colesterol a uma maior secreção de interleucina 6 (IL-6), fator de necrose 

tumoral alfa (TNF-α), proteína quimoatraente de monócitos 1 (MCP-1), 

interlucina 1 beta (IL-1β) e molécula de adesão celular vascular 1 (VCAM-1) 

após estimulação com S100B ou LPS, o que foi potencializado pela 

sobrecarga de colesterol celular. Em macrófagos não estimulados, o meio 

condicionado, advindo das incubações de células com albumina-AGE e 

S100B (meio enriquecido em citocinas), reduziu o efluxo de 14C-colesterol 

mediado por apoA-I, HDL2 e HDL3 em, respectivamente, 23%, 43% e 20%, 

em comparação com células incubadas com meio isolado do tratamento com 

albumina-C e S100B. De forma similar, o efluxo de 14C-colesterol mediado 



 

 

por apoA-I, HDL2 e HDL3 foi reduzido em macrófagos tratados com meio 

advindo de incubações com albumina-AGE e LPS, respectivamente, 37%, 

47% e 8,5% em comparação ao tratamento com albumina-C e LPS. Em 

macrófagos tratados com albumina-C e S100B, a incubação prévia com HDL 

reduziu a secreção de IL-6, TNF- , MCP-1 e VCAM-1 em, respectivamente, 

72%, 57%, 50% e 41% quando comparada à incubação na ausência de 

HDL. Em incubações com albumina-C, a secreção de IL-6, TNF- , MCP-1, 

IL-1β e VCAM-1 induzida por LPS foi respectivamente, 58%, 54%, 42%, 

74% e 45% menor mediante incubação com HDL, em comparação a 

incubações similares, porém na ausência desta lipoproteína. Por outro lado, 

em macrófagos tratados com albumina-AGE e S100B, a HDL não foi capaz 

de reduzir a secreção de TNF-α, IL-1β e VCAM-1 e aumentou a secreção de 

IL-6 (54%) e MCP-1 (20%). Nas células tratadas com albumina-AGE e LPS, 

a HDL também não reduziu a secreção de TNF- , MCP-1 e IL-1β e 

aumentou a secreção de IL-6 (16%) e VCAM-1 (20%). Redução na secreção 

de mediadores inflamatórios foi observada em macrófagos tratados com 

albumina-AGE apenas quando a HDL foi incubada juntamente com S100B 

ou LPS. Em conclusão, a albumina-AGE sensibiliza macrófagos à resposta 

inflamatória induzida por calgranulina S100B e LPS, prejudicando o 

transporte reverso de colesterol de macrófagos. Além disso, a albumina-

AGE reduz as propriedades anti-inflamatórias da HDL, o que pode agravar a 

aterosclerose no diabete melito.  

 

Descritores: 1.aterosclerose 2.diabetes mellitus 3.colesterol 4.produtos finais 

de glicação avançada 5.HDL 6.transporte reverso de colesterol. 

 



 

 

SUMMARY   

 

Okuda LS. Advanced glycated albumin primes macrophages to an 

inflammatory response that reduces reverse cholesterol transport and 

impairs the HDL anti-inflammatory properties [thesis]. São Paulo: “Faculdade 

de Medicina, Universidade de São Paulo”; 2012. 91p. 

 

In diabetes mellitus, advanced glycation end products (AGE) reduces the 

cholesterol efflux from cells, which aggravates the development of 

atherosclerosis. In this study, we investigated the role of advanced glycated 

albumin (AGE-albumin) on macrophage inflammatory response and the 

impact of cytokines, chemokines and adhesion molecules secretion on 

cholesterol efflux mediated by apolipoprotein A-I (apoA-I) and HDL 

subfractions. Furthermore, the HDL ability in modulating inflammatory 

response in macrophages treated with AGE-albumin was also determined. 

Mouse peritoneal macrophages previously enriched or not with cholesterol 

were treated in the presence of 2 mg/mL of control-albumin (C-albumin) or 

AGE-albumin, for 72 h, followed by incubation, for 24 h, with S100B 

calgranulin (20 µg/mL) or lipopolysaccharide (LPS; 1 µg/mL). In comparison 

to free endotoxin-C-albumin, AGE-albumin, by itself did not alter cytokine 

secretion by macrophages. However, AGE-albumin primed non-cholesterol 

enriched macrophages to a higher secretion of interleukin -6 (IL-6), tumor 

necrosis factor alpha (TNF-α), monocyte chemotactic protein 1 (MCP-1), 

interleukin 1 beta (IL-1β) and vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1) 

after stimulation with S100B or LPS, which was potentiated by cell 

cholesterol overload. In non-stimulated macrophages, conditioned medium, 

derived from incubation with AGE-albumin and S100B (cytokine enriched-

medium), reduced the 14C-cholesterol efflux mediated by apoA-I, HDL2 and 

HDL3 in, respectively, 23%, 43% and 20%, in comparison to cells incubated 

with conditioned medium isolated from treatment with C-albumin and S100B. 

Similarly, 14C-cholesterol efflux mediated by apoA-I, HDL2 and HDL3 was 

reduced in macrophages treated with medium derived from incubation with 



 

 

AGE-albumin and LPS, respectively, 37%, 47% and 8,5% in comparison to 

treatment with C-albumin and LPS. In macrophages treated with C-albumin 

and S100B, previous incubation with HDL reduced the secretion of IL-6, 

TNF- , MCP-1 and VCAM-1 in, respectively 72%, 57%, 50% and 41% in 

comparison to incubation in the absence of HDL. In incubations with C-

albumin, the secretion of IL-6, TNF- , MCP-1, IL-1β and VCAM-1 induced by 

LPS was respectively, 58%, 54%, 42%, 74% and 45% lower in cells treated 

with HDL in comparison to similar incubations in the absence of this 

lipoprotein. On the other hand, in macrophages treated with AGE-albumin 

and S100B, HDL was unable to reduce the TNF-α, IL-1β and VCAM-1 

secretion and increased the secretion of IL-6 (54%) and MCP-1 (20%). In 

cells treated with AGE-albumin and LPS, HDL was unable to reduce the 

secretion of TNF- , MCP-1 and IL-1β and increased IL-6 (16%) and VCAM-1 

(20%). Reduction in inflammatory mediators was observed in macrophages 

treated with AGE-albumin only when HDL was incubated simultaneously with 

S100B or LPS. In conclusion, AGE-albumin primes macrophages to an 

inflammatory response elicited by S100B calgranulin and LPS, impairing 

macrophage reverse cholesterol transport. Moreover, AGE-albumin impairs 

the HDL anti-inflammatory properties, which can aggravate the 

atherosclerosis in diabetes mellitus. 

 

Descriptors: 1.atherosclerosis 2.diabetes mellitus 3.cholesterol 4.advanced 

glycation end products 5.HDL 6.reverse cholesterol transport 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

1.1. Transporte Reverso de Colesterol 

 

O transporte reverso de colesterol é o sistema que promove o fluxo de 

colesterol dos tecidos periféricos para o fígado, protegendo contra o acúmulo 

de lípides em células da parede arterial (Rosenson et al., 2012). 

Em macrófagos, a principal via de regulação do conteúdo de colesterol 

ocorre por meio do efluxo de colesterol e fosfolípides para diferentes 

subfrações de HDL e apolipoproteína A-I dissociada. Este processo é 

intermediado pelos receptores ABCA-1 (ATP binding cassette transporter A-

I) e ABCG-1 (ATP binding cassette transporter G-I) que, à custa da energia 

liberada pela hidrólise do ATP, transferem colesterol do folheto interno para 

o externo da membrana plasmática e, daí, para os aceptores extracelulares 

(Cavelier et al., 2006; Rosenson et al., 2012) (Figura 1). Em macrófagos 

sobrecarregados em lípides, a atividade do transportador ABCA-1 contribui 

de maneira mais significativa para a retirada de colesterol celular (Adorni et 

al., 2007) e o prejuízo neste sistema é, diretamente, implicado com o 

acúmulo de colesterol celular e aterosclerose, como nos casos de mutação 

deste receptor, observados na doença de Tangier e na deficiência familial de 

HDL (Soro-Paavonen et al., 2007 ).  

A expressão de ABCA-1 e ABCG-1 é regulada pelo conteúdo de 

colesterol em macrófagos, mais especificamente, óxidos de colesterol, os 

quais são ligantes dos receptores nucleares LXR/RXR (receptor X hepático, 
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receptor X retinóico) (Hozoji et al., 2008) (Figura 1). Agonistas sintéticos de 

LXR promovem aumento na transcrição gênica de ABCA-1 e ABCG-1 em 

macrófagos, levando ao aumento do efluxo de colesterol, mediado por apoA-

I e HDL maduras, respectivamente (Naik et al., 2006). Em macrófagos 

humanos, agonistas de LXR aumentam a exportação de colesterol para 

aceptores externos, o que não é influenciado pelo silenciamento do ABGG-1. 

Assim, de fato, o ABCA-1 parece ser o principal responsável pelo efluxo de 

colesterol em humanos (Larrede et al., 2009). Em hamsters dislipidêmicos, a 

injeção de agonista de LXR, embora não promova melhora no perfil lipídico, 

aumenta o transporte de colesterol dos macrófagos para as fezes, por meio 

do transporte reverso de colesterol (Briand et al., 2010).  

O tratamento de alguns tipos celulares com AMP cíclico (8-

Bromoadenosine 3’,5’-cyclic monophosphate)  também aumenta a 

expressão de ABCA-1, embora os mecanismos relacionados com sua ação 

não estejam esclarecidos (Oram et al, 2000; Oram e Vaughan, 2006). 

Diversas vias de transdução de sinal suscitadas pela interação de apo A-I 

e ABCA-1 têm sido descritas e envolvem, principalmente, a ativação de 

proteína cinase A, por intermédio de proteínas G e adenil ciclase, proteína 

cinase C por meio de fosfolipases de membrana e janus cinase 2 

(JAK2)/STAT3 (Zhao et al., 2012). A atuação seletiva destas vias parece 

variar de acordo com o tipo celular, embora todas propiciem estabilização de 

ABCA-1 na superfície celular pela proteção contra a degradação mediada por 

calpaína (Yamauchi et al., 2003). A ativação da via JAK2/STAT3 promove, 

ainda, a repressão de genes inflamatórios o que estabelece um elo entre a 
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exportação de colesterol de macrófagos e a redução da resposta inflamatória 

nestas células, ambas intermediadas pelo ABCA-1(Tang et al., 2009; Yin et 

al., 2011). 

Além da via ativa, o colesterol pode, por difusão facilitada, ser 

transferido para as HDL, por intermédio do receptor SR-BI (receptor 

scavenger classe B tipo 1). Este processo depende, fundamentalmente, do 

gradiente de colesterol gerado entre a célula e as partículas aceptoras de 

colesterol no meio extracelular, bem como da composição das HDL em 

fosfolípides, o que garante sua interação com microdomínios da membrana 

plasmática, ricos em esfingolípides e colesterol (Zhang et al., 2005). Além 

disso, a subsequente esterificação do colesterol pela lecitina colesterol 

aciltransferase (LCAT), apensa à estrutura da HDL, previne a recaptação 

celular do colesterol livre e garante seu transporte, no núcleo das 

lipoproteínas, pelo compartimento plasmático (Aztalos et al., 2007) (Figura 

1).  

A atividade da LCAT promove o acondicionamento do colesterol 

esterificado no núcleo hidrofóbico da HDL, a qual passa de partícula discoide 

(pré-β HDL) para esférica, denominada HDL3. A posterior ação da proteína 

de transferência de colesterol esterificado (CETP) garante o enriquecimento 

da HDL3 em triglicérides advindos das lipoproteínas que contêm 

apolipoproteína B (quilomícrons, QM; lipoproteínas de muito baixa 

densidade, VLDL e lipoproteínas de baixa densidade, LDL), o que aumenta 

seu tamanho e sua conversão à HDL2. Estas interagem com os receptores 

SR-BI, que no fígado e órgãos esteroidogênicos removem, seletivamente, o 
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colesterol esterificado das HDL em detrimento dos demais componentes da 

lipoproteína. Paralelamente, a CETP transfere colesterol esterificado para 

QM, VLDL e LDL, os quais podem ser removidos pelos receptores hepáticos 

B-E (receptor de LDL), LRP (proteína relacionada ao receptor de LDL) e E. 

Na bile, o colesterol é eliminado na forma livre ou pela ação das enzimas 7 

alfa hidroxilase e 27 alfa hidroxilase pode ser convertido, a ácidos biliares. 

Desta forma, o transporte reverso de colesterol garante o fluxo de colesterol 

dos tecidos periféricos para o fígado, protegendo contra a aterosclerose 

(Rader et al., 2009) (Figura 1).  

Embora em diversos estudos o fluxo de colesterol ao longo do 

transporte reverso não se reflita na sua excreção biliar, deve-se levar em 

consideração a pequena massa de colesterol arterial, em comparação 

àquela presente na circulação sanguínea, linfática e no fígado. Neste 

sentido, o termo transporte reverso de colesterol de macrófagos parece 

aplicar-se mais intimamente ao evento que contribui para prevenção do 

acúmulo de lípides na parede arterial (Figura 1). 

Além do transporte reverso, as HDL desempenham outras importantes 

ações antiaterogênicas, representadas por sua capacidade em minimizar a 

oxidação de LDL (Bandeali e Farmer, 2012; Lee et al., 2005), inibir a 

apoptose (Kontush et al., 2007), mediar vasodilatação (Nofer et al., 2004), 

favorecer o metabolismo glicídico (Drew et al. 2012; Drew et al., 2009) e 

inibir processos inflamatórios (Barter et al., 2004). Neste último aspecto, 

evidências recentes apontam para importante papel da infusão de HDL 

reconstituída ou miméticos de apo A-I na melhora da resposta vascular 
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durante a síndrome coroanariana aguda humana, pela redução do insulto 

inflamatório e aceleração na remoção de lípides celulares (Di Bartolo et al., 

2011a; Borthwick et al., 2012). 

 

 

Figura 1. Transporte Reverso de Colesterol. Apolipoproteínas A-I e 

partículas nascentes de HDL (préβ HDL) removem o excesso de colesterol de 

macrófagos por meio da interação com o receptor ABCA-1. Após esterificação do 

colesterol pela LCAT, formam-se, gradativamente, partículas maiores de HDL 

(HDL3 e HDL2).  As partículas de HDL maduras também são capazes de remover o 

excesso de colesterol celular via receptor ABCG-1. O colesterol esterificado (CE) 

pode ser diretamente removido das HDL 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 transferido para os QM, VLDL e LDL, 

as quais podem ser removidas pelos receptores B-E ou LRP no fígado. A 

expressão de ABCA-1 e ABCG-1 é positivamente modulada pelo receptor nuclear 

LXR, que se heterodimeriza com RXR. 
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1.2. Inflamação, Transporte Reverso de Colesterol e Aterosclerose 

 

Mediadores inflamatórios desempenham importante papel na gênese e 

progressão da doença macrovascular aterosclerótica. Nos estágios iniciais, 

células endoteliais passam a expressar na sua superficie moléculas de 

adesão que se ligam a diversas classes de leucócitos. Em particular a 

molécula de adesão celular vascular 1 (VCAM-1) parece ser capaz de se 

ligar aos tipos de leucócitos encontrados nos primeiros estágios da formação 

do ateroma, e a diminuição da expressão desta molécula de adesão reduz o 

desenvolvimento da lesão (Libby et al., 2002) 

Uma vez aderida ao endotélio, os leucócitos penetram na íntima e esse 

processo de recrutamento é feito por meio da ação de moléculas 

quimioatraentes como, por exemplo, a proteína quimoatraente de monócitos 

(MCP-1), uma das quimiocinas responsáveis pela migração de monócitos 

para a íntima nas regiões de formação de lesão (Libby et al., 2002). 

Na íntima, os monócitos diferenciam-se em macrófagos. Estes 

expressam receptores scavenger capazes de reconhecer lipoproteínas 

modificadas, permitindo o acúmulo de lipides intracelular e a formação de 

células espumosas. Dentro deste contexto, o macrófago enriquecido em 

lípides passa a secretar maiores quantidades de componentes inflamatórios, 

criando assim um ciclo vicioso (Libby et al., 2002).  

Em estados inflamatórios crônicos, como no diabete melito, mediadores 

inflamatórios atuam concomitantemente com outros fatores de risco, entre 

eles, dislipidemia, hiperinsulinemia, hipertensão e distúrbios hemostáticos, 
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concorrendo para a manifestação de complicações macrovasculares (Koh et 

al., 2005). 

Diversos genes moduladores do metabolismo lipídico têm suas 

atividades transcricionais alteradas por citocinas e endotoxinas. 

Invariavelmente, tais modificações associam-se ao prejuízo no fluxo de 

lípides celulares (influxo e efluxo) e estabelecem um elo importante entre 

resposta inflamatória e acúmulo de lípides em células da parede arterial. 

Notadamente, em macrófagos, mediadores inflamatórios modulam o tráfego 

de lípides, por meio do controle da expressão de receptores celulares 

(Khovidhunkit W et al., 2004; Ruan et al., 2004). Em última instância, tais 

receptores determinam o conteúdo líquido de esteroides no meio intracelular 

por governarem a captação de lipoproteínas de baixa densidade (LDL) 

modificadas e a exportação de colesterol para as lipoproteínas de alta 

densidade (HDL). 

Uma gama de receptores scavenger é descrita na literatura, sendo 

responsáveis pelo reconhecimento de lipoproteínas e seus remanescentes 

modificados por glicação, oxidação, dessialização, agregação, tirosilação, 

entre outras. A expressão dessas proteínas não é regulada pelo conteúdo 

intracelular de colesterol. Pelo contrário, é modulada positivamente por vias 

de sinalização, suscitadas por sua interação com ligantes quimicamente 

modificados (Greaves & Gordon, 2005). 

Além de alterações celulares específicas na parede arterial, na doença 

inflamatória observam-se importantes alterações no metabolismo de lípides 

plasmáticos, que contribuem para o estabelecimento de um perfil 
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aterogênico. Em parte, tais modificações são consequentes de alterações no 

metabolismo do tecido adiposo e muscular, nos quais as vias de sinalização 

da insulina são prejudicadas por componentes inflamatórios. Situação típica 

é oriunda da fosforilação do receptor de insulina e do substrato do receptor 

de insulina (IRS) em resíduos de serina, graças ao aumento da 

concentração do fator de necrose tumoral alfa (TNF-α). Isso compete com a 

correta fosforilação em resíduos de tirosina, reduzindo o sinal insulínico 

(Draznin, 2006; Qin et al., 2008; Fernández-Veledo et al., 2009). As 

alterações no fluxo periférico de ácidos graxos favorecem maior aporte deste 

lípide ao fígado, aumentando a síntese de lipoproteínas de origem hepática, 

como as VLDL (Qin et al.,2008). Além disso, intermediários inflamatórios 

contribuem e agravam a esteatose hepática (Roden, 2006). 

Aumento na concentração de VLDL associa-se, tipicamente, à redução 

do HDL colesterol. Além disso, há o enriquecimento das HDL em amiloide A 

e fosfolipases secretórias, em detrimento de seu principal componente 

proteico, a apoA-I, a qual é deslocada da partícula (de la Llera Moya et al., 

2012). O mesmo é observado em relação às proteínas antioxidantes que 

compõem a estrutura da HDL, como a paraoxonase (Van Der Westhuyzen et 

al., 2007). Em decorrência desta remodelagem estrutural, a HDL de fase 

aguda torna-se, caracteristicamente, uma partícula de maior tamanho, 

depletada em colesterol esterificado, porém enriquecida em colesterol livre, 

triglicérides e ácidos graxos (Van Der Westhuyzen et al., 2007). 

Outras proteínas plasmáticas que participam do metabolismo da HDL 

ao longo do transporte reverso de colesterol estão reduzidas durante o 
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processo inflamatório, como a LCAT, a CETP (de la Llera Moya et al., 2012), 

a proteína de transferência de fosfolípides (PLTP) e a lipoproteína lipase 

hepática (LH) (Khovidhunkit et al., 2000; Llera Moya et al. 2012). A 

diminuição da atividade da LCAT pode prejudicar a remoção de colesterol 

pelas HDL, tanto pela recaptação do colesterol livre pelas células, como pela 

menor maturação das grandes partículas de HDL (Khovidhunkit et al., 2001; 

de la Llera Moya et al., 2012). Além disso, a limitação na atividade da CETP 

e da LH reduz o trânsito de colesterol para o fígado e a regeneração de 

novas partículas de HDL (Feingold et al., 1999; Hardardóttir et al.,1996).  

Apesar de poderem carrear diversos componentes pró-inflamatórios, as 

HDL enriquecidas em amiloide A são boas aceptoras de colesterol celular, 

por se ligarem ao ABCA-1 e SR-BI. Além disso, por se associarem à 

fosfolipase solúvel, as HDL sofrem maior hidrólise regenerando partículas 

ricas em apo-AI que reiniciam o ciclo de retirada de colesterol celular e sua 

remoção de sítios de inflamação (Van Der Westhuyzen et al., 2007). 

O papel da inflamação sobre o fluxo de lípides celulares é assunto de 

grande interesse, devido à modulação da expressão de receptores 

scavenger e da família ABC e, portanto, à modulação do desenvolvimento 

da aterosclerose. Entretanto, estudos pontuais que avaliam a relação entre 

mediadores inflamatórios e fluxo de lípides celulares são contraditórios. A 

maior parte dos trabalhos apontam para prejuízo no fluxo de lípides 

celulares, com redução na expressão do receptor de HDL, ABCA-1 (Wang et 

al., 2002; Khovidhunkit et al., 2003; Wang et al., 2005; Chen et al., 2007; 

Persson et al., 2008), enquanto outros evidenciam aumento do efluxo de 
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colesterol (Gerbod-Giannone, 2006; Edgel et al., 2010). (Tabela 1) Em 

conjunto, tais eventos parecem favorecer o maior risco de complicações 

macrovasculares em condições inflamatórias crônicas, como diabete melito, 

doença renal, artrite reumatoide, entre outras. 

 

Tabela 1. Relação entre mediadores inflamatórios e o fluxo de lípides 

celulares 

Tipo Celular ABCA-1 ABCG-1 Efluxo de 

colesterol

Referência

Endotoxinas

(LPS)
RAW/ MP

J774

HMDM / J774

MP

THP-1

RAW

Park et al.,2012

Majdalawieh & Ro, 2009

McGillicuddy et al., 2009

Castrilho et al., 2003

Kaplan et al., 2002

Baranova et al., 2002

IL-1β MP

THP-1 / A549

HK-2

Park et al., 2012

Chen et al., 2007

Wang et al., 2005

IFN-γ MP Wang et al., 2002

TGF-β MP Panousis et al., 2001

TNF-α MP

CaCo-2

HK-2

J774

MP

MP

Park et al., 2012

Field et al., 2010

Wang et al., 2005

Khovidhunkit et al., 2003

Edgel et al., 2010

Gerbod-Giannone et al., 2006

IL-6 HMDM / THP-1 Frisdal et al., 2011

 

RAW: macrófagos de linhagem tumoral; MP: macrófago de peritônio de camundongos; 

J774: macrófagos de linhagem tumoral; HMDM: macrófagos derivados de monócitos 

humanos; THP-1: monócitos humanos; A549: célula epitelial alveolar humana; HK-2: células 

do túbulo proximal humano; CaCo-2: célula intestinal humana.  
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1.3. Produtos de Glicação Avançada e Transporte Reverso de 

Colesterol 

 

A hiperglicemia é o principal fator envolvido na etiopatogenia das 

complicações micro e macrovasculares do diabete melito e, juntamente com 

outros componentes da síndrome metabólica, como obesidade, hipertensão, 

resistência à insulina, alterações hemostáticas e aumento do estresse 

inflamatório, acelera o acúmulo de lípides na parede arterial (Jakus e 

Rietbrock, 2004). 

Diversas vias metabólicas são responsáveis pela relação causal entre 

hiperglicemia e estresse oxidativo intracelular, associados à gênese e 

progressão da aterosclerose. Entre elas, destacam-se: 1) a via dos polióis 

(Oyama et al., 2006); 2) a via glicolítica  com aumento da geração de 

diacilglicerol e ativação de proteína cinase C (PKC) (Das Evcimen e King , 

2007); 3) via das hexosaminas (Rolo e Palmeira, 2006) e 4)  a geração de 

produtos de glicação avançada (AGE) (Brownlee, 2001).  

Espécies reativas de oxigênio (ROS), como ânion superóxido e radical 

hidroxila, são geradas em abundância em decorrência da metabolização da 

glicose ao longo dessas vias, propagando o estresse oxidativo intracelular. 

Elas podem funcionar como segundos mensageiros, ativando vias de 

transdução de sinal que resultam em um amplo espectro de respostas 

fisiológicas, referidas como estresse oxidativo letal ou subletal. Em 

consequência, eleva-se a expressão de citocinas, fatores de diferenciação 

celular e moléculas de adesão, relacionadas ao dano vascular no diabete 

melito (Brownlee, 2001; Brownlee, 2005).  
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O tratamento celular com inibidores da nicotinamida adenina 

dinucleotídeo fosfato-oxidase (NADPH oxidase) e o uso de células isoladas 

de animais com ablação gênica para NADPH oxidase diminuem a geração 

de ROS, induzida por AGE, com redução na expressão de moléculas de 

adesão (Basta et al., 2005; Higai et al., 2006). Estas e outras evidências 

apontam para importante papel da NADPH oxidase como mediadora do 

estresse oxidativo, induzido por AGE em macrófagos. 

Du et al. (2003) demonstraram que a superprodução de ROS pela 

mitocôndria, induzida pela hiperglicemia, leva à ativação de isoformas da 

PKC, aumento da via das hexosaminas e da formação de AGE, devido à 

inibição da atividade da gliceraldeído fosfato desidrogenase (GAPDH). Isto 

ocorre em consequência da ribosilação da GAPDH pela poli (ADP-ribose) 

polimerase (PARP), enzima ativada pela fragmentação das fitas de DNA por 

radicais livres. O bloqueio da via glicolítica desvia o fluxo metabólico para as 

vias citadas acima, propagando a geração de ROS.  

Os AGE representam a etapa final da reação de glicação ou de Maillard, 

caracterizada pela reação covalente não enzimática entre açúcares 

redutores e a porção amino terminal dos resíduos de lisina e arginina das 

proteínas, ácidos nucleicos e fosfolípides. A reação a partir de 

monossacarídeos é lenta e diretamente proporcional à concentração do 

açúcar no meio (controle glicêmico). Inicialmente, se forma um composto 

instável denominado base de Schiff, o qual progride para um produto 

Amadori, mais estável. A partir de ambos os compostos, ou mesmo por meio 

de autoxidação da glicose, ácidos graxos poli-insaturados e certos 
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aminoácidos, são gerados os aldeídos bifuncionais: glioxal, glicolaldeído, 

metilglioxal e 3-deoxiglicosona. Estes são compostos altamente reativos que 

propagam a reação de glicação em sentido irreversível. A formação de AGE 

altera, marcadamente, a estrutura e, portanto, a função de diversas 

macromoléculas do meio extra e, principalmente, intracelular. 

A concentração de oxoaldeídos encontra-se elevada na circulação de 

portadores de diabete melito tipo 1 e 2 descompensados, principalmente no 

período pós-prandial e em pacientes urêmicos não diabéticos (Thornalley, 

2006). Nesse sentido, vias de destoxificação, prejudicadas na insuficiência 

renal, contribuem para redução da depuração de precursores da reação de 

glicação avançada (Mentink et al.,2006).  

A dieta e o tabaco são, também, importantes fontes exógenas de AGE 

(Uribarri et al., 2005). Na dieta, a concentração de AGE depende da 

composição do alimento e de sua forma de cocção. AGE exógenos são 

absorbidos pelo trato gastrointestinal e circulam ligados à albumina e 

lipoproteínas (Goldberg et al., 2004).  

Receptores para AGE incluem o receptor para produtos de glicação 

avançada (RAGE), os scavenger das classes A (SR-AI, SR-AII, SR-AIII e 

MARCO), B (SR-B1 e CD 36), C (dSR-CI), D (CD68, macrosialin), E (LOX-

1), F (SREC), FEEL-1 e 2 e galectina-3 ( Horiuchi et al., 2003; Greaves & 

Gordon, 2005; Rader & Purê, 2005) e os receptores 1, 2 3 para produtos de 

glicação avançada (AGER1, AGER2 e AGER3). Todos apresentam 

capacidade específica de ligação à moléculas modificadas por AGE, embora 

a via de transdução de sinal intracelular esteja melhor elucidada para o 
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RAGE, apenas. Carboximetillisina (CML), carboxietillisina, pentosidina, 

dímeros de glioxal e metilglioxal e pirralina (Degenhardt et al., 1998; 

Valencia et al., 2004a) são os principais AGE encontrados na circulação e 

tecidos, embora outras estruturas bastante heterogêneas também possam 

ser detectadas e reconhecidas pelo RAGE. 

A diversidade estrutural dos ligantes de RAGE, como AGE, anfoterinas 

e calgranulinas, sugere que estes receptores pertençam à classe dos 

receptores de reconhecimento padrão, ligados à imunidade inata. A 

interação dos diversos ligantes com o RAGE dá-se em seu domínio 

extracelular V mediante oligomerização do receptor. Diversos resíduos de 

lisina na estrutura proteica derivatizados por AGE interagem com resíduos 

distintos do domínio V na superfície do RAGE. A plasticidade estrutural do 

domínio V do receptor parece conferir adaptação à ligação com diversas 

classes de ligantes, o que torna difícil, por muitas vezes, a exata detecção 

de vias de sinalização suscitadas por diferentes AGE (Xie et al., 2008) 

Lu et al (2004) demonstraram que o estresse inflamatório mediado 

pelos AGE pode ser contrabalançado pelo receptor  de AGE, AGER1, que 

se opõe à via de sinalização do RAGE. Neste estudo, células mesangiais 

que superexpressavam o receptor AGER1, em comparação com controles, 

apresentaram uma supressão da ativação do NF-kB (fator nuclear kappa B) 

e da via MAPK (proteínas cinases ativadas por mitógenos), além de redução 

na expressão de MCP-1 e RAGE, após estímulo com AGE. Em células de 

ovário de hamster transfectadas com RAGE, o estímulo por AGE levou ao 
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aumento da ativação do NF-kB e da via MAPK porém, ao se cotransfectar as 

células com o AGER1, estas respostas foram abolidas (Lu et al., 2004).  

Diversos estudos atribuem ao AGER1 a função de destoxificação dos 

AGE, por meio do bloqueio da geração de ROS, supressão da expressão da 

p66shc, além da inibição de vias de sinalização do RAGE, fator de 

crescimento epitelial (EGF) e cinases reguladas por sinais extracelulares 

(ERK) (Lu et al., 2004; Cai et al., 2006; Cai et al., 2008). Neste sentido, em 

estados oxidativos crônicos, como no diabete melito e na urêmia, é 

verificada redução na expressão do receptor AGER1, relacionado com um 

aumento na concentração sérica de AGE e na expressão do RAGE (He et 

al., 2001; Vlassara et al., 2009). 

O fluxo de colesterol ao longo do transporte reverso encontra-se 

alterado face à modificação de lipoproteínas por glicação. Embora a glicação 

precoce não afete a habilidade das HDL em remover colesterol (Passarelli et 

al., 2000; Rashiduni et al., 1999), a modificação de apo A-I ou HDL por 

glicação avançada reduz o efluxo de colesterol (Hoang, 2007 ; Matsuki et al., 

2009). 

O tratamento de macrófagos e fibroblastos com aldeídos bifuncionais 

reduz a expressão do receptor ABCA-1 com grave prejuízo na exportação de 

colesterol para apoA-I. Em decorrênca, acumulam-se lípides no meio 

intracelular. Interessante notar que a suplementação com AMP cíclico em 

macrófagos não é capaz de restabelecer o efluxo de colesterol, reduzido 

pela glicoxidação (Passarelli M, 2005). A diminuição no conteúdo de ABCA-1 
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independe de variação no seu mRNA e se associa ao aumento do estresse 

oxidativo, evidenciado pela maior geração de ROS.   

Embora a glicação de HDL esteja aumentada no diabete melito 

podendo concorrer para o prejuízo na retirada de colesterol celular, 

invariavelmente a redução de sua concentração plasmática de HDL 

colesterol contribui por si para a menor eficiência do transporte reverso. 

Além disso, aceptores inespecíficos de colesterol podem contribuir para 

menor remoção de lípides celulares pelas HDL. É o caso da albumina, 

principal proteína modificada por glicação na circulação e cuja concentração 

encontra-se aumentada na íntima arterial na vigência de disfunção endotelial 

e aterosclerose. 

A albumina modificada in vitro por glicação avançada é mais captada 

por macrófagos e induz a geração de ROS e aumento do estresse do 

retículo endoplásmático, o que se vincula com a redução no conteúdo de 

ABCA-1 (De Souza Pinto et al., 2012; Castilho et al., 2012). Em paralelo, 

observa-se maior expressão de receptores CD-36 e RAGE (De Souza Pinto 

et al., 2012), evidenciando que a albumina-AGE favorece maior influxo de 

colesterol aos macrófagos em detrimento de sua remoção pelas HDL. De 

fato, o conteúdo de colesterol celular encontra-se aumentado, com redução 

e aumento, respectivamente, nas atividades da hidroximetilglutaril coenzima 

A redutase (HMGCoA redutase) e acil colesterol aciltransferase (ACAT) (De 

Souza Pinto et al., 2012). 

Além disso, albumina glicada induz o aumento da expressão da 

proteína de ligação de ácidos graxos 4 (FABP4) em macrófagos, o que 
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também está associado com maior acúmulo intracelular de colesterol total e 

triglicérides (Wang et al., 2011). 

Redução na atividade da LCAT foi descrita, bem como aumento na 

atividade da CETP frente à modificação de HDL, LDL e VLDL por glicação in 

vivo e in vitro (Passarelli, 1997). As modificações, mediadas por metilglioxal, 

nos resíduos de arginina, lisina e triptofano das apoA-I são críticas para a 

ativação da LCAT e a atividade da enzima varia de acordo com o grau de 

glicação da apoA-I (Nobecourt et al., 2007). 

Lipoproteínas glicadas prejudicam a função do receptor SR-BI, 

comprometendo a captação seletiva de colesterol esterificado no fígado 

(Horiuchi et al., 2003; Ohgami et al., 2003). Além disso, a atividade da 

lipoproteína lipase também é severamente diminuída frente à glicação de 

lipoproteínas (Veiraiah, 2005). Em conjunto, as alterações em etapas 

distintas do transporte reverso, promovidas pela glicação, contribuem para o 

prejuízo no fluxo centrípeto de colesterol, favorecendo seu acúmulo em 

células arteriais. 

 

1.4. Produtos de Glicação Avançada e Inflamação 

 

A ativação de vias de sinalização pró-inflamatórias mediadas pelo 

RAGE é apontada como um importante fator na gênese das complicações 

macro e microvasculares do diabete melito. Células da vasculatura 

apresentam moderada expressão basal deste receptor a qual, entretanto, é 

aumentada na vigência de hiperglicemia, hiperinsulinemia e inflamação (Yan 

et al., 2007). 
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Cai et al. (2004) demonstraram que a LDL modificada por AGE, isolada 

de portadores de diabete melito que ingeriram dieta rica em AGE, aumentou 

as vias de sinalização intracelular associadas à produção de marcadores 

inflamatórios. Além disso, aumento da atividade da NADPH oxidase, 

geração de ROS, expressão dos receptores scavenger LRP1, CD36 e 

RAGE, expressão e secreção de MCP-1, além do acúmulo de lípides 

intracelular também foi descrito em células tratadas com LDL glicada (Sima 

et al.,2010; Toma et al.,2009). Ao se ligarem ao RAGE, os AGE promovem 

aumento da produção de ROS via NADPH oxidase, fosforilação de ERK, 

JNK (JUN N-terminal kinase), p38, p48 (via da MAPK) com consequente 

ativação de NF-kB. Este é implicado com os processos fisiopatológicos da 

hiperglicemia no diabete melito e relacionado ao aumento da expressão de 

genes pró-inflamatórios, fatores de crescimento e moléculas de adesão, 

além do próprio RAGE, o que cria um ciclo vicioso. Em células endoteliais, 

os AGE e o TNF-α aumentam a expressão de RAGE por meio da ativação 

do complexo p65/p50 do NF-kB. Nesse contexto, a exposição crônica aos 

AGE e ao TNF-α poderia levar a um acúmulo de AGE nos vasos, resultando 

em exacerbação das disfunções vasculares (Tanaka et al., 2000). 

Assim como os AGE, o produto Amadori ou frutosil-lisina (intermediário 

precoce da reação de glicação) também induz a produção de citocina pró-

inflamatória IL-6 e quimiocina MCP-1, além de estimular o crescimento e 

migração de células da musculatura lisa vascular. Neste mesmo estudo, o 

produto Amadori também induziu o aumento da atividade do NF-kB e da 

MAPK (ERK e p38), mostrando que não só o produto final da reação de 
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glicação, mas os seus produtos intermediários também podem induzir 

aumento de mediadores inflamatórios (Hattori et al., 2002). 

Além dos AGE, TNF-α, S-100/calgranulina, β-amiloide, anfoterina (high 

mobility group box 1 - HMGB1)  e o estresse oxidativo também podem ativar 

o RAGE, deixando as células mais suscetíveis à ação dos AGE e inflamação 

crônica (Figarola et al., 2007). 

As S100/calgranulinas fazem parte de uma família de 25 proteínas com 

baixo peso molecular (entre 10 e 12 kDa) sendo expressas em diversos 

tecidos. Elas são proteínas multifuncionais e, no meio intracelular por meio 

da interação com diversas proteínas efetoras, envolvem-se em uma ampla 

gama de processos celulares, como contração, mobilidade, crescimento e 

diferenciação celular, organização estrutural de membranas e dinâmica do 

citoesqueleto. Além disso, algumas S100 como a S100B, S100A8/A9 e  

S100A12 podem ser secretadas para o meio extracelular e agem como 

citocinas, podendo interagir com o RAGE e induzir o aumento do estresse 

inflamatório (Donato, 2003, Hayakawa et al., 2012). Em condições 

inflamatórias, diabete melito e cardiopatias, estas proteínas encontram-se 

em concentrações elevadas na circulação (Kosaki et al., 2004; Miyamoto et 

al., 2008; Hirata et al., 2012).  

Tikellis et al. (2008) encontraram hipertrofia cardíaca, aumento da 

produção de superóxido e acúmulo de AGE e calgranulinas S100A8/A9 no 

tecido cardíaco de camundongos selvagens em comparação aos animais 

knockout para RAGE, alimentados por 16 semanas com dieta rica em 

gordura (a qual também contém quantidade elevada de AGE). Também se 
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observou, nos animais selvagens, aumento nos marcadores inflamatórios, 

IL-6, TNF-α, ICAM-1, MCP-1 e p-65, no plasma, embora o peso e o acúmulo 

de lípides no miocárdio tenham sido similares entre os dois grupos. A 

administração de alagebrium, composto que reduz a concentração de AGE 

por desfazer o entrecruzamento de proteínas glicadas, reduziu o estresse 

oxidativo e inflamatório, bem como a concentração de AGE e RAGE no 

tecido cardíaco.  

De forma similar, camundongos, simultaneamente, knockout para 

RAGE e receptor de LDL, alimentados por 12 semanas com dieta rica em 

gordura, apresentaram redução no tamanho da lesão aterosclerótica, no 

conteúdo de macrófagos arteriais, além de diminuição no estresse oxidativo 

e inflamatório (VCAM-1 e ICAM-1) quando comparados com animais 

knockout para receptor de LDL apenas (Sun et al., 2009). 

Harja et al. (2008) evidenciaram papel crítico do RAGE na disfunção 

endotelial, desenvolvimento da placa aterosclerótica e aumento da 

inflamação vascular em camundongos knockout para apoE. Além disso, 

neste mesmo estudo, a calgranulina S100B levou ao aumento da expressão 

de mediadores inflamatórios, via ativação da JNK-MAPK.  

Monócitos THP-1, incubados com calgranulina S100B (Huang at al., 

2006; Shanmugam et al.,2003), com AGE ou com alta concentração de 

glicose (Shanmugan et al., 2003 a,b) apresentaram aumento da expressão e 

secreção de citocinas pró-inflamatórias, quimiocinas, moléculas de adesão, 

integrinas e ciclooxigenase-2 (COX-2). Além disso, o uso de inibidores de 

NF-kB, estresse oxidativo, PKC, ERK e MAPK bloquearam o aumento da 
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expressão desses genes. De forma análoga, em fibroblastos da adventícia, 

incubados com albumina-AGE, observou-se aumento da resposta 

inflamatória (MCP-1, IL-6 e VCAM-1) e da capacidade migratória mediante 

ativação da via RAGE-MAPK-NF-kB (Liu et al., 2010). 

A resposta inflamatória suscitada por AGE é atenuada por inibidores de 

glicação avançada, como metformina (Isoda et al., 2006), tiazolidinedionas 

(Marx et al., 2004), o composto LR-90 (Figarola et al., 2007), ciprofloxacina 

(Mori et al., 2010) e irbesartan (Matsui et al., 2011). 

Por outro lado, alguns estudos demonstram que a ligação de albumina- 

AGE, isenta de endotoxinas, ao RAGE não é suficiente para induzir a 

liberação de moléculas pró-inflamatórias, como VCAM-1 e TNF-α e pode 

não ter um papel na ativação celular (Valencia et al., 2004b; Valencia et al., 

2004c). Desta forma, o potencial inflamatório suscitado pelos AGE nos 

demais estudos poderiam ser atribuídos à presença de endotoxinas nas 

amostras processadas em laboratório.  

Embora referida como parte do mecanismo aterogênico suscitado pelos 

AGE, a resposta inflamatória atribuída aos mesmos ainda é incerta e pode 

decorrer da interação entre vários receptores celulares, como o RAGE e 

aqueles que medeiam a resposta imunológica inata, como os receptores 

símiles ao Toll (TLR) (Lin, 2006; van Beijnum et al., 2008;Qin et al., 2009; 

van Zoelen et al., 2009). Além disso, o estresse inflamatório celular tem sido 

apontado como consequência da sensibilização prévia, pela incubação com 

AGE, a estímulos subsequentes, como as calgranulinas/S100 (Ehlermann et 

al., 2006).   
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Células endoteliais da veia umbilical humana (HUVEC) pré-tratadas 

com albumina-AGE, em comparação com células controles, apresentaram 

maior secreção de IL-6, ICAM-1, VCAM-1 e MCP-1 de forma dose- 

dependente, quando incubadas com S100A8/S100A9. Esse efeito foi 

reduzido por inibidores da via MAPK (ERK1/2 e p38) (Ehlermann et al., 

2006). Assim, fica evidente que os AGE podem, previamente, sensibilizar as 

células a outros estímulos inflamatórios (Herold et al., 2007). 

Contrariamente aos estudos anteriores, Aneja et al. (2008) demonstrou 

que o pré-condicionamento de  monócitos, THP-1, com HMGB1 leva à 

diminuição na secreção de TNF-α e ativação do NF-kB induzido por LPS. O 

mesmo foi verificado, in vivo, quando ao injetar HMGB1 1h antes da injeção 

de LPS, houve redução no TNF-α circulante, sugerindo que o pré-

condicionamento com HMGB1 induz tolerância ao LPS. 

Neste sentido, Yamamoto et al. (2011) demonstraram que o LPS, um 

clássico indutor inflamatório, é capaz de induzir o estresse inflamatório tanto 

via TLR4 e 2 quanto via RAGE. O LPS interage com o RAGE no mesmo sítio 

de ligação que os AGE, levando à ativação de NF-kB e secreção de 

citocinas inflamatórias como o TNF-α e IL-6. Assim como o LPS, a 

S100A8/S100A9, também parecem ser capazes de interagir tanto com o 

RAGE quanto com os TLR (Boyd et al.,2008; Vogl et al., 2007).  

Interessantemente, esses estudos fortalecem a ideia de uma ação 

sinérgica entre os vários ligantes dos RAGE e outros receptores celulares 

durante processos inflamatórios crônicos.  
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A proposta do presente estudo baseou-se na  íntima associação entre 

inflamação e aterosclerose no diabete melito. Mediadores inflamatórios 

alteram o fluxo de lípides, favorecendo o acúmulo destes em macrófagos 

arteriais. Por outro lado, produtos de glicação avançada também interferem 

sobre as vias de captação e remoção de lípides e são importantes 

mediadores da resposta inflamatória e do estresse oxidativo. A glicação 

prejudica o efluxo de lípides celulares, por reduzir a expressão de ABCA-1 e 

ABCG-1 em macrófagos, associada ao aumento do estresse oxidativo e 

estresse do retículo endoplasmático (De Souza Pinto et al., 2012; Castilho et 

al, 2012). 

Os mecanismos celulares que envolvem a participação dos produtos de 

glicação avançada sobre o estresse inflamatório e sobre o fluxo de lípides 

celulares em macrófagos não estão totalmente esclarecidos. Há evidências 

de que os AGE, por si, não são capazes de induzir o aumento do estresse 

inflamatório, mas sensibilizam as células a posterior estimulação inflamatória 

por outros ligantes de RAGE. A grande heterogeneidade dos AGE e a 

característica do seu principal receptor - RAGE - também tornam difícil a 

exata determinação dos efeitos biológicos promovidos pelos AGE.  

Do ponto de vista da inflamação, a grande maioria dos dados da 

literatura acerca da modulação do efluxo de colesterol resulta da adição 

direta de citocinas pró e anti-inflamatórias às células em cultura, não 

refletindo a interação entre células da parede arterial.  A sensibilização de 

macrófagos com albumina controle ou albumina-AGE, seguido do estímulo 

inflamatório por calgranulina S100B ou LPS, permitiu avaliar a secreção de 
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citocinas, quimiocinas e moléculas de adesão, e seu reflexo sobre a 

remoção de colesterol (Figura 2).  

 

 

Figura 2. Hipótese experimental  

Meio condicionado, contendo citocinas, produzido por macrófagos expostos à 

albumina-AGE e, posteriormente, a S100B ou LPS, quando utilizado para tratar 

macrófagos não estimulados, podem alterar o efluxo de colesterol mediado por 

subfrações de HDL e apo A-I, além da expressão dos receptores de HDL e LXR, 

refletindo prejuízo ao transporte reverso de colesterol e maior risco de aterosclerose 

no diabete melito.  
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2. OBJETIVO 

 

 

O objetivo deste estudo é avaliar se citocinas, quimiocinas e moléculas 

de adesão produzidas por macrófagos estimulados por albumina-AGE, na 

presença ou ausência de estímulos subsequentes (calgranulina S100B e 

LPS), são capazes de modular a remoção de colesterol celular por 

subfrações de HDL e apo A-I.  

 Desta forma, foram avaliados:  

 a secreção de citocinas pró-inflamatórias (IL-1β, IL-6, TNF-α), 

quimiocinas (MCP-1) e molécula de adesão (VCAM-1); 

 o efluxo de 14C-colesterol, em macrófagos saudáveis, mediado por 

apo A-I e por subfrações de HDL, mediante incubação com meio 

condicionado, contendo citocinas 

 o papel anti-inflamatório da HDL em macrófagos submetidos ao 

tratamento com albumina-AGE e subsequente estímulo 

inflamatório (S100B ou LPS) 
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3. MÉTODOS 

 

 

O protocolo para utilização de animais foi de acordo com os Princípios 

Éticos na Experimentação Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de 

Experimentação Animal (COBEA), e todos os precedimentos experimentais 

deste projeto, foram aprovados pela Comissão de Ética para Análise de 

Projetos de Pesquisa do HCFMUSP (CAPPesq - 0220/08).  

 

3.1. Preparo da albumina glicada in vitro   

 

Albumina bovina isenta de ácidos graxos e com concentração de 

endotoxina inferior a 0,1ng/mg (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha) foi 

incubada na presença de 10mM de glicolaldeído (Sigma-Aldrich, Fluka-

Buchs, Alemanha) dissolvido em tampão fosfato (PBS) (NaCl 137 mmol/L; 

Na2HPO4  4mmol/L; KCl 2 mmol/L; K2PO4 1 mmol/L) com EDTA (pH = 7,4). 

Albumina controle (C) foi preparada na presença de PBS, apenas. As 

incubações foram realizadas sob condições estéreis, atmosfera de 

nitrogênio, banho de água a 37°C, com agitação por 4 dias. A seguir, as 

amostras foram dialisadas contra PBS e esterilizadas em filtro 0,22μm. A 

concentração final de proteína das amostras foi determinada pelo método de 

LOWRY et al. (1951) e todas as amostras foram congeladas a -70°C até o 

seu uso. 
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3.2. Dosagem de endotoxina das albuminas controle e glicada in vitro 

 

A quantidade de endotoxina das albuminas C AGE, in vitro, foi 

determinada pelo ensaio da Limulus Amebocyte Lysate (LAL) (Cape Cod, 

Falmouth, MA, USA). Em todas as amostras, a concentração de endotoxinas 

inferior a 50 pg/mL, a qual é referida como não sendo capaz de induzir 

resposta inflamatória em estudos de cultura celualr (Valencia et al., 2004). 

 

3.3. Obtenção de lipoproteínas 

 

Lipoproteína de densidade baixa (LDL; d = 1,019 – 1,063 g/mL) e as 

subfrações de HDL2 (d = 1,063 – 1,125 g/mL) e HDL3 (d = 1,125 – 1,21 

g/mL) foram isoladas do plasma humano por ultracentrifugação sequencial e 

purificação por gradiente descontínuo de densidade (Havel et al., 1955; 

Redgrave et al., 1975). 

 

3.4. Acetilação de LDL 

 

A LDL foi acetilada segundo protocolo descrito por Basu et al. (1976). 

Para cada 16 mg de proteína de LDL, foram adicionados 1 mL de solução 

saturada de acetato de sódio e 1 mL de cloreto de sódio (NaCl – 0,15 M), 

sob constante agitação e banho de gelo. Anidrido acético em pequenas e 

multiplas quantidades foi adicionado por um período de 1h, seguido de 30 
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min de agitação em banho de gelo. O volume de anidrido acético utilizado foi 

de 1,5 vezes a massa de proteína de LDL. 

A seguir, a LDL acetilada foi dialisada contra tampão fosfato (PBS) com 

EDTA (pH = 7,4) por 24 h a 4ºC e esterilizada em filtro 0,22 µm. A 

concentração final de proteína da amostra foi determinada pelo método de 

LOWRY et al. (1951) 

 

3.5. Obtenção e cultivo dos macrófagos de peritônio de camundongos  

 

Os camundongos da linhagem suiça foram obtidos do Departamento 

Técnico de Apoio ao Ensino e Pesquisa (DTAEP) da Faculdade de Medicina 

da Universidade de São Paulo. Macrófagos foram isolados da cavidade 

peritoneal dos camundongos, lavando-se o peritônio com solução de tampão 

fosfato (PBS) estéril, pH 7,4, acrescido com penicilina G potássica e sulfato 

de estreptomicina. Após obtenção do botão celular, as células foram 

ressuspensas em meio RPMI (Gibco, Grand Island, Nova Iorque, EUA) 

contendo 10% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab, Campinas, Brasil), 

antibióticos (100 µg/mL de estreptomicina e 100 U/mL de penicilina - Gibco) 

e glutamina (2 mM – Gibco); colocados em placas de cultura com 24 

cavidades (1,8 x 106 células por cavidade) ou em garrafas de cultura de 75 

cm2 (30 x 106 células por garrafa) e mantidas em incubadora de CO2 5% a 

37°C. Após 48h as placas foram lavadas com PBS contendo albumina isenta 

em ácidos graxos (FAFA) (Sigma) para remoção de células não aderidas.  
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3.6. Meio condicionado sem e com sobrecarga de colesterol 

 

Macrófagos de peritônio de camundongos foram incubados apenas com 

meio de cultura, DMEM contendo baixa concentração de glicose (Gibco) 

acrescido de 1% de albumina isenta em ácidos graxos (FAFA) (Sigma) 

(situação controle), na presença de albumina-controle (2 mg albumina C/mL 

de meio), albumina-AGE (2mg albumina AGE/mL de meio), 

calgranulina/S100B (20 μg/mL de meio) (Sigma-Aldrich, St. Louis – MO, 

EUA) ou lipopolissacarídeo  (LPS serotipo E. Coli, 1 μg/mL de meio – 

Sigma), por 24 h, para avaliar a secreção de citocinas pró-inflamatórias 

(Figura 3). 

Macrófagos de peritônio de camundongo

24h

IL-6, TNF-α, IL-1β, 

MCP-1 e VCAM-1

(2mg/mL) – isenta em endotoxina
DMEM albC albAGE S100B LPS

(20 µg/mL) (1 µg/mL)

 

Figura 3. Protocolo experimental 1 
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Em outro protocolo experimental (Figura 4), macrófagos foram 

incubados por 72h apenas com meio de cultura (DMEM/FAFA), albumina-C 

ou albumina-AGE, na presença ou ausência de sobrecarga de colesterol 

(LDL acetilada - 50μg de proteína de LDL/ mL de meio), seguido de lavagem 

com PBS/FAFA e subsequente incubação apenas com meio de cultura 

(DMEM/FAFA), na presença de calgranulina/S100B ou LPS por 24h. O LPS 

foi utilizado como controle positivo de indução inflamatória (Baranova et al., 

2002) e a proteína S100B como controle positivo de sinalização pelo RAGE 

(Donato, 2003).   

Após os períodos de incubação, este meio isolado de tratamento com 

albumina-C ou albumina-AGE e S100B ou LPS, que denominamos, meio 

condicionado, foi centrifugado a 1500 rpm por 10 min e congelado a -70°C, 

para posterior determinação da concentração de citocinas.  

Em outros experimentos (Figura 4) o meio condicionado foi 

centrifugado para remoção de debris celulares e utilizado para tratar 

macrófagos não estimulados, nos quais foi determinado o efluxo de 14C-

colesterol.  
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(20  mg/mL) (1 mg/mL)

Macrófagos de peritônio 

de camundongo

72 h 24 h

Lavagem

DMEM, albC ou albAGE
(2 mg/mL- isenta em endotoxinas)

DMEM, S100B ou LPS

• IL-6, TNF-α, IL-1β, MCP-1 e VCAM-1

• Tratamento de macrófagos não estimulados (meio condicionado, 24 h):

- determinação do efluxo de colesterol, mediado por HDL2, HDL3, e apoA-I

 Sobrecarga de 

colesterol 

(LDL acetilada)

Coleta do meio 

condicionado

 

Figura 4. Protocolo experimental 2 

 

3.7. Determinação do papel da HDL em modular a resposta inflamatória 

induzida por albumina-AGE, S100B e LPS 

 

Após confluência, macrófagos de peritônio de camundongo foram 

incubados com albumina-C (2 mg/mL de meio) ou albumina-AGE (2 mg/mL 

de meio) por 72 h, na presença ou ausência de HDL (100 µg de proteína de 

HDL/mL de meio). Após esse período de incubação, as células foram 

cuidadosamente lavadas com PBS/FAFA e incubadas, por mais 24 h, com 

calgranulina/S100B (20 μg/mL de meio) ou LPS (1 μg/mL de meio) na 

presença ou ausência de  HDL (100 µg de proteína de HDL/mL de meio). 
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O meio foi, então, centrifugado a 1500 rpm, por 10 min e congelado a  -

70°C, para posterior determinação da concentração de mediadores 

inflamatórios. 

 

3.8. Determinação do papel do inibidor de NF-kB em modular a 

resposta inflamatória induzida por albumina-AGE, S100B e LPS 

 

Após confluência, macrófagos de peritônio de camundongo foram 

incubados com albumina-C (2 mg albC/mL de meio) ou albumina-AGE (2 mg 

albAGE/mL de meio) por 72 h, na presença ou ausência do inbidor de NF-kB 

(SN50 - 50 µg/mL de meio, Sigma). Após esse período de incubação, as 

células foram cuidadosamente lavadas com PBS/FAFA e incubadas, por 

mais 24 h, com calgranulina/S100B (20 μg/mL de meio) ou  LPS (1 μg/mL de 

meio) na presença ou ausência do inibidor de NF-kB (SN50 - 50 µg/mL de 

meio). 

O meio foi, então, centrifugado a 1500 rpm por 10 min e utilizado para 

incubar, por 24 h, macrófagos não estimulados para avaliação do efluxo de 

colesterol mediado por apoA-I. 

 

3.9. Quantificação de citocinas pró-inflamatórias (IL-1β e IL-6, TNF-α), 

quimiocina MCP-1 e molécula de adesão VCAM-1 

 

A concentração de citocinas pró-inflamatórias (IL-6, TNF-α e IL-1β), 

quimiocina (MCP-1) e molécula de adesão (VCAM-1) foram determinadas 

por ELISA (R&D System – Duo Set, Minneapolis, EUA). 
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3.10. Efluxo de 14C-colesterol, mediado por HDL3, HDL2 e apoA-I 

mediante incubação com meio condicionado, contendo citocinas 

 

O efeito de mediadores inflamatórios sobre o efluxo de colesterol celular 

foi avaliado pela utilização de meio condicionado de macrófagos tratados 

com albumina C ou albumina AGE.  

Macrófagos foram incubados em placas de cultura com 24 cavidades 

(1,8 x 106 células por cavidade). As células foram mantidas em estufa a 37°C 

com atmosfera de CO2 5%. Após confluência celular, os macrófagos foram 

incubados com DMEM/FAFA, acrescido com LDL acetilada (50 μg de 

proteína de LDL/mL de meio) e 14C-colesterol (0,3 μCi/mL de meio), por 48h. 

Após este período, as células foram lavadas duas vezes com PBS/FAFA e 

incubadas com DMEM contendo 0,5 mM de 8-Bromoadenosine 3´, 5´- cyclic 

monphosphate (8-Br AMPc) por 24 h.  

Seguindo a lavagem cuidadosa das cavidades, as células foram 

incubadas com meio condicionado por 24 h. Após esse período, esses 

macrófagos foram incubados por mais 5h na presença ou ausência de HDL3 

(50 μg de HDL3 / mL) ou HDL2 (50 µg de HDL2/mL) ou por 8h na presença ou 

ausência de apoA-I (30 µg de apoA-I/mL). O meio de cultura foi, então, 

recolhido para tubos de vidro, centrifugado a 1500 rpm durante 10 min a 

4°C, para a remoção de debris celulares e, transferido para frascos de 

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

Finlândia). As cavidades das placas foram lavadas com solução fisiológica 

gelada (4°C). A quantidade de radioatividade presente no meio, ao final do 
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período de incubação, indicou o efluxo basal de colesterol e o mediado pela 

HDL3, HDL2 ou apoA-I. 

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 0,2N, durante 3h, a temperatura ambiente, para lise celular 

e determinação da concentração de proteína, pelo método de Lowry (Lowry 

et al., 1951). 

Os valores obtidos em incubações na presença de HDL3 ou HDL2 ou 

apoA-I e albumina foram subtraídos daqueles obtidos apenas com albumina, 

de maneira a refletir o efluxo mediado somente por HDL3 ou HDL2 ou apoA-I.  

A porcentagem de efluxo foi calculada como: 

                     14C-colesterol no meio                          x 100 

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

 

3.11. Teste de viabilidade celular 

 

Ao final das incubações, alíquotas do meio de cultura foram removidas 

e centrifugadas a 250g por 4 min, para a remoção de debris celulares. Após 

centrifugação, esse meio foi utilizado para medir a viabilidade celular através 

da liberação da lactato desidrogenase (LDH) utilizando-se kit colorimétrico 

para ensaio toxicológico (Sigma). 
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3.12. Análise estatística 

 

As análises estatísticas foram realizadas com a utilização do programa 

GraphPad Prism 4 (GraphPad Software, Inc. 2003). As comparações entre 

os grupos foram feitas por análise de variância (ANOVA) de um fator com 

pós teste de Newman Keuls ou por teste t de Student, não pareado. Em 

todos os casos, foram consideradas significantes todas as situações nas 

quais o nível descritivo de significância foi inferior a 5%. 
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4. RESULTADOS 

 

 

A concentração das citocinas pró-inflamatórias - IL-6, TNF-α -, da 

quimiocina MCP-1 e da molécula de adesão VCAM-1 foram determinadas no 

meio de cultura, após incubação dos macrófagos com albumina-C, 

albumina-AGE, S100B ou LPS, por 24 h. Macrófagos incubados com 

albumina-AGE apresentaram perfil semelhante de secreção de marcadores 

inflamatórios quando comparados aqueles expostos à albumina-C ou 

apenas ao meio de cultura (DMEM). Conforme esperado, o tratamento com 

LPS (utilizado como controle positivo) promoveu aumento na secreção de IL-

6, TNF-α, MCP-1 e VCAM-1, em comparação às demais incubações; 

enquanto a calgranulina S100B apenas elevou a produção de IL-6 e VCAM-

1 (Figura 5, painéis A, B, C e D). 
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Figura 5. Albumina-AGE não altera a produção de citocinas 

inflamatórias por macrófagos. 

Macrófagos de peritônio de camundongo foram incubados, por 24h 

na presença albumina-C (albC; 2mg/mL), albumina-AGE (albAGE; 2 

mg/mL), S100B (20 µg/mL) ou LPS (1 µg/mL). Incubações controles 

foram feitas apenas na presença de meio de cultura (DMEM). A 

concentração de IL-6 (painel A), TNF-α (painel B), MCP-1 (painel 

C) e VCAM-1 (painel D) no meio foi determinada por ELISA (n = 5). 

As comparações foram feitas pela análise de variância (ANOVA) de 

um fator, com pós- teste de Newman Keuls. 
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Incubações de macrófagos com albumina-C ou albumina-AGE por 72 

h, seguidas de lavagem e subsequente exposição, por 24h, à S100B ou 

LPS, evidenciaram que o pré-tratamento com albumina-AGE favoreceu 

maior secreção de marcadores inflamatórios. A produção de IL-6, TNF-α, 

MCP-1, IL-1β e VCAM-1 foi, respectivamente, 17, 7, 4, 4 e 13 vezes maior 

em células tratadas com albumina-AGE e S100B em comparação com 

aquelas incubadas com albumina-C e S100B (Figura 6, painéis A, B, C, D e 

E). De forma similar, a secreção destas mesmas citocinas foi maior nos 

macrófagos tratados com albumina-AGE e, posteriormente, com LPS (IL-6, 4 

vezes; TNF-α, 3 vezes; MCP-1, 4 vezes; IL-1β, 3 vezes e VCAM-1, 17 

vezes) quando comparados a incubação com albumina-C e LPS (Figura 6, 

painéis A, B, C, D e E). Estes resultados demonstram que a exposição 

crônica prévia aos AGE é capaz de sensibilizar macrófagos à posterior 

estimulação inflamatória, neste caso, por S100B e LPS (Figura 6, painéis A, 

B, C, D e E). 
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Figura 6. Calgranulina S100B e LPS induzem maior 

secreção de citocinas inflamatórias em macrófagos 

sensibilizados por albumina-AGE. 

Macrófagos de peritônio de camundongo foram pré-incubados, por 

72 h, com albumina-C (albC) ou albumina-AGE (albAGE), 2 mg/mL. 

Após lavagem, as células foram incubadas, por 24 h, com S100B 

(20 µg/mL) ou LPS (1 µg/mL). Incubações controles foram feitas 

apenas na presença de meio de cultura (DMEM). A concentração 

IL-6 (painel A), TNF-α (painel B), MCP-1 (painel C), IL-1β (painel 

D) e VCAM-1 (painel E) foi determinada no meio de cultura por 

ELISA (n = 14). As comparações foram feitas pelo teste t de 

Student, não pareado. 
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Em etapas posteriores, avaliamos a contribuição do enriquecimento 

celular com colesterol sobre a sensibilização de macrófagos por albumina-

AGE à estimulação com S100B ou LPS. Para tanto, macrófagos foram 

sobrecarregados com colesterol (incubação com 50 µg/mL de LDL-

acetilada), juntamente com a exposição à albumina-C ou albumina-AGE, por 

72 h. A seguir, conforme descrito anteriormente, foram lavados e expostos, 

por 24 h, à S100B ou LPS.   

O enriquecimento dos macrófagos com colesterol levou à uma maior 

produção de citocinas inflamatórias em comparação aos macrófagos sem 

sobrecarga de LDL-colesterol. Este evento foi observado mesmo nas 

incubações controles com meio de cultura ou S100B apenas (Figura 7, 

painéis A, B e C).  

A incubação com albumina-C na presença de colesterol, seguida de 

tratamento com S100B foi capaz de induzir maior produção de IL-6, TNF-α e 

MCP-1 em comparação à incubação com albumina-C sem sobrecarga 

lipídica (Figura 7, painéis A, B e C). Estes achados evidenciam que o 

acúmulo de colesterol potencializa a resposta inflamatória em macrófagos, 

após tratamento com albumina-C e S100B. 

A presença de colesterol também incrementou a produção de IL-6 

(Figura 7, painel A) e MCP-1 (Figura 7, painel C) em macrófagos tratados 

com albumina-AGE e S100B, porém em menor magnitude. Isto reitera a 

ação da albumina-AGE na sensibilização de macrófagos ao estímulo 

inflamatório por S100B, independentemente do colesterol.  
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Assim como nos macrófagos que não foram enriquecidos em colesterol, 

aqueles enriquecidos apresentaram uma maior secreção de citocinas pró-

inflamatórias quando pré-tratados com albumina-AGE e S100B em 

comparação com o pré-tratamento com albumina-C e S100B (Figura 7, 

painéis A, B e C).  

No tratamento com albumina-C e LPS observou-se maior produção de 

IL-6, TNF-α e MCP-1 frente ao enriquecimento celular com colesterol. 

Entretanto, isto não foi observado para o tratamento com albumina-AGE, no 

qual o acúmulo de colesterol não potencializou a secreção de citocinas. 

Diferentemente do observado com S100B, a concentração de IL-6 e MCP-1 

não variou entre macrófagos tratados com sobrecarga de colesterol, 

albumina-AGE e LPS em comparação à macrófagos com sobrecarga 

lipídica, albumina-C e LPS (Figura 7, painéis A, B e C).  
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Figura 7. Sobrecarga de colesterol potencializa a resposta 

inflamatória induzida pela calgranulina S100B, mas não por 

LPS, em macrófagos sensibilizados por albumina-AGE.  

Macrófagos de peritônio de camundongo foram pré-incubados, por 

72 h, na presença de LDL acetilada (50 µg/mL) e albumina-C (albC; 

2 mg/mL) ou  LDL-acetilada e albumina-AGE (albAGE; 2 mg/mL). 

Após lavagem, as células foram incubadas, por 24 h, com S100B (20 

µg/mL) ou LPS (1 µg/mL). Incubações controles foram feitas apenas 

na presença de meio de cultura (DMEM) ou S100B. A concentração 

de IL-6 (painel A), TNF-α (painel B) e MCP-1 (painel C) foi 

determinada no meio de cultura por ELISA (n = 9). As comparações 

foram feitas pelo teste t de Student, não pareado. 
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O meio isolado das diferentes incubações de macrófagos com 

sobrecarga de colesterol foi utilizado para o tratamento de macrófagos 

recém isolados do peritônio de camundongos. Avaliou-se, então, o efluxo de 

14C-colesterol mediado por HDL2, HDL3, e apoA-I.  

O meio condicionado isolado de macrófagos tratados com albumina-

AGE e S100B levou à uma redução de respectivamente, 43%, 20%,  e 23%  

no efluxo de colesterol mediado por HDL2 (Figura 8), HDL3 (Figura 9) e 

apoA-I (Figura 10),  quando comparado com o meio condicionado de 

macrófagos tratados com albumina-C e S100B. Isto se associou à maior 

concentração de citocinas no meio obtido dos tratamentos com albumina-

AGE e S100B. 

De forma semelhante, o efluxo de colesterol mediado por HDL2 (Figura 

8), HDL3 (Figura 9) e apoA-I (Figura 10) nos macrófagos não estimulados 

tratados com meio condicionado, contendo citocinas induzidas pelo 

tratamento com albumina-AGE e LPS foi respecitvamente, 47%, 8,5% e 37% 

menor quando comparado com os macrófagos tratados com meio 

condicionado do tratamento com albumina-C e LPS. A concentração de 

todas as citocinas, foi superior no meio condicionado com albumina-AGE e 

LPS em comparação ao meio condicinado com albumina-C e LPS. 
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Figura 8. Meio condicionado rico em citocinas, isolado de 

macrófagos tratados com albumina-AGE e S100B ou 

albumina-AGE e LPS, reduz o efluxo de colesterol celular 

mediado por HDL2. 

Macrófagos de peritônio de camundongo foram pré-incubados, por 

72 h na presença de LDL acetilada e albumina-C (albC; 2 mg/mL) ou 

LDL acetilada e albumina-AGE (albAGE; 2 mg/mL) em garrafas de 

cultura de 75 cm2. Após lavagem, as células foram incubadas, por 24 

h com S100B (20 µg/mL)  ou LPS (1 µg/mL), . O meio condicionado 

contendo citocinas foi, então, utilizado para incubar, por 24 h, 

macrófagos saudáveis, previamente enriquecidos com 14C-colesterol 

e LDL acetilada. O efluxo de 14C-colesterol foi determinado mediante 

incubação por 5 h com HDL2 (50 µg/mL; n = 6). As comparações 

foram feitas pelo teste t de Student, não pareado. 
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Figura 9. Meio condicionado rico em citocinas, isolado de 

macrófagos tratados com albumina-AGE e S100B ou 

albumina-AGE e LPS, reduz o efluxo de colesterol celular 

mediado por HDL3. 

Macrófagos de peritônio de camundongo foram pré-incubados, por 

72 h na presença de LDL acetilada e albumina-C (albC; 2 mg/mL) ou 

LDL acetilada e albumina-AGE (albAGE; 2 mg/mL) em garrafas de 

cultura de 75 cm2. Após lavagem, as células foram incubadas, por 24 

h com S100B (20 µg/mL) ou LPS (1 µg/mL), . O meio condicionado 

contendo citocinas foi, então, utilizado para incubar, por 24 h, 

macrófagos saudáveis, previamente enriquecidos com 14C-colesterol 

e LDL acetilada. O efluxo de 14C-colesterol foi determinado mediante 

incubação por 5 h com HDL3 (50 µg/mL; n = 6) As comparações 

foram feitas pelo teste t de Student, não pareado. 
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Figura 10. Meio condicionado rico em citocinas, isolado de 

macrófagos tratados com albumina-AGE e S100B ou 

albumina-AGE e LPS, reduz o efluxo de colesterol celular 

mediado por apoA-I. 

Macrófagos de peritônio de camundongo foram pré-incubados, por 

72 h na presença de LDL acetilada e albumina-C (albC; 2 mg/mL) ou 

LDL acetilada e albumina-AGE (albAGE; 2 mg/mL) em garrafas de 

cultura de 75 cm2. Após lavagem, as células foram incubadas, por 24 

h com S100B (20 µg/mL) ou LPS (1 µg/mL), O meio condicionado 

contendo citocinas foi, então, utilizado para incubar, por 24 h, 

macrófagos saudáveis, previamente enriquecidos com 14C-colesterol 

e LDL acetilada. O efluxo de 14C-colesterol foi determinado mediante 

incubação por 8 h com apoA-I (30 µg/mL; n = 6) . As comparações 

foram feitas pelo teste t de Student, não pareado. 
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A fim de avaliar melhor a ligação entre insulto inflamatório e prejuízo no 

efluxo de lípides de macrófagos, protocolo muito similar ao anterior foi 

realizado , porém durante a incubação com albumina-C ou albumina-AGE, 

ou durante a incubação com LPS ou S100B, os macrófagos foram tratados 

na presença ou ausência do inibidor de NF-kB (SN50 - 50μg/mL). Esse meio 

condicionado das diferentes condições experimentais foi, então utilizado 

para tratar macrófagos não estimulados e avaliar o efluxo de colesterol 

mediado por apoA-I. 

Não foram encontradas diferenças no efluxo de colesterol em 

macrófagos tratados com meio condicionado advindo de incubações com 

albumina-C e S100B, na presença ou ausência do inibidor de NF-kB, SN-50 

(Figura 11, painel A).  

Como já era esperado, macrófagos tratados com meio condicionado 

advindo de incubações com albumina-AGE e S100B apresentaram uma 

redução significativa no efluxo de colesterol mediado por apoA-I quando 

comparado a albumina-C e S100B (Figura 11, painel A).  

Nas células tratadas com albumina-AGE, a incubação simultânea do 

S100B com o inibidor de NF-kB recuperou o efluxo de colesterol, não sendo 

mais observada diferença entre macrófagos pré-tratados com albumina-AGE 

e albumina-C. Quando o inibidor foi incubado juntamente com albumina-

AGE, não se observou melhora no efluxo de colesterol mediado por apoA-I 

(Figura 11, painel A).  

No tratamento com LPS, observou-se pequeno aumento no efluxo de 

colesterol nos macrófagos tratados com meio condicionado advindo de 
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incubação com albumina-C e LPS na presença do inibidor de NF-kB 

juntamente com o LPS, comparado a mesma incubação sem o inibidor de 

NF-kB (Figura 11, painel B). 

De forma similar ao encontrado com S100B, macrófagos tratados com 

meio condicionado advindo de incubação com albumina-AGE e LPS 

apresentaram redução no efluxo de colesterol comparado ao tratamento com 

albumina-C e LPS, e assim como no caso anterior, o inbidor de NF-kB foi 

incapaz de corrigir o efluxo de colesterol mediado por apoA-I, quando 

incubado simultaneamente com albumina-AGE (Figura 11, painel B). 

Neste caso, verificamos uma recuperação parcial do efluxo de colesterol 

mediado por apoA-I nos macrófagos tratados com meio condicionado 

advindo de incubações com albumina-AGE, apenas quando o inbidor de NF-

kB foi incubado juntamente com o LPS porém, mantendo a diferença entre o 

tratamento com albumina-C comparado com albumina-AGE (Figura 11, 

painel B). 
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Figura 11. Meio condicionado, isolado de macrófagos 

tratados com albumina-AGE e S100B ou albumina-AGE e 

LPS, na presença de inibidor de NF-kB melhora o efluxo de 

colesterol celular mediado por apoA-I. 

Macrófagos de peritônio de camundongo foram pré-incubados, por 

72 h na presença de LDL acetilada e albumina-C (albC; 2 mg/mL) ou 

LDL acetilada e albumina-AGE (albAGE; 2 mg/mL), na presença ou 

ausência do inibidor de NF-kB (SN50- 50 µg/ mL). Após lavagem, as 

células foram incubadas, por 24 h com S100B (20 µg/mL) ou LPS (1 

µg/mL), na presença ou ausência do inibidor de NF-kB (SN50- 50 µg/ 

mL).  O meio condicionado contendo citocinas foi, então, utilizado 

para incubar, por 24 h, macrófagos não estimulados, previamente 

enriquecidos com 14C-colesterol e LDL acetilada. O efluxo de 14C-

colesterol foi determinado mediante incubação por 8 h com apoA-I 

(30 µg/mL; n = 6) . As comparações foram feitas pelo teste t de 
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Student, não pareado e pela análise de variância (ANOVA) de um 

fator, com pós- teste de Newman Keuls. 

 

Para determinação da capacidade anti-inflamatória da HDL, utilizaram-

se macrófagos sobrecarregados com colesterol (LDL acetilada) e expostos, 

por 72h, à albumina-C ou albumina-AGE  na presença ou ausência de HDL. 

A seguir foram incubados, por mais 24h, com S100B ou LPS na presença ou 

ausência de HDL.  

Nas células incubadas com S100B, o pré-tratamento com albumina-C e 

HDL reduziu a secreção de IL-6, TNF- , MCP-1 e VCAM-1, 

respectivamente, 72%, 57%, 50% e 41% quando comparado com 

macrófagos tratados apenas com albumina-C e S100B. Esta redução foi 

ainda maior nos macrófagos incubados, ao mesmo tempo, com S100B e 

HDL (Figura 12, painéis A,B,C,D e E).  

Resultados semelhantes foram encontrados no tratamento com LPS. O 

pré-tratamento com albumina-C, na presença de HDL, levou à uma redução 

de 58%, 54%, 42%, 74% e 45%, respectivamente, na secreção de IL-6, 

TNF- , MCP-1, IL-1β e VCAM-1 em comparação a incubações semelhantes 

porém sem a presença de HDL. Assim como no experimento anterior, a 

incubação simultânea da HDL com LPS levou à uma redução maior na 

secreção dos mediadores inflamatórios (Figura 13, painéis A,B,C,D e E). 

No tratamento com albumina-AGE e S100B, a HDL foi incapaz de 

reduzir a secreção de TNF- , IL-1β e VCAM-1 porém aumentou a secreção 

de IL-6 e MCP-1, respectivamente, 54% e 20% quando incubada juntamente 

com a albumina-AGE. Redução na secreção de IL-6, TNF- , MCP-1, IL-1β e 
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VCAM-1 foi observada apenas quando a HDL foi incubada simultaneamente 

com o S100B (Figura 12, painéis A, B, C, D e E). 

Além disso, a HDL foi incapaz de reduzir a secreção de TNF- , MCP-1 

e IL-1β e aumentou a secreção de IL-6 (16%) e VCAM-1 (20%) em 

macrófagos pré-tratados com albumina-AGE e HDL, sendo encontrada 

redução na secreção desses mediadores inflamatórios, apenas, nos 

macrófagos incubados, ao mesmo tempo, com LPS e HDL (Figura 13, 

painéis A, B, C, D e E). 
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Figura 12. HDL é incapaz de reduzir, e até piora, a resposta 

inflamatória induzida pela S100B calgranulina em 

macrófagos sensiblilizados por albumina-AGE. 

Macrófagos de peritônio de camundongo foram pré-incubados, por 

72 h na presença de LDL acetilada e albumina-C (albC; 2 mg/mL) ou 

LDL acetilada e albumina-AGE (albAGE; 2 mg/mL), na presença ou 

ausência de HDL (100μg/mL) em placas de cultura de 24 wells. Após 

lavagem, as células foram incubadas, por 24 h com S100B (20 

µg/mL), na presença ou ausência de HDL (100μg/mL). A 

concentração de IL-6, TNF-α, MCP-1, IL-1β e VCAM-1 foi 

determinada no meio de cultura por ELISA (n = 6). As comparações 

foram feitas pelo teste t de Student, não pareado. 
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Figura 13. HDL é incapaz de reduzir, e até piora, a resposta 

inflamatória induzida pelo LPS em macrófagos 

sensibilizados por albumina-AGE. 

Macrófagos de peritônio de camundongo foram pré-incubados, por 

72 h na presença de LDL acetilada e albumina-C (albC; 2 mg/mL) ou 

LDL acetilada e albumina-AGE (albAGE; 2 mg/mL), na presença ou 

ausência de HDL (100μg/mL) em placas de cultura de 24 wells. Após 

lavagem, as células foram incubadas, por 24 h com LPS (1 µg/mL), 

na presença ou ausência de HDL (100μg/mL). A concentração de IL-

6, TNF-α, MCP-1, IL-1β e VCAM-1 foi determinada no meio de 

cultura por ELISA (n = 6). As comparações foram feitas pelo teste t 

de Student, não pareado. 
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5. DISCUSSÃO 

 

 

Produtos de glicação avançada (AGE) reduzem a expressão dos 

receptores ABCA-1 e ABCG-1 e, desta forma, prejudicam o efluxo de 

colesterol celular (Isoda et al., 2007; Passarelli et al.,2005). Além disso, os 

AGE associam-se ao aumento do estresse inflamatório, o qual se apresenta 

intimamente relacionado à gênese e progressão da aterosclerose. Neste 

estudo, avaliamos se citocinas, quimiocinas e moléculas de adesão 

produzidas por macrófagos estimulados por albumina-AGE, na presença ou 

ausência de estímulos subsequentes (calgranulina S100B ou LPS), são 

capazes de modular a remoção de colesterol por subfrações de HDL e apo 

A-I em macrófagos não estimulados, além de avaliar o papel anti-

inflamatório da HDL em macrófagos expostos à albumina glicada. 

A albumina-AGE, isoladamente, não afetou a secreção de citocinas por 

macrófagos, à semelhança dos resultados obtidos por Valencia et al (2004b) 

que também utilizaram albumina isenta em endotoxinas. Reznikov et al. 

(2004) demonstraram que, na ausência de endotoxinas, o AGE é incapaz de 

estimular a secreção de citocinas em células mononucleares do sangue 

periférico de doadores saudáveis. Entretanto, a associação de AGE com 

LPS aumentou a síntese e a liberação de citocinas pró-inflamatórias, em 

comparação com as células que sofreram ação do LPS isoladamente. De 

forma semelhante, Qin et al. (2009) evidenciaram que a atividade 

inflamatória da HMGB1 é determinada pelo conteúdo de endotoxinas. 

Porém, a associação entre HMGB1 e LPS, à semelhança do estudo anterior, 
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aumentou a secreção de citocinas pró-inflamatórias em comparação à 

incubação isolada com LPS. 

Embora, isoladamente, a albumina-AGE não aumente a produção de 

mediadores inflamatórios por macrófagos, demonstramos no presente 

estudo que ela foi capaz de sensibilizar estas células à posterior estimulação 

por S100B ou LPS, o que já havia sido demonstrado em células endoteliais 

do cordão umbilical tratadas com albumina-AGE e o dímero 

S100A8/S100A9, mas não com S100B (Ehlermann et al., 2006).  

A sensibilização celular ao LPS pela albumina-AGE parece reforçar a 

interação entre o RAGE e os TLR, embora estes aspectos não tenham sido 

investigados no presente estudo.  

Yamamoto et al. (2011) demonstraram que o LPS, sabidamente um 

ligante de TLR, também é capaz de interagir com o RAGE e induzir aumento 

do estresse inflamatório. Macrófagos de peritônio de camundongos RAGE+/+ 

secretaram maior quantidade de TNF-α após estímulo com LPS comparado 

a macrófagos de camundongos RAGE-/-. Além disso, células C6 extraídas de 

glioma de ratos que expressavam RNA de silenciamento para RAGE, TLR2 

e TLR4 ou a combinação dos três foram incubados com LPS para avaliar a 

ativação do NF-kB e nessas situações, a ativação do NF-kB foi inibida 

37,2%, 17,6%, 41,1% e 57,1% respectivamente, sugerindo que, tanto RAGE, 

quanto o TLR4 contribuem de forma significante para a ativação do NF-kB 

neste tipo celular. Neste mesmo estudo, camundongos RAGE-/- 

sobreviveram por um período mais longo comparado com camundongos 

RAGE+/+ após receberem injeção de LPS. Além disso, os camundongos 
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RAGE-/- apresentaram menor concentração de TNF-α, IL-6 e endotelina 1 

(ET-1) no plasma, comparado com RAGE+/+ (Yamamoto et al., 2011).  

Convergência e amplificação de resposta inflamatória suscitada pela 

ativação de ambos os receptores é também demonstrada com a HMGB1 

(van Beijnum et al., 2008; Qin et al.,2009). A administração de HMGB1 no 

peritônio de camundongos selvagens ou knockout para TLR-2, TLR-4 ou 

RAGE promoveu redução na concentração de citocinas pró-inflamatórias no 

lavado peritoneal apenas dos animais knockout para TLR-4 e RAGE, 

comparados com os selvagens. Ao contrário, aumento na concentração de 

citocinas inflamatórias foi observada nos animais knockout TLR-2, 

evidenciando que a HMGB1 induz a liberação de citocinas pró-inflamatórias, 

in vivo, por meio de mecanismos que dependem, pelo menos em parte, da 

ativação do TLR-4 e RAGE (van Zoelen et al., 2009).  

O tratamento de macrófagos com HMGB1 e LPS levou ao aumento da 

expressão de RAGE, TLR-4 e TLR-2, ativação do NF-kB  e fosforilação da 

p38MAPK, com aumento da secreção de IL-6 e TNF-α. Inibição da resposta 

inflamatória foi obtida apenas mediante incubação com anticorpo anti-TLR-4 

e anti-RAGE, mas não com anti-TLR-2 (Qin et al., 2009). O mesmo é 

observado com LDL modificadas por glicação avançada, as quais interagem 

com o RAGE, TLR-4 e CD36, induzindo a secreção de citocinas pró-

inflamatórias (Hodgkinson et al., 2008).   

Neste sentido, mais recentemente, Sakaguchi et al., (2011) 

demonstraram que, após interação com seus ligantes, o domínio 

citoplasmático do RAGE é fosforilado na Ser391 pela PKCζ. Neste mesmo 
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estudo, verificou-se que TIRAP e MyD88, conhecidos como proteínas 

adaptadoras de TLR2 e 4,  também ligam-se ao RAGE fosforilado induzindo 

uma transdução de sinais que culmina na ativação do NF-kB e secreção de 

mediadores inflamatórios. Desta forma, a interação funcional de RAGE e 

TLR parece ter um papel importante na regulação da resposta inflamatória. 

O meio condicionado, isolado de macrófagos sobrecarregados com 

colesterol e tratados com albumina-AGE e S100B ou albumina-AGE e LPS 

mostrou-se mais enriquecido em citocinas, prejudicando, de fato, o efluxo de 

colesterol mediado por apo A-I, HDL3 e HDL2 em macrófagos não 

estimulados. Os achados evidenciam que a albumina-AGE aumenta o 

potencial inflamatório de macrófagos frente à estimulação com S100B, 

sendo este efeito potencializado pelo excesso de colesterol celular e capaz 

de modular negativamente o efluxo de colesterol em macrófagos não 

estimulados. 

Em macrófagos tratados com albumina-AGE e LPS, a sobrecarga de 

colesterol não incrementou a secreção de citocinas, o que pode estar 

relacionado ao fato do LPS, por si, ser um potente estimulador inflamatório. 

Não obstante, a albumina-AGE potencializou a resposta inflamatória dos 

macrófagos ao LPS, promovendo redução do efluxo de colesterol. 

A concentração de citocinas no meio condicionado foi bastante inferior 

àquela utilizada na literatura em incubações diretas com macrófagos (Chen 

et al 2007; Wang et al., 2005; Khovidhunkit et al., 2004; Wang et al., 2002). 

Além disso, parece melhor refletir o estado inflamatório de macrófagos 
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estimulados por AGE e seu efeito parácrino na modulação do fluxo de 

lípides.   

Sabe-se  que a combinação entre o acúmulo de colesterol intracelular e 

o estresse inflamatório contribui para o desenvolvimento da atersoclerose. 

Yehuda et al. (2011) demonstraram que o colesterol e a fração rica em 

oxisteróis presentes no extrato lipídico obtido da lesão aterosclerótica da 

carótida pode induzir a expressão de mediadores inflamatórios em 

macrófagos. Neste sentido, dados recentes do nosso grupo demonstraram 

que o tratamento de macrófagos com albumina-AGE leva ao acúmulo 

intracelular de 7-cetocolesterol, o qual tem sido relacionado com toxicidade e 

morte celular por induzir inflamação e estresse do retículo endoplasmatico 

(Iborra et al., 2011).  

De fato, o enriquecimento celular em colesterol favorece seu tráfego ao 

retículo endoplasmático, com respostas adaptativas a proteínas não 

enoveladas que podem culminar no aumento da expressão de citocinas, 

bem como apoptose (Li et al.,2005).  

Recentemente, Castilho et al. (2012) demonstraram que a albumina-

AGE aumenta a expressão de chaperonas marcadoras do estresse do 

retículo endoplasmático e de proteínas efetoras da via de resposta a 

proteínas mal enoveladas em macrófagos. Interessante que o tratamento 

com a chaperona química PBA (4-ácido fenil butírico), que previne o 

estresse do retículo endoplasmático, foi capaz de restaurar a expressão de 

ABCA-1 em macrófagos expostos à albAGE e o efluxo de colesterol, 

mediado por ApoA-I (Castilho et al., 2012). 
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Menor remoção de colesterol celular por subfrações de HDL e apo A-I, 

condicionada ao conteúdo reduzido de ABCA-1 e alteração na expressão 

diferencial de genes envolvidos no metabolismo lipídico foi observada em 

macrófagos expostos à albumina purificada do plasma de portadores de 

diabete melito tipo 1 e 2 com controle glicêmico inadequado (Lima, 2010). 

Tais resultados demonstram que a albumina glicada, in vivo, é capaz de 

alterar o fluxo de lípides celulares e inteferir no transporte reverso de 

colesterol, independentemente da concentração de HDL-colesterol e 

funcionalidade da partícula de HDL. Além disso, as alterações observadas 

em macrófagos tratados com albumina isolada de diabéticos foram 

semelhantes àquelas encontradas mediante incubação com albumina-AGE, 

produzida in vitro pela incubação com glicolaldeído. Isto valida a utilização 

de albumina-AGE, obtida pelo tratamento com oxoaldeídos, no estudo da 

fisiopatologia das complicações cardiovasculares do diabete melito.  

Para melhor avaliar o prejuizo encontrado no efluxo de colesterol em 

macrófagos não estimulados, incubados com meio condicionado advindo de 

tratamento com albumina-AGE (rico em citocinas), utilizou-se, nas diferentes 

condições experimentais, o inibidor de NF-kB (SN50). 

Tratamento com SN50 recuperou o efluxo de colesterol mediado pela 

apoA-I em macrófagos tratados com meio condicionado advindo de 

incubação com albumina-AGE e S100B comparado a sua situação controle, 

e melhorou significativamente o efluxo no tratamento com albumina-AGE e 

LPS comparado a albumina-C e LPS. 
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Por outro lado, não verificamos melhora no efluxo de colesterol mediado 

por apoA-I quando o inibidor foi incubado juntamente com a albumina-AGE, 

o que está de acordo com nosso dados anteriores, já que a albumina-AGE, 

por si, não foi capaz de induzir a secreção de mediores inflamatórios mas 

sim, sensibilizou os macrófagos à posterior estimulo inflamatório por S100B 

ou LPS. 

Em conjunto, tais resultados fortalecem nossos dados anteriores que 

demonstram prejuízo no efluxo de colesterol em macrófagos não 

estimulados tratados com meio condicionado contendo mediadores 

inflamatórios. Porém os mecanismos pelos quais a albumina-AGE prejudica, 

de forma parácrina o efluxo de colesterol em macrófagos não estimulados 

não foi abordado neste estudo e precisa ser melhor detalhado futuramente. 

Neste estudo, verificou-se que macrófagos pré-tratados com albumina-

C na presença de HDL apresentaram menor secreção de TNF-α, IL-6, MCP-

1, IL-1β e VCAM-1 quando comparados com sua situação controle sem a 

presença de HDL, tanto nos macrófagos que foram posteriormente 

estimulados com S100B quanto com LPS. Tais resultados sugerem que a 

HDL é capaz de prevenir o insulto inflamtório, embora os mecanismos 

celulares envolvidos não estejam ainda elucidados.  

Estudo realizado por Van Linthout et al. (2011) demonstraram redução 

na expressão do TLR4, do mRNA da MyD88 e atividade do NF-kB em 

células humanas endoteliais pré-incubadas, por 24h, com HDL ou apoA-I e 

posteriormente expostas ao LPS. 
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Li et al. (2008) demonstraram que camundongos que superexpressam 

apoA-I, apresentam diminuição no dano agudo no pulmão e rim, além de 

diminuição da concentração de TNF-α, IL-6 e IL-1β no plasma após injeção 

de LPS (Li et al., 2008).  

Di Bartolo et al. (2011a), infundiram HDL reconstituída (rHDL) e peptidio 

mimético de apoA-I (ETC-642) após inserção colar não-oclusivo na carótida 

de coelhos e verificaram redução dose-dependente na expressão de 

moléculas de adesão, ICAM-1 e VCAM-1 na artéria destes animais 

comparado aos coelhos que receberam infusão de salina. Neste mesmo 

estudo, células endoteliais da carótida humana (HCAECS) pré-tratadas com 

rHDL ou ETC-642 e, posteriormente estimuladas com TNF-α, apresentaram 

redução da adesão de monócitos, e do mRNA de VCAM-1, MCP-1 e p65. A 

infusão de rHDL ou ETC-642 também foi capaz de reduzir a expressão de 

ICAM-1 e VCAM-1 na aorta de coelhos que receberam dieta suplementada 

com colesterol por 6 semanas (Di Bartolo et al., 2011b). Em conjuntos tais 

estudos evidenciam o papel protetor da HDL frente ao estresse inflamatório. 

Interessantemente, a HDL foi incapaz de reduzir a secreção e até piorou 

o estresse inflamatório quando incubado juntamente com albumina-AGE. 

Esses resultados evidenciam que a albumina-AGE altera a funcionalidade da 

HDL, inibindo e piorando sua função anti-inflamatória. 

Nobécourt et al. (2010) infundiram, em coelhos, apoA-I isolada de 

indivíduos saudáveis, apoA-I isolada de indivíduos diabéticos (glicada in 

vivo) ou apoA-I glicada in vitro, 24h antes de induzir inflamação vascular 

aguda, por meio da inserção de colar não oclusivo periarterial na carótida. 
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Verificaram, nos animais que receberam infusão de apoA-I normal, 

diminuição de 89%, 90% e 66% na infiltração de neutrófilos e expressão de 

VCAM-1 e ICAM-1, respectivamente, comparado aos animais que 

receberam salina. Já, os animais que receberam apoA-I glicada in vitro, 

apresentaram redução na infiltração de neutrófilos porém, sem alteração na 

expressão de VCAM-1 e ICAM-1; enquanto que a infusão de apoA-I glicada, 

in vivo, foi incapaz de reduzir, tanto a infiltração de neutrófilos, quanto a 

expressão das moléculas de adesão, evidenciando que a glicação não 

enzimática prejudica as propriedades anti-inflamatórias da apoA-I. 

Em outro estudo realizado por Park et al. (2011), verificou-se severa 

senescência celular em fibroblastos dérmicos humanos e maior formação de 

células espumosas, além de maior influxo de colesterol em macrófagos 

tratados com HDL isolada de indivíduos idosos ou HDL reconstituída com 

apoA-I glicada in vitro comparado ao tratamento com HDL isolado de 

individuos jovens ou HDL reconstituída. 

Redução na secreção de citocinas inflamatórias em macrófagos 

expostos à albumina-AGE foi obeservada apenas quando a HDL foi 

incubada juntamente com o S100B ou LPS. Porém, a diminuição na 

secreção de mediadores inflamatórios nessa situação pode estar 

relacionado à capacidade da HDL se ligar a porção lipídio A do LPS e, dessa 

forma, inibir seu efeito inflamatório (Brandenburg et al., 2002; Gupta et 

al.,2005).  
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6. CONCLUSÃO 

 

 

Os resultados deste estudo permitem concluir que a albumina 

modificada por glicação avançada aumenta o potencial inflamatório de 

macrófagos enriquecidos em colesterol, frente à estimulação com S100B ou 

LPS, o que prejudica o efluxo de colesterol em macrófagos não estimulados. 

Além disso, a exposição crônica à albumina-AGE prejudica as propriedades 

anti-inflamatórias da HDL. Neste contexto, o presente estudo ajuda a 

esclarecer o papel do estresse inflamatório induzido pela albumina-AGE no 

agravamento do desenvolvimento da aterosclerose no diabete mellitus. 
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