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RESUMO

Lira ALA. Albumina sérica modificada por carbamoilagcdo prejudica o efluxo de
colesterol de macrofagos na doenga renal diabética [tese]. Sdo Paulo: Faculdade
de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2020.

INTRODUCAO: A doenca renal diabética (DRD) esta associada a elevada
mortalidade por doengas cardiovasculares, mesmo com controle intensivo dos
fatores de risco tradicionais. Por isso, considera-se que fatores de risco nao-
tradicionais como inflamacéao, estresse oxidativo, acumulo de toxinas urémicas
e de produtos finais de glicagdo avangada (AGE) estejam envolvidos na
progresséo da aterosclerose na DRD. Neste sentido, buscamos caracterizar o
perfil de glicagdo e carbamoilagdo da albumina isolada na presenga das duas
doencas, diabetes mellitus e DRD, e sua influéncia sobre o efluxo de colesterol
em macréfagos. METODOS: Este estudo transversal incluiu individuos com
diabetes tipo 2 (DM2) e DRD, com controle glicémico semelhante, mas em
diferentes estagios de doenca renal crbnica (DRC) e individuos controle
saudaveis, pareados por idade e sexo. Dosamos carboximetil-lisina (CML),
homocitrulina (HCit) no plasma, por ELISA; proteinas carbamoiladas (CBL) no
plasma e nas albuminas isoladas, também por ELISA e AGE total e pentosidina
nas albuminas isoladas, por fluorescéncia. Macréfagos, extraidos da medula
O0ssea de camundongos machos da linhagem C57/BL6, foram tratados por 18
horas e 48 horas com albumina isolada dos participantes e avaliou-se o efluxo
de '*C-colesterol mediado por HDL, ou HDL3. Para comparagdes entre os grupos
utilizamos os testes de Kruskal-Wallis, Jonckheere-Terpstra e o pés-teste de
Brunner. O nivel de significancia adotado foi p<0,05. RESULTADOS: A
determinacdo de CML, HCit, CBL, no plasma; AGE total e pentosidina nas
albuminas, nao diferiram entre os grupos; no entanto, as proteinas
carbamoiladas nas albuminas isoladas foram mais elevadas nos estagios mais
avangados de DRC (p=0,0414). Houve redugao do efluxo de “C-colesterol apds
tratamento por 18 horas com albumina isolada de pacientes com taxa de filtragao
glomerular estimada (TFGe) <60mL/min/1,73m?> comparado com controle
mediado por HDL. (p=0,0288) e HDL3 (p<0,0001); assim como comparado com
TFGe >60mL/min/1,73m? por HDL2 (p=0,0001) e HDL3 (p<0,0001); A incubagéo
por 48 horas com albumina isolada reduziu o efluxo de “C-colesterol mediado
por HDL> no estagio G5 (TFGe<15 mL/min/1,73m?) em comparagao ao grupo
controle e demais estagios de DRC (p=0,0274). CONCLUSOES: A albumina
isolada de individuos com DM2 e DRD com TFG <60mL/min/1,73m? & modificada
por maior carbamoilagéo, prejudicando o efluxo de colesterol mediado por HDL>
e HDL; e isto, possivelmente, favorece o acumulo de lipides em macrofagos e
disturbios no transporte reverso de colesterol. Estes resultados podem contribuir



para um melhor entendimento sobre o processo aterosclerético em individuos
com diabetes e doenga renal.

Descritores: Carbamilagcédo de proteinas; Albuminas; Produtos finais de glicacao
avancgada; Diabetes mellitus; Nefropatias diabéticas; HDL-colesterol.

ABSTRACT

Lira ALA. Serum albumin modified by carbamoylation impairs macrophage
cholesterol efflux in diabetic kidney disease [thesis]. S&do Paulo: “Faculdade de
Medicina, Universidade de S&o Paulo”; 2020.

INTRODUCTION:Cardiovascular disease is the leading cause of death in
patients with diabetes mellitus (DM) and chronic kidney disease (CKD).
Abnormalities in lipid metabolism, chronic inflammation, accumulation of uremic
toxins and advanced glycation end products may contribute to worsening
atherosclerosis and cardiovascular endpoints. This study characterized the
glycation and carbamoylation profile of serum albumin isolated from individuals
with diabetic kidney disease (DKD), and its influence on cholesterol efflux
mediated by HDL> and HDL3 in macrophages. METHODS: This cross-sectional
study enrolled patients with type 2 DM (T2DM) and different estimated glomerular
filtration rate (eGFR), but similar glycemic control, and subjects without DM and
CKD as control group. We evaluated glycation and carbamoylation profile by
measurement of carboxymethyl lysine (CML), homocitrulline (HCit) and
carbamoylated proteins (CBL) in plasma by ELISA, and in the isolated albumins
we quantified CBL (ELISA), total AGE and pentosidine by fluorescence.
Macrophages were treated for 18 or 48 hours with albumin isolated from
participants, and '#C-Cholesterol efflux mediated by HDL, or HDLs; was
measured. The Kruskal-Wallis test, Jonckheere-Terpstra test and Brunner's
posttest were used for comparisons among groups. The level of significance
adopted was p<0.05. RESULTS: The determination of CML, HCit, CBL, in
plasma; Total AGE and pentosidine in albumins, did not differ between groups;
however, carbamoylated proteins in the isolated albumins were higher in the more
advanced stages of CKD (p=0.0414). There was reduction in the "“C-cholesterol
efflux after treatment for 18 hours with albumin isolated from patients with eGFR
<60mL/min /1.73m? compared with control group mediated by HDL> (p=0.0288)
and HDL3 (p<0.0001); as well as compared with eGFR >60mL/min/1.73m? per
HDL2 (p=0.0001) and HDL3 (p <0.0001).Treatment with albumin isolated for 48
hours showed that G5 stage (eGFR<15 mL/min/1.73m?) had a lower percentage
of “C-cholesterol efflux mediated by HDL, compared to control and other CKD
groups (p=0.0274). CONCLUSIONS: The albumin isolated from individuals with
T2DM and CKD with eGFR<60 mL/min/1.73m?, suffer greater carbamoylation
and it impairs the cholesterol efflux mediated by HDL> and HDL3. In turn, this
could promote lipids accumulation in macrophages and disorders in reverse
cholesterol transport. These results contribute to a better understanding of the
atherosclerotic process in this population with diabetes and kidney disease.



Descriptors: Protein carbamylation; Albumins; Glycation end products, advanced;
Diabetes mellitus; Diabetic nephropaties; HDL-cholesterol.



1. INTRODUGAO

1.1 Doenga renal diabética: conceito e epidemiologia
A Doenga renal do diabetes mellitus ou doenca renal diabética (DRD) € a
terminologia adotada pela National Kidney Foundation (NKF) desde 2007 para
representar as anormalidades clinicas, estruturais e funcionais dos rins,
secundarias ao diabetes mellitus (DM). O termo veio em substituicdo ao
anteriormente utilizado, nefropatia diabética, o qual passou a ser reservado para
lesdo renal causada pelo DM diante de comprovagao histopatoldgica. Desta
forma, a DRD representa todas as situagbes nas quais o DM € a causa
presumida para da doenga renal, tais como a doencga ateroemboalica, nefropatia
isquémica e fibrose intersticial (2. Em junho de 2019, o KDIGO (The Kidney
Disease: Improving Global Outcomes) publicou um relatério com o objetivo de
padronizar e refinar a nomenclatura para descrever a fungcédo e a doencga renal,
bem como desenvolver um glossario a ser usado nas publicagdes cientificas. As
recomendacgdes direcionam para adocdo de termos centrados na pessoa,
especificos e consistentes com a nomenclatura utilizada em suas diretrizes ).
Segundo o ultimo Inquérito Brasileiro de Dialise Crénica, publicados pela
Sociedade Brasileira de Nefrologia (SBN), em junho de 2017, cerca de 126 mil
pacientes estavam sob tratamento dialitico, dos quais 82% estavam sendo
tratados pelo Sistema Unico de Saude (SUS), representando grande utilizac&o
de recursos publicos ). O DM foi o maior responsavel pelos novos casos (40%)
e a segunda maior causa de insuficiéncia renal tratada com dialise (31%),
apenas menor do que a nefropatia hipertensiva (34%). Observa-se na populagéo

brasileira, a tendéncia de igualar-se as estatisticas mundiais, as quais apontam



o DM como a principal causa de insuficiéncia renal ©). Isto se torna alarmante
diante das proje¢cbes de aumento na prevaléncia mundial de DM. A estimativa é
de 700 milhdes de pessoas com DM em 2045, de acordo com IDF (International
Diabetes Federation) ®. Se considerarmos que a DRD acomete 20-40% dos
pacientes com DM &7) teriamos entre 140 a 280 milhdes de pessoas com
diabetes e doencga renal, gerando enorme impacto na economia e nos gastos
estimados com saude.

Os fatores riscos tradicionais como o proprio diabetes mellitus,
hipertensao arterial sistémica, dislipidemia e tabagismo sao as principais causas
da aterosclerose avangada na doenga renal cronica (DRC) e,
consequentemente, da maior morbimortalidade por doenga cardiovascular
(DCV). A disfuncéo renal modifica a composi¢cado e qualidade de lipoproteinas
plasmaticas em favor de um perfil mais aterogénico ®). O risco para DCV esta
presente até mesmo nos estagios iniciais e eleva-se sobremaneira com a queda
da taxa de filtragdo glomerular estimada (TFGe) e avango da doencga renal. A
probabilidade de uma pessoa com DRC morrer de doencga cardiovascular € 10-
20 vezes maior que suas chances de sobreviver até a perda completa da funcéo
renal ®). Mesmo apos o inicio da terapia renal substitutiva a mortalidade mantém-
se elevada, em torno de 20% ao ano, segundo dados da SBN ).

Os fatores de risco tradicionais nao suficientes para explicar a maior
mortalidade cardiovascular nos pacientes com DRC (1%, Acredita-se que outros
fatores de riscos n&o-tradicionais estejam envolvidos na progressdo da
aterosclerose na DRD, como a inflamacédo crénica, aumento de toxinas
urémicas, proteinas modificadas por glicagdo avangada e carbamoilacéo,

estresse oxidativo, deplecdo de O&xido nitrico, hiper-homocisteinemia e



modificagdes no metabolismo de lipides, calcio e fésforo. Assim, o melhor
entendimento da participacéo destes fatores de risco ndo-tradicionais contribuira
para adequar estratégias de tratamento e prevencédo da doenga cardiovascular

na DRD ®),

1.2 Definicao e classificagao da doencga renal crénica

Apesar da mudanga na terminologia, ndo ha uma classificagdo ou
estadiamento especifico para a DRD, adota-se os mesmos parametros da DRC;
ou seja, segundo diretrizes do KDIGO (The Kidney Disease: Improving Global
Outcomes), define-se DRC como anormalidade da estrutura ou da fungao renal,
presente por mais de 3 meses e com implicagdes para a saude. Os critérios para
diagnostico incluem marcadores de lesdo renal, como albuminuria, alteracdes de
sedimento urinario e eletrolitos; assim como modificagdes histologicas ou
estruturais, ou diminuigdo da taxa de filtragdo glomerular estimada (TFGe) para
valor < 60 mL/min/1,73 m? (12,

Os parametros utilizados na classificagdo da DRC englobam: causa,
TFGe e categoria de albuminuria. A identificagdo de possiveis causas auxilia na
escolha terapéutica e predicdo de resultados, enquanto a gravidade, avaliada
pela TFGe e excregao urinaria de albumina (EUA) , esta associada a maior risco
de efeitos adversos, progressdo da doenca renal e morte (12).

As diretrizes de diversas entidades voltadas ao estudo do DM
recomendam rastrear a DRC no momento do diagnostico nos individuos com
DM2 e, apds 5 anos, para aqueles com DM1 (1314 Para tanto, utiliza-se a
dosagem de albumina em urina de 24 horas para calculo de EUA ou, albumina

e creatinina em amostra de urina para relagdo albumina/creatinina (Tabela 1.1).



A creatinina sérica € empregada no calculo da TFGe, segundo a equacao

definida pela CKD-EPI (The Chronic Kidney Disease Epidemiology

Collaboration), como mostrado na Tabela 1.2 (1516, 17,18,19)

Tabela 1.1 - Categorias de albuminuria na doenga renal crénica

Relacao
Excrecgao urinaria
albuminal/creatinina
Categoria de albumina Classificagao
urinaria
(mg/24h)
(mg/g de creatinina)
Normal ou
A1 <30 <30
discretamente aumentada
A2 30 -299 30 —299 Moderadamente
aumentada
Acentuadamente
A3 > 300 > 300
aumentada

A: albuminuria ; Fonte: adaptado de Inker et al. (8)



Tabela 1.2 - Estadiamento e classificagao da doenca renal crénica

Taxa de Filtragao
Estagio Glomerular Classificagcao

(mL/min/1,73m?)

G1 >90 Funcéao renal normal ou aumentada*
G2 60 — 89 Levemente reduzida®

G3a 45 - 59 Leve a moderadamente reduzida
G3b 30-44 Moderada a gravemente reduzida
G4 15-29 Gravemente reduzida

G5 <15 Insuficiéncia renal

* relativo a adulto jovem; na auséncia de evidéncias de lesdo renal, as categorias G1 e G2 nio
preenchem critérios para doenca renal crénica. Fonte: adaptado de Inker et al. ('8).
1.3 Diabetes mellitus e produtos de glicagao avancada

O DM caracteriza-se por defeitos na acao ou na secre¢ao de insulina, ou
ambos, resultando em hiperglicemia e diversos outros disturbios metabdlicos.
Desta forma, o aumento na disponibilidade de glicose na via glicolitica promove
a geragao de espécies reativas de oxigénio (do inglés: reactive oxygen species
ou ROS) pela mitocéndria, com subsequente inibicdo da atividade da enzima
gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH). Isto favorece a sintese de
metilglioxal (MGO), composto dicarbonila que promove a rapida e irreversivel
modificacdo de proteinas, acidos nucleicos e fosfolipides, por glicacéo
avancada. A ligacdo covalente, ndo-enzimatica, entre a glicose ou outros
acgucares redutores com os residuos de lisina e arginina de proteinas e, ou

também, com grupos amino-terminal de proteinas e fosfolipides, promove a



formacéao reversivel de bases de Schiff, que por rearranjos moleculares formam
os produtos de Amadori ou frutosil-lisina, denominados produtos iniciais de
glicacdo. Os produtos de Amadori possuem grupos carbonilas reativos, que se
condensam, dando origem aos produtos de glicagdo avangada (do inglés,
advanced glycation endproducts, ou AGEs) (Figura 1.1). O aumento na produgéo
de AGEs e de outros processos intracelulares como: 1) aumento do fluxo de
polidis; 2) aumento do fluxo na via das hexosaminas e 3) ativagdo de proteina
cinase C exacerbam o estresse oxidativo intracelular, perpetuando a geracéo
dos AGEs, que alteram a estrutura e funcdo de proteinas, lipides e acidos
nucleicos, desorganizando a matriz extracelular % 2", Além disso, a presenca
de AGEs altera o fluxo de lipides celulares, favorecendo o acumulo de colesterol

em macréfagos arteriais (22 23.24)
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!
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v

PRODUTOS DE GLICAGAO AVANGADA

Figura 1.1 Modelo esquematico da glicagao de proteinas, fosfolipides,
acidos nucleicos e formagao de produtos de glicagao avancada



A oxidagao da glicose, a degradagao da base de Schiff e do produto
Amadori também geram oxoaldeidos, como MGO, GO, glicolaldeido (GAD) e 3-
deoxiglicosona, os quais interagem com proteinas e lipides, originando AGEs de
diferentes complexidades, fluorescéncia e capacidade de formar cruzamentos
entre moléculas 5 26:27) Por exemplo, a carboximetil-lisina (CML), originada da
reacdo do GO com GAD e abundante na lesdo aterosclerotica, € um importante
marcador do insulto oxidante (28 29.30.31),

Os AGEs se ligam aos seus receptores (RAGE, do inglés Receptor for
Advanced Glycation End Products) e ativam vias de sinalizagao intracelulares,
aumentando a formagao de ROS, fator de transcricdo nuclear KB (NF-KB) e a
expressao de moléculas de adesao, como molécula de adeséao intercelular 1
(ICAM-1), molécula de adeséo celular vascular 1 (VCAM-1), interleucina-1 (IL-
1), IL-6 , fator de necrose tumoral-a (TNF-a), endotelina-1 e do proprio RAGE;

desta forma, propagam a resposta inflamatdria e vasoconstrigdo (3. 32),

1.4 Relagado entre doenga renal, carbamoilacao e produtos de glicagao
avancgada

O declinio da fungéo renal expde o organismo a maiores concentragoes
de ureia, gerada no figado durante o catabolismo de aminoacidos e compostos
nitrogenados, estimulando a reag&o carbamoilagéo (Figura 2), com modificagéo
pos-traducional de proteinas @ 33 | A ureia dissocia-se em amoénia e cianeto o
qual se isomeriza para acido isocianico, um composto eletrofilo altamente
reativo. A carbamoilagdo é o resultado da ligagdo covalente ndo-enzimatica do

acido isocianico com residuos de lisina e cisteina das proteinas, gerando, por



exemplo, a homaocitrulina (HCit), formada pela ligacdo do acido isocianico a
residuos de lisina. Estas mudangas, com formacgdo de ligagdes covalentes
adicionais, sdo chamadas produtos derivados da modificagao pés-traducionais
(PTMDPs) e sao responsaveis por alteragbes estruturais e funcionais das
proteinas ©33),

O acido isocianico, gerado pela decomposigao espontanea da ureia em
subprodutos como o cianato, aumenta proporcionalmente com a diminuicdo da
funcdo renal. Do mesmo modo, a oxidagdo de tiocianato catalisada pela
mieloperoxidase, em presenca de perdxido de hidrogénio, forma cianato e

promove a carbamoilagéo de proteinas em locais de inflamagéo (34 35.36),

Catabolismo proteico
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Figura 1.2 - Reagao de carbamoilagao e vias de ligagao as proteinas
MPO: mieloperoxidase
Figura adaptada de Verbrugge et al. 7



A albumina é a principal proteina circulante no plasma, representando
60% da fragao proteica e sua concentragcio na intima-média arterial € aumentada
na lesdo aterosclerotica 8. Uma vez na circulagéo, a albumina tem meia-vida
de aproximadamente 20 dias % e esta sujeita a reagbes quimicas diversas,
podendo ser modificada por reagbes de glicagdo avangada e carbamoilagao®:
40)

Aminoacidos séricos sdo substratos alternativos para carbamoilacio pelo
cianato e, frequentemente, estdo diminuidos nos estagios avangados da DRC.
Assim, baixas concentracdes de aminoacidos livres e aumento da uremia,
situagcbes comuns na DRC, favorecem modificacbes de proteinas circulantes,
como por exemplo, formagédo de albumina carbamoilada . Diversos estudos
demonstraram a associacdo entre as concentracdes seéricas de proteinas
carbamoiladas e a mortalidade cardiovascular em individuos com DRC
avancada & 9.41),

Da mesma forma, as reacbes de carbamoilacdo podem envolver
lipoproteinas, gerando lipoproteinas de baixa densidade (LDL) carbamoiladas
gue estdo mais propensas a oxidacao. Adicionalmente, as LDLs carbamoiladas
estimulam o desenvolvimento de células espumosas, producdo de ROS,
disfungdo endotelial e, consequentemente, prejuizo do relaxamento vascular ('),
Os efeitos citotoxicos de LDLs carbamoiladas, em células endoteliais da artéria
coronariana, foram relacionados a proliferacdo de células musculares e
apoptose (“2),

Segundo Drechsler e colaboradores, a maior concentragdo de proteinas
séricas carbamoiladas levou ao aumento de marcadores de estresse cardiaco e

mortalidade cardiovascular por morte subita, em curto prazo, e por insuficiéncia
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cardiaca congestiva, em longo prazo, em individuos em terapia renal substitutiva
41, Por outro lado, Kalim e colaboradores demonstraram reducdo da
carbamoilacdo de proteinas com o inicio da didlise. Esta reducao foi
correlacionada com impacto positivo na sobrevida, independentemente das
variaveis tradicionais, como marcadores de adequacido de dialise e estado
nutricional “3). Outros PTMDPs, como a HCit, foram reconhecidos com fator
preditor independente de mortalidade cardiovascular e por todas causas em
pacientes em dialise, bem como aumento do risco de doenga arterial coronariana
(DAC), infarto agudo do miocardio (IAM), acidente vascular encefalico (AVE) e
morte em individuos com e sem DCV prévia 445,

Independentemente da hiperglicemia, o predominio do estresse carbonila
na DRC aumenta a concentragao sérica de metilglioxal (MGO), glioxal (GO) e 3-
DG, gerando AGEs e produtos avancados de lipoxidacdo (ALEs), que
exacerbam o insulto oxidativo, diminuem as defesas antioxidantes, agravando
as reacgdes de glicoxidagao, que originam os AGEs. Estas mudangas ocorrem
devido a menor depuracdo renal de intermediarios da reagdo de glicacdo e
diminuicdo do catabolismo de compostos carbonila, como a 3-DG, por
deficiéncia dos sistemas de detoxificagao “).

Portanto, em individuos com DRC, o estresse oxidativo e carbonila,
acentuam acumulo dos AGEs e a carbamoilagao de lipoproteinas, tornando-se

importantes fatores contribuintes na aterogénese (474849, 50, 51,52, 53, 54, 55),

1.5 Transporte reverso de colesterol, doeng¢a renal e diabetes
O transporte reverso de colesterol (TRC) consiste na remogao do

colesterol celular (incluindo os macréfagos da intima arterial) e posterior
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eliminacao na bile e excregéo fecal. O TRC é considerado um mecanismo crucial
de defesa contra aterosclerose (°®). Neste processo, a apolipoproteina A-l (apo
A-l) sintetizada e secretada pelo figado e intestino, ou dissociada das HDL,
adquire colesterol livre e fosfolipides por meio da interacdo com o receptor
ABCA-1 (doinglés, ATP binding cassete transporter A-1) presente na superficie
das células, levando a formacdo de pré-betal-HDL. Esta também remove
colesterol celular, convertendo-se em pré-beta2-HDL, e subsequentemente em
alfa3-HDL, alfa2-HDL e alfa1-HDL. As particulas grandes de HDL, designadas
como HDL2, removem colesterol e 6xidos de colesterol por meio do receptor
ABCG-1 (do inglés, ATP binding cassete transporter G-1). As HDL> e HDL3
trocam colesterol esterificado e triglicérides (TG) com lipoproteinas que contém
apo B, quilomicrons (QM), lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL) e LDL,
por intermédio da proteina de transferéncia de colesterol esterificado (CETP).
Isto favorece a captagdo de QM, VLDL e LDL pelos receptores B-E no figado.
Por outro lado, as HDLs mais enriquecidas em triglicérides tornam-se substrato
para a lipase hepatica e interagem com o receptor SR-BI (do inglés, scavenger
receptor class B type I) que remove, seletivamente, o colesterol esterificado das
HDLs. A apo A-l restante, com pequeno conteudo de lipides, retorna ao intersticio
onde reinicia o TRC ou pode ser catabolizada no rim (1'.57.58.59) - Qs receptores
ABCA-1 e ABCG-1 tém papel-chave no TRC, pois medeiam o efluxo de
colesterol dos macréfagos e impedem sua transformagao em células espumosas
(60) (Figura 1.3).

A metabolizacio de lipoproteinas e etapas do TRC sdo modificadas por

glicacdo e carbamoilagao e, estas mudangas no fluxo de colesterol se associam
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a maior prevaléncia de aterosclerose em humanos e em modelos animais

experimentais (22 57.58,59)

LCAT &=
A Pré-B HDL oo Al

Figura 1.3 - Transporte reverso de colesterol

Apo A-l e particulas nascentes de HDL (pré-beta HDL) removem o excesso de colesterol de
macréfagos por meio da interagdo com os receptores ABCA-1 e ABCG-1. Apds esterificagdo do
colesterol pela LCAT, formam-se, gradativamente, particulas maiores de HDL (HDL3 e HDL2). O
CE pode ser diretamente removido das HDLs pelo receptor SR-BI no figado, podendo ser
convertido em acidos biliares e eliminado na forma livre na bile. Por intermédio da CETP, o CE &
transferido para os QM, VLDL e LDL, podem ser removidas pelos receptores B-E ou proteina
relacionada ao receptor de lipoproteina de densidade baixa (LRP) no figado. Por fim, elimina-se
de colesterol na bile e excrecéo fecal. ABCA-1 (ATP binding cassete transporter A-1); ABCG-1
(ATP binding cassete transporter G-1); LCAT (lecitina-colesterol aciltransferase): SRB-I (receptor
scavenger classe B tipo |); CE (colesterol esterifiado); CETP (proteina de transferéncia de
colesterol esterificado) Figura adaptada com permissdo de Adriana Machado-Lima.

A dislipidemia é comum na DRC e caracterizada por aumento
concentragdo de TG e VLDL-colesterol (VLDL-c), e redugdo do HDL-colesterol
(HDL-c). CT e LDL colesterol (LDL-c) geralmente estdo em niveis normais ou
levemente reduzidos ('%6). Com declinio da funcgao renal, varias etapas do TRC

sdo prejudicadas. A uremia reduz a expresséo de ABCA-1 e ABCG-1; reduz a
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concentragao plasmatica de apo A-l e de HDL-c; e a atividade da LCAT (lecitina-
colesterol aciltransferase). Por outro lado, a uremia aumenta a atividade da
enzima CETP (62.63), Além disso, a uremia e o processo inflamatério associado a
perda na funcdo renal, altera a atividade bioldgica das particulas de HDL,
reduzindo sua acgéo antioxidante e anti-inflamatoria, provavelmente por menor
acao das suas enzimas paraoxonase 1, 6xido nitrico sintase e LCAT. A HDL
disfuncional promove oxidacéo de fosfolipides e acumulo sérico de amiloide A e
proteina C reativa (PCR), induz a produgéo de citocinas, perpetuando dessa
forma, o processo inflamatorio (63 64),

Macrdéfagos tratados com albumina isolada de ratos com uremia induzida
em modelo experimental reduziram a remogéao de colesterol mediada por apo A-
| e HDL2, em comparacgéo aqueles tratados com albumina controle %), Embora
a albumina isolada em condi¢des de uremia tenha maior capacidade de remover
colesterol celular, sua contribuicdo no TRC parece ser pouco importante, pela
limitada esterificagdo do colesterol ligado a albumina pela LCAT. Isto pode
propiciar a recaptacido de colesterol livre, porém sem eficiéncia na retirada de
lipides celulares. Por outro lado, macrofagos tratados com albumina sérica
humana, isolada de individuos com diabetes tipo 1 e tipo 2 com controle
glicémico ruim, mostraram prejuizo no TRC mediado por ABCA-1 e consequente
acumulo de lipides intracelulares. Essa reducdo no efluxo de colesterol foi
atribuida @ mudancga no padrao de glicagao, repercutindo em alteragdes seletivas
na expressao génica desses macrofagos e modificagado no efluxo de colesterol
mediado tanto pela apo A-l, como por HDL (66 67),

Segundo Xu e colaboradores, o aumento de AGEs influenciou o acumulo

de lipides nos macrofagos, regulando a captagao, esterificacédo e o efluxo de
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colesterol, principalmente pela maior interacdo AGE-RAGE. Desta forma, o
incremento na formagdo de AGEs estaria ligado a progressdo acelerada da
aterosclerose no DM (68),

Estudos in vivo, demostraram que albumina glicada (albumina-AGE) leva
acumulo de colesterol e 7-cetocolesterol intracelular, que esta ligado ao estresse
do reticulo endoplasmatico, inflamacéo e geragcdo de ROS pelas mitocéndrias e
pelo sistema NADPH oxidase. Esses efeitos estdo relacionados a acéo da
albumina-AGE diminuindo a expressao dos receptores ABCA-1 e ABCG-1, com
consequente prejuizos ao TRC % 70. 71 A albumina-AGE também afeta as
propriedades anti-inflamatérias da HDL, independentemente de mudancgas na
concentracdo de HDL-c no plasma, evidenciando seu papel no estresse
inflamatorio, o0 que em conjunto com as demais altera¢des levam a aterogénese
(72).

Diversos estudos indicam que os valores de HDL nao predizem a
presencga e progressao da DCV em individuos com DRC e intervengdes voltadas
para aumento do HDL-c ndo mostraram beneficio significativo nesta populagéo
(10,56, 73, 74)  Provavelmente, as mudancas induzidas pela DRC, no metabolismo
e composicao das particulas de HDL, limitam os efeitos favoraveis da reducéao
de lipides no efluxo de colesterol celular, protecdo endotelial e controle de
inflamacéao e oxidac&o. Por isso, a compreensao dos mecanismos relacionados
a aterogénese e protecdo vascular na doenga renal pode levar percepgéo

diferentes alvos terapéuticos e de intervencéo nessa populacgao.
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2. JUSTIFICATIVA

Individuos com DRD tém elevada morbimortalidade por DCV, mesmo com
controle intensivo do diabetes, hipertensédo arterial e dislipidemia. Por isso,
considera-se que fatores de risco ndo- tradicionais, como inflamacéo, estresse
oxidativo, acumulo de toxinas urémicas e AGEs estejam envolvidos na
progresséo da aterosclerose na DRD. Um melhor entendimento desses fatores
de riscos nao-tradicionais contribuira para adequar estratégias de tratamento e
prevencao da doenca cardiovascular.

A albumina é a principal proteina circulante no plasma, e esta sujeita a
modificagdes por reagdes de glicagdo avancada e carbamoilagdo. Estudos
prévios, realizados no Laboratorio de Investigacdo Médica—10 (LIM-10) da
FMUSP, evidenciaram elevagao do conteudo de carboximetil-lisina na albumina
sérica isolada de pacientes com controle glicémico inadequado, com
consequente interferéncia negativa no efluxo de colesterol de macréfagos e
favorecimento no acumulo de lipides. O impacto da doenca renal no TRC
também foi previamente avaliado e observou-se que macréfagos tratados com
albumina isolada de animais urémicos reduziram a remocido de colesterol
mediada por apo A-l e HDL2, em comparacido aqueles tratados com albumina
controle.

Neste sentido, buscamos caracterizar o perfil de glicagdo e carbamoilagéo
da albumina de individuos com diabetes mellitus tipo 2 e doenga renal em

diferentes estagios e seu impacto sobre a remogéo de colesterol celular.
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3. OBJETIVOS

Avaliar em individuos com DM2 em diferentes estagios de doencga renal, com
controle glicémico semelhante e individuos controles saudaveis, pareados por
idade e sexo:

1) O perfil de modificagdo da albumina sérica por glicagdo avangada e

carbamoilagao;

2) A influéncia da albumina sérica isolada sobre o efluxo de '#C-colesterol

mediado por HDL2 e HDL3
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4. METODOS

4.1 Casuistica

Individuos com diabetes tipo 2, de ambos os sexos, foram selecionados
no Ambulatério de Diabetes e Ambulatério Multidisciplinar de Doenga Renal
Diabética do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade
de Sao Paulo (HCFMUSP).

Os critérios de inclusao foram: diabetes mellitus tipo 2, diagnosticados ha
pelo menos 10 anos, idade superior a 45 anos, ambos os sexos, doencga renal
cronica com estagio 1 a 5, com hemoglobina glicada (HbA1c) entre 7-9%. Os
critérios de nao-inclusdo abrangeram: DRC estagio 5 em terapia renal
substitutiva (hemodialise, dialise peritoneal e transplantados renais), rapida
perda na taxa de filtragdo glomerular (>3 mL/min/ano), sindrome nefrética,
hipertensdo arterial refrataria ao tratamento ou suspeita de nefroesclerose
hipertensiva, presenga de sedimento urinario ativo no exame de urina |, doenga
oncoldgica ativa, redugéo da TFG superior a 30% dentro de 2 a 3 meses do inicio
de inibidores da enzima conversora da angiotensina ou bloqueadores do
receptor de angiotensina; sorologia positiva para HIV, indice de massa corpérea
< 18,5 Kg/mZ. Individuos controles foram recrutados de acordo com pareamento
por sexo e idade.

Todos os participantes assinaram o termo de consentimento informado,
aprovado pela Comiss&o de Etica do HCFMUSP (CAPPesq #15024). A pesquisa

foi registrada na Plataforma Brasil (Parecer #1.982.033).

4.2 Delineamento do estudo
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Trata-se de um estudo transversal englobando pacientes selecionados a
partir do seguimento regular Ambulatério de Diabetes e Ambulatorio
Multidisciplinar de Doenga Renal Diabética do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo, entre abril de 2016 a
dezembro de 2018. Apds avaliagdo de dados clinicos e demograficos, os
participantes foram submetidos a coleta de amostras de sangue periférico para
as seguintes dosagens bioquimicas: hemograma, HbA1c, frutosamina, ureia,
creatinina, colesterol total, HDL, LDL, VLDL, triglicérides. A classificagdo de
albuminuria, utilizando relacdo albumina/creatinina urinaria e/ou excrecao
urinaria de albumina em urina de 24 horas, foi baseada na média dos resultados
de exames realizados nos 12 meses precedentes a inclusdo do paciente na

pesquisa.

4.3 Metodologia
4.3.1 Isolamento e purificagao de albumina do soro humano

Amostras de sangue dos participantes foram colhidas, apos jejum de 12
h, em tubos secos e centrifugadas imediatamente a 3000 rpm, por 20 min, a 4°C,
para obtenc¢ao do soro. Adicionamos os seguintes conservantes, para cada 1 mL
de soro: 20 pL de cloranfenicol/gentamicina (0,25%), 10 yL de azida sédica (5%)
(Merck, Darmastadt, Alemanha); 5 yL de benzamidina (2 mM) (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Alemanha), 5 yL de aprotinina (0,5%) (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Alemanha) e 0,5 pL de PMFS (fluoreto de fenil metila sulfonila) diluido em 30 mM
de DMSO (dimetilsulfoxido) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha). Em seguida,

as amostras foram estocadas a -70°C até posterior processamento.
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A albumina foi extraida por cromatografia liquida para separagao rapida
de proteinas (FPLC — Fast Protein Liquid Chromatography), utilizando-se coluna
de afinidade para albumina, HiTraptmBlue (GE Healthcare, Uppsala, Suécia),
seguida de purificagdo por extragao alcodlica, segundo técnica padronizada no
laboratorio ®7). Ao término do processo, as albuminas foram submetidas a
eletroforese em gel de poliacrilamida 10% e sua migracdo comparada a de
albumina humana obtida comercialmente (Sigma Chem Aldrich, St Louis, MO,

EUA).

4.3.2. Isolamento de lipoproteinas do plasma e acetilagao de LDL

Lipoproteina de densidade baixa (LDL; densidade = 1,019 — 1,063 g/mL),
subfragdes de HDL:> (densidade = 1,063 — 1,125 g/mL) e de HDL3 (densidade =
1,125 - 1,21 g/mL), foram isoladas do plasma de individuos saudaveis
recrutados na Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo. Para tanto,
utilizamos técnica de ultracentrifugagdo sequencial e purificagdo por gradiente
descontinuo de densidade (7%,

A LDL foi acetilada segundo protocolo descrito por Basu et al. 1976 (76),
Para cada 16 mg de proteina de LDL, foi adicionado 1 mL de solug&o saturada
de acetato de sodio e 1 mL de cloreto de sodio (NaCl 0,15 M), sob constante
agitacao, utilizando-se de agitador magnético, em banho gelo com temperatura
proxima a 0 °C. Gradativamente, pequenas quantidades de anidrido acético
foram acrescentadas, por um periodo de 1 h, até atingir o volume de 1,5 vezes
a massa de proteina de LDL; em seguida, a amostra foi agitada por mais 30
minutos. A final desta etapa, a LDL acetilada foi dialisada contra tampao salino-

fosfato (PBS) com EDTA (do inglés, ethylenediamine tetraacetic acid ou acido
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etilenodiamino tetra-acético), pH = 7,4 por 24 h a 4 °C e esterilizada em filtro 0,22
pm. A concentragao final de proteina da amostra foi determinada pelo método de

Lowry et al. 1951077

4.3.3 Determinacgao de produtos de glicacao avangada no plasma

Para detecgdo de carboximetil-lisina, principal produto de glicagcéo
avangada, utilizamos o meétodo ELISA, imunoensaio enzimatico (Circulex
CML/Né—(Carboxymethyl)lysine ELISA Kit. O plasma foi diluido 4 vezes, em
tubos eppendorf, ao qual foi adicionado o anticorpo primario diluido em 36 vezes
com solugao tampéao (3 uL de anticorpo primario: anti-CML (Circulex — Catalog
number CY 8066 - Woburn, MA, USA)) mais 105 pL de solugdo tampéo de
diluicdo). Em seguida os tubos foram agitados no aparelho vortex para completa
homogeneizagao e 100 uL da amostra adicionados, em duplicatas, a cada pogo
da placa de ELISA previamente conjugada. Apés 1 hora de incubagdo a
temperatura ambiente (25°C), em agitacdo de 300 rpm, a placa foi lavada com
solugéo tampéo de lavagem (200 uL) por 4 vezes e as amostras foram incubadas
com anticorpo secundario HRP (enzyme horseradish peroxidase - Circulex —
Catalog number CY 8066 - Woburn, MA, USA), por mais 1 hora a temperatura
ambiente e sob agitacao (300 rpm). Novamente, a placa foi lavada 4 vezes com
solugédo tampéo de lavagem e incubada com 100 pL do substrato reagente por
10 a 20 minutos, em temperatura ambiente, até intensificar a coloragdo dos
pocos, quando adicionou-se 100 uL da solugao de bloqueio e utilizamos um leitor
de microplacas, com um comprimento de onda de 450 nm, para interpretar os

resultados.
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4.3.4 Determinacgao de proteinas carbamoiladas no plasma e na albumina
Utilizamos método ELISA, imunoensaio enzimatico (The OxiSelect™
Protein Carbamylation Sandwich ELISA Kit) para rapida detecgéo e quantificagéo
de proteinas carbamoiladas. Foram adicionados 100 yL da amostra (plasma ou
albumina isolada dos participantes do estudo) e de carbamil-lisina albumina
sérica bovina padrdao (CBL-BSA do inglés, Carbamyl-Lysine Bovine Serum
Albumin ) - CELL BIOLABS, INC — Catalog number STA-877 — San Diego, CA,
USA) a placa revestida com anticorpo anti-CBL (anti-Carbamyl-Lysine), e
incubado a 37°C por 2 horas. A placa foi lavada com solugao tampao de lavagem
por 3 vezes, e novamente incubada com 100 pL do anticorpo anti-CBL (diluido
1:1000), por 1 hora a temperatura ambiente em um agitador orbital. Apés novo
processo de lavagem (solugédo tampao de lavagem por 3 vezes), adicionou-se a
placa 100 pL do anticorpo HRP secundario, seguido por incubagao a temperatura
ambiente, por 1 hora, em agitador orbital. A placa foi lavada mais uma vez com
solugéo tampéo de lavagem e, a seguir, 100 pL da solugdo de substrato reagente
foi adicionado a cada poco, incluindo os referentes a curva-padrao, e incubado
por 20 a 30 minutos sob agitagdo, com a intensificagdo da cor nos pogos,
adicionou-se 100 pL da solugao de bloqueio. A leitura foi realizada com um leitor

de microplacas e 450 nm de comprimento de onda

4.3.5 Quantificagao de homocitrulina no plasma

Utilizamos método ELISA para detecgao de homocitrulina no plasma dos
individuos do estudo. O plasma armazenado em tubos eppendorf foi
centrifugado a 10.000 rpm por 5 minutos para remogao de particulas insoluveis.

O sobrenadante foi transferido, em duplicata, para tubos poliestireno de 2 mL



22

com tampa de rosquear e anel de vedacao e adicionado 50 pyL de homocitrulina-
padrao (Homocitulline / Citrulline Assay Kit- CELL BIOLABS, INC — Catalog
Number MET-5027 — San Diego, CA, USA), 5uL de solugédo dodecil-sulfato de
sédio (SDS, do inglés sodium dodecyl sulfate) e S5uL de solugéo de proteinase K
a cada tubo. As amostras foram misturadas aos reagentes movimentando-se os
tubos para cima e para baixo e incubadas por 2 horas a 37°C. Na sequéncia,
adicionou-se 250uL de reagente do Teste A e 50uL de reagente do Teste B a
cada tubo, com novo periodo de incubag¢ao de 30 minutos, em banho seco, a 95°
C. Os tubos foram transferidos para 4°C por 5 minutos e centrifugados a 18.000
x g por 10 minutos a 4°C; entdo 200 pL de cada sobrenadante foi transferido
para placa de microtitulacido de 96 pogos e procedeu-se a leitura em leitor de

placas (absorbancia no comprimento de onda de 540-560 nm).

4.3.6 Determinacgao de pentosidina e AGE total na albumina

Os conteudos de AGE total e pentosidina na albumina isolada dos
pacientes foram determinados por método de fluorescéncia. As amostras tinham
uma concentragdo de 40 ug/mL, de acordo com Lowry et al. 1951. 100 uL de
albumina foram adicionados a 100 pL de tampao fosfato-salino (PBS, do inglés
phosphate buffered saline) com EDTA para volume final 200 uL em cada poc¢o,
utilizando-se microplacas de 96 pocos (placa Black Costar).

As amostras foram excitadas sob um comprimento de onda de 370nm e
a medida da fluorescéncia emitida para AGE total foi em 440 nm e para
pentosidina de 378 nm, realizada utilizando o fluorimetro Synergy HT Multi-Mode

Microplate Reader.
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4.3.7 Cultura de macrofagos derivados de células da medula 6ssea

O protocolo para utilizagdo de animais obedeceu aos Principios Eticos na
Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal (COBEA) e foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais
(CEUA #1015/2018).

A obtencdo de macrofagos, a partir de células isoladas da medula 6ssea
de camundongos machos da linhagem C57/BL6 ocorreu por dissecgao do tecido
das patas de camundongos. A extremidade de cada osso foi cortada e a medula
O0ssea lavada com meio DMEM (do inglés, Dulbecco's Modified Eagle Medium)
contendo antibioticos, soro fetal bovino e meio condicionado advindo de células
L929. A medula foi gentiimente aspirada com dissolu¢do dos agregados
celulares. As células foram centrifugadas a 1000 rpm, durante 6 minutos,
temperatura ambiente, sendo, a seguir, semeadas em placas de cultura com
incubacgéo por 5 dias, em atmosfera de CO2 5%. No quinto dia, o0 meio de cultura
foi trocado por novo meio condicionado de células L929. No sexto dia, as células
foram incubadas com meio DMEM com baixa concentragéo de glicose (Gibco),

contendo 10% de FCS (soro fetal de bezerro).

4.3.8 Tratamento de macréfagos derivados de células da medula éssea e
efluxo de '“C-colesterol

Para os experimentos relacionados ao efluxo de colesterol, utilizamos um
pool de albuminas isoladas de 3 a 5 participantes, para cada um dos estagios de
DRC e controle. A porcentagem de efluxo de colesterol de macréfagos foi
determinada apos sobrecarga celular com '“C-colesterol (0,3 uCi/mL de meio de

cultura) e LDL acetilada (50 ug /mL de meio) durante 48 horas. Apos lavagem
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com PBS/FAFA, as células foram tratadas com meio DMEM suplementado com
1 mg de albumina (para concentracdo 1mg/mL) do pool de albuminas isoladas
dos diferentes grupos por 18 horas ou 48 horas, em dois tempos diferentes em
experimentos distintos. Apdés nova lavagem, as células foram incubadas com
aceptores de colesterol: HDL> (50 ug/mL de meio) e HDL3 (50 pg/mL de meio)
por 6 horas, conforme protocolo descrito previamente Machado et al. 2006(22),
Por sua vez, incubacdes controles foram realizadas na auséncia de HDL; e
HDL3, e os resultados subtraidos daqueles obtidos da incubagao com aceptores.
Desta forma, o efluxo mediado por HDL, e HDL3, e a porcentagem de remogao

de colesterol calculada utilizando a seguinte férmula:

14C-colesterol no meio x 100

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

Passado o periodo de tratamento, removemos cuidadosamente o meio de
cultura e as células foram lavadas, entdo realizamos a contagem da viabilidade
celular, pelo método de exclusdo, com o corante Trypan Blue 0,4% (em PBS -
NaCl 150 mmol/L, NazHPO4 20 mmol/L, NaH2PO4 14 mmol/L, NaOH 1mmol/L -

pH 7,4).

4.4 Calculo da amostra

Partimos do principio que as variaveis propostas neste estudo
(concentragdo de AGE total e pentosidina, carboximetil-lisina, proteinas
carbamoiladas, homocitrulina e capacidade de efluxo de colesterol) tém

correlagdo com perda de funcédo renal, ou seja, que os valores encontrados para
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as variaveis seriam maiores nos estagios avagados de DRC. Assim para calculo
do tamanho amostral supondo um poder de 80% e nivel de significancia de 5%,
para detectar uma correlagdo maior que 0,5 seriam necessarios no minimo 33

pacientes.

4.5 Analise estatistica

Utilizamos teste ANOVA ou Kruskal-Wallis para comparagao entre mais
de dois grupos das variaveis quantitativas, dependendo da suposicdo de
normalidade dos dados. Na presenca de significancia estatistica, realizamos a
analise de comparag¢des multiplas em pares para verificar qual par se diferencia,
aplicando-se o teste de Brunner ou teste Newman-Keuls. O teste de Jonckheere-
Terpstra foi utilizado para avaliar se com aumento de grau de uma condi¢éo, ha
aumento ou diminuicdo da variavel estudada. Para a comparacdo de uma
variavel quantitativa entre dois grupos utilizamos o teste de Mann-Whitney,
enquanto o teste exato de Fisher foi empregado para verificar a associagao entre
uma variavel categorica com o grupo. O nivel de significancia adotado foi de 5%
(p<0,05).

As analises estatisticas foram realizadas com a utilizagdo do programa

GraphPad Prism 5.0 software (GraphPad Prism, Inc., San Diego, CA, EUA), R
Core versao 3.6.1 (Auckland, Nova Zelandia) e o IBM SPSS verséo 19 (IBM,

Inc, Armonk, NY, EUA)
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5. RESULTADOS

A populagdo estudada incluiu 49 individuos com diabetes mellitus e
doenca renal diabética e 8 controles saudaveis, a média de idade dos
participantes foi de 70+9 anos e a média do IMC variou entre 25,2 e 33,3 Kg/m?.
Os pacientes com DRD foram estratificados em 5 grupos, de acordo com a taxa
de filtragdo glomerular estimada, calculada a partir da dosagem de creatinina
sérica, empregando-se a formula CKD-EPI (Chronic Kidney Disease
Epidemiology Collaboration) ("% (Tabela 5.1).

O grupo controle tinha menor IMC entre os grupos, exceto em relagéo a
G3a e G4, além de menor associagdo com hipertenséo.

Os participantes com DM2 tinham tempo de diagnoéstico de DM de 1648
anos. O grupo G3a tinha média de idade maior entre os grupos, excetuando
controle e G4; assim como maior tempo de DM entre todos.

Observamos aumento no diagndstico de retinopatia diabética e de
albuminuria A3 com a progressdo da DRC; no entanto, ndo houve diferenga
estatisticamente significativa em relagdo a presenca de doenga macrovascular
(DAC, IAM e AVE) entre aqueles com diagndstico de DM2. A maioria das pessoas
com diabetes, independentemente da TFGe, estava em uso insulina, beta-
bloqueador, estatina e acido acetilsalicilico, enquanto 37% dos individuos no
grupo controle estavam em uso de bloqueador do receptor de angiotensina, 25%

estatina e 12% beta-bloqueador.
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Tabela 5.1 - Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos individuos com DM2
e DRC divididos por estagio e controle

Caracteristicas Controle G1/2 G3a G3b G4 G5 p’
n 8 10 11 13 11 4
Sexo (M/F) 4/4 317 6/5 12/1 7/4 3/1 0,1574
Idade (anos) 70 (9) 65 (8) 78 (10) 69 (6) 69 (9) 63 (6) 0,0392
IMC (Kg/m?) 252 (3) | 33,3(6) | 284 (6) | 31,3(5) | 26,6(4) | 30,1(3) 0,0070
Tempo de DM (anos) NA 14 (7) 27 (12) 16 (6) 16 (5) 15 (4) 0,0290
Retinopatia DM (%) NA 20 54 77 91 100 0,0028
Albuminauria %

- 80/20/0 | 45/45/10 | 8/38/54 | 18/18/64 | 0/ 0/100 0,0001
(A1/A2/A3)
DAC/IAM (%) 10 27 46 45 25 0,1173
AVE (%) 0 9 15 9 50 0,1422
HAS (%) 50 100 91 92 100 100 0,0126
HbA1c (%) 56(0,2) | 81(0,6) | 81(0,4) | 80(0.,5) | 84(0,5) | 81(0,5) | <0,0001
Cr sérica (mg/dL) 0,8(0,2) | 0,8(0,2) | 1,2(0,2) | 1,8(0,3) | 2,6(0,6) | 4,7(0,7) | <0,0001
Ureia (mg/dL) 35 (10) 37 (10) 55 (10) 74 (20) 105 (30) | 117 (16) | <0,0001

Dados apresentados com média (desvio-padréo. Realizado comparagbes das variaveis
quantitativas entre com grupos com teste de Kruskal-Wallis pos-teste de Brunner; Realizado
teste exato de Fisher para variaveis qualitativas. DRC: doenga renal crénica. n: nimero de
pacientes; M: masculino; F: feminino; IMC: indice de massa corpérea; DM: diabetes mellitus;
Albuminudria em mg/g de creatinina; A1: <30 ; A2: 30-300 ; A3 > 300 ; DAC: doenga arterial
aterosclerotica; IAM: infarto agudo do miocardio; AVE: acidente vascular encefalico: Cr:
creatinina; TFGe: taxa de filtragdo gloremular estimada (CKD-EPI); NA: Nao se aplica.

Os resultados das variaveis laboratoriais foram semelhantes entre os
estagios de DRC para o controle glicémico, aferido pela HbA1c (média 8,2
10,5%) e frutosamina (média 330 +45) (Figura 5.1 A e B), assim como para HDL-
c e TG (Figura 5.1 G e H). As concentragdes séricas de ureia e creatinina se
elevaram com perda de TFGe, com esperada diferenga significativa entre os
grupos (Figura 5.1 C e D); Para ureia, grupo controle e G1/2 foram semelhantes
entre si, assim como G4 e G5. Para creatinina e TFGe, grupo controle e G1/2
foram semelhantes. O grupo controle e grupo G5 tinham maior LDL-c em relagéo

a G1/2, G3a e G3b. A concentracao de CT também foi maior no controle em

relagédo a G1/2, G3a e G3b (Figura 5.1 E e F).
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Dados apresentados com média (desvio-padrdo). Realizado comparagdes entre grupos com
teste de Kruskal-Wallis: p*. Comparagdes entre pares com pos-teste de Brunner; # p<0,05
(significativo); &: p >0,05 (ndo-significativo); C: controle; CT: colesterol total; LDL: lipoproteinas
de densidade baixa; HDL: lipoproteinas de densidade alta; TG: triglicérides; Cr: creatinina; TFGe:
taxa de filtragao gloremular estimada (CKD-EPI); G1/2: TFGe 260mL/min/1,73m?, G3a: TFGe 45-
59mL/min/1,73m?; G3b: TFGe 30-44mL/min/1,73m?; G4: TFGe:15-29mL/min/1,73m?; G5: TFGe<
15mL/min/1,73m?;
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O perfil de modificacdo da albumina por glicagcdo avangada foi avaliado
determinando-se AGE total e pentosidina, os quais foram semelhantes nas
albuminas isoladas de ambos os grupos, controle e com DRD (Tabela 5.2 e

Figura 5.2).

Tabela 5.2 - Determinacao de AGE total e pentosidina nas albuminas dos
individuos controle e estagios de DRC

Controle ‘ G1/2 ‘ G3a ‘ G3b ‘ G4 ‘ G5 ‘ p! ‘ p?
AGE total
(unidades 1271 125,0 100,5 104,9 147,8 95,8
o 0,4027  0,9855
arbitrarias de (49,9) (59,5) (42,4) (35,2) (56,8) (22,3)

fluorescéncia)

Pentosidina
(unidades 2504 2443 1760 2070 2827 2131

. 0,2553  0,3649
arbitrarias de (1029) (1284) (635) (851) (861) (430)

fluorescéncia)

Dados apresentados com média (desvio-padrao). Determinagbes feitas com medida de
fluorescéncia em 440nm (AGE total) e 378 nm (pentosidina). Realizado comparagdes entre com
grupos com p™. teste de Kruskal-Wallis; p% teste de Jonckheere-Terpstra; AGE: produtos finais
de glicagdo avangada; G1/2: TFGe 260mL/min/1,73m?, G3a: TFGe 45-59mL/min/1,73m?; G3b:
TFGe 30-44mL/min/1,73m?;, G4: TFGe:15-29mL/min/1,73m?; G5: TFGe< 15mL/min/1,73m?;
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Figura 5.2 - Quantidade de AGE total e pentosidina em albuminas isoladas

de individuos controle e estagios de DRC

Determinagdes feitas com medida de fluorescéncia em 440nm (AGE total) e 378 nm
(pentosidina).Realizado comparagdes entre com grupos com p™: teste de Kruskal-Wallis; p% teste
de Jonckheere-Terpstra; C: Controle G1/2: TFGe 260mL/min/1,73m?; G3a: TFGe 45-
59mL/min/1,73m?; G3b: TFGe 30-44mL/min/1,73m?; G4: TFGe:15-29mL/min/1,73m?; G5: TFGe<
15mL/min/1,73m?;

Para avaliar glicacéo e carbamoilagdo no plasma, dosamos carboximetil-
lisina, homocitrulina e proteinas carbamoiladas.

Nao observamos diferenga na concentracao plasmatica de homocitrulina,
carboximetil-lisina e proteinas carbamoiladas nos individuos com DRD e

controles, assim como entre os estagios de DRC (Tabela 5.3 e Figura 5.3)
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Tabela 5.3 - Determinagao de carboximetil-lisina, homocitrulina e proteinas
carbamoiladas no plasma dos individuos controle e estagios

de DRC
Controle‘ G1/2 ‘ G3a ‘ G3b ‘ G4 ‘ G5 ‘ p’ ‘ p?
1,92 1,65 1,98 1,72 1,53 1,80
CML (ug/mL) 0,7088  0,3474

(0,65)  (0,57) (0,85) (0,46)  (0,54)  (0,73)

Homocitrulina 848,8 942,2 1013,4 932,0 928,0 926,5
0,8230  0,9596
(uM) (26,3) (289,6) (180,0) (275,6) (132,6) (47,6)
Proteinas
20,9 26,1 38,7 27,1 39,5 1,3
Carbamoiladas 0,3978 0,3066

- CBL (ng/mL) (138)  (104) (499) (165 (47.6)  (55)

Dados apresentados com média (desvio-padrédo). Determinagdes plasmaticas feitas por ELISA.
Realizado comparagbes entre com grupos com p* teste de Kruskal-Wallis; p% teste de
Jonckheere-Terpstra; DRC: doenga renal cronica; G1/2: TFGe 260mL/min/1,73m?; G3a: TFGe 45-
59 mL/min/1,73m?; G3b: TFGe 30-44mL/min/1,73m?; G4: TFGe:15-29mL/min/1,73m?; G5: TFGe
<15 mL/min/1,73m? CML: carboximetil-lisina; CBL (Carbamil-lisina).

2.5 -
204 T T

1.5 -

1.0

CML (ng/mL)

0.5 A

0.0

C G172 G3a G3b G4 G5

1500

=N
o
=]
o

1
_l

500

Homocitrulina (pM )

C G12 G3a G3b G4 G5



32

[=2]
o
1

F Y
o
1

Proteinas carbamoiladas
no plasma (ng/mL)
N
o

C G172 G3a G3b G4 G5

Figura 5.3 - Dosagem de homocitrulina, carboximetil-lisina e proteinas
carbomoiladas em albuminas isoladas de individuos controle e estagios de
DRC

Realizado comparagbes entre com grupos com p* teste de Kruskal-Wallis; p2% teste de
Jonckheere-Terpstra; C:controle; G1/2:TFGe =260 mL/min/1,73m? G3a: TFGe 45-59
mL/min/1,73m?, G3b: TFGe 30-44 mL/min/1,73m? G4: TFGe:15-29 mL/min/1,73m?, G5: TFGe <
15 mL/min/1,73m>,

Ao avaliar a carbamoilacdo nas albuminas isoladas, ndo encontramos
diferengas entre os estagios de DRC (p=0,2163); no entanto, identificamos um

aumento estatisticamente significativo (p=0,0414) com a piora taxa de filtracéo

glomerular nos individuos com DM2 e DRD (Tabela 5.4 e Figura 5.4)

Tabela 5.4 - Determinacao da carbamoilagcao nas albuminas dos individuos
controle e estagios de DRC

Controle ‘ G1/2 ‘ G3a ‘ G3b ‘ G4 ‘ G5 ‘ p! ‘ p?
Proteinas
10,0 9,3 10,3 12,8 16,8 13,3
Carbamoiladas - 08) 2.7) 2.9) 03) (8.6) 6.8) 0,2163 0,0414
CBL (ng/mL) ’ ’ ’ ’ ’ ’

Dados apresentados como média (desvio-padrao). Determinagbes nas albuminas isoladas feitas
por ELISA. Realizado comparagdes entre com grupos com p*. teste de Kruskal-Wallis; pz teste
Jonckheere-Terpstra. G1/2: TFGe 260 mL/min/1,73m?; G3a: TFGe 45-59mL/min/1,73m?; G3b:
TFGe 30-44 mL/min/1,73m?;, G4: TFGe:15-29 mL/min/1,73m?, G5: TFGe < 15 mL/min/1,73m3.
CBL: carbamil-lisina.
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Figura 5.4 - Carbamoilagcao nas albuminas dos individuos controle e

estagios de DRC

Dados apresentados como média (desvio-padrdo).Realizado comparagbes entre com grupos
com p”. teste de Kruskal-Wallis (p=0,2163),; pZ% teste Jonckheere-Terpstra (p < 0,0414) DRC:
doenga renal cronica; C: controle; G1/2.TFGe =260 mL/min/1,73m? G3a: TFGe 45-
59mL/min/1,73m?; G3b: TFGe 30-44 mL/min/1,73m?; G4: TFGe:15-29 mL/min/1,73m?; G5: TFGe
<15 mL/min/1,73m2.CBL: carbamil-lisina. ).

ApOs a caracterizagao do perfil da albumina, examinamos sua influéncia
sobre o efluxo de colesterol celular, mediado por subfracbes de HDL. Neste
sentido, macrofagos foram tratados com pool de albuminas isoladas de
individuos controles e DRD em diferentes estagios de doenca renal crbénica, por
18 he 48 h.

Para a primeira avaliagdo da porcentagem (%) de efluxo de '*C-colesterol
mediado por HDL2 e HDL3, incubamos os macrofagos por 18 h com o pool de
albuminas isoladas dos individuos divididos em trés categorias: controle, DRC
com fungéo renal normal (TFGe >60mL/min/1,73m?) ou reduzida (TFGe <60

mL/min/1,73m?). Verificamos que houve redugéo significativa da porcentagem de
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efluxo mediado tanto pela HDL>, como HDL3, relacionada diminuicdo da funcao
renal, ou seja, com valores de TFGe <60mL/min/1,73m?, como mostrado na
figura 5.5. A e B. Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre

controle e DRC com fung¢ao renal normal na remocéo de colesterol mediado por

HDL; (p=0,9569) e HDLs (p=0,2865).
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Figura 5.5 - Efluxo de '“C-colesterol mediado por HDL, e HDL3 apés
tratamento por 18 horas com albumina isolada dos individuos controle e
divididos conforme TFGe normal ou reduzida
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Macréfagos derivados de medula 6ssea foram sobrecarregados com LDL acetilada e '*C-
colesterol por 48 h. Células foram tratadas por 18 horas com DMEM suplementado com 1 mg/mL
do pool de albuminas dos individuos controle (barras brancas), DRC com TFG > 60 (barras
verdes) ou DRC com TFG <60 (barras vermelhas) sozinhos ou na presenga de HDL2 ou HDL3
por 6 h para determinar efluxo de '*C-colesterol. Comparagdes entre os grupos com teste de
Kruskal-Wallis e pos-teste de Brunner. Comparagéo efluxo de "“C-colesterol entre grupo controle
e TFG >60 mediado por HDL: (p=0,9569) e HDL3 (p=0,2865). DRC: doenga renal cronica; C:
controle; TFGe: taxa de filtragdo glomerular estimada pela formula CKD-EPI (Chronic Kidney
Disease Epidemiology Collaboration) em mL/min/1,73m?2

Uma segunda analise foi realizada incubando os macréfagos por 48 h com
o pool de albuminas isoladas dos individuos divididos em diferentes estagios de
DRC. O estagio G5 (TFGe <15 mL/min/1,73m?) apresentou menor porcentagem
de efluxo de '“C-colesterol mediado pela HDL, em comparagdo aos demais

grupos, como demonstra figura 5.6.

p =0,0274

% efluxo de '*C-colesterol
(mediado por HDL, )
H

C G172 G3a G3b G4 G5

Figura 5.6 - Efluxo de '“C-colesterol mediado por HDL, e HDL3 apés
tratamento por 48 horas com albumina isolada dos individuos divididos em

controle e estagios de DRC

Macréfagos derivados de medula 6ssea foram sobrecarregados com LDL acetilada e '*C-
colesterol por 48 h. As células foram tratadas por 48 h horas com DMEM suplementado com 1
mg/mL do pool de albuminas dos individuos controle e dos estagios de DRC, sozinhos ou na
presenga de HDL2 ou HDL3 por 6 h para determinar efluxo de “C-colesterol. Comparacgdes entre
os grupos com teste One-way ANOVA e pos-teste Newman-Keuls (p=0,0274). Comparagbes em
pares do estagio G5 com controle e demais estagios de DRC (p*<0,05). DRC: doenga renal
cronica ; C: controle ; TFGe: taxa de filtragdo glomerular estimada pela formula CKD-EPI (Chronic
Kidney Disease Epidemiology Collaboration) em mL/min/1,73m?2
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6. DISCUSSAO

Alteragbes no transporte reverso de colesterol e outras anormalidades
relacionadas a quantidade, perfil e funcionalidade de lipides, além de acumulo
de AGEs, toxinas urémicas, estresse oxidativo e inflamagdo foram descritas
como fatores contribuintes no desenvolvimento e intensificagdo da aterosclerose
tanto no diabetes mellitus, como na doenga renal cronica (©: 65 66.67) No entanto,
nao ha na literatura estudos em humanos, voltados para identificacdo dessas
alteracbes na presenca das duas doencgas, diabetes mellitus e doencga renal
cronica. Neste sentido, buscamos avaliar a influéncia da albumina sérica,
isolada de pessoas com DM e DRC, em diferentes estagios de func&o renal,
sobre transporte reverso de colesterol em macrofagos. Por se tratar da principal
proteina circulante no plasma, sujeita a modificagbes por reagdes de glicagéo
avancada e carbamoilagcdo, a albumina representaria bem o insulto quimico
caracteristico do diabetes e na uremia.

A populagao estudada incluiu individuos com DM2 e DRD estratificada de
acordo com a taxa de filtragdo glomerular estimada. Os pacientes com diabetes
tinham controle glicémico bem semelhante (HbA1c 8,2+0,5%) e caracteristicas
clinicas também parecidas como mostra tabela 5.1 e figura 5.1.

Para avaliar as particularidades da glicagdo nesta populagao,
determinamos a quantidade de AGE total e pentosidina nas albuminas e
dosagem na plasmatica de CML. A dosagem de HCit plasmatica, proteinas
carbamoiladas, no plasma e nas albuminas isoladas, serviram para analisar a
carbamoilagdo. As dosagens de AGE total e pentosidina nas albuminas foram

semelhantes entre individuos controle e aqueles com DRD, assim como entre os
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diferentes estagios da DRC. Observamos as mesmas caracteristicas na
avaliacdo de produtos plasmaticos, ou seja, a concentragdo de CML, HCit e
proteinas carbamoiladas plasmaticas ndo foram modificadas por variagcbes da
glicemia ou pelo prejuizo da fungéo renal e consequente aumento da uremia.
Nas albuminas, por meio de dosagem de CBL, principal produto
decorrente da reagao de carbamoilagcdo, encontramos maiores concentragdes
das proteinas carbamoiladas nos estagios avangcados de doenga renal, como
mostrado na tabela 5.4 e figura 5.4. Apesar da diferenga entre os grupos nao ter
atingido significancia estatistica pelo teste de Kruskal-Wallis (p=0,2163), a
analise pelo teste de Jonckheere-Terpstra mostrou que quanto maior a perda de
fungao, ou seja, a progressao dos estagios de DRC, maior sera a carbamoilagéo
(p=0,0414). De maneira similiar a HbA1c para monitoramento glicémico no DM,
a medida de proteinas carbamoiladas representa um registro médio do tempo de
exposicao a ureia, caracterizando a duragao e severidade da doencga renal, pois
com a perda de TFGe ha acumulo de ureia e, naturalmente, aumento da
carbamoilagéo de proteinas plasmaticas @%. Em modelo animal este incremento
também foi associado & maior carbamoilagcdo de proteinas teciduais ®). Por
outro lado, o trabalho de Nicolas e colaboradores mostrou que, cinco semanas
apo6s a inducédo da DRC in vivo, as concentragdes plasmaticas de homocitrulina
foram semelhantes em ratos diabéticos com DRC, em comparagao aos apenas
diabéticos, sugerindo a inibigao reciproca entre carbamoilagao e glicagéo ),
Kalim e colaboradores mostraram que a carbamoilacdo da albumina
atinge sua concentragdo maxima durante o estagio 5 da DRC, enquanto estudos
clinicos de Berg e colaboradores associaram a concentragdo de albumina

carbamoilada com a maior mortalidade em pacientes com doenga renal
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avangada. Os resultados de sobrevida foram melhores naqueles com maior
reducdo da carbamoilagdo, com o inicio de terapia renal substitutiva,
independentemente dos fatores de risco tradicionais (©43),

A interpretacdo dos nossos achados e da literatura permite inferir que a
presencga de diabetes e de doenga renal ndo acarreta mudangas significativas
nas proteinas plasmaticas, provavelmente pela competicdo dos produtos
glicacao e carbamoilagao pelos mesmos sitios de ligagdo. Contudo, a albumina,
por ser a proteina plasmatica de maior meia-vida, esta mais exposta a variacées
glicémicas e a uremia, justificando a maior carbamoilagdo nos estagios mais
tardios da DRC do diabetes.

Em uma segunda fase deste projeto, o transporte reverso de colesterol,
mediado por HDL> e HDL3, que reflete a exportacdo de colesterol via ABCG-1,
foi avaliado utilizando macrofagos obtidos a partir de células isoladas da medula
O0ssea de camundongos machos da linhagem C57/BL6. Observamos que os
macrofagos tratados por 18 horas com albumina isolada de individuos com
diabetes e funcdo renal reduzida (TFG < 60 mL/min/1,73m?) tiveram significativa
reducdo do efluxo de colesterol em relagéo aos individuos do grupo controle e
DRC com fungéo renal normal (TFG > 60 mL/min/1,73m?), como mostrado na
figuras 5.5 A e B. Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre
controle e DRC com fungao renal normal mediado por HDL: (p=0,9569) e HDL3
(p=0,2865).

Em outro experimento, incubamos albumina isolada de individuos
separados por estagio de DRC, sob mesma metodologia, mas com tempo de
tratamento de 48 horas, encontramos menor efluxo de mediado pela HDL2 no

TFGe < 15 mL/min/1,73m?, comparado aos outros estagios (p=0,0274), presente
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na figura 5.6. Trabalhos anteriores, utilizando pool de albuminas isoladas de
ratos com DRC induzida cirurgicamente apds nefrectomia 5/6, demonstraram
reducao de efluxo de colesterol em macréfagos mediado por apo A-l e por HDL>
em comparagdo a albuminas isoladas de ratos sem DRC %, Em humanos, a
capacidade de remocao de colesterol celular, via HDL, foi discretamente superior
no soro de adultos e criangas com DRC estagios 3-5 do que os controles sem
DRC @, Individuos com DM2 e controle glicémico ruim tiveram alteragéo
seletiva na expressao génica de macrofagos, prejudicando o efluxo de colesterol
mediado pela apo Al, HDL> e HDL3, provocando acumulo de lipides intracelulares
e contribuindo para a aterogénese (7). Outros trabalhos na literatura buscaram
mensurar as implicacdes da carbamoilagao sobre perfil de diversas proteinas
séricas, como as lipoproteinas. A LDL carbamoilada tem menor
reconhecimento/depuracao pelo receptor de LDL, maior poder de adesao e de
apoptose endotelial, bem como de promover estresse oxidativo ¢2 83 84) De
maneira semelhante, a HDL carbamoilada é disfuncional e promove formacéao de
células espumosas 9. Tan e colaboradores, em recente estudo de coorte com
1320 pacientes com DM2 e TFGe 230 mL/min/1,73m?, acompanhados em média
por 9 anos, encontrou associagdo entre maior concentracdo de HDL
carbamoilada com a progressao da DRC, definida pela duplicagdo da creatinina
sérica ou inicio de didlise ®%). Em relagao a albumina, Berg e colaboradores tém
resultados em estudos clinicos que correlaciona albumina carbamoilada com
maior mortalidade em pacientes com insuficiéncia renal tratada com dialise ©.
Varios estudos prévios descreveram que a ligacdo do colesterol livre a
albumina atuaria como transportador de colesterol de baixa afinidade e alta

capacidade. Embora a apo A-l tenha maior eficiéncia no efluxo, as altas
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concentracdes de albumina no plasma compensariam sua menor taxa de efluxo
em comparagao com a apo A-l. Desta forma, especula-se que albumina possa
ser a protagonista no TRC em células dos tecidos periféricos (&7 8. 8) Esses
resultados, em conjunto, reforgam que a albumina isolada num contexto de DRC
e uremia prejudica o efluxo de colesterol e favorece acumulo de lipides em
macrofagos.

Ao considerarmos as possiveis limitacdes desse estudo, nos deparamos
com os valores de uremia que atingem diferenga estatistica apenas entre os
estagios extremos da DRC, pois o aumento € gradativo com mudancgas sutis
entre os grupos, completamente distinto de modelos experimentais de DRC
induzida por nefrectomia com uremia grave, nos quais comparagdées acontecem
entre dois grupos distintos, normal e urémico. Isto provavelmente explique as
respostas biologicas de glicacdo e carbamoilagdo mais discretas a uremia,
quando comparamos os varios estagios de DRC nesse estudo de vida real.
Possivelmente, se tivéssemos estratificado a populacdo com a mesma TFGe e
diferentes HbA1c; para tanto com aumento o numero de participantes, talvez
conseguiriamos tornar mais evidentes essas diferengas entre os grupos no que
se refere ao perfil de glicagdo das albuminas e o impacto dessa condi¢ao sobre
efluxo de colesterol celular.

O transporte reverso de colesterol é processo crucial em defesa da
aterogénese e a HDL é pecga-chave nesse mecanismo. As concentragdes de
HDL-c no plasma sao parametros limitados para predizer desfechos
cardiovasculares, estudos clinicos voltados para aumentar a HDL-c ndo se
mostraram eficazes (/4 89, Neste sentido, o presente estudo traz como novos

achados o papel da albumina sérica, que num contexto de hiperglicemia crénica
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e uremia, tem suas propriedades funcionais alteradas e prejudica o efluxo de
colesterol celular mediado por subfragdes de HDL, favorecendo o acumulo de
lipides, inflamacéao e aterosclerose em uma populagao considerada de alto risco

cardiovascular
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7. CONCLUSAO

A albumina isolada de pacientes com diabetes e DRC, com TFG <60
mL/min/1,73m?, é modificada por maior carbamoilagédo e prejudica o efluxo de
colesterol mediado por HDL> e HDL3, o que poderia favorecer o acumulo de
lipides em macrofagos e disturbios no transporte reverso de colesterol. Nossos
achados podem contribuir para um maior entendimento sobre a avangada

aterosclerose nos pacientes com DRC.
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8.1 Termo de consentimento livre e esclarecido
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO

PAULO - HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

D.OCUMENTO DE IDENTIDADE N°: ..ot SEXO:MuoF o
DATA NASCIMENTO: ........ oo [

ENDEREGO ..ottt NO e

s G o o
DOCUMENTO DE IDENTIDADE ..o SEXO: Mo F o
DATA NASCIMENTO.: ............/......

ENDEREQGO: ...ttt NO i

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA:

Influéncia das modificagbes decorrentes da glicagdo da albumina e carbamilagao de
lipoproteinas no transporte reverso de colesterol, resposta inflamatéria e estresse de reticulo
endoplasmatico em portadores de diabetes mellitus tipo 2 em diferentes estagios de doenga

renal.

2. PESQUISADOR: Marcia Silva Queiroz, médica, CRM: 77963
Aécio Lopes de Araujo Lira, médico, CRM: 147659

Marisa Passareli, bidloga, responsavel substituta pelo Laboratério de

Lipides (LIM 10) da Faculdade de Medicina da USP
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UNIDADE DO HCFMUSP: Servico de Endocrinologia e Metabologia da Divisdo de Clinica
Médica | do Instituto Central do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade
de Sao Paulo e Laboratério de Investigagdes Médicas da Faculdade de Medicina da USP — LIM
10

3. AVALIAGAO DO RISCO DA PESQUISA:

RISCO MINIMO RISCO MEDIO

RISCO BAIXO RISCO MAIOR

(em virtude da necessidade de coletas de sangue)
4. DURAGAO DA PESQUISA: 4 anos

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO
PAULO-HCFMUSP

1. Essas informacdes estdo sendo fornecidas para sua participagéo voluntaria neste estudo, que
visa mostrar que a diminuigdo progressiva de fungéo renal contribui para varias mudangas
metabolicas, hemodinamicas e inflamatdrias que levam a alteragbes em algumas proteinas e no
colesterol, aumentando as chances de doencas do coracdo. Este estudo tem a finalidade de
avaliar parametros relacionados a essas mudangas metabdlicas e inflamatérias em diversos
tipos de colesterol (gorduras do sangue) em pessoas com diabetes e doenga renal cronica. Os
avangos na area de saude ocorrem através de estudos como este, por isso sua participagao e
consentimento sdo muito importantes. Este termo de consentimento faz parte do processo de
consentimento livre e esclarecido e tem como objetivo informar-lhe sobre o estudo e o que ira
Ihe acontecer se vocé decidir participar dele. Leia este documento atentamente para ter certeza
de que entendeu todas as informacdes que ele apresenta.

2. Os procedimentos de rotina como coleta de amostras de sangue serdo realizados por um
profissional de enfermagem qualificado, apés jejum de 12 horas, no inicio da manha, colocando
uma agulha na veia, utilizando seringas e agulhas descartaveis.

3. Os riscos e desconfortos serao minimos, apenas decorrentes da coleta de sangue, que podem
ser: dor no local da puncdo e formagdo de pequena mancha roxa sem risco a saude ou
decorrentes do jejum de 12 horas, que podem ser tonturas, nauseas, mal estar ou hipoglicemias.

4. Esperamos que os resultados deste estudo contribuam para o melhor entendimento do
impacto da redugao progressiva da fungédo dos rins em pessoas com diabetes no transporte e
utilizagéo do colesterol do sangue, na resposta inflamatéria, desta forma, ajudando a esclarecer
fatores que possam aumentar as doencas do coragao.

5. A dieta e a medicagao habitual serao mantidas, de acordo com recomendagao médica, bem
como o agendamento das consultas.

6. Garantia de acesso: em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. O principal investigador
¢é a Dra Mércia Silva Queiroz, que pode ser encontrado na Av. Dr. Arnaldo, 455 — 3° andar sala
3305, telefone 3061-7263, e.mail: marcia.queiroz@hc.fm.usp.br. Se vocé tiver alguma
consideragdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar — tel: 2661-6442 ramais 16, 17,
18 — e-mail: cappesg@hcnet.usp.br.

7. Vocé tem o direito de acesso a qualquer tempo, as informagdes sobre procedimentos, riscos
e beneficios relacionados a pesquisa, inclusive para esclarecer eventuais duvidas, assim como
a liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de participar do estudo,
sem que isto traga prejuizo a continuidade da assisténcia.
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8. Seu direito de confidencialidade sera garantido. As informagdes obtidas serdo analisadas em
conjunto com outros pacientes, nao sendo divulgada a identificagdo de nenhum paciente.

9. Toda a assisténcia médica sera realizada pela equipe do Ambulatério de Nefropatia Diabética
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo.

10. Nao cabe indenizacgéo pelo fato do estudo apresentar risco minimo a saude.

Ha necessidade de consulta-lo para autorizar o uso deste material doado em outras pesquisas
cientificas?

(.....) SIM. Eu quero ser consultado para autorizar a cada pesquisa futura na qual sera utilizado
com o meu material.

(....) NAO. Eu dispenso a autorizagdo futura para cada pesquisa e estou informado(a) que a
Comissao de Andlise de Projetos de Pesquisa do Hospital das Clinicas (CAPPesq) ira examinar
a nova pesquisa e decidir sobre a utilizagdo ou nao do material que eu estou doando.

O tempo de armazenamento do material sera autorizado pela Comisséo de Analise de Projetos
de Pesquisa do Hospital das Clinicas (CAPPesq).

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO
PAULO-HCFMUSP

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacgdes que li ou que foram lidas
para mim, descrevendo o estudo: “Influéncia das modificagdes decorrentes da glicagado da
albumina e carbamilagido de lipoproteinas no transporte reverso de colesterol, resposta
inflamatoéria e estresse de reticulo endoplasmatico em portadores de diabetes mellitus tipo
2 em diferentes estagios de doenca renal”.

Eu discuti com o Dra. Marcia Silva Queiroz sobre a minha decisdo em participar nesse estudo.
Ficaram claros para mim quais sdo os propdsitos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes. Ficou claro também que minha participacéo € isenta de despesas e que tenho
garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em
participar deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou
durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter
adquirido, ou no meu atendimento neste Servigo.

Assinatura do paciente/representante legal Data / /

Assinatura da testemunha Data / /

Para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de
deficiéncia auditiva ou visual.

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste
paciente ou representante legal para a participagdo neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /
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8.2 Plataforma Brasil

dand USP - HOSPITAL DAS
" CLINICAS DA FACULDADE DE Q%,"""“"’“M P
s MEDICINA DA UNIVERSIDADE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Influéncia das modificagdes decorrentes da glicagdo da albumina e carbamilagéo de
lipoproteinas no transporte reverso de colesterol, resposta inflamatéria e estresse de
reticulo endoplasmatico em portadores de diabetes mellitus tipo 2 em diferentes
estagios de doenca renal .

Pesquisador: Marcia Silva Queiroz

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 65670017.5.0000.0068

Instituicao Proponente: HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINADAU S P
Patrocinador Principal: FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAO PAULO

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.982.033

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de um estudo de coorte transversal envolvendo individuos portadores de diabetes mellitus tipo 2,
diagnosticados ha pelo menos 10 anos,com idade superior a 45 anos, ambos os sexos, com doenga renal
diabética estagio 1 a 5 ou em terapia renal substitutiva e valores de hemoglobina glicada entre 7-9%, em
seguimento regular no Hospital das Clinicas da FMUSP. Os pesquisadores vao avaliar o transporte reverso
de colesterol,inflamagéo e estresse do reticulo endoplasmatico.O projeto apresenta seus objetivos bem
descritos, faz parte da linha de pesquisa dos pesquisadores e o TCLE obedece as normas exigidas pela
comissao.

Objetivo da Pesquisa:

Os pesquisadores pretendem avaliar o papel das modificagées decorrentes da glicagao da albumina e
carbamilagdo de lipoproteinas no transporte reverso de colesterol, resposta inflamatoéria e estresse de
reticulo endoplasmatico em portadores de diabetes. Os objetivos estao claros e apresentam relevancia
cientifica.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

O desenvolvimento do protocolo ndo apresenta riscos para o sujeito da pesquisa e trardo a longo prazo
esclarecimentos sobre a patogénese da doenca.

Endereco: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar

Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)2661-7585 Fax: (11)2661-7585 E-mail: cappesq.adm@hc.fm.usp.br
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. CLINICAS DA FACULDADE DE %awm g
e MEDICINA DA UNIVERSIDADE

Continuagao do Parecer: 1.982.033

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Pesquisa de grande relevancia na area médica.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacgao obrigatéria:
O TCLE esta adequado e cumpre as regras exigidas pela comissao.

Recomendacoes:
Recomendamos sua aprovagao.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
Protocolo aprovado.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Em conformidade com a Resolugdao CNS n° 466/12 — cabe ao pesquisador: a) desenvolver o projeto
conforme delineado; b) elaborar e apresentar relatérios parciais e final; c)apresentar dados solicitados pelo
CEP, a qualquer momento; d) manter em arquivo sob sua guarda, por 5 anos da pesquisa, contendo fichas
individuais e todos os demais documentos recomendados pelo CEP; e) encaminhar os resultados para
publicagdo, com os devidos créditos aos pesquisadores associados e ao pessoal técnico participante do
projeto; f) justificar perante ao CEP interrupgdo do projeto ou a ndo publicagado dos resultados.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagdo
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 13/03/2017 Aceito
do Projeto ROJETO_702936.pdf 21:14:17
Projeto Detalhado / |projeto_DRD_e_transporte_coleterol.doc] 13/03/2017 |Marcia Silva Queiroz | Aceito
Brochura X 21:13:31
| Investigador
TCLE / Termos de |TCLE_DRD_e_transporte_colesterol_20| 13/03/2017 |Marcia Silva Queiroz | Aceito
Assentimento / 17.pdf 21:11:15
Justificativa de
Auséncia
QOutros documento_cappesq.pdf 13/03/2017 |Marcia Silva Queiroz | Aceito

21:05:38
Folha de Rosto folha_rosto.pdf 13/03/2017 |Marcia Silva Queiroz | Aceito
21:04:04

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Endereco: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar

Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)2661-7585 Fax: (11)2661-7585 E-mail: cappesq.adm@hc.fm.usp.br

Pégina 02 de 03



48

dand USP - HOSPITAL DAS
) CLINICAS DA FACULDADE DE '%"W“M e
MEDICINA DA UNIVERSIDADE
Continuagao do Parecer: 1.982.033
Nao
SAO PAULO, 24 de Marco de 2017
Assinado por:
ALFREDO JOSE MANSUR
(Coordenador)
Endereco: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar
Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010
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8.3Comissao de Etica no uso de animais (CEUA)

i il Faculdade de Medicina da Universidade de Sio Paulo
MEDICINA Avenida Dr. Arnaldo, 455
e Pacaembu — Sao Paulo — SP
UST

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Certificamos que a proposta intitulada “Influéncia das modificacoes
decorrentes da glicacio da albumina e carbamilacio de lipoproteinas no
transporte reverso de colesterol, resposta inflamatéria e estresse de
reticulo endoplasmatico em portadores de diabetes mellitus tipo 2 em
diferentes estagios da Doenca Renal Diabética”, registrada com o n®
1015/2018, sob a responsabilidade de Marisa Passarelli e Aecio Lopes de
Araujo Lira, apresentada pelo Departamento de Clinica Médica - que envolve a
producgdo, manutencio e/ou utilizacio de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) -
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008,
do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi
aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da Faculdade

de Medicina da USP em reunido de 21.03.18

Finalidade ( ) Ensino (x) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizacio Inicio: 03-04-2018 Término: 03-04-2019

Espécie/linhagem/raca Camundongo C57Bl/6

N©° de animais 72

Peso/Idade 7 semanas

Sexo machos

Origem Biotério FMUSP

A CEUA FMUSP solicita que ao final da pesquisa seja enviado Relatério com todas
as atividades.

CEUA-FMUSP, 21 de Marco de 2018

———
Dr. Eduardo Pompeu
Coordenador

Comissdo de Etica no Uso de Animais

Comissao de Etica no Uso de Animais da FMUSP
e-mail: ceua@fm.usp.br
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