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RESUMO

Os produtos finais de glicacdo avancada (AGES) sdo compostos heterogéneos gerados a
partir da reacdo ndo enzimatica, irreversivel, conhecida como reacdo de Maillard ou
Glicagdo. Essa reagdo ocorre entre aglcares redutores e seus metabdlitos reativos ou
lipideos oxidados e proteinas ou acidos nucléicos. Os AGEs sdo formados enddgena
(hiperglicemia e estresse oxidativo) e exogenamente (alimentos e fumo), e podem ser
acumulados em varios tecidos causando efeitos deletérios em diversas patologias
relacionadas a idade e a diabetes. Uma de suas principais acdes é gerar estresse
oxidativo através do aumento da expressao de mediadores inflamatorios. Os macréfagos
sdo células fundamentais no reconhecimento, degradacdo e remocao dessas substancias,
além disso, tém papel crucial na producdo de espécies reativas de nitrogénio (RNS) na
resposta imune, e podem estar envolvidos com variadas patologias. Neste estudo
avaliou-se o efeito dos AGEs sobre a producdo de éxido nitrico e a viabilidade celular
em macrofagos. Macrofagos J774 foram incubados com diferentes concentragbes de
BSA- AGE (15, 30, 60, 120 ou 240ug/mL) por 24 ou 48 h e em seguida foram expostas
(ou ndo) ao LPS (100ng/ml) por 24h. Para analisar a producdo de éxido nitrico e a
viabilidade celular utilizaram-se os métodos de Griess e de MTT, respectivamente. As
células J774 submetidas ao tratamento com AGE apresentaram alteracfes nos niveis de
NO e na viabilidade celular. Notou-se que os macréfagos quando incubados com AGE
nas maiores concentragdes (60, 120, 240ug/mL), sem LPS, produziram um aumento
significativo na liberacdo de NO por 24 h. Também foi visto que o tratamento com
AGE nas concentracGes 120 e 240ug/mL, e com LPS, também elevaram os niveis de
NO significativamente. Os resultados mostraram um aumento na producdo de NO
quando as células foram tratadas com AGE em todas as concentragdes (15, 30, 60, 120 e
240ug/mL) por 48 h. A incubacao de células J774 com AGE nas concentracdes de 240
pg/ml por 24h com LPS, como também as concentracdes de 120 e 240 pg/ml por 48h
sem LPS, reduziram a viabilidade celular quando comparados com seus respectivos
controles. Em conclusdo, os AGEs podem causar aumento da producdo de NO por
macrofagos quando estes sdo estimulados ou ndo por LPS, e por consequéncia conduzir
a morte celular.

Palavras-chave: Produtos finais de glicagio avancada. Macrdfago. Oxido nitrico.
Viabilidade celular.



ABSTRACT

The advanced glycation end products (AGEs) are heterogenic compounds generated
from Maillard reaction or Glycation reaction. It is an irrevesible nonenzymatic reaction
involving reductive sugars and reactive metabolites or oxidated lipids, proteins or
nucleic acids. AGEs could be originated by endogenous way (hyperglycemia or
oxidative stress) and by exogenous way (certain types of food and tobacco). They could
be accumulated in several organic tissues causing deleterious effects seen in diabetes
and age-related diseases. One of the main AGE effects is the induction and maintenance
of stress oxidative through inflammatory mediators increasing expression. In this
scenario, macrophages are fundamental cells on the recognition, degradation and
clearance of AGEs. They also play an important role on immune response by
stimulating reactive nitrogen species production (RNS), which could be involved on the
evolution of several diseases. The present study evaluated the AGE effect on the
macrophages nitric oxide production as well as the cell viability. J774 macrophages
were incubated with different concentrations of BSA- AGE (15ug, 30ug, 60ug, 120ug
ou 240ug/mL) by 24 or 48 hours, following a second incubation with or without LPS
(100ng/mL) by 24 hours. Nitric oxide production was evaluated by Griess reaction and
cell viability by MTT production. Macrophages incubated with AGE presented nitric
oxide and cell viability alterations. It was noted that macrophages when incubated with
AGE in higher concentrations (60, 120, 240ug/mL) without LPS produced a significant
increase in the release of NO for 24 h. It has also been seen that treatment with AGE
concentrations 120 and 240ug/mL and stimulation by LPS have also increased NO
levels significantly. The results showed an increase in NO production when cells were
treated with AGE at all concentrations (15, 30, 60, 120 and 240ug/ mL) for 48 h. The
incubation J774 cells with AGE at concentrations of 240 ug/ mL for 24 hours with LPS,
as well as the concentrations of 120 and 240 ug/ mL for 48h without LPS, reduced the
cell viability compared to their respective controls. In conclusion, AGEs can cause
increased production of NO by macrophages when these are stimulated or not with LPS,
leading to cell death.

Key-words: Advanced glycation end products. Macrophages. Nitric oxide. Cell
viability.
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1. APRESENTACAO

1.1  Caracterizacdo do problema

Os produtos finais de glicacdo avancada (AGEs — Advanced Glycation End-
products) compdem um grupo de compostos heterogéneos formados por processo
quimico ndo enzimatico, irreversivel, conhecido como reacdo de Maillard ou glicacéo.
Envolve grupos amino livres de proteinas ou acidos nucleicos e grupos carbonila de
acucares redutores e seus metabolitos reativos ou lipideos oxidados. Estas biomoléculas
sdo obtidas endégenamente pela hiperglicemia ou processos relacionados com o estresse
oxidativo. Os AGEs podem provir de compostos exdgenos, relacionadas a fontes de
alimentacdo e fumo. Dentre os tipos de AGEs ja identificados, a pentosidina e a
carboximetil-lisina (CML) sdo os mais frequentes em humanos (BARBOSA;
OLIVEIRA; SEARA, 2008; NEDIC et al., 2013).

Esses produtos podem causar efeitos deletérios em diferentes tecidos e isso se
deve a sua composicdo quimica, sua acdo oxidante e inflamatoria. Tais efeitos estdo
diretamente relacionados aos mecanismos gque ndo envolvem o receptor como 0s danos
causados a estrutura da proteina e ao metabolismo da matriz extracelular; como também
0s que envolvem o receptor dos produtos finais de glicacdo avancada, o RAGE
(CONTRERAS; NOVAKOFSKI, 2010).

O receptor para 0s AGEs (RAGE) é uma proteina transmembranica expressa em
uma ampla variedade de células (linfocitos, macrofagos, células musculares,
endoteliais). Este receptor se liga a diversos ligantes extracelulares e medeiam respostas
a condicOes de estresse, ativando vias de transducdo de sinal que desempenham um
importante papel na inflamac&o aguda e/ou cronica. A ativacdo deste receptor tem sido
vista em uma variedade de doencas relacionadas com o envelhecimento, como a
aterosclerose, a neurodegeneracao, diabetes e cancer (NEDIC et al., 2013).

O sistema imunoldgico inato participa de todo o processo de reconhecimento,
degradacdo e remocdo de AGEs, e dentre as células desse sistema, os macrofagos
desempenham um papel fundamental. Eles removem as proteinas modificadas por
AGEs através do receptor RAGE. Essa interacdo dos AGEs com RAGE, em
macrofagos, induz uma variedade de resposta como: quimiotaxia, ativacdo celular,
secrecdo de citocinas (IL-1) e fatores de crescimento. Além disso, os macrofagos
expressam genes de receptores de LDL oxidadas: o receptor scavenger de classe A e 0

CD36. O aumento de expressdo destes receptores por AGEs tem sido implicado em uma
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maior captacdo de LDL oxidada (OxLDL), resultando na transformacdo de célula
espumosa ou foam cell na aterosclerose (URATA et al., 2002; GOLDIN et al., 2006;
BASSI et al., 2007;).

Uma das substancias sintetizadas quando os macréfagos sdo ativados € o 0xido
nitrico (NO), que € produzido por uma enzima denominada Oxido nitrico sintase
induzivel (iNOS), que tem a propriedade de gerar NO a partir do aminoacido arginina e
oxigénio molecular. O NO é um gés solivel com comportamento de radical livre,
altamente labil e que, conforme a concentracdo ou depuracéo tecidual pode ser benéfico
ou potencialmente toxico para as celulas. Em macrofagos, o NO exerce funcédo
citotoxica e citostatica através da inibicdo de enzimas contendo ferro, causando
fragmentacdo de DNA, atuando contra agentes patogénicos e células tumorais. A
atividade microbicida do NO pode ser direta, quando este gas inativa enzimas presentes
nos microrganismos, e indireta, produzindo moléculas oxidativas que interagem com
proteinas acarretando danos as células (FORSTERMANN; KLEINERT, 1995; ROJAS
et al, 1996; FLORA-FILHO; ZILBERSTEIN, 2000; DUSSE; VIEIRA; CARVALHO,
2003; PARSLOW, 2004).

Estudos tem mostrado que os AGEs estimulam a expressdo de 6xido nitrico
sintase induzivel (iNOS) em células endoteliais, macr6fagos de ratos e células RAW
264.7 (ROJAS et al., 1996; AMORE et al., 1997; WU et al., 2002; WU et al., 2003).
Em micréglias e neurdnios, placas de proteinas extracelulares com AGEs ativam vias
intracelulares de transducédo de sinal, aumentando a producdo de NO e outras citocinas
pré-inflamatorias. Esses produtos podem ser encontrados em niveis anormais em
regides do cérebro afetadas na doenca de Alzheimer (STOLZING et al., 2006).

O acumulo de AGEs em tecidos tem sido considerado como um dos mediadores
patogénicos importantes associados a complicaces relacionadas com a diabetes e 0
envelhecimento (PEPPA; VLASSARA, 2005). Estudos mostraram que niveis da
Apoliproteina B-AGE (ApoB — um componente da LDL), s&o, aproximadamente,
quatro vezes maiores em individuos diabéticos. A glicacdo da ApoB contribui para a
aterosclerose, através da reducgdo do clearance da LDL e da deposi¢do da LDL-AGE na
parede vascular (BUCALA et al., 1994). Bar et al. (2003) demonstraram aumentos
diferenciais de AGEs na deméncia vascular e na deméncia de Alzheimer quando
comparados com os controles. Em pacientes diabéticos com retinopatia niveis séricos de
carboximetilisina (CML) estdo aumentados (AHMED, 2005).
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1.2 Justificativa

Os AGEs estdo relacionadas a génese e a progressdao de diversas doencas
relacionadas a diabetes e ao envelhecimento, tais como neuropatia diabética, Alzheimer,
aterosclerose, dentre outras.

E de fundamental importdncia o entendimento dos efeitos celulares e
moleculares dessas substancias para a intervencdo nesses processos de modo a evitar ou
reverter as consequéncias danosas dessas doencas. Mas ainda existem varias lacunas no
conhecimento cientifico acerca dos efeitos dessas moléculas sobre células do sistema
imunoldgico. Alguns estudos tém associado a presenca de AGE com alteracdes na
cadeia transportadora de elétrons de macrofagos, indicando que esse tipo celular é
suscetivel ao AGE.

O presente estudo visa esclarecer o efeito do AGE sobre o metabolismo
oxidativo e a sobrevivéncia de macrofagos. Dessa forma, gerando subsidios para a
melhor compreensdo dos quadros patoldgicos vistos, por exemplo, no diabetes, onde a

cicatrizacdo de feridas e as defesas imunoldgicas inatas estdo alteradas.

1.3 Hipoteses

e A interagcdo AGE com seu receptor atua como uma via de ativacdo do
macro6fago que resulta na producdo de radicais livres, como NO.

e O aumento na producdo de NO pode ser toxico para as proprias células,
implicando em reducdo na viabilidade celular.
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1.4 Objetivos
1.4.1 Objetivo Geral

e Auvaliar o efeito dos produtos finais da glicacdo avancada (AGESs) sobre a

producdo de 6xido nitrico e a viabilidade celular em macrofagos J774.

1.4.2 Objetivos Especificos

e Analisar o efeito de diferentes doses (15, 30, 60, 120 ou 240ug/ mL) e tempos
(24 ou 48h) de incubacdo de AGEs sobre a producdo de 6xido nitrico em
macrofagos na auséncia ou presenca de LPS.

e Avaliar o efeito de diferentes doses (15, 30, 60, 120 ou 240ug/ mL) e tempos

(24 ou 48h) de exposicdo de AGEs sobre a viabilidade celular de macrofagos
na auséncia ou presenga de LPS.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Produtos Finais de Glicacdo Avancada (AGES)

ReacGes ndo enzimaticas entre grupos amino livres em proteinas e &cidos
nucléicos com grupos carbonila de acUcares redutores ou lipideos oxidados s&o
conhecidas como reacdo de glicacdo. Essa reacdo foi primeiramente descrita em 1912
por Louis Camille Maillard, que relatou formacdo de produtos castanhos em meio ao
aquecimento de misturas de aminoacidos e agUcares. Essa reacdo pode ocorrer por trés
vias: classica da Reacdo de Maillard, do estresse carbonilico e do poliol. A via cléssica
da Reacdo de Maillard inicia-se através das bases de Schiff entre glicose e 0s grupos
amino de proteinas (lisina). Esses sofrem rearranjos e formam os produtos de Amadori
(hemoglobina glicada e a frutosamina), que sdo estruturas estaveis. Esses produtos
possuem grupos carbonilas reativos, que se condensam aos grupos de aminas primarias
e geram os produtos finais de glicacdo avancada (AGEs) (Figura 1) (BIERHAUS et
al.,1998; MONNIER, 2003; MONNIER; SELL; GENUTH, 2005). Outro caminho
alternativo para a formacdo de AGEs é a via do estresse carbonilico. A oxidacdo de
lipideos ou de acucares gera compostos dicarbonilicos intermediarios altamente
reativos, como na glicélise e na auto-oxidacéao da glicose, onde é gerado o metilglioxal e
0 glioxal. Esses produtos juntamente com aminoacidos formam os AGES como
pentosidina, a carboximetilisina (CML) e a pirrilina (Figura 1) (BIERHAUS et al.,
1998; MEADE; MILLER; GERRARD, 2003; HENLE, 2003). Outro mecanismo
também foi relatado como favoravel a formacdo dos produtos finais de glicacdo
avancada, a via do poliol. A glicose é convertida em sorbitol pela enzima aldose
redutase e em seguida em frutose pela enzima sorbitol-desidrogenase. Metabdlitos da
frutose sdo convertidos a — oxaldeidos, que interagem com monoéacidos para formar os
AGEs (Figura 1) (CONTRERAS; NOVAKOFSKI, 2010).
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Figura 1. Formacédo dos produtos finais de glicacdo avancada (AGEs). A formagdo de AGEs pode se da
por pelo menos trés vias: A reacdo de Maillard; oxidacéo de glicose ou peroxidacéo de lipidos; e através

da via do poliol. Fonte: Adaptado de Contreras; Novakofski, 2010.

Entre as proteinas mais suscetiveis a glicacdo temos a albumina, que é a proteina
mais abundante nos seres humanos (cerca de 40mg/ml), responsavel pela manutencéo
da osmolaridade do plasma e de fluidos intersticiais e transporte de substancias. Sua
grande tendéncia a glicacdo é devido a presenca de residuos de lisina e arginina, e
durante esse processo ela sofre alteracbes ou perda da sua estrutura helicoidal,
originando a albumina sérica humana - AGE (HSA-AGE). Aproximadamente 10% da
albumina encontra-se glicada em individuos saudaveis, j& em condigdes de
hiperglicemia, como por exemplo, no diabetes, esse valor aumenta 2 a 3 vezes
(NAKAJOU et al.,, 2003; SATTARAHMADY et al., 2007; SATTARAHMADY;
MOOSAVI-MOVAHEDI ; HABIBI-REZAEI, 2011).

A formagdo endogena dos AGEs se da lentamente em condigdes fisioldgicas,
afetando proteinas importantes como o colageno tipo |, acelerando o envelhecimento.
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Além disso, pode envolver células como neutrofilos, mondcitos e macréfagos, que
depois de um estimulo inflamatorio, irdo produzir mieloperoxidase e a enzima NADPH
oxidase, e assim formar esses produtos através da oxidacdo de aminoécidos; bem como,
em condi¢cbes de hiperglicemia e estresse oxidativo, ha um aumento intensivo na
geracdo desses compostos (HUEBSCHMANN et al., 2006; FORBES; SOLDATOS;
THOMAS, 2005; LAPOLLA; FEDELE ; TRALDI, 2005; JAY, 2006).

No entanto, a formacdo desses produtos ndo se d& apenas endogenamente.
Podemos absorvé-los através da dieta e do fumo. Na dieta moderna os alimentos que
sd0 expostos ao cozimento ou processamento térmico sdo uma das fontes em AGEs.
Cerca de 10% dos AGEs ingeridos através da dieta sdo absorvidos, dois tercos sdo
retidos no organismo e apenas um terco é excretado pela urina. J& a formacdo dessas
biomoléculas pelo fumo se da quando este é submetido a combustdo, quando serdo
volatilizadas nos pulmdes, podendo interagir com as proteinas plasmaticas iniciando os
mecanismos da reacdo da glicacdo avancada (CERAMI, 1997; VLASSARA,; PALACE,
2002; HUEBSCHMANN et al., 2006).

Em contraposicdo a essa producdo e absorcdo o corpo possui mecanismos
regulatérios para impedir o acimulo de AGEs, tais como sistemas enzimaticos. Esses
sistemas incluem a oxaldeido redutase e a aldose redutase que atuam na detoxificacdo
de intermediarios dicarbonilicos reativos, a glioxilase | e Il, a frutosamina-3-cinase e a
frutosamina oxidase (amadoriase). Atuam na interrupcdo das reacdes de Maillard em
diferentes fases, porém esses sistemas ndo sdo efetivos ou sdo superados em casos
patoldgicos, como na diabetes, hiperglicemia e insuficiéncia renal, e em casos de
individuos que consomem dietas com alto contetido de AGEs (VLASSARA,; PALACE,
2003).

O reconhecimento dos AGEs é feito por receptores especificos tais como
receptores scavenger. Desses receptores ou proteinas ligantes de AGEs o receptor
RAGE ¢é a molécula mais conhecida. O RAGE pertence a superfamilia das
imunoglobulinas de superficie celular presente nos macréfagos e diversos outros tipos
celulares e sua agdo é pro-inflamatoria. Isso se deve ao fato de que no gene promotor do
RAGE sédo encontradas regides promotoras do fator nuclear-kappa B (NF-xB) e da
interleucina-6 (IL-6) (GOLDIN et al., 2006; LIN, 2006).

Os mecanismos basicos pelos quais os AGEs danificam as células compreendem
a modificacdo de estruturas intracelulares, incluindo as que participam da transcrigéo

génica; interagdo desses com proteinas da matriz extracelular, mudando a sinalizacao
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entre a matriz e a celula, gerando falha nas funcdes e estrutura do tecido afetado; e a
modificacdo de proteinas ou lipideos plasmaticos. Essas alteragdes nas macromoléculas
resultam na ligacdo de proteinas ou lipideos a receptores especificos, como RAGE em
macrofagos, levando a producéo de fatores de crescimento, citocinas pro-inflamatorias e
oxido nitrico sintase induzivel (ROJAS et al., 1996; BIERHAUS et al., 1998;
BROWNLEE, 2001; BROWNLEE, 2005).

A eliminacdo de AGEs formado endogenamente, nos tecidos, ocorre pela quebra
extracelular de proteinas ou pelas células de scavenger, como 0s macrofagos, que
englobam e identificam esses AGEs através de seus receptores. Ao serem degradadas,
essas moléculas liberam AGE-peptideos sollveis que apesar de serem extremamente
reativos, sdo facilmente eliminados na urina. Por isso alteragdes no clearance renal sao
bastante representativas para desequilibrio das concentracdes séricas de AGEs
(GUGLIUCCI; BENDAYAN, 1996; BIERHAUS et al., 1998; NAKAMURA, 2003).

2.1.1 Receptor de AGEs (RAGE) e os mecanismos de interacdo AGE-RAGE

O receptor para produtos finais de glicacdo avancada (RAGE) foi descrito
primeiramente em 1992, através da captacdo de AGEs por macrofagos (GU et al.,
2006). E conhecido como um receptor de membrana da superfamilia das
imunoglobulinas, amplamente caracterizado na literatura, e expresso em diversas
células do sistema imunoldgico tais como mondcitos, macrofagos, neutrdfilos,
micrdglias, além de neurdnios, células musculares e endoteliais (YONEKURA et al.,
2005; GOLDIN et al., 2006; LIN et al., 2009). Possui dominios extracelulares sendo um
tipo V (parte que envolve a ligacdo com o ligante) e dois do tipo C; apresenta também
um dominio transmembranico e uma cauda citoplasmatica envolvida com a sinalizacdo
celular (SPARVERO et al., 2009). Pode fazer ligagdes com varios outros ligantes além
de AGEs, como peptideo Peta amildide, os membros da familia de proteinas S100,
proteinas 1 do grupo de alta mobilidade (HMGB1) e prions (BASTA, 2008).

A interacdo de AGEs com o receptor RAGE da inicio a sinalizacdo de vias que
ativam as proteinas quinases ativada por mitégeno (MAPK), como a ERK1/2,a JNK,
a Akt e p38, e a via da fosfatidilinositol-3-quinase (PI13-K) que conduzem a ativagéo do
fator nuclear kappa B (NF-xB) (Figura 2). Posteriormente a ativacdo, o NF-kB ira ser
translocado para o nucleo onde havera a ativacdo da transcricdo de genes para citocinas,

fatores de crescimento (fator de necrose tumoral a — TNFa; interleucina 6 — IL-6; fator
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de crescimento endotelial vascular — VEGF), conhecidos como agentes inflamatorios,
moléculas de adesdo (molécula de adesédo celular vascular 1 — VCAM-1), e proteina C
reativa (CRP). O aumento da expressao de RAGE, € criado por um feedback positivo,
através da ativacdo do NF-kB, no qual eleva-se a resposta inflamatoria. Da mesma
forma, o complexo AGE-RAGE desencadeia 0 aumento do estresse oxidativo
intracelular e a inducdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) por meio da ativacdo do
complexo NADPH oxidase, e de sua regulacdo positiva. Além disso, este aumento do
estresse oxidativo por NADPH oxidase pode também ativar o NF-xB. A ativagédo de
NF- kB mediado por RAGE também é conhecido por promover a ativagéo de genes de
Oxido nitrico sintase induzivel (iNOS) (Figura 2) (WAUTIER et al., 2001; BASTA et
al., 2005; LIN et al., 2009).

Devido ao RAGE ser um multiligante que conduz a ativacdo de vias que estdo
relacionadas a inflamacao e estresse oxidativo, tem-se evidenciado sua participacdo em
algumas condicGes patoldgicas, tais como a aterosclerose, artrite, sindrome metabdlica,
acidente vascular cerebral, neurodegeneragéo e cancer. (RIEHL et al., 2009).
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Figura 2. Vias de sinalizacdo da interagdo AGEs — RAGE em microglia/ macro6fagos. Sao implicadas para
ser envolvido na via de sinalizacdo de RAGE: Fator nuclear kappa B (NF-xB) e MAPK, tais como ERK1

/2, de INK, Akt e p38. Fonte: Adaptada de Younessi; Younessi, 2011.
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2.1.2 Patologias associadas a AGEs

Tem sido observado que a presenca de AGEs estd associada a danos
significativos em uma variedade de doencas, principalmente em pacientes diabéticos,
onde a concentracdo dessas biomoléculas se torna maior. Isto se deve ao descontrole
hiperglicémico quando comparado a individuos saudaveis (ASO et al., 2000; BANSAL
et al., 2013) Além disso, é verificado nos rins, orgdo responsavel pela eliminacdo dos
AGEs peptidicos, que os niveis AGEs estdo associados com a insuficiente fungéo renal
em um modelo de insuficiéncia renal aguda em ratos (SEBEKOVA et al., 2001).

Estudos tém mostrado que elevados niveis de AGEs sdo encontrados em
pacientes com doenca arterial coronariana e sua presenca no soro tem sido associada a
rigidez adrtica (KANAUCHI; TSUJIMOTO; HASHIMOTO, 2001; MCNULTY;
MAHMUD; FEELY, 2007). E relatado também que proteinas de longa vida como a
elastina e colageno junto com AGEs derivados das mesmas, podem se acumular de
forma gradativa durante a vida unindo-se a outros AGEs da matriz extracelular. Dessa
forma contribuindo para o enrijecimento arterial (BUCALA; TRACEY; CERAMI,
1991; SELL; MONNIER, 2012). Esses produtos estdo envolvidos na producédo de ROS
e na inflamacdo local aos quais podem induzir mudancas vasculares e expressdo de
genes que estdo diretamente relacionados com a aterosclerose, como VEGF. Além
disso, a modificacdo da lipoproteina de baixa densidade (LDL) por AGE gera uma
diminuicdo da LDL plasmatica contribuindo de forma relevante para o aumento da LDL
in vivo, e desta forma para o desenvolvimento da aterosclerose (BUCALA et al., 1995;
YAMAGISHI, 2011).

Doencas neurodegenerativas sdo conhecidas por ter uma caracteristica comum
tanto no inicio como na sua progressao, o estresse oxidativo. Entre essas doengas estdo
a doenca de Alzheimer, de Parkinson, de Huntington, esclerose lateral amiotrofica e
doenca pridnica ou Creutzfeld-Jakob (NEDIC et al., 2013). A produgdo de ROS no
tecido cerebral pode ser estimulada pelo aumento de AGEs, assim como niveis baixos
de enzimas antioxidantes e altas concentracdes de ferro (SCHULZ et al., 2000; LI et al.,
2012). O acumulo e expressdo da proteina amiloide p no cérebro envolve a expresséo
de RAGE e a producdo de AGEs. Do mesmo modo, os AGEs podem ser vistos em
depdsitos patologicos, tais como placas amiloides e emaranhados neurofibrilares na
doenca de Alzheimer (CARRANO et al., 2011; CAIl;, ZHAO; RATKA. 2011 ;
SRIKANTH et al., 2011; Ll et al., 2012).



26

Em diversos tumores como carcinoma colorretal, gastrico, pancreatico,
prostatico, de mama, cerebral e tumores ovarianos, tem sido detectado o aumento da
expressao de RAGE, bem como ligantes de RAGE tém sido formados e segregados em
células de varios tipos de cancer (RIEHL et al., 2009). A interacdo AGE-RAGE tem
causado através de vias de sinalizacao, a expressdao de VEGF, aumentando desta forma,
0 potencial angiogénicos do carcinoma hepatocelular. Tem se verificado também que
RAGE desempenha papel crucial em interagBes tumor-estroma os quais conduzem a
inflamacdo do colon associada a carcinogénese (TUROVSKAYA, et al.,, 2008;
TAKINO; YAMAGISHI; TAKEUCHI, 2012).

2.2 Macrofagos e sua relagdo com os AGEs

Os macrofagos sdo células pertencentes a linhagem mieloide de caracteristicas
fagocitica e mononuclear. Sdo derivados de mondcitos que se originam na medula
Ossea. Conhecidos como células efetoras da resposta imune inata e adaptativa,
desempenham um papel crucial na eliminagdo de patdgenos invasores, na manutencao
da homeostase dos tecidos através da retirada de células em apoptose e pela producéao de
fatores de crescimento. Séo células capazes de apresentar antigenos e ativar células T e
B. Além disso, estdo envolvidos no desenvolvimento de varios tecidos, na reparacao
tecidual através da eliminacdo de detritos e secrecdo de fatores angiogénicos e
fibrogénicos (LEIBOVICH; ROSS, 1975; GORDON, 2007; WYNN; CHAWLA,
POLLARD, 2013).

Macroéfagos residem em quase todos os tecidos e séo distribuidos vastamente por
todo o corpo e, as morfologias e capacidades funcionais mudam entre as localidades.
Entre esses temos as células de Kupffer do figado que participa na depuracdo de
patogénos e toxinas a partir da circulagdo; os macrofagos alveolares nos pulmdes que
removem a poeira, 0s alérgenos e microrganismos das vias respiratorias; os osteoclastos
no sistema esquelético, importantes na reabsorcdo 0Ossea; as microglias no sistema
nervoso que desempenham um papel na modelagdo neuronal, dentre outros (Figura 3)
(MURRAY; WYNN, 2011; WYNN; CHAWLA; POLLARD, 2013).
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Figura 3. Funcdes fisioldgicas e patologias ligadas aos macrdfagos. Os macréfagos desempenham varios
papéis de desenvolvimento que dao forma a arquitetura dos tecidos que variam do cérebro, do 0sso para a
glandula maméria. S&o células que modulam a homeostase e a fisiologia normal regulando diversas
atividades, incluindo o metabolismo, a conectividade neural e através da deteccdo de danos. Esses papéis
tréficos e regulamentares, no entanto, sdo frequentemente subvertida pelo insulto continuo e macréfagos
contribuem para muitas doencas que sdo frequentemente associados com o envelhecimento.

Fonte: adaptada de WYNN; CHAWLA,; POLLARD, 2013.

A ativacdo dessa célula multifuncional se d& ap0s o contato com particulas vivas

ou inertes que entram no meio interno. Além disso, outras células do proprio individuo,
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guando modificadas em sua membrana, passam a serem ativadores de macréfagos.
Quando ativados se tornam fagdcitos avidos a englobar qualquer particula estranha ou
resto celular que entrem em contato com eles. A fagocitose se processa por meio da
relacdo entre receptores da membrana e certas moléculas de adesdo que véo facilitar o
contato com as particulas estranhas (LORENZI, 2006).

Juntamente com os neutrdfilos, os macrofagos participam da primeira linha de
defesa do hospedeiro contra agentes patogénicos infecciosos do meio exterior. Sua
finalidade é reconhecer tais agentes, e posteriormente, iniciar a inflamacdo. Para isso
utilizam uma grande variedade de receptores de reconhecimento de padrbes (PRRs).
Estes receptores permitem distinguir produtos microbianos conservados conhecidos
como padrbes moleculares associados a patdgenos (PAMPS). Entre os PAMPs que estao
associados a infecgbes extracelular incluem: o acido lipoteicoico dos microorganismos
Gram-positivos, mananas da parede celular de leveduras, glicolipideos micobacterianos
e lipopolissacarideos (LPS) de bactérias Gram negativas. O LPS é reconhecido por uma
proteina de ligacdo de LPS (LBP) do plasma, sendo este complexo (LBP+LPS)
capturado pela molécula depuradora CD14. O CD14 ativa o receptor semelhante ao Toll
(TLR) que desencadeia eventos que culminam no desacoplamento do inibidor de NF-
kB; o NF-kB livre ira ser translocado para o nucleo e gera o processo da fagocitose,
com liberacdo de mediadores pro-inflamatérios (MEDZHITOV et al., 1997;
JANEWAY; MEDZHITOV, 2002; ROITT; DELVES, 2010).

Ha& uma variedade de classes de PRRs, 0s quais participam os receptores Toll-
Like (TLRs), Nod-like (NLRs) e RIG-I like (RLRs). Os TLRs sdo capazes de
reconhecer varios componentes microbianos, e este reconhecimento conduz a ativagédo
dos macrofagos, que véo efetivar a producdo e liberacdo de varias moléculas tais como
espécie reativa do oxigénio (ROS) e do nitrogénio (RNS). Estas espécies tais como o
anion superdxido, peroxido de hidrogénio e Oxido nitrico, sdo muito difusas, e
desempenham atividades citotoxicas contra microrganismos e células vizinhas,
inclusive contra os proprios macrofagos. Adicionalmente, a ativagdo desses receptores
resulta na produgdo de citocinas inflamatorias, incluindo TNF-a, IL-1B, ¢ IL-6.
(MEDZHITOV et al., 1997; JANEWAY; MEDZHITOV, 2002; TAKEUCHI,;
AKIRA,2010; KOIKE et al., 2015)

Embora essas células desempenhem uma grande gama de funcbes importantes
para 0 organismo, acredita-se que macréfagos podem promover lesdes em tecidos

normais durante diversas condi¢fes patoldgicas, tais como a doenca de Gaucher, artrite
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reumatoide, tuberculose, maléria cerebral, AIDS, aterosclerose e trauma da matriz
extracelular e do cérebro (GORDON, 2001; ABBAS; JANEWAY, 2000). Esta hipdtese
é fundamentada na variedade de enzimas potencialmente lesivas que os macrofagos
possuem em seus lisossomos (proteases neutras, metaloproteinases e elastases). Essas
enzimas podem ser liberadas para o parénquima tecidual, durante a atividade destas
células, causando degradagdo de colageno, elastina e fibrina. Podem também liberar
citocinas inflamatdrias, radicais livres e NO, o0s quais sdo vistos em lesdo tecidual
relacionada a resposta inflamatoria. (LIMA et al., 2007).

Macrofagos sdo células que reconhecem, degradam e eliminam AGEs. Séo
conhecidos por mediar lesdes devido a deposicdo de AGEs nos tecidos e tem sido um
fator critico que contribui com complicacdes diabéticas. Sabe-se que os AGEs
estimulam a ativacdo de macrofagos e a producdo de citocinas por meio da interacdo
com o receptor para AGEs (RAGE), que € encontrado em macrofagos nos locais de
inflamacéo cronica (WEBSTER et al.,1997; URATA et al., 2002; CIPOLLONE et al.,
2003).

Contudo, os efeitos de AGEs sobre macrofagos ndo se limitam a producdo de
citocinas, eles também podem induzir a expressdo do gene do receptor scavenger nos
macrdéfagos, o que pode promover a absorcdo de LDL oxidada e aumento da
transformacdo de células espumosas, 0 que resulta na formacdo de placas de ateroma
(VLASSARA; BROWNLEE; CERAMI, 1984).

Além disso, a diabetes prolongada pode induzir a formacdo de compostos de
AGE irreversiveis com a mielina, que pode promover o reconhecimento e a absorcéo da
mielina modificada por macrofagos. Esta interacdo pode iniciar ou contribuir para a
desmielinizacdo segmentar associada a neuropatia diabética (VLASSARA;
BROWNLEE; CERAMI, 1984).

2.2.1 Uso de linhagens celulares como modelo para estudo

Tipos celulares como macréfagos tem se reproduzido e expressado suas
propriedades in vitro em condi¢Oes apropriadas, podendo ser obtidos de tecidos vivos de
animais ou seres humanos, ou serem isoladas e cultivadas em placas com meio de
cultura nutritivo ou cultura primaria (ALBERTS et al., 2006). Experimentos que usam
culturas primarias carregam em si um grande prejuizo desde o ponto de vista econdmico

até bioético, pois necessitam de um grande gasto de materiais, assim como o tempo
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gasto pelo pesquisador. E muitas vezes sao inviaveis durante longos periodos, podendo
tudo ser descartado e um novo experimento ser montado. Com isso, Varios animais
serdo sacrificados até que se consiga a quantidade de células necessarias, indo de
encontro com as normas éticas que visa a utilizacdo minima de animais para validar
resultados. (HOFF, 1980; NOVELINO et al., 2003).

Linhagens celulares séo células modificadas geneticamente que so isoladas de
tecidos cancerosos, com alta proliferacdo, mas com caracteristicas fenotipicas e
genotipicas preservadas de seus tecidos de origem (COOPER; HAUSMAN, 2007). A
linhagem J774 compreende macrofagos obtidos de ascite e de tumores solidos
originados de camundongos Balb/c. S&o modelos que estdo estabelecidos na biologia e
imunologia celular, além disso, podem ser mantidos e manipulados geneticamente
(RALPH; PRICHARD; COHN, 1975). Exibem muitas das caracteristicas de
macrofagos peritoneais de camundongos, e servem de modelo experimental através da
ativagdo da resposta imune com a produgdo de NO, TNF-a, IL-1. S&o reconhecidos
também como sistemas para estudos biofisicos quantitativos da mobilidade de células
eucaridticas e mecanismos imunes (LAM et al., 2009; PARK et al., 2013; SUZUKI et
al., 2014).

2.3 Oxido Nitrico (NO) e sua relagdo com os AGEs

O o6xido nitrico (NO) foi descoberto como um mediador quimico liberado por
células endoteliais e que causava vasodilatacdo. Reconhecido hoje como um radical
livre, gasoso, inorganico, incolor, que tem sete elétrons do nitrogénio e oito do
oxigénio. Um gas que pode ser sintetizado enzimaticamente e regulado em diversos
tecidos e tipos de células. Constitui um dos principais mediadores de processos intra e
extracelulares. A quantidade produzida, o tempo de exposicao, bem como de seus locais
de sintese, sdo cruciais para determinacao dos efeitos benéficos ou maléficos deste gas
(FURCHGOTT & ZAWADZKI, 1980; MORRIS; BILLIAR, 1994; BECKMAN;
KOPPENOL, 1996; DUSSE; VIEIRA; CARVALHO, 2003).

A sintese do NO ¢é obtida a partir da L-arginina e oxigénio molecular através da
enzima Oxido nitrico sintase (NOS). Ha trés tipos de NOS - endotelial (eNOS),
neuronal (NNOS) e induzivel (iNOS) (Figura 4). A iNOS é induzida quando o0s
macrofagos e outras células sdo ativadas por citocinas, por exemplo TNF-a, e outros

agentes. Essas isoformas sdo diferentes em funcéo da localizagdo, da dependéncia no
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aumento da concentracéo de Ca®* citosdlico, se é induzivel ou constitutiva, e a duracdo
de acdo. (MONCADA; PALMER; HIGGS, 1991; NATHAN, 1997).

T

e-NOS n-NOS i-NOS

Figura 4. Isoformas de 6xido nitrico sintase (NOS).
Fonte: DUSSE; VIEIRA; CARVALHO, 2003.

A expressdo da enzima iNOS ocorre em diversos tipos celulares, os quais
incluem macrofagos, células endoteliais, células da musculatura lisa vascular e midcitos
cardiacos. Seu estimulo se da ap6s o contato das células com lipopolissacarideos (LPS),
citocinas (como IL-1pB, TFN-a, IFN-y, IL-6) e outros. O NO resultante da ativacéo desta
enzima, possui agdo citotoxica e citostatica, promovendo ag¢Bes antimicrobianas,
antiparasitarias e antineoplésicas. A citotoxidade do NO pode decorrer da agdo direta
através da reacdo com metais, como por exemplo, o ferro, contidas nas enzimas do seu
alvo. Portanto, sdo inativadas enzimas importantes para o ciclo de Krebs, cadeia de
transporte de elétrons, sintese de DNA e mecanismo de proliferacdo celular.
(FORSTERMANN; KLEINERT, 1995; JAMES, 1995; MONCADA; PALMER,;
HIGGS, 1991).

Nas infecgdes, células como macrofagos, neutrofilos e células endoteliais ao
serem ativadas, secretam concomitantemente NO e intermediarios reativos do oxigénio,
e a acdo citotoxica indireta do NO consiste em reagir com esses intermediarios do
oxigénio. A reacdo entre NO e anion superoxido (O2") gera a formacao de peroxinitrito
(ONOO"), que tem grande potencial em oxidar proteinas. O ONOQO™ pode reagir com 0
fon hidrogénio (H") e originar um radical muito reativo e toxico, o hidroxil (HO),
aumentando a efetiva acdo do NO e do O;". As células que produzem o NO e todas que
estdo seu redor, ndo estdo livres da toxicidade dessa molécula, podendo ser danificadas

ou destruidas. Tem sido visto que o NO contribui em diversas condi¢fes patoldgicas
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tais como asma, artrite reumatoide, lesdes ateroscleroticas, tuberculose, esclerose
maltipla, Alzheimer e gastrite induzida por Helicobacter pylori (DUSSE; VIEIRA;
CARVALHO, 2003).

E mostrado em estudos que uma maior producio de NO é detectada no
aparecimento precoce de diabetes, e que macréfagos desempenhando um papel
protagonista. A produgdo de NO por macrofagos infiltrantes tem sido também
implicada na glomerulonefrite inflamatdria. (ROJAS et al., 1996).

Recentes estudos tém sugerido que o 6xido nitrico sintase induzivel desempenha
um papel-chave no processo de inflamacdo em tecido adiposo e infiltracdo de células
imune na inducdo de resisténcia a insulina que ajuda no desenvolvimento de diabetes do
tipo 2. A obesidade esta ligada a um aumento do mRNA de expressdo de o0xido nitrico
sintetase induzivel, com a subsequente superproducdo de déxido nitrico e de espécies
reativas que levam a S-nitrosilacdo de proteinas envolvidas na cascata de sinalizacdo de
insulina. Estas mudangas pos-translacionais diminuem a atividade das células e, podem
levar a resisténcia a insulina. (TOUSKOVA; HALUZIK, 2011)

Tem sido mostrado que os AGEs estimulam a expressdo de Oxido nitrico
induzivel (INOS) em células endoteliais, em macréfagos murinos, e células RAW 264.7
e também pode ser um mediador importante envolvido na patogénese da nefropatia
diabética. As altas concentracfes de NO produzida por iNOS pode desempenhar um
papel no desenvolvimento da aterosclerose. (TANJI et al., 2000; SUMI; IGNARRO,
2004).

Foram detectados acumulos de AGEs na area mesangial nos glomerulos dos rins
de diabéticos, as quais foram associados a um aumento paralelo de 6xido nitrico
sintetase induzida (iNOS), células positivas e intraglomerular e producéo de NO?/NO*
(CHANG et al., 2004). Em células de glioma foi visto que AGEs podem ativar uma
proteina tirosina quinase para induzir a proteina quinase ativada por mitogénio MAPK
p38, que por sua vez induz a expressao de iNOS. Sugeriu-se que a via de p38 da MAPK
atua nos mecanismos de sinalizagdo subjacentes a expressdo de iNOS induzida por
AGE em células mesangiais renais. (LIN et al., 2001).

A secre¢do de fator de necrose tumoral-a (TNF-a), fator de crescimento
transformante-p (TGF-B) estimulados por AGEs, podem ativar a proteina quinase
ativada por mitogénio (MAPK) e o fator nuclear kappa B (NF-xB), induzindo a
expressao de mediadores pro-inflamatdrios, tais como a iINOS (BIERHAUS et al.,
1997).
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3. METODOS

31 Area

Os experimentos foram realizados na sala de cultura de células e tecidos do
Laboratério de Estudos em Nutricdo e Instrumentacdo Biomeédica (LENIB) do
Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco (DN/UFPE) e no
Laboratorio de Cultura de Tecidos do Departamento de Histologia e Embriologia da
Universidade Federal de Pernambuco (LCT/DHE/UFPE).

3.2  Método de Coleta
3.2.1 Cultivo celular de macréfagos

Para esse estudo, foram utilizados macrofagos da linhagem J774, que sao células
derivadas de camundongos Balb/c, J774.1 obtidas da clonagem de ascite e de tumores
solidos. Estas células foram fornecidas pela Prof® Paloma Lys de Medeiros do
Laboratdrio de Cultura de Tecidos do Departamento de Histologia e Embriologia da
Universidade Federal de Pernambuco (LCT/DHE/UFPE). As células foram preservadas
em nitrogénio liquido (criopreservacao) por 10% de dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma-
Aldrich, S8o Paulo, Brasil), um crioprotetor, e 90% de soro fetal bovino (SFB -
Invitrogen, Life Technologies do Brasil Ltda, S&o Paulo, Brasil) (Sigma-Aldrich, SP,
Brasil) (1 mL DMSO em 10mL de SFB) .

Para a realizacdo dos ensaios in vitro as células foram descongeladas em banho
maria a 37° C. Na iminéncia do descongelamento o material foi transferido para garrafas
estéreis de cultura de tecidos de 75 cm? (TPP,-Biosystem, Curitiba, Brasil) contendo
meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium - Sigma-Aldrich, Sao
Paulo, Brasil), ja aquecido a 37°C, suplementado com 10 % de SBF, 2 mM L-
glutamina, 100U/mL penicilina e 100pg/mL de estreptomicina, e levadas a estufa
incubadora com gas carbonico (CO,) a 5% e temperatura de 37° C até que as mesmas
atingissem 80% confluéncia.

A suspensdo contendo as células, entdo, foi coletada e centrifugada a 1200 rpm
por 10 min para separacdo das células do meio. Apos centrifugacdo, o sobrenadante foi
descartado e o precipitado ressuspendido em 10 mL de DMEM suplementado com soro
fetal bovino a 10%, 2mM I-glutamina, 100 U/mL de penicilina ¢ 100 ug/mL de

estreptomicina (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil).
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3.2.2 Contagem de macrofagos

A suspensdo de macrdfagos foi contada com o auxilio de solucdo de azul de

Tripan (0,4%) em hemocitdmetro de Neubauer através de microscopio optico.

3.2.3 Cultivo das células e tratamento com os produtos finais da glicacdo
avancada

As células foram distribuidas em placas de cultura com 96 pocos (TPP, Cultilab,
Sdo Paulo, Brasil) e mantidas por 24 h em incubadora de CO, a 5% e temperatura 37°C
para ambientacdo. Em cada poco foram pipetadas 0,05 x 10° ou 0,025 x 10° células por
100 pL de meio, para os ensaios de 24 ou 48 horas, respectivamente.

Para estudar os efeitos do AGE sobre a producéo de 6xido nitrico e a viabilidade
celular, foram definidos 01 grupo controle negativo constituido de macréfagos nédo
tratados, 01 grupo positivo, constituido de macréfagos nédo tratados e ativados com LPS
e 05 grupos experimentais negativos, constituidos de macréfagos tratados com AGE em
diferentes concentracbes e 05 grupos experimentais positivos, constituidos de
macrofagos tratados com AGE em diferentes concentracdes ativados com LPS.

Os macrofagos J774 foram incubados com BSA-AGE (MERCK-MILLIPORE,
SP, Brasil) preparada em meio contendo DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium -
Sigma-Aldrich, Sado Paulo, Brasil) suplementado com 2mM L-glutamina, 100 U/mL de
penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil) nas
concentragdes de 15, 30, 60, 120 ou 240pg/mL (HELTIANU et al., 2008) por 24 ou 48
horas. Cada grupo foi constituido por 6 pogos com macrofagos por tratamento em trés
experimentos independentes. Apds cada tempo de incubagdo o sobrenadante foi
descartado e a monocamada de células foi estimulada com 100ng/mL lipopolissacarideo
(LPS) de Escherichia coli 0O55:B5 (Sigma-Aldrich, S&o Paulo, Brasil) preparado em
agua destilada. Para os grupos controle e experimentais negativos foi adicionado meio
contendo DMEM suplementado com 2mM I-glutamina, 100 U/mL de penicilina e 100
pg/mL de estreptomicina (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil).

3.2.4 Mensuracao de NO
Apols 24 horas de incubacdo com LPS os sobrenadantes das culturas foram

coletados e a andlise da producdo de NO foi realizada através de método colorimétrico
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quantitativo baseado na reacdo de Griess (DING et al., 1988), e os resultados foram
expressos em uM.

No método colorimétrico quantitativo baseado na reacdo de Griess foram
utilizadas aliquotas de 100 uL dos sobrenadantes de cultura incubadas a temperatura
ambiente por 10 minutos com 100 puL de reagente de Griess imediatamente preparados
(50 uL de sulfanilamida a 1% e 50 uL naftiletileno a 0,1% em &cido ortofosférico a
5%). A absorbancia foi mensurada a 540 nm por leitor de microplaca.

A concentracdo de nitrito foi determinada a partir de uma curva padrdo
construida com nitrato de s6dio nas concentragdes de 0-100 uM. Todas as amostras
foram avaliadas em relagcdo a um branco correspondente a DMEM incubado por 24 h

nas mesmas placas das amostras, mas na auséncia de células.

3.2.5 Andlise da viabilidade celular

A viabilidade dos macréfagos foi avaliada pela redugdo mitocondrial do 3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5- brometo de difeniltetrazélio (MTT) ao formazam como descrito
em Mossman (1983). As células foram incubadas com 10 uL. de MTT/mL (5 mg/ml) e
meio de cultura (90 puL) em cada poco por 4 h em incubadora de CO, a 5% e 37°C. O
formazam resultante foi solubilizado com 100 uL por poco de dodecil sulfato de sodio a
10% (SDS), incubados por 12 h a temperatura ambiente.

A gquantificacdo do formazam solubilizado foi realizada por leitor de microplaca

a 540 nm. Os resultados foram expressos em absorbancia de formazam.

3.3 Método de Analise Estatistica

Foram utilizados para analise dos dados os parametros: média £ erro padrdo. A fim
de verificar diferencas nos valores médios entre os grupos, foi utilizado o teste
estatistico Two-Way ANOVA, seguido de teste Sidak, através do programa Sigma Stat
versdao 6 (Systat Software Inc., San Jose, CA, USA). Todos os resultados foram

considerados significantes com p<0,05.
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4.1. EFEITO DOS PRODUTOS FINAIS DE GLICACAO AVANCADA SOBRE A
PRODUGCAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO E NITROGENIO POR
MACROFAGOS E NEUTROFILOS: UMA REVISAO SISTEMATICA.

1. INTRODUCAO

Os produtos finais de glicacdo avancada (AGEs— advanced glycation end
products) compdem um grupo de compostos heterogéneos formados por processo
quimico ndo enzimatico, irreversivel, tido como reacdo de Maillard ou glicag&o.
Envolve grupos amino livres de proteinas ou acidos nucleicos e grupos carbonila de
acucares redutores e seus metabdlitos reativos ou lipideos oxidados. Dentre os poucos
tipos de AGEs ja identificados, a pentosidina e a carboximetil-lisina (CML) s&o os mais
frequentes em humanos. A formagao acelerada e o acumulo dessas substancias sdo um
dos elementos que caracterizam a diabetes. **

Os efeitos em que os AGEs estdo envolvidos em muitas patologias estdo
relacionados a capacidade destes compostos modificarem propriedades quimicas e
funcionais das diversas estruturas bioldgicas, como também de causar o aumento da
expressdo de mediadores inflamatérios e alteragdes morfofuncionais, através de
interacdes com receptores celulares e da formacéo de ligagdes cruzadas com proteinas®.
O aumento da formacdo dessas biomoléculas, da expressdo de seu receptor (RAGE), e
da producdo de espécies reativas do oxigénio, tem aumentado o estresse oxidativo e as
defesas antioxidantes, pontos cruciais para a patogénese da diabetes e de suas
complicacdes. Este estresse oxidativo desempenha um papel crucial na patogénese da
diabetes e de suas complicacdes. °

As especies reativas do oxigénio (ROS) e do nitrogénio (RNS) sdo conhecidas
por desempenhar fungdes como parte do sistema imune inato no combate as bactérias, e
quando em altas concentragdes, também pode induzir efeitos deletérios, causando danos
as estruturas bioldgicas. ROS e RNS podem reagir com diversos componentes celulares
(proteinas, lipidos, e acidos nucleicos), e provocar mudancas que podem ser reversiveis
ou irreversiveis e também disfuncéo celular. E visto em estudos, que AGEs causam um
desequilibrio entre a produgdo de enzimas antioxidantes e ROS, e promovem o
desenvolvimento de maior quantidade de ROS e RNS, como peroxinitrito, levando a um
ciclo vicioso de estresse nitrosativo e mais danos as proteinas "®.

Os neutrofilos s@o leucocitos polimorfonucleares responsaveis pela defesa do

organismo contra a invasdo microbiana através da producdo de ROS e RNS. Uma das
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alteracdes funcionais que € vista em neutrdfilos de pacientes diabéticos € o aumento da
producdo de superdxido, da adesdo, da quimiotaxia, da fagocitose e das atividades
oxidativa e bactericida. Alem disso, condi¢Bes hiperglicémicas, também s&o
responsaveis por incitar neutrofilos circulantes, causando inflamagdo e dano tecidual
exagerado. ¥4

Os macrofagos sdo células fagociticas que exercem um papel importante nos
mecanismos de defesa enddgenos, e estdo envolvidos no reconhecimento, degradagéo e
remocao de AGEs. Tais células quando em contato com esses produtos tem expressado
genes de dois receptores de LDL-oxidadas de grande importancia: o receptor scavanger
de classe A e 0 CD36. O aumento da expressdo destes receptores leva a uma maior
captacdo OxLDL, resultando na transformacéo de células espumosa na aterosclerose. A
ativacdo de mondcitos por albumina do soro humano-AGE (HSA-AGE) conduz a
expressdo de IL-1 e fator de necrose tumoral (TNF)™.

Considerando que os AGEs ao entrar em contato com receptores (RAGE ou
scavanger), atuam no reconhecimento e na ativacdo de macrofagos e neutrofilos. Esta
ativacdo gera uma cascata de sinaliza¢do que podem causar estresse e danos em diversas
complicacdes diabéticas e no envelhecimento. Portanto, 0 nosso objetivo é avaliar 0s
efeitos dos produtos finais de glicacdo avancada sobre a producdo de espécies reativas
do oxigénio e do nitrogénio por macrofagos e neutrofilos, através de uma revisdo

sistematica.

MATERIAIS E METODOS

A revisdo sistematica foi desenvolvida atraves da pesquisa de artigos de artigos
cientificos publicados nas bases de dados online PubMed (U.S. National Library of
Medicine), MEDLINE (Literatura Internacional em Ciéncias da Salde), Lilacs
(Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude) Scielo (Scientific
Eletronic Library Online) e Cochrane Library, realizada entre agosto de 2013 a
setembro de 2014, sem delimitacdo do ano de publicacdo.

A busca realizada, em portugués e inglés, utilizou o cruzamento do termo livre,
produtos finais de glicacdo avancgada, e dos descritores: macrofago; neutrofilos; espécies
de oxigénio reativas, Oxido nitrico; espécies reativas de nitrogénio, como descrito

abaixo:
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e Produtos finais de glicacdo avancada (advanced glycation end products), macréfago
(macrophage), espécies de oxigénio reativas (reactive oxygen species);

e Produtos finais de glicacdo avancada (advanced glycation end products), macréfago
(macrophage), 6xido nitrico (nitric oxide);

e Produtos finais de glicacdo avancada (advanced glycation end products), macrofago
(macrophage), espécies reativas de nitrogénio (reactive nitrogen species);

e Produtos finais de glicacdo avanc¢ada (advanced glycation end products), neutrofilos
(neutrophils), espécies de oxigénio reativas (reactive oxygen species);

e Produtos finais de glicacdo avancada (advanced glycation end products), neutrofilos
(neutrophils), 6xido nitrico (nitric oxide);

e Produtos finais de glicacdo avancada (advanced glycation end products), neutrofilos
(neutrophils), espécies reativas de nitrogénio (reactive nitrogen species).

Para combinacédo do termo livre e dos descritores recorreu-se ao operador l6gico
“E” ou “AND” e assim selecionamos as publicagoes.

Como critérios de inclusdo foram selecionados os artigos: (a) que utilizavam
produtos finais de glicacdo avancada como estimulo para sintese de espécies reativas de
oxigénio e/ou nitrogénio por macréfagos e/ou neutréfilos, de linhagem humana e/ou de
animais experimentais, em ensaios in vitro; (b) os escritos nas linguas: portuguesa ou
inglesa e (c) os disponiveis em meio eletrénico na integra.

Apos a selecdo dos artigos com base nos critérios de inclusdo, foram excluidos:
(a) as revisoes de literatura, (b) os artigos repetidos e (c) dissertacdes e teses.

RESULTADOS

No total foram encontradas 215 publica¢Ges, sendo 124 na PubMed, 86 na
MEDLINE, 04 no Cochrane Library, 01 no Lilacs e nenhum no Scielo. Apos leitura e
andlise de todas as publicaces foram excluidas 201, sendo 59 pelo ndo atendimento aos
critérios de inclusdo, 112 por repeticdo, 29 por serem revisdo de literatura e 01 por ser
tese. Ao final, 14 artigos atenderam a todos os critérios de inclusdo para o estudo
(Figura 1).

A tabela 1 mostra um resumo dos estudos selecionados, nos quais foram
consideradas as seguintes varidveis: autor/ano da publicac¢do, produto reativo; tipo de
célula; AGE/concentracdo do AGE utilizada no meio e seu tempo de incubacéo;

estimulante; inibidor; resultados; conclusao;



215 publicacgoes

186 publicacoes

Foram retiradas
29 revisoes de
literatura

74 publicacoes

Foram retiradas
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Foi retirada 1 tese

73 publicacoes

14 publicacdes

Foram retirados
59 por nao atender
os critérios de
inclusao
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Figura 1 — Quantidade de artigos encontrados inicialmente e artigos selecionados para

discussao.
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Tabela 1 - Variaveis consideradas e descritas dos artigos selecionados referentes ao efeito dos produtos finais de glicacdo avancada em macroéfagos e

neutréfilos.

Autor/ Produto Tipo de AGE/ Estimulante  Inibidor Resultados Concluséo

Ano reativo célula  Concentracédo/
Tempo de
incubacéo

Rojaset  Oxido Nitrico  Macréfago BSA-AGE/ LPS LNMMA Foi observado um aumento dose e tempo dependente na O aumento de NO pelo acimulo de AGEs

al./ NO peritoneal 50, 100, 150, e 250 IFN-, Anticorpo produgdo de NO induzido por LPS e IFN-, quando representa risco aumentado na progressdo de

1996 murino g/ml/ anti-TNF-a tratado com BSA-AGE durante 48h, sendo paralelo  doencas relacionadas com o diabetes.

0a48hs elL-1 com o aumento no mRNA iNOS. A presenca de
anticorpos neutralizantes para IL-1 e TNF-a sugeriu que
a regulacdo do NO ndo foi devido a mediadores pro-
inflamatorios.

Ramirez Superoéxido Macréfago ~ BSA-AGE/ 200 ou PMA Aminoguanidina  BSA- AGE inibe parcialmente o éster de forbol Os dados sugerem que o AGE pode estar
etal/ (02) peritoneal 500 pl dependente de producédo de O, por macréfagos in vitro.  implicado no prejuizo do burst respiratério de
1997% de rato (20-50 mg/ml)/ O efeito inibidor é demonstrado pela aminoguanidina, —macréfagos na diabetes, que pode contribuir

0a 60 min que impede completamente o efeito de BSA-AGE in para a diminuicéo da capacidade bactericida.
vitro.

Bernheim  Superéxido Leucécito BSA-AGE fMLP - A producdo de superoxido basal de PMN foi aumentada AGE diminuiu a produgdo de superédxido,
,etal (02) Polimorfon 0, 0.625, 1.25, 2.5, PMA por AGE em uma forma dependente + da dose. Em  suprimindo o burst respiratorio em PMN. Essa
2001% uclear 5,10, 20mg mLY/ contraste outro grupo de PMN foi estimulado com AGE  disfungdo pode contribuir para aumentar a

(PMN) de 15min dialisado (sem hidratos de carbono reativos) prevaléncia e gravidade da infeccdo bacteriana

humanos ocasionando a inibicdo de superoxidos por estas células.  em pacientes diabéticos.
Wu et NO Macroéfago BSA-AGE/ - Anti - MAPK, BSA-AGEs estimularam aumento na producéo de NO,” BSA-AGEs podem ativar o NF-xB por cascata
al./2002" RAW 264.7 10, 30, 100, 300, Anti - NF-kB e iINOS dependentes da dose e do tempo. Os efeitos do  de sinalizacdo de tirosina quinase, a PI3K, da
600 e 1000pg/ml/ Genisteina, BSA-AGE foram bloqueados pelos inibidores MAPK,  PKC, e p38 MAPK, resultando na expressao de
0 a 48hs Anti - Pl 3-K, NF-kB, Genisteina, Pl 3-K, PDTC. iNOS e consequente liberagdo de NO em

PDTC macréfagos RAW 264.7.
Wong et Espécies de Neutrdfilo AGE-HSA/ fMLP - AGEs exerceram um aumento dose dependente sobre 0 Através da sua agdo  co-agonistas,o0s
al/ 2002% Oxigénio 10, 50, 100,200, PAF burst respiratorio de neutr6filos em resposta a um  neutréfilos, tem sido demonstrado que os
Reativas 400 e 800 pg/ml/ TNF-a estimulo mecénico secundario, e ao fMLP. E esse AGEs podem desempenhar um  papel
(ROS) 0 a30min processo pode ser reversivel. Ambos TNF-a e PAF  fundamental na indu¢do de um estado de

potencializaram o burst respiratorio.

aumento do estresse oxidativo por meio de
aumento da produgdo de ROS por neutroéfilos,
e estes podem ser em parte responsavel pela
aceleracdo da doenca vascular observado
nestas condigdes
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Urata et Espécies de Macréfago CML-BSA; AGE- - PD98059, CML-BSA e BSA-AGE estimularam a formagdo de Os AGEs induzem a expressao de RNAm
al./ Oxigénio RAW 264.7 BSA/ NAC, ROS e concomitantemente a atividade do DNA da AP-1  VEGF mediado por AP-1afetando na
2002% Reativas 50,100,200, 400 NaBH4, e esta induziu a expressdo de mMRNAs VEGF. As vias  mitogénese das células endoteliais e da
(ROS) ug/ml/ Trolox Ras/ Raf/ MEK/ ERK1/2 estdo envolvidas na permeabilidade celular. A estratégia
0 a 25hs, (vit. E) transcrigdo da AP-1. A indugdo de mRNA de VEGF por  terapéutica para eliminagdo de ROS mediado
AGE-BSA foi parcialmente inibida por antioxidantes. por AGEs na progressao de complicagoes
diabéticas foi sugerido.

Subrama Peréxido de Macré6fago BSA-AGE; - - As células tratadas com BSA-AGE demonstraram um  Estes estudos revelam ressalvas importantes do
niam et Hidrogénio RAW 264.7 GO-AGE, aumento aparente em comparag¢do com a oxidacdo de  ensaio diclorofluoresceina amplamente

all 20027’ (H20,) MGO-BSA BSA controle. Quanto a reatividade do agente glicante, utilizado, porem se sugere outros métodos sao

10uM/ml/ 0 mais fraco foi 0 BSA-AGE gerado pela glicose, e a  necessarios para avaliar com precisio o
60min, 24hs mais forte com BSA modificado por oxaldeido. O estresse oxidativo celular na presenca de
MGO-BSA aumentou a afinidade para Cu™ e Ca?*, mas  albumina nativa ou modificada
foi semelhante a albumina. O MGO-BSA induz estresse
oxidativo intracelular através de vias mediadas pelo
receptor.
Wu et al./ NO Macréfago BSA-AGE/ - Genisteina, A exposicdo de BSA-AGEs estimularam um aumento O BSA-AGE pode ativar a PKC e
2003 RAW 264.7 30, 100, 300, 600 U73122, dose e tempo —dependentes na sintese e expressdo de  posteriormente induzir a expressdo do iNOS e
e 1000ug/ml/ 0 D-609, NO,e iNOS. Os inibidores utilizados impediram a liberagdo de NO.
a24hs Estaurosporina expressdo de iNOS e a liberagdo de NO.
(Ro 318220),
Go 6976.

Milenkov NO Micrdglia AB-AGE, LPS - A combinagdo de Ap-fibrilagio e AB-AGE com cada Estes dados sugerem que as terapias podem
icetal/ murina N- Albumina de ovo IFN-, um dos co- indutores (CEA-AGE, LPS ou IFN- ,) atingir os sinais pré-inflamatérios, pela
2003% 11 da galinha resultou em uma regulacéo positiva sinérgica da sintese  inibigdo da formacdo de AGE com inibidores

(CEA-AGE)/ de NO. AB-AGE pode amplificar a produgdo de NO de  de AGE ou disjuntores de ligagBes-cruzadas,
25 uM, 2 a 7 vezes na presenca de outros indutores como tenilsetam ou ALT-711, ou AB como
1 ou 4 pM/ neuroinflamatérios potenciador pro-inflamatério.
24hs
Wong et Espécies de Neutrofilo AGE-HSA/ fMLP MK-886 O 4cido araquiddnico (AA) em si parece mediar o burst  Os AGEs podem desempenhar um papel
al/ Oxigénio 50, 100, 200, Indometacina respiratorio de neutrofilos aumentado por AGE. Os  fundamental na inducédo de um estado de
2003% Reativas 400,800 pg/ml/ MAFP inibidores da ciclooxigenase e lipoxigenase, ndo aumento do estresse oxidativo por meio de
(ROS) 0 a 30min Mepacrine distorcem o efeito do AGE. O AA é gerado por cPLA,  aumento da produgdo de ROS por neutrdfilos,
CPLA, onde sua sintese é estimulada pela via sensivel a redox e este pode ser em parte responsavel pela
NAC que é ativado pelo AGE. aceleracdo da doenga vascular observada
nestas condigdes.

Wang et Espécies de Microglia AGEs/ - Sinomenine AGEs induziram uma liberaco significativa de TNF-a,  Sinomenine desempenha um papel de modular
al./ Oxigénio de ratos 500pg/ml/ IL-1B, IL-6 e ROS na microglia da retina. Sinomenine  a expressdo induzida por AGEs e liberacéo de
2007% Reativas Sprague 24hs diminuiu a producdo de ROS em uma forma dose- TNFalfa, IL-1 f, IL-6 na microglia em cultura

(ROS) Dawley dependente e reduziu a translocagdo nuclear de NF-kB  via produgdo de ROS e translocagdo de NF-kB

em micrdglia ativada por AGEs em cultura.
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Mahali et Intermediarios Macréfago AGE-HSA/ NAC, AGE induz morte celular refratéria aos antioxidantes. A Este estudo tem imensa importancia para
al/ 2011° Reativos de U937, 1,5, 25, 50, 100, Vit.C IL-8 esta envolvida na expressdo de FasL mediada por  ajudar a compreender o mecanismo de acdo
Oxigénio U373 200u g/ml/ PDTC AGE-HSA através do aumento de Ca?" e da atividade pelo qual AGE induz os seus efeitos deletérios,
(ROI) 0a72hs CsA, da calcineurina, que, leva & morte celular. AGE induz a  tais como a neurodegeneragdo em condigdes
BAPTA-AM, formagdo de autofagossomo e isto conduz a uma fisiol6gicas, especialmente em  pessoas
anti-TNF Ab, anti- protecdo parcial da morte celular. diabéticas e envelhecidas.
1L-8 Ab
Pinto et Espécies de Macré6fago AGE-albumina DPI, Aumento da producdo de ROS induzido por AGE- AGE-albumina aumenta a expressdo do
al/ 2012% Oxigénio J774 em 4 dias/ Oligomicina, albumina em macréfagos, este aumento foi atribuido as  receptor scavenger e a produgdo de ROS e
Reativas 2 mg/mL/ Aminoguanidina,  atividades da NADPH-oxidase e do sistema diminui a expresséo de ABCA-1 que estd
(ROS) 0a18hs Benfotiamina mitocondrial. A geracdo de ROS foi tempo-dependente  associada com o estresse oxidativo do sitema
e associado com a redugdo de ABCA-1. A NADPH-oxidase e mitocondrias. O anti-AGE
aminoguanidina impediu a elevagéo de ROS e restaurou e antioxidante (AMG e BF) diminuem a
0 conteGdo de ABCA-1, ji a benfotiamina apenas producdo ROS podendo contribuir para a
reduziu ROS. prevencdo da aterosclerose em pacientes com
diabetes.
Bansal et  Oxido Nitrico  Neutrofilo AGE-HSA/ DPI AGE-HSA exerce aumento de ROS e de intermediarios Os AGEs podem desempenhar um papel
al/ 2012° (NO) 50, 100, 200, Anti-RAGE reativos de nitrogénio (RNI) dependentes da dose e do  fundamental na inducdo de estresse oxidativo
Superoéxido 400,800 pg/ml/ Anticorpo IgG de  tempo, mediada através de NADPH-oxidase e da através do aumento da geragéo de ROS e RNI
(02) 0a%hs coelho sintase éxido nitrico induzivel (iNOS). A geracdo ROS  por PMN e este pode ser em parte responsavel

e RNI foi inibida na presenca de DPI. Além disso, o
aumento da geragdo de ROS e RNI cessou quando as

pelo desenvolvimento de patologia diabética
induzida por AGE.

células foram incubadas com anti-RAGE sugerindo o
envolvimento da interacdo AGE-RAGE.

PMN (Polimorfonuclear); NO (do inglés Nitric Oxide — Oxido Nitrico); ROS (do inglés Reactive Oxygen Species — Espécies de Oxigénio Reativas); iNOS (Oxido Nitrico Sintase induzivel); ROI (do inglés - Reactive
Oxygen Intermediates — Intermediérios Reativos de Oxigénio); BSA-AGE (do inglés Bovin Serum Albumin - Advanced Glycation End products — Albumina Sérica Bovina — Produtos Finais de Glicagdo Avancada);
HSA-AGE (do inglés Human Serum Albumin — Advanced Glycation End products — Albumina Sérica Humana — Produtos Finais de Glicagdo Avangada); CML-BSA (do inglés Carboxymethil-lysine — Bovin Serum
Albumin — Carboximetil-lisina —~Albumina Sérica Bovina); GO-AGE (do inglés Glyoxal-Advanced Glycation End products — Glioxal-Produtos Finais de Glicagdo Avancada); MGO-BSA (do inglés Methylglyoxal —
Bovin Serum Albumin — Metilglioxal —Albumina Sérica Bovina); PMA (do inglés Phorbol 12-myristate 13-acetate — Forbol 12-miristato 13-acetato); MAPK (Mitogen Activated Protein Kinases - Proteina-quinase
ativadas por mitégenos); VEGF (Fator de crescimento endotelial -vascular); AP-1 (Apoliproteina-1); Ca?* (Calcio); IL-8 (Interleucina-8); NADPH (nicotinamida-adenina-dinucleétido fosfato-oxidase); Ras (familia de
proteinas relacionadas que é expressa ubiquamente em todas as linhagens de células e 6rgdos); Raf (familia de trés quinases serina / treonina-proteina especifica que estao relacionados com oncogenes retrovirais); MEK
(Quinase ativada por mitdgeno da proteina quinase); ERK1/2 (quinases reguladas por sinais extracelulares); IL-1 f (Interleucina-1 beta); IL-6 (Interleucina-6); AA (Acido Araquidénico); ABCA-1 (ATP-ligacdo cassete
transportador ABCA 1 — conhecida como proteina reguladora de efluxo de colesterol); Ap (Beta amiloide - aminoéacidos que sdo crucialmente envolvidas na doenca de Alzheimer); FasL (Ligante Fas - é um tipo de
proteina transmembranar 1l que pertence ao fator de necrose tumoral); NF-kB (Fator nuclear kappa B); TNF-o (Fator de Necrose Tumoral - alfa); PAF (Fator de ativagdo de plaquetas); mRNA (RNA mensageiro);
LNMMA (inibidor de todas isoformas de NOS); MK-886 (inibidor da proteina de ativacéo de cinco lipoxigenase); U73122 (inibidor da inositol fosfolipase C); D-609 (inibidor da fosfatidilcolina fosfolipase C); MAFP
(Inibidor enzima fosfolipase A;); cPLA;(do inglés Cytosolic phospholipase A, . Fosfolipase A, Citosélica); fMLP (formil - Metionilada - Leucilo - Fenilalanina); PD98059 (inibidor de MEK); NaBH4 (Boro-hidreto de
sodio - agente redutor de aldeidos e cetonas para élcoois.); Trolox (anti-oxidante tal como a vitamina E); DPI (do inglés Diphenyleneiodonium — um inibidor da enzima NADPH-oxidase); Anti-RAGE (inibidor de
Receptor de Produtos finais de glicagdo avangada); IgG (Imunoglobulina G); NAC (N-acetilcisteina — um antioxidante); Vit. C (Vitamina C); PDTC (Pirrolidina ditiocarbamato de amonio - inibidor de NF-kB); CsA
(ciclosporina A — inibidor de calcineurina); BAPTA-AM (quelante de Ca®* citosdlico - inibidor de canais de Ca®* dependentes de voltagem tipo L); anti-TNF Ab (inibidor de TNF Ab); anti-IL-8 Ab (inibidor de
interleucina 8 Ab); AMG (Aminoguanidina); BF (Benfotiamina).
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DISCUSSAO

Os estudos selecionados foram publicados entre os anos de 1996 a 2012. Os
macrofagos sdo responsaveis por reconhecer, degradar e remover os produtos finais de
glicacdo avancada (AGEs)?®. Os neutréfilos junto aos macréfagos fazem parte da
primeira linha de defesa contra bactérias, respondendo atraveés da producdo de radicais
livres contra a invasé@o microbiana, contudo essa producdo pode se tornar exacerbada
em condic¢Oes hiperglicémicas e de exposicdo a AGEs, trazendo sequelas prejudiciais,
como é visto em doenca macrovascular’. Em micréglias e neurdnios, placas de
proteinas extracelulares com AGEs tém o potencial para ativar vias intracelulares de
transducé@o de sinal, que gera a producdo de radicais livres e posterior liberacdo de
citocinas. Esta ativacdo das microglias € encontrada na doenca de Alzheimer, e leva a
uma maior producdo de oxido nitrico (NO) e outras citocinas pré-inflamatérias que
podem ser encontrados em niveis anormais em regides do cérebro afetadas na doenca de
Alzheimer®,

O NO foi a principal espécie reativa estudada, produzidas por macréfagos,
micrdglias e neutrofilos (em 35,71%, 5 dos 14 artigos) estimulados por AGEs. Segundo
Rojas et al (1996), isto se da de forma paralela ao aumento da expressdo de iINOS. Em
concordancia com esse resultado, Wu et al (2002), encontraram também aumento
significativo de NO e 6xido nitrico sintase induzivel (INOS). Nesse trabalho, as vias que
levavam a producédo de NO através da ativagdo do NF-«B foram elucidadas. A ativagdo
do NF-«xB dispara a cascata de sinalizacdo da tirosina quinase (Pl 3-K, p38 MAPK e

PKC)*®. Em varios estudos™®*8®

a producdo de NO foi dose e tempo dependente, ou seja,
aumentava quanto maior a dose e/ou o tempo de incubacdo com esses produtos. No
entanto, a dose de AGE estimulante e o tempo incubado com ele, para as células, ndo
foi letal, mesmo havendo um aumento na producéo de NO.

Classicamente, sabe-se que a resposta na producdo de NO por macrofagos e
microglias é aumentada quando as células séo incubadas com interferon gama (IFN-,) e
subsequentemente lipopolissacarideo (LPS) ou fator de necrose tumoral alfa (TNF-o).
O LPS é o estimulo melhor caracterizado para inducdo de genes transcricionais
codificadores de citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, IL- 6, IL-1), quimiocinas (MCP-1,
IL-8), e enzima (iNOS). Essa estimulacdo da sintese de INOS, responsavel pela
producdo de NO, é conhecida por ter um importante papel na protecdo do hospedeiro

contra a infecgdo, suprimindo os efeitos na proliferacdo de linfocitos e danos a outras
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células normais do hospedeiro®**!. O IFN-, é conhecido como um agente que interfere
na replicacdo viral. Sua estimulagdo em macrofago induz mecanismos antimicrobianos,
tais como produgdo de éspecie reativa do oxigénio (ROS) e NO, deple¢éo de triptofano,
e a regulacéo de enzimas lisossomais que promovem a destruicdo do microorganismo *.
No estudo de Milenkovic et al. (2003) observou que em microglias a producédo de NO
na presenca de placas beta amiloide-AGE (AB-AGE) foi ampliada por estimulantes
como o LPS e IFN-y enquanto que no estudo de Rojas et al (1996) o aumento de iNOS
foi expressivo quando o macrofago foi incubado com AGE-BSA/LPS+IFN-y quando
em comparacdo ao LPS+IFN-y ou AGE-BSA apenas. Desta forma, tem-se que AGE
junto com LPS e IFN- , potencializam a resposta inflamatéria através de aumento
significativo de NO. Em muitas doengas degenerativas, as implicacdes para células
expostas a niveis elevados de NO podem variar de morte celular, a alteracdes na
morfologia e fungdo delas em condicdes cronicas *°.

Bansal et al. (2012) e Pinto et al. (2012) evidenciaram em seus estudos que 0s
AGEs quando em contato com neutréfilos e macrofagos induzem o aumento de ROS
através da atividade exercida pela NADPH oxidase. O complexo enzimatico NADPH
oxidase é conhecido como a mais importante fonte de ROS em células fagocitarias,
constituido por subunidades que estdo situadas na membrana celular (gp91lphox e
p22phox) e no citosol (p47phox e p67phox). Quando estimulada, a sub-unidade
citosélica p47phox € fosforilada e todo o complexo do citosol é translocado para a
membrana constituindo a oxidase ativa para a producdo de ROS*®. Wautier et al. (2001)
destacaram a contribuicdo da ativagdo da NADPH oxidase, pelo qual AGE gerava
intermediarios reativos de oxigénio (ROI), constatando em seu estudo que quando
estimulados por AGEs, o aumento da atividade da tromboplastina em macréfagos de
camundongos com gp91phox ausentes era eliminada quando em comparagdo com
macrofagos que tinham a subunidade gp9lphox. Portanto, a atividade da NADPH
oxidase é tida como uma das principais vias para producédo de ROS.

Wong et al. (2003) demonstraram a existéncia da via da fosfolipase A, e de
geragcdo de acido araquidénico, na qual os AGEs podem aumentar a atividade da
NADPH-oxidase de neutrdfilos. Através da ligacdo do AGE com o receptor haverd a
geracdo de superoxido intracelular, que posteriormente ativard uma via redox sensivel
envolvendo uma ou mais proteina-quinases. Essa via resulta na ativacdo da Fosfolipase
A, Citosolica (cPLA;). A cPLA; hidrolisa o acido araquidénico da membrana
plasmética, que modifica a subunidade p47 da NADPH-oxidase aumentando a
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eficiéncia funcional desse complexo. Isto € um dos destaques que tem contribuido para
0 estresse oxidativo vascular e doencgas cardiovasculares presentes em individuos
diabéticos.

Em seu estudo Mahali et al. (2011) forneceu pela primeira vez evidéncias que o
AGE em doses de 100 pg/ml incubadas durante 48hs in vitro, causava 32% de morte
celular, e esta se dava através de uma cascata de sinalizacdo que envolve a liberagéo de
interleucina -8. Esta via medeia uma resposta celular que induz a ativacdo da
calcineurina, a translocacdo de NF-AT e expressdo de FasL, e como resposta o0 AGE
desgranula as enzimas proteoliticas e citocinas fazendo com que haja uma resposta
inflamatoria, e tardiamente esta ativa as caspases, para em sequéncia ocorrer a morte
celular. Este estudo ainda sugeriu que a producdo de ROI mediada por AGE pode
causar a ativacdo de NF-kB, porém a morte celular mediada por AGE é independente do
ROI. A producdo de ROI por AGE é um evento precoce, mas a ativacdo de caspases
aguarda a liberacao do citocromo ¢ da mitocondria, e isto vai ocorrer muito depois. Este
estudo foi de grande importancia, pois foi possivel entender que em concentragdes (a
partir de 100 pg/mL) e tempos consideraveis (a partir de 48hs) de exposicdo das células
com essas substancias, podem acarretar na morte celular. Desta forma, este trabalho
esclareceu um dos possiveis mecanismos e efeitos citotdxicos dos AGEs, como € vista
na neurodegeneragdo em pacientes diabéticos e em idosos.

Foi esclarecido em Pinto et al. (2012), que um dos efeitos causados por AGEs é
a reducdo nos niveis do transportador ABCA-1. Esta reducdo se deve ao aumento da
producdo de ROS, gerada pela atividade da NADPH-oxidase, e essa reducdo é crescente
ao longo do tempo que € incubado com os AGEs. Esse transportador desempenha um
papel crucial na remocdo do colesterol intracelular e no transporte reverso de colesterol
realizado por macrofagos arteriais. Com esse trabalho, evidenciou-se que o acimulo de
lipideos causado pelo aumento do fluxo de colesterol intracelular por AGEs pode
conduzir a doencas como a aterosclerose.

Resultados opostos aos de Bansal et al. (2012), Pinto et al. (2012) e Wong et al.
(2002) foram encontrados no trabalho de J. Bernheim, et al. (2001) e de Ramirez et al.
(1997) onde houve inibicdo da produgdo de superoxido em neutrofilos e macrofagos
estimuladas por forbol 12-miristato 13-acetato (PMA) ou formil-metionilada-leucilo-
fenilalanina (fLMP). A inibicdo nos achados pode ser devido a uma acéo inibitdria
sobre a atividade da NADPH-oxidase, causada pelo AGE através de uma disfuncdo ou
intracelular, ou na via de sinalizacdo da PKC, segundo o estudo de Bernheim et al
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(2001). E para Ramirez et al (1997) pode haver um papel fisiolégico duplo em
macrofagos para BSA-AGE, primeiro em funcdo da sua concentracdo, a liberacdo de
citocinas se d& em baixas concentragdes e, segundo, a inibicdo da producdo de &nion
superdxido se da em concentracdes mais elevadas. Embora os mecanismos ainda nédo
tenham sido identificados, este efeito dos AGEs pode ajudar a esclarecer, de certa forma,
a frequéncia e gravidade da infec¢do bacteriana analisada em pacientes diabéticos, que
possuem por inimeros fatores a imunidade diminuida.

Foi mostrado em Bansal et al. (2012) a importancia do receptor de AGE, o
RAGE, que é fundamental para o reconhecimento dessas biomoléculas e estd presente
na membrana plasmatica de neutréfilos. E sabido que os AGEs exercem o seu efeito
através da interacdo com o receptor RAGE, e que ativam uma cascata de vias
bioquimicas. Nesse estudo comprovou-se que com o0 uso do inibidor (anti-RAGE),
houve o blogueio do RAGE, e consequentemente reduc@es significativas na producao
de ROS e NO, deixando claro que o envolvimento de AGEs com RAGE na produgéo de
ROS e NO por neutrofilos é essencial. Além disso, o desenvolvimento da aterosclerose
¢ acelerado pelo eixo AGE/RAGE e que tem uma ampla gama de efeitos, que gera
estresse oxidativo, aumenta a disfuncdo endotelial, a producdo de citocinas
inflamato6rias(TNF-a, IL-1), tromboplastina e eleva a expressdo de molécula de adeséo
(VCAM)*,

Subramaniam et al. (2002) analisaram em seu trabalho, a producéo de peroxido
de hidrogénio (H20;) e o estresse oxidativo gerados por AGEs, através do ensaio de
diclorofluorceina (DCF), que é um ensaio que tem sido utilizado em diversos estudos de
diversas funcdes celulares, tais como a regulacdo do calcio, a viabilidade celular, a
proliferacdo celular, a funcdo mitocondrial, potencial da membrana e ligacdo de
anticorpo. Embora atividade pré-oxidante de MGO-BSA tenham sido documentados,
para avaliar o estresse oxidativo intracelular na presenca de albumina modificada ou ndo,
€ necessario outros métodos tais como microscopia confocal e ESR (do inglés Electron
Paramagnetic Resonance- espectroscopia de ressonancia paramagnética eletrdnica), pois
sozinho a DCF pode gerar falsos positivos e um potencial de interferéncia que pode ser
causada pela autofluorescéncia da proteina.

Urata et al. (2002) sugerem que a inducdo de VEGF por AGEs é mediada por
receptores de sinais e é estimulada por ROS. Visto que a inducdo de RNAm de VEGF
por AGE-BSA foi inibida parcialmente por antioxidantes, e que essa participacdo de
ROS na expressdo de VEGF, ndo era mediada pela NADPH-oxidase, mas sim pelas
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atividades de Ras / Raf / MEK / ERK1 / 2, e o AP-1. Portanto, os AGEs podem estar
envolvidos com a capacidade dos macréfagos causar neovascularizagdo e elevar a
permeabilidade vascular em doengas como na microangiopatia diabética na retina ou do
rim, e o tratamentos com antioxidantes, como o explicitado nesse estudo, podem ser
uma possibilidade para melhoria dos danos causados por tais substancias.

Estratégias para reduzir os efeitos maléficos dos AGEs tem sido bastante
estudadas na atualidade, entre os estudos selecionados para minimizar tais efeitos

20226 sinomenine®, que mostraram ser

foram usados inibidores como a aminoguanidina
bastante eficazes na restauracdo do transportador ABCA-1, e na inibi¢do da producéo de
ROS e do NF-kB, e ambos ja sdo bem utilizados em diversas patologias. Foram também
empregados em algumas das pesquisas inibidores especificos moleculares como DPI,
Oligomicina, Genisteina, inibidor de MAPK, NF-kB, , PD98059, PI 3-K, PDTC, MK-
886, Indometacina, MAFP, Mepacrine, cPLA 2, U73122, D-609, Estaurosporina, Go
6976. BAPTA-AM, anti-TNF Ab, anti-IL-8, PDTC, CsA, LNMMA, anticorpo-TNF-a,
anticorpo-IL-1, para que fossem evidenciadas as principais vias pelas quais os AGEs
gerava a producdo de ROS, RNS, e morte celular 261618222528 Fa7_se também o uso de
antioxidantes como benfotiamina, trolox, vitamina C, NAC, NaBH4, porem a inibicdo

na maioria dos casos foi parcial 222%>%,

CONCLUSAO

Apesar da variedade dos métodos usados e falta de padronizagdo, a maioria dos
trabalhos selecionados sugeriram que os AGEs estdo relacionados com o aumento da
producéo de espécies reativas do oxigénio e do nitrogénio (ROS e RNS), sendo esta em
sua maioria dependente da dose e do tempo. O aumento dessas espécies reativas pode
estar envolvido nas diversas doengas relacionadas a complicagbes de diabetes e a
doencas do envelhecimento. Porém, o uso de inibidores e de antioxidantes pode ser uma

via alternativa que pode diminuir 0s danos causados por estes produtos.
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42 EFFECT OF ADVANCED GLYCATION END PRODUCTS ON THE
PRODUCTION OF NITRIC OXIDE AND VIABILITY OF J774
MACROPHAGE.

1. INTRODUCTION

The advanced glycation end products (AGEs) are a heterogeneous group of
compounds produced in food or biological systems by the non-enzymatic reaction
involving reducing sugars and metabolites reactive with lipids or proteins or nucleic
acids, known as Maillard reaction or glycation*?. The formation and accumulation of
these substances is shown at an accelerated rate in diabetic conditions®.

The biological effects of AGEs are varied, and can modify the function of
proteins triggering changes and consequent injury to tissues. These changes favor the
formation of free radicals and induce inflammatory responses when these biomolecules
bind to receptors for advanced glycation end products (RAGE) present in the plasma
membrane of many cell types. Hyperglycemia and thermally processed food intake
increase the production of biomolecules of this class, which participate in the
complications of diabetes installation mechanism*®.

The macrophages together with neutrophils represent the first line of host innate
immune defense response after epithelial barrier. They are involved in many processes
such as repair of tissue damage, removal of damaged cells, senescent or apoptotic
neoplastic cell recognition’. Furthermore, the modified proteins remove AGEs through
the RAGE receptor. This interaction of AGEs with RAGE in macrophages can induce a
variety of response as chemotaxis, cell activation, secretion of cytokines and growth
factors®.

Nitric oxide (NO), a highly labile and diffusible gas produced during activation

of the classical pathway of macrophages. It is produced from L-arginine and oxygen
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from the reaction catalyzed by the enzyme nitric oxide synthase (NOS)®. Its bactericidal
function takes place in two ways: directly, inactivating enzymes present in the
microorganisms, and indirect, producing oxidant molecules that interact with proteins
causing toxic effect on the cells'. The high concentrations of NO produced by iNOS
can play a role in the development of atherosclerosis™.

Therefore, the present study was to evaluate the effect of advanced glycation end

products of NO production and J774 macrophage viability.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1 J774 Macrophages Cell culture

The J774 cells were provided by Prof. Paloma Lys de Medeiros Tissue Culture
Laboratory of the Department of Histology and Embryology at the Federal University
of Pernambuco (LCT / DHE / UFPE). Cells were preserved in liquid nitrogen
(cryopreservation) with 10% of Dimethyl Sulfoxide (DMSQO) (Sigma-Aldrich, SP,
Brazil) a cryoprotector, and 90% fetal calf serum (FCS - Invitrogen, Life Technologies
of Brazil Ltda, Sao Paulo, SP, Brazil) (Sigma-Aldrich, SP, Brazil) (1 mL DMSO in 9
mL FBS).

For the realization of in vitro assays, cells were thawed in water bath at 37°C. On
the verge of thawing, the material was transferred to sterile tissue culture bottles of 75
cm? (TPP, -Biosystem, PR, Brazil) containing DMEM culture medium (Dulbecco's
Modified Eagle Medium - Sigma-Aldrich, SP, Brazil), already heated to 37°C,
supplemented with 10% FBS, 2mM I-glutamine, 100 U/ml penicillin and 100ug / mL
streptomycin, and taken to the incubator at a temperature of 37° C in 5% CO, to grow

until they reached 80% confluence.
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The suspension containing the cells was then collected and centrifuged at 1200 rpm
for 10 min to separate the medium from the cells. After centrifugation, the supernatant
was discarded and the precipitate resuspended in 10 mL DMEM supplemented with
fetal calf serum at 10%, 2mM L-glutamine, 100 U / mL penicillin and 100 pg / mL

streptomycin (Sigma-Aldrich, SP Brazil).

2.2 Cell culture and treatment with advanced glycation end products

The cells were distributed into 96 well culture plates (TPP, CULTILAB, SP, Brazil)
and brought to adhere for 24 hours in an incubator of 5% CO, at 37° C. In each well
0.05 x 10° or 0,025 x 10° cells will be present in 100 uL of medium, for tests with 24 or
48 hours, respectively.

It was defined 01 negative control group consisting of untreated macrophages, 01
positive group, consisting of macrophages untreated and activated with LPS and 05
negative experimental groups, made up of macrophages treated with AGE in different
concentrations and 05 positive experimental groups, made up of treated macrophages
with AGE in different concentrations activated with LPS.

The J774 macrophages were incubated with AGE-BSA (MERCK-MILLIPORE, SP,
Brazil) prepared in medium containing DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium -
Sigma-Aldrich, SP, Brazil) supplemented with 2mM L-glutamine, 100 U / mL
penicillin and 100 pg / mL streptomycin (Sigma-Aldrich, SP, Brazil) at concentrations
of 15, 30, 60, 120 or 240ug / mL for 24 to 48 hours. Each group consisted of 6 wells
with macrophages by treatment in three independent experiments. After each incubation
period, the supernatant was discarded and the cell monolayer was stimulated with 100
pg / mL lipopolysaccharide (LPS) from Escherichia coli O55: B5 (Sigma-Aldrich, SP,

Brazil) prepared in distilled water. For control and negative experimental groups was
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added medium containing DMEM supplemented with 2mM L-glutamine, 100 U / mL

penicillin and 100 pg / mL streptomycin (Sigma-Aldrich, SP, Brazil).

2.3 NO Measurement

In the quantitative colorimetric method based on the Griess reaction®®, aliquots were
used in 100uL of incubated culture supernatants at room temperature for 10 minutes
with 100 pL of immediately prepared Griess reagent (50 pL of sulphanilamide the 1%
and 50 pL naphthyl ethylene 0.1% in 5% orthophosphoric acid). The absorbance was
measured at 540 nm by microplate reader. The concentration of nitrite was determined
from a standard curve constructed with sodium nitrate in concentrations from 0-100 uM.
All samples were evaluated against a blank corresponding to DMEM incubated for 24 h

on plates of the same samples, but in the absence of cells.

2.4 Analysis of cell viability
The viability of macrophages was assessed by mitochondrial reduction of 3- [4,5-
dimethylthiazol-2-yl] -2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) to formazam as
described in Mossman (1983). Cells were incubated with 10 pL of MTT / ml (5 mg/
ml) and culture medium (90 pL) in each well for 4 h in an incubator at 37°C and 5%
COs,. The resulting formazam was solubilized with 100 pL per well of sodium dodecyl
sulphate at 10% (SDS), incubated for 12 h at room temperature. Quantitation of
solubilized formazam was performed by microplate reader at 550 nm. The results were
expressed as absorbance formazam.
2.5 Statistics Analysis Method
Were used for data analysis parameters: mean + standard error. In order to verify

differences in mean values between the groups, we used the statistical test two Way
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ANOVA followed by Sidak test, through Sigma Stat version 6 software (Systat
Software Inc., San Jose, CA, USA). All results were considered significant at P <0.05.
3. Results and Discussion

The result of the Griess assay showed that 24 hours of incubation with AGE at
the highest concentrations (120 and 240ug / ml) potentiated the increase of NO
production (nitrite) by J774 cells stimulated with LPS (Figure 1). The treatment for 24
hours also showed that AGE was able to increase NO production in macrophages not
stimulated at concentrations of 60, 120 and 240 g / ml (Figure 1). Treatments with
different concentrations (15, 30, 60, 120 or 240 pg / ml) and BSA-AGE for 48 hours
activated NO production in J774 cells without stimulation (Figure 1).

The MTT assay showed that 24 hours of incubation with AGE, except for the
highest concentration (240ug / ml, which showed a reduced viability) did not affect cell
viability in J774 macrophages stimulated with LPS (Figure 2). In unstimulated cells,
even at the highest concentration, no toxic effect of 24h treatment with AGE was seen
on cell viability (Figure 2). The treatment of macrophages for 48 hours with AGE in the
concentrations of 120 and 240ug / ml, without stimulation, showed a significant
reduction in viability (Figure 2).

AGEs formed by high amounts of reducing sugars and proteins found mainly in
the blood of diabetic patients, and the elderly can lead to dysfunction of several
physiological functions®®. The concentrations used in this study are close to those found
in blood: patients with normal physiological functions (15 pg/ ml), diabetic patients
without complications (30 pg/ ml), non-diabetic compensatory neuropathy (60 pg / ml)
diabetic patients on hemodialysis (120 pg / ml)*?. Our data showed that AGE
concentration as that found in diabetic patients using hemodialysis treatment may be

subject to the effect of this substance both in increased NO production, as well as
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significant reduction in the viability of macrophages. According to data from the US
Renal Data System (USRDS), diabetics with ESRD suffer from higher mortality if
treated by dialysis, and the impact of persistent toxicity of AGE, plays a crucial role in
this mortality. Studies have shown that AGEs accumulated by dialysis patients can be
toxic, and contributes to death from vascular complications of accelerated
atherosclerosis'®.

Our study demonstrated that the dose and the time when macrophages were
exposed only to AGEs significantly influenced the increase in NO production. Studies
show that AGEs activate specific pro-inflammatory pathways, resulting in upregulation
of IL-1, IL-6, TNF-0, and expression of iNOS and consequent production of NO *"*.
Similar to our studies Wu et al (2002) and Wu et al (2003) showed that nitrite
production was increased in a dose and time dependent manner when RAW 264.7 cells
were incubated with various concentrations of AGE-BSA. Moreover, these two studies
demonstrated that it was through pathways such as nuclear factor kappa B (NF-kB), and
Protein Kinase C (PKC) which AGEs induce the expression of iNOS. Chang et al.
(2004), mesangial cells also showed that increased NO production when incubated with
the same concentrations found in AGEs study of Wu et al. (2002). These three studies
have observed that INOS expression was mediated through AGEs via that triggers the
phosphorylation of protein tyrosine kinase p38 MAPK.

LPS is a wall component of gram negative bacteria known to stimulate
macrophages to produce cytokines, and chemokines as well as NO 2. It was found in
the current study that the highest concentrations of AGEs can enhance NO levels when
J774 cells are stimulated by LPS. Ratifying with our results, Milenkovic et al. (2003)
found that microglia had their production of NO amplified when they were stimulated

with LPS for 24 hours in the presence of beta amyloid plaques and AGE (AGE-Ap).
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Studies confirm that one of the crucial factors for amplification of immunoinflammatory
response of diabetics in front of a microbial infection in periodontal disease is the
increase in AGEs and its relationship with its receptors®%.

In their study Rojas et al. (1996) confirms that the AGEs potentialize dependent
of doses (50-250 pg / ml) NO production in murine macrophages when incubated for 48
hours and stimulated with LPS and IFN-y. These data are contradictory to our findings,
our treatment with AGE in various doses for 48 hours showed no significant increase of
NO production in macrophages activated by LPS. Possible differences in results may be
related to different types of AGE (manufacture) and cells as well as the addition of
another stimulus such as IFN-y.

The viability of cells that are treated with AGE may be dependent on parameters
such as the type of AGE, the cell line, the conditions used for the tests, and also the
viability assay used to detect?”?%. Data from this study demonstrated that macrophages
which were incubated with AGEs in concentrations of 120 and 240 pg / ml for 48 h
without stimulation, as well as the concentration of 240 pug / ml for 24h stimulated by
LPS, caused cell death in J774 macrophages. In accordance with our results, Mahali et
al. (2011) saw U937 monocytes and U373astroglia when incubated in HSA-AGE for
48h caused cell death by apoptosis and that this took place through signaling cascades
that involve the release of interleukin-8, activation of calcineurin, the translocation of
NF -AT and FasL expression. Loske et al. (1998) showed that several types of AGEs in
various concentrations incubated with BHK 21 (fibroblast) cells and SH-SY5Y (human
neuroblastoma) causing cell death significantly and dose-dependently using the MTT
assay, LDH, Neutral Red. Other studies have shown that AGEs, at even higher

concentration did not affect cell viability when used the MTT test®*!. They corroborate
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our findings to which the cells treated by AGE (24h without LPS; 48 h with LPS) also
did not change the viability of J774 macrophages.

The increased release of NO by macrophages may be associated with the
cytotoxic effects and can cause death of producing cells and neighboring cells'. In
neutrophils AGEs cause increased synthesis of NO and O2- generating other reactive
radicals that may lead to oxidative damage in diabetic patients, and this may be one of
the critical pathways in the pathology induced by AGE™. It has been suggested that
ROS and RNS, can contribute to cytotoxicity mediated AGE®. In degenerative
diseases, the implications for cells exposed to high levels of NO, or when associated
with ROS, may vary from cell death by apoptosis, alterations in the morphology and
function of them in chronic conditions®. Our findings show that excessive increase of
NO caused by AGE could be one of the pathways that lead to cell death or even damage
that may result in decreased growth and cell functions.

We conclude from these results that the advanced glycation end products of may
cause the increase in production of NO and reducing the viability of J774 macrophages.
The high levels of concentration of AGE (120 and 240 pg / ml) and longer exposure
time (48h) to these substances can influence the cytotoxicity. Thus, these results
therefore support the relationship between AGE uptake and intracellular oxidative

stress.
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Figure 1. Effect of treatment with J774 macrophage AGE in varying
concentrations for 24h or 48h on nitric oxide production in the absence or presence
of stimulation by LPS. Cells were cultured in 96 well plates to 80% confluence, then
were treated with AGE concentrations of 15, 30, 60, 120 or 240 pg / ml for 24 hours or
48 hours, and were then stimulated (or not) with LPS (100ng / ml). The production of
NO was measured in the supernatant of cell cultures by the Griess reaction. Values are
expressed as mean * standard error of three independent experiments. * p <0.05 LPS
without AGE 24h versus Control no LPS 24h; ** p <0.05, AGE 24h LPS versus
control 24h with LPS; ***p <0.05, AGE 48 hours without LPS versus control 48 hours
without LPS. Statistical differences among the experimental groups were determined by
Two-way ANOVA followed by Sidak test.
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Figure 2. Effect of treatment with J774 macrophage AGE at different
concentrations for 24h or 48h on cell viability in the absence or presence of LPS
stimulation. Cells were cultured in 96 well plates to 80% confluence, then were treated
with AGE concentrations of 15, 30, 60, 120 or 240 ug / ml for 24 hours or 48 hours, and
were then stimulated (or not) with LPS (100ng / ml). Cell viability was assessed by the
MTT method. Values are expressed as mean + standard error of three independent
experiments. *p <0.05, AGE 24 LPS versus control 24 with LPS; **p <0.05, AGE 48
hours without LPS versus control 48 hours without LPS. Statistical differences among

the experimental groups were determined by Two-way ANOVA followed by Sidak test.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo os produtos finais de glicacdo avancada levaram ao aumento
da producéo de NO, e, além disso, causaram morte celular em macréfagos J774. As
maiores concentracdes de AGE (120 e 240 pg/mL) e um maior tempo de exposi¢ao
(48h) a essas substancias foram citotoxicas a essas celulas com alteragdes
morfoldgicas consideraveis. Contudo, mais estudos sdo necessarios para esclarecer
outros mecanismos e possiveis terapias que eliminem os efeitos maléficos desses

produtos.
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APENDICE

Apéndice 1. A. Células da linhagem J774 cultivados em DMEM + LPS por 24h. B.
Células da linhagem J774 cultivados em DMEM + 240 pg/mL AGE + LPS por 24h.

Aumento de 100 vezes.
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Apéndice 2. A. Células da linhagem J774 cultivados em DMEM por 48h. B. Células da
linhagem J774 cultivados em DMEM + 120 pg/mL de AGE por 48h. C Células da
linhagem J774 cultivados em DMEM + 240 pg/mL AGE por 48h. Aumento de 100
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