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RESUMO 
 
Palanca E. Sensibilização inflamatória de células tubulares renais humanas 
(HK-2) pelo tratamento com albumina controle ou modificada por glicação 
avançada complexada com ácidos graxos livres. 
 
A hiperglicemia, com formação de produtos de glicação avançada (AGE), e as 
dislipidemias favorecem o desenvolvimento da doença renal diabética (DRD). 
Ela contribui para o ingresso em terapias renais substitutivas e reduz a 
expectativa de vida. Avaliou-se o efeito da albumina controle ou modificada por 
AGE, complexadas com ácidos graxos, sobre a viabilidade e a sensibilização 
inflamatória em células tubulares renais humanas (HK-2). Albumina controle e 
AGE (modificada com glicolaldeído) complexadas com ácido palmítico ou oleico 
(0,1, 0,25 e 0,5mM) foram incubadas com células HK-2, por 48h, seguindo 
ausência ou presença de LPS (1µg/mL), por 24h. Determinou-se interleucina 6 
(IL-6) e interleucina 1beta (IL-1beta) por ELISA e a viabilidade celular, pela 
liberação de lactato desidrogenase. Albumina controle ou AGE com ácido 
palmítico induziu de maneira dose-dependente a secreção de IL-1beta, o que foi 
potencializado pelo LPS. Albumina-AGE com ácido palmítico 0,25mM aumentou 
IL-6 em comparação ao controle e 0,1mM. A secreção de IL-6 foi reduzida pelo 
ácido palmítico 0,5mM na presença de LPS em comparação ao controle, mas foi 
aumentada nas incubações com albumina-AGE complexada com ácido palmítico 
0,25mM. Em comparação à albumina controle, a albumina-AGE apenas ou 
complexada com ácido palmítico 0,1mM reduziu IL-6 e atenuou IL-1beta. 
Albumina controle e AGE com ácido oleico 0,1mM aumentaram IL-6 na ausência 
ou presença de LPS, mas IL-1beta aumentou apenas com albumina-AGE 
complexada com ácido oleico, seguido de tratamento com LPS. Os resultados 
apontam para papel do ácido palmítico e oleico na sensibilização inflamatória 
das HK-2 e ressaltam a complexidade das interações entre albumina-AGE e 
ácidos graxos.  
Palavras chave: Doença renal diabética; Ácidos graxos; Produtos de glicação 
avançada, Diabetes mellitus; Inflamação. 
 
 
 
 
  



 
 

ABSTRACT 
Palanca E. Inflammatory sensitization of human kidney tubular cells (HK-2) by 
treatment with control or advanced glycated albumin complexed with free fatty 
acids. 
 

Hyperglycemia, coupled with the formation of advanced glycation products 
(AGE), and dyslipidemia favor the development of diabetic kidney disease (DKD). 
leading to the need for renal replacement therapies and a reduction in life 
expectancy. The effect of control or AGE-modified albumin, complexed with fatty 
acids, on viability and inflammatory sensitization in human renal tubular cells (HK-
2) was evaluated. Control and AGE albumin (modified with glycolaldehyde) were 
complexed with palmitic or oleic acid (0.1, 0.25, and 0.5mM) by vortexing and 
incubated with HK-2 cells for 48 h.  Subsequently, the cells were exposed to 
either the absence or presence of LPS (1µg/mL) for an additional 24 h. Interleukin 
6 (IL-6) and interleukin 1beta (IL-1beta) levels were measured using ELISA, and 
cell viability was assessed by monitoring the release of lactate dehydrogenase. 
Cell viability was not consistently affected in all experimental conditions. Control 
and AGE albumin with palmitic acid exhibited a dose-dependent induction of IL-
1beta secretion, which was further potentiated by LPS. Notably, AGE albumin 
with 0.25mM palmitic acid increased IL-6 compared to control and 0.1mM, while 
IL-6 secretion was reduced by 0.5mM palmitic acid in the presence of LPS 
compared to control. However, it increased in incubations with AGE albumin 
complexed with 0.25mM palmitic acid. AGE albumin alone or complexed with 
0.1mM palmitic acid promoted a reduction in IL-6 and an increase in IL-1beta 
compared to control albumin. In the case of oleic acid, both control and AGE 
albumin with 0.1mM oleic acid increased IL-6 in the absence or presence of LPS. 
However, IL-1beta increased only with AGE albumin complexed with oleic acid, 
particularly following LPS treatment. The results underscore the significant role 
of palmitic and oleic acid in the inflammatory sensitization of HK-2 cells, 
highlighting the intricate interactions between AGE albumin and fatty acids in the 
context of DKD. 
Keywords: Diabetic kidney disease; Fatty acids; Advanced glycation end 
products; Diabetes mellitus; Inflammation. 
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INTRODUÇÃO 

Diabetes mellitus e doença renal diabética  

O diabetes mellitus (DM) é uma doença crônica caracterizada por 

hiperglicemia, condição causada pela deficiência na secreção da insulina, na 

presença ou não de resistência à ação deste hormônio. A prevalência mundial 

do DM é elevada, com cerca de 463 milhões de indivíduos adultos (20 a 79 anos) 

afetados (Federação Internacional de Diabetes (IDF), 2019). O Brasil ocupa a 

quinta posição para a doença, com, aproximadamente, 16,8 milhões de 

indivíduos adultos com DM, o que acarreta elevado custo em saúde pública 

(Brasil, 2022).  

O diabetes mellitus tipo 1 (DM1) ocorre frente à deficiência de secreção 

de insulina pelas células beta pancreáticas. Alterações imunológicas parecem 

contribuir sobremaneira, embora componentes genéticos, exposição a certos 

vírus e fatores ambientais também exerçam papel na sua etiologia (American 

Diabetes Association, 2014). O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) é a forma mais 

comum de DM, caracterizado por um quadro de resistência à insulina e defeitos 

na sinalização deste hormônio, com posterior falência na secreção de insulina 

determinada por fatores genéticos, lipo e glicotoxicidade. Isto acarreta 

hiperinsulinemia compensatória e, ao longo do tempo, falência na produção de 

insulina (Solis-Herrera et al., 2021). A prevalência de DM2 aumentou 

grandemente em todos os países nas últimas décadas, em decorrência do 

incremento da obesidade, sedentarismo e consumo de dietas industrializadas 

ricas em açúcares e gorduras. 

Com a otimização da terapia insulínica e utilização de outras medicações, 

a sobrevida dos indivíduos com DM aumentou consideravelmente. A 

hiperglicemia, entretanto, continua como principal fator etiopatogênico para as 

complicações em longo prazo do DM. Elas incluem as microvasculares, como 

retinopatia, nefropatia e neuropatia, e as macrovasculares, representadas, 

principalmente, pelo infarto agudo do miocárdio e acidente vascular encefálico 

(Sociedade Brasileira de Diabetes, 2020). A retinopatia é a principal causa de 

cegueira na população adulta, acometendo 35,7% dos indivíduos com DM1 e 

37,3% dos indivíduos com DM2 (Malerbi et al., 2022). A nefropatia diabética afeta 

cerca de 10 a 20% dos indivíduos com diabetes tipo 1 e cerca de 30 a 40% dos 
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indivíduos com diabetes tipo 2 e contribui como principal causa de ingresso em 

terapias substitutivas e transplante renal (Jung CY, Yoo TH, 2022). A neuropatia 

acomete aproximadamente 50 % dos indivíduos com DM, sendo a principal 

causa de amputação (Hicks e Selvin, 2019). As doenças cardiovasculares, têm 

por base a aterosclerose, e contribuem como principal causa de 

morbimortalidade no DM. Elas são 15 vezes mais prevalentes em indivíduos com 

doença renal avançada em comparação à população geral e concorrem para 40-

50% de todas as mortes (Sarnak et al., 2003). 

Indivíduos com DM, têm 2 vezes mais chance de terem doença renal, em 

comparação aos não diabéticos. As razões de chances para DRC variam entre 

1,3 e 4,6, a depender da região do mundo, e esse risco é agravado pela presença 

de hipertensão (Koye et al., 2018). A doença renal diabética (DRD) tem maior 

prevalência entre os afro-americanos, asiáticos e nativos americanos do que 

entre os caucasianos. O National Health and Nutrition Examination Survey 

(NHANES) demonstrou que, entre 2009 e 2014, a prevalência da DRD foi de 

26,2% em uma população adulta, baseando-se no critério de perda urinária de 

albumina persistente (Kramer et al, 2003; Afkarian et al., 2016; Koye et al. 2018) 

De acordo com a Sociedade Brasileira de Nefrologia, a prevalência 

mundial da doença renal crônica (DRC) é de 7,2%, aumentando de 28% a 46% 

em indivíduos com idade superior a 30 e 64 anos, respectivamente. No Brasil, 

estima-se que a prevalência da doença seja de 50 casos por 100.000 habitantes 

(Sociedade Brasileira de Nefrologia, 2013).  

A DRD é uma doença complexa e heterogênea que contribui para um 

número elevado de indivíduos em terapia renal substitutiva, transplante renal e 

morte prematura (Sá et al., 2022). A hiperglicemia é um importante contribuinte 

para a DRD, embora outros componentes como hipertensão arterial, 

dislipidemias, disfunção endotelial e tabagismo possam também agravar a 

gênese e evolução da doença.  

A DRD baseia-se na presença de proteinúria, diminuição da taxa de 

filtração glomerular estimada (TFGe) ou ambos, sem caracterização patológica 

específica. De outro lado, a nefropatia diabética inclui a caracterização 

específica de alterações glomerulares estruturais e funcionais específicas 

(particularmente, aumento do substrato mesangial, lesões nodulares e fibrose 



3 
 

tubulointersticial), clinicamente caracterizadas por perda urinária de albumina e 

declínio progressivo da função renal.  

A nefropatia diabética é a principal causa da DRD no DM1 com cinco ou 

mais anos de duração com albuminúria, mas a frequência pode variar 

amplamente no DM2 (American Diabetes Association, 2021; Alicic et al., 2017; 

Tuttle et al., 2014). Estima-se que 20 a 30% dos indivíduos com DM apresentem 

DRD (Alicic et al., 2017). 

Clinicamente, a DRD é definida pela perda gradual de função renal com 

DM pré-existente ou excreção elevada de albumina na urina, podendo, em 

alguns casos, apresentar tais características simultaneamente (American 

Diabetes Association, 2021). A estratificação dos estágios da DRD é 

fundamentada na variação da taxa de filtração glomerular (TFG): estágio 1, com 

TFG  ≥ 90 mL/min/1,73 m²; estágio 2, com TFG entre 60 a 89 mL/min/1,73 m²; 

estágio 3, TFG entre 30 a 59 mL/min/1,73 m², sendo subdividido em estágio 3a 

(TFG 45-59 mL/min/1,73 m²) e estágio 3b (TFG 30-44 mL/min/1,73 m²); estágio 

4, com TFG entre 15 a 29 mL/min/1,73 m²; e estágio 5, com TFG inferior a 15 

mL/min/1,73 m². Nesta etapa, a falta de intervenção específica, ocasiona perda 

progressiva da função renal, com possível evolução para insuficiência renal 

avançada e necessidade de tratamento dialítico (National Kidney Foundation, 

2007; KDIGO 2013). 

Fisiopatologia da Doença Renal Diabética 

A fisiopatologia da DRD é complexa por envolver a participação de 

fenômenos metabólicos e hemodinâmicos. A hiperglicemia promove a liberação 

de mediadores vasoativos que causam dilatação da arteríola aferente e 

hiperfiltração glomerular (Tonneijck et al., 2017). Conjuntamente com a maior 

carga filtrada de glicose, a hiperglicemia promove lesões mediadas por insulto 

oxidativo e inflamatório local e pela formação de produtos de glicação avançada 

(AGE).  Estes eventos culminam em disfunção mitocondrial, prejuízo na 

autofagia, hipóxia, lesão podocitária e tubuloglomerular (Tonneijck et al., 2017). 

As lesões glomerulares e vasculares na DRD reduzem o suprimento de oxigênio, 

o que promove a liberação do fator induzido por hipóxia (HIF) que exacerba a 

fibrose tecidual (Lin et al., 2018). Além disso, hiperglicemia, resistência à insulina 

e hiperinsulinemia compensatória são fatores que levam à disfunção endotelial, 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/ultrafiltration
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/ultrafiltration
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/ultrafiltration
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/hyperinsulinemia
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/endothelial-dysfunction
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Particularmente, destaca-se a liberação aumentada de endotelina-1 que causa, 

não apenas, vasoconstrição, mas lesão podocitária e fibrose (Lin et al., 2018). 

Coletivamente, essas alterações resultam em hiperfiltração glomerular, 

hipertensão glomerular, hipertrofia renal e composição glomerular alterada, que 

se manifesta clinicamente como albuminúria e hipertensão (Koye et al., 2018). 

Patologicamente, os rins sofrem várias alterações, incluindo deposição de matriz 

extracelular, espessamento da membrana basal glomerular, alterações 

proliferativas e atrofia tubular, resultando em fibrose intersticial e 

glomeruloesclerose. 

As alterações na hemodinâmica glomerular, inflamação e fibrose são 

mediadores primários de dano tecidual renal, embora a contribuição relativa 

desses mecanismos, provavelmente, varie entre os indivíduos e ao longo da 

história natural da doença renal diabética (Yamazaki et al., 2021; Alicic et al, 

2017). 

Lípides e doença renal diabética 

No DM2, a resistência insulínica cursa com hiperinsulinemia 

compensatória, que favorece vias lipogênicas no fígado, com maior produção de 

triglicérides (TG) e lipoproteínas de densidade muito baixa (VLDL). Por outro 

lado, na periferia, a resistência insulínica favorece vias lipolíticas que promovem 

maior liberação de ácidos graxos livres (AGL) do tecido adiposo.  Eles, ao serem 

captados pelo fígado favorecem a lipogênese hepática, perpetrando a 

hipertrigliceridemia. Além disso, os AGL, na superfície das lipoproteínas, e a 

modificação destas partículas por glicação avançada, reduzem a atividade da 

lipoproteína lipase (LPL). Isto se traduz em maior tempo de residência das 

lipoproteínas ricas em TG na circulação (Alicic et al, 2017).  

A concentração plasmática de TG vincula-se ao prejuízo da função renal 

e seu incremento é, de fato, potencial fator contribuinte para a evolução da DRD. 

Além disso, os TG e, em especial os AGL, perpetuam a resistência à insulina 

(Jenkins et al., 2003).  

A contribuição dos lípides plasmáticos para o desenvolvimento e 

progressão da DRD foi investigada em estudos clínicos em DM2 e DM1. No 

estudo Action in Diabetes and Vascular Disease (ADVANCE), 11.140 indivíduos 

com DM2, foram seguidos por cinco anos e, em comparação com aqueles com 
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valores no tercil mais elevado, os indivíduos com HDLc no tercil mais baixo 

apresentaram um risco 19% maior de DRD, mesmo após ajuste para fatores 

confundidores (Niewczas MA et al., 2012). No estudo Fenofibrate Intervention 

in End Point Lowering in Diabetes (FIELD), 2.100 indivíduos com DM2 foram 

randomizados para receber fenofibrato ou placebo durante cinco anos; o 

fenofibrato reduziu a excreção urinária de albumina e o declínio da TFGe. Um 

maior benefício foi observado no subgrupo com TG plasmáticos > 200 mg/dL e 

o benefício diferiu de acordo com a magnitude de sua redução. Os resultados 

sugeriram que os efeitos do fenofibrato foram mediados pela redução de TG, 

embora não se possa afastar benefícios advindos de suas ações antioxidantes 

e anti-inflamatórias (Monteiro et al., 2016). 

A dislipidemia também foi um fator de risco associado à progressão da 

DRD em indivíduos com DM1 acompanhados no estudo Diabetes Control and 

Complications Trial (DCCT). A DRD associou-se a um maior conteúdo de 

lipoproteínas ricas em TG e suas subclasses (Jenkins et al., 2003). Na coorte 

finlandesa de indivíduos com DM1, acompanhada no estudo Finnish Diabetic 

Nephropathy Study (FinnDiane), as concentrações de TG e de colesterol total 

(CT) em partículas grandes de VLDL associaram-se à incidência de excreção 

urinária de albumina, enquanto as concentrações de TG e CT em partículas 

médias de VLDL associaram-se à progressão da perda urinária de albumina 

(Mäkinen et al., 2013).  

Um estudo observacional, entre os anos de 2000 a 2014, em uma 

população de 911.360 indivíduos (The English Clinical Practice Research 

Datalink) evidenciou que a elevação dos TG plasmáticos e a redução de HDLc 

associaram-se independentemente com o desenvolvimento de estádios 

avançados da DRC (estádios 4 e 5) em uma mediana de seguimento de 7,5 

anos. A razão de risco para o quartil mais alto de trigliceridemia comparado ao 

quartil mais baixo foi de 1,28 (95% CI, 1.15–1.43), após ajuste por sexo, idade, 

índice de massa corporal (IMC), DM e outras variáveis (Weldegiorgis et al., 

2022).  

Em um estudo multicêntrico realizado em uma população de indivíduos 

com DM1 acompanhados em três diferentes hospitais terciários do estado de 

São Paulo, a concentração de TG plasmáticos conferiu um risco independente 

de 2,4 vezes para uma TFGe < 60 mL/min/1,73 m2, ainda que a as 
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concentrações de TG estivessem < 150 mg/dL na maioria da população avaliada 

(Vieira et al., 2011). Da mesma forma, em análise longitudinal realizada numa 

coorte nacional, a concentração de TG foi significantemente maior nos indivíduos 

com declínio rápido da função renal em comparação àqueles com declínio lento 

ou ausente (Pelaes, 2021). Foram analisados 55,3% de indivíduos do sexo 

feminino, com média de idade de 31,0 (± 11,3) anos, duração do DM de 18,0 (± 

9,7) anos e HbA1c média de 8,8 % (± 2,1) no início do seguimento, quanto ao 

declínio da função renal e fatores associados. No início do seguimento, 100 

indivíduos (21,5%) já apresentavam DRD. A incidência acumulada de DRD foi 

de 28,2% e o tempo médio até a sua ocorrência foi de 13,6 anos. A incidência 

acumulada de doença renal avançada foi de 15,6% e o tempo médio até a sua 

ocorrência foi de 14 anos, contemplando uma incidência de 18,2 por 1.000 

pessoas-ano. O declínio médio anual observado na TFGe foi de - 6,15 

mL/min/1,73m2 e o declínio mediano foi de -2,43 mL/min/1,73m2. Um declínio 

anual maior que -7,0 mL/min/1,73m2 foi caracterizado como declínio renal rápido 

e foi observado em 26,9% dos indivíduos; um declínio entre - 6,9 e - 2,43 

mL/min/1,73m2 foi caracterizado como declínio renal moderado, observado em 

23,2% dos indivíduos e um declínio acima da mediana foi chamado de declínio 

renal lento ou ausente e foi observado em 49,9% dos indivíduos (Pelaes, 2021).  

O risco de um indivíduo com declínio médio em desenvolver DRD foi 5,4 

vezes maior do que um indivíduo com declínio lento ou ausente e o risco de um 

indivíduo com declínio rápido desenvolver DRD foi 48 vezes maior do que um 

indivíduo com declínio lento ou ausente (Pelaes, 2021). Os fatores associados 

ao declínio rápido da função renal foram: pior controle glicêmico, maior excreção 

urinária de albumina, maior frequência de hipertensão arterial, neuropatia 

autonômica cardiovascular, hiperfiltração, DRD no início do seguimento e 

dislipidemia (elevação de CT, colesterol na lipoproteína de densidade baixa, 

LDLc e TG) (Pelaes, 2021). 

Ácidos graxos (AGL) e lipotoxicidade na doença renal diabética (DRD) 

Os AGL são transportados na circulação em associação à albumina e às 

lipoproteínas. A albumina é a principal proteína sérica que transporta AGL e sua 

estrutura, rica em domínios hidrofóbicos, garante grande plasticidade no 

transporte destes lípides, mesmo quando as concentrações plasmáticas destes 
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estão muito elevadas, como na descompensação diabética. Nas células, os 

receptores CD-36 (cluster of differentiation 36) atuam como translocases de 

AGL, favorecendo sua internalização. Além disso, diversas proteínas 

transportadoras de AGL, como os transportadores de ácidos graxos (FAT; fatty 

acid transportes) apresentam alto grau de seletividade na captação destes 

lípides (Anderson; Stahl, 2013).  

Na DRD, bem como em outros modelos de injúria glomerular, a albumina 

ligada aos AGL é filtrada, com elevada exposição às células do túbulo proximal. 

Nelas, a disponibilização de AGL ocorre após sua dissociação da molécula de 

albumina ou pela endocitose da albumina ou lipoproteínas. 

As células renais apresentam diferentes sensibilidades ao acúmulo de 

lípides frente a uma complexa rede regulatória que é estabelecida, determinada 

pelo tipo de ácido graxo e expressão seletiva de seus transportadores (Wang et 

al., 2023). Cerca de 70% a 80% dos AGL circulantes compreendem espécies 

saturadas (palmítico e esteárico) e monoinsaturado (oleico), os quais exercem 

ações distintas em vias de sinalização intracelular (Makinem et al. 2013). Na 

DRD prevalecem os AGL saturados de cadeia longa, os quais apresentam menor 

capacidade de esterificação com o glicerol para a formação de TG, o que 

favorece suas ações deletérias intracelulares. O acúmulo intracelular de 

derivados metabólicos dos AGL, como ceramidas, acilcarnitinas, acilCoA e 

diacilglicerol, vincula-se ao estabelecimento de estresse de retículo 

endoplamático, vias inflamatórias e oxidativas que favorecem lipotoxicidade e 

morte celular por lipoapoptose (Listenberger, L. L 2003; Kang et al. 2015). Estes 

metabólitos também induzem a ativação de proteínas cinases específicas que 

fosforilam o receptor de insulina e o substrato do receptor de insulina em 

resíduos de serina, em detrimento aos de tirosina. Isto compromete a cascata de 

sinalização da insulina, deflagrando e/ou perpetuando a resistência insulínica e 

dislipidemia na DRD.  

O modelo de lipotoxicidade tubular baseia-se no fluxo de AGL ao longo do 

podócito lesado e membrana basal glomerular, com captação posterior desses 

lípides por transportadores nas membranas apicais dos túbulos proximais. As 

células tubulares proximais utilizam os AGL como fonte primária de energia e 

apresentam elevada densidade mitocondrial. Entretanto, na DRD há aumento da 

demanda de AGL aliada ao prejuízo na função mitocondrial o que compromete 
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a beta oxidação e promove acúmulo de derivados que levam à lipotoxicidade 

(Kang et al. 2015; Herman-Edelstein et al. 2014; Proctor et al., 2006). Modelos 

de animais geneticamente modificados com indução ou restrição de beta 

oxidação e o tratamento com drogas que potencializam a oxidação mitocondrial 

de AGL demonstram o papel da metabolização de lípides como crucial à 

evolução da injúria renal na DRD (Noels et al., 2021)  

 Em podócitos, os AGL saturados deflagram lipotoxicidade e morte 

celular. O mesmo é observado em celulares tubulares renais, com evidência de 

aumento da produção mitocondrial de ROS e resposta inflamatória, vinculada à 

geração de prostaglandinas e outros mediadores inflamatórios e à apoptose 

(Sieber et al., 2010; Lennon et al., 2009).  

Na DRD, o acúmulo de AGL favoreceu o desenvolvimento de 

glomeruloesclerose, paralelamente ao aumento da expressão de genes que 

codificam para receptores envolvidos na captação de lipoproteína, como 

receptor de LDL nativa (receptor B-E) e modificada (receptor 1 de lipoproteína 

de baixa densidade oxidada (lectin-type oxidized LDL receptor ou LOX-1), e 

redução daqueles envolvidos na exportação do excesso de colesterol (proteínas 

cassete de ligação ao ATP A1, ABCA-1 e G1, ABCG1) e oxidação mitocondrial 

de AGL (Ueno.T et al,. 2003). Há também alteração na ativação da proteína de 

ligação ao elemento responsivo a esteróis (SREBP) que promove a transcrição 

de genes envolvidos na captação de colesterol e síntese de novo de colesterol 

e AGL (Sun et al.,2002; Wang et al., 2005). 

Cerca de 50% da captação dos AGL no túbulo proximal é mediada pela 

proteína transportadora de AGL 2 (FATP2) de alta afinidade e baixa capacidade. 

Em condições de injúria glomerular e elevada taxa de filtração de albumina 

complexada com AGL, esse transportador assume relevância nos processos de 

apoptose do epitélio tubular e atrofia (Khan et al, 2018). De fato, animais com 

nocaute do gene que codifica para a FATP2 apresentaram-se protegidos contra 

atrofia renal, prejuízo na TFGe e evolução da DRD o que, em parte, também foi 

devido à melhora da glicemia (Khan et al., 2020.). Inibidores de FATP2 previnem 

o acúmulo lipídico no epitélio tubular (Chen et al., 2020). O bloqueio do FATP2 

cursa com captação residual de AGL, graças à ação de outras FATP (como 

FATP3 e 4) e da molécula 1 de injúria renal (KIM-1) que também atua como 
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receptor scavenger de lipoproteínas modificadas e se associa à lipoapoptose de 

células tubulares renais (Ichimura et al., 2008). 

As FATP e as proteínas de ligação a AGL (FABP) são proteínas 

envolvidas no metabolismo de AGL e, portanto, desempenham papéis 

importantes na manutenção da homeostase lipídica. Embora ambas estejam 

envolvidas no transporte de AGL, elas têm funções diferentes. As FATP são 

proteínas transmembrânicas que transportam AGL através da membrana 

plasmática. Elas estão envolvidas na captação e absorção de AGL na célula e 

são encontradas em diversos tecidos do corpo, como no fígado, músculos e 

adipócitos. As FATP têm um papel importante no metabolismo de AGL e são 

reguladas por hormônios como a insulina e a leptina. Por outro lado, as FABP 

são proteínas solúveis no citosol que se ligam a AGL, auxiliando em seu 

direcionamento ao destino final dentro da célula. Elas estão envolvidas no 

transporte e armazenamento de AGL, e ajudam na regulação do seu 

metabolismo dentro da célula. As FABP são expressas em diversos tecidos, 

incluindo fígado, músculos e tecido adiposo. Embora as FATP e FABP tenham 

funções diferentes, elas compartilham algumas semelhanças em relação ao 

transporte de AGL. Além disso, ambas têm sido associadas a doenças 

metabólicas, como a obesidade e a resistência à insulina (Glatz et al., 2010). A 

concentração sérica de FABP1 e FABP2 é maior em indivíduos diabéticos com 

nefropatia, em comparação aqueles sem doença renal e se associa com 

marcadores subclínicos de aterosclerose (Abo El-Asrar et al., 2023). 

A hiperglicemia aumenta a expressão do receptor CD-36 (cluster of 

differentiation 36), via ativação da proteína cinase B ou AKT e receptor ativado 

por proliferadores de peroxissoma (PPAR) e, consequentemente, o maior aporte 

de AGL às células renais (Wang et al., 2023). Esses eventos favorecem a 

deposição lipídica tubular e lesão tubulointersticial (Herman-Edelstein et al. 

2014). A análise por microárea do tecido renal de humanos com DRD evidenciou 

elevada expressão de CD-36 no túbulo proximal, mediando a apoptose induzida 

por palmitato (Susztak et al., 2005). De outro lado, em camundongos com DRD, 

a expressão tubular de CD36 foi menor (Wilson, et al., 2019) e, em animais 

transgênicos com superexpressão de CD-36 não se observou fibrose intersticial 

(Kang et al., 2015). Sendo assim, a contribuição do CD36 para a atrofia tubular 
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em modelos de DRD é, ainda, incerta e pode estar relacionada à 

compartimentalização diferencial de gotículas lipídicas no meio intracelular. 

Interessante comentar que a dislipidemia que favorece a DRC também é 

instalada e/ou exacerbada de acordo com o declínio da função renal. A 

dislipidemia, de fato, é agravada pela perda urinária de proteínas e por 

modificações das proteínas por glicação e carbamoilação (Sun et al., 2017). O 

perfil lipídico estabelecido, conforme comentado anteriormente, cursa com 

elevação de TG, e também com partículas de LDL de menor tamanho e redução 

do conteúdo de colesterol nas lipoproteínas de densidade alta (HDL-colesterol). 

A redução de HDLc no plasma é atribuída à menor geração de partículas 

nascentes de HDL-c, em decorrência do prejuízo da metabolização de 

lipoproteínas ricas em TG, e à maior degradação de HDL, pelo complexo 

cubilina/megalina nos rins. A expressão tubular de cubilina e megalina varia em 

diversas nefropatias que cursam com diferentes estádios de excreção urinária 

de albumina (Sun et al., 2017).  

A albumina, à semelhança da HDL, é removida pelo complexo 

cubilina/megalina nos túbulos renais, podendo contribuir para efeitos tóxicos, 

embora este seja um aspecto pouco explorado (Baines et al., 2019; Nielsen et 

al., 2016). O papel da albumina modificada por glicação ou por carbamoilação 

tem sido evidenciado em células intimamente relacionadas à homeostase 

lipídica no organismo, embora sua contribuição como fonte de AGL não esteja, 

ainda, caracterizada.  
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Figura 1. Lipotoxicidade no túbulo proximal. A lipotoxicidade em células do 
túbulo proximal ocorre devido ao maior aporte de AGL advindos da circulação e 
seu acúmulo intracelular. Os AGL complexados à albumina atravessam a 
barreira glomerular, sendo captados pelo epitélio tubular proximal, após 
dissociação da albumina, por meio dos transportadores de AGL (FATP2, KIM-1, 
e CD-36, principalmente).  Intracelularmente os AGL são direcionados pelas 
FABP. O complexo albumina-AGL pode ser captado pelo pelos receptores 
cubilina/megalina. A sobrecarga celular de AGL induz a formação de derivados 
metabólicos, como ceramidas, diacilglicerol e acilCoA, os quais medeiam a 
lipotoxicidade, com morte celular e atrofia tubular. Isto é em grande parte 
determinado pela redução da re-esterificação de AGL e o depósito de TG na 
gotícula lipídica. Além disso, há diminuição da beta oxidação mitocondrial, aliada 
à maior síntese de lípides, por maior ativação da proteína de ligação ao elemento 
responsivo a esterol (SREBP).  
 

Em um estudo conduzido por (Cobbs et, al.,2018), evidenciou-se que a 

sobrecarga de ácido palmítico, em animais com DM, aumentou a expressão e 

clivagem da citocina pró-inflamatória. O estudo também demonstrou que a 

exposição direta aos AGL em células renais NRK-52E estimulou a expressão e 

clivagem da osteopontina, o que pode contribuir para a inflamação intersticial e 
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agravamento da lesão tubular na doença renal proteinúrica. (Chem e cols 2018), 

observaram deposição de lípides e apoptose em células renais tubulares HK-2, 

mediante tratamento com ácido palmítico (200 μmol/L por 24h).  

De outro lado, evidenciou-se uma ação benéfica dos de AGL de cadeia 

curta, administrados oralmente à camundongos com DM, refletida pela melhora 

da autofagia e redução da fibrose renal. Esses eventos foram vinculados à 

inibição de histonas desacetilases e à regulação positiva da enzima ULK1, 

associada à autofagia (Ma X, Wang, 2022).  

Produtos de glicação avançada (AGE) e doença renal diabética 

Os AGE são formados em grande quantidade na presença de 

hiperglicemia; embora tenham sua geração intensificada frente ao prejuízo da 

função renal, por si. A glicose e outros açúcares redutores interagem com 

resíduos de lisina e arginina das proteínas e com a porção amino terminal de 

alguns fosfolípides e ácidos nucleicos. A reação inicial é lenta, com a formação 

de uma base de Schiff. Gradualmente, ela progride para um produto Amadori 

mais estável e, posteriormente para reação irreversível que culmina na geração 

dos AGE. Intermediários dos AGE são gerados, em sua maioria, por vias 

oxidativas, o que incrementa a reação na doença renal frente à redução de 

defesas antioxidantes. Além disso, na DRC há prejuízo na depuração de 

intermediários da reação de glicação, o que acarreta maior formação de AGE, 

independentemente da hiperglicemia (Singh et al., 2014; Barbosa et al., 2008, 

Santana MFM et, al. 2020) 

Os AGE alteram proteínas da matriz extracelular, comprometendo sua 

estrutura e função. Em particular, isso se vincula ao espessamento de 

membranas glomerulares, alteração na membrana podocitária e aumento de 

citocinas inflamatórias relacionadas à fibrose renal (Thieme et al., 2016; Brennan 

et al., 2021). Intracelularmente, os AGE são formados pelo maior fluxo de glicose 

na via glicolítica, o que acarreta maior fluxo de elétrons na cadeia respiratória 

mitocondrial e escapa de ROS. Em consequência, há aumento da atividade da 

poli ADP ribose polimerase (PARP), enzima que auxilia no reparo à quebra de 

fita simples da molécula do DNA. De outro lado, a PARP modifica, por 

ribosilação, a gliceraldeido 3 fosfato desidrogenase, comprometendo o fluxo ao 

longo da via glicolítica e favorecendo o desvio de substratos que geram 
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metilglioxal. Este oxoaldeído é cerca de 300 vezes mais reativo que a glicose, 

promovendo a rápida geração intracelular de AGE (Vlassara et al. 2014; Ahmed 

et al., 2002). Os AGEs exacerbam o insulto oxidativo, criando um ciclo vicioso 

que perpetua o estresse glicoxidativo e as complicações resultantes. Glicação 

avançada e estresse oxidativo promovem modificações epigenéticas que 

alteram a expressão de genes e se associam à fisiopatologia da DRD (Vistoli et 

al., 2013).  

Os AGE são reconhecidos por diversos receptores celulares, dos quais 

se destaca o receptor para produto de glicação avançada, codificado pelo gene 

AGER (RAGE). Ele é expresso em diferentes tipos celulares, mas 

particularmente em células mesangiais e podócitos. A interação AGE-RAGE 

promove a ativação da NADPH oxidase, com geração de ROS e ativação do 

fator nuclear KB (NFKB) que promove a transativação de genes inflamatórios e 

do próprio AGER. A ativação do RAGE também promove a expressão de 

componentes do sistema renina angiotensina aldosterona, que aumentam o 

insulto oxidativo e o dano renal (Wu et al., 2023). Há uma convergência entre a 

sinalização do RAGE e do receptor toll like 4 (TLR-4) que apresenta o 

lipopolissacarídeo bacteriano (LPS) como principal ligante.  Ela é mediada pela 

ativação de TIRAP/MyD88 que promovem a ativação da proteína cinase ativada 

por mitógenos (MAPK) e NFKB. Estas vias também favorecem a morte celular 

por apoptose, graças à ativação do fator ativador de transcrição 4 (ATF4) e fator 

ativador de transcrição 6 (ATF6) (Figura 2). Produtos de glicação avançada 

sensibilizam macrófagos à estimulação inflamatória por meio do eixo LPS/TLR-

4 (Okuda et al., 2012; Minanni et al., 2021), embora em algumas linhagens e 

modelos celulares especula-se que possa induzir tolerância ao LPS. A 

contribuição exata dos eventos de sensibilização e tolerância ao LPS induzidas 

pelos AGE ainda não estão completamente elucidadas, mas podem assumir 

importância na modulação da inflamação que norteia a injúria renal. 

Em células renais, também é descrita a expressão do receptor AGER1 

que se contrapões à sinalização deletéria do RAGE, por favorecer a expressão 

de genes que codificam para proteínas antioxidantes. Assim, embora não haja 

comprovação em modelos animais ou em humanos, é provável que o balanço 

entre a expressão de RAGE e AGER1 contribua para o desfecho na sinalização 
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dos AGE e as vias que modulam a glicotoxicidade e evolução da DRD (Feng et 

al. 2020; Eleftheriadis et al., 2020). 

Os AGE ainda prejudicam a sinalização insulínica no DM2, agravando os 

distúrbios na homeostase glicêmica (Pinto-Junior, D.C. et al 2018; Da Silva et 

al.,2017) e afetam adversamente o metabolismo de lípides e lipoproteínas nos 

compartimentos plasmático e tecidual (Wu et al., 2023). Sendo assim, participam 

do desenvolvimento da DRD pela modulação de vários contribuintes de injúria 

renal. 

A albumina modificada por glicação avançada (albumina-AGE), 

administrada cronicamente a ratos saudáveis, aumentou a razão 

proteína/creatinina, a área glomerular, o infiltrado macrofágico, o conteúdo de 

AGE e a expressão de genes oxidativos, inflamatórios e apoptóticos no rim 

(Thieme et al., 2016).  Além disso, a albumina-AGE, alterou o perfil de metilação 

de histonas e a expressão do microRNA-29a, o que, potencialmente, deve 

favorecer a injúria glomerular e disfunção de podócitos (Thieme et al. 2021). 
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Figura 2. Eixo AGE-RAGE-TLR4 na indução de inflamação. Os AGE 
interagem com o RAGE promovendo a liberação de espécies reativas de 
oxigênio (ROS) pelo sistema NADPH oxidase e mitocondrial. Juntamente com a 
ativação da proteína cinase ativada por mitógenos (MAPK), as ROS ativam o 
fator nuclear KB (NF-KB) que promove a transativação de genes relacionados à 
resposta inflamatória. Além disso, os AGE interagem com o receptor toll like 4 
(TLR4) que apresenta via de sinalização inflamatória convergente ao RAGE, via 
TIRAP/MyD88 (proteína adaptadora contendo domínio do receptor toll- 
Interleucina 1/fator de diferenciação mieloide 88) e proteína cinase C (PKC). O 
NFKB também promove a transativação de genes que codificam para os fatores 
ATF6 (fator ativador de transcrição 6) e ATF4 (fator ativador de transcrição 4) 
relacionados à morte celular por apoptose. (Volpe, et al 2018; Kay et al 2016)
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JUSTIFICATIVA e HIPÓTESE 

 

A dislipidemia é um fator contribuinte para a perda da função renal e 

progressão da DRD. Particularmente, os TG apresentam associação com o 

declínio da função renal (Muntner et al., 2000; Tong L, Adler SG. 2017) o que é 

observado para incrementos da trigliceridemia dentro da faixa de normalidade. 

Além disso, a concentração plasmática de TG é apontada como preditora ao 

desenvolvimento de proteinúria, independentemente do colesterol total e LDLc 

(Tozawa et al., 2002). A lipotoxicidade renal, induzida pelo acúmulo de AGL, 

principalmente saturados de cadeia longa, é apontada como um dos 

mecanismos chave para a lipoapoptose associada à injúria renal no DM (Khan 

S et al, 2014, Cobbs et al 2019). A albumina é a principal transportadora de AGL 

e disponibiliza estes lípides às células o que, quando em excesso, vincula-se à 

doença tubulointersticial. Neste cenário, observa-se que derivados de AGL, 

como ceramidas, diacilglicerol e acilCoA, se associam à atrofia tubular, fibrose 

intersticial e progressão da DRD. Isto ocorre, em grande parte, devido à indução 

de estresse de retículo endoplasmático e aumento do estresse inflamatório e 

oxidativo. Produtos de glicação avançada encontram-se elevados no DM e DRC 

e induzem estresse oxidativo e inflamatório por meio da ativação do sistema 

RAGE-TLR-4. No DM, os AGE contribuem para a lesão glomerular com aumento 

da carga filtrada de albumina-AGE ao compartimento tubular. 

  A exata compreensão dos AGL e AGE para fisiopatologia da DRD em 

humanos é limitada pela impossibilidade de obtenção rotineira de amostras a 

partir de biópsias renais. Desta forma, a utilização de linhagens de células 

tubulares renais representa uma importante ferramenta para compreensão do 

papel de metabólitos prevalentes no DM que contribuem para a injuria celular.  

Nossa hipótese é de que os AGL - palmítico e oleico -  e os AGE possam 

atuar sinergicamente, sensibilizando células tubulares proximais ao insulto 

inflamatório basal e promovido por LPS. Ela se baseia na premissa de que o 

tráfego tubular de albumina enriquecida em AGL possa favorecer o aporte destes 

lípides às células tubulares, que conjuntamente à maior geração de AGE, 

deflagre vias inflamatórias, com aumento da produção de interleucina 6 (IL-6) e 

interleucina 1 beta (IL-1beta), que contribuam para a gênese e evolução da DRD. 
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OBJETIVO 

 

Avaliar em linhagem de células tubulares proximais humanas (HK-2) o 

efeito do tratamento com albumina controle ou modificada por glicação 

avançada (albumina-AGE), complexadas com concentrações crescentes de 

ácido palmítico e oleico, sobre a viabilidade celular e sensibilização à 

inflamação na ausência ou presença de insulto com LPS. 
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MATERIAIS E MÉTODOS  

Preparo de albumina modificada por glicação avançada 

Albumina modificada por glicação avançada (albumina-AGE) foi 

preparada mediante incubação de 40 mg de albumina bovina isenta em AGL 

(Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha) com solução recém preparada de 

glicoaldeído 10 mM (GAD; Sigma-Aldrich, Fluka-Buchs, Alemanha) dissolvido 

em tampão fosfato (PBS; NaCl 137 mmol/L; Na2HPO4 4 mmol/L; KCl 2 mmol/L; 

K2PO4 1 mmol/L; pH 7,4) contendo ácido etileno diaminotetracético EDTA (ph 

7,4). A albumina controle foi preparada apenas na presença de PBS com EDTA. 

Todas as incubações foram realizadas em condições estéreis, atmosfera de 

nitrogênio, banho de água a 37°C, com agitação, durante 4 dias, no escuro. Em 

seguida, as amostras foram dialisadas contra PBS com EDTA e esterilizadas em 

filtro de 0,22 μm. A concentração de proteína das amostras foi determinada pelo 

método de Lowry et al. (1951). 

Complexação de albumina com ácidos graxos  

Ácido graxo palmítico (C16:0; P0500/Sigma-Aldrich Steinheim, 

Alemanha) e oleico (C18:1; O1383 -/ Sigma-Aldrich Steinheim, Alemanha), 

diluídos em etanol, foram complexados a 1 g de albumina controle ou albumina 

modificada por glicação (AGE) nas concentrações de 0,1mM, 0,25mM e 0,5mM. 

O preparo foi realizado em meio de cultura contendo baixa concentração de 

glicose (DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium/Gibco, Estados Unidos), com 

rápida agitação em vórtex e incubação em banho maria à 37°C por 1h.  

Cultura de células tubulares proximais (HK-2) 

Células do epitélio renal embrionário humano (HK-2; ATCC, CRL-2190) 

foram gentilmente cedidas pelo Professor Dr. Niels Olsen Câmara do Laboratório 

de Nefrologia da Universidade Federal de São Paulo. Constituem uma linhagem 

de células tubulares proximais derivadas de rim normal, imortalizadas por 

transdução com genes E6/E7 do vírus do papiloma humano 16 (HPV-16), com 

crescimento dependente do fator de crescimento epidérmico. As células HK-2 

retêm fenótipo positivo para fosfatase alcalina, gama glutamiltranspeptidase, 

leucina aminopeptidase, fosfatase ácida, citoqueratina, integrina alfa 3- beta 1 e 

fibronectina, e negativo para antígeno relacionado ao fator VIII, antígeno 6.19 e 



19 
 

endopeptidase CALLA). Além disso apresentam características funcionais, entre 

elas o transporte de glicose dependente de Na+/sensível à florizina, indicativas 

de células tubulares proximais bem diferenciadas (Ryan et al, 1994).  

O cultivo celular foi realizado em garrafas 75cm2 com meio de cultura 

DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de 

penicilina/estreptomicina (Gibco, Estados Unidos). O cultivo foi realizado a 37º C 

em atmosfera umidificada e controlada à 5% de CO2, sendo o meio trocado em 

dias alternados. Após atingir confluência, as células foram descoladas com 

tripsina 0,25% (Gibco) e a contagem realizada com trypan blue. Para os 

experimentos, 3x 106 células foram cultivadas em placas de 24 wells com 

tratamento com albumina não glicada (controle) ou albumina modificada por 

glicação avançada (albumina-AGE) complexada com diferentes concentrações 

de ácido palmítico ou oleico, durante 48h (Figura 3). Em algumas condições, 

após o tratamento com albumina controle ou AGE, as células foram lavadas e 

incubadas, por 24h, com LPS (1µg/mL) (Figura 4). O meio de cultura foi recolhido 

e congelado a -80ºC para posterior determinação de citocinas. A concentração 

de proteína celular foi determinada pelo método de Lowry et al, (1951), após 

lavagem dos poços das placas com PBS e incubação com NaOH 0,2 N por 2 h. 

Viabilidade celular – determinação de lactato desidrogenase 

O meio de cultura celular foi removido após os diferentes tratamentos para 

avaliar a liberação de lactato desidrogenase (LDH), que indica a citotoxicidade. 

Este teste foi realizado usando o kit CyQUANTTM LDH Cytotoxicity Assay da 

(Invitrogen, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos). Resumidamente, o 

ensaio avalia a atividade da enzima LDH liberado ao meio de cultura, como um 

indicador de citotoxicidade. Danos à membrana celular liberam LDH citosólica 

para o meio de cultura, que é avaliado por meio de uma reação enzimática em 

que a LDH catalisa a conversão de lactato em piruvato, reduzindo NAD+ em 

NADH. A oxidação resultante do NADH pela diaforase leva à redução do sal 

tetrazólico para um produto de formazan, que pode ser medido por 

espectrofotometria. A quantidade de formazan gerado é proporcional à 

quantidade de LDH liberada no meio de cultura. 
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Determinação da concentração de IL-1beta e IL-6 

A concentração de IL-6 e IL-1 beta no meio de cultura foi determinada por 

ELISA (kit Duo Set ELISA Development System, R&D System,Human, 

Minnesota , Estados Unidos;  IL-6 e IL-1 beta Duo Set – R&D Systems, 

Minnesota , Estados Unidos). Anticorpos de captura das citocinas de interesse 

(IL-6 e IL-1 beta) foram diluídos em solução salina tamponada com fosfato (PBS) 

e, em seguida, 100 μL dessa solução foram adicionados a cada poço da placa. 

Após 12 h de incubação, a placa foi lavada com tampão de lavagem para 

remover o excesso de anticorpos. Posteriormente, a placa foi bloqueada com 

tampão específico pelo kit, por 1 h. Após uma nova lavagem com tampão, foram 

adicionados 100 μl das amostras previamente diluídas nos poços, com 

incubação por 2 h, para permitir a ligação da citocina presente nas amostras com 

o anticorpo de captura. O excesso de amostra foi removido por lavagens 

adicionais, e então foi introduzido o anticorpo de detecção. Após 2 h de 

incubação, a peroxidase e seu substrato, estreptavidina, foram adicionados aos 

poços, com incubação na ausência de luz, por 20 min. A reação foi encerrada 

com a adição de ácido sulfúrico (H2SO4), e a densidade óptica de cada poço 

medida por espectrofotômetro (545 nm). A concentração de IL-6 e IL-1 beta foi 

corrigida por miligrama de proteína celular. 
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Figura 3 – Protocolo experimental. Tratamento das células HK-2 com albumina 
controle ou albumina-AGE complexadas a concentrações crescentes de ácido 
palmítico ou oleico (48h) para determinação da viabilidade celular e produção de 
citocinas inflamatórias. 
 

 

Figura 4 – Protocolo experimental. Tratamento das células HK-2 com albumina 
controle ou albumina-AGE complexadas a concentrações crescentes de ácido 
palmítico ou oleico (48h), seguido do desafio com LPS (24h) para determinação 
da viabilidade celular e produção de citocinas inflamatórias. 
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ANÁLISE ESTATÍSTICA  

 

Para a análise estatística, foi utilizado o programa GraphPad Prism 8.0.2 

(GraphPad Softwares, EUA). As comparações entre os grupos foram realizadas 

pelo teste de Kruskal-Wallis ou Mann-Whitney. Foram consideradas significantes 

as situações nas quais o nível descritivo de significância foi menor a 5% (p < 

0,05). 
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RESULTADOS 

 

Albumina controle e albumina-AGE complexadas com ácidos graxos em 

diferentes concentrações (0,1mM, 0,25 mM e 0,5 mM) foram incubadas com 

células HK-2, as quais foram posteriormente desafiadas com LPS. Menor 

liberação de LDH foi observada nas incubações com albumina controle 

complexada ácido palmítico 0,5mM em comparação à incubação com ácido 

palmítico 0,1 mM, ambos seguidos de LPS. Nas demais condições não houve 

alteração na viabilidade celular (Figura 5).  

 

Figura 5 – Viabilidade das células HK-2 tratadas com albumina controle 
apenas ou complexada com diferentes concentrações de ácido palmítico 
seguindo-se tratamento na ausência ou presença de LPS.   
Células da linhagem HK-2 foram tratadas com albumina controle (1mg/mL) 
apenas ou complexada com concentrações crescentes de ácido palmítico 
(0,1mM 0,25 mM e 0,5 mM), por 48h. Após lavagem, as células foram incubadas 
na ausência ou presença LPS (1µg/mL), por 24h (n = 6). O meio de cultura foi 
recolhido e a viabilidade celular, inferida pela concentração de lactato 
desidrogenase (LDH). Os resultados estão apresentados em mediana. As 
comparações foram feitas pelo teste de Kruskall-Wallis.  

 

Nas incubações com albumina-AGE complexada com ácido palmítico, 

observou-se maior liberação de LDH na concentração de 0,25 mM na ausência 

e presença de LPS em comparação à situação controle e albumina-AGE com 

0,1 mM de ácido palmítico (Figura 6). 
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Figura 6 – Viabilidade das células HK-2 tratadas com albumina-AGE apenas 
ou complexada com diferentes concentrações de ácido palmítico, 
seguindo-se tratamento na ausência ou presença de LPS.  
Células da linhagem HK-2 foram tratadas com albumina-AGE apenas (1mg/mL) 
ou complexada com concentrações crescentes de ácido palmítico (0,1mM 
0,25mM e 0,5mM), por 48h. Após lavagem, as células foram incubadas na 
ausência ou presença LPS (1µg/mL), por 24h (n = 6). O meio de cultura foi 
recolhido e a viabilidade celular, inferida pela concentração de lactato 
desidrogenase (LDH). Os resultados estão apresentados em mediana. As 
comparações foram feitas pelo teste de Kruskall-Wallis.  
 

Não se observou efeito do ácido graxo palmítico, nas concentrações de 

0,1mM e 0,25 mM, sobre a produção de IL-6, quando este foi complexado à 

albumina controle (Figura 7). Entretanto, a incubação com albumina controle 

complexada com ácido palmítico 0,5 mM reduziu a secreção de IL-6 em 

comparação à situação controle (ausência de ácidos graxo). O desafio com LPS 

induziu maior produção de IL-6 em todas as condições experimentais, conforme 

esperado por esta clássica estimulação inflamatória. Entretanto, este efeito não 

foi observado mediante incubação prévia com albumina controle complexada 

com ácido palmítico 0,5 M (Figura 7). 
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Figura 7 – Concentração de IL-6 no meio de cultura de células HK-2 tratadas 
com albumina controle complexada com diferentes concentrações de 
ácido palmítico, seguindo-se incubação na ausência ou presença de LPS. 
Células da linhagem HK-2 foram tratadas com albumina controle (1mg/mL) 
apenas ou complexada com concentrações crescentes de ácido palmítico 
(0,1mM 0,25mM e 0,5mM), por 48h. Após lavagem, as células foram incubadas 
na ausência ou presença LPS (1µg/mL), por 24h (n = 6). O meio de cultura foi 
recolhido e a concentração de IL-6 determinada por ELISA.  Os resultados estão 
apresentados em mediana. As comparações foram feitas pelo teste de Kruskall-
Wallis ou Mann-Whitney.  

 

Na figura 8, observa-se que nas incubações realizadas com albumina-

AGE complexada com ácido palmítico 0,25mM, seguido de LPS houve elevação 

da secreção de IL-6 em comparação à situação controle. Também houve maior 

liberação de IL-6 nas incubações com albumina-AGE com incubação com ácido 

palmítico 0,25mM na ausência de LPS em comparação à condição com ácido 

palmítico 0,1mM. O desafio com LPS elevou a produção de IL-6, com exceção 

das células incubadas previamente albumina-AGE complexada com ácido 

palmítico 0,5mM, onde a ação do LPS foi abolida. 
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Figura 8 - Concentração de IL-6 no meio de cultura de células HK-2 tratadas 
com albumina-AGE complexada com diferentes concentrações de ácido 
palmítico, seguindo-se incubação na ausência ou presença de LPS. Células 
da linhagem HK-2 foram tratadas com albumina-AGE apenas (1mg/mL) ou 
complexada com concentrações crescentes de ácido palmítico (0mM, 0,1mM 
0,25mM e 0,5mM), por 48h. Após lavagem, as células foram incubadas na 
ausência ou presença LPS (1 µg/mL), por 24h (n = 6). O meio de cultura foi 
recolhido e a concentração de IL-6 determinada por ELISA.  Os resultados estão 
apresentados em mediana. As comparações foram feitas pelo teste de Kruskall-
Wallis ou Mann-Whitney. 
 

Comparando-se albumina controle e albumina-AGE, observa-se na figura 

9 que a albumina-AGE na ausência de ácidos graxos e complexada com 0,1mM 

de ácido palmítico reduziu a secreção de IL-6 em comparação à respectiva 

albumina controle. Além disso, a secreção de IL-6, após desafio com LPS, foi 

menor nas incubações com albumina-AGE isoladamente e complexada com 

ácido palmítico 0,1mM.  
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Figura 9 - Concentração de IL-6 no meio de cultura de células HK-2 tratadas 
com albumina controle ou AGE complexadas com diferentes 
concentrações de ácido palmítico, seguindo-se incubação na ausência ou 
presença de LPS. Células da linhagem HK-2 foram tratadas com albumina 
controle ou AGE (1mg/mL) apenas ou complexadas com concentrações 
crescentes de ácido palmítico (0,1mM 0,25mM e 0,5mM), por 48h. Após 
lavagem, as células foram incubadas na ausência ou presença LPS (1µg/mL), 
por 24h (n = 6). O meio de cultura foi recolhido e a concentração de IL-6 
determinada por ELISA.  Os resultados estão apresentados em mediana. As 
comparações entre os tratamentos com albumina controle e AGE foram feitas 
pelo teste de Mann-Whitney.  
 

A secreção de IL-1 beta foi maior nas incubações com albumina controle 

complexada com ácido palmítico 0,1mM e 0,5mM, sem LPS, em comparação à 

condição basal (ausência de ácido graxo) (Figura 10). Após estimulação com 

LPS a secreção de IL-1 beta aumentou em todas as incubações, tendo sido 

potencializada na presença de ácido palmítico 0,5mM em comparação à 

condição basal sem ácido graxo (Figura 11). 
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Figura 10 - Concentração de IL-1 beta no meio de cultura de células HK-2 
tratadas com albumina controle complexada com diferentes concentrações 
de ácido palmítico, seguindo-se incubação na ausência ou presença de 
LPS. Células da linhagem HK-2 foram tratadas com albumina controle apenas 
(1mg/mL) ou complexada com concentrações crescentes de ácido palmítico 
(0,1mM 0,25mM e 0,5mM), por 48h. Após lavagem, as células foram incubadas 
na ausência ou presença LPS (1µg/mL), por 24h (n = 6). O meio de cultura foi 
recolhido e a concentração de IL-1 beta determinada por ELISA.  Os resultados 
estão apresentados em mediana. As comparações foram feitas pelo teste de 
Kruskall-Wallis ou Mann-Whitney. 
 

Na figura 11, observa-se que a albumina-AGE complexada com ácido 

palmítico 0,5mM aumentou a secreção de IL-1 beta em comparação à condição 

controle e 0,1mM. O insulto com LPS aumentou a produção de IL-1 beta em 

todas as condições experimentais. O efeito de potencialização da ação do LPS 

foi observado com ácido palmítico 0,25mM e 0,5 mM quando complexado à 

albumina-AGE, em comparação à condição controle. A incubação com ácido 

palmítico 0,5mM também resultou em maio liberação de IL-1 beta em 

comparação à concentração de 0,1mM. 
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Figura 11 - Concentração de IL-1 beta no meio de cultura de células HK-2 
tratadas com albumina-AGE complexada com diferentes concentrações de 
ácido palmítico, seguindo-se incubação na ausência ou presença de LPS. 
Células da linhagem HK-2 foram tratadas com albumina-AGE apenas (1mg/mL) 
ou complexada com concentrações crescentes de ácido palmítico (0,1mM 
0,25mM e 0,5mM), por 48h. Após lavagem, as células foram incubadas na 
ausência ou presença LPS (1µg/mL), por 24h (n = 6). O meio de cultura foi 
recolhido e a concentração de IL-1 beta determinada por ELISA.  Os resultados 
estão apresentados em mediana. As comparações foram feitas pelo teste de 
Kruskall-Wallis ou Mann-Whitney. 
 

Novamente, comparando-se albumina controle e albumina-AGE, 

observa-se na figura 12 que a albumina-AGE, na ausência de ácidos graxos e 

complexada com 0,1mM de ácido palmítico, reduziu a secreção de IL-1 beta, à 

semelhança do que ocorreu com a IL-6. Além disso, a secreção de IL-6, após 

desafio com LPS, foi menor nas incubações com albumina-AGE isoladamente e 

complexada com ácido palmítico 0,1mM e 0,5mM. 
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Figura 12 - Concentração de IL-1 beta no meio de cultura de células HK-2 
tratadas com albumina controle ou AGE complexadas com diferentes 
concentrações de ácido palmítico, seguindo-se incubação na ausência ou 
presença de LPS. Células da linhagem HK-2 foram tratadas com albumina 
controle ou AGE apenas (1mg/mL) ou complexadas com concentrações 
crescentes de ácido palmítico (0,1mM 0,25mM e 0,5mM), por 48h. Após 
lavagem, as células foram incubadas na ausência ou presença LPS (1µg/mL), 
por 24h (n = 6). O meio de cultura foi recolhido e a concentração de IL-1 beta 
determinada por ELISA.  Os resultados estão apresentados em mediana. As 
comparações entre os tratamentos com albumina controle e AGE foram feitas 
pelo teste de Mann-Whitney.  
 

As incubações de albumina controle ou AGE complexadas com ácido 

oleico foram realizadas apenas na concentração de 0,1mM, devido ao 

desprendimento de células da placa quando foram utilizadas maiores 

concentrações deste ácido graxo. Na figura 13, observa-se que a albumina 

controle complexada com ácido oleico, seguida de LPS, reduziu a liberação de 

LDH em comparação ao tratamento com albumina controle sem este ácido graxo 

e albumina controle complexada com ácido oleico na ausência de LPS. 
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Figura 13 – Viabilidade das células HK-2 tratadas com albumina controle 
apenas ou complexada com ácido oleico 0,1mM, seguindo-se tratamento 
na ausência ou presença de LPS.   
Células da linhagem HK-2 foram tratadas com albumina controle apenas 
(1mg/mL) ou complexada 0,1mM de ácido oleico, 48h. Após lavagem, as células 
foram incubadas na ausência ou presença LPS (1µg/mL), por 24h (n = 6). O meio 
de cultura foi recolhido e a viabilidade celular, inferida pela concentração de 
lactato desidrogenase (LDH).  Os resultados estão apresentados em mediana. 
As comparações foram feitas pelo teste de Kruskall-Wallis.  
 

Nas incubações com albumina-AGE houve redução na liberação de LDH 

nas incubações com ácido oleico 0,1mM na ausência e presença de LPS, em 

comparação à condição basal (ausência de ácidos graxo). (Figura 14).  
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Figura 14 – Viabilidade das células HK-2 tratadas com albumina-AGE 
apenas ou complexada com ácido oleico 0,1mM, seguindo-se tratamento 
na ausência ou presença de LPS.   
Células da linhagem HK-2 foram tratadas com albumina-AGE apenas (1mg/mL) 
ou complexada 0,1mM de ácido oleico, 48h. Após lavagem, as células foram 
incubadas na ausência ou presença LPS (1µg/mL), por 24h (n = 6). O meio de 
cultura foi recolhido e a viabilidade celular, inferida pela concentração de lactato 
desidrogenase (LDH). Os resultados estão apresentados em mediana. As 
comparações foram feitas pelo teste de Kruskall-Wallis.  
 

A secreção de IL-6 pelas células HK-2 foi maior após tratamento com 

albumina controle complexada com 0,1mM de ácido oleico, com ou sem 

exposição ao LPS, em comparação à condição basal (sem ácido graxo e sem 

LPS). O insulto com LPS resultou em maior secreção de IL-6 em nas incubações 

com albumina controle na ausência de ácido oleico (Figura 15). 

 

Figura 15 – Concentração de IL-6 no meio de cultura de células HK-2 
tratadas com albumina controle complexada com ácido oleico, seguindo-
se incubação na ausência ou presença de LPS. Células da linhagem HK-2 
foram tratadas com albumina controle (1mg/mL) apenas ou complexada com 
0,1mM de ácido oleico, por 48h. Após lavagem, as células foram incubadas na 
ausência ou presença LPS (1µg/mL), por 24h (n = 6). O meio de cultura foi 
recolhido e a concentração de IL-6 determinada por ELISA. Os resultados estão 
apresentados em mediana. As comparações foram feitas pelo teste de Kruskall-
Wallis ou Mann-Whitney. 
 

Na figura 16, observa-se o mesmo perfil de resposta, com maior secreção 

de IL-6 pelas células incubadas com albumina-AGE complexada com ácido 
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oleico 1mM e LPS em comparação à condição sem LPS. Além disso, a 

incubação com albumina controle complexada ao ácido oleico, seguida de 

exposição ao LPS, aumentou IL-6 em comparação à incubação sem ácido graxo 

e sem LPS. 

 

Figura 16 - Concentração de IL-6 no meio de cultura de células HK-2 
tratadas com albumina-AGE complexada com ácido oleico, seguindo-se 
incubação na ausência ou presença de LPS. Células da linhagem HK-2 foram 
tratadas com albumina-AGE (1mg/mL) apenas ou complexada com 0,1mM de 
ácido oleico, por 48h. Após lavagem, as células foram incubadas na ausência ou 
presença LPS (1µg/mL), por 24h (n = 6). O meio de cultura foi recolhido e a 
concentração de IL-6 determinada por ELISA. Os resultados estão apresentados 
em mediana. As comparações foram feitas pelo teste de Kruskall-Wallis ou 
Mann-Whitney. 
 
 

Na figura 17, nota-se que a secreção de IL-6 foi menor após incubação 

com albumina-AGE complexada com ácido oleico na ausência de LPS em 

comparação à albumina controle. 

0

50

100

150

200

250

Albumina AGE (1 mg/mL) + + + +

Ácido Oleico (mM) 00 0,10,1

LPS (1µg/mL) +- +-

P  = 0,024

P  = 0,003

IL
-6

 

(p
g
/m

g
 d

e
 p

ro
te

ín
a
) 

P = 0,016



34 
 

 
Figura 17 - Concentração de IL-6 no meio de cultura de células HK-2 
tratadas com albumina controle ou AGE complexadas com ácido oleico, 
seguindo-se incubação na ausência ou presença de LPS. Células da 
linhagem HK-2 foram tratadas com albumina controle ou AGE (1mg/mL) apenas 
ou complexadas com 0,1mM de ácido oleico, por 48h. Após lavagem, as células 
foram incubadas na ausência ou presença LPS (1µg/mL), por 24h (n = 6). O meio 
de cultura foi recolhido e a concentração de IL-6 determinada por ELISA. Os 
resultados estão apresentados em mediana. As comparações foram feitas pelo 
teste de Mann-Whitney. 

 

A secreção de IL-1 beta foi semelhante entre as diferentes incubações 

das células HK-2 com albumina controle (Figura18). 

 

.Figura 18 – Concentração de IL-1 beta no meio de cultura de células HK-2 

tratadas com albumina controle complexada com ácido oleico, seguindo-

se incubação na ausência ou presença de LPS. Células da linhagem HK-2 

foram tratadas com albumina controle (1mg/mL) apenas ou complexada com 
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0,1mM de ácido oleico, por 48h. Após lavagem, as células foram incubadas na 

ausência ou presença LPS (1µg/mL), por 24h (n = 6). O meio de cultura foi 

recolhido e a concentração de IL-1 beta determinada por ELISA. Os resultados 

estão apresentados em mediana. As comparações foram feitas pelo teste de 

Kruskall-Wallis ou Mann-Whitney. 

 

Quando submetidas ao tratamento com albumina-AGE complexada com 

ácido oleico, as células HK-2 produziram maior quantidade de IL-1 beta em 

comparação ao tratamento com albumina controle sem ácido graxo, com LPS 

em ambas as condições (Figura 19). 

 

Figura 19 – Concentração de IL-1 beta no meio de cultura de células HK-2 

tratadas com albumina-AGE complexada com ácido oleico, seguindo-se 

incubação na ausência ou presença de LPS. Células da linhagem HK-2 foram 

tratadas com albumina-AGE (1mg/mL) apenas ou complexada com 0,1mM de 

ácido oleico, por 48h. Após lavagem, as células foram incubadas na ausência ou 

presença LPS (1µg/mL), por 24h (n = 6). O meio de cultura foi recolhido e a 

concentração de IL-1 beta determinada por ELISA. Os resultados estão 

apresentados em mediana. As comparações foram feitas pelo teste de Kruskall-

Wallis ou Mann-Whitney. 

 

A concentração de IL-1 beta foi maior no meio de cultura das células tratadas 

com albumina-AGE complexada com ácido graxo e LPS em comparação à 

albumina controle (Figura 20). 
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Figura 20 – Concentração de IL-1 beta no meio de cultura de células HK-2 

tratadas com albumina controle ou AGE complexadas com ácido oleico, 

seguindo-se incubação na ausência ou presença de LPS. Células da 

linhagem HK-2 foram tratadas com albumina controle ou AGE (1mg/mL) apenas 

ou complexadas com 0,1mM de ácido oleico, por 48h. Após lavagem, as células 

foram incubadas na ausência ou presença LPS (1µg/mL), por 24h (n = 6). O meio 

de cultura foi recolhido e a concentração de IL-1 beta determinada por ELISA. 

Os resultados estão apresentados em mediana. As comparações foram feitas 

pelo teste de Mann-Whitney. 
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DISCUSSÃO  

 
A DRD é uma manifestação frequente do DM, contribuindo como 

importante causa de ingresso em terapia renal substitutiva e redução da 

expectativa de vida. Considerando-se a contribuição da hiperglicemia e 

dislipidemia para a gênese e evolução da DRD, avaliou-se na presente 

investigação, o impacto da albumina controle e AGE complexada a ácido 

palmítico ou oleico sobre a sensibilização inflamatória de células tubulares renais 

humanas. As células HK-2, utilizadas no presente estudo, apresentam 

características histoquímicas, imunocitoquímicas e funcionais, que reproduzem 

de maneira satisfatória os resultados obtidos com células tubulares proximais 

primárias. Sendo assim, constituem um modelo útil e adequado para o estudo 

da fisiopatologia da DRD.  

Ácido graxo palmítico complexado com albumina controle ou AGE 

aumentou de maneira dose-dependente a secreção de IL6 e IL1 beta. 

Particularmente, a secreção de IL 1 beta foi maior com albumina controle 

complexada com palmítico 0,1 e 0,5mM. Após estimulação com LPS, a secreção 

de IL-1 beta aumentou em todas as incubações, tendo sido potencializada na 

presença de ácido palmítico 0,5mM em comparação à condição basal sem ácido 

graxo. Isto reitera que a presença de ácidos graxos na albumina exerce efeito 

inflamatório maior em comparação à albumina isoladamente, conforme 

previamente descrito (Kamijo et al., 2002). 

As alterações no metabolismo de lípides, colesterol, triglicérides e AGL 

contribuem para a injúria glomerular e tubular, favorecendo inflamação e fibrose 

teciduais. O rim saudável apresenta uma pequena quantidade de lípides e o 

acúmulo destes compostos favorece a gênese e evolução da DRC. 

Interessantemente, de acordo com estudos clínicos e experimentais, o acúmulo 

renal de lípides ocorre independentemente da dislipidemia diabética em 

indivíduos com DRD (Herman-Edelstein et al, 2014) e não é melhorado pelo 

tratamento com estatinas (Su et al, 2016).  

No mesmo modelo celular utilizado na presente investigação, Nakatsuji et 

al (2020) demonstraram que AGL, em particular o ácido araquidônico, 

complexado à albumina, induzem a produção de prostaglandina E2 e fator 

induzido por HIF1-alfa o que contribui para a nefrotoxicidade. Isto não foi 
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observado quando incubações foram realizadas na ausência de albumina. Em 

condições de função renal preservada, apenas uma diminuta quantidade de 

pequenas proteínas é filtrada no glomérulo e reabsorvida no túbulo proximal. 

Entretanto, o aumento da permeabilidade glomerular por alteração na barreira 

de filtração, o que ocorre na doença renal, favorece o aumento do aporte de 

albumina ao túbulo proximal, o que promove evolução da doença renal (Baines 

et al, 2011). Isto é, em grade parte, determinado pelo aporte de AGL 

complexados com albumina ao epitélio tubular. Em camundongos que 

receberam injeção intraperitoneal de albumina apenas, albumina complexada 

com AGL ou salina, evidenciou-se que os AGL complexados com albumina são 

responsáveis pelo dano tubuloinstersticial, muito mais do que a albumina 

isoladamente (Kamijo et al, 2002). Além disso, AGL complexados à albumina 

favorecem a liberação de um fator quimiotático para macrófagos que contribui 

para o insulto inflamatório tubulointersticial (Kees-Folt et al, 1994). 

A albumina atua como ligante de AGL no fluido extracelular e apresenta 

em sua estrutura sete domínios de ligação aos AGL com alta afinidade, 

determinada por sua estrutura tridimensional. Isto propicia grande plasticidade 

na capacidade de ligação de albumina aos AGL o que pode aumentar a 

concentração transportada de AGL em grande magnitude. Em condições 

fisiológicas, entre 0,1mol e 2mol de AGL encontram-se ligados à albumina 

humana, mas a razão molar ácido graxo:albumina pode elevar-se acima de 6:1 

na vasculatura periférica, durante o jejum ou exercício extremo (Brodersen et al, 

1990) ou no DM, doença hepática e doença cardiovascular (Cistola et al, 1991). 

Ácidos graxos de natureza distinta apresentam diferentes afinidades pela 

albumina, o que pode interferir em sua função biológica (Petitpas et al, 2001). 

Apesar desta alta afinidade de ligação aos AGL, a albumina otimiza a 

captação destes lípides pelas células (Van der Vusse, 2009). Várias 

possibilidades são consideradas para a entrega de AGL às células pela 

albumina, incluindo: 1) a difusão do complexo albumina plasmática/AGL através 

de fendas endoteliais até o interstício; 2) o transporte do complexo albumina/AGL 

através das células endoteliais por endocitose e transporte de vesículas 

intracelulares; 3) a dissociação dos AGL da albumina plasmática no lúmen 

capilar seguido pela difusão de AGL não ligados através de fendas endoteliais e 

4) a dissociação do complexo albumina plasmática / AGL no lúmen capilar antes 
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do transporte de AGL através das células endoteliais e sua subsequente 

liberação no compartimento intersticial (van der Vusse, 2009). 

Os AGL são transportados ao interior das células renais, principalmente 

as tubulares, pela FATP1, FATP2 e FATP4, que se associam às anormalidades 

na captação de lípides na DRD. Além disso, o receptor CD-36 também atua 

como transportador de AGL em podócitos, células mesangiais e, em menor 

escala, em células do epitélio proximal e distal. As FABP reconhecem AGL de 

cadeia longa como substrato e a maior eliminação urinária de FABP1 é apontada 

como indicadora de desenvolvimento da DRD. A posterior análise da expressão 

desses transportadores de AGL contribuirá para a melhor compreensão dos 

achados. 

Os AGL são importantes fontes de energia e podem ser armazenados em 

gotículas lipídicas, quando incorporados à molécula de glicerol. De outro lado, 

atuam como importantes mediadores de sinalização intracelular e são capazes 

de deflagrar a resposta inflamatória, estresse de retículo endoplasmático, 

ativação do sistema imunológico inato, remodelagem do citoesqueleto e 

resistência insulínica (Mitrofanova et al, 2023). Estas vias associam-se à fibrose 

e morte celular por apoptose, piroptose e necroptose (Yu et al, 2023). 

A análise da lipidômica do plasma de indivíduos com DRC revelou 

aumento da concentração plasmática de AGL livres, principalmente saturados e 

monoinsaturados, aliada a glicerolípides e glicerofosfolípides. Eles se 

correlacionaram positivamente com a elevação da trigliceridemia (Chen et al, 

2017) e inversamente com a TFGe. De outro lado, a concentração de poli-

insaturados é apontada como reduzida na maioria dos estudos. Ceramidas, 

derivadas de AGL também estão elevadas na circulação e, juntamente com 

outros metabólitos de AGL, se vinculam ao estresse inflamatório e oxidativo. Esta 

condição caracterizada pela menor beta oxidação mitocondrial de AGL, constitui 

uma das bases da inflexibilidade metabólica que norteia e evolução da doença 

renal (Baek et al, 2022).  

Ácidos graxos saturados apresentam maior potencial inflamatório quando 

comparados aos insaturados e, em especial, monoinsaturados.  

O ácido palmítico e o ácido oleico são dois tipos de ácidos graxos que 

desempenham papéis diversos no organismo. O ácido palmítico, encontrado em 

alimentos de origem animal e óleos vegetais, é um ácido graxo saturado de 
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cadeia longa com 16 átomos de carbono. Embora seja uma fonte de energia 

durante o metabolismo, seu consumo excessivo tem sido associado a processos 

inflamatórios crônicos, resistência à insulina e doenças cardiovasculares. Por 

outro lado, o ácido oleico é um ácido graxo monoinsaturado presente, 

principalmente, e em alimentos de origem vegetal, como azeite de oliva e 

abacates. Com uma estrutura de cadeia longa, o ácido oleico é conhecido por 

seus potenciais benefícios à saúde, vinculados a efeitos anti-inflamatórios e 

redução de potencial oxidativo (Listenberger et al, 2003). 

A complexação do ácido palmítico à albumina controle não exerceu 

efeitos significativos na produção de IL-6, independentemente das 

concentrações utilizadas (0,1 mM e 0,25 mM). Curiosamente, a presença de 

ácido palmítico em 0,5 mM reduziu a produção de IL-6, em comparação com a 

condição de controle. Esta diminuição foi ainda mais evidente quando as células 

foram pré-incubadas com albumina controle complexada com ácido palmítico 0,5 

mM na ausência do insulto com LPS.  

A complexação da albumina controle com ácido palmítico em 

concentrações de 0,1 mM e 0,5 mM resultou em um aumento na produção de 

IL-1 beta em comparação com a condição basal. Após o estímulo com LPS, 

todas as condições experimentais causaram um aumento na produção de IL-1 

beta, sendo esse efeito potencializado na presença de ácido palmítico 0,5 mM. 

Os resultados sugerem que o ácido palmítico, especialmente em concentrações 

mais elevadas, pode intensificar a resposta inflamatória, evidenciada pelo 

aumento na produção de IL-1 beta. 

A albumina é uma proteína de meia- vida média (cerca de 21 dias) o que, 

aliado à sua elevada concentração no plasma e à presença de vários resíduos 

de lisina e arginina (59 e 24, respectivamente) em sua estrutura, favorece sua 

modificação pela glicose ou oxoaldeídos reativos. De fato, a albumina é a 

principal proteína modificada por glicação na circulação, correspondendo a 10% 

do total de proteínas glicadas (Belinskaia et al, 2021; Rabbani et al, 2019). As 

propriedades físico-químicas e diversas funções biológicas da albumina são 

alteradas por sua modificação por glicação, incluindo as atividades antioxidantes 

e de transporte de lípides e drogas (Anguizola et al, 2013). Particularmente, a 

alteração da reatividade do grupo tiol parece afetar a capacidade antioxidante da 

albumina humana modificada por metilglioxal (Pavićević et al, 2014). Além disso, 
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a albumina-AGE afeta adversamente o metabolismo de lípides, prejudicando o 

transporte reverso de colesterol o que favorece o acúmulo intracelular de 

colesterol e óxidos de colesterol tóxicos. Isto se vincula às complicações do DM 

e aterosclerose (Pinto et al, 2022). 

Na presente investigação, células tratadas com albumina-AGE, na 

ausência de ácidos graxos e complexada com 0,1 mM de ácido palmítico, 

apresentaram menor secreção de IL-6 e IL-1 beta, em comparação com a 

albumina controle. Após LPS, a produção de IL-6 também foi menor nas células 

pré- tratadas com albumina -AGE e ácido palmítico 0,1mM. Estes achados 

podem ser reflexo da menor capacidade de ligação da albumina-AGE aos ácidos 

graxos, conforme descrito por Henning e cols (2022). Desta forma, a quantidade 

de ácidos graxos ofertada às células pela albumina-AGE seria menor, em 

comparação àquela fornecida pela albumina controle.  

 Por outro lado, em algumas condições experimentais avaliadas na 

presente investigação, a albumina-AGE potencializou a ação do LPS 

favorecendo, por exemplo, maior secreção de IL1 beta. Em macrófagos, o pré-

tratamento com albumina-AGE potencializou a ação de calgranulinas e LPS, 

incrementando a produção de citocinas inflamatórias (Minanni et al, 2021; Okuda 

et al, 2012). Estes efeitos precisam ser mais detalhados em análises futuras, 

levando-se em consideração uma determinação específica da razão molar entre 

ácidos graxos e albumina-AGE e a análise da expressão de genes relacionados 

à sinalização dos AGE nas células HK-2. 

A relação entre a hiperglicemia crônica e a formação de lesões 

tubulointersticiais envolve a modificação de células epiteliais, um passo 

essencial na fibrose renal. O eixo AGE-RAGE desempenha um papel importante 

nesse processo, induzindo a produção de TGF-beta e outras citocinas 

envolvidas na transdiferenciação das células epiteliais em miofibroblastos., o que 

foi bloqueado pela neutralização de imunológica de RAGE e TGF-beta. Além 

disso, esta transdiferenciação foi observada em túbulos proximais de ratos com 

DM e em biópsias renais de indivíduos com DM 1. O uso de um agente que 

quebra as ligações cruzadas entre os AGE reduziu a transformação celular, 

apontando para um novo alvo terapêutico no DM (Oldfield et al, 2001).  

A associação entre HbA1c, glicação da hemoglobina e AGE com o 

comprometimento da função renal no DM2 foi avaliada me modelo de 
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camundongos geneticamente modificados. Um AGE amplamente identificado, a 

carboximetil-lisina, apresentou associação com lesões nos podócitos, sendo 

considerado como marcador prognóstico para a DRD. A administração de AGE 

resultou em transição epitelial, com redução do número de podócitos e prejuízo 

na função renal. Além disso, no mesmo estudo, observou-se que a inibição do 

RAGE preveniu as lesões podocitárias e melhorou a proteinúria (Nishad et al, 

2021). 

Em linhagens celulares do túbulo proximal, LLC-PK1 e HK2, observou-se 

que a captação dos AGE é promovida por macropinocitose, impactando 

positivamente na concentração de TGF-beta. Além disso, verificou-se efeito 

negativo na atividade da Na+K+ATPase sugerindo-se o envolvimento da 

macropinocitose com a transição epitelial do túbulo proximal e na fibrose 

associada à DRD (Gallicchio et al, 2013). 

A desregulação do equilíbrio no retículo endoplasmático, desencadeada 

pelo acúmulo de proteínas modificadas e AGE, desempenha um papel crucial na 

fisiopatologia da nefropatia diabética. A ativação do RAGE estimula a produção 

de ROS mediada pela NADPH oxidase, resultando em estresse do ER, 

inflamação, hipertrofia glomerular, lesões podocitária e fibrose renal 

(Pathomthongtaweechai et al, 2020). 

A ação das citocinas inflamatórias avaliadas no presente tem sido 

evidenciada no desenvolvimento da DRD e a compreensão de vias moleculares 

associadas auxilia na busca de alvos terapêuticos. A IL-6 desempenha funções 

cruciais na regulação da resposta de fase aguda, inflamação, resposta 

imunológica, hematopoiese, regeneração hepática e neuronal, além de 

influenciar o desenvolvimento embrionário e fertilidade. Ela atua pela sinalização 

desencadeada por seu receptor (IL6-R) que forma um complexo com a gp130, o 

que favorece a ativação de janus cinases (JAK) e a fosforilação da STAT3. As 

STAT3 fosforiladas migram para o núcleo celular, agindo como fatores de 

transcrição que regulam a resposta inflamatória. Além da via JAK/STAT, a 

sinalização de IL-6 pode ativar a via MAPK, envolvendo cinases como a ERK.  

(Heinrich et al, 2003). A IL-6 é produzida por diversas células, incluindo células 

mesangiais. Ela induz a diferenciação de linfócitos B em células produtoras de 

anticorpos e a produção de proteínas de fase aguda, contribuindo para a 

glomerulopatia proliferativa mesangial e lesão tubular. A concentração de IL-6 é 
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apontada como preditora para gênese e evolução da DRD (Sanchez-Alamo et 

al, 2022). Nesse contexto, um estudo liderado por Lee YJ, evidenciou que IL-6 

eleva a atividade do cotransportador Na(+)/glicose (SGLT) ao induzir a geração 

de espécies reativas de oxigênio. Esse impacto nas células do túbulo proximal 

renal está conectado às vias de sinalização STAT3, PI3K/Akt, MAPK e 

NFkappaB, as quais desempenham um papel significativo na toxicidade e 

comprometimento renal (Lee YJ et al, 2007). Essa condição também foi 

identificada em uma pesquisa envolvendo um modelo animal, no qual a ausência 

do gene que codifica essa interleucina resultou na manifestação de albuminúria 

nos animais (Manhian, et al, 2007). 

A inflamação na DRC é, em grande parte, mediada pela ativação da IL-

1beta pelo inflamassoma NLRP3 no rim (Hirano et al, 2017). A IL-1 beta é um 

marcador de evolução das doenças renais, atuando também como mediadora 

da fibrose túbulo-intersticial, e preditora de mortalidade cardiovascular. A 

utilização de antagonistas de IL-1 previne a fibrose túbulo-intersticial em modelo 

animal de DRC e reduz a aterogênese em indivíduos com DRC (Monika 

Buraczynska, et al, 2006; Ridker, P. et al, 2018). Nesta mesma perspectiva, o 

estudo de Vesey e colaboradores, observou que a IL-1 beta desempenha 

atividades significativas nas células do túbulo proximal, associadas à fibrose e à 

supressão da proliferação celular, dependendo do fator de crescimento 

transformador beta. Em resumo, esta citocina, no túbulo renal desempenha um 

papel chave na regulação do ambiente celular em situações de lesão, inflamação 

ou estresse. (Vesey et al, 2002).  

Os achados da presente investigação permitiram evidenciar um efeito 

dose-dependente do ácido palmítico sobre a secreção de IL-1beta por células 

HK-2, tanto quando complexado com albumina controle como AGE. A 

concentração de ácido palmítico também determinou maior sensibilização ao 

efeito inflamatório do LPS. As ações sobre a IL-6 foram mais contraditórias e 

precisam ser melhor exploradas. Ambas as citocinas inflamatórias cursam com 

diferentes mecanismos de controle de expressão gênica e regulação. Em 

relação ao ácido oleico, diferentemente do esperado, observou-se uma ação 

inflamatória tanto para IL-6 como IL-1beta em baixa concentração, com 

potencialização do efeito do LPS. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Considerando a relação estabelecida entre hiperglicemia, dislipidemia e o 

desenvolvimento da DRD, os resultados obtidos neste estudo apontam para 

papel dos ácidos graxos palmítico e oleico na sensibilização inflamatória das 

células tubulares renais humanas (HK-2), tanto no estado basal, como após 

desafio com LPS. Além disso, os resultados ressaltam a complexidade das 

interações entre albumina modificada por AGE e ácidos graxos, destacando a 

necessidade de mais estudos para auxiliar na compreensão dos mecanismos 

que contribuem para a gênese e evolução da DRD, bem como para busca de 

alvos terapêuticos para mitigar a progressão da doença. 
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