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RESUMO

A doenca renal cronica (DCR) é caracterizada por um estado inflamatério
causado pela presenca de toxinas urémicas no plasma dos pacientes. Este estado
inflamatorio estd associado com um elevado risco de doencas cardiovasculares e
infeccbes. Na DCR, ha uma deficiéncia de vitamina 25(OH)D, a qual possui
propriedades imunomoduladoras, sendo que a suplementagdo com a mesma pode
diminuir a inflamacgéo presente na uremia.

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da 25(OH)D sobre vias inflamatorias
como: receptor toll like 4 (TRL4), estresse oxidativo (ROS) e expressao do receptor de
vitamina D (VDR), 1-a hidroxilase, 24 hidroxilase e mediadores inflamatérios em
monaocitos no ambiente urémico.

Os mondécitos de linhagem U937 foram tratados com ou sem 25(OH)D 50ng/mL,
durante 24 horas, depois estes foram incubados com 50% de soro de pacientes
saudaveis ou soro de paciente urémicos durante 24 horas a 37°C e 5 de CO2. Os
mondcitos foram caracterizados pela expressdo de CD14+. Os TRL4, VDR, CYP24,
Cyp27 e o ROS foram avaliados por citometria de fluxo. Foi realizado ELISA do
sobrenadante da cultura celular para IL-6, TNF-q, IL-10, catelicidina, MCP-1 e NFKB.

Observamos uma alta expressao de TRL-4, IL-6, TNF-q, IL-10, catelicidina e
MCP-1 em mondcitos incubados com soro urémico, comparados quando incubados
com soro saudavel. O tratamento com 25(OH)D foi capaz de reduzir a expressao de
TRL4, catelicidina e MCP-1 frente ao ambiente urémico. Ndo houve diferenca na
expressao do VDR, das enzimas CYP27 e CYP24 e NF-KB.

Concluimos que o ambiente urémico induz a inflamacédo, aumentando TRL4 e

mediadores inflamatorios, o tratamento com vitamina D induz uma melhora nos

parametros inflamatorios, resultando em menor inflamac&o no ambiente urémico.

Palavras chaves: Vitamina D, receptor toll-like, citocinas e uremia.



ABSTRACT

The chronic kidney disease (CRD) is characterized by an inflammatory condition
caused by the presence of uremic toxins in the patients plasma. This inflammatory
state is associated with a high risk of cardiovascular diseases and infections. In CKD,
there is a deficiency of vitamin 25 (OH) D, which has immunomodulatory properties,
and the supplementation with it can decrease inflammation present in uremia.

The aim of this study was to evaluate the effect of 25 (OH) D on inflammatory
pathways such as toll like receptor 4 (TRL4), oxidative stress (ROS) and expression of
vitamin D receptor (VDR), 1-a hydroxylase, 24 hydroxylase And inflammatory
mediators in monocytes in the uremic environment.

The human monocytes (U937 lineage) were treated with or without 25 (OH) D
50ng / ml for 24 hours, then they were incubated with 50% serum from healthy patients
or uremic patient serum for 24 hours at 37 ° C and 5% CO2. Monocytes were
characterized by the expression of CD14 +. TRL4, VDR, CYP24, Cyp27 and ROS were
evaluated by flow cytometry. Cell culture supernatant ELISA was performed for IL-6,
TNF-a, IL-10, catatelicidin, MCP-1 and NF-KB.

We observed a high expression of TRL-4, IL-6, TNF-a, IL-10, cathelicidin and
MCP-1 in monocytes incubated with uremic serum, compared when incubated with
healthy serum. Treatment with 25 (OH) D was able to reduce the expression of TRL4,
cathelicidin and MCP-1 against the uremic environment. There was no difference in
the expression of VDR, CYP27 and CYP24 enzymes and NF-KB.

We conclude that the uremic environment induces inflammation, increasing
TRL4 and inflammatory mediators, treatment with vitamin D induces an improvement
in the inflammatory parameters, resulting in less inflammation in the uremic

environment.

Key words: Vitamin, toll-like receptor, cytokines and uremia.
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1 INTRODUCAO

Pacientes com doenca renal crénica (DRC) apresentam deficiéncia da
resposta imunolégica. De fato, pacientes com DRC e em dialise apresentam
elevadas taxas de infec¢des, principalmente por bactérias, estas infec¢des estao
associadas com deficiéncia nos mecanismos imunes destes individuos frente

aos patogenos (Sarnak et al., 2000; Haag et al., 1996; Descamps et al., 1993).

Um dos fatores associados a deficiéncia imune, principalmente da
imunidade inata, é a presenca de toxinas urémicas. Com a perda da funcéo renal
e a queda na taxa de filtragcdo glomerular, ocorrem varios disturbios eletroliticos
e desordens graves, dentre elas o acumulo progressivo destas toxinas,
fendbmeno este conhecido como uremia (Barreto et al., 2014; Vanholder et al.,

2003).

As toxinas urémicas sao classificadas de acordo com o grupo Europeu de
toxinas urémicas (EUTox) em 3 classes, de acordo com suas caracteristicas

fisico-quimicas e remocéo por dialise.

Tabela 1: Classificacdo das toxinas urémicas de acordo com suas caracteristicas

fisico-quimicas e remocéo por dialise.

Classificacao Caracteristicas Toxicidade

Moléculas pequenas Peso Molecular (PM) maximo N&o necessariamente toxicas

geralmente soltveis em 500 Daltons (Da) facilmente

agua removidas por dialise

Moléculas Médias PM > 500 Da Afetam um grande numero
Possivel remover por dialise de 6rgdos e sistemas

Moléculas ligadas a

proteinas Geralmente baixo PM e dificeis Exercem grandevariedade

deremover por didlise de efeitos toxicos

Fonte: Adaptado de VANHOLDER; GLORIEUX, 2003.
Diversos sao os efeitos destas toxinas nas células de todo o organismo,
principalmente das toxinas ligadas a proteinas, uma vez que dificilmente sdo
removidas por didlise (Barreto et al., 2014; Vanholder et al., 2003; EUTox, 2016).
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Este ambiente urémico desencadeia diversos processos inflamatérios como a
ativacdo de mondcitos, diminuindo a capacidade fagocitaria , apoptose de
neutrofilos, entdo perdendo a capacidade de resposta a infec¢do. (Nosratola et

al., 2012 e Sela et al., 2005).

Além da prevaléncia de infec¢Bes em pacientes com DRC, vérios estudos
demonstram relacdo direta de maior estado inflamatério e estresse oxidativo
detectado pela producdo de varios biomarcadores inflamatérios como TNF-q,
IL6, proteina C reativa (PCR), e ROS (Sela et al., 2005), associados a varias

doencas, principalmente a doencga cardiovascular (Usama et al., 2016).

Um dos mecanismos associados com a inflamacao séo os receptores toll
like (Nosratola et al., 2012). Estes receptores estdo presentes na membrana
celular de vérios tipos celulares, como mondcitos, neutrofilos e linfécitos e estéo
associados ndo somente no reconhecimento de patdégenos infecciosos que sédo
denominados de padrdes moleculares relacionados aos patégenos (PAMPS),
mas também estdo associados com o reconhecimento de substancias
antigénicas nao infecciosas, as quais sdo denominadas de DAMPs (Figura 1)

(George et al. 2016).

13
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Figura 1: Reconhecimento de PAMPs e DAMPs pelos receptores Toll-like
(TLRs).
Uma vez que estes receptores sdo ativados, ocorre uma sequéncia de

eventos intracelulares, que resultam na producao de varios fatores inflamatorios

(Figura 2).
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Figura 2: Ativacdo Imunoldgica pelos receptores Toll-like (TLRS).

O ambiente urémico per se é extremamente pré-inflamatério. O fato de

células da imunidade inata, como mondcitos, neutréfilos e linfécitos dos

pacientes com DRC entrarem em contato com dialisadores, linha arterio-venosa,

agua, solucbes de didlise e principalmente as toxinas urémicas (circulantes no

plasma destes pacientes em decorréncia da perda da funcéo renal), acabam

resultando na ativacdo destas células a produzirem inimeros mediadores

inflamatorios e consequente inflamacdo, que por sua vez participa da

fisiopatologia de varias comorbidades nos pacientes com DRC, como por

exemplo anemia e doenca cardiovascular (Charytan et al., 2015). O conjunto

destes fatores junto a hipovitaminose D sugere que estes sejam responsaveis
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por maior prevaléncia de inflamacao e consequentemente piores desfechos na
populacdo em dialise (Capusa et al., 2015).

A vitamina D, além de regular o metabolismo de Ca e P, também tem
sido descrita com importante efeito imunomodulador. (Figura 3).

Desta forma, suplementacao de vitamina D nos pacientes com DRC tem
se mostrado eficiente no que se refere aos disturbios do calcio e fosforo nesta
populacao (Pilz S et al., 2016). Entretanto, poucos estudos tém sido conduzidos
para avaliar o efeito desta suplementacdo no que se refere as células e
mecanismos envolvidos na resposta da imunidade inata. Recentemente, Zhang
Y et al descreveram efeito benéfico da suplementacdo com vitamina D em
relacdo a diminuicdo de IL-6 e TNF-a, entretanto este estudo foi conduzido em
pacientes sem doenca renal.

A vitamina D também participa na regulacdo de varios mecanismos como
controle do sistema renina-angiostensina-aldosterona, proliferagdo celular e

imunomodulacgéo da resposta inflamatoria (Figura 3).
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Figura 3: Modulacéo da Vitamina D em véarios tipos celulares.

A forma ativa da vitamina D, a 1,25-diidroxivitamina D (1,25(OH)2D), tem
como principal funcéo fisiolégica a manutencdo das concentracdes intra e
extracelulares de calcio em niveis fisiologicamente aceitaveis (Morton et al.,
1997). Esse efeito € exercido por meio de sua a¢do na regulacdo do metabolismo
do calcio e fosforo no intestino e ossos (Holick et al., 2003). No intestino, age
promovendo aumento na absorcdo ativa de calcio (via formacédo de proteina

ligadora de vitamina D - VDBP) e de fosforo (Theofan et al., 1986). No 0sso, sua
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acdo é importante para o remanejamento 6sseo normal, através do aumento do
namero de osteoclastos (Roodman et al., 1985).

A principal fonte de vitamina D para o ser humano é a sintese enddgena,
na pele, como consequéncia da exposicdo a luz solar. Estudos mostram que
9095% das necessidades dessa vitamina podem ser atendidas por meio dessa
fonte (Holick et al., 2004). Estima-se que o organismo utiliza cerca de 3.000 a
5.000 Ul de vitamina D3 por dia (Heaney et al., 2003).

Na natureza, poucos alimentos séao fontes de vitamina D entre eles o 6leo
de figado de peixe e a gordura de peixe (Vaes et al., 2016). A necessidade dessa
vitamina em pessoas que se expdem regularmente ao sol, em condicbes
apropriadas, é suprida mesmo na auséncia de fontes dietéticas (Arnoud et al.,
1996). A recomendacéo dietética de vitamina D para adultos de ambos 0s sexos
é de 600 Ul/dia (LeFevre et al., 2014).

A vitamina D €, em principio, biologicamente inativa e requer sucessivas
hidroxilacdes no figado e rim para a formacao da 1,25(OH)2D, a forma mais ativa
dessa vitamina (Reichel et al., 1989). A primeira etapa das reacfes é a formacéo
do colecalciferol vitamina D3 na pele, em consequéncia a exposi¢cdo ao sol.
Apesar desse processo ser bastante eficiente, alguns fatores como o
envelhecimento, o uso de filtros ou protetores solares, a quantidade de melanina
na pele, as alteracdes sazonais e a latitude podem diminuir a producéo cutanea
de vitamina D3 (Holick et al., 2005).

Para que ocorra a sintese do colecalciferol vitamina D3 na pele, os fétons
ultravioletas penetram na pele onde provocam a fotdlise do 7-deiidrocolesterol
(pro-vitamina D3) ai presente, formando o pré-colecalciferol (pré-vitamina D3).

Quando foto-sintetizada, a pré-vitamina D3z pode ser termicamente isomerizada
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a colecalciferol vitamina Ds ou pode absorver radiacdo ultravioleta e formar
isdbmeros biologicamente inertes (lumisterol e taquisterol). O excesso de
colecalciferol produzido pode ser armazenado no tecido adiposo e utilizado
posteriormente, principalmente no inverno, quando a producado cutanea dessa
vitamina se encontra diminuida (Holick et al., 2005).

O colecalciferol sintetizado na pele ou ingerido pela dieta entra na
circulagdo e se liga a proteina ligadora de vitamina D. Dessa maneira, €
transportado para o figado, onde, por meio da a¢do da enzima 25-hidroxilase,
ocorre a primeira hidroxilagdo no carbono 25, resultando na formacdo da
principal forma de vitamina D circulante, a 25-hidroxivitamina D (25(OH)D)
(Holick et al., 1989). A producdo de 25(OH)D pelo figado é regulada por um
mecanismo de retroalimentacao inibitéria (feedback negativo) controlado pelo
colecalciferol, 25(0OH)D e pela 1,25(0OH)2D (Bell et al., 1985).

Uma vez sintetizada, a 25(0OH)D é entdo transportada as células dos
tubulos renais proximais, onde na mitocondria, sofre mais uma hidroxilagdo no

carbono 1 por acdo da enzima 25(OH)D-1-O-hidroxilase especifica,

transformando-se em 1,25(0OH)2D que tem a¢cdo em varios 6rgaos alvos (Figura
4) (Holick et al., 1989). A 1,25(0OH)2D entra na circulagéo e se liga a proteina
ligadora de vitamina D e por meio da interagdo com receptores no intestino e
0SS0 exerce a sua principal funcdo endocrina que € manter a homeostase do
calcio (Holick et al., 2005). A 1,25(0OH)zD é o unico horménio responséavel por
regular a eficiéncia da absor¢éo intestinal de calcio de forma que na sua auséncia
somente 10% a 15% do calcio ingerido é absorvido.® Entretanto, com
concentracdes séricas adequadas de vitamina D o intestino absorve cerca de

30% a 40% do célcio dietético (Holick et al., 2005). Apesar da
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deficiéncia/insuficiéncia de 1,25(0OH)2D ser importante, é a concentracao
circulante de 25(OH)D que determina o status de vitamina D de um individuo. A
concentracdo sérica normal de 25(OH)D é geralmente descrita como variando
de 30 a 60 ng/mL. Valores séricos inferiores a 20 ng/mL s@o considerados
indicativos da deficiéncia de vitamina D. A intoxicagdo por vitamina D ocorre
quando a concentracdo de 25(OH)D é superior a 150 ng/mL associada a
hipercalcemia e hiperfosfatemia (Holick et al., 1990). Estudos sugerem que
1.000 IU de vitamina Ds por dia (sintese cutdnea e/ou fonte dietética) sédo
necessarios para a manutencao das concentracdes normais de 25(OH)D (30 a
40 ng/mL) (Holick et al., 2014; Heaney et al., 2003; Glerup et al., 2000).
Consideram-se valores normais de 1,25(OH)2D entre 16 e 60 pg/mL, entretanto
sua utilizac&o é de pequeno valor na avaliacdo da deficiéncia de vitamina D, pois,
a medida que a deficiéncia progride, ha um aumento na producéo e secre¢do do
paratormoénio que, nos tubulos renais, estimula a atividade da enzima 25(0OH)D1-

O-hidroxilase. Assim, o hiperparatireoidismo secundario associado a deficiéncia

de vitamina D acelera a conversdo de 25(OH)D em 1,25(0OH)2D. Como a
concentracéo circulante de 25(OH)D é aproximadamente da ordem de trés vezes
maior que a da 1,25(OH)2D, até mesmo concentracdes reduzidas de 25(OH)D
no sangue podem proporcionar substrato suficiente para a formacdo de

1,25(0OH)2D (Holick et al., 2003).
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Figura 4: Representacdo esquematica da sequéncia de eventos envolvidos na

sintese de 1,25 (OH)2Ds e respectivas agdes em 6rgaos alvos.

Outro aspecto importante é que a 1,25(OH)2D pode ser produzida em varios
outros tecidos e células do organismo como no colén, prostata, pele, mondcitos
ativados, células pulmonares e da paratireoide (Holick et al., 2004). Portanto, a
manutencdo das concentracfes adequadas de 25(OH)D (> 30 ng/mL) também

€ necessaria para que possa ocorrer a sintese extrarenal de 1,25(0OH)2D.

Além da vitamina D estar associada com o metabolismo do célcio e
fésforo, tem sido descrito que esta aumenta a atividade bactericida através da
ativacdo de mecanismos da imunidade inata (Deluca et al., 2001). O

conhecimento do metabolismo da vitamina D e sua funcdo extraesqueleto tem
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aumentado consideravelmente durante as trés ultimas décadas. A descoberta
que o receptor da vitamina D (VDR) e a enzima 1a-hidroxilase (CYP27b1l) estado
presentes nas células do sistema imune, incluindo as células mononucleares
circulantes e neutrdfilos (Clemens et al., 1983; Stump et al., 1979; Gomart et al.,
2007; Kamen et al., 2008) tem revolucionado o campo da imunologia da vitamina
D. Além disso, estes conhecimentos tem aumentado o interesse na vitamina D
como potencial modulador de varias doengas (Cantorna et al., 2004; Flanagan
et al.,, 2006). Um estudo recente demonstrou que a vitamina D regula a
expressdo de peptideos antimicrobianos enddgenos especificos (Liu et al.,
2006), sendo que este mecanismo associa a vitamina D como potencial
modulador da resposta imune a varias doencas infecciosas. Esta modulacao
ocorre por ativacao de receptores toll-like que sinalizam para maior expressao
de VDR e 1a-hidroxilase, a enzima que converte 25 (OH) D3 para a forma ativa
da vitamina D, a 1,25 (OH)2 D. Esta forma ativa, regula o VDR para sinalizar o
gene codificador hCAP18 que é uma pro-proteina que é clivada para a liberacéo
do peptideo antimicrobiano, catelicidina (Sorensen et al., 2001) a qual age como
microbicida. E conhecido contra patégenos, incluindo bactérias gram-negativa e
positiva, virus e fungos (Figura 5 — esquematica da a¢do da vitamina D na sintese
de peptideo antimicrobiano) (Ramanathan et al., 2002). Desta forma, na
deficiéncia de 1,25 (OH)2 D pode haver diminuicdo da producgéo de catelicidina

(Yamshcilov et al., 2009).
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Figura 5: Esquema da a¢do da vitamina D na sintese de peptideo antimicrobiano
(catelicidina).

Até o presente momento, ndo ha estudo que tenha avaliado o efeito da
vitamina D no ambiente urémico e sua regulacdo sobre a expressao de
receptores toll-like, mediadores inflamatérios e mecanismos da vitamina D em
células da imunidade inata.

Assim, com a finalidade de avaliar exclusivamente o efeito das toxinas
urémicas sobre estes mecanismos inflamatérios e se a suplementacdo com
vitamina D € capaz de diminuir a geracdo dos mediadores inflamatérios em
monacitos, o objetivo do nosso estudo foi investigar em modelo “in vitro” o efeito
da vitamina D sobre a expresséo do receptore toll like 4, VDR, 1-a hidroxilase,

catelicidina, estresse oxidativo e citocinas inflamatérias frente ao ambiente
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urémico (soro urémico). Para isto, foi utilizado um modelo de cultura de células
da linhagem U937, que séo células de linhagem monocitaria humana ja bem

estabelecido na literatura (Jain et al., 2013).
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2 OBJETIVO GERAIS

Avaliar o efeito da vitamina D na modulacdo de marcadores inflamatérios e
mecanismos intracelulares em mondcitos de linhagem humana U937 frente ao

ambiente urémico.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito da vitamina D sobre a modulacdo do receptor TLR-4, estresse
oxidativo, catelicidina e citocinas inflamatorias no ambiente urémico.

Avaliar o efeito da suplementacéo de vitamina D sobre a modulagéo do receptor
de vitamina D (VDR), CYP27 hidroxilase e CYP24 hidroxilase frente ao ambiente

urémico.
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3 MATERIAIS E METODOS

Foram utilizadas células imortalizadas da linhagem monocitica U937

(ATCC n°#TIB-202) e diferenciadas em mondcitos com forbol éster 12—miristato
13 - acetato de forbol (PMA) (Sigma-Aldrich P1585) para avaliar em cultura a
modulacdo da vitamina 25(OH)Ds sobre a expresséo dos receptores TLR- 4,
VDR, CYP27, CYP24, catelicidina, IL-6, IL-10, MCP-1, NF-kB e estresse
oxidativo frente ao plasma urémico. Foram realizados 8 ensaios para estas
avaliacoes.

As células U937 até a quinta passagem foram descongeladas em banho

Maria a 37° C em agitacao por 2 minutos, o conteudo celular foi transferido para

um tubo conico contendo 9 mL de meio de cultura e centrifugadas 150 G por 5

minutos. Apdés a centrifugacdo, foi desprezado o sobrenadante e o pellet

ressuspenso em 15 mL de meio de cultura RPMI-1640 (pH 7.4, Sigma Chemical

Co, St. Louis, MO, USA), 10 mmol/L de HEPES (Sigma Chemical Co, St. Louis,

MO, NY, USA), 2 mmol/L de L-Glutamine (Merck, Darmstadt, Germany),

100U/mL de penicilina e 100ug/mL de estreptomicina (Gibco, BRL, Life

Technologies, USA), 10% de soro bovino fetal e mantidas em cultura a 37° C

com 5% de COa.

O meio de cultura foi trocado a cada 48 horas até que a concentracao de células
atingir 1x10%/mL. A diferenciacdo de células U937 para mondcito foi realizada
utilizando-se PMA a 10nM/mL por 24hs em garrafa de cultura de 75cm3 contendo
1x10°® células/mL. Ap6s a diferenciagdo, as células foram lavadas em 10mL de
PBS (Sigma, Cat P3744-1PAK) para remocao do PMA e incubadas com 5mL de
tripsina 0,5%, com finalidade de desprender as células da superficie da placa,

obtendo uma suspensdo celular homogénea. Em seguida, as células foram
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lavadas com meio de cultura (5mL) para a neutralizacdo da tripsina, e foi
realizado teste de viabilidade celular utilizando Azul de Tripan.

As células U937 apés a diferenciacdo foram transferidas para garrafas de
cultura de 25cm?, onde foram pré-tratadas com vitamina 25(OH)Ds (Sigma-Idrich
CAT:101443236), na concentracdo de 50ng/mL por 24hs, utilizando 1x10°
células/mL. Apés o pré-tratamento com vitamina 25(OH)Ds, as células foram
insultadas com soro de pacientes urémico e soro de individuos saudaveis v/v

RPMI, com ou sem pré-tratamento de vitamina 25(OH)D3 (Quadro 2).

3.1 Preparacao do pool de soro humano
3.1.1 Pool de Soro Normal: foram coletadas amostras de sangue (20 mL) de
20 voluntarios sadios em tubos sem anticoagulantes e centrifugadas a 500 G por
10 minutos. A seguir o sobrenadante foi transferido para um recipiente estéril, e
armazenado em aliquotas em freezer -80°.
3.1.2 Pool de Soro Urémico: foram coletadas amostras de sangue em tubos
sem anticoagulantes de 30 pacientes com DRC em hemodialise (HD) antes do
inicio da segunda sessao de HD da semana. Os tubos foram centrifugados a 500
G por 10 minutos. O sobrenadante foi transferido para um recipiente estéril e
imediatamente armazenado em freezer -80°. Foram admitidos pacientes que nao
apresentavam qualquer tipo de doenca infecciosa, inflamatéria, em uso de
imunossupressores, portador de Diabetes mellitus ou neoplasias e que nao
faziam uso de suplementacdo com vitamina D.

Ambos os pools foram enviados ao laboratorio de analises clinicas do
Hospital do Rim para andlise de creatinina, ureia, PTH, calcio, fésforo e 25

(OH)Da.
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Quadro 1: Parametros Bioquimicos no Pool de soro normal e soro urémico.

Pool normal Pool urémico
Creatinina (mg/dL) 0,82 8,92
Uréia (mg/dL) 33 135
PTH (pg/mL) 23 392
Célcio (mg/dL) 9,7 7,4
Foésforo (mg/dL) 3,4 4,3
25 (OH)Ds (ng/mL) 29,2 10,5
U-937

v
DIFERENCIACAO (PMA)

MN + SN MN+SN+VITD MN + SU MN +SU + VITD

[

Catelicidina, IL-6, TNF-q, IL-10, MCP-1,  TLR- 4, VDR, CYP27, CYP24 e ROS
NF-kB (CITOMETRIA DE FLUXO)
(ELISA)

Figura 6: Desenho do estudo.
MN = Mondcito

SN = Soro de individuo saudavel
PU = Soro paciente urémico

VIT D = Vitamina 25 (OH)D3
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Quadro 2: Incubacdo de 1x10%/mL de mondcitos na auséncia e presenca de
prétratamento com vitamina D, insultado com soro de individuos saudéaveis e
soro

de pacientes urémico.

SN SN + 25(0OH)D3 su SU + 25(0OH)D3

RPMI 2 mL 2 mL 2 mL 2mL

SORO 2mL 2mL 2mL 2mL

VITAMINA 25(0OH)Ds

_____ Pré-tratado - Pré-tratado
(50ng/mL)

3.2 Citometria de fluxo para deteccédo de CD14, TLR-4, VDR

Apos o termino do protocolo experimental descrito no (Quadro 2) foram
transferidos 3x10° células para tubos de citometria 12x75 mm. Estes foram
centrifugados a 500 G por 10 min a 4°C e descartado o sobrenadante.
Acrescentou-se 100 uL de BSA (BD Pharmingen, Cat 349202). A seguir, foram
adicionados anticorpos monoclonais para antigenos de superficie CD14
(caracterizacao de mondcitos) e TRL-4 (Quadro 3), incubados por 20 minutos a

temperatura ambiente e ao abrigo da luz.

Apos a incubacao, foi adicionado 2 mL de PBS (Sigma, Cat P3744-1PAK).
Em seguida, foi centrifugado a 500 G por 10 min a 4°C, e descartado o
sobrenadante. Foi adicionado 1 mL de tampao de fixacdo/ permeabilizacédo
contendo paraformadeido (BD Pharmingen, Cytofix/Cytoperm cat: 554722- 1x)
para cada tubo de amostra. Incubado por 20 minutos a 4-8°C ao abrigo da
luz. Centrifugado e desprezado o sobrenadante. A seguir, foi adicionado

anticorpo monoclonal para marcacdo de VDR seguido do anticorpo secundario
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descrito no quadro 3. As amostras foram incubadas por 30 minutos a 4-8°C ao
abrigo da luz. Foi adicionado 2 mL de tampé&o de lavagem contendo saponina
(BD Perm/Wash buffer, cat: 554723) em todos os tubos. Em seguida,
centrifugados e desprezado o sobrenadante. Adicionou-se 300 pL de solugdo de
PBS 1% AZIDA e a deteccao da expresséo destes receptores foi realizada no
citbmetro de fluxo (FacsCanto I, BD) imediatamente ou em até 2 horas apos as
marcagdes, onde nesta condicdo as amostras permaneceram refrigeradas e no

escuro.

3.3 Citometria de Fluxo para deteccédo de CYP27 e CYP24

Foram transferidas 3x105 células para os tubos de citometria 12x75 mm.
Estes foram centrifugados a 500 G por 10 min a 4°C, e descartado o
sobrenadante. Foi adicionado 1 mL de tampéao de fixacdo/ permeabilizacéo
contendo Paraformadeido (BD Pharmingen, Cytofix/Cytoperm cat: 554722- 1x)
para cada tubo de amostra, Incubados por 20 minutos a 4-8°C ao abrigo da
luz. Em seguida, centrifugado e desprezado o sobrenadante. A seguir, foi
adicionado anticorpo monoclonal para marcacdo de CYP27 e CYP24 e
secundario de acordo com o Quadro 3. As amostras foram incubadas por 30
minutos a 4-8°C ao abrigo da luz. Foi adicionado 2 mL de tampéo de lavagem
contendo saponina (BD Perm/Wash buffer, cat: 554723) em todos os tubos.
Centrifugados e desprezado o sobrenadante. Adicionou-se 300 pL de solucéo
de PBS+ 1% de azida. As deteccdes da expressédo destes receptores foram
realizadas no citometro de fluxo (FacsCanto I, BD) imediatamente ou em até 2
horas ap0s as marcacfes, onde nesta condicdo as amostras permaneceram

refrigeradas e no escuro.
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Quadro 3: Descricdo dos monoclonais utilizados para andlises de citometria de

fluxo.
Painel |Marcador Quantidade Fluorocrono | Clone [Fabricante | Catalogo
BRANCO| - i i i i i
CD14  |5uL FITC 61D3 |eBioscience | 11014942
TRL-4  |5pL PE HTA125 |eBioscience | 12991742
— SC13133
L (p”maréo,) | H1512 |Santa Cruz/
TUBO 01 | VDR 3HL (secundario) | Apc MOUSE | Invitrogem |Z25151
— SC66851
L (p”maréo,) | D0811 |Santa Cruz/
cyp24  |3HL (secundario) | r 4g8 RABBIT |Invitrogem | Z5302
— SC49642
1pb (pnmar(;q) _ K2911 |Santa Cruz/
TUBO 02 |CcYp27  |3HL (secundario) | A F 47 GOAT |Invitrogem |Z25608

3.4 Andlise por citometria de fluxo

Utilizou-se um gréafico dot plot de dispersao frontal (FSC) versus dispersao

lateral (SSC) apoés a caracterizagéo das células U937, onde foi definido a regido

de autofluorescéncia para serem eliminadas das analises. A seguir foi utilizado

a estratégia de FMO (Fluorescéncia Minus One), para determinar possiveis

sobreposi¢cdes de fluorocromos, permitindo mais precisdo na analise. Para

analise dos marcadores TLR-4 e VDR foram utilizados graficos de DOT-PLOT.

Para analise dos marcadores CYP24 e CYP27 foram utilizados gréaficos do tipo

histogramas. Os resultados foram descritos em mean fluorescence intensity

(MFI) (média de intensidade de fluorescéncia), desta forma, quanto maior for a

MFI, maior é a expressao destes receptores.
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Figura 7: Demonstracdo da expressdo de CD14+, TRL-4 e VDR em células
U937 por citometria de fluxo.

A: Células U937 foram selecionados no gate P1 de acordo as caracteristicas de
tamanho (Foward Scatter — FSC) e complexidade interna (Side Scatter — SSC).
Figuras B, D e E: ajuste de autofluorescéncia das células U937 nos canais de
deteccdo para 0s respectivos anticorpos marcados com 0S respectivos
fluorocromos FITC, PE e APC. Figura E — P3 = Expressdo de CD14 FITC+ em
U937; Figura F — Q2-2 = Expressao de TLR4 PE e CD14 FITC+ em U937. Figura
G — Q2-6 = Expresséao de VDR APC e CD14 FITC+ em U937.
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Figura 8: Demonstracéo do ajuste da alta fluorescéncia das células U937, para
analise do maquinario da Vitamina D, CYP27 e CY24.

A: Gate P1 = Células U937 foram selecionadas a partir de suas caracteristicas
de tamanho (Foward Scatter — FSC) e complexidade interna (Side Scatter —
SSC). A partir do gate foram criados graficos do tipo histograma (quantidade de
células em relacédo a intensidade de fluorescéncia detectada). Figuras B, C :
Ajuste de autofluorescéncia das células para os canais de deteccdo de
anticorpos monoclonais conjugados aos respectivos fluorocromos : Alexa fluor
(AF) 647 e AF 488. D e E: U937 positivas para anticorpos monoclonais: CYP27
e CYP24 como demonstrado nos quadrantes P3 e P2.
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3.5 Citometria de Fluxo para detec¢cédo de Producao de espécies reativas de
oxigénio (ROS)

Foram transferidos 3x10° células no tubo de citometria 12x75 mm.
Centrifugado a 500 G por 10 min a 4°C, e descartado o sobrenadante.
Acrescentou-se 1mL de 2’,7’-diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA) (Sigma,
St. Louis, MO, USA), diluido em PBS (BD Pharmingen, Cat 349202), na
concentragdo de 0,3 mM. As amostras foram incubadas por 30 minutos em
banho Maria a 37°C e ao abrigo da luz. Em seguida os tubos foram centrifugados
e desprezado o sobrenadante. Adicionou-se 300uL de PBS (Sigma, Cat
P37441PAK) e foram realizadas imediatamente as leituras no citdmetro de fluxo

(FacsCanto |, BD).

Quadro 4: Descricao do ensaio de estresse oxidativo (ROS).

Monécitos DCFH-DA PBS
Geracao de Radicais
Livres
Controle Negativo 3X10° - 1000uL
Geracao Espontaneo 3X10° 100uL 900uL
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Figura 9: Demonstracéo do ajuste da alta fluorescéncia das células U937, para

analise de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS).

A: Gate P2 = Células U937 foram selecionadas a partir de suas caracteristicas
de tamanho (Foward Scatter — FSC) e complexidade interna (Side Scatter —
SSC). A partir do gate foi criado o grafico do tipo histograma (quantidade de
células em relagéo a intensidade de fluorescéncia detectada). Figuras B: Ajuste
de autofluorescéncia das células para o canal de deteccdo FITC. C: U937

positivas para DCFH demonstrado no quadrante P2.
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3.6 ELISA para deteccao de TNF-a, IL-6, IL-10, catelicidina, MCP-1 e NF-kB
ApGs o termino de cada experimento, foram armazenadas células U937 e
sobrenadantes de cultura no freezer -80°C, para a realizacdo de ensaios de
ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay). TNF-q, IL-6, IL-10, catelicidina e
MCP-1 foram mensuradas no sobrenadante de cultura. As células armazenadas
foram utilizadas para andlise da proteina Nuclear NF-kB.
Os testes de ELISA foram realizados utilizando Kits comerciais descritos

a seguir, de acordo com os protocolos dos fabricantes.

Tabela 2: Descricéo dos kits de ELISA utilizados.

PROTEINA KIT COMECIAL
IL-6 KIT human IL-6 High Sensitivity cat: HS600B R&D SYSTEMS
KIT human TNF-a High Sensitivy cat: HSTAOOD R&D
TNF-a SYSTEMS
IL-10 KIT human 11-10 cat: 550613 BD

KIT human LL37(CATELICIDINA) cat: HK321-02 Hycult
LL37 (CATELICIDINA) biotech

KIT human CCL2 (MCP-1) affymetrix eBioscience
CCL2 (MCP-1) ref:887399-22
NFkB p65 KIT human NFkB p65 cat: 85-86083-11 eBioscience

3.7 Andlise Estatistica

Foi realizado teste de normalidade Shapiro-Wilk para todas as variaveis,
com resultado paramétrico para todos os grupos. Os resultados foram expressos
em mediana (maximo e minimo). Para testar as diferencas entre os grupos
estudados, foi utilizado o Teste ANOVA one-way com Péds-Hoc de Tukey. O teste
de Pearson foi utilizado para analisar as correlacdes entre os parametros do
estudo. Foi fixado o valor de p < 0,05 para significancia estatistica e as
analises foram realizadas utilizando-se o software SPSS (Statistical Package

Social Sciences) versdo 18.0 para Windows.
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4 RESULTADOS

Observamos um aumento na expressédo de TLR 4, ROS, IL-6, TNF- q,
IL10, catelicidina e MCP-1 em mondcitos incubados com soro urémico
comparado ao soro normal (Tabela 3). Quando mondcitos foram incubados com
soro urémico e previamente tratados com 25(OH)D3, observamos redugédo na
expressdo de TRL4 e MCP-1 e catelicidina (Tabela 3).

N&o foi observado diferengcas entre os grupos, quanto a expressédo do
VDR, das enzimas intracelulares da Vitamina D CYP27 e CYP24 e NF-KB
(Tabela 3).

Observou-se uma correlacéo positiva entre a expressao de TLR4 e ROS,
IL-6, TNF-a e IL-10, MCP-1 e catelicidina (figura 17). Também se observou uma
correlacdo positiva entre a IL-6 com ROS, IL-10, catelicidina e MCP-1 (Figura
18). Em relagdo ao TNF-a, houve correlagdo positiva entre e ROS, IL-10,
catelicidina e MCP-1 (Figura 19). Houve também correlacdo positiva entre

catelicidina e ROS, IL-10 e MCP-1(Figura 20).
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Tabela 3: Efeito da suplementacdo com vitamina 25(OH)D3s sobre a expressao
de TLR4, ROS, VDR, CYP27, CYP24, IL-6, TNF-a, IL-10, Catelicidina, MCP-1 e

NF-kB em mondcitos de linhagem U-937 frente ao insulto com soro normal e

urémico (n =8).

SORO NORMAL (SN) SORO UREMICO (SU)
SN 25(0H)D3 SU 25(0H)D3
Expressdo (MIF)
716 644 2653 * 1692 +
TRL4 (554 - 536) (544 - 870) (1853 - 3372) {1022 - 2292)
343 378 A0 * 44
ROS (313 - 498) (320 - 563) (394 - 60T) (435 - 594)
7882 8394 T657 7556
VDR (6574 - 9687) (6475 - 10708) (BETO - 9420) (5609 - 9420)
1201 1207 1396 1170
CYP27 (692 - 1461) (747 - 1521) (931- 1532) (955 - 1521)
430 363 342 375
CYP24 (319 - 563) (329 - 501) (331 - 676) (333 - 485)
Citocina (pg/mL})
38 36 303+ 373
IL-6 (33-49) (31-53) (283 -453) (28,8 - 42.,5)
2.2 2.3 39" 34
TNF-ALFA (16-27) 21-32) (32-47) (29-48)
45 47 61" 60
IL-10 (41-62) (45 - 62) (53 - 64) (56 - 73)
044 043 058 * 052+
CATELICIDINA (0,43 - 0.46) (0.4 -0,49) (0.51-0.65) (0.48-0.59)
MCP-1 11076 7336 14370 * 7697 t
(7899 - 11948) (4820 - B905) (9117 - 16936) (5040 - 10210)
Fafor de transcrigdo (%)
48 3.1 34 41
NF-KB (1.6-12.2) (17 -3.4) (2.1-5,5) (2,3-6.4)
*SU#SN:p <004

+ SU+ 25(0H)D3 # SU:p < 0,03
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Figura 10: Efeito do tratamento da vitamina 25(OH)Ds sobre a expressdo TLR-

4, frente ao insulto com soro normal e urémico em mondcitos de linhagem U937.

(n=8).
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Figura 11: Efeito do tratamento da vitamina 25(OH)Ds sobre a expressdo ROS,
frente ao insulto com soro normal e urémico em mondécitos de linhagem U-937.
(n=8).
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Figura 12: Efeito do tratamento da vitamina 25(OH)D3 sobre a expresséo IL-6,
frente ao insulto com soro normal e urémico em mondcitos de linhagem U-937.
(n=8).
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Figura 13: Efeito do tratamento da vitamina 25(OH)Ds sobre a expressao TNFaq,
frente ao insulto com soro normal e urémico em mondcitos de linhagem U937.
(n=8).



Figura 14: Efeito do tratamento da vitamina 25(OH)D3 sobre a expresséo IL-10,

*p<0,05vs. SN
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frente ao insulto com soro normal e urémico em mondécitos de linhagem U-937.

(n=8).

Figura 15: Efeito do tratamento da vitamina 25(OH)D3 sobre a expressdo MCP-
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T p< 0,002 vs. SU

1, frente ao insulto com soro normal e urémico em mondcitos de linhagem U937.

(n=8).
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Figura 16: Efeito do tratamento da vitamina 25(OH)D3s sobre a expresséo
Catelicidina, frente ao insulto com soro normal e urémico em monoécitos de
linhagem U-937. (n=8).
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Tabela 4: Andlises de correlagcdo Pearson entre TR4, VDR, CYP24, CYP27, ROS,
Catelicidina, IL-10, IL-6, TNF-a e MCP-1.

TRL4 VDR CYP24 CYP27 ROS CATELICIDINA IL-10 IL-6 TNF-a MCP-1

' 02 005 02 05 0,8 0,4 0,8 0,7 0,6
TRL4 p 02 08 02 0003 0,0001 001 00001 00001 0,002

' 019 035 -0,08 0,2 02 03 01 0l

VDR p 02 006 06 0,2 01 01 05 0,6
' 0,03 -0,4 0,05 01 -0007 06  -055

CYP24 p 09 005 0,7 05 09 07 08

‘ 01 0,2 0,1 0,3 0,2 0,1

cYp27 p 0,2 0,3 03 0,1 0,3 0,3

‘ 0,4 03 05 04 02

ROS p 0,01 01 0003 00l 03

: 05 0,8 0,7 0,4

CATELICIDINA 0,001 0001 00001 0,04

. 0,6 0,6 0,2

IL-10 p 0001 0001 04

) 0,8 0.4

IL-6 p 0,0001 0,03

. 05
TNF-a p 0,007

r
MCP-1 p
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Figura 17: Correlacao entre a expressdo de TLR4 e ROS, IL-6, TNF-q, IL-10,
Catelicidina e MCP-1 em mondcitos de linhagem U937.
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Figura 18: Correlacao entre a expresséo de IL-6 e ROS, TNF-a, IL-10, Catelicidina
e MCP-1 em mondcitos de linhagem U937.
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Figura 19: Correlacao entre a expressdo de TNF-a e ROS, IL-10, catelicidina e

MCP-1 em mondécitos de linhagem U937.
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Figura 20: Correlacao entre a expresséao de Catelicidina e ROS, IL-10 e MCP-1 em

mondcitos de linhagem U937.
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5 DISCUSSAO

Neste presente estudo, avaliamos o efeito da suplementacéo de vitamina
25(0OH)D3, sobre parametros inflamatérios em mondcitos submetidos ao
ambiente urémico, ja que tem sido descrito que a vitamina 25(OH)D3 possui
propriedade imunomoduladora.

No nosso estudo utilizamos células que mimetizam os mondcitos no
ambiente urémico, e tratamos com 25(OH)Ds. Observamos que a uremia leva a
alteracdo de alguns marcadores inflamatorios, como maior expressao de TRL4,
estresse oxidativo, IL-6, TNF-a, IL-10, catelicidina e MCP-1. Desta forma,
reforcamos ideia, que o ambiente urémico sinaliza mondcitos a expressarem
uma serie de mediadores inflamatorios (Wallquist et al., 2016).

Estes mediadores inflamatorios estdo envolvidos na fisiopatologia de uma
serie de comorbidades associadas a propria doenca renal crénica, com disturbios
cardiovasculares, anemia e disturbios mineral 6sseo (David et al., 2016). Assim,
se faz importante a busca de estratégias terapéuticas, seja ela medicamentosa
ou ndo, para tentar minimizar a inflamacao nestes pacientes; assim, nos ultimos
anos tem se investigado o papel da vitamina D.

Ando H et al., demonstrou que h& diminuicdo da expressdo de TRL4 em
mondcitos de paciente com doenca renal crdnica, sugerindo um ambiente mais
susceptivel a infecbes. Por outro lado, Zikou et al., demonstrou que, mondcitos
de paciente com nefropatia diabética aumentam a expressao de TRL4 na DCR,
sugerindo aumento da inflamacgé&o.

Quando tratamos com 25(OH)Ds, os mondcitos frente a uremia,
observamos reducdo de TRL4, sugerindo um possivel mecanismo de regulacao

da inflamacao. Na literatura ndo € bem descrito agéo da vitamina D em monaocitos



de paciente com DCR, mas paciente com pré-eclampsia, quando tratados com
vitamina D diminuir a expressao de TRL4, diminuindo a expresséo de IL6 e TNF-
a, reduzindo a inflamacgao (Qian et al.,).

Barisione et al., descreveu que o induxil sulfato isolado, induz aumento de
Ros e MCP-1 em mondcitos de linhagem THP-1. Quando comparado com este
estudo, o soro com o pool de toxinas uremias, também promoveu o aumento
destes mediadores. Levando a um maior estado inflamatorio, associados a leséo
endotelial (STINGHEN et al.,).

A suplementagdo com vitamina D foi capaz de reduzir a expresséo de
MCP-1 nos mondcitos frente ao ambiente urémico. Alvarez et al., observou este
efeito em mondcitos pacientes, quando foram suplementados com 50 000 UL por
semana de colecalciferol, reduzindo a expressdo de MCP-1 por 12 semanas.
Mas este efeito ndo se manteve por um ano.

A suplementacdo com a 25(OD)Ds em paciente pré - dialiticos, aumenta a
producdo de catelicidina por macrofagos peritoneais (Bacchetta et al.,). Na
uremia, a catelicidina se comportou como um marcador inflamatério, se
correlacionando com TRL4, IL6, TNF- a e Ros. Apds o tratamento com a vitamina
D, houve reducdo da producdo da catelicidina, sugerindo diminuicdo da
inflamacao.

Mondcitos, quando insultados com soro urémico, aumentam a producao
de mediadores inflamatérios como IL-6 e TNF- a. Este aumento também foi
observado por Meireles et al., em mondcitos de pacientes com DCR em pré
didlise, sugerindo um aumento da inflamacdo, levando a complicacbes

cardiovasculares.
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Neste modelo de células monociticas a vitamina D néo foi capaz de reduzir
a expressdo de IL-6 e TNF- a frente a uremia. Entretanto Meireles et al.,
demonstraram que o tratamento com 25(OH)Ds € efetivo em diminuir esses
mediadores inflamatérios frente a uremia. A diferenca entre nosso trabalho e o
destes autores, é que no estudo de Meireles et al. o tratamento foi realizado em
mondcitos de pacientes por um periodo de trés meses; diferentemente do nosso
estudo “in vitro” com tratamento por 24 horas.

Em relagdo aos mecanismos intracelulares da vitamina D, j& que
fornecemos o substrato, poderia haver melhorar na expressao de VDR e CYP27,
consequentemente aumentar a quantidade de vitamina D intracelular. Entretanto
nos monacitos originados da cultura de U937 ndo se mostraram alteradas. Por
outro lado, Giffoni et al., demonstrou que linfocitos uma vez que tratado com
vitamina D, ocorre aumento dos mecanismos intracelulares de vitamina D e
consequentemente diminui¢do de citocinas pro-inflamatérias.

Entretanto, podemos concluir que a diminuicdo da expressao de TRLA4,
catelicidina e MCP-1 podem melhorar os mecanismos inflamatorios no paciente
com doenca renal ou pelo menos em relagdo aos mondcitos. Mas se o efeito da
diminuicdo destes mecanismos inflamatorios com a vitamina D tém impacto
sobre desfechos como doencgas cardiovasculares ou lesdo vascular ou outras
comorbidades, ndo pode ser extrapolado com este estudo “in vitro”. Outros

futuros estudos devem ser conduzidos “in vivo” avaliando a médio e longo prazo

o tratamento com vitamina 25(OH)D e seus desfechos.
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