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Soro urémico inibe a expressao in vitro da quimiocina SDF-1:
possivel impacto da toxicidade urémica na lesao endotelial

Uremic serum inhibits in vitro expression of chemokine SDF-1: impact
of uremic toxicity on endothelial injury

Resumo

Introducao: A disfuncio endotelial ¢é
importante na patogénese da doenga
cardiovascular (DCV) relacionada a doenca
renal cronica (DRC). Stromal cell-derived
factor-1 (SDF-1) é uma quimiocina que
mobiliza células endoteliais progenitoras
(EPC) e em conjunto com a interleucina-8
(IL-8) podem ser usadas como marcadores
de reparo e lesio tecidual. Objetivo: Neste
trabalho, foi investigado o efeito do meio
urémico na expressio de SDF-1 e IL-8
in vivo e in vitro. Métodos: A inflamacio
sistémica foi avaliada por meio da proteina
C-reativa (PCR) e interleucina-6 (IL-6).
IL-8 e SDF-1 foram avaliados por ELISA
como marcadores de disfuncio endotelial
e reparo tecidual, respectivamente. Os
estudos in vitro foram realizados em células
endoteliais umbilicais humanas (HUVECQC)
expostas ao meio urémico ou sauddvel.
Resultados: Foram incluidos nesse estudo 26
pacientes em hemodialise (HD) (17 = 3 meses
em dialise, 52 = 2 anos, 38% homens e 11%
diabéticos). As concentracoes séricas de PCR,
IL-6, SDF-1 e IL-8 foram 4,9 = 4,8 mg/ml,
6,7 = 8,1 pg/ml, 2625,9 = 1288,6 pg/ml e
128,2 + 206,2 pg/ml, respectivamente. Hou-
ve correlacio positiva entre PCR e IL-6
(p=0,57; p <0,005) e entre SDF-1 e IL-8
(p = 0,45; p < 0,05). Os resultados in vitro
demonstraram que a expressio de SDF-1
pelas HUVEC apéds 6 horas de tratamento
com meio urémico é menor comparada
ao tratamento com meio  saudavel
(p < 0,05). Ap6s 12 horas de tratamento,
ocorreu aumento de IL-8 quando as HUVECs
foram expostas ao meio urémico (p < 0,005).
Conclusao: Sugerimos que SDF-1 e IL-8 nos
pacientes em HD podem ser usados para
mensurar a extensio do dano e consequente
ativagao vascular na uremia.

Palavras-chave: endotélio vascular; insufi-
ciéncia renal cronica; interleucina-8; qui-
miocina SDF-1; quimiocinas; toxicidade
urémica.

ABSTRACT

Introduction:  Endothelial ~ dysfunction
is important in the pathogenesis of
cardiovascular disease (CVD) related to
chronic kidney disease (CKD). Stromal
cell-derived  factor-1 (SDF-1) is a
chemokine which mobilizes endothelial
progenitor cells (EPC) and together
with interleukin-8 (IL-8) may be used
as markers of tissue injury and repair.
Objective:  This  study investigated
in vivo and in vitro the effect of uremic
media on SDF-1 and IL-8 expression.
Methods: Systemic inflammation was
assessed by C-reactive protein (CRP)
and interleukin-6 (IL-6). IL-8 and SDEF-1
were measured as markers of endothelial
dysfunction and tissue repair, respectively,
by ELISA. In vitro studies were performed
on human umbilical vein endothelial cells
(HUVEC) exposed to healthy or uremic
media. Results: The study included 26
hemodialysis (HD) patients (17 = 3 months
on dialysis, 52 = 2 years, 38% men and
11% diabetic). Serum concentrations of
CRP, IL-6, SDF-1 and IL-8 were 4.9 + 4.8
mg/ml, 6.7 = 8.1 pg/ml,2625.9 = 1288.6 pg/
ml and 128.2 = 206.2 pg/ml, respectively.
There was a positive correlation between
CRP and IL-6 (p = 0.57, p < 0.005) and
between SDF-1and IL-8 (p=0.45,p<0.05).
In vitro results showed that after 6 hours
treatment, SDF-1 expression by HUVEC
treated with uremic media is lower
compared to cells treated with healthy
media (p < 0.05). After 12 hours of
treatment there was an increase in IL-8
when HUVECs were exposed to uremic
media (p < 0.005). Conclusion: We suggest
that SDF-1 and IL-8 in HD patients can be
used to measure the extent of damage and
subsequent vascular activation in uremia.

Keywords: chemokine CXCL12; chemo-
kines; endothelium, vascular; interleu-
kin-8; renal insufficiency, chronic; ure-
mia.
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INTRODUCAO

Em estagios avancados de doenca renal cronica
(DRC), grande parte dos pacientes é acometida por
complicacdes, na maioria das vezes correlacionadas as
doencas cardiovasculares (DCV), incluindo calcificag¢ao
vascular e disfungdo endotelial.'? Acredita-se que a
alta concentra¢io de toxinas urémicas circulantes
nesta populacio pode desencadear uma resposta
inflamatéria sistémica e vascular e, desta forma, induzir
a disfuncio endotelial,® fator reconhecidamente
associado ao desenvolvimento e progressio da DCV.

Estudos
demonstram que marcadores plasmaticos de ativagdao

desenvolvidos por nosso  grupo

endotelial tais como monocyte chemoattractant
protein-1 (MCP-1) e vascular adhesion molecule-1
(VCAM-1) estao aumentados e intimamente
associados a outros marcadores de inflamacdo
sistémica nos estdgios mais avangados de DRC,
como PCR e IL-6. Além disso, estudos in wvitro
demonstram que a exposicao de células endoteliais ao
ambiente urémico aumenta a expressio de MCP-1,
interleucina-8 (IL-8) e VCAM-1, sugerindo uma
relagdo entre lesdo vascular, inflamagio sistémica e
toxicidade urémica.*

As células endoteliais tém papel importante na
regulacio do tonus vascular, homeostase, pressiao
sanguinea e remodelamento vascular, e a habilidade
do endotélio em sintetizar e liberar 6xido nitrico (NO)
constitui um importante regulador destes processos
fisiologicos.® Células endoteliais progenitoras derivadas
da medula Ossea (EPC) constituem um sistema
endotelial enddgeno de reparo, protegendo o endotélio
do desenvolvimento de aterosclerose. Evidéncias
sugerem que na uremia ocorra uma diminui¢io na
disponibilidade e fun¢io das EPC, levando a perda
da capacidade de reparo e regeneracio do endotélio,
contribuindo, desta forma, para o desenvolvimento
de DCV.

A stromal cell-derived factor-1 (SDF-1) é uma
quimiocina de acdo pleiotrépica e expressa por
varios tecidos, tais como rins, medula 6ssea, coragio,
figado, timo, baco, musculo liso e esquelético, células
endoteliais e macréfagos.”” Originalmente, a acdo da
SDF-1 foi relacionada a estimulagio de linfocitos T,
linfocitos B e mondcitos.'’ Entretanto, descobriu-se
que esta quimiocina desempenha também papel
fundamental na patofisiologia de processos como
inflamacdo, angiogénese, cicatrizacdo e agregacio
plaquetaria,®!!-13
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Estudos demonstram que quimiocinas como a
SDF-1 e IL-8 possivelmente facilitem a migragdo
de EPC para o endotélio lesionado. De fato,
a SDF-1 tem sido descrita como indutora de
neovascularizacio e em conjunto com a IL-8
responsavel pelo recrutamento de EPC para o tecido
isquémico em DCV, tais como infarto agudo do
miocdrdio.!*?® Recentemente, alguns trabalhos vém
demonstrando que na DRC niveis plasmaticos de
SDF-1 estao aumentados, correlacionando-se com
niveis diminuidos de EPCs.'¢ Estes achados apontam
para um possivel papel benéfico da SDF-1 no reparo
da lesdao endotelial.

A partir deste panorama, hipoteticamente
sugerimos que, na DRC a exposi¢do constante do
endotélio as toxinas urémicas, com consequente dano
vascular, leve a liberagdo de quimiocinas envolvidas
na sinalizacdo e reparo tecidual. Desta forma, o
objetivo do presente trabalho foi investigar os efeitos
do soro urémico na expressio in vitro de SDF-1 e IL-8
e estudo clinico envolvendo pacientes com DRC em
estagio 5 em hemodialise (HD).

MEetopos

SELECAO DE PACIENTES

Os pacientes objetos do estudo foram selecionados
a partir de uma amostra populacional que contava
com 104 pacientes renais cronicos em tratamento por
HD de um unico centro de terapia renal substitutiva
na cidade de Curitiba - PR. Apds a aplicagio de
critérios de inclusio e exclusio listados abaixo,
foram finalmente selecionados 26 pacientes para
participarem do estudo. Todos os pacientes estavam
em programa cronico de HD e realizavam trés sessoes
de HD por semana (3,5 a4 horas por sessdo), utilizando
membranas de didlise de polissulfona, e dialisato com
concentragdo final de bicarbonato de sédio de 32
mEq/L e cdlcio 3,5 mEq/L. Foram excluidos pacientes
em programa de didlise peritoneal, pacientes que
realizavam sessdes de HD por meio de cateter venoso
central como acesso vascular, portadores de doenga
infecciosa ou inflamatéria crénica grave, doencas
malignas, doenga hepadtica ativa, doengas autoimunes,
uso de imunossupressores ou anti-inflamatérios
nos ultimos 3 meses antes da inclusio no estudo, e
aqueles que apresentaram evento cardiovascular (i.e.,
infarto agudo do miocardio, angina instavel, acidente
vascular cerebral ou revascularizacio do miocardio) 3
meses antes do inicio do estudo.



Todos o0s pacientes assinaram termo de
consentimento informado aceitando participar do
presente estudo e o protocolo foi aprovado pelo
Comité de Etica de Pesquisa em Seres Humanos
da Universidade Federal do Parand (registro
CEP/SD: 974.079.10.07). Para efeito de comparagio,
utilizou-se como grupo controle amostras de soro de
individuos adultos saudaveis (n = 10).

COLETA DE DADOS CLINICOS

Durante o recrutamento dos pacientes, foram
coletados os dados clinicos e demograficos por meio
da entrevista e exame fisico realizados no dia da
avaliagio inicial e andlise dos registros do prontudrio
médico. Os seguintes dados foram utilizados: idade,
sexo, raga, comorbidades, etiologia primaria de DRC,
tempo de dialise, % de pacientes em uso de estatina,
vitamina D e aspirina.

COLETA DE DADOS LABORATORIAIS

As amostras de sangue foram coletadas
imediatamente antes da primeira sessio de HD da
semana, centrifugadas e estocadas a -80 °C. No
inicio do estudo, foram mensurados os niveis séricos
de colesterol total, colesterol fracdes LDL e HDL,
triglicérides, hemoglobina, albumina, calcio total,
fosforo, hormonio da paratireoide (PTH), fosfatase

alcalina e PCR em todos os pacientes.

EXPERIMENTOS IN VIVO

NIVEIS SERICOS DE MARCADORES DE INFLAMAGAO SISTEMICA,
SDF-1 € IL-8

A avaliagio de proteina-C reativa (PCR) foi realizada
pelo método imunoturbidimétrico automatizado de
ultrassensibilidade (ADVIA Sistema Quimica 1200,
Siemens Healthcare, Deerfield, Illinois, EUA), com
limite de detec¢io de 0,5 a 15 mg/L. A dosagem
de IL-6 foi realizada pelo método de Enzyme
Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) sandwich
(R&D Systems, Minneapolis, USA), com limite de
detec¢do do método de 0,5 a 15 mg/L. As dosagens
de SDF-1 foram realizadas utilizando-se o método
de ELISA (R&D Systems, Minneapolis, EUA), com
limite de deteccio do método de 1,0 pg/ml a 47
pg/ml. As absorbancias foram detectadas em leitor de
microplaca (Tecan, North, Caroline, USA) a 570 nm.
As dosagens de IL-8 foram realizadas utilizando-se o
método de ELISA in house (anticorpos R&D Systems,
Minneapolis, USA), com limite de detec¢do de 31,25
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a 2.000 pg/ml. As absorbancias foram detectadas em
leitor de microplaca (Tecan, North, Caroline, USA) a
570 nm. Os coeficientes de variacio intra e interensaio
para IL-8 foram de 8,0% e 7,7%, respectivamente.

EXPERIMENTOS IN VITRO

EXTRACAO E CARACTERIZACAO DE CELULAS ENDOTELIAIS
HUMANAS DE VEIA DE CORDAO umBILIcaL (HUVEC)

Os corddes umbilicais foram coletados logo apés
o nascimento e processados dentro de 24 horas. As
células endoteliais foram extraidas e cultivadas de
acordo com Jaffe et al.'’ adaptado.* Brevemente,
o corddo umbilical foi canulado, lavado com
tampao salino fosfato (PBS) (Sigma-Aldrich, USA) e
perfundido com colagenase tipo II (Sigma-Aldrich,
USA) a 0,3% em PBS por 7 minutos, a 37 °C. A
suspencao foi centrifugada e ressuspendida e o pellet
ressuspendido em meio 199 (Gibco, Grand Island,
NY, USA), suplementado com glutamina 2 mM
(Gibco, Grand Island, NY, USA), soro fetal bovino
(SFB) (Gibco, Grand Island, NY, USA) 10%, heparina
5.000 Ul/ml (Sigma-Aldrich, USA), hidrocortisona
0,5 mg/ml(Sigma-Aldrich,USA),endothelial cell growth
suplement 15 g/ml (Sigma-Aldrich, USA), -endothelial
cell growth factor human 25 pg/ml (Sigma-Aldrich,
USA), penicilina 10.000 Ul/ml e estreptomicina 50
pg/ml (Gibco, Grand Island, NY, USA). As HUVEC
foram cultivadas até subconfluéncia em frascos
de cultivo de 25 cm? pré-tratados com gelatina
1% (Sigma-Aldrich, USA) e incubados a 37 °C em
atmosfera de 5% de CO,. As células foram utilizadas
para os experimentos entre as passagens 3 e 4, quando
entdo foram tripsinizadas com tripsina-EDTA 0,25 %
(Sigma-Aldrich, USA) e subcultivadas em placas de 96
pogos (10.000 células/ml/poco) pré-tratadas com gela-
tina 1% nas mesmas condi¢des descritas acima. A ori-
gem endotelial foi confirmada pela morfologia celular
e através de imunocitoquimica com o anticorpo
monoclonal anti-CD31 (Dako Cytomation, Glostrup,
Dinamarca).

CULTIVO DE CELULAS ENDOTELIAIS COM SORO HUMANO

Para preparo do meio urémico e do meio sauddvel,
foram utilizados os soros dos pacientes/individuos na
forma de pool. Para tanto, volumes iguais de soro de
todos os pacientes da amostra (i.e., n = 26) formaram
um unico pool urémico, assim como volumes iguais de
soro de individuos saudéveis (i.e., n = 10) formaram
um tunico pool controle.
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As HUVEC foram inicialmente cultivadas em
placas de 96 pogos até atingirem subconfluéncia
quando, entdo, foram mantidas por um periodo de
12 horas em meio de supressdo (meio 199 acrescido
de 3% de SFB), sem a presenca de fatores de
crescimento. Posteriormente, foram incubadas com o
meio sauddvel (meio 199 + 10% de pool sauddvel) e
ou meio urémico (meio 199 + 10% de pool urémico).
Foram realizados cinco experimentos em duplicata.
Os sobrenadantes foram coletados nos tempos: 0, 6 e
12 horas de cultivo e em seguida estocados a -80 °C
até o processamento. A média de cada duplicata foi
utilizada nas andlises estatisticas.

ENSAIO DE VIABILIDADE PELO METODO DE EXCLUSAO COM
AZUL DE TRYPAN

O numero de células endoteliais foi determinado
pela contagem direta em camara de Neubauer
pelo método de exclusio de azul de Trypan
(Sigma-Aldrich, USA). Basicamente, apos cultivo as
células endoteliais foram tratadas com meio urémico
e meio sauddvel nas mesmas condic¢des descritas aci-
ma, tripsinizadas e ressuspendidas em 1 ml de meio
199. Em seguida, 10 pL da suspensdo foram acres-
cidos de 10 pL de solugdo de azul de Trypan 0,4%,
quando, entdo, foi realizada a contagem em cima-
ra de Neubauer com auxilio de microscopia de luz
(Nikon, Tokyo, Japan). As células que assimilavam
o corante eram consideradas invidveis e o ndme-
ro de células vidveis era calculado por subtracio
do numero de células invidveis do total de células
contadas.'®

ENsAIO DE VIABILIDADE PELO 3-[4,5-DiMETIAZOL-2YL]-2,5-
IFENILTETRAZOLIUM BROMIDE (MITT)

Neste ensaio as HUVEC (10* células/ml/poco)
foram cultivadas em placa de cultivo de 96 pocos e
submetidas aos mesmos tratamentos anteriormente
descritos com volume final de tratamento de
100 pL/pogo. O MTT (Sigma-Aldrich, USA)
foi solubilizado em PBS na concentracio de 5
mg/ml. Posteriormente, a solu¢io de MTT foi
diluida na propor¢do de 1:10 com meio MEM
199 (concentra¢do final de 0,5 mg/ml), e adi-
cionada as células (100 pL/pogo). A placa
foi incubada por 4 horas a 37 °C. Apds este
periodo, 100 pL de dimetilsulfoxido (DMSO)
(Sigma-Aldrich, USA) foram adicionados em cada
poco e a absorbancia foi mensurada em 570 nm."

] Bras Nefrol 2014;36(2):123-131

NivEls DE SDF-1 E IL-8 EM SOBRENADANTE CELULAR

As amostras de sobrenadante foram coletadas nos
tempos: 0, 6 e 12 horas de incubacdo e estocadas a
-80 °C até o processamento. Os niveis de SDF-1 e IL-8
foram mensurados por ELISA como descrito acima.

ANALISES ESTATISTICAS

A analise estatistica foi realizada usando os pacotes
estatisticos para Windows JMP versio 7.0 (SAS Institut
Inc, USA) e SigmaStat versio 3.5 (Systat software,
Inc., Germany). Os dados foram apresentados como
médias = erro padrio médio (EPM) ou mediana
(percentis 25 e 75) para dados clinicos e laboratoriais
de cada parimetro analisado, conforme simetria ou
ndo dos dados. Os resultados foram analisados pelo
teste ¢ ou one-way ANOVA para dados paramétricos
e Mann-Whitney para dados ndo paramétricos. Para
comparagdes multiplas entre os grupos, foi utilizado
o teste de ANOVA on Rank’s seguido pelo teste de
Dunnett. As andlises de correlacdes foram efetuadas
pelo teste de Spearman (p). Um p < 0,05 foi considerado
como significativo.

ResuLtAaDOS

As principais caracteristicas clinicas e laboratoriais
dos 26 pacientes incluidos no estudo estdo descritas
nas Tabelas 1 e 2, respectivamente.

A média de idade foi de 52 + 2 anos, sendo
38% de homens. Nefroesclerose hipertensiva foi
a principal causa de DRC, e todos os pacientes
da amostra eram hipertensos. Somente 11% dos
pacientes apresentavam o diagnéstico de diabetes
mellitus como comorbidade associada. Os pacientes
estavam em tratamento com estatinas, aspirina e
anti-hipertensivos em 30%, 43% e 100% dos casos,
respectivamente.

A mediana dos valores observados para cilcio total,
PTH, kt/V, albumina e colesterol total encontrou-se
dentro dos valores de referéncia para pacientes com DRC
estagio 5.

EXPERIMENTOS IN VIVO
MARCADORES DE INFLAMAGAO SISTEMICA E QUIMIOCINAS

As medianas das concentracoes séricas dos marcadores de
inflamacao sistémica PCR e IL-6 foram, respectivamente,
4,9 = 4,8 mg/ml e 6,7 = 8,1 pg/ml. Houve correlagdo po-
sitiva entre PCR e IL-6 (p = 0,57, p < 0,005). Para SDF-1 ¢
IL-8, as concentragdes foram, respectivamente, 2.625,9 =



TABELA 1 PRINCIPAIS CARACTERISTICAS CLINICAS DA
POPULAGAO ESTUDADA

Parametros
Numero de pacientes 26
Idade (anos) 52 £ 2
Sexo (% homens) 38
Raca (% caucasianos) 81
Comorbidades (%)
Diabete mellitus M
Doencas cardiovasculares 15
Hipertensao 100
Doenca renal primaria (%)
Nefrosclerose hipertensiva 30
Nefropatia diabética 1
Glomerulopatia crénica 50
Outras 9
Vitamina D (% de uso) 45
Estatinas (% de uso) 30
Aspirina (% de uso) 43
Anti-hipertensivos (% de uso) 100
Tempo de diélise (meses) 17 +3

Valores expressos em média + DP.

TABELA 2 PRINCIPAIS CARACTERISTICAS LABORATORIAIS
DA POPULACAO ESTUDADA

Parametros
Colesterol (mg/dL) 180 (108-248)
Colesterol LDL (mg/dL) 106 (42-176)
Colesterol HDL (mg/dL) 44 (21-80)
Triglicérides (mg/dL) 150 (73-240)
Hemoglobina (g/dL) 11,5 (10,8-12,0)
Albumina (g/dL) 3,9(3,3-4,7)
Célcio (mg/dL) 9,0 (76-10,3)
Fosforo (mg/dL) 6,7 (4,1-9,6)
PTH (pg/ml) 446 (11-1.666)
Fosfatase alcalina (Ul/L) 149 (65-602)
kt/V 1,5(1,1-1,8)
PCR (mg/ml) 49 +48
-6 (pg/ml) 6,7 = 8,1
I8 (pg/mi) 128,2 + 206,2
SDF1 (pg/ml) 2.625,9 + 1.288,6

Valores expressos em média + EPM ou mediana (percentis 25
a 75). LDL: Low density lipoprotein; HDL: High density lipoprotein;
PTH: Horménio paratiroideo; PCR: Proteina-C reativa; IL-6: Interleucina-6;
IL-8: Interleucina-8; SDF-1: Stromal cell-derived factor-1.
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1.288,6 pg/ml e 128,2 + 206,2 pg/ml. A correlagio en-
tre as duas quimiocinas estd apresentada na Figura 1
(p=0,455, p < 0,05). Nio foram encontradas diferencas
significativas entre as medianas das concentragdes séricas
de SDF-1 e IL-8 considerando as varidveis sexo, ra-
¢a, doenga renal primaria e comorbidades. (dados nio
mostrados). Para o grupo controle, os valores séricos de
SDF-1 e IL-8 foram 1.996,6 + 259,7 pg/ml e 55,1 = 33,9
pg/ml, respectivamente. Nao houve diferenga significativa
entre os niveis séricos destas duas quimiocinas entre os
pacientes em HD e o grupo controle.

Figura 1. Correlagdo entre os niveis séricos de IL-8 e SDF-1 em
pacientes urémicos em tratamento hemodialitico. IL-8: Interleucina 8;
SDF-1: Stromal cell-derived factor-1.
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EXPERIMENTOS IN VITRO

ENSAIO DE VIABILIDADE PELO METODO DE EXCLUSAO COM
AZUL DE TRYPAN

A andlise da viabilidade celular através do método
de exclusio pelo Azul de Trypan mostrou 95%
de viabilidade para as HUVEC sem tratamento
(grupo controle, células cultivadas com meio
normal), 90% de viabilidade para as HUVEC
tratadas com meio sauddvel e 84% de viabilidade
para as células tratadas com meio urémico. Nao
houve diferenca significativa entre os tratamentos
quando comparados ao grupo controle.

Ensaios DE viABILIDADE PELO MITT

A anilise da viabilidade celular por meio do MTT nio
mostrou diferencas significativas (teste ¢ ou one-way
ANOVA) entre os tratamentos com meio de cultivo
normal, meio saudavel ou meio urémico para todos
os tratamentos aplicados.
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ExpressAo in vitro DE SDF-1 E IL-8

A Figura 2 mostra o efeito do ambiente urémico na
expressdo in vitro de SDF-1 (A) e IL-8 (B) (pg/ml)
pelas HUVEC. Ap6s 6 horas de tratamento, hda uma
menor expressio de SDF-1 quando as HUVEC sdo
tratadas com meio urémico (p < 0,05) em comparagio
ao tratamento com meio saudavel (teste t ou one-way
ANOVA). Para IL-8 ap6s 12 horas de tratamento, hd
um aumento significativo de IL-8 quando as HUVEC
sdo tratadas com meio urémico em comparacio ao
tratamento com meio saudéavel (p < 0,005).

DiscussAo

Durante a ultima década, varios trabalhos vém
demonstrando a acdo das toxinas urémicas como
efetoras da disfuncdo endotelial, contribuindo para
a progressio da DCV nos pacientes com DRC.2022
Pacientes com DRC apresentam um desequilibrio na
vasodilatagdo endotélio dependente e niveis circulantes
aumentados de marcadores de disfuncio endotelial
e estresse oxidativo. Além disso, apresentam um
balanco anormal entre lesdo celular ocasionada pela
toxicidade urémica e reparo tecidual (representado pela
diminui¢do de migracdo de EPC), ocasionando grave
injuria endotelial.?? Os principais achados do presente
trabalho demonstram niveis séricos aumentados das
quimiocinas IL-8 e SDF-1, marcadores de lesio e
regeneracdo tecidual respectivamente, em pacientes
em HD. De forma oposta, demonstrou-se, ainda, que
in vitro, quando células endoteliais sdo tratadas com
soro urémico, apresentam expressio diminuida de
SDF-1, porém, aumentada de IL-8, sugerindo uma
possivel ligacdo entre ativagio vascular e reparo
tecidual nestes pacientes.

A populacgdo incluida neste estudo compreendia
pacientes em HD, com glomerulopatia cronica,
nefrosclerose e nefropatia diabética como principais
causas de DRC, e alta prevaléncia de fatores de risco
para DCV, tais como hipertensdo. Quanto ao uso de
medicamentos, 45% estavam em uso de vitamina D,
30% em uso de estatinas, 43% em uso de aspirina
e 100% em uso de anti-hipertensivos. Ndo foram
observadas diferencas significativas entre a populagio
estudada e outros estudos prévios desenvolvidos
em pacientes em HD,*? excetuando-se a baixa
prevaléncia de diabetes mellitus e dislipidemia
observada em nosso estudo. Os niveis séricos de
marcadores de inflamacdo sistémica, tais como PCR e
IL-6, estavam aumentados, e também foram similares
aos encontrados em outros estudos, demonstrando
que a inflamacdo sistémica é um achado comum nos
pacientes em HD.??” Ainda, os niveis das quimiocinas
SDF-1 e IL-8 também estavam em concordancia com
outros estudos prévios. 162829

O endotélio vascular tem sido reconhecido
como um 6rgdo enddcrino complexo, que regula
diversas fungdes fisiolOgicas, tais como tonus
vascular, migra¢io e crescimento de células de
musculo liso, permeabilidade vascular a solutos e
células sanguineas, regulagio da homeostase, entre
outras fungdes.’®*! A disfuncdo endotelial pode
ser mais amplamente definida como um estado
pré-inflamatério e pro-tromboético® e é um achado
frequente nos pacientes com DRC em virtude da
constante exposicao do endotélio a toxinas urémicas,
sendo considerada como precursora na patogénese
da aterosclerose e doenca arterial obstrutiva’*
Desta forma, pode-se dizer que nestes pacientes
tais patologias sdo intimamente relacionadas, mas,

Figura 2. A: Expressao in vitro de SDF-1 (pg/ml) pelas HUVEC antes e ap6s (0 e 6 horas) tratamento com meio urémico (HD). * p < 0,05 - Controle
6 horas vs. HD 6 horas (teste 1); B: Expressao in vitro de IL-8 (pg/ml) pelas HUVECs antes e apds (0 e 12 horas) tratamento com meio urémico (HD).

* p < 0,005 - Controle 12 horas vs. HD 12 horas (teste 1).
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sobretudo, mutuamente afetadas uma pela outra.*
De fato, em resposta a injuria celular, recentemente
demonstramos em estudos in vivo e in vitro, que a
exposicdo do endotélio ao plasma urémico em tempo
e niveis de uremia dependentes, aumenta a expressio
de MCP-1, VCAM-1 solavel (sVCAM-1) e IL-8,
sugerindo uma ligacdo entre ativagdo vascular e
toxicidade urémica.* Alguns estudos, ainda, sugerem
que em pacientes com DRC, ocorra uma resposta
angiogénica deficiente em virtude da diminui¢do da
producdo de células tronco mesenquimais mediada
pela quimiocina SDF-1, vascular endothelial growth
factor (VEGF) e VEGF receptor 1 (VEGFR1).%¢

O SDF-1 é um importante fator angiogénico
liberado na circulagio em processos inflamatérios
e responsavel pela mobilizacio de EPC da medula
Ossea para a circulacdo. O presente estudo demonstra
que em pacientes em HD os niveis séricos de SDF-1
estio aumentados quando comparados a controles
saudaveis, correlacionando-se positivamente com a
IL-8. Tal correlacdo ocorre em paralelo ao aumento
dos marcadores de inflamacao sistémica PCR e IL-6.
Em concordincia com nossos dados, Jie et al.,* em
estudos envolvendo pacientes com diferentes graus
de DRC, sugeriram que mesmo nos estdgios iniciais
de DRC, a regeneracdo vascular é deficiente, com
niveis de células musculares progenitoras aumentadas
de acordo com o declinio da func¢do renal; isto se
dd concomitantemente a um aumento nos niveis
plasmadticos de SDF-1. Ainda trabalhos demonstram
que apoés transplante renal os niveis de EPC se
restabelecem em paralelo ao declinio dos niveis de
SDF-1, demonstrando claramente o papel da uremia
na injuria celular e na regulacdo nos niveis de SDF-1.%"

No que se refere a ativagio da resposta
vascular e produgido de IL-8, nossos dados in vitro
confirmam os resultados iz vivo, e verificamos que
as células endoteliais expostas ao ambiente urémico
respondem aumentando os niveis desta quimiocina,
confirmando a uremia como efetora da injiria
celular. De forma oposta, os resultados in vitro
demonstram que a expressdo de SDF-1 é diminuida
em células endoteliais apds exposi¢io ao meio
urémico quando comparada as células expostas
ao meio sauddvel, sugerindo que a uremia atue de
certa forma inibindo a expressdo desta quimiocina.
De fato, Noh et al.,’ verificaram a interferéncia da
uremia na transcricio do gene CXCL12 (SDF-1),
inibindo a sintese de RNA mensageiro (mRNA)

Soro urémico inibe a expressao in vitro de SDF-1

e consequentemente diminuindo a produ¢io da
proteina SDF-1. Ainda, Zaza et al.’® observaram em
estudos gendmicos em células polimorfonucleares
(PMN) de pacientes em HD, que a expressio do
gene CXCL12 estd diminuida, o que poderia
resultar em acimulo de células PMN senescentes
na circulacio.

Nossos resultados in vitro demonstram que
ap6s 6 horas de exposicio ao meio urémico as
células endoteliais apresentam niveis de SDF-1
diminuidos quando comparados as células
tratadas com meio sauddvel. Em parte, este
resultado pode ser explicado em virtude da
SDF-1 ser produzida também por outras células,
tais como células de medula Ossea, coracio,
figado, timo, baco, musculo liso e esquelético,
macrofagos e rins, além de células endoteliais,
atuando de forma pleiotrépica;”*3° esta producio
multipla certamente reflete os niveis séricos de
SDF-1 encontrados nos pacientes. Ainda, alguns
estudos demonstram que apds infarto agudo do
miocdrdio, grande parte do processo angiogénico
subsequente é devido a a¢do conjunta de SDF-1
e IL-8 no recrutamento de EPC para o local da
lesdo.!'*!> Estes achados poderiam explicar a ma
adaptagdo vascular encontrada nos pacientes com
DRC ap6s eventos isquémicos.*%4!

Concluindo, com base em nossos resultados
in vivo demonstramos que a a¢do da uremia em
pacientes em HD pode estar associada a danos
vasculares intensos, refletindo os niveis circulantes
aumentados das quimiocinas IL-8 e SDF-1, o que
sugere uma correlacdo entre disfun¢do endotelial e
reparo tecidual. Entretanto, nosso estudo limitou-se
a um numero pequeno de pacientes e entendemos
que estudos com um maior numero de pacientes
e ensaios adicionais in vitro sio necessarios para
avaliar quais a possiveis causas na diminui¢do nos
niveis in vitro de SDF-1.
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