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RESUMO
Introducdo: Gestacdes complicadas por pré-eclampsia (PE) estdo associadas com
isquemia/hipdxia placentaria, estresse oxidativo, hiperuricemia e niveis elevados de
citocinas pro-inflamatdrias. Essas alteragdes fisioldgicas podem desencadear morte celular
por apoptose, um processo essencial para a manutencdo da homeostase de tecidos humanos,
incluindo o endotélio de vasos, sendo considerado um evento intermediario na geracao de
sindromes da gestacdo, como a PE. O desencadeamento da PE pode ser dependente da
deficiéncia de fatores reguladores capazes de modular essa resposta inflamatoria como a
vitamina D (VD). Esse hormonio exerce efeitos sobre o sistema imune inato e adaptativo,
gerando um "status" imune mais tolerogénico, particularmente por suas atividades
reguladoras sobre a resposta inflamatoria. Objetivo: O presente projeto teve como objetivo
avaliar a agdo imunomoduladora da vitamina D sobre a apoptose e producédo de citocinas em
células endoteliais derivadas de veia umbilical humana (HUVEC) estimuladas com peréxido
de hidrogénio (H202), urato monossodico (MSU) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a).
Métodos: As HUVECs foram cultivadas na presenca ou auséncia de H202, MSU e TNF-a.
e tratadas com VD por 4 e 24 horas. A presenca de apoptose foi avaliada por citometria de
fluxo pela deteccdo de anexina V e iodeto de propideo apos 24h de cultura com os estimulos.
A expressdo génica de Interleucina-1 beta (IL-1p), IL-18 e receptor de vitamina D (VDR)
pelas células HUVEC foi avaliada por qPCR apds 4h de cultivo e, a expressdo proteica de
IL-1p, TL-18 e TNF-a foi determinada apds 24h de cultivo pela técnica de ELISA. Os
resultados foram analisados empregando-se testes paramétricos, com nivel de significancia
de 5%. Resultados: O tratamento das HUVECs com H20., MSU e TNF-a reduziu a
viabilidade e aumentou a apoptose e apoptose/necrose das células. Esses efeitos foram
atenuados com a adicdo de VD as células tratadas com MSU e TNF-a. Aumento da
expressdo génica de IL-1p, IL-18 e VDR pelas HUVECs foi observado apos o tratamento
com H203, de IL-1p e IL-18 com MSU e de IL-1p ¢ VDR com TNF-a, enquanto a expressao
proteica de IL-1p, IL-18 e TNF-a foi significativamente maior ap6s cultura das células com
os trés estimulos. O tratamento concomitante de MSU+VD e TNF-o +VD reduziu a
producgéo de IL-1p, IL-18 e TNF-a, enquanto o tratamento com H20.+VD reduziu apenas a
producdo de TNF-a. Em conjunto os resultados mostram que o estimulo das HUVECs com
H202, MSU e TNF-a induz ativagdo dessas células, resultando em apoptose e elevada
producéo de citocinas pro-inflamatérias, que foram atenuadas pelo tratamento com VD. A

alta producdo de TNF-a por essas células sugere o envolvimento dessa citocina na indugdo



de apoptose nas HUVECSs. Conclusdo: O tratamento in vitro de células endoteliais da veia
umbilical humana com vitamina D mostra que esse pro-hormdnio, por suas atividades
imunomoduladoras, pode ser promissor para minimizar o processo inflamatorio sistémico e
a disfuncdo endotelial, que ocorrem na pré-eclampsia.



1. INTRODUCAO

A pré-eclampsia (PE) é uma sindrome especifica da gravidez que ocorre entre 2 a 8%
das gestacOes, caracterizada como a principal causa de morbidade, mortalidade e parto
prematuro. O diagnostico clinico é realizado a partir da vigésima semana de gravidez ou nos
primeiros dias apos o parto, com base no desenvolvimento de hipertensao arterial (PA > 140
x 90mmHg) associada ou nao a proteindria (> 300mg/24h) (ACOG, 2019). Por ser uma
doenca sistémica, a PE inclui outras disfuncBes maternas, tais como: insuficiéncia renal,
comprometimento hepatico, complicacdes neuroldgicas ou hematoldgicas, disfungédo uUtero-
placentaria ou restricdo de crescimento fetal (Tranquilli et al., 2014; Mol et al., 2016).

Embora a causa exata da PE seja desconhecida por ser uma doenca multifatorial,
alguns estudos sugerem como causas potenciais a invasdo trofoblastica inadequada das
arteriolas espiraladas maternas, méa adaptacdo imunolégica e disfuncao de células endoteliais
(Redman & Sargent, 2005; Silasi et al., 2010; George & Granger, 2011).

Durante a placentacdo normal, as artérias espiraladas uterinas maternas sdo invadidas
por células do trofoblasto extraviloso, resultando na remodelacdo desses vasos em vasos
Utero-placentarios, que garantem uma adequada irrigacdo sanguinea da placenta e do feto.
No entanto, em placentas de gestantes com PE ndo ocorre invasdo adequada pelo trofoblasto,
gerando defeitos na remodelacdo da artéria espiralada e causando ma perfusdo e isquemia
placentarias (George & Granger, 2011; Afroze et al., 2016). Essas alteraces podem causar
lesBes que levam ao estresse oxidativo, resposta inflamatoria local e producédo de detritos e
fatores anti-angiogénicos pela placenta. Esses produtos se disseminam na circulagdo materna
e sdo responsaveis pela resposta inflamatdria que se inicia, em razdo da invasao trofoblastica

deficiente, capaz de lesar sistemicamente o endotélio (Shikanai et al., 2015). Assim, a



placenta parece desempenhar papel fundamental no desenvolvimento e fisiopatologia da PE
(Redman & Sargent, 2005; Devisme et al., 2013).

O estresse oxidativo é uma caracteristica marcante em gestacées complicadas pela PE
(Burton & Jauniaux, 2004; Myatt & Cui, 2004), por induzir morte celular do trofoblasto e
consequentemente disfuncéo placentaria (Li et al., 2019). Pode ainda ser resultante de leséo
causada por hipoxia e reperfusdo (Burton & Hung, 2003) e/ou deficiéncia das defesas
antioxidantes (Perkins, 2006). Peracoli et al. (2011) relataram que a PE é caracterizada por
estresse oxidativo, representado por ativacao enddgena de mondcitos de gestantes portadoras
de PE, associada a producdo elevada de anion superéxido (O2-), peroxido de hidrogénio
(H202) e fator de necrose tumoral-a (TNF-a) por essas células. A isquemia e hipoxia,
resultantes da invasdo trofoblastica inadequada levam a um aumento da producdo de
citocinas pro-inflamatérias na placenta (Raghupathy, 2013). Assim, TNF-a e IL-1B séo
altamente expressos e secretados nas placentas de mulheres com PE, provavelmente devido
a hipoxia-reoxigenacdo causada por perfusdo placentaria intermitente (Hung et al., 2004).
Essas citocinas pro-inflamatdrias caem na circulacdo materna e podem atuar sobre o
endotélio e leucdcitos circulantes, amplificando a resposta inflamatoria sistémica na PE.

A placenta humana é uma fonte de moléculas angiogénicas, que desempenham papel
importante na formacdo de vasos sanguineos na interface materno-fetal (Pratt et al., 2015).
Estudos sugerem que um desequilibrio na producdo e liberacdo de fatores pré e
antiangiogénicos pela placenta contribui para a disfuncao das células endoteliais sistémicas
na PE e sdo fatores importantes para a propagacgédo da lesdo endotelial (Levine et al., 2004,
Maynard et al., 2008). Portanto, reducdo significativa dos fatores angiogénicos como fator
de crescimento placentério (PIGF) e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), bem
como aumento da producéo de fatores antiangiogénicos sollveis, como endoglina (SEng) e

o receptor soluvel tirosina-like do tipo 1 (sFlt-1) tanto na placenta como no soro das gestantes
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com PE tém sido associados a patogénese da doenca (Silasi et al., 2010; De Oliveira et al.,
2011; Weel et al., 2016). Alguns autores sugerem que a PE é uma patologia gestacional
caracterizada por disfuncdo endotelial generalizada, que é considerada a principal causa
dirigida da PE (Maynard & Karumanchi, 2011; Wei et al., 2013; Burton et al., 2019).

Portanto, estudos utilizando agentes indutores de estresse oxidativo e apoptose, como
peroxido de hidrogénio (H202), TNF-a e &cido urico sobre células endoteliais da veia
umbilical humana (HUVEC) sdo importantes para conhecer o envolvimento do estresse
oxidativo e processo inflamatdrio sistémico na PE, que podem promover lesdo e apoptose
de células endoteliais nessa patologia.

A linhagem celular HUVEC, derivada de células endoteliais da veia umbilical humana
é frequentemente utilizada em estudos de disfuncdo endotelial, reparo de vasos sanguineos,
angiogénese e apoptose (Munarin & Coulomb, 2015; Pan et al., 2016). Além disso, tem sido
amplamente empregada como modelo para estudo de disfuncéo endotelial na PE (Hobson et
al., 2016; Viana-Mattioli et al., 2020; Ji et al., 2021).

A apoptose € um mecanismo celular intrinseco que leva a auto-destruicdo celular,
considerada essencial para a homeostase dos tecidos humanos. E um fenémeno fisiolgico
necessario na embriogénese, estresse celular e remocdo de células lesadas, bem como para
controlar a proliferacdo celular anormal em condigdes patoldgicas (Hockenbery, 1994). Esse
processo celular é induzido por estimulos especificos e ocorre em células que participam de
vias relevantes para o organismo (Thompson, 1995). Muitos aspectos da apoptose a
distinguem da necrose. Entre eles, o0 mais importante é que na apoptose, a remocao celular
depende de uma magquinaria interna da célula, enquanto na necrose é um processo acidental,
estimulado por um evento externo ndo planejado. Um segundo ponto importante é que a
apoptose segue um padrdo morfoldégico muito caracteristico, com condensacdo da

heterocromatina nuclear em um crescente dep6sito na membrana nuclear e posteriormente,
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em corpos densos individuais ou multiplos, que sdo eliminados por células fagociticas
(Wyllie, 1993). A necrose é um tipo de morte na qual as células sofrem um insulto que resulta
no aumento do volume celular, agregacdo da cromatina, desorganizacdo do citoplasma,
perda da integridade da membrana plasmaética e consequente ruptura celular. Durante a
necrose, o conteudo celular ¢ liberado, causando danos as células vizinhas e uma reacao
inflamatdria no local (Ziegler & Groscurth, 2004).

A morte celular por apoptose tem sido observada em varios estados fisiopatoldgicos
como aterosclerose, angiogénese e remodelacdo vascular (Karsan & Harlan, 1996; Bennet,
1997). Alguns autores demonstraram que as células endoteliais também podem sofrer
apoptose em doencas cardiovasculares como aterosclerose e em outras condicdes
inflamatdrias, podendo essa morte celular ser modulada por flavonoides com atividade anti-
inflamatdria (Gong et al., 2019; Chen et al., 2020).

A apoptose pode ser induzida em HUVECs por diferentes estimulos que induzem
estresse oxidativo, tais como radicais livres produzidos durante a inflamagcdo H2O: e
producdo de citocinas inflamatorias como TNF-a (Chen et al., 2015; 2020; Jiang et al.,
2020). A placenta gera espécies reativas de oxigénio, que podem contribuir para o estresse
oxidativo observado na gravidez normal, mas que aumenta em gestacdes complicadas por
PE (Myatt, 2010). Alguns estudos tém utilizado H2O> como agente indutor de estresse
oxidativo e apoptose em trofoblastos humanos (Mol et al., 2007). Em estudo recente,
demonstramos que o tratamento de explantes placentarios, obtidos de gestantes normotensas,
com H20: induz a ativag&o do inflamassoma NLRP3 como consequiéncia do estresse celular
induzido e aumento da expressdo de proteinas e genes da caspase-1 e citocinas pro-
inflamatorias IL -1 e TNF-a, associados @ menor produgdo de IL-10 (Nunes et al., 2018).

Niveis elevados de acido Urico estdo associados a casos mais graves de PE (Martin &

Brown, 2010). Correlacdo positiva entre niveis plasmaticos elevados de &cido Urico e de
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TNF-a, IL-1p, IL-12 e da proteina de choque térmico Hsp70 foi observada em formas graves
da PE (Peracoli et al. 2013). Além disso, Matias et al. (2015) demonstraram que cristais de
acido urico, representados por urato monossodico (MSU), induzem ativacdo do
inflamassoma NLRP3 e aumento da producdo de TNF-o por mondcitos em gestantes pré-
eclampticas. O tratamento de HUVECs com TNF-a induz apoptose e aumento da expresséo
de moléculas de adesdo vasculares como ICAM-1, VCAM-1 e selectina-E, acompanhada da
ativacdo das vias de sinalizacdo mediadas pelos fatores de transcricdo celulares NF-xB e AP-
1 (Chen et al., 2015). Essas evidéncias mostram que a resposta inflamatdria sistémica
exacerbada e a disfuncdo endotelial, detectadas na PE, poderiam estar associadas a
deficiéncia de fatores reguladores capazes de modular essa resposta inflamat6ria como, por
exemplo, a vitamina D (VD).

A VD é um pro-hormdnio multifuncional, obtido principalmente a partir da
exposicao a luz solar (Feldman et al., 2014). Esse horm6nio pode ser adquirido pela dieta,
mas sua principal fonte decorre da sua ativacdo na pele (derme e epiderme), a partir da
exposicao aos raios ultravioleta (UVB) (Prietl et al., 2013). A vitamina D exerce inUmeros
efeitos no organismo. Tem sido considerada como importante agente imunomodulador dos
sistemas imunes inato e adaptativo, por regular a proliferacdo, diferenciacdo celular e
apoptose, bem como por apresentar atividades reguladoras sobre a resposta inflamatéria
(Karras et al., 2018). Durante a gestacdo normal a vitamina D é produzida por células
trofoblasticas placentarias e da decidua humana, sendo responsavel por um papel anti-
inflamatdrio em varios 6rgdos, incluindo a placenta (Xu et al., 2014).

Relatos da literatura descrevem deficiéncia de vitamina D em gestantes portadoras
de PE (Robinson et al., 2013; Xu et al., 2014; Mohaghegh et al., 2015) e associac¢do entre
essa deficiéncia e o risco de desenvolvimento de PE (Aghajafari et al., 2013; Bodnar et al.,

2014), sugerindo que a suplementacdo da vitamina D pode proteger o organismo materno
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por sua influéncia sobre a fungéo vascular e modulacao da resposta imune (Hypponen et al.,
2013). Outros estudos demonstraram que baixas concentracfes de vitamina D apresentavam
associacdo com diminuicdo de PIGF no soro, sugerindo que a insuficiéncia de vitamina D
pode estar envolvida na disfuncéo endotelial associada a PE (Wei et al. (2013; Smith et al.,
2015). A administracao de vitamina D em modelo experimental de PE induzida por hipdxia,
causada por reducdo da perfusdo uteroplacentaria em ratas levou a diminuicdo da
mortalidade fetal, da pressdo arterial, proteinuria e do estresse oxidativo na placenta,
acompanhado por ativacao de autofagia e atenuacdo da apoptose. Os resultados sugerem que
a vitamina D desempenha papel benéfico no inicio da gestacdo e sua suplementacdo pode
ser usada como um potencial agente protetor na PE (Tian et al., 2016).

Portanto, o emprego de ensaios in vitro com HUVEC, utilizando agentes indutores
de estresse oxidativo e apoptose, como H202, MSU e TNF-a e tratamento das células com
VD para podera contribuir para melhor conhecimento da acéo da vitamina D na modulagéo

da resposta inflamatdria sistémica e da disfuncéo endotelial na PE.

2. OBJETIVO
- Avaliar a acdo imunomoduladora da vitamina D sobre a apoptose em linhagem celular de
células endoteliais da veia umbilical humana (HUVEC) estimulada com urato monossodico
(MSU), perdxido de hidrogénio (H20.) e fator de necrose tumoral (TNF-a) e sua associacao

com a producéo das citocinas IL-1p, IL-18 e TNF-a.

3. METODOS

3.1. CULTURA DE LINHAGEM CELULAR HUVEC



14

HUVECs C-003-5C (Invitrogen, Carlsbad, EUA) foram cultivadas em meio DMEM
(Gibco) suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino (SFB), 100 IU/mL de penicilina,
100 pg/mL de estreptomicina ¢ 2 mMol/L de L-Glutamina (Sigma-Aldrich). As células
foram mantidas em garrafas T de 75 cm? (Corning) a 37°C em atmosfera com 5% de COx.
As células foram repicadas para a realizacdo dos experimentos, no momento em que as
células apresentaram aproximadamente 80% de confluéncia. Para os experimentos, as
células foram incubadas em meio sem SFB, na presenca ou auséncia de H2O. (100uM),

MSU (50pg/mL), TNF-a (20 pg/mL) e VD (100nM) (Sigma-Aldrich).

3.2. ANALISE DA APOPTOSE POR MEIO DA TECNICA DE CITOMETRIA DE

FLUXO

As células foram ajustadas na concentracdo de 5x10° e foram cultivadas por 24h em
placa de 24 pogos na presenga ou auséncia de H202 (100puM), MSU (50pg/mL), TNF-a (20
pg/mL) e VD (100nM). Como controle positivo de morte, uma aliquota das células a 10°/mL
foi mantida em banho-maria a 56°C por 20 min. Apds a incubacdo, o sobrenadante foi
recolhido com tripsina, juntamente com as células desprendidas, e centrifugados por 10 min
a 1200 rpm. O pellet celular foi ressuspendido em 100 pl de PBS gelado e lavado por 30s a
10.000 rpm. Apds a segunda lavagem, as células foram ressuspendidas em 100uL de tamp@o
fornecido no kit especifico, contendo célcio e incubadas com anexina V a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz. Apds incubagao, foram adicionados 2puL do tampao de anexina.
Por fim, as células foram coradas com 4uL. do marcador iodeto de propidio (PI) para a
checagem de viabilidade e adquiridas em citdmetro de fluxo FACSCantoTM 1l (BD
Biosciences) com software FACSDiva (BD Biosciences). Os resultados foram analisados no
software FlowJo, versédo vX.10.6 (Tree Stars Inc.). A anexina V é uma proteina que na

presenca de ions calcio se liga a fosfatidilserina (PS) externalizada nos estagios iniciais de
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apoptose, enquanto o P1 € um intercalante de DNA e marca células em apoptose tardia e/ou

necrose celulares.

3.3. ANALISE DA EXPRESSAO GENICA POR gPCR

A quantificagdo da expressdo génica de IL-1B, TNF-a, IL-18, TRAIL e VDR pelas
HUVEC cultivadas na presenca ou auséncia de H20> (100uM), MSU (50pg/mL), TNF-a
(20 pg/mL) e VD (100nM) por 4h foi realizada por meio da técnica de reacdo em cadeia da
polimerase quantitativa em tempo real (QPCR) utilizando GoTag® gPCR Master Mix
(Promega, Madison, USA). O aparelho utilizado foi 7500 real-time PCR Systems (Applied
Biosystems, USA).

As variantes dos alvos estudados foram alinhadas no programa MEGA 6 e
posteriormente, cada iniciador foi escolhido por meio do programa Primer-BLAST. Para
cada alvo, foram selecionados dois iniciadores, sendo que alguns estéo localizados na jungéo
éxon-éxon. Iniciadores presentes em tal juncdo garantem a pureza da reacdo, ou seja, a
auséncia de qualquer DNA gendmico que possa contamina-la. As sequéncias dos iniciadores

utilizadas no presente estudo estdo detalhadas no Quadro 1 abaixo:

Quadro 1. Sequéncias dos iniciadores para a analise da expressdo dos genes em estudo por
qPCR.

Comprim Nome do Acesso ao
Alvos Sequéncia (5’-3”) ento do ene GenBank
produto g
Forward primer:
IL-1 (544)GAGCAACAAGTG_GTQTTCTCC(564) 110 pb IL1B NM_000576.2
1L-1p Reverse primer:
(653)AACACGCAGGACAGGTACAG(634)
Forward primer:
IL-18 (438)ACTGTAGAGATAATGQACCCCG(459) 80 pb IL18 NM_001562.3
— Reverse primer:
(517) AGTTACAGCCATACCTCTAGGC(496)
Forward primer:
INF-0 | 355 GCTGCACTTTGGAGTGATCG(344) | 0 Pb 1 TNF 7 NM_000594.3
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Reverse primer:
(462)GGGTTTGCTACAACATGGGC(443)

Forward primer:

(590)TGGAGACTTTGACCGGAACG(609) NM_00101753

VDR S 115 pb VDR
Reverse primer: 6.1
(704)GCTTCGCCTGAAGAAGCCT(686)
Controle interno da reacao
Forward primer:
GAPDH (684)CGTGGAAGGACTCATGACCA(703) 11 8pb GAPDH | NM_002046.4

Reverse primer:
(801)GGCAGGGATGATGTTCTGGA(782)

Cada reacdo foi definida em duplicata no total de 20l cada, o qual contém 0,3uM de
cada iniciador (sense e anti-sense), 2l de cDNA, 10pul de master mix e 6,8ul de agua livre
de nuclease. Adicionalmente, foi inserido um controle, também em duplicata, o qual foi
incluido em cada reacdo a fim de provar que ndo haja contaminacdo. As condic¢Ges para a
reacdo de qPCR foram: desnaturacéo inicial a 96°C-10min, 40 ciclos a 95°C-15s e 60°C-
60s, seguido de uma curva melting. A amplificacdo de cada transcrito especifico foi
confirmada pelo perfil da curva melting gerada no final de cada reagéo.

O célculo da expressao diferencial dos genes selecionados foi efetuado pelo método
de processamento de dados em relacdo a uma curva padréo (Larionov et al., 2005). Todas as
condigdes e o controle negativo da reacdo (No template Control — NTC; sem DNA) foram
analisadas em duplicatas. Para analise da expressdo relativa, amostras de RNA obtidas das
HUVEC (na auséncia de estimulos) foram reunidas e apds analise da expressao génica, essa
amostra recebeu o valor relativo de 100. Todas as outras amostras receberam valores

relativos a essa amostra.
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3.4. DETERMINACAO DE CITOCINAS

A concentracdo das citocinas IL-1p, TNF-o e IL-18 em sobrenadantes de HUVEC
obtidos apos os tratamentos descritos no item 3.2. foram determinadas por Kits de ELISA
(R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA), de acordo com as instrugdes do fabricante. Os
limites de sensibilidade do ensaio foram 1,0 pg/mL para IL-1p, 1,6 pg/mL para TNF-a, 5,15

pg/mL para IL-18 e 2,86 pg/mL para TRAIL.

3.5. ANALISE ESTATISTICA
Os resultados foram avaliados utilizando-se o programa estatistico GraphPad Prism,
versdo 6.01 (GraphPad, CA, EUA). A apoptose, expressao génica e proteica foram avaliadas
por analise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de comparacdo mdltipla de

Bonferroni. A significancia estatistica foi aceita em p <0,05.

4. RESULTADOS

4.1. VIABILIDADE, APOPTOSE E NECROSE EM HUVECs CULTIVADAS
NA PRESENCIA OU AUSENCIA DE H202, MSU E TNF-a

As figuras 1, 2 e 3 representam a viabilidade celular das HUVECSs cultivadas com 0s
estimulos e tratadas com VD.

A figura 1 mostra os resultados do cultivo das HUVECs com H202 e VD. O tratamento
com H20> resultou em diminuicdo significativa na viabilidade celular (figura 1A), e
aumentou a apoptose em relacdo ao controle (figura 1B), assim como o indice
apoptose/necrose (figura 1C). A Figura 1 (D-G) apresenta dotplots representativos do indice

apoptose/necrose em HUVECs tratadas ou ndo com H202 e VD por 24 h.
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Figura 1. H.O, aumenta a taxa de apoptose e apoptose/necrose em HUVECs (B-C). indice
apoptose/necrose representativo em HUVECs detectado por citometria de fluxo com
Anexina V/PI (D-G). As amostras foram analisadas em trés repeticdes técnicas e bioldgicas.

Os resultados sdo expressos em meédia £ SD. ANOVA seguido do teste de comparacao
multipla de Bonferroni. * (p <0,05) vs Co.

O estimulo com MSU diminuiu a viabilidade celular das HUVECs em comparacao
com a cultura controle, enquanto o tratamento com MSU + VD mostrou manutencéo da
viabilidade celular (Figura 2A). Os indices de apoptose e apoptose/necrose aumentaram
influenciados pelo tratamento com MSU e diminuiram com o cultivo concomitante de MSU
+ VD (Figura 2B e 2C). Na Figura 3 (D-F) observam-se dotplots representativos do indice

apoptose/necrose em HUVECSs tratadas ou ndo com MSU e VD por 24 h.
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Figura 2. MSU reduz a viabilidade celular e aumenta a taxa de apoptose/necrose em
HUVECs (A-C). indice apoptose/necrose representativo em HUVECs detectado por
citometria de fluxo com Anexina V/Pl (D-F). As amostras foram analisadas em trés
repetices técnicas e bioldgicas. Os resultados sdo expressos em média + SD. ANOVA
seguida do teste de comparacao multipla de Bonferroni. * (p <0,05) vs Co, + (p <0,05) vs
MSU.

A viabilidade celular mostrada na figura 3 foi reduzida apos o estimulo com TNF-a
(Figura 3A) em comparacdo com a cultura controle, enquanto o tratamento com TNF-a +
VD melhorou significativamente a viabilidade celular em comparacao a cultura com TNF-
a. Os indices de apoptose e necrose (Figura 3B e 3D) foram influenciados pelo tratamento
com TNF-a e diminuiram com o tratamento concomitante de TNF-a. + VD. A Figura 3C
mostra a raz&o apoptose/necrose, que também aumentou com estimulo de TNF-a e diminuiu
com tratamento de TNF-o + VD. A Figura 3 (E-H) apresenta dotplots representativos do

indice apoptose/necrose em HUVECs tratadas ou ndo com TNF-a e VD por 24 h.



g
e
3]
<
@
S
=3
<
[

A
00
8
6
A
2

20

Viabilidade B Apoptose

(@]
O

Apoptose / necrose Necrose

* *

*

Frequéncia (%)
Frequéncia (%)
Frequéncia (%)

o - N w £ w1

o o
o

Figura 3. TNF-a reduz a viabilidade celular ¢ aumenta a taxa de apoptose € necrose em
HUVEC (A-D). indice apoptose/necrose representativo em HUVEC detectado por
citometria de fluxo com Anexina V/Pl (E-G). As amostras foram analisadas em trés
repeticdes técnicas e bioldgicas. Os resultados sdo expressos como média £ DP. ANOVA
seguida do teste de comparagdo multipla de Bonferroni. * (p <0,05) vs Co, + (p <0,05) vs
TNF-o.

Em conjunto, os resultados mostram que os estimulos H>O2, MSU e TNF-o induziram
aumento de apoptose e da razdo apoptose/necrose nas células HUVEC. Além disso,
observou-se que todos os estimulos diminuiram a viabilidade das HUVECs, enquanto o
tratamento com VD aumentou a viabilidade e diminuiu a apoptose/necrose nas culturas
tratadas com esses estimulos. Os tratamentos concomitantes de MSU + VD e TNF + VD
levaram a diminuicdo significativa da apoptose induzida por esses estimulos. Entretanto, a

adicédo de VD néo reduziu a apoptose induzida por H20..

4.2. EXPRESSAO GENICA DE IL-1p, IL-18 E VDR EM HUVECs

O cultivo de HUVECs com H20- (figura 4) aumentou a expressao génica de IL-1p, IL-
18 e VDR em comparacgdo a cultura controle, ndo tratada. O tratamento concomitante de
H20.+VD reduziu significativamente os niveis de mMRNA de IL-18 e VDR (figura 4B e C)

em relacdo ao estimulo com H202, enquanto que o cultivo com VD reduziu a expressdo de
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IL-18 e VDR em relagéo ao controle. Embora o tratamento das celulas com H20. + VD tenha
reduzido a expressdo génica de IL-1, essa reducao ndo foi estatisticamente significativa em

comparagdo com o tratamento com H2Oo.
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Figura 4. Expressdo génica de IL-1p (A), IL-18 (B) e VDR (C) em HUVECs apo6s
tratamento na auséncia ou presenca de H202, VD e H2O2+VD. As amostras foram analisadas
em trés repeticbes técnicas e bioldgicas. Os resultados sdo expressos em média £ SD.
ANOVA seguida do teste de comparacdo multipla de Bonferroni. *(p<0.05) vs. Co,
+(p<0.05) vs. H20o.

Da mesma forma, o cultivo com MSU (figura 5) aumentou significativamente a
expressdo génica de IL-1p e IL-18 em comparagdo a cultura controle, ndo tratada. O
tratamento concomitante de MSU+VD causou diminuig&o significativa dos niveis de mMRNA

de IL-1B e IL-18 (figura 5A e B), mas ndo alterou significativamente a expressao génica de
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VDR, embora os niveis de mMRNA se apresentassem diminuidos em relacdo ao estimulo com

MSU. A incubacdo com VD reduziu os niveis de mRNA para VDR em relacdo ao controle.
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Figura 5. Expressdo génica de IL-1p (A), IL-18 (B) e VDR (C) em HUVECs ap06s
tratamento na auséncia ou presenga de MSU, VD e MSU+VD. As amostras foram analisadas
em trés repeticdes técnicas e bioldgicas. Os resultados sdo expressos em média + SD.
ANOVA seguida do teste de comparacdo multipla de Bonferroni. *(p<0.05) vs. Co,
+(p<0.05) vs. MSU.

A figura 6 mostra que o cultivo das HUVECs com TNF-a.aumentou a expresséo génica
de IL-1pB, IL-18 e VDR em comparacgdo as células controle, ndo tratadas. O tratamento
concomitante de TNF-a+VD diminui os niveis de RNA mensageiro de IL-18 e VDR (figura
6A e B), enquanto que para a expressdo génica de IL-1B ndo foi encontrada diferenga

estatistica entre esses grupos.
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Figura 6. Expressdo génica de IL-1p (A), IL-18 (B) e VDR (C) em HUVECs apo6s
tratamento na auséncia ou presenca de TNF-a ¢ TNF-a +VD. As amostras foram analisadas
em trés repeticbes técnicas e bioldgicas. Os resultados sdo expressos em média £ SD.
ANOVA seguida do teste de comparacdo multipla de Bonferroni. *(p<0.05) vs. Co,
+(p<0.05) vs. TNF-a.

4.3. DETERMINACAO DE CITOCINAS EM SOBRENADANTE DAS HUVECs
Os niveis de IL-1B, TNF-a e IL-18 aumentaram significativamente quando as células
foram estimuladas com H»O: (figuras 7A, 7B e 7C), MSU (figuras 8A, 8B e 8C), e TNF-a
(figuras 9A, 9B e 9C), em relacdo as células controle, ndo estimuladas. O tratamento

concomitante das células com H»O; +VC reduziu a producdo de TNF-o, enquanto o
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tratamento com MSU+VD e TNF-a +VD diminuiu as concentracdes de IL-1p3, TNF-a e IL-

18 produzidas.
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Figura 7. Niveis de IL-1B (A), TNF-a (B) e IL-18 (C) em HUVECSs ap0s tratamento na
auséncia ou presenca de H202, VD e H20,+VD. As amostras foram analisadas em trés
repeticdes técnicas e bioldgicas. Os resultados sdo expressos em média + SD. ANOVA
seguida do teste de comparagdo multipla de Bonferroni. *(p<0.05) vs. Co, +(p<0.05) vs.

H205.
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Figura 8. Niveis de IL-1B (A), TNF-a (B) e IL-18 (C) em HUVECSs ap0s tratamento na
auséncia ou presenca de MSU, VD e MSU+VD. As amostras foram analisadas em trés
repeticdes técnicas e bioldgicas. Os resultados s@o expressos em média + SD. ANOVA
seguida do teste de comparagdo multipla de Bonferroni. *(p<0.05) vs. Co, +(p<0.05) vs.
MSU.
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Figura 9. Niveis de IL-1B (A), TNF-a (B) e IL-18 (C) em HUVECSs ap0s tratamento na
auséncia ou presenca de TNF-o ¢ TNF-a +VD. As amostras foram analisadas em trés
repetices técnicas e bioldgicas. Os resultados sdo expressos em média + SD. ANOVA
seguida do teste de comparagdo mdaltipla de Bonferroni. *(p<0.05) vs. Co, +(p<0.05) vs.
TNF-a.

5. DISCUSSAO

No presente estudo foi avaliado o efeito imunomodulador da vitamina D (VD) sobre a
apoptose e producdo de citocinas inflamatorias em células endoteliais da veia umbilical
humana (HUVEC). O emprego de células HUVEC para estudo dos efeitos de H.O2, MSU
e TNF-a teve o objetivo de avaliar a agao do estresse oxidativo, da hiperuricemia e de
citocinas pro-inflamatdrias, que ocorrem em gestantes pré-eclampticas, sobre células
endoteliais, como modelo in vitro de PE. Os resultados obtidos mostram que esses estimulos

reduziram a viabilidade e aumentaram o indice de apoptose e apoptose/necrose nas HUVECs
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e induziram ativacdo dessas células, resultando em elevada producdo de citocinas
inflamatorias. O tratamento das células com VD ou VD concomitante aos estimulos com
H202, MSU e TNF-a aumentou a viabilidade e diminuiu a apoptose/necrose nas culturas
tratadas com MSU + VD e TNF + VD.

A apoptose pode ser induzida por diferentes estimulos que induzem estresse oxidativo
na placenta, tais como radicais livres, produzidos durante a inflamacdo como H.O; e
citocinas inflamatdrias. A placenta gera espécies reativas de oxigénio, que podem contribuir
para aumento do estresse oxidativo e apoptose, observados em gestacbes complicadas por
PE (Myatt, 2010; Mol et al., 2016). Tang et al. (2014) demonstraram que o tratamento com
H>O> diminuiu a viabilidade e desencadeou a apoptose em células JEG-3, linhagem
semelhante a trofoblasto humano por mecanismos envolvendo as vias dependentes de
mitocondrias e JINK-p38 quinase.

Cristais de acido Urico, representados por urato monossédico (MSU), uma das DAMPs
(padrBes moleculares associados ao dano) relacionadas ao estresse oxidativo, esta associado
ao aumento da producdo de TNF-a por mondcitos em gestantes portadoras de pré-eclampsia
(Matias et al., 2015 ). Essa citocina pode causar a apoptose ou necrose de células tumorais,
além de ser importante na regulacdo do desenvolvimento embrionéario (Chu, 2013). O TNF-
a desempenha tanto papel fisiolégico como patologico na placenta e endométrio. Assim,
pode desencadear homeostase do trofoblasto humano em concentracdes fisioldgicas,
enquanto que produzido em concentracfes elevadas pode causar efeitos adversos em
patologias da gestacdo como aborto recorrente, PE e trabalho de parto prematuro (Haider &
Knofler, 2009; Peragoli et al., 2013, Nunes et al., 2019). A concentracdo de TNF-a utilizada
no presente trabalho, para estimulo das celulas HUVEC, foi correspondente a concentragao
plasméatica média encontrada em gestantes portadoras de PE (Peracoli et al., 2013; Nunes et

al., 2019). Portanto, os resultados obtidos sugerem a capacidade dessa citocina em induzir
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apoptose e disfungéo das células endoteliais, enquanto o tratamento com VD associado ou
ndo aos estimulos pode ser importante para minimizar os efeitos sisttmicos do TNF-a.

Brodowski et al. (2017) demonstraram que a funcdo de HUVECs obtidas de cordao
umbilical de recém-nascidos de gestantes portadoras de PE estava diminuida em comparacao
as gestantes normais, sugerindo que a disfuncéo placentaria, detectada na PE, pode causar
efeitos adversos no endotélio fetal. Embora os autores ndo tenham encontrado diferenca
significativa entre as gestantes normais e pré-eclampticas quanto as células endoteliais foram
tratadas com VD, estudos anteriores do mesmo grupo mostraram melhora na migracao,
proliferacdo e formacdo de tubos por essas células, utilizando VD como modelo terapéutico
(von Versen-Hoynch et al., 2014; Brodowski et al., 2014; Lee et., 2008). Tian et al. (2015)
demonstraram que a administracdo de VD em ratas no inicio da prenhez, antes da inducao
da pré-eclampsia, melhora os efeitos deletérios placentarios e os principais sintomas, e
associaram esses desfechos positivos a inibicao da apoptose nesses animais.

Os resultados referentes a expressdo génica mostram aumento significativo das
citocinas e VDR em HUVECSs quando cultivadas com os estimulos por H202, MSU e TNF-
a. Levando-se em consideracdo a utilizacdo de espécies reativas de oxigénio (H20>) citocinas
inflamatorias, como 0 TNF-a, ¢ cristais de acido trico (MSU) para mimetizar o estresse
oxidativo presente em gestacGes complicadas com PE, esses resultados estdo de acordo com
nossos estudos anteriores, mostrando aumento da expressao de marcadores inflamatorios em
gestantes com PE (Matias et al., 2015; Nunes et al., 2018; Roméao-Veiga et al., 2018).

O VDR é um receptor nuclear de 50 kDa, pertencente a familia dos receptores
esterdides de classe 2, semelhante aos receptores do &cido retindico e do hormoénio
tireoestimulante, possuindo um dominio ainda ndo bem definido para ligagdo com a
1,25(0H)2D. A forma ativa da VD, 1,25(0H)2D3, ligada as proteinas transportadoras de

VD do sangue, penetra na membrana celular e se liga a0 VDR (DelLuca, 2004; Rostand &



28

Warnock, 2008). Os resultados do presente estudo mostraram maior expressao génica de
VDR, quando as células foram estimuladas com H>O; e TNF-a e poderiam ser explicados
pela alta producdo do receptor, mostrando que esses estimulos sdo capazes de aumentar o
estresse oxidativo e o estado inflamatério. Quando as HUVECSs foram tratadas com VD, ou
estimuladas e tratadas concomitantemente com VD, a expressao génica de VDR diminuiu,
provavelmente porque esse receptor pode interferir com a VD adicionada a cultura.
Considerando que a avaliacdo do papel do VDR e a sinalizacdo de vitamina D na gestacao
ainda sdo pouco conhecidos, mais estudos devem ser realizados para compreender sua
participacdo na disfuncao endotelial que ocorre na PE.

O tratamento das HUVECs com VD diminuiu significativamente a producdo das
citocinas inflamatdrias nas células tratadas com esse horménio, resultado que esta de acordo
com outros estudos in vitro, que mostram a influéncia da VD na regulacdo negativa das
respostas imunes pré-inflamatorias (Hypponen et al., 2013; Cyprian et al., 2019). Além
disso, varios estudos na literatura sugerem que baixos niveis de VD durante a gestacdo estdo
associados ao risco de desenvolver PE e parto prematuro (Bodnar et al., 2014 ; Yuan et al.,
2019; Pashapour et al., 2019). Assim, a associacao entre a deficiéncia de vitamina D e 0 risco
de desenvolvimento de PE (Aghajafari et al., 2013; Bodnar et al., 2014), sugerem que a
suplementacédo da vitamina D pode proteger o organismo materno.

No presente estudo, observou-se que o tratamento das HUVECs com TNF-a, além de
diminuir a viabilidade e aumentar apoptose das células, induziu a producéo de IL-1p, IL-18
e TNF-a por essas células. O TNF-a foi descrito como sendo capaz de induzir a apoptose
em trofoblastos humanos e, em combinagédo com o interferon-gama (IFN-y) estimula a
apoptose em sincicio e citotrofoblastos (Garcia-Lloret et al., 1996; Pijnenborg et al., 2000).
Em revisdo abordando alteragcbes imunoldgicas maternas durante a PE, relacionadas a

respostas citotoxicas alteradas, Barakonyi et al. (2014) concluiram que células da imunidade
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inata estdo alteradas tanto no sangue periférico como no Gtero, influenciando o resultado da
gravidez. Assim, além da resposta inflamatdria exagerada, os mecanismos apoptoticos

relacionados ao efeito do TNF-a parecem estar envolvidos na patogénese da PE.

6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho sugerem que a intensa resposta inflamatéria
sistémica que ocorre na PE, decorrente da ativacdo do inflamassoma NLRP3, com grande
producdo de citocinas inflamatorias como IL-13 ¢ TNF-a, tanto por células do sangue
periférico como pela placenta em gestantes portadoras de PE (Matias et al., 2015; Matias et
al., 2019; Weel et al., 2017) podem causar lesdao em células endoteliais, induzindo apoptose.
O tratamento in vitro das HUVECs com vitamina D, associada ou ndo aos estimulos
empregados H>O,, MSU e TNF-a mostra que esse pro-hormdénio, por suas atividades
reguladoras sobre a resposta imune, pode ser promissor para minimizar 0 processo

inflamatdrio sistémico e a disfuncédo endotelial que ocorrem na PE.
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