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RESUMO

Introducdo: A doenca renal cronica caracteriza-se pela perda progressiva da
filtracdo glomerular concomitante ou ndo a proteinuria, e subsequente retencao de
toxinas urémicas, levando os doentes renais crénicos a um estado de inflamacéao
cronica. Além disso, esses pacientes possuem niveis reduzidos de vitamina D, a
qual é amplamente estudada por possuir acdes pleiotropicas, que foram
demonstradas através da presenca de seu receptor e maquinaria de ativacdo em
diversas células extrarrenais. Dentre essas, células do sistema imune inato como
0S mondcitos/macrofagos despertam interesse por possuirem VDR expresso
constitutivamente. Os mondcitos compreendem trés populagbes, classicos,
intermediarios e nao classicos, sendo que o0s intermediarios possuem
caracteristicas pro-inflamatorias, estando aumentados na populacdo de doentes
renais cronicos. Objetivo: O presente projeto foi elaborado com a finalidade de
avaliar o perfil monocitario em doentes renais crénicos em hemodialise de acordo
com niveis de vitamina D. Métodos: Os pacientes foram divididos em dois grupos,
de acordo com os niveis séricos de vitamina D: grupo 1, vitamina D< 26ng/mL (n=
15) e grupo 2, vitamina D= 26ng/mL (n=18). A coleta de sangue periférico dos
pacientes selecionados foi realizada antes da primeira sessdo de hemodialise da
semana para avaliacdo de: (i) subpopulacées de mondcitos através da utilizacao de
anticorpos CD14 e CD16 (BD Bioscience); (ii) liberacdo de espécies reativas de
oxigénio através por incubacdo com DCFH-DA (Sigma Aldrich) e (iii) apoptose por
meio de Anexina e 7AAD (BD Bioscience). A leitura foi realizada por citometria de
fluxo (FACs Calibur). Resultados: Observamos no Grupo 1 aumento significativo
na expressao de mondacitos intermediarios (34,7 + 31,6 vs 12,1 + 6,3; p= 0,006) e
diminuicdo de classicos (45,3 + 31,8 vs 70,4 £ 25,1; p= 0,017) quando comparado
ao Grupo 2. Nao houve diferenca entre os mesmos Grupos em relacdo aos
mondcitos ndo classicos (2,4 £ 3,7 vs 1,2 £ 1,9; p= 0,24), assim como em relacéo a
apoptose (26,1 £ 18,7 vs 30,9 £ 23,8; p= 0,53) e ao estresse oxidativo (63,7 + 27,1
vs 58,3 £ 21; p=0,52). Concluséo: Pacientes em hemodialise com menores niveis
de vitamina D possuem quantidades significativamente maiores de mondcitos
intermediarios e menores de classicos, 0 que sugere que estes pacientes possam
ter um perfil inflamatoério intensificado quando comparado aos pacientes com
elevado nivel de vitamina D.
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ABSTRACT

Introduction: Chronic kidney disease (CKD) is characterized by gradual decrease
in glomerular filtration rate with or without proteinuria, and subsequently uremic
toxins retention, prompting CKD patients to a persistant inflammatory condition.
Furthermore, these patients are known to keep diminished levels of vitamin D, which
is broadly studied considering its pleiotropic actions, which were demonstrated by
the presence of it's receptor and activation machinery in extrarenal cells. Among
these, cells belonging to innate immue system, such as monocytes/machrophages,
arouse interest considering they constitutively express VDR. Monocytes
comprehend three populations, classical, intermediate and non classical, where
intermediate demonstrate inflammtory characteristics, being increased in CKD
patients. Objective: This study was elaborated aiming the evaluation of CKD
hemodyalisis patients monocytic profile according to vitamin D levels. Methods:
Selected patients were divided into two groups, regarding to vitamin D levels: group
1, vitamin D< 26ng/ mL (n= 15) and group 2 (n= 18), vitamin D= 26ng/ mL. Before
each patient first hemodyalisis session, whole blood was collected in citrate tubes
(BD Vacutainer) aiming avaliation of: (i) monocytic populations through CD14 and
CD16 antibodies (BD Bioscience); (ii) reactive oxigen species through DCFH-DA
(Sigma Aldrich) and (iii) apoptosis through Annexin and 7AAD (BD Bioscience). The
analysis was performed by flow citometry (FACs Calibur). Results: We observed
that in group 1 there was a significantly increase in intermediate monocytes
expression (34,7 + 31,6 vs 12,1 + 6,3; p= 0,006) and decrease in classical (45,3 +
31,8 vs 70,4 + 25,1; p= 0,017) when compared to grup 2. There was no difference
between the same groups regarding to non classical (2,4 +3,7vs 1,2+ 1,9; p=0,24),
as well as to apoptosis (26,1 =+ 18,7 vs 30,9 £ 23,8; p= 0,53) and to oxidative stress
(63,7 = 27,1 vs 58,3 + 21; p=0,52). Conclusion: Hemodialysis patients with lower
vitamin D levels have significantly increased intermediate monocytes number and
decreased classical one, suggesting these patients might have an intensified
inflammatory profile, when compared to patients with elevated vitamin D levels.
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1 INTRODUCAO

1.1 Doenca renal crénica (DRC)

A doenca renal crénica (DRC) caracteriza-se pela perda progressiva e
irreversivel da funcdo renal, concomitante ou ndo com proteindria (1). Estima-se
que de 3 a 18% da populacado mundial possua DRC (2) e no Brasil, segundo o ultimo
senso publicado pela Sociedade Brasileira de Nefrologia, ha mais de 120 mil
brasileiros em tratamento dialitico. Esta situacdo gera impactos econdmicos
causados pelo alto custo do tratamento, além dos prejuizos psicossociais que
alguns pacientes adquirem. O desenvolvimento da DRC varia nos paises de acordo
com a etnia e a classe social, sendo que individuos de nivel s6cio econémico mais
baixos tém maiores chances de desenvolver a DRC quando comparadas aqueles
com niveis socio econdmicos mais elevados (3, 4). A DRC tem como principais
fatores etiologicos hipertensdo arterial sistémica (HAS) e diabetes mellitus (DM),
doencas crénicas comuns na populacéo geral (5).

Atualmente a DRC é classificada em cinco diferentes estagios, 0s quais séo
divididos de acordo com taxa de filtragdo glomerular estimada (TFG) e/ou presenca
de albuminuria, conforme indicac@o de diretrizes de pratica clinica para a doenga
renal (1). Este estagiamento da-se conforme a Figura 1, onde 0s estagios iniciais
da DRC costumam ser assintomaticos, mas com o progresso da doenca, 0s rins
desenvolvem alteracbes anatdmicas e marcadores de funcdo reduzida, como
hematuria e proteinaria (6), 0 que leva ao estagio final, quando a terapia renal

substitutiva é o tratamento de escolha.
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Prognostico da DRC pela TFG e classificagédo da albumintria

Classificagdo da albumintria persistente
Descrigao e variagao

A1 A2 A3
Prognéstico da DRC pela TFG e
classificagdo da albuminaria: Normal a Moderadamente | Severamente
KDIGO 2012 levemente elevado elevado
elevado
< 30mg/g 30 - 300mg/g > 300mg/g
< 3mg/mmol 3-30mg/mmol | > 30mg/mmol

G1 Normal ou elevada 290

!
G2 Levemente diminuida 60-89
G3a Levemente a 4559

moderadamente diminuida

Moderadamente a
G3b severamente diminuida 30-44

G4 Severamente diminuida 15-29

G5 Faléncia renal <15

Classificagdo da TFG (mL/min/1,73 m?)
Descricao e classificagao

Verde: baixo risco (se nenhum outro marcador de doenga renal, sem DRC); Amarelo: risco
moderadamente elevado; Laranjado: risco elevado; Vermelho: risco muito elevado

Figura 1: Estagiamento da DRC.

Dados epidemiol6gicos tém mostrado que a baixa TFG estimada esta
associada ao risco de complicacdes sistémicas, como doencga cardiovascular
(DCV), HAS, anemia, mortalidade e progressao ao estagio final da doenca (6). O
estagio final da DRC é associado a alta mortalidade, resultante de doencas
cardiovasculares (~50%) e infec¢des (~20%), sendo que a mortalidade ocasionada
por DCV é 500 vezes maior nesses pacientes, quando comparada a individuos com
funcéo renal normal (7, 8), o que pode ser explicado pelo avanco da aterosclerose
devido a um comprometimento da funcdo endotelial e inflamacéo persistente (9).

A reducéo da filtragéo glomerular, concomitante ou ndo com proteindria, além
de acumulo de toxinas urémicas nos estagios finais da doenca, leva o paciente a
sindrome urémica (9,10). No inicio do século XXI um grupo de pesquisa europeu

em toxinas urémicas (EUTOX — European Uremic Toxin Work Group), elencou 90
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diferentes solutos urémicos e esse numero tem aumentado cada vez mais (11),
sendo nos dias atuais listadas aproximadamente 152 toxinas urémicas. Estas
toxinas podem ser classificadas em 3 classes, conforme seu peso molecular e
comportamento durante a diélise:

1. Compostos Pequenos: soluveis em agua e com massa molecular maxima
de 500 Da, removiveis por dialise. Nesta condicdo aparecem ureia, creatinina e
guanidinas (monometil arginina - MMA; dimetilarginina simétrica - SDMA e
dimetilarginina assimétrica - ADMA).

2. Compostos Médios: possuem massa molecular acima de 500 Da, sendo
removiveis por membranas de didlise com poros grandes, geralmente s&o
peptideos e afetam muitos 6rgaos e sistemas. Neste grupo estdo microglobulina-g2
e leptina.

3. Compostos ligados a Proteinas: exercem muitos efeitos tdxicos e sua
remocao é dificil por didlise. A baixa remocdo via dialise convencional é justificada
pelo tamanho do complexo (toxina + proteina plasmatica), o qual ndo atravessa a
membrana do dialisato (até mesmo em técnicas mais aprimoradas, como na
hemodialise de alto fluxo). Encaixam-se nesta classificacdo os fendis e os indois
(112).

Ao passo que ocorre a progressao da DRC, com os rins perdendo massa e
funcdo, o acumulo de toxinas urémicas, passa a ser um problema cada vez mais
importante, gerando efeitos bioldgicos indesejaveis ao organismo e contribuindo
para o estado inflamatério do paciente (11), junto ao aumento de citocinas de fase
aguda, piora do estado nutricional e aterosclerose acelerada (11,12). Além disso,
0S pacientes renais crénicos encontram-se em estado de inflamac&o cronica,
levando a alteracdes na imunidade inata e adquirida com relacéo estreita a DCV e
infeccbes (13, 14). Outras complicacdes prevalentes no paciente renal crénico séo
as relacionadas aos disturbios minerais e 0sseos, sendo importantes causas de
morbidade, diminui¢cdo da qualidade de vida e calcificacdo extra esquelética nesses
pacientes (16).

14



1.2 Disturbio mineral e 6sseo (DMO) na DRC

A DRC leva a diversas alteragcdes no metabolismo mineral-6sseo, que em
conjunto sdo denominadas DMO-DRC, conforme Figura 2. Estas altera¢des incluem
hipocalcemia, hiperfosfatemia, hiperparatireoidismo, hipovitaminose D e aumento
de FGF-23. AlteracGes na morfologia 6éssea, como volume, turnover, mineralizacao
e forca, resultantes do hiperparatireoidismo secundario, sdo modificacdes que
também ocorrem, assim como calcificacdo de tecidos moles e vasos sanguineos.
Esses dados justificam o porqué de pacientes renais crénicos em hemodialise terem
de 3 a 4 vezes mais chances de sofrer fratura, quando comparados a populacao
geral (15). Algumas dessas anormalidades sdo consideradas fatores possivelmente
modificAveis através de intervenc¢des farmacoldgicas e, dentro desse contexto a
vitamina D é passivel de destaque, uma vez que esta, em niveis inadequados no

organismo, leva ao desenvolvimento do hiperparatireoidismo secundario (17).

ANORMALIDADES
BIOQUIMICAS

DMO-DRC

CALCIFICACAO
VASCULARE ANORMALIDADES

DE TECIDO MOLE OSSEAS

Figura 2: Alterac6es na DRC que levam a DMO-DRC.
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1.3 Vitamina D

A denominacéo Vitamina D é dada a um grupo de moléculas secosteroides
relacionadas entre si através de reacdes fotoliticas e enzimaticas (18). Dentre estas
moléculas, as vitaminas Ds, colecalciferol, e D2, ergocalciferol, sdo amplamente
estudadas por demonstrarem possuir um importante papel em diversas regulacdes
no organismo e, apesar de serem denominadas vitaminas, funcionalmente tratam-
se de pré-hormonios (19). A obtencédo da vitamina D pelo organismo humano pode
ocorrer pela dieta (D2 e D3) ou ainda por producdo enddégena (Ds). Na grande
maioria dos vertebrados, incluindo os seres humanos, a maior fonte de vitamina D
€ obtida através da producédo a partir da luz solar (20), sendo que apenas de 10 a
20% da vitamina D necessaria as funcdes adequadas do organismo sdo adquiridas
pela ingestédo alimentar (18).

Porém a exposicdo excessiva ao sol ndo resultara em intoxicagdo por
vitamina D, isto é evitado pela sua inativacéo (21), podendo ainda ser absorvida e
armazenada nos adipdcitos (21, 22). As principais fontes alimentares de vitamina D
e os alimentos mais comumente ingeridos fortificados com a mesma estéao descritos
na Tabela 1.

Tabela 1: Principais fontes alimentares e alimentos fortificados com vitamina D.

ALIMENTO PORCAO FORMA QUANTIDADE APROXIMADA (un)
Fontes Naturais
Gema de ovo Unidade D;eD; 20
Atum enlatado 100g Ds 230
Oleo de figado de bacalhau Colher cha Ds 400 - 1000
Sardinha enlatada i00g Ds 300
Salm3o selvagem 100 g D3 600 - 1000
Salmdo de criacédo 100g D3 100 - 250
Salmdo enlatado 100g D; 300 - 600
Cogumelo shiitake fresco 100g D, 100
Cogumelo shiitake seco ao sol 100g D, 1600
Alimentos fortificados

Leite 240 mL Ds 100
Sucode laranja 240 mL Ds 100
logurte 240 mL Ds 100
Manteiga 100g Ds 50
Margarina 100g Ds 430
Queijo 85g Ds 100
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Ambas as formas da vitamina D s&o ativadas da mesma maneira, e diferem
entre si estruturalmente pelo fato do ergocalciferol possuir um carbono a mais, uma
dupla ligacéo entre os carbonos 22 e 23 e um grupo metila no carbono 24 (Figura
3) (23).

Vitamina D3
(Colecalciferol)

Vitamina D2

o A (Ergocalciferol) HO W

Figura 3: Forma estrutural da vitamina D, ergocalciferol e colecalciferol.

Tanto a vitamina D2 quanto a Ds sofrem hidroxilagdes que ocorrem em
diferentes 6rgaos, com a finalidade de formar a vitamina D ativa, conforme
demonstrado na Figura 4 (23). A exposicdo aos raios ultravioletas B (UVB) do sol,
com comprimentos de onda que variam entre 270 e 300 nandémetros, leva a
conversao fotolitica do 7-dehidrocolesterol, presente nas camadas profundas da
epiderme, em pré-vitamina Ds. Esta é termo instavel e é imediatamente isomerizada
pelo calor para assim, tornar-se estavel, sendo denominada entdo colecalciferol.
Ap0s este processo tanto o colecalciferol quanto o ergocalciferol sdo incorporados
a guilomicrons e alcancam a circulacdo sanguinea (24), onde sdo acoplados a
proteina ligante da vitamina D (DBP, vitamin D binding protein) e chegam ao figado
a fim de sofrer a primeira hidroxilacdo (22). Este processo ocorre no carbono 25
através da acdo da enzima 25-hidroxilase (CYP27A1, CYP2R1), formando a 25-
hidroxivitamina D3, 25(OH)D ou calcidiol (25).

Este metabdlito é a forma mais abundante da vitamina D na circulacdo

sanguinea e é estavel devido sua afinidade pela DBP (26), porém é biologicamente
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inativo, precisando ainda ser convertido, preponderantemente, nos rins em 1,25-
diidroxivitamina Ds, 1,25(OH)2D3s ou calcitriol (22). A enzima mitocondrial
responsavel por esta conversado é a 1a-hidroxilase e esta presente principalmente
nas células dos tubulos contorcidos proximais dos rins (22). Alguns estudos revelam
a presenca desta enzima em tecidos extra renais, tais como intestino, pele,
pancreas, adipécitos, placenta, mondcitos, macréfagos, células dendriticas e
linfécitos T e B (24, 25, 27 - 30). O gene codificador da 1a-hidroxilase € o CYP27B1,
o qual faz parte da familia do citocromo P450, e trés hormdnios calcémicos regulam
sua transcricdo, o horménio paratireoidiano (PTH), o fator de crescimento
fibroblastico-23 (FGF-23) e a propria 1,25(0H)2Ds (24). Os rins também séo os
principais responsaveis por degradar o calcitriol, através da 24-hidroxilase, enzima

codificada pelo gene CYP24A1, e a prépria vitamina D induz seu catabolismo (23).

24, 25(OH):Da

ol
RL 0
Glandulas - /
A —— PTH~—— Rins R Excrecio | Ry ==
paratireoides : N/ I:' L 7
/ la, 24, 25(0H):D3 “Y

l 1a-OHase = ) =

— Fontes dietéticas de Vit, D
24-OHase

( 125(0H):D;s )
- _Caleitriol _

Figura 4: Metabolismo da Vitamina D.

A maior parte das atividades desempenhadas pela 1,25(0OH)2D3s requerem a
presenca do receptor da vitamina D (VDR, vitamin D receptor) (27). Este pertence
a superfamilia de receptores nucleares (28) e esta presente em praticamente todas

as células nucleadas dos seres humanos (27).
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Os membros desta familia possuem a mesma estrutura molecular com varios
dominios funcionais, dominio N-terminal (regido A/B), um dominio de ligacdo ao
DNA (DBD, DNA binding domain, regido C), uma regido de dobradica (regido D) e
um dominio de ligacdo do ligante (LBD, ligand binding domain, regido E/F) (25). A
regido A/B é muito variavel e € responséavel pela ligacdo induzida pela transativacédo
do VDR, ja o dominio LBD é menos variavel e encontra-se na regido C-terminal do
receptor (31). A ligacéo entre VDR e DBD resulta em uma estrutura composta por
66 aminoacidos conservados e 44 variaveis. Como o dominio dos receptores
nucleares mais constante o DBD forma um dimero com o DNA, em uma interacao
proteina-proteina ou ligando-se a cavidade menor do DNA através de sua estrutura
central, formado por dois dedos de zinco e uma estrutura C-terminal (CTE), local de
interacdo com o receptor do retindide X (RXR, retinoid X receptor) (31).

Para desempenhar suas funcbes no organismo, a 1,25(0OH)2Ds liga-se ao
VDR e este complexo hormdnio-receptor ira formar um heterodimero com o RXR.
O heterodimero liga-se aos elementos responsivos a vitamina D (VDRE, vitamin D
responsive elements) na regido promotora dos genes-alvos, estabelecendo, assim,
uma resposta biolégica (28, 29). A resposta biolégica pode ativar ou inibir a
transcricdo génica, o que vai depender da presenca de moléculas co-ativadoras ou

co-repressoras (29, 30) na célula alvo.

1.3.1 Agdes da vitamina D

A 1,25(0OH)2Ds é responsavel pela regulacdo de mais de 5% dos genes do
genoma humano, e destes, mais de 900 séo seus alvos diretos (29). Estas acdes
gendmicas da vitamina D resultam em mudancas na expressdo de milhares de
proteinas transcritas por RNAs e também em pés-transcritos (32), o que nos leva

as diversas funcdes que este hormonio desempenha direta ou indiretamente.

Acdes classicas

A principal e mais conhecida fung¢éo enddcrina que a vitamina D desempenha
€ o0 ajuste do metabolismo mineral e 6sseo, através da regulacéao do calcio, em que

rins, intestino, 0ssos e glandulas da paratireoide relacionam-se para garantir a
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homeostase do organismo (Figura 5) (20). O calcitriol age nos enterdcitos
absorvendo o calcio ativamente (duodeno) e passivamente (jejuno) (18). De forma
ativa, o transporte de calcio é atribuido a importantes proteinas (TRPV5, TRPV6,
calbindinas, NCX1 e PMCAL1b) que séo transcritas através de estimulos da vitamina
D (33).

O receptor sensivel ao calcio (CaSR) das células da paratireoide s&o
capazes de identificar diminuicdes nos niveis sanguineos de calcio, levando a
liberacdo de PTH na circulagao (34). O PTH estimula a producao de 1,25(OH)2Ds
nos rins, a qual inibe o proprio PTH para impedir absorgéo 6ssea, resultando em um
importante feedback e evitando o hiperparatireoidismo secundario, muito comum na
DRC (35).

O calcitriol aumenta a absorcéo intestinal de calcio ao interagir com o
complexo VDR-RXR, aumentado, dessa forma, a expressao dos canais, por onde
o célcio é passivamente transferido por gradiente de concentracdo para dentro dos
enterocitos, e da calbindina 9K, uma proteina transportadora ligante de célcio. VDRs
presentes nos osteoblastos ligam-se a 1,25(0OH)2Ds, elevando a expressdo do
ligante do receptor nuclear ativador do NF-kB (RANKL), que ao ligar-se com RANK,
induz a maturacdo dos osteoclastos. Estas células mantém niveis adequados de
calcio e fosforo no sangue ao retirar estes elementos dos 0ssos, de modo que haja
equilibrio e mineralizag&o apropriados (34).

Porém, a prépria 1,25(OH)2Ds diminui sua sintese através de um feedback
negativo, catabolizando seus excessos em acido calcitrdico, o qual sera excretado
pela bile (34, 35). Outro potente regulador negativo do calcitriol € o FGF-23, o qual
diminui a expressdo de CYP27B1 e aumenta a expressdao de CYP24A1, e
consequentemente de 24,25(0H)2D (38).
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Figura 5: AcOes classicas da vitamina D.

Acdes ndao classicas

A 1a-hidroxilase e o VDR estdo presentes ndo apenas em tecidos que
regulam o metabolismo do calcio, mas também em varios tipos de células e tecidos
do organismo humano, o que nos leva as fungdes pleiotrépicas que a 1,25(0OH)2Ds
desempenha.

Sistema Nervoso - A abundéancia da 1a-hidroxilase e do VDR em diversas
regides do cérebro humano, tanto em células neuronais quanto em células da glia,
indicam uma producéo local de vitamina D (39). H& trabalhos que relatam a funcéo
reguladora da vitamina D sobre o gene da tirosina hidroxilase, responsavel pela
ativacdo da dopamina, na medula adrenal (40) e a interacdo com
neurotransmissores (41), sugerindo um importante papel na fungédo neuroldgica.

Células B-pancreaticas - Niveis de vitamina D e desenvolvimento de
diabetes mellitus do tipo 2 possuem uma correlacdo inversa entre si (42). Este
panorama pode ser explicado tanto pelo fato da vitamina D exercer uma acao
positiva sobre a fungdo das células B-pancreatica (43), como pelo efeito protetor

sobre estas células produtoras de insulina contra respostas imunes exacerbadas, 0
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que ocorre devido a agdo do calcitriol em diferentes células imunes. Além disso,
este hormonio inibe a sintese de renina desencadeando o aumento da producao de
insulina (37).

Sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) - O SRAA tem um
papel crucial na regulacdo da pressédo sanguinea e homeostase eletrolitica, sendo
que se ativado inapropriadamente, pode desencadear hipertensédo (37). Ja foi
descrito que a vitamina D pode suprimir 0 gene que expressa a renina, responsavel
por clivar o precursor da angiotensina Il — agente desencadeador de vasoconstricdo
e consequente hipertensao, o que explica a correlacao inversa entre 1,25(0OH)z2Ds e
pressdo sanguinea (36).

Sistema Reprodutivo - A presenca do VDR nos ovarios, utero, placenta e
testiculos, sugere uma interferéncia da vitamina D na fisiologia reprodutiva (44).
Bloomberg e colaboradores compararam um grupo de homens sub-férteis e outro
de homens saudaveis, mostrando que no primeiro grupo havia uma diminui¢cdo na
expressdo de CYP24Al e VDR, além disso, esta expressao foi correlacionada
positivamente com concentracdo, motilidade e morfologia espermética (45). Em
relacédo ao sistema reprodutivo feminino, alguns estudos intervencionais mostraram
correlacdes positivas entre niveis de vitamina D e normaliza¢céo do ciclo menstrual
em mulheres com sindrome do ovario policistico (46), niveis adequados de
testosterona circulante (47) e melhora nos parametros de foliculogénese e ovulacdo
(48), sugerindo o efeito positivo do calcitriol no sistema reprodutivo humano.

Sistema Imune - Evidéncias indicam que a vitamina D tem um importante
papel na regulacdo do sistema imune, inato e adaptativo (Figura 6), o que pode ser
comprovado pela presenca do VDR na maioria das células imunes, incluindo
linfécitos T (CD4*e CD8*), mondcitos, macrofagos e células dendriticas (49). A
presenca do VDR também em células inflamatorias ativadas, inibicdo de linfocitos
T pela 1,25(0OH)2Ds3 e producdo deste hormdnio por macrofagos séo outros fatores

gue apontam para a importancia da vitamina D no sistema imunolégico (50).
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Figura 6: Fungdes da vitamina D no sistema imune inato e adaptativo.

A resposta imune inata participa da ativagao de receptores do tipo Toll (TLR,
Tolllike receptor) pelos padrdes moleculares associados a patégenos (PAMP,
pathogen-associated molecular pattern), em células polimorfonucleares, mondcitos,
macréfagos e diversas células epiteliais (49)(51). Sabe-se que mondcitos e
macrofagos possuem a enzima 1a-hidroxilase, a qual tem sua plena funcdo quando
em niveis adequados de colecalciferol, para assim obter a forma ativa da vitamina
D, cujos efeitos autécrinos e paracrinos interferem na acdo dessas células do
sistema imune inato (52). A 1,25(OH)2Ds promove a diferenciacdo de mondcitos em
macréfagos (53), porém inibe a maturacéo de células dendriticas por impedi-las de
realizar a apresentacédo antigénica, reduzindo a liberagéo de citocinas (54). Algumas
citocinas e agonistas de TLR regulam a atividade de CYP27B1 em determinadas
células (55).

Quando expostos a baixos niveis de calcitriol, ocorre um comprometimento
da funcdo fagocitaria dos macrofagos, com menor reposta bactericida quando

comparada a individuos com niveis normais (54, 55). Ainda em macréfagos, a
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ativacdo do heterodimero TLR 1/2 pelo Mycobacterium tuberculosis resulta na
regulacédo positiva do VDR e do CYP27B1, levando a inducédo da transcricdo do
gene que codifica a catelicidina, eliminando o patégeno (56, 57). A catelicidina € um
peptideo antimicrobiano que exerce uma ampla atividade contra inumeros
microrganismos patogénicos, bactérias gram positivas e negativas, e sua
deficiéncia leva a uma série de complicacdes infecciosas (60). Ha um estudo que
mostra pacientes em quadros de septicemia apresentando baixos niveis de vitamina
D e de catelicidina, além de alta mortalidade (55). Essa correlagdo entre niveis de
catelicidina e mortalidade por causa infecciosa também foi observada em pacientes
em hemodialise (61).

A resposta imune adaptativa tem inicio com células apresentadoras de
antigenos, como células dendriticas e macréfagos, estas células sao responsaveis
por apresentar antigenos que seréo especificamente reconhecidos por linfocitos T
e B (62). A vitamina D no sistema imune adaptativo parece ter um papel inibitério
(63), levando-se em conta que ela interfere na maturacdo de células dendriticas por
agir na inibicado da expressao do complexo de histocompatibilidade (MHC) do tipo I
(HLA-DR) e de moléculas coestimulatérias (CD40, CD80 e CD86), necessarios para
ativacdo de células T (64, 65). Na presenca de niveis adequados de calcitriol ha
diminuicdo de citocinas responsaveis pela ativacao de células T auxiliares (Thl e
Th17), aumento da producéo de Th2 e aumento da funcao de células T regulatérias
(Tregs) (66)(67).

Apds uma resposta inflamatoria adequada, faz-se necessario um mecanismo
de feedback negativo, para que a inflamacdo nao se torne persistente e leve a
consequéncias prejudiciais ao organismo. Para tanto, o complexo 1,25(OH)2Ds-
VDR regula a inflamacdo modulando a sinalizacdo dos TLRs, pela regulacao
negativa do miRNA-155, estimulando o supressor de sinalizagdo de citocinas 1
(SOCS1), inibindo a fosforilagédo de p38 MAPK e a ativacdo do sinal do NF-kB em
macréfagos humanos (68). Essas medidas irdo minimizar a expressédo de
mediadores pro-inflamatorios, como TNF-a, IL-6, e MCP-1, levando a uma

diminuicdo do recrutamento de mondcitos e macrofagos (49). Visto isso, fica claro
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gue a vitamina D possui potentes efeitos imunomodulatérios tanto no sistema imune

inato quanto no adaptativo.

1.4 Vitamina D e DRC

Deficiéncia e insuficiéncia de vitamina D, definidas, respectivamente, por
niveis séricos de 25(0OH) vitamina D (25D) <15 ng/mL e entre 16—29 ng/mL, s&o
comuns na populacao geral, mesmo em um pais considerado ensolarado como o
Brasil (69). Diversos estudos mostram a importante influéncia da deficiéncia da
vitamina D sobre a DRC. Como descrito anteriormente, a vitamina D desempenha
funcdes classicas e ndo classicas no organismo e os rins tém um papel central no
seu metabolismo e regulacdo de seus niveis circulantes, consequentemente, uma
funcédo renal reduzida leva a deficiéncia da vitamina D, como observado em doentes
renais crbnicos (70), onde de 70 a 100% dessa populacdo é acometida (71). Este
grupo de doentes possui ainda a peculiaridade de apresentar, além da reducao dos
niveis de vitamina D, uma incapacidade de converter a 25(OH)D em sua forma ativa,
a 1,25(0H)2D, a qual se liga ao receptor de vitamina D (VDR) para exercer suas
acOes (72). Alguns dos motivos que levam a essa deficiéncia nos pacientes renais

cronicos estdo especificados na Tabela 2 (73).

Tabela 2: Motivos que levam a deficiéncia de vitamina D na DRC.

DEFICIENCIA DE Diminuigdo de alimentos ricos em vitamina D, perda de

CALCIDIOL DBP através da proteinuria

DEFICIENCIA DE Diminuicdo de calcidiol, menor disponibilidade de 1a-
CALCITRIOL hidroxilase por hiperfosfatemia e FGF-23, aumento da

degradacéao de calcitriol por PTH e FGF-23

RESISTENCIAAO Diminuicdo da expressdo do VDR das glandulas
CALCITRIOL paratireoides, reducdo na ligacdo de vitamina D ao

receptor
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1.5 Mondcitos

Mondcitos, macréfagos e células dendriticas integram o sistema fagocitico
mononuclear, o qual pertence a imunidade inata e que promove assisténcia a
adaptativa e mantem a homeostase tecidual. O sistema imune inato reconhece
organismos patogénicos e desencadeia uma sequéncia de eventos que resulta na
producao e secrecao de citocinas e também na ativacdo de macrofagos e mondcitos
(74).

Os mondcitos sdo células circulantes que representam de 5 a 10% dos
leucocitos totais, além de serem o0s precursores mieldides responsaveis pela
renovacao de macrofagos e células dendriticas (56). Compreendem uma populacéo
celular heterogénea, integrando trés subpopulacbes, as quais podem ser
classificadas de acordo com a expressao de receptores na superficie celular:
classicos (CD14++CD16-), intermediarios (CD14++CD16+) e ndo classicos
(CD14+CD16++) (75).

Cada uma destas subpopulacbes desempenha diferentes funcdes no
organismo, o que pode ser explicado por diferirem em seus perfis de metilacao de
DNA (76). H& evidéncias de que, apds formacao na medula éssea, 0s mondcitos
circulam na corrente sanguinea como classicos, para em situacfes, nao totalmente
esclarecidas, diferenciarem-se em intermediarios e/ou em néo classicos (59), o que
pode ocorrer pela diferente expressao de miRNA, que controlam a diferenciacéo de
células levando a diferentes popula¢des leucocitarias (77). Os mondcitos classicos
podem invadir tecidos inflamatérios e diferenciarem-se em macrofagos e/ ou células
dendriticas. Porém, tanto mondcitos intermediarios quanto ndo classicos nao
conseguem realizar a renovagdo de macréfagos e células dendriticas ao invadirem
0 conjuntivo através do endotélio vascular (78).

Os monacitos intermediarios tém sido caracterizados como pro inflamatorios
e potenciais biomarcadores de risco cardiovascular (77). Isso pode ser comprovado
por alguns fatores: (i) alta producdo de EROs e mediadores inflamatérios, como
TNF e IL1B; (i) regulacdo de uma variedade de receptores de quimiocinas
importantes para o desenvolvimento da aterosclerose, como CCR2, CCR5 e

CX3CR1,; (iii) capacidade pro angiogénica, comprovada pela expressao de TIE-2,
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VEGFR e endoglina (CD105) (78). Estas células ainda expressam altos niveis de
moléculas do MHC de classe Il (HLA-DR) e de moléculas de superficie como CD40,
CD54 e CD74 (73, 74), revelando um papel destas células na apresentacéo

antigénica.

1.5.1 Monoécitos e DRC

A disfungéo imune resultante da uremia, presente nos doentes reais cronicos,
pode ser caracterizada tanto por imunoativacdo quanto por imunossupressao.
Mondcitos possuem um papel muito importante tanto na aterogénese, por
expressarem moléculas de adeséo, quanto nas respostas infecciosas, e ja esta bem
estabelecido que diante de um estado urémico ha disturbios funcionais e de
distribuicdo das suas subpopulacdes (66) .

Trabalhos mostraram tanto in vivo quanto in vitro que em condicdes
urémicas, h4d um aumento significativo de mondcitos intermediarios quando
comparado com condices fisioldgicas, além de ocorrer aumento na producéo de
EROs e na fagocitose (58)(78). Outros trabalhos mostraram a eficiéncia da
hemodialise em decrescer por um certo periodo as quantidades de mondcitos
CD16+ (66, 67, 79), porém pacientes submetidos a esse procedimento apresentam
maiores quantidades destas células quando comparados a pacientes com DRC em
tratamento conservador ou em didlise peritoneal (80)(81).

Em doentes renais crénico nos estadios 3, 4 e 5, mondcitos apresentaram
maior propensao a sofrer apoptose e desenvolver atividades pro-inflamatérias mais
acentuadas (82)(63). Pacientes com DRC apresentam maiores quantidades de
monaocitos CD16+ tanto no sangue periférico quanto no intersticio inflamatorio, além
de alteracdes em determinadas citocinas (TNF-a e IL-10), diminuindo a resposta
imune, levando estes pacientes a maior susceptibilidade infecciosa e inflamacao
cronica, com consequente aumento da mortalidade por sepse e/ ou pneumonia (9).
Visto isso, pode-se dizer que mondcitos de doentes renais cronicos em estagios
mais avancados apresentam uma diversidade funcional interessante, algumas
aumentadas e outras minimizadas. De um lado, ha uma producdo aumentada de

citocinas como TNF-a, IL-1B8 ou IL-8 e IL-6 quando em condi¢cdes de repouso do
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organismo, revelando um estado crbénico de ativacdo monocitéria. Por outro lado,
ha uma diminuicdo em suas respostas pela falta de controle proprio, levando a uma

falha funcional (82).
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2 JUSTIFICATIVA

Até o presente momento, ndo ha evidéncias de correlacdo entre presenca de
monaocitos intermediarios e niveis de vitamina D na populacdo de doentes renais
cronicos. Portanto, o presente projeto foi desenhado de forma a contribuir com
dados de niveis de vitamina D e sua influéncia na modulagdo das diferentes
populac6es monocitarias em pacientes renais crénicos em hemodialise, sendo um
fator importante para a compreensao do processo inflamatorio crénico presente nos

mesmaos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Comparar os subtipos de mondécitos de pacientes renais crénicos em

hemodialise de acordo com niveis séricos de vitamina D.

3.2 Objetivos especificos
e Determinar as diferentes subpopulacées de mondcitos em doentes renais
cronicos em hemodialise conforme niveis de vitamina D;
e Avaliar o perfil oxidativo de mondcitos em pacientes renais crénicos em
hemodialise em relacdo aos niveis de vitamina D;
e Analisar a apoptose monocitaria de acordo com niveis de vitamina D em

doentes renais cronicos em hemodialise.
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4 DESENVOLVIMENTO

4.1 Participantes

Foram selecionados pacientes renais crénicos em hemodialise convencional
no centro de didlise da Santa Casa de Misericordia de Curitiba e do Instituto do Rim
do Parana. O projeto foi aprovado pelo comité de Etica da Pontificia Universidade
Catdlica do Parana — numero do parecer 1.682.929 (Anexo 1). Os critérios de
inclusdo foram ser portador de DRC e estar em hemodialise ha pelo menos trés
meses, idade maior ou igual a 18 anos e ser apto a assinar o termo de
consentimento livre e esclarecido (Anexo 2). Os critérios de exclusdo foram doenca
infecciosa crénica (exemplo: hepatite B, hepatite C e HIV), infec¢cdo aguda h4 menos
de um més, diferente doenca inflamatéria crénica (exemplo: doenca intestinal
inflamatoria, lapus, artrite reumatoide), cancer, PTH intacto > 600 pg/mL, uso de
cinacalcete, hipercalcemia e/ou hiperfosfatemia severas (Ca> 10,02 mg/dL e P> 6,2
mg/dL), paratireoidectomia prévia, transplante renal prévio, uso de medicacéo

imunossupressora, ser gestante ou lactante.

4.2 Protocolo de estudo
Os pacientes foram divididos em dois grupos, de acordo com a mediada dos
niveis séricos de vitamina D (250H).
e Grupo 1: Niveis séricos de 25(0OH)D< 26 ng/mL, (n=15);
e Grupo 2: Niveis séricos de 25(0OH)D= 26ng/mL, (n=18).

4.3 Parametros Laboratoriais

Amostras de sangue periférico foram coletadas para dosagem de
colecalciferol pelo método de quimiluminescéncia (DB — Diagndsticos do Brasil).
Calcio e fosforo séricos foram mensurados através de método colorimétrico. O PTH

intacto (iPTH) sérico foi avaliado através do método de imunoquimioluminescéncia.
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4.4 Avaliacdo de mondcitos, apoptose e producdo de Espécies Reativas de
Oxigénio (EROs)

O sangue periférico coletado dos pacientes em tubo citrato (BD Vacutainer)
foi utilizado para andlise da expressdo das subpopulacdes de mondcitos. As
amostras de sangue total (300 uL mL) foram incubadas por 8 minutos em solucao
de tampéao de lise, 1:10, (6 mL) e centrifugadas a 1000 rpm por 10 minutos. O
sedimento celular (pellet) formado foi ressuspendido em Tampé&o Tris, contendo 5,5
nM de Glucose, sendo separado em: Tubo Controle (somente tampao); Tubo MO
onde foi realizada a marcacgao celular com anticorpos CD14-FITC e CD16-PE (BD
Bioscience); Tubo Apoptose onde as células foram previamente ressuspendidas em
Anexin Binding Buffer e marcadas com Anexina-PE e 7AAD (BD Bioscience) e Tubo
ERO onde foi realizada a marcagao com 2',7-Dichlorofluorescin diacetate (DCFH-
DA; Sigma Aldrich).

Os primeiros dois tubos de cada paciente foram incubados por 30 minutos a
20°C, os tubos contendo anexina e 7AAD foram incubados por 15 minutos também
a 20°C e o tubo contendo a sonda DCFH-DA foi incubado por 30 minutos em estufa
a 37°C e 5% de CO:a.

Apods a incubacéo foi adicionada solugédo FixFacs (paraformoldeido 4% em
tampéo fosfato PBS) para entdo ser realizada a analise através da citometria de
fluxo (FACs Calibur).

Para realizar a identificacdo das subpopula¢des monocitarias, estas células
foram delimitadas em gates de acordo com a expresséao de receptores de superficie,

LPS e FeyllIR. Na Figura 6 pode-se observar como foi realizada tal fenotipagem.
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Figura 7: Identificacdo das subpopula¢cdes monocitarias.

4.5 Anédlise estatistica

Os dados foram expressos em média + desvio padrdo. A andlise de
comparacdo entre os diferentes grupos, no que diz respeito as variaveis
quantitativas foi utilizado o teste t de Student. Para as variaveis dicotbmicas, a
andlise de comparacdao foi realizada através do teste de qui-quadrado. P< 0,05 foi

considerado estatisticamente significativo.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracteristicas demograficas

N&o houve diferenca estatistica significativa entre género, raca, idade, tempo
em hemodialise e tabagismo. Porém, no grupo que apresentava menores niveis de
vitamina D, havia um maior nimero de pacientes com diabetes mellitus do tipo 2,

sendo estatisticamente significativo (Tabela 3).

5.2 Marcadores do metabolismo mineral e 6sseo

Niveis de fosforo e de iPTH séricos ndo diferiram significativamente entre os
grupos, o mesmo nao aconteceu com 0s niveis de calcio, que foram
significativamente menores no grupo com menor concentracdo de vitamina D
(Tabela 3).

Tabela 3: Caracteristicas demogréficas e marcadores do metabolismo mineral e
0sseo.

GRUPO 1 GRUPO 2 P
(N=15) (N=18)

GENERO (%)

MASCULINO 47 83 0,06

FEMININO 53 17

IDADE 58 + 13,83 61+ 13,16 0,57

TEMPO EM HD (MESES) | 33,13 26,56 65,11 + 66,52 0,091

PRESENCA DE DM2 (%) | 46,7 11,1 0,047

TABAGISMO (%) 6,7 16,7 0,61

PTH 171,11 + 88,97 198,72 + 87,46 0,38

CALCIO 8,84 + 0,39 9,36 + 0,72 0,018

FOSFORO 4,92+1,0 493+1,1 0,971

5.3 Subpopula¢cdes monocitéarias
Aumento significativo na expressao de mondcitos intermediarios (34,7 + 31,6
vs 12,1 £ 6,3; p= 0,006) e diminuicdo de classicos (45,3 + 31,8 vs 70,4 £ 25,1; p=

0,017) foi observado no Grupo 1 quando comparado com o Grupo 2. Nao houve
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diferenca entre os grupos em relagdo aos mondcitos nao classicos (Grupo 1: 2,4 +
3,7vs Grupo 2: 1,2 + 1,9; p=0,24) (Figura 7).
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Figura 8: Diferenca das subpopula¢gdes monocitarias entre pacientes com diferentes
niveis de vitamina D. (C1: mondcitos classicos; Inter 1: mondcitos intermediarios e
NC 1 mondcitos nao classicos) do Grupo 1 — menores niveis de vitamina D; C2,
Inter 2 e NC 2 — subtipos de mondcitos para o Grupo 2 — maiores niveis de vitamina
D. **p< 0,05; **p< 0,01).

5.4 Apoptose e Producgéo de EROs

N&do houve diferenca entre os grupos em relacdo a expressao de
fosfatidilserina pelos monécitos (Grupo 1: 26,1 + 18,7 vs Grupo 2: 30,9 + 23,8; p=
0,53) (Figura 8A), bem como em relacdo a producdo de espécies reativas de
oxigénio (Grupo 1: 63,7 £ 27,1 vs Grupo 2: 58,3 = 21,02; p=0,52) (Figura 8B).
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Figura 9: A: Diferenca de apoptose entre pacientes menor ou maior niveis de
vitamina D. B: Diferenca no estresse oxidativo entre pacientes com menor ou maior

niveis de vitamina D.
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6 DISCUSSAO

O crescente interesse pela vitamina D tem-se dado ndo apenas por suas ja
conhecidas funcdes classicas, relacionadas ao metabolismo mineral e 6sseo, mas
também devido as acdes pleiotropicas que esse pré-horménio desempenha.
Estudos vém demonstrando a fungéo da vitamina D em células do sistema imune
e, dentre elas, uma se destaca por suas importantes fungdes no organismo, o
monacito. Esta célula desempenha algumas funcdes possivelmente auxiliadas pela
vitamina D e isto pode ser fundamentado pelo fato de possuir todo o maquinario
necessario para conversao (la-hidroxilase), além de expressar o receptor da
vitamina D (VDR) (83).

Entre a populacdo estudada no presente trabalho, ndo houve diferencas
estatisticas no que diz respeito a idade, género, tabagismo, tempo em hemodialise
e parametros laboratoriais, como fosforo e iPTH. O mesmo ndo aconteceu com
niveis séricos de calcio, que se apresentaram significativamente mais baixos em
pacientes com menores niveis de vitamina D. Este ultimo dado corrobora com a
literatura, como mostrou Kim e colaboradores (84), que ao suplementarem doentes
renais crénicos com niveis séricos de vitamina D menores que 30 ng/mL
observaram um aumento significativo em niveis séricos de calcio apos 3 e 6 meses
de intervencédo com colecalciferol. O mesmo ocorreu no estudo de Marckmann e
colaboradores, no qual pacientes com doenca renal crénica, em hemodialise e em
estagios conservadores, foram suplementados também com colecalciferol e
mostraram um aumento em niveis séricos de calcio (85).

O papel da vitamina D no sistema imune ja estd bem descrito, apesar de ndo
se conhecerem com precisdo todas as suas vias de acdo. Os resultados aqui
apresentados mostram que pacientes com niveis séricos de vitamina D diminuidos
apresentam maior porcentagem de mondcitos intermediarios e por outro lado,
menor porcentagem de mondcitos classicos, o que sugere uma modulacéo entre 0s
padrées celulares de acordo com o ambiente interno em que as células se
encontram. Conhecidos como mondcitos pro-inflamatoérios, estas células
intermediarias podem contribuir com o estado inflamatorio aumentado na populacéo

renal crbnica, e com mais intensidade em individuos com niveis inferiores de
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vitamina D. Pacientes renais crénicos em diferentes estagios da doenca possuem
namero aumentado dos mondcitos intermediarios de maneira crescente a
progressao da doenca, como foi mostrado por Bonan e colaboradores (88), ndo
levando em consideracao os niveis de vitamina D. Nossos resultados intensificam
esses dados, uma vez que revelam a presenca aumentada desse tipo celular
inflamatorio em relacdo ao mondcito classico e que este aumento €
significantemente maior em pacientes com niveis muito baixos de vitamina D.

Stubbs e colaboradores mostraram que ao suplementar pacientes renais
cronicos em HD com colecalciferol ocorreu um aumento da expressao de VDR,
principalmente em mondocitos CD16 positivos, que possuem um perfil pro-
inflamatorio, com consequente diminui¢cdo dos marcadores inflamatorios séricos IL-
6, IL-8 e de TNF-a (89). Da mesma forma, um aumento na expressédo de VDR e de
CYP27B1 em monécitos foi observado em estudo conduzido por Meireles e
colaboradores, mostrando que a replecdo de 25(OH)2Ds regula positivamente a
expressado desses fatores. O trabalho revelou ainda, uma consequente diminui¢ao
de marcadores inflamatérios na circulacdo (85). Alvarez e colaboradores
confirmaram que a suplementagdo adequada de vitamina D em doentes renais
cronicos, em estagios iniciais, levam a uma diminuicéo sérica de MCP-1, quimiocina
pré-inflamatéria (90), incutindo mais uma vez a participacdo da vitamina D no
sistema imunoldgico através de monacitos.

Nosso estudo ndo mostrou diferencas entre os grupos em relacdo a
apoptose, ou seja, expressao de fosfatidilserina na superficie dos mondcitos, bem
como, ndo observamos diferenca significativa entre os grupos em relacdo a
producdo de EROs. Outro estudo in vitro, mostrou uma diminuicdo da apoptose
quando na presenca de vitamina D (91) e ainda, ja foi observado que ao se tratar
monaocitos submetidos a glutationa com a 1,25(0OH)2Ds, ocorre uma diminuicdo da
liberacdo de EROs (92). Esta pode ser considerada outra limitagdo do nosso estudo,
uma vez que nao houve realizacdo de calculo amostral prévio ao inicio do estudo,
0 que provavelmente comprometeu os resultados funcionais dessas células.

Portanto, mesmo com limitacdes, este € o primeiro relato que demonstra a

relacdo entre niveis de vitamina D e a modulagcdo de mondcitos classicos em
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intermediarios ou pré-inflamatérios. Nao podemos inferir se a vitamina D tem uma
atividade direta nessa modulacdo, mas podemos sugerir que essa importante
molécula possui alguma funcao inibitéria na modulacdo de células classicas em
inflamatérias.

Assim, nossos resultados sugerem que a presenca de vitamina D pode ter

um carater protetor ao modular ou diminuir a quantidade de mondcitos inflamatorios.
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7 LIMITACOES

1. N&o realizacdo do calculo amostral;

2. Nao realizacdo de pareamento entre grupos em relacdo a presenca
de diabetes melittus do tipo 2;

3. Selecao de pacientes com niveis de PTH intacto menor igual a 600pg/

mL.
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8 CONCLUSOES

A partir dos resultados apresentados no presente estudo, podemos inferir
gue pacientes com menores niveis de vitamina D possuem quantidades
significativamente maiores de monadcitos intermediarios e menores de classicos,

quando comparados a pacientes com maiores niveis de vitamina D

Entretanto, ndo houve diferenca significativa entre os pacientes quando

niveis de vitamina D foram avaliados em relacdo a apoptose e estresse oxidativo.
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Anexo 2

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, )
nascido na data , de nacionalidade ,
portador do RG , estou sendo convidado a

participar de um estudo denominado “Avaliag&o in vivo e in vitro da funcao
imunomoduladora da vitamina D sobre a atividade monocitaria de pacientes renais
cronicos com deficiéncia de vitamina D em hemodialise ”, cujos objetivos e
justificativas sdo avaliar o sistema imune dos pacientes renais em hemodialise
através da suplementacéo oral com a vitamina D ou placebo.

A minha participacdo no referido estudo sera no sentido de doar sangue a cada
trés meses e tomar vitamina D semanalmente por seis meses.

Fui alertado de que, da pesquisa a se realizar, posso esperar alguns beneficios,
tais como apresentar suficiéncia de vitamina D e melhorar meu sistema imune.

Recebi, por outro lado, os esclarecimentos necessarios sobre 0s possiveis
desconfortos e riscos decorrentes do estudo, levando-se em conta que € uma
pesquisa, e os resultados positivos ou negativos somente seréo obtidos apés a
sua realizacéao.

Estou ciente de que minha privacidade sera respeitada, ou seja, meu nome ou
qualquer outro dado ou elemento que possa, de qualquer forma, me identificar,
sera mantido em sigilo.

Também fui informado de que posso me recusar a participar do estudo, ou retirar
meu consentimento a qualquer momento, sem precisar justificar, e de, por desejar
sair da pesquisa, ndo sofrerei qualquer prejuizo a assisténcia que venho
recebendo.

Os pesquisadores envolvidos com o referido projeto sao Fellype de Carvalho
Barreto e Ana Clara S F Almeida e com eles poderei manter contato pelos
telefones 9534 8228 e 9662 4918 respectivamente.

E assegurada a assisténcia durante toda pesquisa, bem como me é garantido
o livre acesso a todas as informacdes e esclarecimentos adicionais sobre o estudo
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e suas consequéncias, enfim, tudo o que eu queira saber antes, durante e depois
da minha participacéao.

Enfim, tendo sido orientado quanto ao teor de todo o aqui mencionado e
compreendido a natureza e o objetivo do ja referido estudo, manifesto meu livre
consentimento em participar, estando totalmente ciente de que ndo ha nenhum
valor econdmico, a receber ou a pagar, por minha participacao.

No entanto, caso eu tenha qualquer despesa decorrente da participacdo na
pesquisa, havera ressarcimento na forma de dinheiro.

De igual maneira, caso ocorra algum dano decorrente da minha participagéo no
estudo, serei devidamente indenizado, conforme determina a lei.

Em caso de reclamacédo ou qualquer tipo de denuncia sobre este estudo devo ligar
para o CEP PUCPR (41) 3271-2292 ou mandar um e-mail para nep@pucpr.br.

Curitiba, de de 2016.

Nome e assinatura do sujeito da pesquisa

Nome e assinatura do pesquisador
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