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Efeito de toxinas urémicas na resposta biolégica de macréfagos

RESUMO

Introducdo: A Doenca Renal Crbnica (DRC) é uma doenga que evolui com poucos sinais e
sintomas, com perda de filtracdo glomerular progressiva e geracdo de uma toxicidade celular e
tecidual como decorréncia da retencdo de solutos, dentre eles o p-Cresol (pC) e o p-Cresilsulfato
(pCS), porém os efeitos bioquimicos do pC e do pCS ndo sdo necessariamente 0sS mesmos.
Objetivos: O presente trabalho teve o intuito de avaliar a resposta de macrdéfagos as toxinas
urémicas pC e pCS, através de mecanismos celulares como o burst oxidativo, fagocitose a analise
de moléculas de superficie relacionadas a apresentacéo antigénica. Materiais e Métodos: Neste
estudo foram utilizadas células da linhagem monocitica humana U937 que foram cultivas e
diferenciadas em macréfagos in vitro com PMA (150 nM). A ativacao celular se fez com o uso de
LPS (1 ng/ml controle positivo) e diferentes concentracées de pC ou pCS (10, 25 e 50 pg/ml) ou
ainda, as toxinas associadas ao LPS. Os ensaios biolégicos avaliados foram: (1) Estresse
oxidativo celular pela detecgcdo do 6xido nitrico (NO) através de DAF-FM (2) Fagocitose
através da incorporacdo de esferas fluorescentes. (3) Expressao de moléculas relacionadas a
apresentacdo antigénica utilizando os anticorpos anti-HLA-DR-PE; anti-HLA-ACB-FITC; anti-CD80-
FITC; anti-CD86-PE. Todas as analises foram realizadas por citometria de fluxo. Resultados:
Nossos resultados revelam intensa indugdo da producdo de NO em células que foram incubadas
com LPS apos 6h e 12h de incubagéo. Frente ao pC, o aumento mais expressivo foi promovido
pela menor concentracdo (10 pg/ml) enquanto na concentragdo méaxima (50 pg/ml) ndo houve
inducdo de producdo. A menor concentracdo de pCS promoveu resposta dependente do tempo
de incubagcdo e novamente, os valores encontrados para 50 ug/ml ndo foram significativos. Na
inducdo de fagocitose as células incubadas com LPS induziram aumento desta atividade bioldgica,
j& a toxina pC foi capaz de aumentar a fagocitose nas concentragdes menores, porém com menor
intensidade na concentracdo maxima. Na associacdo com LPS foi observado aumento em todas as
concentracdes de pC, mostrando que a associacdo promoveu um incremento na capacidade
fagocitica das células. Para pCS, o perfil foi semelhante ao pC, porém com menor intensidade do
que a toxina isolada e ainda menor que pC. Quando avaliamos a expressdo de marcadores de
apresentacdo antigénica, a presenca das toxinas apresentou aumento na expressao de HLA-ABC,
mas nao quando combinado com LPS. Da mesma forma, LPS isolado foi capaz de induzir expresséo
de HLA-DR, mas ndo quando associado as toxinas; enquanto pC ou pCS ndo induziram
expressao. Na expressdo de CD80, quando avaliados pC e pCS, combinados ou ndo com LPS,
observou-se efeito de indugcéo da expressdo. Por outro lado, para CD86, o LPS isolado induziu uma
importante expressdo quando comparado as toxinas e ao controle negativo. Ambas as toxinas
inibiram a funcdo do LPS associado, mantendo niveis basais da expressdo. Conclusdo: Nossos
resultados sugerem que: 1. A toxina urémica pC, ndo apresenta citotoxicidade sobre os macrofagos nas
concentragdes conhecidas como méaxima, média e minima, encontradas em doentes renais crénicos.
Isso leva a crer que 0 ambiente urémico, ao qual o doente renal fica exposto, ndo parece ser suficiente
para promover morte de células como os macréfagos. 2. Os macrofagos aumentam a producéo de NO
quando desafiados com as concentracdes minima e média de pC e pCS, em comparagao ao controle
negativo (macréfago ndo desafiado). Quando desafiados com a concentracdo méxima, os macréfagos
diminuem significativamente a producdo de NO em comparagdo ao controle positivo (LPS). 3. O
processo de fagocitose apresentou um resultado semelhante a produgdo de NO. Quando desafiados
com as concentracdes minima e média de pC e pCS, os macréfagos apresentaram aumento de
fagocitose em comparagdo ao controle negativo (macréfago ndo desafiado). Quando desafiados com a
concentracdo maxima, os macrofagos diminuem significativamente a fagocitose em comparacdo ao
controle positivo (LPS). 4. Ambas as toxinas, pC e pCS em concentragdo maxima, diminuiram a
expressdo de HLA-DR e CD86 em macréfagos na presenca ou nao de LPS, quando comparado ao
controle positivo (LPS isolado).



Efeito de toxinas urémicas na resposta bioldgica de macréfagos

INTRODUCAO

Doencga Renal Cronica

A Doenca Renal Cronica (DRC) consiste na perda progressiva e irreversivel
da funcao renal, fazendo com que o organismo ndo consiga manter o equilibrio
metabdlico e hidroeletrolitico culminando na uremia. A DRC é divida em seis
estagios funcionais (Tabelal), com base no nivel de funcéo renal (medida pela taxa
de filtracdo glomerular (TFG)), independente do diagndstico. O estagio 0 é a fase
de funcdo renal normal sem leséo renal, isto &, inclui pessoas que possuem TFG
normal e que ndo apresentam lesdo nos rins, porém estdo no grupo de risco para
desenvolvimento da DRC, como hipertensos e diabéticos. O estagio 1 é a fase de
lesdo renal leve, porém com TFG preservadas além de auséncia completa de
sinais e sintomas. O estagio 2 é a fase de insuficiéncia renal funcional ou leve,
onde ha lesdo renal um pouco mais pronunciada ocasionando insuficiéncia renal
funcional, isto é os niveis de uréia e creatinina plasmaticos ainda sao normais,
porém ha uma pequena queda no ritmo de filtragcdo glomerular, além de n&o
apresentar ainda sinais e sintomas. O estagio 3 é chamado de fase laboratorial ou
insuficiéncia renal moderada, em que 0s sinais e sintomas sdo leves ou ausentes,
porém a TFG é levemente alterada. JA no estagio 4, fase clinica ou severa, 0s
pacientes apresentam sintomas marcados de uremia e TFG significativamente
baixa. O estagio 5 ou fase terminal, corresponde a severa reducdo da TFG e nessa
fase o paciente encontra-se intensamente sintomatico (Hauser et al., 2008; Romao,
2004).

Tabelal: estadiamento e classificacdo da doenca renal crénica

Estagio Filtracdo Glomerular (ml/min) Grau de Insuficiéncia Renal
0 >90 Grupos de Risco, Sem leséo
1 >90 Les&o Renal Leve e Fung&o Normal
2 60-89 Insuficiéncia leve ou Funcional
3 50-59 Insuficiéncia Moderada ou Laboratorial
4 15-29 Insuficiéncia Severa ou Clinica
5 <15 Insuficiéncia Terminal ou Dialitica

Adaptado de Roméao, 2004
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Os rins humanos tem grande capacidade de adaptacdo e podem manter o
organismo em funcionamento com apenas 10% da sua fungcdo normal. Em vista
disto, os sintomas de perda de funcdo deste 6rgdo, que levam o paciente a
procurar ajuda médica, podem demorar anos para aparecer, geralmente soO
aparecendo nas fases clinica ou terminal (estagios 4 ou 5 da tabela 1). Quando
esta perda acaba sendo tardiamente diagnosticada por métodos laboratoriais,
esses pacientes geralmente estdo em fase terminal da DRC e assim acabam tendo
gue ser submetidos a terapia de substituicdo da funcéo do rim ou dialise (Marques,
2005), a revelia de outros tratamentos preventivos de progressdo de leséo renal,
menos agressivos, que podem ser implementados naqueles casos de diagndstico
mais precoce. Nos Uultimos anos, estratégias para a detec¢do precoce da DRC e
medidas que podem ser implementadas para deter o avan¢o desta doenca foram
identificadas a fim de beneficiar estes pacientes com diagndstico mais precoce e
melhor suporte de tratamento. No entanto, estas medidas também acabaram por
constatar que a DRC é uma doenca comum, perigosa e silenciosa, mas que pode
ter sua progressao protelada especialmente quando diagnosticada precocemente,
0 que tem sido amplamente divulgado nas campanhas de saude renal (Klahr,
2001). Sendo assim, a DRC ¢é considerada um problema de saude publica, por sua
prevaléncia e incidéncia elevadas, e especialmente pelo seu impacto na morbi-
mortalidade da populacado, além dos enormes custos econémicos e sociais.

Na década de 80, foram estudados intensivamente os fatores responsaveis
pela progressdo da doenca renal que levariam o paciente a fase terminal da
doenca e a necessidade de dialise. A compreensdo de como estes fatores atuam
durante a progressao da doenca, tem permitido o desenvolvimento de intervencdes
preventivas de saude publica apropriadas visando minimizar os danos causados
pelas fases terminais desta doenca e pelas medidas suportivas implementadas
nesta fase tais como a dialise (Alebiosou, 2003; Klahr & Morrissey, 2003). No
Brasil, a prevaléncia de pacientes em fase terminal da DRC submetendo-se a
didlise mais que dobrou na udltima década, e a incidéncia de novos pacientes
aumenta cerca de 8% ao ano (Romao, 2004). De acordo com Sesso e
colaboradores (2008), a prevaléncia de pacientes em tratamento dialitico no Brasil

3



Efeito de toxinas urémicas na resposta bioldgica de macréfagos

em 2008 era de 468 pacientes por milhdo de habitantes. Existem no pais mais de
600 unidades de dialise e o numero de doentes renais crénicos vem aumentando,
principalmente pelo envelhecimento da populacdo em geral e pelo aumento no
namero de portadores de hipertenséo arterial e diabetes mellitus, as duas maiores
causas da doenga renal crbnica. Registros norte-americanos revelam que na
década de 90 o crescimento anual de pacientes em dialise foi de 8,7% (Marques,
2005).

Apesar dos avancos diagnosticos e terapéuticos, a DRC ainda apresenta
altas taxas de mortalidade, as quais sdo muito mais pronunciadas nos seus
estagios mais avancados. As alteracbes cardiovasculares e a presenca de
infeccbes, frequentemente vistas em renais cronicos como co-morbidades,
parecem ser os fatores mais comuns correlacionados com o aumento do risco de
sua mortalidade. Além disso, a diabetes mellitus, outra co-morbidade muito
frequente nos pacientes renais cronicos, também parece ser um fator agravante
desta doenca, sendo que também séo diabéticos cerca de 25% dos pacientes com
DRC além das alteracdes cardiovasculares (Margues, 2005).

O préprio estado de perda da funcéo renal parece contribuir para o aumento
da incidéncia de doenca cardiovascular (DCV), uma vez que a doenca é um fator
de risco para a mesma. Alguns autores ja tém relatado que baixas TFG e aumento
de proteinaria estdo correlacionadas com altas taxas de DCV (Vanholder et al.,
2011). A aterosclerose, DCV muito comum, € uma das principais causas de morte
entre os pacientes com DRC em estagios avancados. Os pacientes renais crénicos
possuem um estado inflamatério permanente o que propicia lesdo endotelial, sendo
gue este fato estd associado a incidéncia e progresséo da aterosclerose (Schepers
et al., 2007).

No entanto, todos estes fatores sdo claramente insuficientes para justificar o
efeito multiplicador do risco de complicacdes e mortalidade relacionados a esta
doencga (Zatz, 1996). Parece existir ainda outros fatores que predispdem estes
pacientes a altas taxas de complicacbes e mortalidade, tais como a presenca de
um microambiente de toxicidade celular e tecidual permanentes decorrente da

propria retencdo de solutos gerada por baixas taxas de filtragcdo glomerular. Estes
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solutos retidos, responsaveis pela toxicidade urémica no paciente renal crénico,
podem ser potencialmente causadores de processos degenerativos (Carvalho,
1992).

Toxicidade Urémica

A toxicidade urémica gera perda progressiva da filtracdo glomerular,
segundo a qual os rins perdem a capacidade de remocdo de compostos
potencialmente toxicos do fluxo de sangue na urina, resultando no seu acumulo no
organismo (Vanholder & De Smet, 1999; Vanholder et al., 2001). Estes solutos
podem deteriorar as fun¢des bioquimicas e fisioldgicas e as consequéncias desta
deterioracdo definem a sindrome urémica ou uremia (Coughi et al.,, 2012). O
resultado desse acumulo gera compostos que sdo chamados coletivamente de
solutos de retencéo urémica e se eles séo biologicamente e/ou bioguimicamente
ativos, sdo chamados de toxinas urémicas. Varios solutos de retencéo urémica sédo
toxicos e podem influenciar negativamente as funcdes biolégicas tais como o
indoxilsulfato, o p-Cresol (pC) e o p-cresilsulfato (pCS) (Figura 1), enquanto outros
compostos nao tém necessariamente toxicidade direta, porém podem ser
marcadores uteis de funcédo renal tais como a creatinina (revisto por Vanholder et
al., 2008). As toxinas, por sua vez, tem um impacto negativo sobre muitas funcdes
do corpo e resultam em intoxicacdo progressiva e enddgena. As toxinas urémicas,
especialmente aquelas ligadas as proteinas, parecem desempenhar um papel
fisiopatologico importante durante a progressdo da DRC, uma vez que sao dificeis
de ser removidas por didlise (Vanholder et al., 2011).
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Dados da literatura revelam pelo menos 90 solutos relacionados a retencao
na uremia (Vanholder et al., 2003). E muito provavel que esta seja apenas a ponta
do iceberg, considerando que um estudo utilizando sofisticada andlise protedbmica
revelou a presenca de pelo menos 1000 destes solutos em ultrafiltrado de doentes
em didlise. Este tipo de analise protedbmica representa uma nova e promissora
ferramenta em que todos os peptideos presentes podem ser registrados e
potencialmente identificados, oferecendo a possibilidade de encontrar novos
solutos urémicos (Weissinger et al., 2004).

Os solutos de retencdo urémica foram arbitrariamente subdivididos de
acordo com sua massa molecular (Vanholder et al., 1994; 1999) e este critério
atualmente é aplicado na maioria das vezes. Ainda, estes solutos podem ser
classificados com base nas caracteristicas fisico-quimicas das moléculas, que
influenciam sua remocéo por dialise (Vanholder et al., 2003). Assim, trés grandes
grupos podem ser identificados (Tabela 2): (i) Pequenos compostos solUveis em
agua, cujo peso molecular é arbitrariamente definido como 500 Da no maximo. Os
prototipos sdo uréia e creatinina, que sdo facilmente removidos por qualquer
estratégia de didlise. Compostos deste grupo ndo tém necessariamente uma
atividade toxica marcante. (i) Moléculas soluveis médias que possuem peso
molecular fixado em mais de 500 Da (chegando a 15000 Da), sendo o protétipo a
beta-2-microglobulina que pode ser responsavel por toxicidade direta. Estas
moléculas sé podem ser removidas por didlise peritoneal ou por outras estratégias
de dialise que empregam dialisador com membranas contendo poros grandes o
suficiente para permitir que as mesmas os atravessem (Ledebo, 1998). (iii) Solutos
ligados as proteinas com qualquer peso molecular cujos protétipos sao os fendis e
inddis. Este grupo de solutos urémicos € responsavel por um grande numero de
complicagbes fisiopatologicas, pois muitos deles possuem atividade toxica e sé&o
dificeis de eliminar pela maioria das estratégias de dialise disponiveis atualmente,
incluindo a dialise de alto fluxo (Lesaffer et al., 2000). Particular interesse tem sido

despertado na literatura recente a respeito da atividade tdxica no sistema imune
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de alguns fendis, especialmente do pC e seus subprodutos (p-cresilsulfato e p-

cresilglucoronidato), moléculas que integram este grupo (Vanholder et al., 1999).

Tabela 2: Classificacdo dos solutos de retencdo urémica

Classificacao Caracteristicas Prototipos Toxicidade

Moléculas pequenas PM < 500 Da, facilmente
Ndo necessariamente

soluveis em agua removido por estratégiasde ) &i3 e creatinina
dialise. toxicas.
PM > 500 Da, removidas
Moléculas médias
somente com membranas B2-microglobulina Efeitos biolégicos
de grandes poros.
Moléculas Ligadas a Qualquer PM , dificeis de
proteinas LG R R Fendis e Indois Amplos efeitos biologicos

estratégia de didlise.

PM = peso molecular. Adaptado de Vanholder et al., 2008.

p-Cresol e seus subprodutos

O pC e seus subprodutos, da familia dos fendis, sdo derivados dos
aminoacidos tirosina e fenilalanina, compostos normais da nossa dieta, e
guimicamente caracterizados por uma estrutura de anel ciclico contendo seis
atomos de carbono, no qual pelo menos um grupo hidroxila esta ligado. O pC é,
portanto, um fenol caracterizado por um grupo metil na posicdo para e é
fiosiologicamente metabolizado a partir de proteinas alimentares (que contem
aminoacido tirosina) até acido 4-hidroxifenilacetico, o qual é descarboxilado
gerando o pC (Figura 1). Este processo fisiologico de metabolizagdo do pC ocorre
na luz intestinal e € executado pela flora bacteriana normal, sendo assim
absorvido pelos enterdcitos, caindo na corrente sanguinea. Sendo assim, pessoas
saudaveis, ndo renais cronicos, possuem niveis sanguineos de pC de 1 ug/ml de
sangue (Faure, et al., 2006), o qual sera eliminado por uma filtragdo glomerular

normal.



Efeito de toxinas urémicas na resposta bioldgica de macréfagos

Figura 1: Formula estrutural da formacgéo de p-Cresol e p-Cresilsulfato
T'ﬂ-"

Et
LA

phenylacetic OH ?

acld p-cresol o=s|—o'

phenylalanine

p-cresils ui'phate

o
'TM.

b s
WL
588758

Arylacetic  p-cresol o=E=0"
acid |

0
p-cresilsulphate

Adaptado de Clayton, 2012

Outra informacéao relevante sobre o pC é que esta molécula quando livre ndo é
soltvel no plasma, somente quando ligada a proteina é que esta se solubiliza,
sendo que a proteina mais comumente ligada a este composto é a albumina. O pC
pode ainda ser sulfatado na flora intestinal por bactérias que contém sulfatases
citosdlicas, o que também o torna soluvel, gerando o pCS. Além disso, uma fracéo
menor do pC também pode ser metabolizado no figado em p-Cresilglucoronidato,
o qual ainda ndo tém quantificacdo direta e avaliacdo por seu impacto biolégico
(Martinez et al., 2005; De Loor et al., 2005; Schepers et al., 2007). Por isto, as
concentracfes sanguineas do pC propriamente dito devem ser muito baixas, uma
vez que a sua forma soltvel mais comum é o pCS ou o pC ligado a albumina, e
estes sim devem estar em concentragfes um pouco maiores. A dificuldade em se
determinar as concentracdes plasmaticas de pC livre ou conjugado esta no fato de
que, para se proceder a sua determinacdo, ha necessidade de acidificacdo do
meio a fim de desliga-lo da albumina. Sendo assim, ndo se sabe, ao final do
meétodo de determinagcédo de sua concentracdo, a fracdo que estava conjugada e
aquela que estava livre (Schepers et al., 2007).

Em pacientes com DRC, o pC se acumula por aumento da producéo intestinal
e também por perda da filtracdo glomerular. Segundo Vanholder e colaboradores,

1999 na uremia, modificacdes na flora intestinal devido ao estado inflamatorio
8
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peculiar destes pacientes, resultam em uma proliferacdo especifica de bactérias
que sdo mais produtoras de pC. Além disso, fatores ambientais, substancias
derivadas de plantas e medicamentos alternativos ou tradicionais, aos quais estes
pacientes podem estar submetidos, podem ser fontes adicionais de fendis e
consequentemente de pC, aumento por si s6 a producdo do mesmo (Vanholder et
al., 2011). Agravando este fato, as baixas taxas de filtracdo glomerular destes
pacientes parecem nao ser o suficiente para eliminar a aumentada producéo deste
soluto.

Embora a maioria das pesquisas pioneiras sobre os compostos fenolicos
tenha incidido sobre a concentracdo e a toxicidade do pC, sabe-se hoje que o p-
Cresol propriamente dito estd presente apenas em concentracfes muito baixas
também em pacientes com DRC, uma vez que as suas formas plasmaticas mais
comuns sao a conjugada a albumina e a sulfatada (pCS). Praticamente todas as
determinacdes de concentracdo de p-Cresol em soro de pacientes renais foram
realizadas apos forte acidificacdo para proceder a esta desproteinizacdo. Autores
tem relatado uma concentracdo de pC em pacientes renais cronicos terminais
girando em torno de 50 ug/mL (Faure et al.,, 2006). Estudos demonstram que
apenas 30% do pC é removido na dialise, enquanto a uréia e creatinina tem 70%
de remocdo. Esses dados sugerem que o pC conjugado ndo consegue ser
eliminado e que mesmo nos pacientes em dialise este composto se acumula,
promovendo acao nociva permanentemente (Lesaffer et al., 2000).

O pC e seus subprodutos parecem estar envolvidos em diversas formas de
toxicidade direta, especialmente quando se fala em alteracbes no sistema imune.
Estudos demonstram que estes solutos podem estar envolvidos na depressao
imune por reduzir a producéo de radicais livres por fagocitos (De Smet et al., 1998;
Vanholder et al., 1995). Ainda outros trabalhos indicam que os efeitos bioquimicos
do p-Cresol livre ndo sdo necessariamente 0s mesmos que 0s do conjugado ou
sulfatado. O pC parece suprimir a atividade dos leucécitos, j& o pCS,
contrariamente ao que acontece com o pC, parece ter sua acédo ligada a ativacédo
dos leucacitos, fato este que foi determinado pelo aumento do burst oxidativo

(Schepers et al., 2007). O pC e seus subprodutos parecem influenciar diretamente
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na reparacao do endotélio vascular e os mecanismos para este fim permanecem
ainda desconhecidos. Esta toxina parece modificar a organizagao do citoesqueleto
de actina em células endoteliais, inibindo a mitose, o que leva a crer que o0 seu
efeito inibitério sobre a proliferacéo de células endoteliais e de reparacéo da ferida
podem ser relacionadas, em parte, aos seus efeitos sobre o citoesqueleto de
actina endotelial (Dou et al., 2004).

A DRC esté invariavelmente associada com o aumento do stress oxidativo
e dano endotelial e com um estado peculiar de inflamacéo sistémica com perda do
equilibrio entre a liberacdo de citocinas pré e anti-inflamatérias. Estes dois fatores
parecem ser 0s principais fatores de risco para 0 surgimento e a progressao da
aterosclerose e, consequentemente, da DCV. Além disso, estes pacientes podem
estar mais susceptiveis as infeccbes, sendo que tudo isto pode contribuir para o
agravamento da propria DRC (Figura 2). Em vista disso, pacientes renais cronicos
com altas taxas de pC acabam por agravar este desequilibrio do processo
inflamatorio, do stress oxidativo e do reparo do dano endotelial pela propria
toxicidade desta substancia, contribuindo para o surgimento e progressdo de co-

morbidades, tais como a aterosclerose e outras doencas cardiovasculares.

Figura 2: Fluxograma da doenga renal cronica
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Adaptado de Coughi et al., 2012

A fractalcina foi identificada como um marcador plasmatico do desequilibrio
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inflamatorio causado pelo pC. A fractalcina é uma quimiocina que promove o0
recrutamento de leucocitos através do receptor transmembrana CXC3RL1.
Demonstrou-se, em processos inflamatorios, a elevacéo dos niveis plasmaticos da
fractalcina relacionados a presenca do p-Cresol em concentracfes urémicas
(Faure et al., 2006).

Disfuncdes imunes na DRC

A DRC em estagio terminal € caracterizada, do ponto de vista imunoldégico,
por distirbios da imunidade inata e da imunidade adaptativa, que geram um
complexo e ainda ndo totalmente compreendido desequilibrio da funcédo imune.
Esses pacientes apresentam uma cronica ativacdo do sistema imunoldgico, que
pode ser observada através do aumento das concentracdes plasmaticas de
proteina C reativa (PCR) e de citocinas pré-inflamatérias (TNF-a e IL-1B) e anti-
inflamatdrias (como IL-4 e IL-10). Além disso, os pacientes também respondem
mal a vacinacado e a desafios como infeccdo bacteriana, j& que apresentam uma
diminuicao de fagocitose pelos neutrdéfilos. Esse processo de inflamacéo cronica e
de imunodeficiéncia aumenta a incidéncia de processos degenerativos tais como a
aterosclerose e também influencia negativamente nas taxas de infeccdo (Figura 3)
(Hauser et al., 2008; Karkar, 2008; Cohen & Hoérl, 2012).

Figura 3: Disfungdo Imune causada por multiplos fatores
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Adaptado de Coughi et al., 2012 L
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A inflamacédo associada & DRC é devido a esta ativagdo do sistema imune
inato, orquestrada por mondcitos, macréfagos, granuldcitos e constituintes
celulares de quase todos os 6rgdos e tecidos do corpo. A deficiéncia imunitaria
geral é causada pela deplecao das células apresentadoras de antigeno, as células
T de memodria e as células B, e pela capacidade fagocitica diminuida dos
monaocitos e dos polimorfonucleares (Vaziri et al., 2012).

As citocinas pro-inflamatorias tém papel importante no recrutamento de
leucdcitos para o local da inflamacdo, e como citado anteriormente, elas estado
aumentadas no paciente com DRC. Uma das fungdes de citocinas como TNF-a e
IL-1B é a indugéo da expressao de moléculas de adeséo pelas células endoteliais,
promovendo o rolamento e a internalizacdo das células imunes da corrente
sanguinea para os tecidos. No entanto, mesmo com o aumento da secrecao
dessas citocinas, a presenca de toxinas urémicas, como o p-Cresol, parecem
diminuir a expressao de algumas dessas moléculas de adesédo, como por exemplo
I-CAM e V-CAM pelas células endoteliais, impedindo a adeséo das células imunes
(Dou et al., 2002). Por outro lado, reforcando a tese do aumento da migracao
celular em condi¢cBes urémicas, estudos com pacientes em dialise mostram que
apos os primeiros minutos de sessdo dialitica, os mondcitos ativados aderem
rapidamente ao endotélio, evidenciando que no ambito da DRC, multiplos fatores
agem sobre o sistema imune (Girndt et al., 2001).

A apresentacdo de antigenos corresponde a um dos principais eventos da
iniciagdo da resposta imune inata para o desenvolvimento de uma resposta imune
adaptativa ou especifica (Figura 4). As células apresentadoras de antigenos
(APCs), mondcitos/macrofagos e células dendriticas por exemplo, oferecem ao
menos dois sinais essenciais para ativacao da célula T. O primeiro sinal antigeno-
especifico € mediado pela apresentacéo de antigenos derivados de peptideos nas
moléculas HLA de classe | ou Il que sé@o reconhecidos pelo receptor de célula T
(TCR) especifico. Este sinal € acompanhado por um segundo sinal, ou co-
estimulacdo, mediado por moléculas de CD80 ou CD86 que por sua vez sdo
reconhecidos pela molécula CD28 presente constitutivamente na superficie das

células T. A apresentacdo na auséncia de um destes sinais pode levar a nao
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resposta ou mesmo a anergia da célula T (Bhatia et al., 2006). Uma das principais
caracteristicas do comprometimento imunolégico no ambiente urémico € a
reducdo da co-estimulacdo pelas células apresentadoras de antigenos. Foi
observado em pacientes com DRC que ndo ha diminuicdo da expressao de
moléculas HLA de classe Il nos pacientes em relacdo a controles saudaveis, no
entanto, foram encontradas significantes diminuigdes na expressédo de CD86, uma
das mais importantes moléculas co-estimulatorias na ativacao de células T (Girndt
et al., 1999).

Figura 4: Processo Imunol6gico protagonizado pelos macréfagos
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Finalizando, existem fortes evidéncias de que desordens tanto no sistema
imune inato quanto no sistema imune adaptativo contribuem para o aumento na
taxa de infeccdo no curso da DRC, bem como no surgimento e progressdo da
propria doenca e de suas co-morbidades (Kato et al., 2008).
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HIPOTESE E OBJETIVOS

Estudos recentes sugerem que o desequilibrio do processo inflamatério em
pacientes com DRC pode contribuir para a progressdo da doenca e que parece
ser fator importante no prognéstico desses pacientes. Além disso, parece haver
uma forte associacéo entre o desequilibrio imune e a uremia através da presenca
de altas concentracbes de toxinas urémicas, dentre elas o p-Cresol e p-

Cresilsulfato. A partir deste cenario o intuito do presente trabalho foi de:

OBJETIVO GERAL
Avaliar a resposta funcional de macréfagos derivados de mondcitos

promovida pelas toxinas urémicas pC e pCS.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Avaliar a citotoxicidade de pC e pCS sobre os macrofagos.
2. Avaliar a producao de NO por macréfagos quando desafiados com pC ou pCS.
3. Avaliar o processo de fagocitose promovida pelos macréfagos em meio contendo
as toxinas pC e pCS.
4. Avaliar a resposta de apresentacdo antigénica pelos macréfagos quando em

meio contendo as toxinas urémicas pC ou pCS.
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ARTIGO

Esta dissertacdo sera apresentada na forma de artigo, intitulado: p-Cresol
and p-Cresylsulphate affects the oxidative burst, phagocytosis process and
antigen presentation on monocyte-derived macrophages: potential link
between uremia and adaptive immune dysfunction, a ser submetido a revista
NDT — Nephrology Dialysis Transplantation. O artigo esta formatado conforme
normas de submisséo exigidos pela revista.
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ABSTRACT

Background: The immune system in chronic kidney disease (CKD) is
characterized by disorders on immune activation established by an increased
susceptibility to infections and poor response to vaccination. The aim of this study
was to investigate the role of uremic toxins p-Cresol (pC) and p-Cresylsulphate
(pCS) on nitric oxide (NO) production, phagocytosis and antigen presentation
marker expression on U937 monocyte derived-macrophage (MDM). Methods:
MDM was incubated with pC or pCS and NO production was evaluated through
DAF-FM incubation. Phagocytosis was evaluated after stimuli incubation by engulf
of fluorescent beads. Cell surface markers expression related to antigen
presentation were evaluated using mAb anti -HLA-ABC-FITC, -HLA-DR-PE, and to
co-stimulatory molecules using -CD80-FITC and -CD86-PE. All analysis was made
by flow cytometry. Results: Our results showed that both uremic toxins were able
to induce increase in NO production and phagocytosis by MDM, but only with lower
and intermediate concentrations. The maximum concentration of both toxins was
not able to induce any changes in the cells baseline. Also, pC and pCS were able
to increase HLA-ABC and CD80 expression in the same level when compared to
the LPS. Interestingly, pC and pCS showed slight effect on HLA-DR expression.
Equally results were observed for CD86, where basal expression was the same
after MDM incubation with pC or pCS. Conclusions: Our results suggest that the
uremic toxins can induce macrophage dysfunction causing increase oxidative
stress and also an important factor for the increased incidence of infections in
uremia, since no modulation on HLA-DR and CD86 expression, suggesting a

possible negative signal to T cells during antigen presentation.

KEYWORDS: Innate Immune Response; Monocyte-derived Macrophage; Protein-

bound molecules; Uremia; Uremic Toxins
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INTRODUCTION

The uremic toxicity is caused by the progressive decline in the kidney
function, resulting in the accumulation of potentially toxic compounds in the body
with biological and/or biochemical activity, that are collectively called uremic
retention solutes or uremic toxins [1,2]. Various of these compounds are toxic and
can adversely affect the biological functions, such as indoxyl sulfate and p-
Cresylsulphate (pCS), while others are not necessarily direct toxicity, but may be
useful markers of renal function such as creatinine [3]. The uremic toxins can be
classified according to their physicochemical characteristics and removal by
dialysis in three main groups: small water-soluble, middle molecules and protein-
bound compounds [4,5]. The later compounds have gain great interest in the last
few years, since (i) they have been linked to a large number of uremic
complications and (ii) they are difficult to remove by dialysis [6]. Phenols and
indoles are considered prototypes of this group of compounds. pC and its
conjugated-products are generated from tyrosine and phenylalanine metabolism by
bacterial microbiota fermentation in the large intestine. pCS levels increase with
the worsening of renal function [7] and, as pC, have been associated with
imbalance of the immune system response, atherosclerosis and cardiovascular
disease [8,9]. Studies have also shown that these solutes may be involved in
immune depression by reducing the production of free radicals by phagocytes [10,
11]. Studies indicate that the biochemical effects of free pC are not necessarily the
same as the sulfated conjugate, since pC appears to suppress the oxidative burst
activity of leukocytes while pCS seems to induce leukocytes activation [12].

The disturbances of the immune system in CKD patients are accompanied
by susceptibility to infections and unresponsiveness to vaccination. These events
are initiated by antigen presenting cells (APCs), monocytes/macrophages and
dendritic cells that provide at least two essential signals for T cell activation. The
first signal is the engagement of the antigen-specific T-cell receptor (TCR) by the
major histocompatibility complex (MHC) class | or Il antigen-peptide complex. This
signal is followed by a second signal or co-stimulation mediated by CD80 or CD86
molecules, which in turn are recognized by the CD28 molecule present
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constitutively on the T cell surface. The presentation in the absence of one of these
signs can lead to non-response or T cell anergy [13]. Although adaptive immunity
makes a significant contribution in the CKD disturbances, innate immunity, mainly
monocytes and neutrophils, play an important role [14,15]. Monocytes isolated
from HD patients express less MHC class Il molecules than those from healthy
individuals and their expression is impaired after stimulation [16,17]. Still, these
immune disturbances may be caused partially by the co-receptors CD80/CD86,
since through flow cytometry was showed that CD86 expression in monocytes
obtained from HD patients is decreased. Clinically, CD86 expression correlates
with poor immune response to hepatite B virus (HBV) vaccination in dialysis
patients. In addition, CD80 expression does not differ between HD patients and
healthy subjects [18]. Even though the disturbances observed in HD patients
involve mainly the APC and consequently T-lymphocytes, many pieces are missing
to complete the puzzle of the immune response in CKD. A better understanding of
the causes of the immune system dysfunction is necessary to lead to increased
survival and better quality of life in HD patients. Thus, this study aimed to evaluate
the monocyte-derived macrophages (MDM) response to uremic toxins pC and
pCS, as well as determine the cellular events involved in the innate immune
response of CKD. The identification of specific pathways of immune response
process to CKD may help identify new targets for treatments to potentially reduce

the morbidity and mortality of these patients.

MATERIAL AND METHODS

U937 cell culture, differentiation and stimulation - Human monocytic cells line
U937 were maintained in RPMI 1640 medium (Gibco BRL) supplemented with
10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS) (Gibco BRL) 100 IU/ml penicillin
and 0.1 [lg/ml streptomycin in a humidified incubator with 5% CO, at 37°C and cell
viability was estimated with trypan blue dye. To monocytes cell line U937
differentiation into adherent macrophages (monocyte-derived macrophage -
MDM), cells were (1x10° cells/ml) cultured in the presence of 150 nM PMA (Sigma)
[19] for 48h at 37°C. After incubation, cells were kept on incubator for more 48h
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only in RPMI supplemented with 2% FBS (2% RPMI) (resting). To stimulation,
MDM were incubated with minimum (10 pg/ml), intermediate (25 pg/ml) and
maximum (50 pug/ml) concentrations of p-Cresol (pC) reported in HD patients [1]. p-
Cresylsulphate (pCS) was synthetized as a potassium salt as described previously
[20] and was used in the same concentrations of pC. Each concentration for both
uremic toxins was analyzed in presence or absence of LPS (1 ng/ml) and for
positive control cells were incubated only with LPS (1 ng/ml). Negative control was

obtained from cells that were incubating only with 2% RPMI.

Cytotoxicity Assay (MTT) — 96-well plates containing stimulated MDM were
added MTT (Sigma, 5 pg/ml: (3-(4, 5-dimethylthiazolyl-2)-2, 5-diphenyltetrazolium
bromide) for 3h incubation at 37°C. Cells were lysed with DMSO (Sigma) and
analyzed on microplate reader at 550nm. MDM viability in response to toxins
treatment was calculated as: (OD Control — OD treated/OD Control) x 100.

Oxidative Stress Production by Intracellular Nitric Oxide Detection (NO) -
After stimulation cells were stained with DAF-FM, at the dark for 40 min at 37°C,
washed with PBS and incubate with RPMI for 30 min at 37°C to allow complete de-
esterification of intracellular diacetates. Cells were analyzed by flow cytometry
(FACs Calibur).

Phagocytosis Assay - Stimulated MDM were incubated fluorescents beads
(FluoSpheres® polystyrene Invitrogen - Molecular Probes) for 4h at 37°C, washed
3 times with PBS fixed with 4% paraformaldehyde in PBS for 15 min. Cells were
analyzed by flow cytometry (FACs Calibur).

Antigenic Presentation Molecules Markers on MDM surface - Stimulated MDM
were stained with HU anti-HLA-DR PE (marker of MHC-II molecule); HU anti-HLA-
ACB FITC mAb (to mark MHC-I molecule); HU anti-CD80 FITC mAb and HU anti-
CD86 PE mAb (markers of co-stimuli molecule) for 45 min at 4°C. All reagents
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were acquired from BD Bioscience. Cells were analyzed by flow cytometry (FACs
Calibur).

Statistical Analysis - All results are reported as percentage or mean + standard
deviation (SD). The differences were analyzed by parametric (ANOVA and t-test)
or non-parametric (Mann-Whitney and Kruskal-Wallis) methods, as appropriate.
Statistical analyzes were performed using SPSS (Statistical Package for Social
Sciences) version 13.0 for Windows. Results were considered significant with p
<0.05.

RESULTS

Effect of pC or pCS on MDM viability

To measure the metabolic activity of viable cells, MTT reduction was evaluated
after 24h incubation with all pC or pCS concentrations. No cytotoxic effect was
observed after incubation with both toxins at any concentration tested when
compared to the control (Fig 1). The intermediate concentration of pC showed a
tendency to increase cell proliferation when compared to control (Fig 1). Thus, both
uremic toxins had no cytotoxic effect on MDM after 24h of incubation.

Effect of pC and pCS on NO production by MDM

The NO production was evaluated after 6 or 12h incubation with both toxins with or
without LPS. The lowest concentration (10 yg/ml) caused a significant increase in
intracellular NO production, while the intermediate and maximum concentrations
(25 and 50 pg/ml, respectively) led to an increase NO production, but in a lesser
degree when compared to the lowest one, in a time-dependent manner (Fig 2A). In
the presence of LPS, (i) the lowest and the intermediate concentrations of pC
induced a stimulation of NO production similar to that observed after 6h of
incubation, and a decrease of the NO production after 12h of incubation by MDM,;
while (i), the highest pC concentration was able to induce NO production but was
less pronounced compared to the lower concentration at any time evaluated (Fig

2B). The analysis of the same incubation protocol with pCS after 6h showed the
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NO production by MDM was less pronounced (Fig 2C) compared to that observed
at lower concentrations of pC (Fig 2A). After 12h the lowest concentration of pCS
increased the NO production similar to that observed for LPS, but higher
concentrations did not cause the same effect (Fig 2C). Again, as observed for pC
(Fig 2B), in the presence of LPS combined with pCS the NO production was to a
lesser extent than that observed in lowest concentrations (Fig 2D).

Evaluation of phagocytosis induced by pC and pCS

MDM incubated with all stimuli described above were evaluated through
phagocytic activity after 12h of incubation. LPS induced a significant increase of
phagocytosis (25%) as compared to the negative control. In the same way, the
lowest concentration of pC (10 pg/ml) induced 30% of phagocytosis and the
intermediate concentration (25 pg/ml) promoted 26%. There were a lower
proportion of phagocytized-beads by MDM (18%) after incubation with the
maximum pC concentration (50 ug/ml) and this less activity was significant when
compared with the lowest concentration (Fig 3A). A decrease in phagocytic
capacity of MDM was also observed with increasing pCS concentrations, as
observed by 23% of phagocytized-beads in the highest concentration (Figure 3A).
Similar results were found when pC were associated with LPS in the MDM
incubation, being the highest increase in phagocytosis at the lowest concentration
of pC (35%) (Fig 3B). Otherwise, in the presence of LPS all concentrations tested
of pCS showed a similar capacity of inducing phagocytosis by MDM, but lower

when compared with toxin isolated and smaller when compared to pC (Fig. 3B).

Expression of antigen-presenting molecules on MDM induced by uremic
toxins

The expression of surface molecules HLA-DR, HLA-ABC, CD80 and CD86 was
determined by flow cytometer. The baseline expression of HLA-ABC was observed
on non-activated MDM. After incubation with LPS, pC or pCS (50 pg/ml), its
expression increased approximately 2 times compared to the negative control. The
presence of both toxins (pC or pCS) was not resulted in an amplification
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expression of HLA-ABC when combined with LPS (Table 1). On the other hand,
when evaluating the expression of HLA-DR, we observe that toxins, pC or pCS
promoted a 1-fold increase HLA-DR expression compared to the negative control,
while LPS induces nearly 2-fold increase of this molecule on MDM cells surface.
Interestingly, when we added LPS to the toxins incubation, no additive effect was
observed on HLA-DR expression (Table 1).

Surface molecules CD-80 and CD-86 are expressed as co-stimulation on
antigen-presenting cells (APCs). Our results show that MDM cells exhibit low basal
expressions of these markers, but their expressions were increased when
stimulated with LPS (Table 1). Regarding CD80 expression, both toxins were
capable of inducing its expression; while no addictive effect was observed when
toxins were incubated in association with LPS (Table 1). When the CD86
expression was evaluated, as expected LPS has important action in the induction
this marker expression, around 2 times compared to negative control. However,
none of uremic toxin (pC or pCS) was able to induce increased CD86 expression

when compared to the negative control, even in the presence of LPS (Table 1).

DISCUSSION

There are several factors that may influence the immune dysfunction in patients
with CKD, such as aspects related to uremic toxins or to dialysis process, vitamin
D deficiency and constant systemic inflammatory state, mainly characterized by
elevated CRP and albumin. In addition, there is also evidence of an association
between increased susceptibility to infections, endothelial damage (due to
exacerbation of proinflammatory cytokines) [21], apoptosis of leukocytes [22,23]
and expanded CD14+/CD16+ monocytes population with decreased HLA-DR
expression [24] into the inflamed state in patients with CKD. One hypothesis is that
the immune system recognizes the uremic state as a continuous injury to cells and
tissues causing immune dysfunction, which can be closely related to inflammation
and infection. In this context, it has been suggested that uremic toxins may play a
part in this contradictory profile that the immune system shows in patients with
CKD, on the one hand a constant inflammatory condition [25,26] and, otherwise an
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immunosuppression in innate immune response [27,28]. The uremic toxins pC and
pCS are involved in cellular events related with innate immune response and CKD
progression. Both uremic toxins used in this study were not considered cytotoxic to
the MDM after 24 h incubation with the same plasma concentrations found during
disease progression [1,29]. None apoptosis assay was used in this study, but
based on the viability result we could demonstrate that no changes in cellular
respiration of these cells were induced by pC or pCS and, therefore, no biological
activity has been changed due to cell death.

Furthermore, our results demonstrate that both uremic toxins tested, pC or
pCS, in lowest concentrations (10 and 25 ug/ml) and low exposure time (6 hours)
induce NO production by MDM in a manner similar to that seen with macrophages
activated only with LPS. Interestingly, when highest concentration of toxins (50
Mg/ml) was evaluated, the oxidative stress response by MDM was comparable to
those obtained with non-activated MDM. Nonetheless, the most interesting result
was observed after MDM-incubated with the toxins combined with LPS, since both
pC as well pCS have the inductive action in NO production by MDM inhibited in the
presence of LPS. One of the most important function of macrophages in the
immune response it is the ability to phagocytize foreign particles and this ability is
related to the kidney function [30]. Studies show decreased phagocytosis by
macrophages when challenged with either pC, as when incubated in uremic serum
[31,32]. However, contrary to found in the literature, the minimum and intermediate
concentrations of pC and pCS, were able to promote increased phagocytosis
compared to the negative control and similar to the LPS-activated MDM, and
again, decrease of this function was only observed in the highest concentration
and when combined with LPS.

Schepers and cols [12] using only the maximum concentration for both
toxins, showed that pCS enhanced the percentage of free radical producing by
leukocytes and this result was more relevant than that demonstrated by pC, which
was inert at baseline. The non-stimulated release of reactive oxygen species
(ROS) and superoxide (SO) is increased in patients on dialysis and it represents a
pre-stimulation of leukocytes [33-35]. The release of ROS antigen-dependent
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manner is, however, decreased in all patients with CKD [33-34, 36-37]. The ROS
production induced by mitogens such as phorbol myristate acetate (PMA) is also
reduced in patients on hemodialysis [30]. The maximum concentration of pC or
pCS found in the patient’s plasma with CKD coincides with the progression of the
disease. In the other hand, the increased production of NO and other reactive
oxygen species lead to an innate immunity pre-activation, which is responsible for
the chronically inflammatory state, so characteristic in these patients [25]. Our
results demonstrate that early toxins accumulation induce an exacerbated immune
response by macrophages observed by NO production and phagocytic ability. In
the course of disease progression and, consequently, more toxins accumulation,
innate immunity undergoes immunosuppression, leaving respond to stimuli known
as LPS. Some studies have shown the inability of macrophages to promote
phagocytosis after contact with uremic toxins, however the mechanism involved in
the reduction of this capacity is still unknown [32,38].

The most dramatic changes in cellular immunity in patients with CKD are
observed in T lymphocytes and antigen presenting cells (APC). The present study
observed baseline expression of HLA-DR (MHC class Il) on macrophages
challenged with pC and pCS (50 pg/ml) compared to LPS-activated MDM.
Moreover, even pC or pCS combined with LPS were not able to promote increased
HLA-DR expression similar to that observed with LPS. According with Girndt and
cols [18], the surface expression of molecules involved in antigen presentation may
be compromised in CKD patients. Stachowski and cols [17] also described the
reduction of HLA-DR expression in cells from CKD patients and also supported by
Agrawal and cols [39]. The expression of HLA-ABC (MHC class 1), constitutive of
all nucleated cells, were increased on MDM surface after stimuli with both toxins
pC and pCS, compared to LPS-stimulated MDM. This result is also reported by
other studies that show that MHC class | are not altered in CKD patients, which is
the opposite for MHC class 11 [39,40].

The costimulatory molecules CD80 and CD86 correspond to the second
specific signal in antigen presentation. Our results show that both toxins pC and
pCS associated or not with LPS, induced an increase in CD80 expression on MDM
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surface comparable with the LPS stimulus. Otherwise, as expected the CD86
expression was significantly increased after LPS stimulus, but not altered by pC or
pCS challenge. Lim and cols [41] observed that uremic serum from hemodialyzed
patients decreased the expression of costimulatory molecules on monocytes after
stimulation with LPS in vitro, corroborating our findings. The failure of immune
function in CKD patients by deficiency of costimulatory signal has been observed in
several studies as reviewed by Eleftheriadis and cols [40].

Concisely, the functional disorders of the immune system that are found in
uremia can lead to an imbalance in the production of reactive oxygen species and
the process of phagocytosis in the early stages of the disease, a fact revealed in
our study with the increased production of free radicals and phagocytosis related
with challenges in minimum and intermediate doses of toxins pC and pCS. This
could, at least partially, explain the constant inflammatory state present in uremia.
With CKD progression and consequent accumulation of toxins, this state can be
change. Our results suggest the maximum dose of pC and pCS promoted a
decreased in NO production and phagocytosis process, which maybe could lead
the patient to a decreased inflammatory response against bacteria, increasing their
susceptibility to systemic infections. We can also note that can occur erroneous
communication between cells involved in antigen presentation and T cells in
patients with CKD. In the present study, the toxins pC and pCS decreased
expression of HLA-DR and CD86 on maximum doses, suggesting a possible
negative signal to T cells during antigen presentation in advanced stages of CKD.
With this, patients with CKD may show decreased biological function of antigen

presentation leading to increased susceptibility to bacterial infections.
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LEGENDS

Figure 1 — Cytotoxicity analysis of pC or pCs was evaluated through MTT method.
MDM (1x10%well) were incubated for 24h at 37°C in 96-well plate in the presence
of pC or pCS at 10, 25 and 50 [g/ml. MTT was added and incubated for an
additional 3h. After cell lysis, plates were read on microplate reader (550nm). Data
are presented as % of MTT reduction of 5 independent experiments in triplicate (*p

<0.05 vs. negative control).

Figure 2 — Evaluation of NO production by MDM. Cells (1x10°/ml) were incubated
(A) with pC (10, 25 or 50 [Jg/ml); (B) different concentrations of pC combined with
LPS (1 ng/ml); (C) with pCS (10, 25 or 50 [Ig/ml); and (D) different concentrations
of pCS combined with LPS (1 ng/ml). Negative control was cells incubated only
with 2% RPMI and positive control incubated only with LPS. Incubation was
performed for 6 or 12h in an incubator. After incubation, was added DAF-FM for 30
min and then cells were evaluated by flow cytometer. Data are presented as % of
Fluorescence of 5 independent assays (*p <0.05 and **p <0.01 vs. negative

control).

Figure 3 — Evaluation of MDM phagocytosis induced by uremic toxins. Cells
(1x10°/ml) were incubated with (A) pC (10, 25 or 50 [ig/ml) (dark gray bars) or pCS
in the same concentrations (gray bars) or (B) both toxins pC (dark gray bars) or
pCS (gray bars) associated with LPS (1 ng/ml). Negative control was performed by
cell incubated only with 2% RPMI (black bars) and positive control cells incubated
only with LPS (1 ng/ml) (light gray bars). Data are presented as % of phagocytosis

of 5 independent assays (*p <0.05 vs. negative control).
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TABLE 1
Table 1 - Expression of Antigen-Presenting Molecules on MDM cells

Control LPS pC pC + LPS pCS

HLA-ABC 6,94 £ 2,52 172+144* 2313+16* 2368+87* 1875+47*
HLA-DR 5,07 +£0,69 19,63+358* 967+06* 131+17* 1037+0,4*
CD-80 3,32+ 1,11 935+094* 10,70+24"* 11,88+3* 964+33*
CD-86 11,66+1,12 242+ 1,56 ** 14,4+ 31 1416+ 3,2 16,01+ 0,6

216336 "

Mean £ SD. Statistical significance at **p < 0.01 or *p < 0.05 when compared with Control cells.
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CONCLUSOES

Nossos resultados sugerem que:
1. As toxinas urémicas pC e pCS nao apresentam citotoxicidade sobre os MDMs
nas concentracfes conhecidas como maxima, média e minima, encontradas no
soro de doentes renais cronicos.
2. Os MDMs aumentam a producdo de NO quando desafiados com as
concentracbes minima e média de pC e pCS, em comparacdo ao controle
negativo. Quando desafiados com a concentracdo maxima, os MDMs produzem
significativamente menos NO em comparacéo ao LPS.
3. O processo de fagocitose apresentou um resultado semelhante a producéao de
NO. Quando desafiados com as concentracfes minima e média de pC e pCS, os
MDMs apresentaram aumento de fagocitose em comparacdo ao controle negativo.
Quando desafiados com a concentracgdo maxima, 0s MDMs diminuem
significativamente a fagocitose em comparacao ao controle positivo (LPS).
4. Ambas as toxinas pC e pCS em concentragdo maxima promoveram diminuicao
na expressao de HLA-DR e CD86 em MDMs na presenca ou hao de LPS, quando

comparado ao controle positivo LPS.
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