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RESUMO

Oliveira, B.M. Influéncia da Vitamina D na evolucio da lesdo renal aguda provocada pela
cisplatina em ratos. 2023 Tese (Doutorado em Ciéncias, area de concentragao: Fisiologia) —
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, Sdo

Paulo, 2023.

Um dos agentes quimioterdpicos mais comumente utilizados para o tratamento de tumores
solidos ¢ a cisplatina (CP). Contudo, trinta por cento dos pacientes que fazem uso de CP
desenvolvem lesdo renal aguda (LRA), caracterizada por declinio na taxa de filtragao
glomerular (TFG), disfungao tubular, resposta inflamatéria e lesdo da microvasculatura renal.
Varios estudos tém demonstrado o efeito benéfico do calcitriol, a forma ativa da vitamina D na
reducdo do processo inflamatorio, estresse oxidativo e na modulagdo da fungdo endotelial. Este
estudo teve como objetivo explorar os efeitos do tratamento prévio com calcitriol na LRA
induzida por CP em ratos e explorar os mecanismos relacionados a lesdo tubular proximal,
estresse oxidativo, inflamacao e lesdo das células endoteliais. Ratos machos Wistar Hannover
foram submetidos a cirurgia de implante subcutaneo de mini-bomba osmotica contendo
calcitriol (6 ng/dia) ou veiculo (0,9% NaCl) duas semanas antes da administragdo
intraperitoneal (i.p.) de CP (5 mg/Kg) ou Salina (0,9% NaCl) e foi mantida por mais cinco dias
apos a injecdo. No quinto dia apos as inje¢des, os animais foram eutanasiados e amostras de
urina, sangue (plasma e soro) e tecido renal foram coletadas para avaliacdo da funcdo e
estrutura renal, além da analise de marcadores inflamatorias, de lesdo tubular, estresse oxidativo
e disfun¢do endotelial. Os resultados mostram que o tratamento prévio com calcitriol protegeu
contra a LRA induzida por CP, reduzindo as alteragdes de fungdo renal, evidenciadas por
menores niveis de creatinina plasmatica (pCr) e de excregao fracional de soédio (FENa-+), assim
como a melhora da taxa de filtragdo glomerular (TFG). Esses efeitos estavam associados a
menor lesdo tubular aguda e recuperagdo da expressao de cubulina na regidao da medula externa
renal. Adicionalmente, o tratamento com calcitriol foi capaz de aumentar a expressdao do
receptor de vitamina D (VDR) em animais do grupo CP+Calcitriol. O calcitriol reduziu a
expressdo de vimentina, do antigeno nuclear de células em proliferacio (PCNA), assim como
reduziu a expressao de macrofagos teciduais e secre¢cdo de interleucina pro-inflamatoria (IL-1
IL-1B) e induziu aumento da secre¢do de interleucina-10 (IL-10). Esses efeitos benéficos do
calcitriol pode estar associado ao menor dano endotelial induzido por CP, demonstrados pela
maior expressao de aminopeptidase P (JG12), grupo de diferenciacdo 34 (CD34) e ativagdo da
enzima 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS/p-eNOS). O tratamento com calcitriol também
regulou o eixo de manutengao endotelial relacionado ao fator de crescimento vascular endotelial
(VEGF) e de seu receptor tipo 2 para VEGF (VEGFR2 ), impediu as alteracdes de expressao
do receptor tipo 4 de quimiocina C-X-C (CXCR4) e da proteina superoxido dismutase
extracelular (EC-SOD), demonstrando o efeito antioxidante da vitamina D. Com esses achados,
nossos resultados mostraram que o calcitriol foi capaz de atenuar a LRA, apresentando
potenciais terap€uticos para pacientes que fazem uso de CP.

Palavras-chave: LRA; calcitriol; cisplatina; endotélio; LRA induzida por CP; processo

inflamatorio.



ABSTRACT
Oliveira, B.M. Influence of Vitamin D on the evolution of acute kidney injury caused by
cisplatin in rats. 2023 Tese (Doutorado em Ciéncias, area de concentracao: Fisiologia) —
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, Sdo
Paulo, 2023.

One of the most commonly used chemotherapeutic agents for the treatment of solid tumors is
cisplatin (CP). However, thirty percent of patients using CP develop acute kidney injury (AKI),
characterized by a decline in glomerular filtration rate (GFR), tubular dysfunction,
inflammatory response and damage to the renal microvasculature. Several studies have
demonstrated the beneficial effect of calcitriol, the active form of vitamin D, in reducing the
inflammatory process, oxidative stress and modulating endothelial function. This study aimed
to explore the effects of prior calcitriol treatment on CP-induced AKI in rats and to explore the
mechanisms related to proximal tubular injury, oxidative stress, inflammation and endothelial
cell damage. Male Wistar Hannover rats underwent subcutaneous implantation of a mini-
osmotic pump containing calcitriol (6 ng/day) or vehicle (0.9% NaCl) two weeks before
intraperitoneal (i.p.) administration of CP (5 mg/Kg) or Saline (0.9% NaCl) and was maintained
for a further five days after injection. On the fifth day after the injections, the animals were
euthanized and samples of urine, blood (plasma and serum) and kidney tissue were collected to
assess kidney function and structure, as well as to analyze markers of inflammation, tubular
damage, oxidative stress and endothelial dysfunction. The results show that treatment with
calcitriol attenuated AKI induced by CP, reducing changes in renal function, as evidenced by
lower levels of plasma creatinine (pCr) and fractional excretion of sodium (FENa+), as well as
improved glomerular filtration rate (GFR). These effects were associated with less acute tubular
injury and recovery of cubulin expression in the renal outer medulla. In addition, treatment with
calcitriol was able to increase the expression of the vitamin D receptor (VDR) in animals in the
CP+Calcitriol group. Calcitriol reduced the expression of vimentin, proliferating cell nuclear
antigen (PCNA), as well as reducing the expression of tissue macrophages and secretion of pro-
inflammatory interleukin (IL-1 IL-1B) and induced increased secretion of interleukin-10 (IL-
10). These beneficial effects of calcitriol may be associated with less CP-induced endothelial
damage, demonstrated by increased expression of aminopeptidase P (JG12), differentiation
group 34 (CD34) and activation of the enzyme endothelial nitric oxide synthase (eNOS/p-
eNOS). Calcitriol treatment also regulated the endothelial maintenance axis related to vascular
endothelial growth factor (VEGF) and its type 2 receptor for VEGF (VEGFR?2 ), attenuated
changes in the expression of C-X-C chemokine receptor type 4 (CXCR4) and extracellular
superoxide dismutase (EC-SOD) protein, demonstrating the antioxidant effect of vitamin D.
With these findings, our results showed that calcitriol was able to attenuate AKI, presenting
therapeutic potential for patients using CP.

Keywords: AKI; calcitriol; cisplatin; endothelium; CP-induced AKI; inflammatory process.
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1. INTRODUCAO

1.1 Cisplatina

A cisplatina (CP), denominada quimicamente de cis-diaminodicloroplatina (CDDP), foi
descoberta em 1844 por Michele Peyrone e por muito tempo foi chamada de sal de Peyrone
(PEYRONE, 1844). Porém, apenas em 1965 que seu mecanismo anti-mitético foi reconhecido
pelo biofisico Dr. Barnett Rosenberg (TRIMMER; ESSIGMANN, 1999). A descoberta ocorreu
acidentalmente durante um estudo dos efeitos do campo elétrico no crescimento bacteriano
utilizando platina como eletrodo e cloreto de aménio como tampao. Foi observado que as
bactérias estudadas tinham sua divisdo celular interrompidas quando o campo elétrico era
aplicado, sugerindo a agdo inibitéria da CDDP na divisdo celular de bactérias (ROSENBERG
et al., 1965).

Apos uma série de testes de bancada, pesquisas pré-clinicas, além de ensaios clinicos, a
CDDP foi, em 1978, aprovada pelo Federal Drug Administration (FDA) para uso clinico como
agente quimioterapico e recebeu o nome de CP. Este medicamento ¢ extensamente utilizado
para tratamento de tumores solidos, como, testicular, ovariano, de bexiga, pulmao, colo do
utero, cancer de cabeca e pescogo e alguns outros tipos de canceres (DASARI; TCHOUNWOU,
2014; GWO et al., 2016). Composta por um complexo quadrado-planar, a CP, ¢ formada por
dois ligantes de ion cloreto (Cl) e dois ligantes de amonia inerte (NH3) coordenados ao 4tomo

central de platina (Pt) em uma configurag¢do cis (HANNON, 2007).

Figura 1. Estrutura tridimensional da cisplatina. Figura retirada do artigo de HANNON, 2007.

A CP age principalmente na replicacdo e a transcricdo do 4cido desoxirribonucleico

(DNA), interrompendo o ciclo celular e interferindo em diversas vias que controlam a
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diferenciagdo e a resposta ao estresse, que posteriormente, culminam na ativagdo de vias
apoptdticas (SIDDIK, 2003). A importancia da CP no tratamento do cancer ¢ reconhecida e
associada a remissao completa ou parcial da doenga. Embora tenha se tornado um medicamento
bastante utilizado na clinica, seu uso ¢ limitado devido aos seus efeitos colaterais (COHEN;
LIPPARD, 2001; WANG; LIPPARD, 2005) como, neurotoxicidade, ototoxicidade,
hepatotoxicidade e nefrotoxicidade (PERES; DA CUNHA, 2013; ZHU et al., 2015).

1.2 Cisplatina induz nefrotoxicidade

Estima-se que aproximadamente 30% dos pacientes que recebem uma dose inicial de
CP podem desenvolver algum grau de insuficiéncia renal aguda (KIDERA et al. , 2014; PERES;
DA CUNHA, 2013; PRASAJA et al., 2015; LATCHA et al., 2016). A lesdo renal aguda (LRA)
¢ a lesdo comumente associada a a¢do nefrotoxica da CP no tecido renal (HANIF ef al., 2020)
e ¢ caracterizada por uma diminui¢do acentuada na taxa de filtragdo glomerular (TFG), com
aumento agudo nos niveis de creatinina sérica (Cr) e diminui¢do no débito urinario (KDIGO,
2012). Embora, a nefrotoxicidade induzida pela CP possa se manifestar de varias maneiras, a
necrose tubular aguda (NTA) ¢ a mais prevalente (MILLER ef al., 2010). A NTA ¢
caracterizada por uma dilatacdo da luz tubular, perda da bordadura em escova nos tibulos
proximais e presenca de células em necrose na luz tubular (ZANETTI ef al., 2010).

A via renal ¢ a principal forma de excrecdo da CP, cerca de 50% da droga ¢ excretada
na urina nas primeiras 48h (VISACRI et al., 2017). A CP ¢ livremente filtrada e age
principalmente nas células dos tubulos proximais, mais especificamente no segmento S3, que
corresponde a por¢ao reta dos tiibulos proximais, localizada na medula externa renal (DASARI;
TCHOUNWOU, 2014; HOLDITCH et al., 2019), onde as concentragdes de CP sdo maiores
devido ao acimulo da droga (CIARIMBOLI, 2014; FILIPSKI et al., 2009). A CP ¢ captada
pelas células tubulares renais por difusdo passiva ou transporte ativo (GOMEZ-SIERRA et al.,
2018) por transportadores como o transportador de cations organicos 2 (OCT2) e o
transportador de cobre 1 (Ctrl) (YAO, ef al., 2007). Enquanto a sua remog¢do para o limen
tubular e realizada pelo transportador de extrusdo de multidrogas e toxinas 1 (MATEI)
(RIDZUAN et al., 2019). Dentro da célula tubular renal, a CP ¢ ativada metabolicamente
(TOWNSEND et al., 2003) em uma substancia altamente reativa e nefrotéxica (COOPER et
al., 2011). Os mecanismos presentes na LRA induzida por CP sdo complexos e envolvem
principalmente lesdo tubular intensa, resposta inflamatdria, estresse oxidativo e disfuncao

endotelial (OZKOK; EDELSTEIN, 2014; ZHU et al., 2015).
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A lesdo e morte das células tubulares sdo mecanismos fundamentais, que contribuem
para o inicio e progressdo da LRA (LAMIERE et al., 2013; LIU et al., 2018). Inicialmente, a
ativacdo de vias de morte celular leva a perda do epitélio tubular, resultando em alteracdes nas
células epiteliais tubulares, como perda da borda em escova, achatamento tubular e rapida perda
da polaridade celular (SOLEZ et al., 1979; MOLITORIS et al., 1988). Em decorréncia da lesao
tubular intensa, as células epiteliais tubulares mudam do fenétipo epitelial para mesenquimal
em um processo conhecido como transi¢do epitelial-mesenquimal (TEM) e passam a expressar
marcadores de fenotipo mesenquimal, como a vimentina, ¢ marcadores de proliferagdo celular,
como o antigeno nuclear das células em proliferacio (PCNA) (WILZGAL et al., 1994;
FUJIGAKI et al., 2006). As células epiteliais tubulares, no contexto da LRA, podem assumir o
fenotipo de células inflamatodrias e fibrogénicas, que impulsionam a progressao da doenga renal
aguda para a doenga renal cronica (LIU et al., 2018). A inflamag¢do tubulointersticial pode ser
observada ja no inicio da LRA (LV et al., 2017) e a resposta das células epiteliais tubulares a
lesdo parece ser um determinante chave no seu desenvolvimento (LIU et al., 2018).

A inflamagdo ¢ um dos principais mecanismos fisiopatologicos associados a LRA
induzida por CP (FURUICHI et al., 2009; MUKHOPADHYAY et al., 2011; MALIK et al.,
2015; LIU et al., 2020; TAN et al., 2020; ZHANG et al., 2020) e ¢é regulada pela interacao
complexa entre citocinas inflamatorias e imunossupressoras produzidas pelas células epiteliais
tubulares renais lesionadas ou por células imunologicas infiltradas nos rins (ANSARI et al.,
2017). Os macrofagos desempenham um importante papel na nefrotoxicidade induzida por CP
(ZHANG et al.,2009; VANDENABEELE et al., 2010), induzindo a ativagao de inflamassoma,
das vias de proteina quinase ativada por mitogeno (MAPK) e fator nuclear kappa B (NFxB),
resultando no aumento da produgdo de citocinas inflamatorias, como interleucina 1 beta (IL-
1B) (CHAI et al., 2020). A importancia funcional dos macréfagos na LRA ¢ demonstrada pelo
fato de que a deplegao sistémica de monodcitos e macrofagos atenuar a LRA (FERENBACH et
al., 2012; KIM et al., 2014). Os macréfagos, residentes no tecido renal e recrutados, sdao
classificados em dois subconjuntos funcionais: macrdéfagos classicamente ativos (M1), que
estdo associados a respostas imunoldgicas pré inflamatdrias; e macrofagos alternativamente
ativos (M2), envolvidos principalmente no reparo tecidual (MILLS, 2012). Os macrofagos M1
sd0 responsaveis por secretar uma série de citocinas pro-inflamatérias com IL-18 e TNF-a
(JUBAS et al., 2015; VAROL et al., 2015), enquanto os macrdéfagos M2 secretam citocinas
anti-inflamatorias, como IL-10. A IL-IP estd envolvida no recrutamento de monocitos

circulantes para o parénquima renal inflamado (WALSH, 1994).
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O receptor 4 de quimiocina C-X-C (CXCR4) desempenha um papel vital no processo
inflamatério (TOGEL et al., 2005; ZHAO et al., 2015; WANG et al., 2016; SLEIGHTHOLM
et al.,2017), a sua ativagdo leva a uma variedade de respostas, como quimiotaxia, proliferagao
celular e hematopoiese de leucocitos (ZLOTNIK et al., 2011). Evidéncias recentes mostram
que o CXCR4 est4 envolvido na patogénese da LRA (TOGEL et al., 2005), uma vez que a sua
expressdo aumentada em tibulos e leucdcitos agrava a LRA e contribui para a formacgdo de
fibrose renal. A inibicdo do CXCR4 foi associada a um efeito benéfico em modelos animais
experimentais de LRA, tanto por efeitos anti-inflamatérios locais ou quanto por mecanismos
sistémicos dependente da mobilizagdo de células-tronco (ZUK et al., 2014; YAN et al., 2015).

Estudos demonstraram que as mitocondrias renais sdao alvos da toxicidade pela CP
(KUO et al., 2007, HOFFMAN et al., 2015; HANIF et al., 2020). A CP induz aumento nos
niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs) resultando em morte celular (VONEZEWA et
al., 2016), associado a uma redugdo na produgdo e inibi¢do da atividade dos antioxidantes,
como superoxido dismutase (SOD), glutationa (GSH) (WANG et al., 2016) e catalase (CAT)
(JESSE et al., 2014), culminando no estabelecimento do estresse oxidativo, que ¢ caracterizado
pelo desequilibrio entre a producdo e a remocao de EROs pelo sistema de defesa antioxidante
(MARULLO et al., 2013). O estresse oxidativo induzido pelo aumento da producdo de EROs
e a inflamagdo tubulointersticial (HOLDITCH et al., 2019) resulta em danos endoteliais,
comprometendo o relaxamento vascular dependente do endotélio. O relaxamento dependente
do endotélio ¢ dependente do oxido nitrico (NO), logo alteragdes na sua produgdo ou
biodisponibilidade interferem diretamente nesse processo. Além disso, a fun¢do da enzima
oxido nitrico sintase endotelial (eNOS) ¢ prejudicada quando a producdo de EROs nao ¢
controlada (COATS; JAIN, 2017). A lesdao e a disfungdo vascular tem sido associada na
patogénese da LRA induzida por CP (WINSTON; SAFIRSTEIN, 1985; OZKOK;
EDELSTEIN, 2014). A redu¢do do fluxo sanguineo renal, vasoconstri¢do elevada e a
autorregulacdo vascular prejudicada estimulada por danos ao endotélio (PABLA; DONG,
2008), resultam em resisténcia vascular e constricdo das células musculares lisas vasculares,
levando a diminui¢cdo da TFG e hipoxia das células tubulares renais (OZKOK; EDELSTEIN,
2014; GUO et al., 2018). O Fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) ¢ um mediador
fundamental para a promog¢ao da vasculogénese e da remodelagcdo angiogénica e exerce seus
efeitos através da ativacdo do receptor tirosina quinase, o receptor VEGF 2 (VEGFR-2)
(TAMMELA et al, 2005). O VEGF desempenha um papel fundamental na microcirculagdo
renal (BASILE et al., 2011). Os niveis de VEGF estao reduzidos em muitos modelos de doencas

renais, principalmente acometem os tibulos proximais (KANG et al., 2001).
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A nefrotoxicidade induzida pela CP ¢ complexa, o diagnostico precoce € dificil e faltam
opgdes de tratamento eficazes. As abordagens primarias para proteger os rins da
nefrotoxicidade induzida pela CP sdo baseadas em evitar a sua exposi¢do extrema a este
medicamento. No entanto, mesmo com hidratacdo intensa, ocorre toxicidade renal
(HAKIMINIA et al., 2019; MILLER et al., 2010). Portanto, estratégias preventivas mais

eficazes para atenuagdo da sua nefrotoxicidade precisam ser desenvolvidas.

1.3 Vitamina D

A vitamina D ¢ um nutriente lipossoluvel, crucial para a absor¢do intestinal e para a
regulacdo do metabolismo de calcio e fosfatos (BIKLE, 2012). As isoformas ergocalciferol
(vitamina D2), sintetizado apenas em plantas e fungos, e o colecalciferol (vitamina D3),
produzido endogenamente a partir da fotolise do 7-desidrocolesterol (7-DHC) na pele pela
radiagio UVB do sol (JAPELT; CHRISTAKOS, 2020), precisam passar por hidroxilagdo em
duas etapas para se transformarem na forma biologicamente ativa, o 1,25(OH)2D? (calcitriol).
A radiacdo UVB ao atingir a pele desencadeia uma reagao fotoquimica que converte 7-DHC
em pré-vitamina D3 e apdés uma série de isomerizagdes térmicas se torna a vitamina D3
(BIKLE, 2014). As vitaminas D2 e D3 circulantes chegam ao figado para que os citocromos
hepéaticos P450 CYP2R1 (microssomal) e CYP27A1 (mitocondrial) hidroxilem seu carbono 25,
resultando na produgdo de 25(OH)D (calcidiol), a forma circulante e mais abundante de
vitamina D, que ainda ¢ inativa (JONES et al., 2014).

De volta a circulagao, a 25(OH)D ¢ transportada pela proteina de ligacdo a vitamina D
(VDBP) até os rins e ¢ filtrada pelo glomérulo, o complexo VDBP-25(OH)D ¢ endocitado para
dentro da célula do tibulo proximal por um complexo de proteinas transmembranas localizado
na membrana apical dessa célula, denominado de megalina-cubulina. Uma vez dentro da célula,
a 25(OH)D ¢ hidroxilada na posi¢do do carbono 1, pelo CYP27B1 ou lo- hidroxilase,
resultando na formagao de 1,25(0OH)2D?, a forma ativa da vitamina D, também conhecida como
calcitriol, que ¢ responsavel pelas suas agdes bioldgicas (JONES; PROSSER, 2011; JONES et
al.,2014). Os niveis de calcitriol sdao regulados pela enzima CYP24A1, um citocromo P450 da
membrana interna mitocondrial (JONES et al.,, 2012), que detecta niveis elevados de
1,25(0OH)2D e o catalisa em produtos 24-hidroxilados direcionados para excre¢do ou
produzindo 24,25(OH)D diminuindo assim o pool de 25(OH)D (JONES et al., 2012).

A calcitriol ligada a VDBP atinge os 6rgdos alvo na circulagdo sistémica, onde liga-se

ao receptor de vitamina D (VDR). O calcitriol exerce a maior parte de suas funcdes via VDR
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nuclear, um receptor que pertence a um amplo grupo de fatores de transcri¢ao nuclear ativados
por ligantes e funciona como um heterodimero obrigatorio com o receptor retindide X (RXR)
para ativacao de genes alvo da vitamina D (ZELLA et al., 2006; PIKE et al., 2010; HAUSSLER
et al., 2013). O complexo VDR/RXR, liga-se aos elementos de resposta a vitamina D (VDRE)
em genes alvo regulando a transcricdo génica. A via VDR interage com outras vias de
sinalizacdo intracelular para exercer seus efeitos biologicos. Em alguns casos, calcitriol exerce
sua influéncia sem afetar a expressdao génica ou a sintese protéica por conta disso, as agdes sao

divididas em gendmicas e ndo gendmicas (KHAMMUSSA et al., 2018) (Figura 2).

‘voBR,

Y Vitamin D
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Figura 2. Mecanismo de ativacdo da vitamina D. A radiag@o solar converte 7 desidrocolesterol (7-DHC) em pré-
vitamina D (pré-vit D3) e isomeriza-o termicamente em vitamina D3 (VitD3). Alguns alimentos sdo fonte de
vitamina D2 e D3 em quantidades menores. A vitamina D ¢ transportada através do plasma pela proteina de ligagdo
a vitamina D (VDBP) e sofre duas hidroxilagdes; no figado, ¢ convertido pela enzima 25 hidroxilase em 25-
hidroxivitamina D (250HD), e nos rins, a enzima 1 alfa-hidroxilase o converte em 1,25-dihidroxivitamina D (1,25

(OH) 2D), a forma ativa da vitamina D. Fonte: Figura retirada de SILVA et al. 2022.
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A fungdo primaria e mais conhecida do calcitriol ¢ a manutengdo dos niveis normais de
calcio e o desenvolvimento O6sseo, regulando o metabolismo de fosfato e calcio
(KHAMMUSSA et al., 2018). O calcitriol participa da regulacao dos niveis plasmaticos de
calcio ionizado ¢ fosfato, suas ag¢des envolvem a absor¢do intestinal, excrecdo renal ¢
mobilizagdo 6ssea de célcio. Os niveis séricos de célcio diminuidos estimulam a secrecao de
paratormonio (PTH) e ativam a sintese de calcitriol. Ambos, PTH e calcitriol, estimulam a
reabsor¢ao renal e a mobilizagdo do calcio dos ossos (reabsor¢do 6ssea) (CLINCKSPOOR et
al.,2013).

A presenga de VDRs em varios outros tecidos (prostata, cérebro, mama, pancreas, colon
e c¢lulas do sistema imunologico), permitiu a descoberta de que a vitamina D pode fornecer
acoes nao relacionadas a homeostase Ossea, conhecidas como ag¢des nao classicas
(KHAMMUSSA et al., 2018). A vitamina D pode desempenhar um papel importante na fungao
imunolodgica e na regulacdo da proliferagdo e diferenciacdo celular em uma variedade de
linhagens celulares, como linfécitos, células endoteliais, osteoblastos e queratinocitos
(CARLBERG, 2016; KHAMMUSSA et al., 2018). A agao imunomoduladora da vitamina D
esta associada a ativagdo da imunidade inata e a inibi¢do da resposta adaptativa, associada a
liberacdo de citocinas. Isso acontece porque os diferentes tipos de células imunoldgicas, como,
c€lulas dendriticas, macrofagos e linfocitos T e B expressam VDR, sendo a maioria capaz de
sintetizar calcitriol através de uma via de regulagcdo independente, em resposta a uma variedade
de agentes pro-inflamatdrios como bactérias, lipopolissacarideos e TNF-o (FELDMAN et al.,
2013). Nos macrofagos, a vitamina D aumenta a sua capacidade de defesa induzindo a sua
diferenciagdo, capacidade fagocitica e atividade antimicrobiana. Além disso, inibe a
proliferacdo de monocitos e promove a diferenciagdo de mondcitos em macréofagos. O calcitriol
inibe a expressao de citocinas pro-inflamatorias como, IL-1, IL-6, IL-12 e TNF-a, e estimula a
producdo de IL-10 (DELUCA, 2008; CHRISTAKOS et al., 2016).

Os VDRs também sdo expressos em células endoteliais, células musculares lisas
vasculares e cardiomiécitos (BRANDENBURG et al., 2012). Foi sugerido que a vitamina D e
os VDRs poderiam desempenhar um papel fundamental na regulacdo da sintese de NO através
da eNOS (NAPOLI et al., 2006; ANDRUKHOVA et al., 2014), visto que em animais nocautes
para VDR em células endoteliais apresentavam biodisponibilidade reduzida de NO
(DEDEOGLU et al., 2014). Enquanto o tratamento com vitamina D regulou positivamente a
expressdo de NO e eNOS (LI et al., 1997). Posteriormente essas descobertas foram testadas em

um experimento in vivo no qual ratos Wistar tratados com calcitriol, via injecao intraperitoneal,
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mostraram uma regulacdo positiva semelhante do conteudo de NO e eNOS nos tecidos da aorta
(LIetal., 1997). As acdes nao gendomicas da vitamina D através do VDR de membrana também
pode regular positivamente a atividade intracelular da eNOS através da via intracelular
dependente de calcio. Além disso, foi demonstrado que a vitamina D induz a migragdo e
proliferagdo endotelial, mecanismos importantes para a angiogénese (GRIENDLING et al.,
2000), e a producdo de NO induzida pela vitamina D € responséavel por parte desse processo
fisiologico (MICHELL, 1999). Através de estudos in vivo € ex vivo as agdes pro-angiogénicas
do NO foram demonstradas, mostrando que o NO estimula a formacao de estruturas
semelhantes a capilares em células endoteliais umbilicais humanas e na artéria coronaria
humana em uma matriz 3D (BABAEI et al., 1998; PIETSCH et al., 2003) A formagdo de novos
vasos sanguineos mediada por NO envolve a regulagio positiva da expressdo génica de fatores
de crescimento angiogénico, incluindo o VEGF e o fator de crescimento de fibroblastos (FGF)
e a supressdo de fatores antagonistas da angiogé€nese, como a angiostatina, um antagonista
endogeno (ZICHE et al., 1997; DOROUDI et al., 2015; LUNDWALL et al., 2018).

Estudos demonstraram que a vitamina D tem participagdo importante no
desenvolvimento renal, mas especificamente na modulagcdo angiogénica (ALMEIDA et al.,
2016). Além disso, estudos recentes utilizando diferentes modelos de doenga renal
estabeleceram claramente que os andlogos da vitamina D tém efeitos renoprotetores contra
lesdo renal e progressdao da doenca renal. Ersan cols. (2017) estudaram o efeito do paricalcitol
na expressdao de metaloproteinases de matriz, o pré-tratamento com paricalcitol resultou na
melhora da IRI-LRA através de um mecanismo antiinflamatoério.

Efeito semelhante foi observado por Hamzawy cols., (2019) com o pré-tratamento com
22-oxacalcitriol na IRI-LRA e demonstraram uma melhora da LRA, e este efeito foi associado
a: (1) um mecanismo antiinflamatdrio via inibi¢do do receptor Toll-like-4 (TLR-4) e interferon-
v (IFN-y), (2) uma acdo pré-autofagica elevada (3) uma agdo antiapoptoéticas, (4) uma acao
inibitoria na expressdo de metaloproteinases de matriz-2. O efeito renoprotetor do pré-
tratamento com vitamina D na IRI-LRA também foi demonstrado contra a oxidagdo e
peroxidacdo lipidica (KAPIL et al., 2013). Por fim, Reis cols. (2019) estudaram o impacto do
calcitriol na LRA induzida por rabdomidlise e descobriram que a LRA foi melhorada através

de um mecanismo anti-inflamatério e antioxidante através da elevagao da SOD.






29

2. HIPOTESE

A CP ¢ um importante quimioterapico utilizado no tratamento de diversos tumores
sOlidos, mas tem wuso limitado devido os seus efeitos nefrotoxicos, associados ao
desenvolvimento de LRA. A LRA ¢ caracterizada por um rapido declinio da TFG e acimulo
de residuos metabolicos (creatinina e ureia), além de lesao tubular intensa com a presenga de
NTA. Devido a complexidade da nefrotoxicidade e a dificuldade do seu diagnostico precoce,
ha a necessidade do desenvolvimento de abordagens que protejam os rins da nefrotoxicidade
por CP. Nesse sentido, a vitamina D tem surgido como um potencial agente protetor, porém
como a vitamina D ativa poderia modular a LRA no modelo de CP ainda ndo esta totalmente
esclarecido. Diante disso, nosso objetivo foi testar a hipotese de que o tratamento prévio com
a vitamina D na sua forma ativa (calcitriol), atenua ou até mesmo proteger o tecido renal da
toxicidade induzida por CP, através das suas agdes anti-inflamatorias e de redugdo do estresse

oxidativo, bem a manutencdo da funcao endotelial, eventos envolvidos na LRA.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a influéncia do tratamento com calcitriol na evolucdo da lesdo renal aguda
provocada pela CP e a participagdo do estresse oxidativo, diferenciacao celular, processo

inflamatoério e da estrutura e fungao das células endoteliais nesse processo.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar o efeito do tratamento com calcitriol iniciado antes da administragao de CP :
. Nas alteragdes de funcdo renal: creatinina plasmatica, taxa de filtragdo glomerular, e
excrecao fracional de sodio;
. Nas alteragdes dos niveis de 25(OH)D e na expressdo do receptor VDR;
. Nas alteracdes de estrutura renal da medula externa em cortes corados com tricromio de
Masson e imunoistoquimica para vimentina, PCNA e cubulina;
. No processo inflamatorio pela expressao de ED-1 e secrecao de citocinas pro e anti-
inflamatorias, IL-1B e IL-10, respectivamente e expressdo de CXCR4;
. Nas alteragdes de capilares peritubulares da medula externa pela imunoistoquimica para
JG12 e expressdo proteica de eNOS, p-eNOS, VEGF e VEGFR2.

. Na modulag¢ao da atividade antioxidante de SOD.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Animais

Os protocolos foram realizados de acordo com o Conselho Nacional de Controle de
Experimenta¢do Animal (CONCEA), aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo (FMRP-
USP), protocolo n°® 115/2018). Neste estudo, foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar
Hannover, pesando em torno de 200-300 gramas, provenientes do Biotério Central da FMRP-
USP. Os ratos foram alojados em caixas de acrilico forradas com maravalha, sendo mantidos 4
animais por caixa e condi¢cdes ambientais controladas, com temperatura de 22 + 2° C, ciclo

claro/escuro de 12 horas, com ragdo e agua ad libitum.

4.2 Protocolo experimental

A suplementag¢do com calcitriol (6 ng / dia, Calcijex, Abbvie Laboratories, EUA) ou
veiculo (NaCl 0,9%) foram administrados por meio de minibombas osméticas (modelo 2004,
Alzet, EUA) implantadas subcutaneamente no dorso dos animais sob anestesia com isoflurano
(Cristalia, Brasil). A utilizacdo dessas mini-bombas permite a manutencao dos niveis de Vit. D
plasmaticos dos animais. A dose e a via de administracdo de calcitriol foram baseadas em
estudos anteriores (PANICHI et al., 2001; ALMEIDA et al., 2017; REIS et al., 2019;
DELUQUE et al., 2020). O tratamento com calcitriol foi continuo por todo o periodo
experimental. O tratamento com calcitriol foi continuo por todo o periodo experimental. Apds
duas semanas do implante das minibombas osméticas, 0s animais receberam uma unica inje¢ao
intraperitoneal (i.p.). de cisplatina (CP, FauldcisplaSmg/kg) ou salina/veiculo (NaCl 0,9%), e
foram acompanhados por 5 dias.

Os animais foram divididos nos seguintes grupos experimentais:

e SAL: ratos que receberam apenas o veiculo (solucao de NaCl a 0,9%) pela mini-
bomba osmotica + uma Unica injecao i.p. do veiculo (solugao de NaCl a 0,9%) n=
55

e SAL + Calcitriol: ratos que receberam o tratamento com calcitriol (6 ng/dia)
pela mini-bomba osmotica + uma Unica injegao i. p. do veiculo (solugdo de NaCl
a 0,9%) n=5;

o CP: ratos que receberam o veiculo (solugdao de NaCl a 0,9%) pela mini-bomba

osmotica + uma unica injecao i.p. de cisplatina (5 mg/Kg) n=8;
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e CP + Calcitriol: ratos que receberam o tratamento com calcitriol (6 ng/dia)

pela mini-bomba osmoética +uma unica inje¢ao i. p. de cisplatina (5 mg/Kg) n=8.

No quarto dia ap6s a injecao de CP, os animais foram alojados em gaiolas metabolicas
para coleta de urina de 24 horas (h). No dia seguinte, os animais foram pesados e anestesiados
(xilazina 0,1ml/100g e cetamina 0,05ml/100g, i.p.) e a aorta abdominal canulada para coleta de
amostras de sangue e entao, eutanasiados.

Os rins foram removidos, parte do rim esquerdo foi fixado em Methacarn (metanol a
60%, cloroformio a 30% e acido acético a 10%) por 24h e depois a solucdo foi substituida por
alcool 70%, para posterior processamento dos cortes para as analises histologicas e
imunoistoquimicas. A outra parte do rim esquerdo foi armazenado em -70°C e posteriormente

utilizado para os estudos de Western Blot e ELISA.
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Figura 3. Representacdo esquematica do protocolo experimental. Ratos Wistar Hannover foram tratados
previamente (2 semanas antes) com calcitriol (6ng/dia), antes de receberem uma tnica injegao intraperitoneal (i.p.)
de CP (5mg/kg). No quarto dia apds a inje¢do, foram colocados em gaiolas metabolicas por 24h e no dia seguintes
foram anestesiados e eutanasiados para coleta de sangue (plasma e soro) e tecido renal para andlises de

imunoistoquimica, Western Blot e ELISA. Figura do proprio autor.
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4.3 Dosagem de 25(OH) D sérica

A quantificagdo de 25(OH)D sérica dos animais foi realizada pelo teste direto
competitivo, baseado no principio de quimioluminescéncia (CLIA) (Liaison®, Italia)). Esse
teste foi realizado nos Laboratérios de Andlises Clinicas do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto, que participam de certificagdes nacionais e internacionais de

garantia de qualidade.

4.4 Avaliacao da funcio renal

A funcdo renal foi avaliada com amostras de urina de 24h e plasma. A creatinina
plasmatica e a urinaria foram determinadas por método colorimétrico usando acido picrico
como cromogeno (HAUGEN, 1953). O sédio urindrio e plasmético foram analisados utilizando
a técnica de quantificagdo de eletrodo seletivo de ions (9180 Electrolyte Analyzer, Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemanha, 2004). A excre¢ao fracional de sddio foi calculada
dividindo a depuragdo de sodio pela depuragdo (clearance) de creatinina. Os resultados da
quantificagdo de creatinina plasmatica ¢ urindria foram utilizados para estimar a Taxa de

Filtragdo Glomerular (TFG).
4.5 Estudo histologico

Cortes histologicos (3 um de espessura) foram corados utilizando Tricromio de Masson
e examinados sob microscopia de luz. As alteragdes tubulointersticiais definidas como
desnudamento da membrana basal, dilatacdo do [umen tubular e presenca de células na luz do
tubulo, foram avaliadas com o uso de escores que variaram de 0 a 4 e refletiram a porcentagem
da area da medula externa acometida, onde: 0 normal; 1 envolvimento de menos de 10% da
medula externa renal; 2 envolvimento de 10-25% da medula externa renal; 3 envolvimento de
25-75% da medula externa renal; 4 acometimento de mais de 75% da medula externa renal
(FRANCESCATO et al., 2011). Foram avaliados 30 campos consecutivos de 0,1 mm? e
calculados os valores médios por rim. Para a avaliacdo das alteragdes histoldgicas e

imunoistoquimica para vimentina foram utilizados os seguintes escores:



Tabela 1. Escores utilizados para analise histolégica e imunoistoquimica.

Escores Analise histologica e imunoistoquimica
0 Entre 0% a 5% da area acometida
1 Entre 5% e 25% da area acometida
2 Entre 25% e 50% da é&rea acometida
3 Entre 50% e 75% da é&rea acometida
4 Entre 75% a 100% da area acometida

Fonte: Kleim et al., 1996.

4.6 Estudo Imunoistoquimico
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Para as anélises imunoistoquimicas, as sec¢des de tecido renal de 4 um de espessura

foram desparafinizadas com trés banhos consecutivos de xilol e, em seguida, os cortes

foram hidratados com trés banhos de alcool em concentra¢des decrescentes de agua (100%,

95% e 75%). Os cortes hidratados passaram pelo bloqueio da atividade da peroxidase

endogena (azida sodica 10% e agua oxigenada 30%) e um banho de PBS. Os cortes entdao

foram incubados por 60 minutos em temperatura ambiente com 0s seguintes anticorpos

primarios:

- anti-ED1 (1:1000), monoclonal (Serotec, Reino Unido), Este anticorpo reage apenas
contra antigenos presentes no citoplasma de macrofagos e mondcitos.

- anti-PCNA (1:1000), monoclonal (Sigma Chemical Company, USA). Este anticorpo
reage com antigenos presentes nos nucleos de células que estdo em fase de proliferacao celular.

- anti-vimentina (1:500), monoclonal (Dako Corporation, Dinamarca). Este anticorpo

¢ um marcador de lesdao da célula tubular recente, as células expressam vimentina apenas

quando estao proliferando, evidenciando lesdo recente.

- anti-cubulina (1:200) policlonal (Santa Cruz Biotechnology, EUA). A cubulina ¢ um

receptor endocitico envolvido na reabsor¢ao da Vit. D e de proteinas como a VDBP presentes

na luz dos tibulos proximais.

- anti-aminopeptidase P (JG12) (1:1000) monoclonal de camundongo (Bioscience,

EUA), foi utilizado como marcador de células endoteliais da medula externa renal.

Apo0s a incubagdo com o anticorpo primario os cortes passaram por trés lavagens com PBS

e foram submetidos a uma nova incubagdo, com anticorpo secundario anti-IgG de camundongo
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(1:200 — monoclonal) ou de coelho (1:100 - para os anticorpos primarios policlonais). A reagao
foi detectada com o sistema avidina-biotina peroxidase (Vector Laboratories) e a adi¢ao de 3,3
diaminobenzidina (DAB) (Sigma Chemical Company, St Louis, MO, USA) e cloreto de niquel,
juntamente com peroxido de hidrogénio provocou o desenvolvimento de cor e a contra
coloracdo foi realizada com metilgreen. Os resultados das reacdes imunoistoquimicas para os
anticorpos anti-JG12, anti-ED1 e anti-PCNA foram avaliados pela contagem de células
positivas em 30 campos de medula externa renal consecutivos medindo 0,1 mm?. A reagio para
cubulina foi avaliada pela contagem do numero de tubulos integros marcados na medula externa
renal em 30 campos consecutivos medindo 0,1 mm?2. Enquanto, que, a reacdo para vimentina
foi avaliada utilizando escore de 0 a 4 (Tabela 1) em 30 campos consecutivos medindo 0,1 mm?.

Os resultados foram expressos como a média dessas analises para cada rato.
4.7 Western Blot

Para realizar o Western Blot, os tecidos renais nao perfundidos foram homogeneizados
em tampao de lise: Tris-HCL (50 Mm, pH 7,4), NaCl (150 mM), triton X-100 (1%), dodecil
sulfato de sodio (SDS; 0,1%), aprotinina (1 pg/mL), leupeptina (1 pg/mL), fluoreto de
fenilmetilsulfonil (1 Mm), ortovanato de so6dio ( 1mM, pH 10), pirofosfato de sdédio (1 mM),
fluoreto de sodio (25 Mm), 4cido etilenodiamino tetra-acético (0,001 M EDTA, pH 8) e
centrifugadas (10.000 rpm/15 min) a 4°C (FRANCESCATO et al., 2018). O sobrenadante foi
separado para dosagem de proteinas e o método de Bradford (1976) foi utilizado para
quantificagdo de proteinas.

As expressoes renais de eNOS, p-eNOS, EC-SOD, VEGF, VEGFR2, CXCR4, CD34,
vimentina e VDR foram avaliadas. Amostras de lisado renal contendo 30, 60 ou 90 pg de
proteina foram solubilizadas em tampao de amostra, aquecidas a 100°C por 5 minutos e depois
aplicadas a um gel de poliacrilamida a 10 ou 12%. Apds a corrida, as amostras foram
transferidas do gel para uma membrana de nitrocelulose e em seguida foram coradas com
Ponceau, para melhor visualizacdo da transferéncia. As membranas foram incubadas ou ndo
por 1h em tampao de bloqueio a 5% (TBSt contendo 5% de leite desnatado). Posteriormente,
as membranas foram lavadas em TBSt e incubadas com os anticorpos primarios: anti-eNOS
(1/200, policlonal, Santa Cruz Biotecnology, EUA), anti-p-eNOS (1/200, policlonal, Santa
Cruz Biotecnology, EUA), anti-EC-SOD (1/500, policlonal, Stressgen, EUA), anti-VEGF
(1/500, monoclonal, Santa Cruz Biotechnology, EUA), anti-VEGFR2 (1/200, policlonal, Santa
Cruz Biotechnology, EUA), anti-CXCR4 (1/1000, policlonal, LifeSpan BioSciences Inc.,
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EUA), anti-VDR (1/500, monoclonal, Santa Cruz Biotechnology, EUA), anti-Vimentina
(1/500, monoclonal, Dako, Dinamarca), um anti-CD34 (1/400, policlonal, BIOss, EUA) e/ou
anti-GAPDH (1/1000, policlonal, Cell Signaling Technology, EUA), as membranas foram
incubadas overnight em camara fria a -4 °C. As membranas foram lavadas e incubadas com
anticorpos secundarios anti-coelho (1/10.000) ou de camundongo (1/10.000) anti-IgG ligados
ao perdxido (Dako, Dinamarca) por 1h a temperatura ambiente. As membranas foram lavadas
novamente, o resultado da reagdo foi detectado com ECL (50 ml luminol, 22 ul de acido
cumarico, 3 ul de peroxido de hidrogénio, 1 ml tris € 9 ml miliQ e capturado pelo sistema de
imagem Kodak Gel Logic 2200, EUA). A intensidade das bandas identificadas foi quantificada
por densitometria com o software de imagem ImagelJ software NIH (Research Services Branch,
EUA) e expressa em unidades arbitrarias. Os resultados foram expressos como porcentagem

em relagdo a média do grupo SAL, considerada como 100%.

4.8 ELISA

Os niveis de IL-1B e IL-10 foram medidos em amostras de tecido renal, que foram
armazenadas a -70 °C até a analise. O conteudo foi determinado utilizando-se kits de ELISA
de acordo com as diretrizes do fabricante (Alpco, Keewaydin Drive, EUA; Pierce, EUA,

respectivamente). Os valores de IL-1 e IL-10 foram relatados em pg/mg de proteina.

4.9 Analise estatistica

Para dados com distribui¢do normal, foram aplicados a andlise de variancia (one way
ANOVA) e os testes de comparagao multipla de Newman—Keuls. Para os dados ndo
distribuidos normalmente, foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis seguido do
pos-teste de Dunn. O ensaio Kolmogorov-Smirnov investigou a normalidade das varidveis
dependentes. Os dados foram expressos em média = EPM. O GraphPad Prism versdo 9.0 for
Windows (GraphPad Software, EUA) foi utilizado para realizar a andlise estatistica e posterior

construgdo do grafico. A significancia estatistica foi estabelecida em p<0,05.



Resuttaddes
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5. RESULTADOS
5.1 Avaliacio da funcao renal

Os animais tratados com cisplatina (grupo CP) apresentaram niveis elevados de
creatinina pCr e FENa+, e reducdo TFG quando comparados aos grupos controle (SAL e SAL

+ Calcitriol). O grupo CP tratado com calcitriol apresentou melhora da func¢ao renal (Tabela 2).

Tabela 2. Dados de creatinina plasmatica (pCr), excrecdo fracional de sédio (FENat) e taxa de filtragdo

glomerular (TFG) dos grupos SAL, SAL+Calcitriol, CP e CP+Calcitriol.

Grupo SAL SAL+Caleitriol CcP CP+Calcitriol

pCr (mg %) 0.54+0.03 0.45 +0.01 6.18 £0.74 ***; ane 1.89+0.43 mam
FEy,- (%) 0.25%0.5 0.26 £0.02 223 £1.14 *%*: sne 148024 **
TFG (ml/ min* 100 g*) 0.79=0.03 146 +0.21 0.03 £0.01 ***; eee 0.52+0.15%% ee;m

Os dados foram expressos em média £ EPM. **p < 0.01, ***p < 0.001 vs. SAL; ep < 0.05, eep <0.01, eeep <

0.001 vs. SAL+Calcitriol.; mp < 0.05, mmmp < 0.001 vs. CP.

5.2 Estudo histologico

As caracteristicas histologicas tipicas da LRA induzida por CP, evidenciadas pela perda
da borda em escova, necrose celular, dilatacdo tubular, descamagdo e obstru¢do, foram
observadas em ambos os grupos injetados com este quimioterapico. Essas lesdes tubulo-
intersticiais, avaliadas por escore, estavam atenuadas nos rins dos animais tratados com
calcitriol e injetados com CP (grupo CP+Calcitriol), em comparag¢dao com o grupo CP (Figura

4).
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Figura 4. Cortes histoldgicos representativos da medula externa renal corados com Tricromio de Masson, em
aumento, x400. (A barra representa 50 um). Escore para as lesdes tubulo-intersticiais (TIL) na medula renal
externa. Dados dos grupos SAL, SAL+Calcitriol, CP e CP+Calcitriol. Os dados sdo expressos como média + EPM.

n = 5-8 para cada grupo). ** p < 0,01, **** p<0,0001.
p grup p p

5.3 Avaliacao de 25-OH vitamina D, VDR e o receptor de cubilina

Nao houve diferenga significativa entre os grupos quanto a concentragao sérica média
de 25(OH)D. Na andlise de Western Blot houve redu¢do da expressdao de VDR no tecido renal
no grupo CP em comparacao com os grupos controles (SAL e SAL+calcitriol). A redugdo na
expressao desta proteina induzida pela CP foi atenuada pelo tratamento com calcitriol. Também
observamos na analise imunoistoquimica que o numero de tibulos com borda em escova
marcada com receptores cubilina foi menor no grupo CP em relag@o aos grupos controles (SAL

e SAL + calcitriol). O tratamento com calcitriol também foi capaz de atenuar essas alteracdes

(Figura 5).



Cubulina

42

SAL+Calcitriol

R¥Ig

SAL+ Cp+
SAL  Calcitriol _ CP Calcitriol

404 —— WSS VDR (50kDa)

———————————— GAPDH (37 kDa)

in
r}

xeE *x

35+ *

304
254 U] \
20 r
"‘.')

]
1
L]

I ‘ .
150

1004

Namero de tubulos integros com
marcagio para cubulina por

&

S0+

001 mm* na medula externa renal
&
1
jﬁ
h :% 5
0’ ‘.
Vitamina I} (250H) sérica (ng/mlL.)

L ]
-
“,
%, EFT
Y - [
[ & »>
r
> > .
¥
N
’O -
i -4 A
Amnili sitometria
de VDR (% do grupo SAL)
=
= g
3
Y
I/ - ?o
L7
] -E—{ -
Sl - % -

N &
& & ¥ &
W > b a
(% L% L o T
X X L)' ¥ a
N R x o~ &
o C ™ N .\ ‘.}\x
¥ & &

LY

Figura 5. Imunolocalizagio de cubilina na medula externa renal. Aumento, x400. (A barra indica 50 pm). Numero
de tubulos com borda em escova marcada com cubilina. Niveis séricos de 25(OH)D. Analise de Western blot de
VDR e GAPDH no tecido renal. Densitometria de VDR. Dados dos grupos SAL, SAL + Calcitriol, CP ¢ CP +
Calcitriol. Os dados sdo expressos como média = EPM. (n = 5-8 para cada grupo) * p < 0,05; ** p <0,01; ****

p < 0,0001.

5.4 Calcitriol atenua a lesdo renal provocada por CP

As células epiteliais expressam vimentina antes da diferenciacdo durante o
desenvolvimento ou nos processos de transdiferenciagdo celular, processo conhecido como
transicao epitelial-mesenquimal (EMT) (AMIRSHAHROKHI; KHALILI, 2013). Durante esse
processo, essas células podem proliferar, migrar e produzir matriz extracelular. Portanto, esta
proteina pode ser usada como marcador de dano celular (FAUBEL et al., 2007; KLINBERG et
al.,2013). A anélise imunoistoquimica mostrou aumento da expressao de vimentina na medula
externa renal nos animais dos grupos CP e CP+Calcitriol em relag@o aos grupos controles (SAL

e SAL+Calcitriol, respectivamente). O tratamento com calcitriol diminuiu a expressdo de
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vimentina na medula externa renal desses animais. Na analise densitométrica de tecido inteiro
para vimentina, esse resultado foi semelhante. Observamos aumento dessa proteina no grupo
CP em relacao aos grupos controles SAL e SAL+Calcitriol, enquanto, o tratamento prévio com
calcitriol atenuou a expressao de vimentina nos rins dos animais do grupo CP+Calcitriol (Figura
6).

A lesdo tubular causada pela CP também foi avaliada através da proliferagdo celular,
utilizando o PCNA como marcador, sendo este indicativo de lesdo tubular recente. O niimero
de células PCNA-positivas foi aumentado na medula externa renal dos animais injetados com
CP em relagdo aos grupos controles (SAL e SAL + calcitriol), evidenciando uma intensa lesao
tubular nestes animais. No entanto, tais alteragdes foram atenuadas pelo tratamento com

calcitriol (Figura 6).
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Figura 6. Imunolocalizagdo de Vimentina e PCNA na medula externa renal. Aumento, X200. (A barra representa
50 pm). A pontuagdo para vimentina e o nimero de células PCNA-positivas na medula externa renal nos diferentes
grupos. Analise de Western blot de vimentina e GAPDH no tecido renal. Densitometria de vimentina. Dados dos
grupos SAL, SAL+Calcitriol, CP e CP+Calcitriol. Os dados sdo expressos como média £ EPM. (n = 5-8 para cada

grupo). * p<0,05, ** p < 0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001.
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5.5 Calcitriol atenua o processo inflamatorio provocado pela CP

Um processo inflamatoério evidenciado por uma grande infiltracdo de macrofagos
(células ED1-positivas) no compartimento tubulo-intersticial da medula externa nos rins de
ratos tratados com CP também foi observado quando comparados aos grupos controles (SAL e
SAL+Calcitriol). no grupo CP+Calcitriol essa alteracao foi menos intensa em relagdo ao grupo

CP (Figura 7).
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Figura 7. Imunolocalizagido de células positivas para ED1 (macr6fagos) na medula externa renal. Aumento de
400x (A barra representa 50 pm). O numero de células ED1-positivas na medula renal externa de todos os grupos

experimentais. Os dados sdo expressos como média £ EPM. (n = 5-8 para cada grupo). * p<0,05, **** p<0,0001.

A andlise da expressdo de IL-1P no tecido renal mostrou niveis mais elevados desta
citocina no grupo CP em relagdo ao grupo SAL, o que foi atenuado pelo tratamento com
calcitriol no grupo CP+Calcitriol. A IL-10 uma citocina com fungdes anti-inflamatdrias e
imunomoduladoras, apresentou regulacdo negativa no grupo CP, enquanto no grupo que
recebeu tratamento com o calcitriol (CP+Calcitriol) foi observado aumento expressivo dessa
citocina em relagdo aos grupos CP e SAL+Calcitriol, demonstrando a regulacdo positiva

(Figura 9). Em relagdo a andlise da expressao de CXCR4, observamos que os animais do grupo
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CP apresentaram aumento da expressdo renal desse receptor em relacdo ao grupo controles
(SAL). Este aumento na expressdo foi atenuado no grupo CP + calcitriol, sendo este grupo

diferente de CP e SAL+Calcitriol (Figura 8).
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Figura 8. Niveis no tecido renal de IL (interleucina)-1f e IL (interleucina)-10. Analise de Western blot de CXCR4
¢ GAPDH no tecido renal. Densitometria de CXCR4. Dados dos grupos SAL, SAL+Calcitriol, CP ¢ CP+Calcitriol.

Os dados sdo expressos como média = EPM. (n = 5-8 para cada grupo). * p<0,05, ** p < 0,01, **** p<0,0001.

5.6 Calcitriol atenua o dano endotelial induzido pela CP

O estudo imunoistoquimico para JG12, um marcador de células endoteliais, mostrou
reducdo do niimero de capilares peritubulares na medula externa nos animais do grupo CP em
relacdo ao grupo SAL. O efeito da CP sobre o endotélio renal, avaliado por Western Blot
utilizando um marcador especifico para células endoteliais (CD34), mostrou expressdo reduzida
nos grupos CP em relacdo ao grupo controle (SAL). O tratamento com calcitriol atenuou as
alteragoes tanto de JG12 na medula externa quanto de CD34 no tecido inteiro de animais do

grupo CP+Calcitriol (Figura 9).
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Figura 9. Imunolocalizag@o de JG12 na medula externa renal. Aumento de 400x (A barra indica 50 pum). O niimero
de capilares JG12-positivos na medula externa renal. Analise de Western blot de CD34. Densitometria de CD34.
Dados dos grupos SAL, SAL+Calcitriol, CP e CP+Calcitriol. Os dados sdo expressos como média = EPM. (n =
5-8 para cada grupo). * p<0,05, ** p <0,01.

Ainda sobre pardmetros endoteliais, observados aumento da expressdo tecidual de
eNOS no tecido renal de ratos tratados com CP e calcitriol quando comparados ao grupo CP.
Para a proteina p-eNOS, foi visto uma redugdo de sua expressdo no grupo CP em relagao ao
grupo SAL, enquanto os animais do grupo CP+Calcitriol apresentou quando comparado ao

grupo CP (Figura 10).
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Figura 10. Analise de Western blot de NOS3 e p-NOS no tecido renal. Densitometria de NOS3 e p-NOS. Dados
dos grupos SAL, SAL+Calcitriol, CP e CP+Calcitriol. Os dados sdo expressos como média + EPM. (n = 5-8 para

cada grupo). * p<0,05.

O VEGF ¢ um fator pré-angiogénico significativo na angiogénese. Observamos que o
grupo que recebeu o tratamento com calcitriol, apresentou um aumento na expressao de VEGF
em relacdo aos controles (SAL e SAL + Calcitriol) e CP. O VEGF exerce suas a¢des por meio
de seu receptor VEGFR 2 nas células-endoteliais. Observamos que os animais do grupo
CP+calcitriol também apresentaram aumento da expressdo de VEGFR 2 no tecido renal em

relacdo ao grupo SAL+Calcitriol e CP (Figura 11).
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Figura 11. Analise de Western blot de VEGF e VEGFR2 no tecido renal. Densitometria de VEGF e VEGFR2.
Dados dos grupos SAL, SAL+Calcitriol, CP e CP+Calcitriol. Os dados sdo expressos como média + EPM. (n =

5-8 para cada grupo). * p<0,05, ** p < 0,01, *** **** n<(0,0001.

A reducdo das enzimas antioxidantes ¢ um dos mecanismos de geracao do estresse
oxidativo desencadeado pela CP, e o aumento do estresse oxidativo leva ao dano endotelial.
Para avaliar a participagdao desse mecanismo, analisamos a expressao da enzima antioxidante
EC-SOD no tecido renal. Observamos que o CP teve uma tendéncia de reduzir a expressao de
EC-SOD, e a a¢ao antioxidante do calcitriol foi confirmada pelo aumento da expressdo de EC-
SOD nos grupos SAL + calcitriol e CP + calcitriol comparado aos seus respectivos controles

(Figura 12).
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Figura 12. Anélise de Western blot de EC-SOD no tecido renal. Densitometria de EC-SOD. Densitometria de EC-
SOD. Dados dos grupos SAL, SAL+Calcitriol, CP e CP+Calcitriol. Os dados sdo expressos como média = EPM.

(n = 5-8 para cada grupo). * p<0,05, ** p < 0,01, ***_ **** n<(,0001.
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6. DISCUSSAO

O presente estudo investigou os efeitos do tratamento prévio com calcitriol nas
alteracdes caracteristicas de LRA induzida por CP. Nossos resultados demonstraram que o
calcitriol atenuou a lesdo de células epiteliais e endoteliais, assim como reduziu a inflamacao e
o estresse oxidativo induzidos por CP. Esse efeito foi associado a regulacao positiva da
expressao de VDR no tecido renal, juntamente com maior ativagao de vias relacionadas a
manuten¢do e sobrevivéncia endotelial, evidenciadas pelo reequilibrio de p-NOS, do eixo
VEGF-VEGFR2 e de CXCR4. Adicionalmente, o calcitriol regulou a secre¢do de citocinas
como pro e anti-inflamatorias, IL-10 e IL-1p, respectivamente. Por fim, o tratamento com a vit.
D ativa ainda teve efeitos antioxidantes, regulando a expressdo de enzima antioxidante EC-
SOD. Nossos resultados refor¢am que o calcitriol pode ser uma terapia importante para reduzir
as alteracdes induzidas por CP em pacientes em tratamento de cancer.

O declinio da funcdo renal, caracterizada pela queda da TFG e actimulo de creatinina,
sdo as alteragdes funcionais presentes na LRA (KDIGO, 2012). Alteracdes estas que foram
reproduzidas pelo nosso estudo apds o tratamento com CP. Evidéncias acumuladas ja
demonstraram a correlagdo entre o declinio da funcdo renal e o dano tubulointersticial
(RISDON et al., 1968; BOHLE et al., 1979; MACKENSEN-HEAEN et al., 1981). A CP
acumula-se no tecido renal, preferencialmente no segmento S3 das células epiteliais do tubulo
proximal, resultando em uma lesdo tubular intensa conhecida como NTA (ARANY;
SAFIRSTEIN, 2003; ZANETTI et al., 2009). As alteracdes morfoldgicas observadas na NTA
incluem dilatacdo tubular, perda da borda em escova tubular proximal (WEN et al., 2020),
descolamento da membrana basal e a presenca de células em necrose na luz tubular (BASILE
et al.,2012; BERGER; MOELLER, 2014). Na anélise histologica todas essas alteracdes foram
observadas ¢ o tratamento com calcitriol atenuou todas elas, com diminuigao nas areas de lesao,
e consequentemente, atenuou o declinio da funcdo renal, preservando a TFG e evitando o
acimulo de creatinina plasmadtica. Estudo anteriores, utilizando andlogos da vitamina D
observaram efeitos semelhantes e associaram a manuten¢ao da fungdo renal a atenuagao da
lesdo tubular por CP (PARK et al., 2012; HAMZAWY et al., 2018).

As respostas bioldgicas do calcitriol sao mediadas pelo VDR( HAUSSLER; NORMAN,
1969). Para avaliar o efeito do tratamento prévio com calcitriol na LRA induzida por CP,
optamos por um método que garante a liberagcdo constante e fisiologica de calcitriol, para
obtencao dos efeitos benéficos sem a necessidade de overdose e efeito colateral de calcificagao.

Nossos resultados mostraram que os niveis séricos de 25(OH)D ndo foram alterados pelo
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tratamento com CP e nem pela suplementacdo com calcitriol, ressaltando que a interagdo do
calcitriol-VDR foi capaz de atenuar as alteragdes provocadas pela CP, sem alterar os niveis de
25(0OH)D, evidenciando os mecanismos diretos do calcitriol.

A captacao renal de 25 (OH) D para a sua ativagdo ¢ realizada através da associacao
entre dois receptores presente na membrana apical da célula epitelial tubular, sdo eles megalina
e cubulina (NYKJAER et al., 2001). Observamos que as lesdes na medula externa renal
induzidas por CP levaram a diminui¢ao da expressao do receptor de cubilina na regiao apical
das células tubulares no grupo CP. Apesar da diminui¢do na expressao de cubulina, ndo
observamos diminui¢do nos niveis de 25(OH)D no grupo CP, isso porque a redug¢do no nimero
de tubulos que expressam cubilina na borda em escova da célula pode levar a disturbios na
ativacdo da vitamina D e consequentemente afetar as suas a¢oes (LI e al., 2017; LUCHI et al.,
2017), mas ndo interfere diretamente nos niveis de 25(OH)D, uma vez que a sua sintese ocorre
no figado. Esse resultado reforca que a utilizagdo da vitamina D ativa no tratamento ¢ o mais
indicado, pois garante as suas agdes diretas acontegam. Além disso, o tratamento com calcitriol
resultou na preservagao dos receptores de cubilina, demonstrando o papel renoprotetor do
calcitriol.

Resultados anteriores de estudos clinicos e em modelos animais sugeriram que a
ativacdo do VDR tem efeitos benéficos em vdarias doencas renais (NYKJAER et al., 2001;
JEAN et al., 2017) e o status da vitamina D e a preservacao dos tubulos renais sdo fatores que
podem interferir na expressdo do VDR nos rins (SIMI ef al., 2007). Encontramos uma menor
expressdo de VDR nos animais do grupo CP, enquanto o grupo CP que recebeu calcitriol
apresentou um aumento na sua expressdao. A redugcdo do VDR no grupo CP pode estar
relacionada principalmente a menor ativagdo do receptor pelo seu ligante, isso porque em
estudos com suplementacdo de vitamina D ¢ possivel observar o aumento na expressdao de
VDR(HU et al., 2020), enquanto na deficiéncia de vitamina D hd uma diminui¢do na expressao
(DE BRAGANCA et al., 2018), sugerindo um feedback na expressdo de VDR associado a
quantidade de vitamina D. O VDR ¢ altamente expresso em células epiteliais tubulares renais,
¢ a sua modulacdo tem sido associada a efeitos benéficos e de agravamento em varios modelos
de doengas renais. Por exemplo, a deficiéncia de VDR agravou a inflamagao e a fibrose do
tecido renal em camundongos diabéticos induzidos por STZ (LI et al., 2021), ja a sua ativagao
atenuou a inflamagdo e a necrose tubular em camundongos com LRA induzida por CP e LPS
(DU et al., 2019; HU et al., 2020; JIAN et al., 2021).

Apos a lesdo, os tibulos renais tém uma capacidade notavel de regenerar suas células

perdidas (TOBACK, 1992) e ¢ sugerido pela literatura que a restauragdo das células tubulares
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renais perdidas é secunddria a regeneracdo do epitélio tubular (BONVANTRE, 2003). No
presente estudo, utilizamos a imunoistoquimica para alguns marcadores, para determinar a
localizagao e distribuicao da lesdao tubular, como a vimentina, sendo um marcador de fendtipo
mesenquimal e de desdiferenciacao de células tubulares (FURIUCHI et al., 2009; MALIK et
al.,2015) e o PCNA, um fator crucial na sintese e reparo do DNA (MOLDOVAN et al., 2007),
presente no nucleo de células em proliferagdo. Apesar de ambos serem marcadores associados
ao reparo renal apods lesdo, consideramos eles como marcadores de lesdo, uma vez que a
ativacdo de ambos pressupde uma lesdao recente. A expressao aumentada de vimentina foi
observada em lesdes de células tubulares na medula externa renal de ratos injetados com CP,
assim como o aumento do niimero de células PCNA-positivas. Tan et al. (2006) observaram
que o tratamento com paricalcitol (um andlogo sintético da vitamina D) reduziu
significativamente a expressdo de PCNA, atenuando a fibrose intersticial renal em um modelo
de nefropatia obstrutiva. Também foi observado o tratamento com vitamina D restaurou a
expressao do receptor VDR, bloqueou a transigdo epitélio-mesenquimal e inibiu a proliferacao
celular, demonstrando que a vitamina D desempenha um papel protetor na integridade celular
contra esse processo de lesdo celular (YE et al., 2016).

O papel imunomodulador da vitamina D ja foi reconhecido em diversos estudos ¢ os
seus efeitos protetores foram relacionados a acdo direta nas proprias células imunologicas ou
no seu recrutamento para o local da inflamacdo (HAMZAWY et al., 2019; ZHANG et al.,
2020). Estudos anteriores revelaram que vitamina D/VDR afeta tanto a imunidade inata quanto
a adaptativa, em grande parte através da inibi¢do da ativacdo/proliferagdo de células
imunologicas (VON ESSEN et al., 2010; HART et al., 2011). Conforme indicado pelos
resultados da analise imunoistoquimica para ED1 (marcador de macrofagos), nosso estudo
demonstrou que a CP provocou um infiltrado significativo de macréfagos no tecido renal, e que
os niveis dessas células foram significativamente reduzidos nos rins dos animais que receberam
o calcitriol. Este resultado sugere que o calcitriol pode reduzir a infiltracio de células
inflamatoérias causada pela CP. Além disso, em macrofagos, o calcitriol demonstrou ser capaz
de inibir o inicio da ativacao do inflamassoma, interferindo na sinalizacdo de NF«B, levando a
reducdo na liberagdo dos niveis de IL-1 (WOBKE et al., 2014; ZWICKER et al., 2017).

Em nosso estudo, também observamos o aumento da citocina pro inflamatéria IL-1 e
redugdo dos niveis de IL-10 (citocina anti-inflamatéria). Em concordancia com nossos dados,
estudos anteriores mostraram que a nefrotoxicidade da CP foi associada ao aumento da
expressao de IL-1P (SAXENA et al., 2015; YANG et al., 2020; VEIRAS et al., 2022). A IL-

1B € uma citocina pro-inflamatoria crucial para a resposta inflamatdria contra infecgdes e lesoes
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(DINARELLO, 1996). Um estudo recente revelou que a IL-1P derivada de células epiteliais
tubulares renais polariza os macrdéfagos renais em direcdo a um fendtipo pré-inflamatorio
(AKHARLI et al., 2001). Esses achados corroboram com os nossos resultados, uma vez que o
tratamento com calcitriol reduziu significativamente os niveis de IL-1p, associado a uma
reducdo na infiltragdo de macrofagos na medula externa de animais com LRA induzida por CP.

A participagdo de citocinas antiinflamatdrias na patogénese da LRA induzida pela CP
vem sendo investigada (DENG et al., 2001; FAUBEL et al., 2007; LU et al., 2008) e a IL-10
parece ter uma importante acao na atenuacao da LRA induzida por CP e a inflamacao associada
(SAMPAIO et al., 2007; SHENOY et al., 2013; RABELO et al., 2016). Estudos, tanto in vitro
quanto estudos in vivo, ja demonstraram que a vitamina D induz a expressdao de IL-10 em
cultura de células (KORF et al, 2012) e suprime a inflamacdo em modelos de diabetes, esse
efeito foi relacionado a expressao aumentada de IL-10 (CANTORNA, 2012; OOI et al., 2012;
CANTORNA et al., 2014). No nosso estudo observamos exatamente essa acao do calcitriol,
uma vez que os niveis de IL-10 estavam aumentados no grupo tratado com calcitriol. Um dos
mecanismos sugeridos para a vitamina D induzir um aumento na secrec¢do de IL-10 ¢ a sua acdo
direta nas células T reguladoras, importantes secretoras de IL-10, aumentando a secre¢do de
IL-10 por estas cé¢lulas (AZAK et al., 2013).

A inibigdo do CXCR4 foi associada a um efeito benéfico em modelos animais
experimentais de LRA, tanto por efeitos anti-inflamatérios locais ou quanto por mecanismos
sistémicos dependente da mobilizagdo de células-tronco (ZUK et al., 2014; YAN et al., 2015).
Observamos um aumento da expressdo de CXCR4 apos o tratamento com CP, efeito que
contribuiu para o dano celular epitelial e endotelial. Sabendo que os macrofagos expressam
CXCR4 (DE FILIPPO, 2018; SUSEK et al., 2018), esse aumento da expressao de CXCR4 pode
ser associado ao intenso infiltrado macréfagos no tecido renal que relatamos anteriormente. Em
trabalho recente, Chang cols. (2021) observaram que a supressdo da via SDF-1/CXCR4
resultou em aumento da regeneragdo de cé€lulas tubulares, redu¢ao da morte celular e atenuagao
da rarefagdo microvascular em rins de camundongos IR-AKI. Esse achado ¢ consistente com
nossos dados, que mostram que o calcitriol suprimiu a expressdo de CXCR4, seguido pela
melhora do endotélio e disfuncdo das células epiteliais.

A nefrotoxicidade induzida por CP deve-se em parte ao dano vascular e a vasoconstri¢gao
associada a disfuncao endotelial e autorregulacao vascular anormal (SUN et al., 2012). A lesao
vascular resulta em diminui¢ao do fluxo sanguineo renal e da TFG, causando danos tubulares
hipdoxicos (YOO et al., 2018). J4 mostramos anteriormente a participagdo do endotélio no

desenvolvimento da LRA induzida pela CP, uma vez que a perda de capilares peritubulares foi
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associado ao agravamento da lesdo tubulointersticial e a preserva¢do a melhora das alteragdes
induzidas por CP (FRANCESCATO et al., 2018). Evidéncias relatam que a vitamina D
desempenha papel fundamental na homeostase vascular e na modulagao da funcao endotelial
(MELAKU; MOSSI, 2018). Para avaliar as mudancas na densidade capilar na medula externa
renal, utilizamos 0 JG12, por ser um marcador especifico para o endotélio dos vasos sanguineos
e ¢ expresso pelas células endoteliais dos vasos tubulointersticiais renais (SUN et al., 2012;
ALMEIDA et al., 2019). Além disso, analisamos também a expressao de CD34, uma
glicofosfoproteina expressa na parede dos vasos sanguineos, sendo utilizada como um
marcador de células endotelial (KRAUSE et al.,, 1996; ZHANG et al., 2018). A
imunoistoquimica para JG12 revelou menor expressdo de capilares peritubulares positivos para
JG12 na regido da medula externa renal, assim como um expressdo reduzida de CD34,
demonstrando a intensa perda de densidade vascular atribuida a lesdao por CP. O tratamento
com calcitriol preservou os capilares peritubulares, evidenciado pela manutengao dos capilares
positivos para JG12 e a expressao de CD34 pelas células endoteliais. Resultado semelhante foi
observado em um estudo anterior do nosso laboratorio, demonstrando que a ativagdo de VDR
foi capaz de atenuar as alteragdes da microvasculatura renal no modelo de lesdo renal
progressiva induzida por adriamicina. Esse efeitos estavam associados ao reequilibrio de fatores
proé e antiangiogénicos, assim como o aumento da biodisponibilidade de NO para o tecido renal
pela ativagdo de NOS3 e expressao de VEGFR2 (DELUQUE et al., 2022).

Os efeitos renoprotetores da vitamina D foram determinados pela regulacdo positiva de
eNOS e a atenuacdo da remodelagdo vascular e condig¢des isquémicas devido a fibrose renal
(ARFIAN et al., 2017). Além da menor expressao dos capilares peritubulares, o grupo CP
também apresentou diminui¢do na produgao de eNOS e na sua ativagdo p-eNOS. A vitamina D
¢ um regulador transcricional direto da eNOS e esta envolvida na ativa¢do ndo genomica da
eNOS, para promover a producdo endotelial de NO (ANDRUKHOVA et al., 2014) e o efeito
do calcitriol na eNOS dependente da ativagdo de VDR (MARTINEZ-MIGUEL et al., 2014).
Um estudo in vitro também relatou que a vitamina D induz a expressdao de VEGF e leva a
melhoria das propriedades angiogénicas das células progenitoras endoteliais (GRUNDMANN
etal.,2012). O aumento da expressdo de VEGF e VEGFR2 que observamos com o tratamento
com calcitriol reforca o seu papel como promotor do endotélio. Ja foi relatado que a transigao
endotélio-mesenquimal leva a deposicao intersticial e lesdo vascular apos a LRA e o tratamento
com VEGF contribuiu para a manutengdo da integridade vascular, apesar de ndo aumentar o
numero de células endoteliais, o VEGF bloqueou a transi¢cdo endotélio-mesenquimal e protegeu

da rarefacao vascular apdés LRA (BASILE et al., 2011).
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A disfungdo mitocondrial gerada pela CP leva ao aumento dos niveis de EROs
(MILLER et al., 2010), associado a agdo prejudicada das enzimas antioxidante e este
desequilibrio ¢ determinante para o estabelecimento do estresse oxidativo (HUSAIN et al.,
1998). A SOD extracelular (EC-SOD) ¢ uma enzima antioxidante, localizada nas regides
extracelulares da célula (FOLZ; CRAPO, 1994), responsavel pelo controle dos niveis de EROs
e ¢ a primeira linha de defesa contra o estresse oxidativo (IGHODARO; AKINLOYE, 2018).
Atribuidos a sua fung¢do, estudos recentes tem focado nos niveis de antioxidantes para aliviar
os efeitos na lesao renal (MAPUSKAR et al., 2021). Estudos experimentais demonstraram que
a vitamina D pode ter importantes propriedades antioxidantes (WIMALAWANSA, 2019) e
esse efeito pode estar associado a regulacdo positiva de enzimas antioxidantes, como a SOD e
consequente reducdo do estresse oxidativo (SARDAR et al., 1996). Além disso, niveis e
atividade reduzidos de SOD foram relatados em individuos com deficiéncia de vitamina D e
ratos diabéticos (TARCIN et al., 2009; WEE et al., 2021). Nossos resultados mostraram que o
tratamento prévio com calcitriol regulou positivamente a expressao de EC-SOD em ambos os
grupos tratados com calcitriol e que esse efeito foi responsavel, pelo menos em parte, pela
atenuacdo da LRA induzida por CP. Efeito semelhante foi observado por Li cols. (2017), onde
o pré-tratamento com colecalciferol, uma forma inativa da vitamina D3, protegeu parcialmente
contra a LRA induzida por isquemia-reperfusdo através da regulacao de enzimas oxidantes e

supressao do estresse oxidativo (LI ef al., 2017).
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7. CONCLUSAO

Em conclusao, nossos dados mostram que o calcitriol atenua as alteragdes morfoldgicas
e funcionais que ocorrem na LRA induzida por CP, esse efeito foi associado a: (1) um
mecanismo anti-inflamatorio através da diminuicdo de IL-1p e aumento de IL-10 (2) um
mecanismo antioxidante através da elevagdao da SOD (3) reducdo da vimentina, antigeno
nuclear de proliferacao celular (PCNA) (4) elevagao de fatores pro angiogénicos. Estudos
futuros sdo necessarios para avaliar como o calcitriol pode acelerar a resolugdo da lesdo das

células epiteliais.
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Abstract: Cisplatin treatment is one of the most commonly used treatments for patients with cancer.
However, thirty percent of patients treated with cisplatin develop acute kidney injury (AKI). Several
studies have demonstrated the effect of bioactive vitamin D or calcitriol on the inflammatory process
and endothelial injury, essential events that contribute to changes in renal function and structure
caused by cisplatin (CP). This study explored the effects of calcitriol administration on proximal
tubular injury, oxidative stress, inflammation and vascular injury observed in CP-induced AKI. Male
Wistar Hannover rats were pretreated with calcitriol (6 ng /day) or vehicle (0.9% NaCl). The treatment
started two weeks before i.p. administration of CP or saline and was maintained for another five days
after the injections. On the fifth day after the injections, urine, plasma and renal tissue samples were
collected to evaluate renal function and structure. The animals of the CP group had increased plasma
levels of creatinine and of fractional sodium excretion and decreased glomerular filtration rates. These
changes were associated with intense tubular injury, endothelial damage, reductions in antioxidant
enzymes and an inflammatory process observed in the renal outer medulla of the animals from this
group. These changes were attenuated by treatment with calcitriol, which reduced the inflammation
and increased the expression of vascular regeneration markers and antioxidant enzymes.

Keywords: AKT; calcitriol; cisplatin; endothelium; CP-induced AKT; inflammatory process

1. Introduction

Cisplatin (CP) is one of the most potent and effective anticancer drugs used in clinical
practice [1]. Despite its effectiveness, its use is limited by its nephrotoxicity, which leads
to kidney injury (AKI), and it has been shown that cisplatin accumulation in the kidney
leads to selective damage to S3 of the proximal tubule located in the outer stripe of the
outer medulla [2-4]. AKI is characterized by an abrupt drop in renal function, decline
in glomerular filtration rate (GFR) and accumulation of metabolic waste [5]. Several
mechanisms have been studied to evaluate the determinants for the nephrotoxic effect of
CP. The kidney’s toxicity from cisplatin has been associated with the basolateral uptake
along the proximal tubule via the organic cation transporter 2 (OCT2), leading to an
intracellular cisplatin concentration up to five times higher than that of plasma levels [6].

This accumulation can lead to an increased production of reactive oxygen species
(ROS) [7,8], triggering oxidative stress [9], vascular injury [10] and activation of inflamma-
tory pathways [11] and apoptotic pathways [11,12].

To maintain cellular homeostasis, a balance between ROS production and antioxidant
defense activity is necessary [13,14]. CP interferes with this balance by increasing the
production of ROS [15] and reducing the production of antioxidant enzymes, such as
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superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) [16]. The generation of oxidative stress
results from this imbalance [17]. Oxidative stress caused by CP has been associated with
endothelial damage that results in increased production of ROS which interferes with the
activity of vasoactive substances [18].

The role of inflammation in the pathogenesis of CP-induced AKI has already been
demonstrated by several studies [11,19-22]. CP activates the expression of critical proinflam-
matory cytokines, such as IL-1§3, which is crucial for responses to infection and injury [23].
IL-1p is expressed in a wide range of tissues and various cells, especially in macrophages
during the inflammatory process. It is also expressed in the glomeruli, in the outer cortical
areas of the kidney and in many specific cell types, including endothelial and epithelial
cells, fibroblasts and smooth muscle cells [24,25].

The active form of vitamin D (calcitriol or 1,25-dihydroxy vitamin Dj3), a fat-soluble
nutrient, is known for regulating the metabolism of calcium and phosphorus, essential
factors in bone remodeling [26]. Studies have also shown that calcitriol acts through
the vitamin D receptor (VDR) of most cells. It can regulate the transcription of over
200 genes and directly or indirectly influence cell proliferation, differentiation and the
immune system [27]. Calcitriol is vital in maintaining the structure and cell integrity and
preserving renal function [28]. In addition, our research group showed that calcitriol played
an essential role in the oxidative damage caused by AKI in a rhabdomyolysis model by
decreasing oxidative damage markers [29].

In the present study, we explored the effects of calcitriol administration on the patho-
physiology of cisplatin-induced AKI that involved four main mechanisms: (1) proximal
tubular injury, (2) oxidative stress, (3) inflammation and (4) renal vascular damage. We
hypothesized that treatment with calcitriol could modulate or even attenuate activation of
these mechanisms, protecting the kidney from changes in function and structure induced
by CP.

2. Results
2.1. Studies of Renal Function

Rats injected with cisplatin showed increased levels of plasma creatinine (Pcreat),
fractional excretion of sodium (FENa+) and decreased glomerular filtration rate (GFR)
when compared to control groups (SAL and SAL + calcitriol). The CP group treated with
calcitriol showed an improvement in renal function (Table 1).

Table 1. Plasma creatinine (Pcreat), fractional sodium excretion (FEy,,) and glomerular filtration rate
(GFR) 5 days after injection of CP or vehicle of the SAL (n =6), SAL + calcitriol (n = 6), CP (7 = 8) and
CP + calcitriol (n = 8) groups.

Group SAL SAL + Calcitriol cp CP + Calcitriol
Pcreat (mg %) 0.54 +0.03 045+ 0.01 6.18 = 0.74 %, eee 189 = 043 mEm
FE+ Na (%) 025+ 05 026 + 0.02 223+ 1.14%%; eee 148 +£024*% e
GFR (mL/min' 100 g') 0.79 + 0.03 146+ 021 0.03 £ 0.01 #*%; eee 052+ 015%; ee; ®

Data are expressed as mean £ SEM. ** p <0.01, *** p < 0.001 vs. SAL; e p < 0.05, e p <0.01, eee p < 0.001 vs. SAL
+ calcitriol.; @ p < 0.05, HEE p <0.001 vs. CP.

2.2. Cisplatin Provoked Renal Injury and Inflammation That Was Ameliorated by Calcitriol Treatment
The typical histological features of CP-induced AKI (characterized by loss of the brush
border, cell necrosis, tubular dilation, sloughing and obstruction) and a higher tubular
damage score were observed following the CP treatment. Nevertheless, these abnormalities
were markedly reduced by treatment with calcitriol (CP + calcitriol group) (Figure 1A-E).
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Figure 1. Histological sections stained with Masson’s Trichrome representative of the renal outer
medulla of groups SAL (A), SAL + calcitriol (B), CP (C) and CP + calcitriol (D) (bar represents 50 pm).
The score for TIL in the renal outer medulla (E) of all experimental groups. Data are expressed as
mean + SEM (n = 5-8 for each group). ** p < 0.01; *** p < 0.0001 x400.

The epithelial cells express vimentin before differentiation or in the transdifferentiation
processes that occur through a process known as the epithelial-mesenchymal transition
(EMT) [30]. During this process, these cells can proliferate, migrate and produce an extra-
cellular matrix. Therefore, this protein can be used as a marker of cellular damage [27,28].
The immunohistochemical analysis showed an increase in the expression of vimentin in the
renal outer medulla in the animals in the CP group compared to the control groups (SAL
and SAL + calcitriol) (Figure 2A-D). Treatment with calcitriol decreased vimentin expres-
sion in the renal outer medulla of these animals (Figure 2I-K). The tubular injury caused by
CP was also evaluated through the cell proliferation. The number of PCNA-positive cells
was analyzed in the renal outer medulla (Figure 2E-H). PCNA is an antigen in the nucleus
of cells present in the proliferation phase that are indicative of recent tubular injury. The
number of PCN A-positive cells was increased in the renal outer medulla of the animals
injected with CP compared to the control groups (SAL and SAL + calcitriol), showing an
intense tubular lesion in these animals. However, such alterations were attenuated by
treatment with calcitriol (Figure 2H-L).

An inflammatory process evidenced by a large infiltration of macrophages (ED1-
positive cells) in the tubulointerstitial of the outer medulla from the kidneys in the cisplatin-
treated rats was also observed (Figure 3A-D). Calcitriol treatment prevented macrophage
infiltration in this tubulointerstitial area (Figure 3E). Analysis of IL-1f3 expression in renal
tissue showed higher levels of this cytokine in the CP group than in the controls (Figure 3F),
which was attenuated by calcitriol treatment. Interleukin-10 (IL-10), a cytokine with anti-
inflammatory and immunomodulatory functions, showed a downregulation in the CP
group, while in the calcitriol group, upregulation was observed (Figure 3G).



Int. J. Mol. Sci. 2022, 23, 15877 40f14

Senre for Vimontm in e

Prmsitramtis sasbyn
A Vimentin (%o SAL grh

-~ &
,w"x 6“"

Figure 2. Immunolocalization of vimentin (A-D) and PCNA (E-H) in the renal outer medulla of
the SAL (A,E), SAL + calcitriol (B,F), CP (C,G) and CP + calcitriol (D,H) groups. The bar indicates
200 pm. The score for vimentin (I) and the number of PCNA+ cells (L) in the renal outer medulla
in the different groups. Western blot analysis of vimentin and GAPDH (J) in the renal tissue from
all experimental groups (SAL, SAL + calcitriol, CP, CP + calcitriol). Vimentin densitometry (K).
The densitometric ratio between vimentin and GAPDH was calculated, and data are expressed in
comparison with the control group, with the mean control value (SEM) designated as 100% and
expressed as mean + SEM (1 = 5-8 for each group). Blots are representative images of independent
experiments. * p < 0.05; ** p < 0.01; ** p < 0.001; **** p < 0.0001: magnification, x100.
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Figure 3. Immunolocalization of ED1-positive cells (macrophages) in the outer renal medulla of the
SAL (A), SAL + calcitriol (B), CP (C) and CP + calcitriol (D) groups (bar represents 50 um). The
number of ED1-positive cells in all experimental groups’ outer renal medulla (E). Values are given as
the mean -+ SEM. Renal tissue levels of IL (interleukin)-1f (F) and IL (interleukin)-10 (G) from control

(SAL and SAL + calcitriol) and experimental (CP and CP + calcitriol) groups. Data are expressed as
mean + SEM (n = 5-8 for each group). * p < 0.05; * p < 0.01; **** p < 0.0001: magnification, x400.
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2.3. Evaluation of 25-OH Vitamin D, VDR and the Cubilin Receptor

There was no significant difference between groups either concerning the mean serum
concentration of 25-OH vitamin D or the classification of levels as deficient (levels < 20 ng/mL)
or sufficient (levels > 30 ng/mL) (Figure 4F). However, the Western blot analysis demonstrated
reduced VDR expression in renal tissue from the CP group compared with the control
groups (SAL and SAL + calcitriol) (Figure 4G,H). The reduction in the expression of this
protein induced by CP was attenuated by treatment with calcitriol. We also observed in
immunohistochemical analysis that the number of tubules with a brush border marked with
cubilin receptors was smaller in the CP group compared with the control groups (SAL and
SAL + calcitriol) (Figure 4A-D). Calcitriol treatment attenuated these alterations (Figure 4E).
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Figure 4. Inmunolocalization of cubilin in the renal outer medulla of the SAL (A), SAL + calcitriol (B),
CP (C) and CP + calcitriol (D) groups (bar indicates 50 um). The number of tubules with a brush bor-
der marked with cubilin (E) from all experimental groups (SAL, SAL + calcitriol, CP, CP + calcitriol).
Serum levels of 25(OH) of all experimental groups (SAL, SAL + calcitriol, CP, CP + calcitriol) (F).
Western blot analysis of vitamin D receptor (VDR) and GAPDH (G) in the renal tissue from all
experimental groups (SAL, SAL + calcitriol, CP, CP + calcitriol). VDR densitometry (H). The den-
sitometric ratio between VDR and GAPDH was calculated, and data are expressed in comparison
with the control group, with the mean control value (£SEM) designated as 100% and expressed as
mean + SEM (n = 5-8 for each group). Blots are representative images of independent experiments.
*p <0.05;** p < 0.01; **** p < 0.0001: magnification, x400.

2.4. The Endothelial Damage Induced by CP Was also Improved by Calcitriol

The immunohistochemistry studies with JG12, a marker of endothelial cells, showed
that CP animals had fewer capillaries in the renal cortex and outer medullae (Figure 5A-D).
The effect of CP on the renal endothelium, evaluated by Western blot using a specific
marker for endothelial cells (CD34), showed that the CD34 expression was reduced in the
CP groups compared to the control groups (SAL and SAL + calcitriol) (Figure 5F). The
calcitriol treatment improved these alterations (Figure 5E,G). Western blot analysis also
demonstrated a reduction in tissue NOS3 (Figure 5H,I) and p-NOS (Figure 5],K) expression
in the CP group compared to the CP + calcitriol group.
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Figure 5. Immunolocalization of JG12 (A-D) in the renal outer medulla of the SAL (A),
SAL + calcitriol (B), CP (C) and CP + calcitriol (D) animals. The bar indicates 50 um. The num-
ber of JG12-positive capillaries in all experimental groups’ outer renal medulla (E). Western blot
analysis of CD34 (F), NOS3 (H) and p-NOS (J) in the renal tissue from all experimental groups (SAL,
SAL + calcitriol, CP, CP + calcitriol). Densitometry of CD34 (G), NOS3 (I) and p-NOS (K). The
densitometric ratio between CD34, NOS3, p-NOS and GAPDH was calculated, and the data are
expressed in comparison with the control group, with the mean control value (+SEM) designated
as 100% and expressed as mean + SEM (11 = 5-8 for each group). Blots are representative images of
independent experiments. * p < 0.05; * p < 0.01.

Vascular endothelial growth factor (VEGF) is a significant proangiogenic factor in
angiogenesis. We observed that the expression of VEGF was reduced in the animals of the
CP group compared with that in the control rats (SAL and SAL + calcitriol) (Figure 6A,B).
This alteration was reversed by treatment with calcitriol, evidenced by the increase in
the expression of VEGF in the CP + calcitriol group. VEGF exerts its actions through its
VEGFR2 receptor on target cells. We observed that those in the CP + calcitriol group also
showed an increase in the expression of VEGFR2 in the kidney tissue (Figure 6C,D).

CXCR4 is a receptor present on endothelial cells and pericytes of hypoxic tissues. We
observed that the animals in the CP group showed an increase in the renal expression
of this receptor compared to controls (SAL and SAL + calcitriol) (Figure 6E,F). This in-
crease in expression was attenuated in the CP + calcitriol group. Reducing antioxidant
enzymes is one of the mechanisms of generating oxidative stress triggered by CP, and the
increase in oxidative stress leads to endothelial damage. To assess the participation of this
mechanism, we analyzed the expression of the antioxidant enzyme EC-SOD in kidney
tissue (Figure 6F-H). We observed that CP reduced the expression of EC-SOD, and the
antioxidant action of calcitriol was confirmed by the increased expression of EC-SOD in the
SAL + calcitriol group. This action was also observed in the animals of the CP + calcitriol
group, evidenced by the maintenance of EC-SOD levels in this group.
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Figure 6. Western blot analysis of VEGF (A), VEGFR2 (C), CXCR4 (E) and EC-SOD (G) in the
renal tissue from all experimental groups (SAL, SAL + calcitriol, CP, CP + calcitriol). Densitometry
of VEGF (B), VEGFR2 (D), CXCR4 (F) and EC-SOD (H). The densitometric ratio between VEGF,
VEGFR2, CXCR4, EC-SOD and GAPDH was calculated, and the data are expressed in comparison
with the control group, with the mean control value (=SEM) designated as 100% and expressed as
mean + SEM (n = 5-8 for each group). Blots are representative images of independent experiments.
*p <0.05;** p <0.01; **** p <0.0001.

3. Discussion

The data presented in this manuscript provide evidence that calcitriol can attenuate
inflammation, endothelial injury, oxidative stresses and epithelial cell injury in cisplatin-
induced AKL In addition, our study demonstrates that calcitriol also may display an
anti-inflammatory action through modulation of IL-1p and IL-10, leading to a downregula-
tion of IL-1B and upregulation of IL-10. Consistent with our data, previous studies have
shown that cisplatin (CP) nephrotoxicity was associated with increased expression of IL-
1B [31-33], and its inhibition alone does not protect against CP-induced AKI [31]. A recent
study revealed that renal tubular epithelial cell-derived IL-1p polarizes renal macrophages
toward a proinflammatory phenotype that stimulates salt sensitivity through the increase
of renal IL-6 [34]. IL-10 is a cytokine known for its anti-inflammatory actions [35] and is
produced by many immune cells [36,37]. Its anti-inflammatory actions are attributed to
its ability to inhibit the infiltration of monocytes and neutrophils and the production of
inflammatory cytokines [38—40]. A reduction in IL-10 levels has already been observed
in CP nephrotoxicity [31]. Its increased expression has been suggested to be protective
against CP-induced kidney injury [41,42]. Amirshahrokhi et al. (2015) observed that the
reduction in renal toxicity caused by CP might be related to inhibiting proinflammatory cy-
tokines [32]. Our results showed that this exact mechanism could be involved in calcitriol’s
downregulation of IL-1B and reduced inflammation. In addition, vitamin D induces an
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increase in IL-10 secretion by regulatory T cells, an effect observed in a study with a patient
with systemic sclerosis [43].

The increased vimentin expression was also observed in tubular cell injuries in the
renal outer medulla from CP-injected rats. Tubular cells only express vimentin when
proliferating, demonstrating recent lesions of these cells. The increased number of PCNA-
positive cells confirmed this result. Calcitriol treatment decreased tubular cell injury and
the expression of vimentin and PCNA in the animals injected with CP. Tan et al. (2006)
observed that treatment with paricalcitol (a synthetic vitamin D analog) significantly
reduced the expression of PCNA and attenuated renal interstitial fibrosis in a model
of obstructive nephropathy [44]. The authors also observed that vitamin D treatment
restored the expression of the VDR receptor, blocked epithelial-mesenchymal transition
and inhibited cell proliferation, demonstrating that vitamin D plays a protective role in
cellular integrity against this cell injury process.

Previous results from clinical and animal studies have suggested that VDR activation
has beneficial effects on various renal diseases [45,46]. To address this question, we exam-
ined the VDR in kidney tissue and found a lower expression in the animals from the CP
group, while the CP group that received calcitriol showed an increase in its expression.

In the present study, we observed that the lesions in the renal outer medulla were
associated with decreased cubilin receptor expression in the apical region of the tubule cells
in the CP group. The reduction in the number of tubules expressing cubilin in the cell brush
border could lead to disturbances in vitamin D activation [47,48]. Our results showed that
calcitriol-treated rats present preserved cubilin receptors, demonstrating the renoprotective
role of calcitriol. Additionally, studies have shown that vitamin D deficiency is a risk
factor for contrast-induced AKI due to an imbalance in intrarenal vasoactive substances
and oxidative stress [49]. Our results showed that decreased expression of EC-SOD (an
antioxidant enzyme) induced by CP was attenuated by calcitriol treatment. A similar
effect was observed by Li etal. (2017), where pretreatment with cholecalciferol, an inactive
form of vitamin D3, partially protected against ischemia-reperfusion-induced AKI through
regulation of oxidant enzymes and suppression of oxidative stress [50].

CP-induced nephrotoxicity is due in part to vascular damage and the vasoconstric-
tion associated with endothelial dysfunction and abnormal vascular self-regulation [51].
Vascular injury results in decreased renal blood flow and GFR, causing hypoxic tubu-
lar damage [52]. We have previously shown the participation of the endothelium in the
development of AKI induced by CP [53].

We used JG12 to assess changes in capillary density in the outer medulla of the kidney.
JG12 is a specific marker for the blood vessel endothelium and discs, and is instinctively
expressed by the endothelial cells of tubulointerstitial vessels in the kidney [54,55]. Using a
unilateral ureteral obstruction model, Sun et al. (2012) observed an alteration in peritubular
capillary density detected using JG12 immunostaining [56]. In the present study, we
observed that JG12-positive peritubular capillaries were markedly diminished from the
outer medulla regions with significant interstitial expansion and tubular atrophy.

Following the loss of the peritubular capillaries, the CP group also presented with
decreased production of NOS3 and p-NOS. In the vascular endothelium, NOS3, which
is also known as nitric oxide synthase (eNOS), is an enzyme that produces NO. The
decreased p-NOS expression in the renal tissues in our study may be due to decreased
NOS3 expression, which can lead to increased vasoconstriction and contribute to alterations
in blood pressure [57].

Renal vasculature quiescence is tightly regulated by the balance between pro- and an-
tiangiogenic factors in healthy kidneys. However, this quiescence can be disrupted during
AKI, resulting in an antiangiogenic environment with the loss of peritubular capillaries [58].
The increase in the expression of VEGF and VEGFR in the calcitriol group reinforces the
role of calcitriol as an endothelium promoter since several studies demonstrate that VEGF
promotes the growth of endothelium and protects the endothelial cells from apoptosis.
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We next evaluated the effects of CP on CXCR4 expression in the kidney tissue. The
increased expression of CXCR4 observed in the CP group could also contribute to epithelial
and endothelial cell damage. In recent work, Chang et al. (2021) observed that suppression
of the SDF-1/CXCR4 pathway resulted in increased tubular cell regeneration and reduced
cell death and attenuation of microvascular rarefaction in IR-AKI mice kidneys [59]. This
finding is consistent with our data, which show that calcitriol suppressed CXCR4 expression
in the CP + calcitriol group, which was followed by the amelioration of endothelium and
epithelial cell dysfunction.

In this study, we demonstrate that calcitriol attenuates the morphological and func-
tional changes that occur in CP-induced AKI. However, some limitations must be recog-
nized. First, studies through in vitro experiments using primary kidney endothelial cells
and angiogenesis assays should be performed to better evaluate these events on the renal
microvasculature. Second, we measured plasma creatinine levels with routine clinical
laboratory methods but not with high-performance liquid chromatography, a more reliable
method for evaluating plasma creatinine levels. Third, studies are needed to evaluate how
calcitriol can reduce inflammatory cell infiltration and epithelial cell proliferation and accel-
erate the resolution and repair of epithelial cell injury. Despite these limitations involving
experimental models, the present study adds to the literature concerning the participation
of calcitriol administration on proximal tubular injury, oxidative stress, inflammation and
vascular injury observed in CP-induced AKI.

In conclusion, our study suggests that calcitriol attenuates tubular injury, endothelial
damage, reductions in antioxidant enzymes and the inflammatory process observed in the
renal outer medulla observed in CP-induced AKI.

4. Materials and Methods
4.1. Animal Model and Experimental Design

The protocols were performed by the Animal Experimentation Committee of the
University of Sao Paulo at the Ribeirao Preto Medical School (COBEA /CETEA /FMRP-USP,
protocol no. 115/2018). This study used male Hannover rats (200-300 g). The rats were
housed four per cage according to the groups, with a room temperature of 22 +2°C,a12 h
light/dark cycle with a chow diet and water ad libitum. The animals were divided into
four groups: (1) SAL (0.9% saline, n = 6), (2) SAL + calcitriol (0.9% saline + calcitriol, n = 6),
(3) CP (cisplatin 5mg/kg, n = 8) and (4) CP + calcitriol (cisplatin 5mg/kg + calcitriol, n = 8).
Calcitriol (6 ng/day, Calcijex, Abbvie Laboratories, North Chicago, IL, USA) or vehicle (0.9%
NaCl) was administered using miniosmotic pumps (model 2004, Alzet, Cupertino, CA,
USA) implanted subcutaneously under isoflurane anesthesia (Cristalia, Brazil). Calcitriol
or vehicle supplementation was started two weeks before the injection of CP and was
maintained five days later, corresponding to the period evaluated. The dose of calcitriol
treatment was selected according to previous studies [27,28,60]. None of the rats died after
cisplatin administration. All animals were used in the study.

4.2. Renal Function Studies

On the fourth day after CP injection, the animals were placed in metabolic cages for
24 h to collect urine samples. On the fifth day after CP injection, the animals were anes-
thetized (xylazine 0.1 mL/100 g and ketamine 0.05 m1/100 g, i.p.), the aorta was cannulated
and blood samples were collected. Renal function was assessed using 24 h urine and blood
samples. Plasma and urinary creatinine were determined by the colorimetric method using
picric acid as a chromogen [61]. Urinary and plasma sodium were analyzed using the
ion-selective electrode quantification technique (9180 Electrolyte Analyzer, Roche Diagnos-
tics GmbH, Mannheim, Germany, 2004). Fractional sodium excretion was calculated by
dividing sodium clearance by creatinine clearance. The results of the plasmatic and urinary
creatinine quantification were used to determine the glomerular filtration rate (GFR).
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4.3. Serum 25 Hydroxyvitamin D (25 OHD) Levels

We assessed 25(OHD) with a direct competitive test based on the chemiluminescence
principle (CLIA) (DiaSorin, Liaison®, Saluggia, Italy); this test was performed in the clinical
analysis laboratories at the School of Medicine of Ribeirao Preto Hospital and Clinics, which
participates in national and international quality assurance certification.

4.4. Histological Studies

Histological sections (4 um thick) were stained using Masson’s Trichrome and ex-
amined under light microscopy (Axion Vision Rel. 4.3; Zeiss, Oberkochen, Germany).
Tubulointerstitial changes interstitial infiltration of inflammatory cells, atrophy of the cells
of the renal tubules and dilation of the tubular lumen were evaluated.

Lesions in the renal outer medulla were graded [53] on a scale of 0-4 as follows
(0 =normal; 0.5 = small focal areas; 1 = involvement of <10% of the renal outer medulla;
2 =10-25%; 3 = 25-75%; 4 = extensive damage involving more than 75% of the renal outer
medulla). Thirty grid fields measuring 0.1 mm? were evaluated in the renal outer medulla
of each kidney (Axion version 4.8.3, Zeiss, Oberkochen, Germany), and the mean values
per kidney were calculated.

4.5. Immunohistochemical Studies

For immunohistochemical analysis, kidney sections were deparaffinized and hydrated.
Nonspecific antigen binding was blocked by incubation for 20 min with normal goat serum.
The sections were incubated with anti-ED1 (1:1000, Serotec, Oxford, UK), anti-vimentin
(1:500, Dako Corporation, Glostrup, Denmark), anti-PCNA (1:1000, Sigma Chemical Com-
pany, St. Louis, USA), a-SMA (1:100, Dako Corporation, Glostrup, Denmark), cubilin (1:200,
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) and anti-aminopeptidase P (JG12) (1:1000,
Bioscience, San Diego, USA) antibodies for one hour at room temperature for reaction of
the primary antibody. The avidin-biotin-peroxidase complex (Vector Laboratories Inc.,
Burlingame, USA) was used to detect the reaction product. The color reaction, in turn, was
developed with DAB (3,3'-diaminobenzidine (Sigma Chemical Company, Burlington, VT,
USA) and nickel chloride in the presence of H,O,. Counterstaining of the sections was then
performed with methyl green, which was followed by dehydration and mounting. The
immunoperoxidase staining for ED1 and PCNA was determined by counting the number
of positive cells in the renal outer medulla. JG12 was determined by the number of positive
peritubular capillaries in the outer renal medulla. The reaction to cubilin was evaluated by
counting the number of intact tubules with a cubilin-marked brush border in the tubules
of the renal outer medulla. Vimentin and a-SMA were semiquantitatively graded in the
outer medulla, and the mean score per kidney was calculated. The scores depended on
the percentage of a grid field showing positive staining as follows: 0 = absent or <5%
staining, 1= 5-25%, 2 = 25-50%, 3 = 50-75% and 4 = >75% staining. Thirty consecutive
fields (0.1 mm? each) for the outer medulla were evaluated. The average score per kidney
was calculated. All fields were analyzed under 400x magnification.

4.6. Western Blot Studies

To perform the Western blot, the nonperfused kidney tissues were homogenized in
lysis buffer: Tris-HCL (50 Mm, pH 7.4), NaCl (150 mM), triton X-100 (1%), dodecyl sulfate
sodium (SDS; 0.1%), aprotinin (1 pg/mL), leupeptin (1 pg/mL), sodium fluoride (25 Mm),
sodium ethylenediamine acid tetrapyrophosphate (ImM), sodium fluoride (25 Mm) and
ethylene diamine tetraacetic acid (0.001 M EDTA, pH 8) at 4 °C [56]. Bradford’s method
(1976) measured the proteins in lysate samples. Renal expressions of eNOS, p-eNOS, EC-
SOD, VEGFE, VEGFR2, CXCR4, CD34, vimentin and VDR were evaluated [62]. Renal lysate
samples containing 30, 60 or 90 pg of protein were solubilized in sample buffer, heated
to 100 °C for 5 min and then applied to a 10% or 12% polyacrylamide gel. After the run,
the samples were transferred from the gel to a nitrocellulose membrane. The membranes
were incubated or not for one hour in a 5% molecular blocking buffer. Subsequently, the
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membranes were washed in TBSt and incubated with the primary antibodies: anti-NOS3
(1/200, polyclonal, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), anti-p-eNOS (1/200,
Santa Cruz Biotechnology), anti-EC-SOD (1/500, polyclonal, Santa Cruz Biotechnology),
anti-VEGF (1/500, polyclonal, Santa Cruz Biotechnology), anti-VEGFR2 (1/200, polyclonal,
Santa Cruz Biotechnology), anti-CXCR4 (1/1000, polyclonal, Santa Cruz Biotechnology),
anti-VDR (1/500, polyclonal, Santa Cruz Biotechnology), anti-Vimentina (1/500, mono-
clonal, Dako, Denmark), anti-CD34 (1/400, polyclonal, BIOss, Boston, MA, USA) and/or
anti-GAPDH (1/1000, monoclonal, Sigma Chemical Company, Burlington, NJ, USA). The
membranes were washed and incubated with anti-rabbit (1/10,000) or mouse (1/10,000)
anti-IgG secondary antibodies linked to peroxide (Dako, Denmark) for one hour at room
temperature. The result of the reaction was detected with luminol and captured in a com-
puterized system. The intensity of the identified bands was quantified by densitometry
with NIH Image ] software (Research Services Branch, USA) and reported in arbitrary units.
Protein estimates were evaluated by the Bradford method.

4.7. ELISA Studies

Levels of IL-1p and IL-10 were measured in kidney tissue samples, which were stored
at —70 °C until analysis. The content was determined using ELISA kits according to
the manufacturer’s guidelines (Alpco, Keewaydin Drive, Tulane, USA; Pierce, Waltham,
MA, USA, respectively). IL-1p and IL-10 values are reported in in picograms/milligrams
(pg/mg) of protein.

4.8. Statistical Analyses

For data with a normal distribution, analysis of variance and the Newman-Keuls mul-
tiple comparison tests were applied. For data not normally distributed, the Kruskal-Wallis
nonparametric test followed by Dunn’s posttest was used. The Kolmogorov-Smirnov trial
investigated the normality of the dependent variables. Data are presented as mean + SEM.
GraphPad Prism version 9.0 for Windows (GraphPad Software 9.0, San Diego, CA, USA)
was used to perform the statistical analysis and subsequent graph construction. Statistical
significance was established at p < 0.05.
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