UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE
SAUDE DA CRIANCA E DO ADOLESCENTE

ANALISES BIOQUIMICAS, BIOMETRICAS, HISTOLOGICAS E
IMUNOLOGICAS EM RATOS COM NEFROPATIA INDUZIDA PELA
DOXORRUBICINA

Wagner de Fatima Pereira

Belo Horizonte
2013



Wagner de Fatima Pereira

ANALISES BIOQUIMICAS, BIOMETRICAS, HISTOLOGICAS E
IMUNOLOGICAS EM RATOS COM NEFROPATIA INDUZIDA PELA
DOXORRUBICINA

Tese apresentada ao Programa de Pos-Graduacdo em
Ciéncias da Salde — Saude da Crianca e do Adolescente da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas
Gerais, como requisito parcial para obtencdo do titulo de
Doutor.

Orientadora: Prof.2 Dr.2 Ana Cristina Simdes e Silva
Coorientador: Prof. Dr. Gustavo Eustaquio B. A. de Melo

Belo Horizonte
2013



Pereira, Wagner de Fatima.
P436a Analises bioguimicas. biometricas. histologicas e imunologicas em

ratos com nefropatia induzida pela doxorrubicing [mannserita].
Wagner de Fatima Pereira. - - Belo Horizente: 2013.

164£: 1l.

Orientadora: Ana Cristina Simdes e Silva.

Co-Ornentador: Gustavo Enstaquio Brito Alvim de Melo.

Area de concentracio: Sande da Crianca e do Adolescente.

Tese (douterads): Universidade Federal de Minas Gerais, Faculdade de
Medicina.

1. Sindrome Nefrotica. 2. Sistema Immnclogico/fisiopatologia. 3.
Reacdes Bioguimicas. 4. Doxormubicina. 5. Ratos. 6. Dissertagdes
Académicas. I Silva, Ana Cristinag Simdes e. IL. Melo, Gustavo Enstaquio
Brito Alvim de. ITI. Universidade Federal de Minas Gerais. Faculdade de
Medicina. IV. Titulo.

WNLM: WT 340

Ficha catalografica elaborada pela Biblioteca J. Baeta Vianna — Canypus Saude UEMG



FACULDADE DE MEDICINA
CENTRO DE POS-GRADUACAO

Av. Prof. Alfredo Balena 190 / sala 533
Belo Horizonte - MG - CEP 30.130-100
Fome (031) 34095641 FAX: (31) 3409.9640

e diakivile Jlile T

ATA DA DEFESA DE TESE DE DOUTORADO de WAGNER DE FATIMA PEREIRA n° de registro
2009711542, As quatorze horas, do dia vinte de margo de dois mil e treze, reuniu-se na Faculdade
de Medicina da UFMG, a Comissao Examinadora de tese indicada pelo Colegiado do Programa, para
julgar, em exame final, o trabalho intitulado: “ANALISES BIOQUIMICAS, BIOMETRICAS,
HISTOLOGICAS E IMUNOLOGICAS EM RATOS COM SINDROME NEFROTICA INDUZIDA PELA
DOXORRUEICINA”, requisito final para a obtencdo do Grau de Doutor em Ciéncias da Sadde: Saude
da Crianga & do Adolescente, pelo Programa de Pés-Graduag@o em Ciéncias da Saude: Saude da
Crianga e do Adolescente. Abrindo a sessdo, a Presidente da Comisséo, Prof*. Ana Cristina Simdes e
Silva, apos dar a conhecer aos presentes o teor das Normas Regulamentares do trabalho final,
passou a palavra ao candidato para apresentacdo de seu trabalho. Seguiu-se a arguigdo pelos
examinadores, com a respectiva defesa do candidato. Logo apés, a Comissdo se reuniu sem a
presenca do candidato e do publico para julgamento e expedicdo do resultado final. Foram atribuidas
as seguintes indicagbes:

Prof*. Ana Crisina Simdes e Silva - Orientadors Instituicdo: UFMG Indica¢do "/i' A Q - 4 ~*-4\ﬁ
Prof. Gustavo Eustaquio Brito Alvim de Melo - Cooreintador  Instituiggo: UFVUM Indicagdo: __# ) ‘,' L hghil o
Prof, Kétia Daniela da Silveira InstituigBo: UFMG Indicagao: )
7
Prof. Sérgio Veloso Brant Pinhelro Instituigio: UFMG Indicagao: Y LRV
Prof*, Etel Rocha Vieira Instituicao: UFVIM IndicacBo. _~F L. o=
Prof, Claudia Martins Cameiro Instituigio: UFOP Indicagdo: __ ', te 1ot |

Pelas indicagdes o candidato foi considerado A } k»' e ’L—D £

O resultado final foi comunicado publicamente ao candidato pela Presidente da Comissao. Nada mais
havendo a tratar, a Presidente encerrou a sessdo e lavrou a presente ATA, que sera assinada por
todos os membros participantes da Comissdo Examinadora. Belo Horizgnte, 20 de marf! de 2013.

Prof*. Ana Cristina Simdes e Silva — Orientadora '4 biae k‘i N f' WA o 6 O
Prof. Gustavo Eustaquio Brito Alvim de Melo - Cooreintador n‘;-" o '. . g ilg
Prof. Katia Daniela da Siveira__ {110 il a : <

Prof. Sérgio Veloso Brant Pinheiro ___ ] ; 6 ’”‘(-———

Prof. Etel Rocha Vieira =" .. & ffe D \ .

Proff. Cléudia Martins Carneiro rtat L Gy - Geneyg

i T
Proft. Ana Cristina Simbes e Siva / Coordenadora__{\ e | D |, (X

WGFJ&W@.‘:« sem a assinatura & carimbo do Coordenador. a. Ang Cristina Simdes € Silvd
€ Projo. Lratoacs &
WIH““MM'UFM (M*‘*Z'”:;:;.gwﬂ




FACULDADE DE MEDICINA
CENTRO DE POS-GRADUACAO
Av. Prof. Alfredo Balena 190 / sala 533
Belo Horizonte - MG - CEP 30.130-100
Fone: (031) 3409.9641 FAX: (31) 3409.9640
cpg@@medicing.ufimg. by

DECLARACAO

A Comissdo Examinadora abaixo assinada, composta pelos Professores

Doutores Ana Cristina Simbées e Silva, Gustavo Eustaquio Brito Alvim de Melo,

Katia Daniela da Silveira, Sérgio Veloso Brant Pinheiro, Etel Rocha Vieira e

Claudia Martins Carneiro aprovou a tese de doutorado intitulada: “CRITERIOS
PARA O DIAGNOSTICO CLINICO DE CRIANGCAS RESPIRADORAS ORAIS EM
ATENGAO BASICA DE SAUDE’ apresentada pelo Doutorando WAGNER DE
FATIMA PEREIRA para obtencdo do titulo de doutor pelo Programa de Pos-

Graduacdo em Ciéncias da Saude — Area de Concentracdo em Saude da Crianga

e do Adolescente da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas

Gerais, realizada em 01 de marco de 2013.

Em tempo onde se Lé:

A &’u\f\(w .({, C /

AT
Prof2. Ana Cristina Simoes e Silva
Orientadora
// & l:"’ 7 ‘ ? 7 7 /

i 5 o Wy 5 3 8
Prof. Gustavo’ Eustaquio Brito Alvim de I\%elo

/ ‘
7/1 AN 17 X
Profe. Katia Danielaida Silveira—

Prof. Sé/rgio Veloso Brant Pinheiro

S

/
/,
. AAN—

Proﬁ EteI Rocha V|e|ra )

4
<

ALL

Jik s A . ,-, .
Hlwaq e g Ctaa i .}-\\
(\

Prof®. Claudia Martins Carneiro

CRITERIOS PARA O DIAGNOSTICO CLINICO DE CRIANCAS RESPI

ORAIS EM ATENCAO BASICA DE SAUDE.." leia-se: “...ANALISES BIOQUIMICAS Bl
HISTOLOGICAS E IMUNOLOGICAS EM RATOS COM SINDROME NEFROTICA INDUZID PELA

DOXORRUBICINA ..



A todos aqueles que, direta ou indiretamente,
acompanharam minha caminhada e contribuiram

para a realizagdo de mais este sonho;

Aos animais utilizados neste experimento, 0s quais
tornaram tudo isso possivel.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por se mostrar onipresente nos meus momentos de soliddo, onipotente nos meus
momentos de fraqueza e, acima de tudo, onisciente na minha busca pelo saber. Obrigado por

me aceitar incondicionalmente, como seu filho e protegido;

Aos professores da Faculdade de Farmécia da Universidade Federal dos Vales do
Jequitinhonha e Mucuri (UFVJIM), por disponibilizarem o espago de seus laboratérios para

NOSSOS experimentos;

A Bioclin-Quibasa (Belo Horizonte-MG), pela gentil doacdo dos kits reagentes utilizados

neste experimento, para todas as analises bioquimicas;

Ao Sr. Emilio Avelar que, com enorme presteza e boa vontade, disponibilizou seu laboratério
para as analises bioquimicas deste trabalho. Aos funcionarios Serafim, Hugo e Ana Paula
Avelar, pela contribuicdo com as referidas analises e aos demais funcionarios, pela cortesia

com que sempre me receberam;

Ao Sr. Leonardo Monteiro, técnico em Patologia da UFVJM, pela importante ajuda na

confeccdo das laminas histologicas deste trabalho;

Aos colegas do Laboratério de Imunologia (Labimuno/UFVIM), professores, técnicos e

alunos, pelas parcerias, colaboragGes e constante amizade, durante a execugédo desse trabalho.

Aos colegas do Laboratério de Biologia do Exercicio (BIOEX/UFVJM), pelo convivio do dia

a dia e pelas experiéncias trocadas ao longo deste trabalho;

Aos colegas do Laboratério de Imunopatologia da Universidade Federal de Ouro Preto
(LIMP/UFOP), em especial a professora Claudia Carneiro, pela colaboracdo nas coloragdes
histoldgicas, aquisigdo e analise das imagens e, acima de tudo, pela amizade e disponibilidade

gue sempre demonstrou nas vezes que me recebeu em seu laboratério;

A doutoranda Valéria Gomes de Almeida (Labimuno/UFVJM), pela enorme colaboragio na

confecc¢éo das figuras dos artigos e animagdes graficas da apresentacdo desta tese;

A professora Dr.2 Etel Rocha Vieira, pela contribuicdo com a citometria de fluxo, pela
disponibilidade em compartilhar seus conhecimentos dentro do Laboratorio de

Imunologia/UFVJM e, acima de tudo, pela amizade que conseguimos cultivar;



A pesquisadora Dr.2 Katia Daniela da Silveira, pelas orientagdes iniciais sobre o modelo de
estudo e pela disponibilidade com que sempre me atendeu quando foi requisitada;

A Geralda Luci Oliveira pela correcéo ortografica e formatagao desse trabalho;

Aos colegas de trabalho da UFVJIM grandes colaboradores e testemunhas ocultas da minha

trajetoria profissional nesta instituicéo;

A minha mae, Helena, por ser um grande exemplo de mae: amiga, protetora, carinhosa e,

sobretudo, extremamente presente na vida de cada um de seus filhos;

Ao meu pai, Germano, que nos deixou tao cedo, mas se tornou uma forte luz no caminho da

nossa familia;

Aos meus irmados, Diney, Fiinho, Helaine, Leco e Maninho, pelo apoio, paciéncia e

compreensao;

A minha esposa, Gilmara, pelo apoio, paciéncia, companheirismo, compreensio,

cumplicidade e presencga constante nos momentos mais importantes da minha vida;
Aos meus filhos, Thayane e Mateus Felipe, esséncia maior da minha existéncia;
Aos familiares e amigos, por me apoiarem e compreenderem 0s momentos de auséncia,;

Ao professor Dr. Gustavo Eustaquio Brito Alvim de Melo, ndo somente um coorientador ,
mas, acima de tudo, um grande amigo, por todas as vezes em que me fez acreditar que tudo

daria certo... Especialmente nos momentos mais dificeis;

A professora Dr2 Ana Cristina Simdes e Silva, pela orientagio neste trabalho, pelos inimeros
conhecimentos partilhados e pela amizade, que certamente expandiu-se juntamente com 0s

conhecimentos adquiridos;

A professora Dr? Patricia Furtado Gongalves, coordenadora local do programa DINTER, que

brilhantemente conduziu as questdes administrativas deste programa;

A CAPES pelo auxilio financeiro na execucdo deste trabalho, por intermédio do edital
005/2008 — Acao Novas Fronteiras - Doutorado Interinstitucional — DINTER.



“Se no final da caminhada seus resultados te
frustrarem ou a ciéncia ndo te compreender,
saiba que ainda assim tera valido a pena, pelas
amizades que conseguistes cultivar ao longo
da sua jornada cientifica e, especialmente, ao

longo de sua jornada de vida!”



Py Ll LT

o*
of ¢ T Senweeeen, 0 .

o Q&;" . “or %
:‘gt; (% %ﬁ;'=
&~ g S e
o - -
® oo s e

- -t
.. " g
.= ]
=% =Y
"-. "%, INCIPIT VITA NOVA o*~ '-'
.o, S
Sy ey
. o .
l.--ffm B Ru “-.l

"sssses®

REITOR
Professor Clélio Campolina Diniz
VICE-REITORA
Professora Rocksane de Carvalho Norton
PRO-REITOR DE POS-GRADUACAO
Professor Ricardo Santiago Gomez
PRO-REITOR DE PESQUISA
Professor Renato de Lima dos Santos

DIRETOR DA FACULDADE DE MEDICINA
Professor Francisco José Penna
VICE-DIRETOR
Professor Tarcizo Afonso Nunes
COORDENADOR DO CENTRO DE POS-GRADUACAO
Professor Manoel Otavio da Costa Rocha
SUBCOORDENADORA DO CENTRO DE POS-GRADUACAO
Professora Teresa Cristina de Abreu Ferrari
CHEFE DO DEPARTAMENTO DE PEDIATRIA
Professora Benigna Maria de Oliveira

COORDENADORA DO PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA
SAUDE - SAUDE DA CRIANCA E DO ADOLESCENTE
Professora Ana Cristina Simdes e Silva

SUBCOORDENAI;)OR DO I?ROGRAMA DE POS-GRADUAQAO EM CIENCIAS DA
SAUDE - SAUDE DA CRIANCA E DO ADOLESCENTE
Professor Eduardo Araujo Oliveira

COLEGIADO DO PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE
- SAUDE DA CRIANCA E DO ADOLESCENTE
Professora Ana Cristina Simdes e Silva
Professor Cassio da Cunha Ibiapina
Professor Eduardo Araujo de Oliveira
Professor Francisco Jose Penna
Professor Jorge Andrade Pinto
Professora Ivani Novato Silva
Professor Marcos José Burle de Aguiar
Professora Maria Candida Ferrarez Bouzada Viana
Representante discente: Maria de Lourdes Melo Baeta



RESUMO

PEREIRA, Wagner de Fatima. Analises bioquimicas, biométricas, histologicas e
imunolégicas em ratos com sindrome nefrdtica induzida pela doxorrubicina [Tese -
Doutorado em Salde da Crianca e do Adolescente]. Belo Horizonte (MG): Universidade
Federal de Minas Gerais; 2013.

A Sindrome Nefrética (SN) caracteriza-se por proteindria, hipoalbuminemia, dislipidemia e
edema. Diversas investigagdes associaram a SN as alteracGes na resposta imunoldgica. Esta
investigacdo teve como objetivos avaliar o perfil do leucograma e investigar o estado de
ativacdo/migracao celular, através da expressdo das moléculas CD80 e CD18, além de avaliar
as alteracBes biomeétricas, bioguimicas e histologicas, bem como o status redox do tecido
renal de ratos com SN induzida pela doxorrubicina. Utilizaram-se sessenta e quatro ratos
Wistar, machos, com idade entre 6 e 8 semanas e peso médio de 300 gramas, obtidos do
Centro de Bioterismo — Cebio - Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG — Brasil). Os
ratos foram divididos em dois grupos: DOX (n=32), que recebeu dose endovenosa Unica da
doxorrubicina (7,5mg/kg) e CON (n=32), que recebeu injecdo endovenosa de solugédo salina.
Animais de cada grupo foram avaliados e sacrificados 7, 14, 21 e 28 dias ap0s a injecdo.
Amostras urinarias de 24 horas foram coletadas nesses dias e amostras sanguineas foram
obtidas por puncdo cardiaca, sob anestesia. Apds a anestesia e coleta do sangue o0s animais
foram perfundidos com solucdo salina; tiveram os érgdos internos removidos, pesados em
balangas eletrénicas semianaliticas e os rins fixados e processados de acordo com as
diferentes técnicas histoldgicas e imuno-histoquimica empregadas. A leucometria total foi
realizada em contador automatico de células e a diferencial, pela andlise do esfregaco
sanguineo, corado com Giemsa e May-Grunwald. A avaliacdo da ativacdo/migracdo dos
leucdcitos circulantes foi realizada por citometria de fluxo, com o uso de anticorpo
monoclonal conjugados com fluorocromos. O status redox foi avaliado pela producgédo de
TBARS e pela atividade antioxidante das enzimas superoxido dismutase (SOD) e catalase, em
amostras de tecido renal. Animais do grupo DOX desenvolveram proteindria, dislipidemia,
alteracdes biométricas com significante edema renal, infiltrado inflamatdrio tubulo intersticial
crénico e fibrose renal. Mostraram, ainda, alteracbes na contagem total e diferencial dos
leucdcitos e aumento significativo na expressao de CD80 em mondcitos e de CD18 em
linfocitos T citotdxicos, células NK e mondcitos do sangue periférico. Ocorreu aumento na
peroxidacdo lipidica no tecido renal e correlagdo positiva com a expressdao de CD80 em

monocitos e com 0s niveis plasmaticos de creatinina. As alteragdes bioquimicas, nesse



modelo animal surgem precocemente e servem como biomarcadores inespecificos para a SN;
as lesBes histoldgicas tornam-se mais intensas a partir do 21° dia ap6s a injecdo do farmaco.
As células citotoxicas e fagociticas parecem ser preferencialmente recrutadas do sangue
periférico para o foco da lesdo. Estudos adicionais devem analisar os efeitos do bloqueio das
integrinas e moléculas coestimulatorias, bem como a participacdo dos neutrdfilos e das
citocinas no mecanismo de ativagdo/migracdo celular. Devem analisar, ainda, a importancia

do edema renal na evolucéo da lesdo renal, no modelo de SN induzida pela doxorrubicina.

Palavras-chave: Sindrome nefrética. Modelo animal. Doxorrubicina. Fibrose renal.

AlteracGes bioguimicas. Alteracdes biométricas. CD18. CD80. Estresse oxidativo.



ABSTRACT

PEREIRA, Wagner de Fatima. Biochemical, biometrics, histological and immunological
analysis in rats with nephrotic syndrome induced by doxorubicin [Thesis - Doctorate in Child
and Adolescent Health]. Belo Horizonte (MG): Federal University of Minas Gerais; 2013.

The nephrotic syndrome (NS) is characterized by proteinuria, hypoalbuminemia, dyslipidemia
and edema. Studies have associated the NS with changes in the immune response. This study
investigated the leukocyte count, the state of activation/migration by expression of CD80 and
CD18 molecules in peripheral blood leukocytes and evaluated the biochemical, histological
and biometric changes as well as the status redox of the renal tissue in rats with doxorubicin
induced NS. Sixty-four Wistar rats, 6-8 weeks old and average weight 300 g., obtained from
the Bioterism Center — at Federal University of Minas Gerais, Brazil, were used in this study.
The animals were divided into two groups: DOX (n=32) which received a single dose, in the
tail vein of Doxorubicin hydrochloride (7.5 mg / kg) and group CON (n=32) which received
saline. Animals from each groups were evaluated and sacrificed at days 7, 14, 21 and 28 after
injection. A 24h-urine sample was collected in this same times and blood samples were
obtained by cardiac puncture under anesthesia. After blood collection, animals were perfused
with saline and the internal organs removed, weighed on semi-analytical electronic balance
and kidneys fixed, paraffin-embedded and processed according to the different histological
and immunohistochemical techniques employed. Total leukocyte counts were performed on
automated cell counter and differential leukocyte counts by analysis of blood smears stained
with May-Grunwald Giemsa. Immunophenotyping of circulating leukocytes was performed
by flow cytometry using fluorochrome-conjugated monoclonal antibody. Status Redox was
evaluated by TBARS production and activity of antioxidant enzymes superoxide dismutase
(SOD) and catalase in renal tissue samples. Animals from DOX group developed proteinuria,
dyslipidemia, biometric changes, and histological changes consistent with significant renal
edema, tubule interstitial chronic inflammatory infiltrates and renal fibrosis. Also showed
changes in total and differential count of leukocytes and a significant increase in expression of
CD80 on monocytes and CD18 on cytotoxic T lymphocytes, NK cells and peripheral blood
monocytes. There was an increase in lipid peroxidation in kidney tissue and a positive
correlation with the expression of CD80 on monocytes and serum levels of creatinine. The
DOX animals group showed a significant increase in cytotoxic T lymphocytes, NK cells and
monocytes CD18 expression, and the CD80 expression by peripheral blood monocytes. The



increased production of reactive oxygen species in renal tissue of DOX group animals was
positively correlated with the CD80 expression by monocytes and serum levels of creatinine.
The biochemical changes in this animal model arise early and serve as nonspecific biomarkers
for NS; histological lesions become intense from day 21 after the doxorubicin injection. The
phenotypic analyzes suggest that phagocytic and cytotoxic cells could be preferentially
recruited from peripheral blood to the focus of injury and contribute to renal injury. The
continued characterization of doxorubicin induced NS animal models may contribute to better
understanding of the NS natural history. Additional studies should examine the effects of
blocking the integrin and costimulatory molecules, as well as the participation of neutrophils
and cytokines in the mechanism of cell activation/ migration. Must consider also The
importance of renal edema in the evolution of renal injury in this animal model of NS induced

by doxorubicin.

Keywords: Nephrotic syndrome. Animal model. Doxorubicin. Renal fibrosis. Biochemical
changes. Biometric changes. CD18. CD80. Oxidative stress.



SUMARIO

RESUMO

ABSTRACT

LISTA DE TABELAS

LISTA DE FIGURAS

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

1. INTRODUCAO
REFERENCIAS

2. ARTIGOS DE REVISAO
2.1 Modelo de SN induzida pela doxorrubicina em roedores: uma revisao
Resumo
Abstract
Introducéo
Modelos experimentais para o estudo da SN
Qual animal utilizar: rato ou camundongo?
As Antraciclinas
Inducéo da SN com uso de Antraciclinas
Vias de administracéo e dosagens
Técnicas de injecao
AvaliacBes bioquimicas e corporais em roedores com SN induzida pela
doxorrubicina
Alteracdes bioguimicas
Alteraces corporais
AvaliagOes histologicas renais em roedores com SN induzida pela
doxorrubicina
Coloragdes e técnicas empregadas
Alteracdes Histologicas
Efeitos colaterais pelo uso da doxorrubicina em roedores
Consideracdes finais

Referéncias

11
13
20
21
22

22
24

27
27
28
29
30
31
32
33
36
37
38
40

40
41
41

41
42
46
48
48



2.2 Investigagdes imunoldgicas na Sindrome Nefrotica Idiopética

Resumo

Abstract

Introducéo

Papel do sistema imune na sindrome nefrotica

Aspectos historicos

O Infiltrado inflamatorio renal na patogénese da SNI

Participacéo dos linfécitos T na patogénese da SNI

Participacdo dos linfocitos B e sistema do complemento na patogénese da SNI
Participacéo de citocinas e quimiocinas na patogénese da SNI
Padrdo de resposta imune na sindrome nefrotica

Classificacdo dos Linfocitos T-helper segundo o padrdo de citocinas
Respostas de padrdo Th1l/ Th2 na SNI

Consideracdes finais e perspectivas

Referencias

3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

4. MATERIAL E METODOS
4.1 AMOSTRA
4.2 DELINEAMENTO

4.2.1 Protocolo experimental
4.2.1.1 Indugéo da Nefropatia
4.2.1.2 Avaliacdo da funcdo renal e Eutanasia
4.2.1.3 Remocd&o e preparo dos 0rgaos
4.2.1.4 Andlises biométricas
4.2.1.5 Analises bioquimicas
4.2.1.6 Analises histologicas e morfométricas
4.2.1.7 Analises imuno-histoquimicas

4.2.1.8 Contagem global e diferencial de leucdcitos do sangue periférico

59
60
61
62
62
62
63
64
70
71
75
74
76
78
79

89
89
89

90
90
90
90
90
92
92
94
94
95
97
98



4.2.1.9 Anélise de marcadores de superficie em leucdcitos circulantes, por
citometria de fluxo
4.2.2.0 Status Redox
4.3 METODOLOGIA DA REVISAO DE LITERATURA
4.4 ANALISE ESTATISTICA
4.5 ASPECTOS ETICOS
4.6 REFERENCIAS

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 ARTIGO ORIGINAL
Alteracdes morfométricas, histoldgicas e bioquimicas em ratos com nefropatia
induzida pela doxorrubicina
Resumo
Abstract
Introducéo
Metodologia
Animais
Desenho Experimental
Avaliacdo da funcéo renal e Eutanasia
Remocao e preparo dos 6rgaos
Analises biométricas
Analises bioquimicas
Analises histologicas e morfométricas
Imuno-histoquimica
Analises estatisticas
Resultados
AlteracGes bioguimicas e disfuncdo renal, induzidas pela doxorrubicina
AlteracGes biométricas induzidas pela doxorrubicina
Esclerose renal induzida pela doxorrubicina
Correlacéo entre a proteinuria, a dislipidemia e massa renal
Discusséo
Concluséo

Referéncias

99
102
102
103
103
104

105
105

105
106
107
108
108
108
109
109
109
110
110
110
112
113
113
114
115
115
116
116
124
125



5.2 ARTIGO ORIGINAL
Aumento na expressdo de CD18 e CD80 em leucdcitos do sangue periférico:
potencial ligacéo entre a maior ativacdo leucocitaria e a leséo renal em ratos
com sindrome nefrética induzida pela doxorrubicina
Resumo
Abstract
Introducéo
Metodologia
Animais
Inducdo da nefropatia
Avaliacdo da funcéo renal e Eutanasia
Contagem global e diferencial de leucdcitos do sangue periférico
Analise de marcadores de superficie em leucdcitos circulantes, por
citometria de fluxo
Status Redox
Analise Estatistica
Resultados
Disfuncéo renal
Alteracdes no percentual de leucécitos do sangue periférico
Alteracoes fenotipicas em leucécitos do sangue periférico
Aumento da Peroxidacdo Lipidica no tecido renal
Discusséo
Conclusao

Referéncias

6. CONSIDERACOES FINAIS
REFERENCIAS

7. PROPOSTAS PARA INVESTIGACOES FUTURAS

ANEXO 1

128

128
129
130
131
132
132
132
133
133
133

135
135
136
136
136
139
140
145
150
151

156
160

163

164



LISTA DE TABELAS

Tabela 1

Tabela 2
Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3
Tabela 1

Tabela 1
Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Vantagens e Desvantagens no uso de ratos e camundongos como modelos de
doenca renal

Estudos com modelo animal de sindrome nefrotica pela doxorrubicina
Resultados de avaliagdes imunologicas em pacientes com sindrome nefrética
idiopética

Resultados de avaliacdes imunolégicas em modelo animal de sindrome
nefrotica

Citocinas e quimiocinas relacionadas a sindrome nefrética idiopatica
Anticorpos monoclonais marcados com fluorocromos utilizados na analise
especifica de moléculas de superficie em subpopulacdes leucocitarias
Condicao inicial (pré-tratamento) dos animais utilizados no experimento
Resultados das analises bioguimicas, biométricas e histoldgicas em ratos
com sindrome nefrotica induzida pela doxorrubicina

Resultados das anélises biométricas e histoldgicas em ratos com sindrome
nefrética induzida pela doxorrubicina

Resultados das analises biométricas em ratos com sindrome nefrética
induzida pela doxorrubicina, 28 dias ap0s a injecao

Correlagdes entre proteinuria, concentracdo sérica de lipideos e massa renal,
em ratos com sindrome nefrética induzida pela doxorrubicina

Relacdo dos anticorpos monoclonais conjugados com fluorocromos
utilizados na analise especifica de moléculas de superficie em subpopulacGes
leucocitéarias

Resultados das anélises bioguimicas, imunoldgicas e do status redox de ratos
com sindrome nefrética induzida pela doxorrubicina

Correlacdo entre status redox do tecido renal, parametro de funcgdo renal e a
resposta imune em ratos com sindrome nefrotica 28 dias apés a injecdo da

doxorrubicina

35

36
68

69

74
100

114
120

121

121

122

134

138

139



LISTA DE FIGURAS

Figura 1

Figura 2
Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 1

Figura 2

Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Gréfico 1

Distribuicdo corporal da doxorrubicina em ratos - 3 e 48 horas apos a
injecéo endovenosa

Recipientes para aguecimento e contencdo de ratos ou camundongos
Alteracdes histologicas renais em ratos com sindrome nefrotica induzida
pela doxorrubicina

Representagdo esquematica do diafragma da fenda podocitéaria dos
glomérulos

LesBes na cauda de ratos provocadas por extravasamento da
doxorrubicina

Funcdo supressora das células T reguladoras

Funcdes efetoras de linfocitos Thl e Th2

Desenho esquematico do protocolo experimental

Desenho esquematico do protocolo experimental — grupo 28 dias

Rins de rato com sindrome nefrética induzida pela doxorrubicina

Fotos llustrativas da delimitacdo da area glomerular e do tufo capilar
glomerular pelo programa Image J

Foto ilustrativa da estratégia de quantificacdo glomerular pelo programa
Image J

Fotos llustrativas da estratégia de analise da celularidade
tubulointertiscial e glomerular pelo software Leica QwinV3

Fotos llustrativas da estratégia de andlise da deposicdo tecidual de
colageno no tecido renal, pelo software Leica QwinV3

Foto ilustrativa da estratégia de analise do colageno tipo | por
imunofluorescéncia

Estratégia de analise das subpopulacdes leucocitarias do sangue
periférico

Estratégia de analise da expressdo de CD18 e CD80 em leucdcitos do
sangue periférico

Albuminadria em ratos com sindrome nefrética induzida pela

doxorrubicina

37

40
45

47

48

66

76

91

91

93

95

96

97

97

99

101

101

115



Figura 1

Figura 2

Gréfico 1

Grafico 2

Gréfico 3
Grafico 4

Gréafico 5

Alteracgdes histoldgicas renais em ratos com sindrome nefrotica induzida

pela doxorrubicina - microscopia de luz

Alteracdes histologicas renais em ratos com sindrome nefrética induzida
pela doxorrubicina - microscopia de luz

Leucometria Global de ratos com sindrome nefrética induzida pela
doxorrubicina

Expressdo de CD18 na superficie de linfocitos TCD8" do sangue
periférico.

Expressdo de CD18 na superficie de células NK do sangue periférico
Expressdo de CD18 e CD80 na superficie de mondcitos do sangue
periférico.

Expressao de CD18 na superficie de neutréfilos do sangue periférico

118

119

137

141

142
143

144



22

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

APC — Célula apresentadora de antigeno

ANOVA — Anélise de variancia

CCR1 - Receptor de Quimiocina C-C do tipo 1

CD — Grupamento de diferenciagéo (Cluster of differentiation)
CD2AP — Proteina associada a CD2

CINC-1 - Fator neutrofilico quimioatraente induzido por citocinas
ECA — Enzima conversora da angiotensina

FITC — Isotiocianato de fluoresceina

FSC — Forward Scatter

GEFS — Glomerulosclerose focal e segmentar

HE — Hematoxilina e Eosina

ICAM — Molécula de ades&o intracelular

IFN-gama — Interferon - gama

IgA — Imunoglobulina A

1gG — Imunoglobulina G

IgM — Imunoglobulina M

IL — Interleucina

LAMB2 — Laminina beta 2

LTCD4" - Linfdcitos T CD4 positivos

LTCD8" - Linfdcitos T CD8 positivos

MCP-1(CCL2) — Proteina quimiotatica para mondcitos — tipo 1
MDA — Malondialdeido

MHC-I1I — Complexo de histocompatibilidade principal — tipo |
MIP-lalfa (CCL3) — Proteina inflamatéria de macréfagos — tipo 1 alfa
NF-kB — Fator nuclear-xB

NK — Natural Killer

PAS — Acido Periddico de Shiff

PBS — Salina tamponada em fosfato (phosphate-buffered saline)
PE — Ficoeritrina

RANTES (CCLJ5) — Citocina regulada sob ativagdo, expressa e secretada por células T normais
SN — Sindrome nefrética

SNCD - Sindrome nefrética cortico-dependente

SNCR - Sindrome nefrética cortico-resistente

SNCS - Sindrome nefrética cortico-sensivel

SNLM — Sindrome nefrética por lesées minimas

SNI — Sindrome nefrotica idiopética

SOD - Superoxido Dismutase

SSC - Side Scatter

TBARSs — Substancias reativas do acido tiobarbitdrico,

TGF-B — Fator de transformacéo do crescimento — beta

TM — Tricrémico de Masson

TNF-alfa — Fator de necrose tumoral alfa

TRPC6 — Receptor transitdrio de canal potencial catiébnico-6
Z0-1 — Proteina ZO-1



23

1. INTRODUCAO

A sindrome nefrética (SN) caracteriza-se por proteindria intensa,
hipoalbuminemia, edema generalizado e dislipidemia (Schachter, 2004). Conforme sua
etiologia pode ser secundaria a doencas autoimunes, quadros pos-infecciosos, vasculites, uso
de farmacos, entre outros. Denomina-se sindrome nefrotica idiopatica (SNI) o disturbio
provocado por lesdo renal priméria. Quanto a histopatologia, observam-se mais
frequentemente na SNI as leses glomerulares minimas (SNLM) caracterizadas por fusdo dos
processos podais dos poddcitos seguida pela glomeruloesclerose focal e segmentar (GEFS)
(Schachter, 2004; Souto et al., 2008; D Agati et al., 2011). Devido a importancia clinica da
resposta dos pacientes ao tratamento com esteroides, a SNI também pode ser classificada em
sindrome nefrética cortico-sensivel (SNCS), sindrome nefrética cértico-dependente (SNCD) e

sindrome nefrética cortico-resistente (SNCR) (Schachter, 2004).

A SNI € uma glomerulopatia bastante comum em criancas e adultos, apesar de sua
fisiopatologia permanecer ainda desconhecida (Abrantes et al., 2004; D Agati et al., 2011).
Diversos estudos mostraram o envolvimento do sistema imune na SNI, tais como alteracdes
na resposta mediada por células TCD8" (Wang et al., 2000; Wang et al., 2001b e TCD4"
(Araya et al., 2009; Le Berre et al., 2009; Wang et al., 2001), na expressdo de
citocinas/quimiocinas tais como IL2, IL10 (Araya et al., 2009), IL4 (Valanciuté et al., 2004) e
IL8 (Kanai et al., 2009 , Souto et al., 2008b, no sistema do complemento (Lenderink et al.,
2007), bem como a participagdo de macrofagos (Wang et al., 2007; Cao et al., 2010; Benz et
al., 2010), células NK (Musial et al., 2010) e de espécies livres de oxigénio (Ghodake et al.,

2010; Takiue et al., 2012) no mecanismo de lesdo renal.

As integrinas dos leucdcitos e as moléculas de adesédo intercelular desempenham
papel essencial na fixag&o leucocitaria as células-alvo e a matriz extracelular (Springer, 1994;
Gahmberg, 1997). Apos estimulos lesivos, sinais quimiotaticos advindos do sitio inflamatério
ativam as integrinas e induzem a fixacdo e rolamento dos leucdcitos na parede vascular
(Penberthy et al., 1997). As integrinas sdo glicoproteinas transmembranas do tipo ligante-
especificas, amplamente distribuidas na superficie celular e que possuem afinidade por
proteinas da matriz extracelular, ligantes solveis e contrarreceptores nas celulas endoteliais
(Karim e Tommy, 2000; Diamond e Hynes, 1992; Ruoslahti, 1991). No mecanismo de

ativacdo das células T, sdo necessarios dois tipos de sinais, a ligacdo entre o receptor das
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células T (TCR) com o antigeno apresentado pelo complexo principal de histocompatibilidade
de classe Il (MHC-I1I) e, em seguida, o sinal denominado coestimulatorio, entre a molécula
CD28 presente na superficie das células T e a molécula CD80 (B7-1) ou CD86 (B7-2) na
superficie das células apresentadoras de antigeno (Engel et al., 1994; Sayegh e Turka, 1995;
Fleischer et al., 1996).

Modelos experimentais tém contribuido para a compreensdo da fisiopatologia da
SN (Eddy et al., 2012), entre eles, ressalta-se 0 modelo de inducdo da SN pelo quimioterapico
doxorrubicina. Em roedores, este farmaco induz lesGes renais semelhantes as observadas em
pacientes com SN (Lee e Harris, 2011; Wang et al., 2000).

Tendo em vista a participacao das células fagociticas no desenvolvimento da lesdo
renal na SNI (Benz et al., 2010; Lama et al., 2002; Musial et al., 2010) e devido a capacidade
dos macrofagos em produzir radicais livres (Berens et al., 1998; Akyoul et al., 2007), é
provavel que alteracbes no comportamento migratorio e nos eventos relacionados a ativacéo
celular possam influenciar o curso dessa doenca. Neste contexto insere-se a presente
investigacdo, que avaliou a expressao da integrina CD18 e da molécula coestimulatéria CD80
em leucécitos do sangue periférico, bem como o dano oxidativo renal e as alteracGes

bioguimicas, biométricas e histologicas em ratos com SN induzida pela doxorrubicina.

Esta tese foi organizada em quatro artigos cientificos, de acordo com o paragrafo
unico do Art. 1° da Resolucdo 03/2010, que regulamenta o formato das teses e dissertacfes do
Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncias da Saude - Salde da Crianca e do Adolescente, da
Faculdade de Medicina/UFMG. Os dois primeiros artigos sdo revisdes da literatura que
abordam, respectivamente, diversos aspectos sobre 0 modelo animal de SN e as evidéncias
clinicas e experimentais da participagdo da resposta imune na fisiopatogenia da SNI. Nos dois
ultimos artigos sdo descritos os resultados obtidos neste trabalho, com o modelo experimental
de SN induzida pela doxorrubicina. Os resultados foram divididos entre o terceiro e o quarto
artigo da seguinte forma: descricdo e discussdo dos resultados bioquimicos, biométricos e

histoldgicos e descricao e discussdo dos resultados imunolégicos, respectivamente.

As referéncias bibliograficas estdo dispostas ao final de cada artigo ou secdo,
conforme as normas de Vancouver (Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to

Biomedical Journals: Writing and Editing for Biomedical Publication - www.ICMJE.org).
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Resumo

A Sindrome Nefrética (SN) caracteriza-se por proteinuria, hipoalbuminemia, edema
generalizado e hiperlipidemia. Inicia-se por alteracdes na barreira de filtracdo glomerular,
com aumento da permeabilidade as proteinas plasmaéticas. Acomete qualquer faixa etaria e
pode progredir para doenca renal crénica (DRC) em estagio final com necessidade de terapia
de substituicdo renal. A SN pode estar associada a lesao renal priméaria ou manifestar-se como
consequéncia de outras alteracdes sistémicas, contudo muito ainda se tem a descobrir sobre a
fisiopatologia desta doenga. Modelos animais representam uma boa alternativa para as
investigagBes cientificas de diversas doencas. Dentre os diferentes modelos experimentais
propostos na literatura para as investigacdes sobre a SN, 0 modelo de inducéo da doenca pela
doxorrubicina tem sido Gtil ao proposito de diversos estudos. O objetivo deste artigo de
revisdo € descrever o modelo animal de SN induzida pelo uso da doxorrubicina em roedores,
com énfase no comportamento do farmaco, inducdo da lesdo renal, bem como nas alteraces

bioquimicas, histoldgicas e corporais obtidas no modelo.

Descritores: Sindrome nefrética, modelo animal, roedores, doxorrubicina, glomerulosclerose

segmentar e focal, revisao.
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Abstract

The nephrotic syndrome (NS) is characterized by proteinuria, hypoalbuminemia, generalized
edema and hyperlipidemia. It begins by changes in the glomerular filtration barrier, with
increased permeability to plasma proteins. It can affect all age groups and progress to the end
stage of chronic kidney disease (CKD) requiring renal replacement therapy. The NS may be
associated with primary renal injury or resulted as a consequence of other systemic changes,
but still has much to discover about the pathophysiology of this disease. Among the different
experimental models proposed in the literature, the model of NS induced by the chemotherapy
Doxorubicin has served the purpose of several studies. The aim of this article was to review
the mainly characteristics of this animal model of NS emphasizing the drug behavior and
subsequent renal injury, as well as the biochemical, histological and body changes obtained in
this model of CKD.

Keywords: Nephrotic syndrome. Animal model. Rodents. Doxorubicin. Glomerulosclerosis

focal segmental. Review.
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Introducéo

A Sindrome nefrética (SN) € um distarbio renal bastante comum em criangas e
adultos, contudo muito ainda se tem a descobrir sobre a fisiopatologia desta doenca.
Diferentes doengas glomerulares podem manifestar-se como Sindrome Nefrética (SN), com
proteindria intensa, hipoalbuminemia, edema generalizado e hiperlipidemia. A SN pode
ocorrer em qualquer faixa etaria e progredir para doenga renal cronica (DRC) em estégio final
com necessidade de terapia de substituicdo renal (Hogg et al., 2007). Apesar de ser a
glomerulopatia mais comum em criangas sua fisiopatologia ainda ndo esta bem definida,
podendo estar associada a lesdo renal primaria, especialmente em criancas, ou manifestar-se
como consequéncia de outras doencas sistémicas (Souto et al., 2008). Alguns modelos
experimentais para as investigacdes sobre a SN foram propostos na literatura, contribuindo
assim para a compreensao dos mecanismos fisiopatologicos e novas propostas terapéuticas
para esta doenca (Eddy et al., 2012). O modelo de indugdo da SN com o uso do
quimioterapico doxorrubicina tem servido bem ao proposito de diversos estudos. Em ratos e
camundongos a doxorrubicina induz lesdes renais semelhantes as observadas nos pacientes
com SN. Nesse artigo de revisdo serdo abordados alguns modelos animais disponiveis para as
investigacGes sobre a SN, com énfase no modelo de indugdo quimica pela doxorrubicina,
incluindo o comportamento do farmaco, metodologias de trabalho, mecanismos de induc¢édo da
lesdo renal bem como as alteracGes histologicas, bioguimicas e corporais obtidas nesse
modelo de DRC.
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Modelos experimentais para o estudo da SN

Modelos animais representam boa estratégia para superar as dificuldades éticas e
metodologicas da obtencdo de material humano para diversas investigacdes cientificas (Pippin
et al., 2009; Da Matta, 2011). Ratos e camundongos tém sido utilizados em varios estudos
sobre a SN (Pasi et al., 1997; Wang et al.,2000; Eddy et al., 2012). A preferéncia pelo uso
destes roedores € justificada pelo menor custo de manutencéo, rapido ciclo de reproducéo, boa
reprodutibilidade da doenca humana e a possibilidade de manipulacGes genéticas (Pinppin et
al., 2009). Além disso, é possivel obter rapida inducdo da doenca renal em roedores e ha
disponibilidade de reagentes para diferentes ensaios (Chen et al., 1998)

A SN em modelo animal pode ser induzida pelo uso de sulfato de protamina
(Seiler et al.,1977; Messina et al.,1989), sobrecarga proteica (Davies et al., 1985; Weening et
al., 1987; Pedraza-Chaverri, 2006), antigenos bacterianos (Pasi et al.,1997; Reiser et al.,
2004), injecBes de células tronco CD4" (Sellier-Leclerc et al., 2007), fosfato de sddio dibésico
(Tsuchiya et al., 2009), imunoglobulinas anti podocitaria (Bao et al., 2009), e por
superexpressdo da Interleucina 13 (Lai et al., 2007). A SN pode também ser induzida
quimicamente pela administragdo do Aminonucleosideo de Puromicina (PAN) (Vogt et al.,
2002; Sampaio-Maia et al., 2006; Tojo et al., 2008) ou pelo quimioterapico doxorrubicina,

também conhecido como Adriamicina® (Abassi et al., 1992; Buranakarl et al., 2008).

As alteraces genéticas sdo responsaveis por parte dos casos de SN em humanos
(Antignac, 2002; Zenker et al., 2009; D Agati et al., 2011), assim, alguns animais
modificados geneticamente também foram propostos para as pesquisas sobre essa doenca
(Abramowsky et al., 1984; Shih et al., 1999; Heikkila et al., 2010; Clement et al., 2011).
Além de todos estes modelos, obtidos por intervencdes experimentais, existe ainda a linhagem
de ratos Buffalo/Mna, que desenvolve a SN espontaneamente aos trés meses de idade
(Antignac, 2002; Le Berre et al., 2002).

Embora existam diferentes modelos animais para as investigacOes acerca da SN, a
inducdo da doenca pela administracdo da doxorrubicina tem sido frequentemente utilizada
(Yesair et al., 1972; Okuda et al.,1986; Bricio et al.; 1992; Buranakarl et al., 2008; Lee e
Harris, 2011). Isto se deve ao baixo custo do farmaco, menor complexidade de manejo e boa

reprodutibilidade do modelo (Pipinn et al., 2009), além da possibilidade de se induzir a lesdo
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renal com dose Unica da doxorrubicina (Bertani et al., 1982; Abassi et al., 1992; Rangan et
al., 1999).

Qual animal utilizar: Rato ou Camundongo?

De maneira geral sdo utilizados ratos e camundongos para as investigacoes das
glomerulopatias. Existem vantagens e desvantagens para ambos 0s animais de
experimentacdo, conforme mostrado na tabela 1. A linhagem de ratos mais utilizada na
maioria dos estudos é a Sprague-Dawley (Sternberg, 1970; Sakemi et al., 1996; Kim et al.,
2011) sequida pela linhagem Wistar (Weening e Rennke, 1983; Fogo et al., 1988; Abassi et
al., 1992). Nos experimentos com camundongos € utilizada, quase que exclusivamente, a
linhagem BALB/c (Chen et al., 1995; Hahn et al., 2004; Zheng et al., 2005; Shui et al., 2006;
Lee et al., 2006; Lenderink et al., 2007; Jeansson et al., 2009; Takiue et al., 2012).
Camundongos da linhagem 129/SvJ também desenvolvem a SN apds a administracdo da
doxorrubicina (Zheng et al., 2005; Zheng et al., 2006, Pippin et al., 2009) mas tem sido

menos utilizados.

Independentemente do modelo de escolha a grande maioria dos estudos é
realizada em animais machos e adulto-jovens (TAB. 2). Alguns trabalhos realgcaram as
interferéncias dos hormonios ovarianos sobre o desenvolvimento da lesdo renal no modelo de
SN induzida pela doxorrubicina (Sakemi et al., 1996, Montilla et al. 2000). Apds a castracao
ratos machos ficaram menos susceptiveis a lesdo renal induzida pelo farmaco (Sakemi et al.,
1996). Ainda assim, alguns estudos utilizaram fémeas e obtiveram sucesso na indugdo da SN
(Weening e Rennke, 1983; Chen et al., 1995; Hahn et al., 2004; Jeansson et al., 2009).

Em relacdo a idade dos animais, em geral séo utilizados camundongos com 6 a 8
semanas e peso entre 20 e 25 gramas (Vielhauer et al., 2004; Shui et al., 2006; Wu et al.,
2007) ou ratos com idade média de 8 semanas (Okuda et al., 1986; Sakemi et al., 1996) e
peso entre 150 e 350 gramas (Rangan et al., 1999; Kim et al., 2011). Alguns experimentos
foram realizados em animais mais jovens (Weening e Rennke, 1983) ou mais velhos (Hahn et

al., 2004) conforme objetivos dos estudos.

Hahn e colaboradores (2004) investigaram o efeito da idade sobre a inducéo da
lesdo renal pela doxorrubicina em camundongos de 5 e 12 semanas de idade e verificaram que
a lesdo foi mais intensa nos animais mais velhos. Esta diferenca de toxicidade pode estar

relacionada aos maiores picos plasmaticos e teciduais do farmaco e a menor velocidade de
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excrecdo urinaria nos animais mais velhos (Colombo et al., 1989). Na tabela 2 foram descritos
0s resumos metodoldgicos de diversos estudos que utilizaram roedores como modelo animal

de SN induzida pela doxorrubicina.

Na escolha da modelo animal a ser utilizado deve-se considerar as vantagens e
desvantagens de cada modelo e também o fato de que algumas linhagens de roedores sdo
resistentes a inducdo da SN pela doxorrubicina tais como C57BL/6J (Wang et al., 2000;
Pippin et al.,2009; Lee e Harris, 2011); B6, FVB, CAST (Zheng et al., 2005; Pippin et
al.,2009); AKR/J, C3H/HeJ, CBA/J, C57BL/10J, LP/J, SWR/J, SIL/J e 129S6/SvEvTac
(Zheng et al., 2006). Esta resisténcia &€ uma caracteristica autossdmica recessiva de heranca
mendeliana e pode estar relacionada a maior atividade da proteina arginina metil-transferase-7
(Prmt7) que inativa a doxorrubicina (Zheng et al.,2005). Apesar de resistentes a acdo deste
farmaco, camundongos da linhagem C57BL/6 podem desenvolver a SN apds receberem doses
maiores do que as usuais (Jeansson et al.; 2009; Heikkila et al., 2010).

As Antraciclinas

As antraciclinas sdo antibioticos glicosidicos obtidos a partir do Streptomyces
peucetius var. caesius (Chabner, 1996; Adriamycin, 2012). A doxorrubicina é um po
cristalino vermelho-alaranjado, soltvel em agua e pouco solGvel em alcool (Adriamycin,
2012), empregada no tratamento de tumores solidos. A Daunorrubicina, outra antraciclina, é
empregada na leucemia mieloide aguda (Muggia e Green, 1991; Gewirtz, 1999).
Desenvolvidas em 1960, representam as duas primeiras antraciclinas, sendo que a
doxorrubicina diferencia da Daunorrubicina apenas pela ligacdo de um grupo hidroxila
(Weiss, 1992).

Os mecanismos de acdo propostos para as antraciclinas sdo a interposicéo entre
pares de bases com inibicdo da sintese de DNA e RNA (Chabner, 1996; Gewirtz, 1999);
alquilacdo do DNA; interferéncias na separacdo das fitas de DNA; efeitos diretos sobre as
membranas; inibicdo da topoisomerase Il (Gewirtz, 1999); inducdo de apoptose celular
(Gewirtz, 1999; Park et al., 2005) e formacdo de radicais livres (Akyol et al., 2007; Ghodake
et al., 2010; Lebrecht et al., 2004; Takiue et al., 2012).
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Vantagens e Desvantagens no uso de ratos e camundongos como modelos de doenca renal
(modificada de Pippin et al., 2009)

Ratos

Camundongos

Vantagens

Desvantagens

Vantagens

Desvantagens

Maior quantidade de
tecido renal possibilita
diversas analises

Modelos de lesdo
podocitaria bem
definidos

Fécil isolamento de
glomérulos livres de
fragmentos tubulares
que fornecem muito
RNAmM e proteinas

Maior volume urinario
disponivel para
analises

Maior volume
sanguineo disponivel
para analises

Animais maiores
facilitam
procedimentos
cirtrgicos

Menor disponibilidade
de animais
modificados
geneticamente

Existéncia de
linhagens resistentes a
doxorrubicina

Menor disponibilidade
de reagentes e
marcadores para
estudos imunoldgicos

Maior disponibilidade
de animais
geneticamente
modificados

Menor periodo
gestacional

Menor custo de
aquisicdo e manutencao

Maior disponibilidade
de reagentes e
marcadores para
estudos imunolégicos

Existéncia de linhagens
resistentes a doxorrubicina

Limitada ativacdo do
complemento glomerular

Dificil isolamento de
glomérulos livres de
fragmentos tubulares

Menor volume urinario
disponivel para analises

Menor volume sanguineo
disponivel para analises

O uso de anticorpos
monoclonais de camundongos
aumentam as marcacdes de
fundo

Requerem maiores habilidades
cirirgicas

Requerem maiores habilidades
para injecdo endovenosa

Poucos modelos de leséo
podocitaria




TABELA 2

Metodologias de estudos que utilizaram roedores como modelo de SN induzida pela doxorrubicina

Estudos em Camundongos
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Autores Espécie Animal Doses Via administracdo N° Intervalos Sexo ldade ou Peso Duracéo
Lee et al., 2006 BALBI/c (SCID) 7,0 i.v (cauda) 01 M 6-8s 42
Wau et al., 2007 BALB/c 9,5 iv(?) 01 - M 8s 42
Chen et al., 1998; Zheng et al., 2005; Shui et BALBI/c 10,0 i.v (cauda) 01 - FeM 6a8s 18/ 15/ 20
al., 2006
Wang et al., 2000; Lenderink et al., 2007 BALBI/c 11,0 i.v (cauda/ cauda/ ?) 01 - M 20-25¢ 42/35
Vielhauer et al., 2004; Heikkila et al., 2010 BALB/c/ 13,0 i.v (cauda) 02/01 14 dias/ ----- M 22/25¢g 42/ 6
C57BL/6

Takiue et al., 2012 (C3H/ANLCsCs) 15,0 iv(?) 01 - M 8-10s 56
Chen et al., 1995; Hahn et al., 2004 BALB/c 20,0 i.v (cauda) 02/01 ? |- F 5-12s 47112
Jeansson et al., 2009 C57BL/6 25,0 i.v (cauda) o1 - F ? 6
Estudos em Ratos

Lebrecht et al., 2009 Wistar 1,0 v (?) 07 Semanal M 11a48s 259
De Boer et al., 1999 Wistar e Lewis 15 i.v (pénis) o1 - M 312¢ 84
Kim et al., 2011; Fogo et al., 1988; Okuda et  Wistar/ Lewis/ 2,0 i.p/liv (2?7 06/02 Semanal/20 MeF 150-300 g 35/ 217/ 196/
al., 1986; Sakemi et al., 1996 SD dias 140
Rangan et al., 1998; Mandelbaum et al., Wistar 3,5 *i.v (cauda/ 01 - MeF 186-320 g 35/ 35
1999 femoral)

Sternberg, 1970 SD 5,0a20,0 iv-(?) 01 - M 200-400 g 28
Abassi et al., 1992; Zima et al., 1998; Wang Wistar e SD 5,0 i.v (cauda/ cauda/ 01 - MeF 80a350¢ 21/ 21/ 42
etal., 2010 femoral/ cauda)

Mufioz et al., 2011 SD 6,0 i.v (cauda) 01 - M 180a250¢g 28
Rangan et al., 1999 Wistar 7,0 ? L0 M 222-296 g 28
Buranakarl et al., 2008; Weening e Rennke, SD e Wistar 7,5 iv(?/?) L0 M/ F 150a350¢ 14/ 55
1983

Bricio et al., 1992; Bertani et al., 1982 SD 7,5 i.v (cauda) 0 M 180a350¢g 21a30
Bertani et al., 1986 SD 75 **iv-(?) 01 - M 280-300 g 60
Van Goor et al., 1993 Wistar 8,0 iv-(?) 01 - M 12s 8

I.v = intravenosa; i.p = intraperitoneal; fem= femoral; ? — ndo informada; n°® = quantidade de injecdes; intervalo= tempo entre as inje¢des; m =
macho; f = fémea; idade (em semanas) ou peso (em gramas); duracdo = duracgdo total do experimento em dias; SD = sprague-dawley; * injecao
i.v associada a nefrectomia unilateral; ** injecdo i.v associada a clipagem renal unilateral.
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Em ratos e camundongos apds a injecdo a doxorrubicina é rapidamente removida
do plasma e depositada nos tecidos, sendo excretada principalmente na bile e moderadamente
na urina (Yesair et al., 1972; Tavoloni e Guarino, 1980). A doxorrubicina, menos
metabolizada, acumula-se nos rins, figado, coracéo e intestino liso com maior intensidade que
a Daunorrubicina, sendo que os niveis plasmaticos permanecem constantes e baixos ap6s 20
minutos (Yesair et al., 1972). Em doses intravenosas de 5 a 20 mg/Kg, aproximadamente 34%
¢ excretada na bile e 6-8% na urina em um periodo de 10 horas (Tavoloni e Guarino, 1980). O
acumulo renal pode ser o responsavel pela maior nefrotoxidade da doxorrubicina em relacéo a
Daunorrubicina (Lee e Harris, 2011). A distribuicdo da doxorrubicina apo6s injecdo

endovenosa em ratos est4 demonstrada na Figura 1.
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FIGURA 1 — Distribuicdo corporal da doxorrubicina em ratos com 3horas e 48
horas apds a injecdo endovenosa. (Modificado de Wilkinson e
Mawer, 1974).

Inducéo da SN com o uso de Antraciclinas

Semelhante & doenca em humanos, no modelo animal a les&o renal inicial ocorre
durante a indugéo da SN, que pode ser provocada pela formagdo de imunocomplexos com
antigenos renais ou pela acdo de toxinas (D Agati et al.,2011) e drogas, como no caso da
doxorrubicina (Pippin et al., 2009). Muitas substancias nefrotoxicas apresentam um efeito
agudo que pode provocar necrose tubular, no entanto, a doxorrubicina apresenta somente
discreto efeito agudo, mas importantes efeitos crénicos, que induzem a nefropatia (Okuda et
al., 1986).
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Em 1970 Sternberg evidenciou alteragdes estruturais em glomérulos de ratos apds
a injecdo de Daunorrubicina. Posteriormente, alguns estudos foram pioneiros na utilizacdo da
doxorrubicina para inducdo de lesdo renal em ratos (Bucciarelli et al., 1976; Bertani et al.,
1982 e 1986; O'Donnell et al., 1985) e em camundongos (Chen et al.,1995 e 1998; Wang et
al., 2000 ). Ainda na década de 70, foi descrito um caso clinico de lesdo renal em humano

apos quimioterapia com doxorrubicina (Burke et al., 1977).

A principal caracteristica funcional da SN, tanto em humanos quanto no modelo
animal, é a perda precoce de proteinas na urina, em especial a albumina. A doxorrubicina
induz lesBes renais em roedores semelhantes aquelas descritas em pacientes com SN (Okuda
et al., 1986; Chen et al.,1998; Wang et al., 2000; Lee et al., 2006). A auséncia de
imunoglobulinas e de elementos do sistema do complemento no tecido renal dos animais na
fase inicial da lesdo indica um efeito toxico direto do farmaco sobre o tecido renal (Weening e
Rennke, 1983; Bertani et al., 1986; Chen et al., 1998). Além disso, a obstrucdo mecanica do
fluxo sanguineo em um dos rins imediatamente antes e alguns minutos apés a injecao protege
este rim da lesdo, confirmando assim o efeito agudo e local da doxorrubicina (Bertani et al.,
1986; De Boer et al., 1999).

Em geral, nos estudos com inducdo da SN em roedores, 0s animais do grupo
controle recebem injec6es do veiculo da doxorrubicina, normalmente a salina (Zheng et al.,
2005; Wu et al, 2007; Pippin et al., 2009 ).

Vias de administracdo e dosagens

O cloridrato de doxorrubicina deve ser utilizado por via endovenosa com cuidado,
pois 0 extravasamento no momento da inje¢do pode provocar lesdes teciduais (Adriamycin,
2012) inviabilizando assim o modelo experimental. Em roedores a veia da cauda é
preferencial para a injecdo (Hahn et al., 2004; Zheng et al., 2005; Wang et al., 2010). Outras
vias tém sido utilizadas com menor frequéncia, tais como, veia femoral (Mandelbaum et al.,
1999), intraperitoneal (Kim et al., 2011); intracardiaca (Rangan et al., 2001; Wu et al., 2005)
e veia peniana (De Boer et al., 1999) (TAB. 2).

A via intraperitoneal apresenta maior facilidade de administracdo, mas a injecéo
intravenosa prové disponibilidade direta e elimina a dependéncia da absorcéo pela membrana
peritoneal (Pippin et al., 2009). A total biodisponibilidade da doxorrubicina injetada é um

fator importante na indugdo da SN, uma vez que diferencas de apenas 0,5 mg/Kg na dose
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injetada pode provocar falhas no experimento, especialmente em camundongos (Lee e Harris,
2011).

Em um dos primeiros trabalhos utilizando a doxorrubicina para induzir SN em
ratos, foi empregada injecdo endovenosa Unica de 7,5 mg/Kg peso corporal (Bertani et al.,
1982). nos estudos posteriores, em geral as dosagens utilizadas em ratos variaram entre 5,0 e
7,5 mg/kg, contudo também ja foram utilizadas doses desde 1,5 mg/kg (De Boer et al., 1999)
até 8,0 mg/Kg (Van Goor et al., 1993) (TAB. 2). Em camundongos as doses empregadas para
induzir a SN variaram, em média, entre 10,0 e 11,0 mg/Kg peso corporal, mas também ja
foram utilizadas doses desde 5,2 mg/Kg em camundongos BALBc (SCID), linhagem
naturalmente imuno-deprimida (Mahajan et al., 2006) até 25 mg/Kg, em camundongos

C57BL/6, linhagem resistente a acdo da doxorrubicina (Jeansson et al., 2009).

Percebe-se uma tendéncia para as injecdes em dose Unica da doxorrubicina,
contudo, dosagens mais baixas ou fracionadas parecem ser preferiveis em estudos de longo
prazo (Okuda et al., 1986; Sakemi et al., 1996; Lebrecht et al., 2004) (TAB. 2). Segundo
Bertani e colaboradores, para a indugdo da SN em ratos, tanto as dosagens de 7,5 mg/Kg
quanto de 3,0 ou 5,0 mg/Kg induzem proteinuria, que persiste por varios meses, contudo,
doses menores provocam lesdes renais menos acentuadas (Bertani et al., 1986). No estudo
realizado por Vielhauer e colaboradores, para induzir a SN em camundongos utilizou-se duas
injecBes de 13,0 mg/Kg, cada, com intervalo de 14 dias entre as injecfes. Segundo estes
autores, em camundongos injecbes de 11,0 mg/Kg de doxorrubicina induzem proteindria

transitoria com duracdo de 4 a 6 semanas (Vielhauer et al., 2004)
Técnicas de injecao

A contencdo do animal facilita o procedimento de injecdo. Para melhor
localizagéo da veia na cauda em ratos e especialmente em camundongos, pode-se promover a
vasodilatacdo prévia por meio de caixas de aquecimento (Lee e Harris, 2011). Nossa
experiéncia tem demonstrado que, a permanéncia do animal por 10 a 15 minutos em caixa
previamente aquecida a aproximadamente 38° C é suficiente para promover dilatacdo venosa
adequada (FIG. 2). Em geral a injecdo endovenosa é realizada com o animal acordado
(Bertani et al., 1982; Lee et al., 2006; Lee e Harris, 2011), contudo alguns autores preferem
anestesiar os animais previamente (Mandelbaum et al., 1999; Buranakarl et al.,2008; Jeansson
et al.,2009).
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Uma opgéo para reduzir a dose de doxorrubicina injetada e consequentemente 0s
efeitos colaterais é a utilizacdo de técnicas que potencializam o efeito do farmaco. Neste
sentido, De Boer e colaboradores (1999) obstruiram o fluxo sanguineo em um dos rins
(clipagem da artéria renal) durante a inje¢do, utilizando a dose de 1,5 mg/Kg, em ratos. A
técnica de obstrucdo do fluxo sanguineo para o rim contralateral também foi utilizada,
juntamente com injecdes de 3,5 mg/Kg (Rangan et al., 1998) e de 7,5 mg/Kg (Bertani et al.,

1986) de doxorrubicina, no denominado modelo acelerado de lesdo glomerular em ratos.

FIGURA 2 - Recipientes para aquecimento e contencdo de ratos ou
camundongos para a aplicacdo de injecdo endovenosa
(Arquivo proprio).

Devido as dificuldades técnicas da injecdo endovenosa em roedores, uma das
vantagens de trabalhar com a doxorrubicina é a possibilidade de induzir lesdo renal
progressiva, com apenas uma injecdo do farmaco (Chen et al.,1998; Rangan et al., 1999;
Pipinn et al., 2009), embora alguns pesquisadores prefiram as doses fracionadas (Lebrecht et
al., 2004; Kim et al,, 2011). Contudo, multiplas doses de doxorrubicina foram associadas a
cardiomiopatia e insuficiéncia cardiaca em ratos (Li et al., 2000). Como proposta para superar
as dificuldades técnicas da injecdo endovenosa Rangan e colaboradores (2001) sugeriram a
técnica de injecdo intracardiaca, em animais previamente anestesiados. Ainda assim, as veias

periféricas representam a principal via de acesso para a injecdo da doxorrubicina (TAB. 2).

Por causa do estreito indice terapéutico da doxorrubicina, pequenas diferencas na
dose injetada podem provocar grandes variagcdes na intensidade da lesdo renal, no modelo
animal de SN (Lee e Harris, 2011). Portanto, para utilizar o modelo experimental de SN
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induzida por medicamentos que contenham o Cloridrato de doxorrubicina, é importante um
estudo piloto para determinar a dose do medicamento e confirmar seus efeitos renais (Pippin
et al., 2009).

Por se tratar de quimioterapico de uso hospitalar controlado, sdo necessarios
certos cuidados de biosseguranca na manipulacdo desta substancia, como a utilizagéo de luvas
e mascaras descartaveis, Oculos de protecdo e roupas adequadas. A solucdo deve ser
manipulada com cuidado e em caso de contato com a pele ou mucosa, a regido devera ser

lavada com &gua e sabdo abundantemente (Adriamycin, 2012).

Avaliacdes bioguimicas e corporais em roedores com SN induzida pela doxorrubicina
Alteragdes bioquimicas

A proteinaria constitui a alteracdo bioguimica caracteristica da SN e serve para
confirmar a eficacia do modelo animal. Ocorre presenca de albumina na urina entre 5 e 7 dias
apos a injecdo da doxorrubicina (Bertani et al., 1982; Wang et al., 2000; Pippin et al., 2009)
ou um pouco antes, podendo ocorrer também perda de imunoglobulinas, especialmente IgG
(Chen et al., 1995; 1998). Além da proteinaria, h4 hipoalbuminemia, hipercreatinemia (Wang
et al., 2000; Lee et al., 2006), hematuria, reducdo no clearance de creatinina (Chen et al.,
1998) e aumento na razdo albumina/creatinina na urina (Chen et al., 1995; Jeansson et al.,
2009). Alguns autores ndo encontraram alteragdes significativas nos niveis de albumina
plasmatica (Okuda et al., 1986; Chen et al., 1998) ou de creatinina urinaria e plasmética
(Bertani et al., 1982; Okuda et al., 1986; Chen et al., 1995).

Animais com SN induzida pela doxorrubicina desenvolvem dislipidemia, com
aumento nos niveis séricos de colesterol (Buranakarl et al., 2008; Mufioz et al., 2011),
apolipoproteinas e triglicérides (Van Goor et al., 1993; Shearer et al., 2005). Alguns estudos
destacaram a participacdo da dislipedemia na patogénese da SN nesse modelo animal (Van
Goor et al., 1993; De Boer, et a., 1999; Shearer et al., 2005). Foi demonstrada correlagéo
positiva entre 0 aumento no colesterol plasmatico e a perda de albumina na urina (Shearer et
al., 2005). Além disso, o indice de esclerose glomerular apresentou maior correlagdo com o0s

niveis de colesterol plasmatico do que com a proteinuria (De Boer et al., 1999).
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AlteracOes corporais

Em geral héa relatos de perda de peso nesse modelo animal de SN ja nas primeiras
semanas apos a injecdo da doxorrubicina (Okuda et al., 1986; Rangan et al., 1998; Boonsanit
et al, 2006; Jeansson et al., 2009). Posteriormente ocorre ganho de peso nos animais com SN,
mas de forma bem mais lenta que no grupo controle (Wang et al., 2000; Lee et al., 2006;
Mufioz et al., 2011). Segundo Mihailovic-Stanojevic e colaboradores (2009) a perda de peso
pode estar relacionada a dose do farmaco e a linhagem animal utilizada, ndo sendo, portanto,
um achado constante. A perda de peso pode estar relacionada aos efeitos colaterais do

farmaco, conforme serd discutido posteriormente neste artigo.

Em relacdo aos 6rgdos internos, embora ocorra relato de redugdo progressiva no
peso renal de animais injetados com a doxorrubicina (Lee et al., 2006), de forma geral os
estudos demonstram aumento no peso deste érgdo (Okuda et al., 1986; Wang et al., 2000;
Boonsanit et al., 2006). Outros 6rgdos internos como cora¢do pulméo e figado tém sido pouco
investigados nesse modelo. Segundo Zheng e colaboradores (2005), estes 6rgdos ndo séo
afetados nas doses de doxorrubicina usualmente utilizadas para induzir SN em camundongos,
por um periodo de até 15 dias. Demais alteracOes relatadas nesse modelo animal de SN foram:
ascite (Bertani et al., 1982; Nakhoul et al., 2005), congestdo pulmonar, efusdo pleural
(Nakhoul et al., 2005) e hipertenséo arterial (Okuda et al., 1986; Mandelbaum et al., 1999).

Avaliagdes histologicas renais em roedores com SN induzida pela doxorrubicina
ColoracGes e técnicas empregadas

Coloragbes de rotina sdo utilizadas para verificacdo das alteracfes histoldgicas
renais, como Hematoxilina e Eosina (HE), Acido Periédico de Shift (PAS) (Bertani et al.,
1982; Okuda et al., 1986; Chen et al., 1998; Zhu et al., 2001), Tricromico de Masson (Bertani
et al., 1982; Wang et al., 2000) e impregnac6es pela Prata (Bertani et al., 1986; Vielhauer et
al., 2004). A microscopia eletrdnica é util para analises dos poddcitos e demais estruturas da
barreira de filtracdo glomerular (Weening e Rennke, 1983; Chen et al., 1998; Lee et al., 2006)
e a imuno-histoquimica para evidenciacao de linfocitos, macrofagos (Wang et al., 2000; Lee
et al., 2006; Mufioz et al., 2011), fibras colagenas, podocina, (Nakhoul et al.,2005;
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Heikkila et al., 2010), tenacina (Hahn et al.,2004), beta-catenina (Heikkila et al., 2010) e
moléculas de adesdo tipo ICAM-1 (Mufioz et al., 2011).

Para avaliar e quantificar a lesdo renal sdo utilizados sistemas eletronicos, com
auxilio de softwares de analises (Vielhauer et al., 2004; Lee et al., 2006). Para as laminas
coradas por HE e PAS tém sido proposta avaliacdo de no minimo, 20 glomérulos (Wang et
al., 2000; Vielhauer et al., 2004) ou tdbulos, ou 10 regides aleatorias em cada lamina
histologica (Wu et al., 2007), em aumento de 400 vezes (Wang et al., 2006; Wu et al., 2007).
Forma de avaliacdo semelhante é empregada para as técnicas de imuno-histoquimica ou
imunofluorescéncia de estruturas glomerulares (Chen et al., 1998; Rangan et al, 1999; Mufioz
et al., 2011) ou de areas corticais (Rangan et al.., 1999; Wang et al., 2006).

A esclerose glomerular pode ser avaliada por analise semi-quantitativa, com
pontuacdo entre 0 e 4, representando respectivamente de O a 100% de esclerose nos
glomérulos avaliados (Okuda et al., 1986; Chen et al., 1998). Para este céalculo considera-se o
percentual de aumento na area de matriz mesangial (PAS-positiva) dentro do glomerulo,
dividida pela area capilar glomerular total (Wang et al., 2006; Wu et al., 2007). Pode-se ainda
analisar 100 glomérulos por lamina e verificar o percentual destes glomérulos que apresenta
mais de 30% da sua area corada pelo PAS, o que correspondeu a esclerose significativa (Wu
et al., 2007).

Alteragdes Histoldgicas

No modelo animal de SN induzida pela doxorrubicina as lesdes tubulo-
intersticiais s&o minimas no 7° dia, moderadas no 14° dia e acentuadas entre 0 21° e 28° dia
apos a injecdo do farmaco (Rangan et al., 1999). O aspecto histologico destas lesdes se
assemelha aquelas observadas nos pacientes com SN (Lee et al., 2006; Pippin et al., 2009;
Wang et al., 2010).

Devido a proteindria, a lesdo renal inicia-se com a formacdo de cristais
intratubulares (Bertani et al., 1986). Com a evolucdo da doenga, percebe-se reducdo da
celularidade, atrofia e colapso do tufo glomerular além de expansdo mesangial (Chen et al.,
1998; Wang et al., 2000). Na fase tardia ocorre esclerose e vacuoliza¢do glomerular, fibrose
intersticial acentuada (Okuda et al., 1986) e atrofia tubular (Wang et al., 2000; Lee et al.,
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2006), com reducdo no tamanho das células tubulares, perda da borda em escova e
vacuolizacdo celular (Chen et al., 1998; Wang et al., 2000). Na figura 3 € possivel observar as

alteracdes histoldgicas presentes no tecido renal de animais injetados com a doxorrubicina.

A resposta inflamatoria contribui com a leséo renal, pois a proteindria persistente
promove estimulo continuo para as células tubulares, as quais secretam quimiocinas e
citocinas pro-fibroticas (Abbate et al., 1998). O excesso de albumina nos tabulos renais
aumentou a expressdo de MCP-1, citocina responsavel pela quimiotaxia dos macrofagos
(Wang et al.,1997), entretanto, na auséncia do infiltrado inflamatério a proteindria
isoladamente ndo foi suficiente para induzir a fibrose intersticial renal (Vielhauer et al.,
2004). Ainda, as alteragbes na distribuicdo das proteinas nefrina, CD2AP e ZO-1 foram
associadas ao aumento na expressdo podocitaria de CD80 (B7-1), molécula coestimulatéria

geralmente presente em algumas células da resposta imunoldgica (Reiser et al., 2004).

Na imuno-histoquimica, os rins de animais com lesdo induzida pela
doxorrubicina, apresentam, inicialmente, acimulo intersticial de macrofagos (Wang et al.,
2000; Lee et al., 2006), com posterior declinio destes e aumento na quantidade de linfocitos
TCD4" e TCD8" (Wang et al., 2000). Este acimulo de células inflamatorias ocorre somente
no intersticio e em geral ndo tem sido destacada a presenca de linfécitos B (Wang et al.,
2000). As alteracbes teciduais também sdo caracterizadas por aumento na expressao de
colageno tipo IV, fibronectina e laminina no tufo glomerular e capsula de Bowman (Chen et
al., 1998).

A microscopia eletrénica é possivel observar que as alteragBes podocitarias
iniciam-se logo nas primeiras horas ap6s a injecdo da doxorrubicina (Bertani et al., 1982;
Chen et al., 1995), com perda parcial da arquitetura dos poddcitos, ja no 13° dia da doenca
(Bertani et al., 1982). Na fase tardia da lesdo ocorre fusdo generalizada dos podocitos e
surgimento de vesiculas intracitoplasmaticas (Bertani et al., 1982; Okuda et al., 1986; Chen et
al.,1998). A lesdo evolui para a perda total dos processos podais (Lee et al., 2006) e formagéo

de grandes vactolos contendo fibrina (Okuda et al., 1986).
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Controle Doxorrubicina (28° Dia)

FIGURA 3 — Alteracgdes histologicas renais em ratos com SN induzida pela
doxorrubicina: (a, b, ¢, d) aspectos de normalidade nos animais
do grupo controle; (e, f, g, h) 28 dias apds injecdo da
doxorrubicina: presenca de infiltrado inflamatorio, fibrose,
esclerose e espessamento de membrana basal (HE; Tricrébmico
Masson; Prata Amoniacal e PAS, respectivamente - Tamanho
original x 400) — (Dados préprios).

A perda da seletividade de filtragdo da membrana glomerular provoca acimulo
intraglomerular de macromoléculas, com posterior deposicdo de matriz mesangial e
consequente esclerose glomerular (Okuda et al., 1986). Foi sugerido que o surgimento

precoce de albumina na urina é devido a perda da seletividade elétrica da barreira de filtracdo

glomerular, decorrente da perda das sialoproteinas nas primeiras horas apds a injecdo da
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doxorrubicina (Bertani et al., 1982). Estudos posteriores demonstraram que as alteracdes
elétricas foram subsequentes as alteracGes estruturais (Weening e Rennke, 1983; Chen et al.,
1998). Recentemente a proteindria foi associada a reducdo na espessura da camada de
glicocélice do endotélio glomerular, induzindo altera¢Ges tanto na seletividade elétrica quanto
na seletividade tamanho-especifica da barreira de filtracdo glomerular (Jeansson et al., 2009).

A lesdo podocitaria com consequente proteinuria depende da atividade da beta-
catenina, proteina que fixa a P-caderina ao citoesqueleto celular, no diafragma da fenda
podocitaria (Heikkila et al., 2010) e est4 relacionada a reducdo na expressao de nefrina e
podocina, proteinas integrantes do diafragma na barreira de filtracdo glomerular (Lai et al.,
2007), principalmente da nefrina, (Nakhoul et al., 2005; Blum et al., 2007). Algumas
estruturas componentes do diafragma da fenda podocitaria dos glomérulos estdo ilustradas na

Figura 4.

Percebe-se certa similaridade na descricdo histoldgica dos diferentes estudos
utilizando roedores como modelo de SN induzida pela doxorrubicina. Contudo, existe uma
variabilidade cronoldgica entre as descri¢des de alguns estudos, provavelmente devido as
diferencas na dose de doxorrubicina utilizada para induzir a leséo renal (Lebrecht et al, 2004;
Boonsanit et al, 2006). Em geral, a evolucdo da lesdo renal é dose-dependente em relagdo a

administracdo da doxorrubicina.
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FIGURA 4 — Representacdo esquematica do diafragma da fenda podocitaria
dos glomérulos (modificada de Blum et al., 2007 e D Agati
et al., 2011 ). NEPH = Nefrina; Nephl = Nefrina 1; ZO-1 =
Proteina-1 da zdnula de oclusdo; LAMB2 = Laminina beta 2;
TRPC6 = Canal de receptor transiente de potencial-6; FAT =
Proteina de adesdo, membro da superfamilia das
Protocaderina; MyolE = Miosina-1E; INF2 = Formina
invertida-2; CD2AP = Proteina associada ao CD2.

Efeitos colaterais pelo uso da doxorrubicina em roedores

Um dos problemas iniciais é o risco de extravasamento da Doxorrubicina no
momento da injecdo. Por ser muito tdxica aos tecidos pode provocar necrose tecidual severa
(Adriamycin, 2012) e inviabilizar o modelo ou comprometer os resultados da pesquisa
(Rangan et al., 2001). Na Figura 5 observa-se lesdo tecidual promovida por extravasamento

da doxorrubicina.

A toxicidade da doxorrubicina esta associada principalmente a atividade
proliferativa tecidual, sendo a medula éssea, tubo digestivo e gbnadas os tecidos mais
afetados (Adriamycin, 2012). Em humanos diversos estudos realgaram as alteragdes cardiacas
induzidas pelas antraciclinas (Olson et al., 1988; Gewirtz, 1999; Nascimento e Martins, 2005)
e relacionadas ao metabdlito Doxorrubicinol (Olson et al., 1988). A insuficiéncia cardiaca
congestiva em humanos foi relacionada & dose total de 550 mg/m? (Adriamycin, 2012), o que

estd bem acima daquela utilizada no modelo animal de leséo renal. Por exemplo, em ratos


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rangan%20GK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11560405
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adultos jovens (200 a 300 gramas) utiliza-se em média 7,5 mg/Kg de peso corporal, que

corresponde a aproximadamente 105 mg/m? (Bertani et al., 1982).

FIGURA 5 — Lesdes na cauda de ratos, provocadas por extravasamento da
doxorrubicina durante a injecdo endovenosa (Dados préprios)

Em estudos para avaliar os efeitos cardiotdxicos da doxorrubicina em ratos, foi
utilizada dose de 15,0 mg/Kg (tong et al., 1991; li et al., 2000) que induziu alteracOes
oxidativas precoces (Li et al., 2000), e insuficiéncia cardiaca congestiva nesses animais
(Tong et al., 1991). Também ha relatos de alteracbes cardiacas em ratos, com administragdes
de apenas 6,0 mg/Kg do farmaco, por via endovenosa (Monti et al., 1986) ou de 10 mg/Kg
por via intraperitoneal (Bolaman et al., 2005), as quais ndo foram associadas ao metabolito
Doxorrubicinol (Monti et al., 1986). Contudo, as alteracGes cardiacas geralmente ndo tem

sido foco das avaliagdes nos estudos sobre a SN induzida pela doxorrubicina em roedores.

A doxorrubicina provoca anorexia nas primeiras 24 horas apds a injecdo, que
pode perdurar por varios dias. Existe também a possibilidade de surgimento de alteracdes na
mucosa bucal (Adriamycin, 2012). Conforme relatado anteriormente, um efeito colateral
bastante descrito em roedores é a reducdo do peso corporal, nas primeiras semanas apos a
injecdo do farmaco (Bertani et al., 1982; Van Goor et al., 1993; Mufioz et al., 2011),
associada a reducgédo no consumo alimentar (Buranakarl et al., 2008; Jeansson et al., 2009) ou
solucdo de eletrélitos e glicose pode evitar a perda de peso nos animais tratados com a

doxorrubicina (Jeansson et al.,2009).
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Considerac0es finais

A utilizacdo de modelo animal tem proporcionado avango nas pesquisas sobre
doencas renais, incluindo a SN. O modelo de inducao da SN pela doxorrubicina em roedores €
amplamente empregado em estudos com diferentes enfoques. Para a inducdo da leséo renal
tém sido utilizados principalmente camundongos BALB/c e ratos Sprague-Dawley ou Wistar,
machos e adulto-jovens, sendo a doxorrubicina administrada em dose Unica ou fracionada. Na
escolha do modelo animal, deve-se considerar a susceptibilidade da linhagem, bem como a

disponibilidade comercial de reagentes e marcadores biolégicos para os pardmetros avaliados.

Considerando-se a dificuldade técnica e possibilidade de erro durante a aplicacdo
da doxorrubicina, parece existir uma tendéncia geral para o esquema com dose Unica na veia
caudal. Apesar da variedade de metodologias empregadas, especialmente em relacdo ao
periodo de inducdo da doenga e dose de doxorrubicina administrada, as lesdes renais e as
alteragbes bioquimicas e corporais nesse modelo animal assemelham-se bastante as
manifestacdes da SN em humanos, sendo, portanto, um modelo bastante viavel para pesquisas

nesta area.
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Resumo

A Sindrome Nefrotica Idiopatica (SNI) é uma doenca multifatorial, caracterizada por
proteinuria, hipoalbouminemia, edema generalizado e hiperlipidemia. Estudos, em humanos e
modelos animais associaram a SNI as alteragdes na resposta imunolégica. O objetivo deste
artigo € rever as evidéncias clinicas e experimentais da participacdo da resposta imunoldgica
na etiopatogenia da SNI. Existe um consenso, sobre o envolvimento do sistema imunolégico
como indutor ou perpetuador da SNI, contudo, ainda sem um padrdo bem definido de
resposta. A maioria dos estudos demonstram alteragbes na dindmica dos linfdcitos T,
especialmente das células T reguladoras, além dos relatos da participacdo do sistema
complemento e dos linfécitos B na fisiopatologia da SN. N&o existe um marcador
imunolégico incontestavelmente relacionado a proteindria, apesar das evidéncias apontarem
para a participacdo de algumas citocinas tais como a IL-8. Tendo em vista a complexidade
fisiopatoldgica da SNI e a diversidade de resultados em diferentes estudos, avaliacdes
longitudinais caracterizando o perfil evolutivo da resposta imunoldgica poderiam servir de
base para o desenvolvimento de imunoterapias especificas e individualizadas, Uteis para a

melhora clinica do paciente e melhor progndstico da doenca.

Descritores: Sindrome nefrética idiopatica. Imunologia. Inflamacéo. Linfdcitos. Citocinas.

Revisao.
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Abstract

Idiopathic nephotic syndrome (INS) is a multifactorial disease, characterized by proteinuria,
hypoalbuminemia, generalized edema and hyperlipidemia. Studies in humans and animals
models associated INS with changes in the immune response. This article purpose is to revel
clinical and experimental evidences of the involvement of the immunological response in the
pathogenesis of INS. There is a consensus on the involvement of the immune system to
induce or perpetuates INS, however, still there is not a well-defined pattern of response. Most
of the studies show changes in the dinamic of T lymphocytes, especially of the regulatory T
cells, in addition of reports of the involvement of the complement system and B lymphocytes
in the NS pathophysiology. There is no immunological marker undeniably linked to
proteinuria, despite evidences suggesting the involvement of some cytokines such as IL-8. In
order of the pathophysiological complexity of INS, longitudinal studies, characterizing the
developmental profile of the immune response could be the bases for the development of
specific and individualized immunotherapies, useful for the clinical improvement and better

prognosis.

Keywords: Idiopathic nephrotic syndrome. Immunology. Inflammation. Lymphocytes.

Cytokines. Review.



62

Introducéo

A Sindrome Nefrotica (SN) é uma glomerulopatia bastante comum em criancas e
adultos [1,2], caracteriza-se por proteiniria macica, hipoalbuminemia, edema generalizado,
hiperlipidemia e pode ser provocada por lesdo renal priméria ou estar associada as doencas
sistémicas [1,2]. Denomina-se sindrome nefrotica idiopéatica (SNI) aquela provocada por lesdo
renal primaria, que pode ser do tipo sindrome nefrética por lesées minimas (SNLM) ou
glomeruloesclerose focal e segmentar (GEFS) [1,3]. Devido a relevancia clinica da resposta
ao tratamento com corticosterdides a SNI também foi classificada em sindrome nefrética
cortico-sensivel (SNCS), sindrome nefrética cortico-dependente (SNCD) e sindrome nefrotica
cortico-resistente (SNCR) [1].

Algumas evidéncias sugerem um papel importante do sistema imune no
desencadeamento ou manutencao da SNI, tais como a resposta anormal dos linfécitos T [4,5],
a participacao de citocinas [6], a existéncia de um fator de permeabilidade vascular circulante,
relacionado as recidivas da doenca apos transplantes renal [6] e a melhora clinica observada

apos o tratamento com corticosterdides e imunossupressores [7].

Apesar dos avan¢os nos estudos da SNI nas ultimas décadas, em especial no
campo da imunologia, sua fisiopatologia ainda permanece desconhecida [3]. O objetivo desse
trabalho é rever os diferentes estudos, realizados em humanos e em modelo animal,
caracterizando a participacdo da resposta imune na fisiopatologia da SNI, a fim de abrir
perspectivas para novos estudos, uma vez que o melhor entendimento da fisiopatologia desta

sindrome proporcionara o desenvolvimento de terapias mais eficazes e especificas.

Papel do Sistema Imune na Sindrome Nefrotica
Aspectos historicos

No ano de 1956, Gitlin e colaboradores [8] comprovaram o aumento da sintese de
gamaglobulinas em criancas com SNI, provavelmente o primeiro relato de alteracdo
imunoldgica em pacientes com SN. Alguns anos mais tarde, nas décadas de 70/80, diversos
pesquisadores direcionaram o foco das investigacbes sobre a SN para as abordagens
imunologicas desta doenca, sobretudo as alteragfes dos linfocitos T e das imunoglobulinas

[4,9-13]. Foram relatados aumento na concentracdo sérica de imunoglobulinas IgM [11] e
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reducdo de IgG em pacientes com SN [11,12,14]. Tais descobertas foram confirmados
posteriormente em modelo animal de SN induzida pelo Aminonucleosideo de Puromicina
(PAN) [15].

Em 1974 Shalboub e colaboradores [9] hipotetizaram que uma alteragdo primaria
das celulas T, resultaria na producéo de linfocinas toxicas circulantes, sendo responsavel pela
desordem conhecida como Nefrose Lipdide. Em 1976, Moorthy e colaboradores [16]
demonstraram que o plasma de pacientes com Nefrose Lipoide inibia a resposta blastogénica
de linfocitos ao mitdégeno Fitohemaglutinina (PHA). A Nefrose Lipdide posteriormente foi
denominada SNLM e a linfocina toxica como fator de permeabilidade vascular [17,18]. Nos
estudos iniciais o sobrenadante da cultura de leucdcitos, de pacientes com SNI, induziu
proteindria em ratos [10,13] e a substancia presente nesse sobrenadante, descrita como
linfocina e denominada Fator Reativo de Pele (Skin Reactive Factor) [19], provocou reducgéo
nos sitios aniénicos da membrana basal glomerular, associada a proteindria [13,20].

O Infiltrado inflamatdrio renal na patogénese da SNI:

Na SNI, observa-se precocemente infiltrado inflamatério tabulo-intersticial de
celulas mononucleares, com predominio de mondcitos/macréfagos e linfécitos T [21-23]. A
intensidade do infiltrado inflamatdrio estd associada a reducdo na filtragdo glomerular,
deposicdo de proteinas da matriz extracelular, formacdo de tecido cicatricial e posterior
esclerose intersticial [21,24]. Criancas com SNI do tipo GEFS apresentaram maior
quantidade de linfocitos e macréfagos no tecido renal do que aquelas com SNLM [25]. As
células do epitélio tubular podem atuar como células apresentadoras de antigenos e estimular

os linfécitos T, perpetuando assim o processo inflamatorio [21].

Glomérulos de ratos com SN apresentaram maior expressdao de B7-1 (CD80),
molécula coestimulatéria geralmente presente na superficie de linfocitos B e de células
apresentadoras de antigenos [26]. O tecido renal de animais com SN induzida pela
doxorrubicina mostrou actmulo intersticial inicial de macré6fagos [27-29], com posterior
diminuicdo destes [28,30] e aumento na quantidade de linfocitos TCD4" e TCD8" [30], com
predominio das células TCD4" [31]. O infiltrado de mondcitos/macréfagos no tecido renal foi
relacionado ao aumento na expressao de moléculas de adesdo do tipo ICAM-1 [32].
Linfocitos CD25" também foram evidenciados no intersticio renal de animais com SN

induzida pela doxorrubicina [29]. Embora exista relato da presenca de macrdfagos também
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nos glomérulos de animais com SN [32], a maior parte dos estudos ndo tem detectado

infiltracdo glomerular por macréfagos e nem por linfécitos [23,28,30,33].

Fatores teciduais atuam na determinacdo do fendtipo de mondcitos/macrofagos
recrutados para o tecido renal e o perfil das citocinas liberadas no tecido renal regula o
processo de diferenciacdo das células mononucleares. Citocinas do tipo Thl induzem
diferenciacdo em macrofagos classicos, denominados M-1, citotdxicos e produtores de
citocinas pré-inflamatorias. Por outro lado, as citocinas do tipo Th2 originam macrofagos
alternativos, denominados M-2, produtores de citocinas anti-inflamatorias [23, 34-36].
Macréfagos de camundongos saudaveis cultivados na presenca de IL-4 e IL-13 ou de
lipopolissacarideos (LPS) induziram fendtipos M-2 e M-1, respectivamente. Em seguida, as
células M-2 injetadas em camundongos com SN reduziram a quantidade de macrdfagos renais
nativos (M-1), bem como as alteracdes bioquimicas e histolégicas da doenca, enquanto 0s
animais injetados com células M-1 apresentaram piora da doenca [36]. Em experimento mais
recente, macréfagos diferenciados em M-2, pela acdo das citocinas IL-10 e TGF-beta,
também inibiram os macréfagos M-1 e os linfocitos TCD4" e TCD8" e induziram a
diferenciacdo de células T reguladoras no intersticio renal de camundongos com SN induzida

pela doxorrubicina, com consequente melhora dos animais [23].
Participacdo dos linfocitos T na patogénese da SNI

Estudos iniciais sugeriram a existéncia de um fator sérico responsavel pela
reducdo na funcdo dos linfécitos T em individuos com SNI [4,16,37,38], além de alteracdes
nos percentuais dos linfocitos TCD4" e TCD8" [38]. Em 1985, Schnaper e Aune [37]
relataram a presenca de um fator solivel na urina e no soro, de criangcas com SNLM,
denominado supressor soluvel da resposta imune (SIRS). Outros estudos mostraram
alteracBes na relacdo entre as subpopulacdes de linfocitos T, TCD4" / TCD8", no sangue
periférico de pacientes com SN, com menor atividade das células TCD4" [12,39,40], aumento
na quantidade dos linfocitos TCD8™ [39] e das células natural killer (NK) [40]. Em modelo
animal de SN, a deplecdo dos linfocitos TCD4" induziu aumento dos linfocitos TCD8" e
macrofagos no tecido renal e piora da doenca, sugerindo assim funcdo protetora para 0s
linfocitos TCD4" [41]. Em trabalho de pesquisa paralelo, a deplecdo dos linfocitos TCDS,
também em modelo animal de SN, reduziu significativamente as lesfes renais e a quantidade

de macrofagos teciduais, sugerindo entdo funcéo deletéria para estas células [42].
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As evidéncias iniciais da participacdo dos linfocitos T na patogénese da SNI
foram reforcadas pelo estudo de Tejani e colaboradores [43] que, utilizaram Ciclosporina-A
para induzir remissdo da doenca em criangas, associada a reducdo nos niveis de Interleucina-2
(IL-2), uma citocina produzida predominantemente por linfocitos T. As ciclosporinas ainda
sdo bem indicadas no tratamento da SNI, especialmente naqueles individuos resistentes aos

corticoides [7].

Trabalhos mais recentes também demonstraram alteraces na resposta dos
linfocitos T na SNI, como na pesquisa de Okuyama e colaboradores [44], em que células
mononucleares do sangue periférico (PBMC) de pacientes com SNI aumentaram a expressdo
de RNAm para a proteina apoptética TRAIL, sugerindo assim possivel participacdo da
mesma na funcdo alterada dos linfécitos T. Na pesquisa de Musial e colaboradores [45]
ocorreu reducdo na expressdo da cadeia zeta nas células NK no sangue periférico de criangas
com SNI e também em linfécitos TCD8" em cultura estimulada com anti-CD3/IL-2r. A
cadeia zeta € componente do complexo, receptor de células T/CD3 (TCR/CD3) de linfécitos
T, e também do CD16, molécula expressa na superficie de células NK, sendo importante na
ativacdo e proliferacdo destas células, por coestimulacdo. A redugdo na expressdo da cadeia
zeta pode ser devido ao aumento da sua degradacdo em resposta a hiperatividade dessas
células [45].

A gravidade da SNI estd associada a menor atividade das células T reguladoras
[6,18,23,46-48]. A principal célula com capacidade imunossupressiva ¢ o linfocito T
regulador natural, um linfécito TCD4" diferenciado no timo e que constitutivamente expressa
alta concentracdo de CD25, uma cadeia alfa do receptor para a citocina IL-2 (CD4'CD25%)
[49]. A célula T reguladora induzida origina-se na circulacdo periférica a partir da célula
TCD4" virgem (TCD4" naives) sob a acdo de estimulos antigénicos [49] ou de citocinas
imunossupressivas, como a TGF-beta [50] (FIG. 1). As células reguladoras induzidas séo
subdivididas em Th3 (produtoras de TGF-beta) e Trl (produtoras de IL-10 e IFN-alfa) [51]. O
fator de transcricdo FOXP3 atua na conversdo das células TCD4 virgens em TCDA4
reguladoras [50,51]. Outras populacdes de células como os linfécitos TCD8" reguladores e as
NKT reguladoras, podem também assumir funcdo imunossupressora (para maiores detalhes,

ver revisao de Le e Chao [51].

A participacio dos linfocitos TCD4" na fisiopatologia da SN em modelo animal

foi descrita inicialmente por Wang e colaboradores [41] ao observarem que a deplecdo destas
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células piorou a doenca, sugerindo assim funcdo protetora para estes linfdcitos, sem
definirem, contudo, qual subclasse de linfocitos TCD4" teria esta funcdo protetora.
Posteriormente, este mesmo grupo relatou que a transfeccdo viral de FOXP3 em células
TCD4"CD25" gerou células T reguladoras, com altos niveis de FOXP3, TGF-beta e CTLA-4,
que inibiram a proliferacdo, in vitro, das células TCD4"CD25". Apos serem injetadas em
camundongos com SN induzida pela doxorrubicina, estas celulas reduziram as alteracGes
bioquimicas e histologicas caracteristicas da doenca [52]. Em outra investigacdo deste mesmo
grupo, linfécitos TCD4'CD25" inibiram a producdo de TNF-alfa, 1L-12, MIP-1 alfa/CCL3 e
iINOS em cultura de macréfagos, sendo esta acdo dependente de TFG-beta, mas ndo de IL-10
[53]. Linfocitos TCD4"CD25" também reduziram a quantidade de macréfagos no intersticio
renal de animais com SN induzida pela doxorrubicina e aumentaram a expressao renal de
FOXP3, sendo que o grau de melhora das lesdes teciduais foi diretamente correlacionado aos
niveis de FOXP3 e dependentes da presenca de TGF-beta [53]. Pesquisa realizada em
criancas com SNI também mostrou reducdo na quantidade de FOXP3 no tecido renal desses

pacientes [25].
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FIGURA 1 - Funcdo supressora das células T reguladoras - Células TCD4"
naives assumem fendtipos Thl, Th2, Th1l7 e T-reg de acordo
com as citocinas locais - modificado de Wang, et al. [47] .

Em camundongos com SN induzida pela doxorrubicina foi observado aumento na

expressdo renal de TGF-beta pelas células Tyd (gama-delta), um subgrupo de células T cujo
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TCR é formado pelas subunidades gama e delta. A deplecdo destas células, de fendtipo
regulatério, promoveu piora da doenca, sugerindo assim que a producdo do TGF-beta, pelas
células T—yd, estaria relacionada a ativagdo das células T reguladoras [46]. Células T
reguladoras (CD4"CD25'FOXP3") de pacientes com SNLM apresentaram pior capacidade
supressora sobre a proliferacdo das células T efetoras (CD4'CD25" FOXP3Y), quando
cultivadas em conjunto. Embora ndo tenha ocorrido reducdo na quantidade de células T
reguladoras nem nos niveis de IL-2 ou TGF-beta, os niveis de IL-10 estavam reduzidos nesses
pacientes [5]. Na pesquisa realizada por Shao e colaboradores (2009), em células
mononucleares do sangue periférico de criancas com SNI, ocorreu reducdo na frequéncia de
células T reguladoras e aumento na frequéncia das células Thl7, sendo sugerido que o
aumento na relacdo celular Th17/ T reguladora pode induzir inflamacdo tecidual local e
contribuir para a lesdo renal, proteindria e progressdo da SNI [54]. Recentemente, 0 aumento
na resposta Th17 também foi destacada em modelo animal de SN induzida pela doxorrubicina
[55].

Algumas observacbes paralelas contribuiram com as evidéncias acerca das
alteracdes no balanco e perfil funcional das células T reguladoras na SNI, como a incidéncia
de SN em pacientes com a sindrome ligada ao cromossomo X (Sindrome IPEX), uma
desordem genética por mutacdes no gene FOXP3, que resulta na producdo defeituosa de
linfocitos T-reguladores (CD4'CD25") [18,48]. Portanto, tem sido definida uma relagéo entre
a atividade dos linfécitos T-reguladores (TCD4'CD25" FOXP3") e a SNI.

De acordo com Sellier-Leclerc e colaboradores, 2007 [56] a patogénese da SNI
apresenta maior relacdo com a atuacdo das células imaturas do que das células T periféricas
diferenciadas, uma vez que células-tronco, imaturas (CD34") e células mononucleares do
sangue periférico (CD34") provenientes de pacientes com SNI, ap6s serem injetadas em
camundongos imunocomprometidos (SCID), induziram o surgimento de células CD45"
(leucocitos humanos) no sangue periférico destes animais. Contudo somente os animais que

receberam as células-tronco (CD34") desenvolveram proteindria.

As descobertas das décadas de 70/80 corroboraram as suspeitas iniciais da
participacdo da resposta imune na patogenia da SNI. Desde entdo, varios estudos tém
procurado elucidar a relagdo complexa entre a regulacdo do sistema imune e a SNI, tanto em
humanos quanto em modelos animais. As tabelas 1 e 2 resumem as principais descobertas

desses estudos



TABELA 1

Resultados de avaliagcdes imunologicas em estudos com pacientes portadores de S.N.I

Autores Ano Resultados Relevantes
[11] 1975t Sérico de IgM e ¥ de 1gG e IgA
[12] 1983 ¥ Sintese de IgM e 1gG e da relagdo LTCD4*/LTCDS8*, com menor atividade LTCDA4".
[14] 1985 1 Sérico de IgM; IgE e LB e ¥ sérico de 1gG ¥ na relagdo LTCD4*/LTCDS".
[37] 1985 Presenca de um fator solGvel na urina e no soro (Supressor Sollvel da Resposta Imune).
[39] 1991 ¥ LTCD4" e t LTCDS" € da expressio de HLA-DR na superficie de LTCDS".
[20] 1992 Sobrenadante da Cultura de PBMC de criangas com SNI induziu proteindria e alteragdes elétricas na membrana basal glomerular de ratos.
[57] 1994 1 |L-8/CXCL-8 sérica e de RNAm para IL-8/CXCL-8 nas PBMC.
[58] 1995 t IL-4; IL-8/CXCL-8, IFN-gama séricos e na producdo de IL-2 e IL-4 em cultura de PBMC.
[59] 1999 1 L-13 em linfécitos TCD4+ e TCD8+ no sangue periférico.
[40] 2002t NK, LB, receptor solvel da IL-2, TNF-alfae ¥ na relagio LTCD4"/ LTCDS".
[60] 2003 1t Receptores soldveis de IgE (SCD23) e de IL-2 (SCD25).
[61] 2004 1t Fator de transcrigdo para IL-4 (c-maf) e do fator de transcricio NF-KB em células LTCDA4".
[3] 2008 1t Sérico de TGF-b e correlagiio positiva entre T urinarios de 1L-8/CXCL-8 e presenca de proteindria
[5] 2009 ¥ 1L-10 em linfécitos T-reg. e piora da capacidade supressora sobre linfdcitos T-efet. t IL-2, IL-8/CXCL-8 e TNF-a em cultura PMBC.
[62] 2009t sérico de IL-8/CXCL-8 € MIP-1beta/CCLA4.
[54] 2009 1t Frequéncia de Th17 e ¥ frequéncia de linfécitos T-reg. em PBMC. 1 IL-6 ¢ IL-1 no soro e T 1L-17 e TGF-beta no tecido renal
[25] 2010 t Percentual renal de LTCD3", macréfagos e LB e de linfdcitos T-reg. (FOXP3™).
[45] 2010 ¥ Expressio da cadeia zeta em células NK do sangue periférico e em LTCD8* em cultura estimulada

68
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TABELA 2
Resultados de avaliagcdes imunologicas em estudos utilizando modelo animal de S.N
Autores Ano Duracéo Resultados Relevantes

[63] 1992 28 dias  Associacdo entre maior producdo de IL-1 por macréfagos renais e presenca de proteilria.
[64] 1997 - t Sintese e secrecio de MCP-1/CCL2 por células tubulares proximais cultivadas na presenca de albumina.
[65] 1999 28 dias  Associacgdo entre maior ativacdo do NF-kB e presenca de proteindria, infiltrado de macréfagos e lesdo tecidual.
[30] 2000 42dias 1 Macr6fagos no intersticio e glomérulos e de LTCD4* e LTCD8* somente no intersticio.
[30] 2000  42dias ¥ Expressio de LTCD4" induziu ¥ de LTCD8* e macréfagos e consequente piora da lesao renal.
[41] 2001 42dias ¥ Expressio de LTCD8" ¥ a lesdo renal.
[28] 2004 42 dias  Inibicdo do CCR1, receptor das quimiocinas CCL1, 2, 3, 4 e 5, que estdo aumentadas no tecido renal, melhorou a SN.
[29] 2005 28 dias  Vacinacdo com DNA de MCP-1/CCL2 e RANTES/CCLS5, melhorou os parametros bioquimicos e histoldgicos da doenca.
[52] 2006 28dias A inducéo de linfécitos T-reg. ¥ a proliferacdo de linfécitos T-efet. e as alteragBes bioguimicas e histoldgicas da SN
[53] 2006 28dias  Linfdcitos T-reg., através do TGF-b, ¥ a quantidade e a ativagdo de macr6fagos, T a expressio renal de FOXP3.
[26] 2007 70dias  Altos niveis de IL-13 induziram SN, hipercolesterolemia e T na expresséo glomerular de B7-1 (CDS80).
[46] 2007 42 dias  Deplegdo dos LT(g/d), responsaveis pela alta expressdo de TGF-b, promoveu piora da SN
[66] 2010 42 dias  Correlagdo positiva entre niveis aumentados de IL-6 na urina e tecido renal e a presenca de proteindria.
[23] 2010 28dias ¥ Infiltrado inflamatorio e melhora dos parametros bioguimicos e das lesBes renais apés transfusio de células M2.
[32] 2011 28 dias  Tratamento com antagonista AT-1 reduziu a expressao renal de ICAM-I, macréfagos e a producéo de superdxidos.
[55] 2012 28dias  |ndugto de resposta Thi, pelo uso do GSL-1, ¥ a resposta Th2 e reduziu a proteindria e a leséo renal.

t = Aumento: ¥ = Reducdo; Ig = Imunoglobulinas; LTCD4*, LTCD8" e LTCD3" Linfdcitos TCD4*, TCD8" e TCD?®; LB=Linfécito B; PBMC = Células
Mononucleares do Sangue Periférico; T-reg. = T-reguladores; T-efet. = T-efetores; NK = Células Natural Killer; MIP-1beta/CCL4 e MIP-1 alfa/CCL3 =
Proteina Inflamatdria Macrofagica-1 beta e 1 alfa; TGF-b = Fator de transformacéo de crescimento — beta; iINOS = Oxido nitrico sintase induzida; IL =
Interleucinas; TNF-a = Fator de Necrose Tumoral — alfa; HLA-DR = Antigeno Leucocitario Humano; PDGF-BB = Fator de Crescimento Derivado de
Plaquetas; B7-1 = Molécula coestimulatoria; LT(g/d) = Linfdcitos T gama/delta; Células M2 = macrdfagos produtores de IL-10 e TGF-b; AT-1 = Receptor da
angiotensina Il; GSL-1 = Glicoesfingolipideo bacteriano, agonista de resposta Thl em células T natural killer
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Participacdo dos linfdcitos B e sistema do complemento na patogénese da SNI

Poucos trabalhos investigaram o envolvimento dos linfocitos B em pacientes com
SNI. Estudos pioneiros destacaram o aumento na quantidade destas células na fase ativa da
doenca [14,38,67]. Alguns estudos mais recentes mostraram o envolvimento dos linfécitos B
na SNI, tanto de forma direta por analises histoldgicas [25] e hematoldgicas [40], quanto
indiretamente pelo controle da SNI com o uso do Rituximab, um anticorpo inibidor da
proliferacdo e diferenciacdo destas celulas [25,68-70]. Em pacientes com GEFS, o tratamento
com Rituximab reduziu a proteindria bem como a quantidade de linfocitos B no sangue
periférico [68]. Niveis séricos elevados do receptor solvel de IgE (sCD23) e niveis séricos e
urinarios elevados do receptor soltvel de IL-2 (sCD25) durante a fase de recidiva da SNI em
criancas cortico-sensiveis sugerem anormalidades simultaneas, tanto dos linfocitos T quanto
dos linfocitos B, na patogénese da SNI [60]. Em modelo animal de SN pela doxorrubicina,

ndo foi destacada a presenca de linfocitos B no tecido renal [30].

O sistema do complemento consiste em um conjunto de mais de trinta proteinas
plasmaticas que podem estar solUveis ou aderidas as proteinas de superficie. A ativacdo de um
componente do complemento promove uma cascata sequencial de reagdes com a producao de
anafilatoxinas (C3a e C5a), potentes quimiotaticos para neutrdfilos e mondcitos. O resultado
final da ativacdo do complemento é a formacdo do complexo de ataque & membrana (MAC;
C5b-9), também denominado complexo terminal do complemento (TCC), responsével pela

formacéo de poros na membrana, resultando em lise celular [71].

O sistema do complemento esta relacionado as alterac6es inflamatdrias no tecido
renal. A ativacdo deste sistema, in vitro, induziu a formac¢do do MAC na superficie de células
epiteliais tubulo-proximais humanas além da producéo das citocinas IL-6 e TNF-alfa, efeito
este dependente do componente C6 [72]. Tanto a ultrafiltracdo glomerular dos componentes
do sistema do complemento, quanto a formacdo intratubular do MAC estéo relacionados ao
acumulo de miofibroblastos peritubulares em ratos com SN induzida pela doxorrubicina,
eventos estes dependentes da atuacdo do componente C6 do sistema complemento [73]. Em
modelo de SN induzida pelo Aminonucleosideo de Puromicina, o bloqueio da formacéo do

MAC produziu melhoras nos animais [74].

As superficies das celulas do tubulo proximal apresentam atividade de C3
convertase, portanto, alteraces na barreira de filtragdo glomerular e presenca de proteinas do
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sistema do complemento no filtrado tubular induz ativacdo destas proteinas e consequente
formagdo do MAC [72]. Em modelo animal de doenca renal cronica, ndo proteindrica, o
MAC néo influenciou o desenvolvimento da lesdo tubulointersticial, confirmando assim que a
participacdo do sistema do complemento estd condicionada a presenca de proteinas na luz
tubular [75]. Em geral os relatos da presencga e ativacdo do sistema complemento na SN

apontam para uma localizacgéo tubular e peritubular dos componentes deste sistema [73,76].

Diferentes modelos animais de SN ou esclerose glomerular foram utilizados para
demonstrar a participacdo do sistema do complemento na etiopatogenia da doenca [73,76-78].
No modelo de SN por sobrecarga proteica foram detectados depdsitos dos componentes C3 e
formacdo do MAC na superficie luminal das células tabulo- proximais [76]. A auséncia do
componente C6 protegeu o animal do acumulo de miofibroblastos peritubulares, mas nao
alterou o declinio da funcdo renal, sugerindo a existéncia de outros fatores envolvidos na
promocao da lesdo tubulo-intersticial [73]. Em modelo animal de glomerulonefrite, o bloqueio
do CD59, uma proteina regulatéria que inibe a formacédo final do MAC, provocou acumulo
glomerular de macréfagos, maior formacdo do MAC, aumento na expressdo das moléculas de
adesdo (ICAM-1) e maior deposicdo de fibrina nos glomérulos [79]. Efeitos semelhantes
foram demonstrados em modelo animal de glomerulonefrite usando camundongos knockout
para 0 gen CD59a [78,80]. Em modelo animal de SN imune-induzida, utilizando
camundongos knockout para o CD55, outro fator regulador do sistema do complemento,
também ocorreu aumento da esclerose renal e alteracdes bioquimicas caracteristicas da SN
[77]. Em modelo animal de SN induzida pela doxorrubicina, o sistema do complemento é

ativado pela via alternativa [78].
Participacdo de citocinas e quimiocinas na patogénese da SNI

As citocinas sdo proteinas solUveis, de baixo peso molecular, secretadas por
leucdcitos e outras células do organismo e que atuam como mensageiros do sistema imune.
As guimiocinas, ou citocinas quimiotaticas, representam uma classe de citocinas responsaveis
pelo controle do trafego basal e inflamatério de leucdcitos, por meio da quimiotaxia. Em suas
denominacdes, recebem a sigla CC, quando apresentam dois residuos de cisteina na sua
estrutura, ou a sigla CXC, quando os dois residuos de cisteina sdo separados por outro

aminoéacido [81].
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Alguns estudos demonstraram a participacdo das citocinas/quimiocinas no
processo inflamatorio responsavel pela progressdo da doenca renal crbnica e rejeicdo do
transplante renal (para revisdo, ver refs [82] e [83]. Também foi sugerida a possivel utilizacdo
das citocinas/quimiocinas como biomarcadores de evolugdo da doenga renal [84] e no

prognostico de transplantados renais [85].

Diferentes citocinas/quimiocinas foram destacadas em pacientes com SNI ou em
modelo animal da doenca (TAB. 2). Algumas destas citocinas/quimiocinas foram
correlacionadas a proteindria e sugeridas como candidatas ao fator de permeabilidade
glomerular, responséavel pela proteinuria em pacientes com SNI ou em modelo animal da
doenca, tais como a IL-1 [63], IL-6 [66] e IL-8/CXCL8 [86,87]. Outro candidato ao fator de
permeabilidade glomerular é o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF). Por ser
capaz de induzir fenestracdes em leitos capilares normalmente ndo fenestrados [88] e estar
presente, constitutivamente, nos capilares glomerulares e peritubulares [89], suspeitou-se que
0 VEGF poderia ser o fator de permeabilidade relacionado a proteindria na SNI [90,91].
Contudo, em pacientes com SNI, os niveis deste fator ndo diferiram entre as fases de recidiva
e de remissdo da doenca. Além disso, a injecdo de VEGF, proveniente do soro de pacientes

com SNI, ndo foi capaz de induzir proteinuria em ratos [90,91].

Em modelo animal de SN induzida pela doxorrubicina, a IL-1, secretada por
macrofagos residentes glomerulares, foi associada a proteinaria [63]. Concentragdes
aumentadas de IL-6 foram detectadas na urina e tecido renal de ratos com SN pela
doxorrubicina e apresentaram correlacdo positiva com a proteinuria [66]. Diversos estudos
também demonstraram concentracdes elevadas de IL-8/CXCL-8 no soro [58,62,86] e na urina
[87] de pacientes com SNI, bem como aumento nos niveis de RNAm para IL-8/CXCL-8 em
cultura de PBMC destes pacientes [86]. A IL-8/CXCL-8 presente no sobrenadante de cultura
de PBMC de pacientes com SNI alterou o metabolismo dos componentes sulfatados na
membrana basal glomerular de ratos [57,86]. As concentragdes urinérias de IL-8/CXCL-8

apresentaram correlacdo positiva com a proteinuria de 24 horas em criangas com SNI [87].

Concentragfes aumentadas de IL-2, IL-4 em cultura estimulada de PBMC [58], de
TGF-beta plasmatico [87], bem como de gens para TGF-beta e alguns efetores dos linfocitos

T citotdxicos no tecido renal [92] foram detectadas em pacientes com SNI.
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Em modelo animal de SN também hé relatos de aumento nas concentragdes renais
das citocinas IL-4, IL-1, TNF-alfa, IL-12p40 e de IL-17 [55] e das quimiocinas
RANTES/CCL5 (regulated on activation normal T-cell expressed and secreted),
Eotaxin/CCL11 [28,55], TCA-3/CCL1 (T-cell activation-3), MCP-1/CCL2 (proteina
quimiotatica para monaocitos/macrofagos-1), MIP-1alfa/CCL3 (proteina inflamatoria do
macrofago-1 alfa) e MIP-1beta/CCL4 (proteina inflamatéria do macréfago-1 beta) [28]. O
bloqueio do receptor destas quimiocinas (CCR1) reduziu a infiltracdo de macrofagos,
linfocitos, fibroblastos e também a fibrose renal [28]. Wang e colaboradores [64]
demonstraram que células tubulares proximais, em cultura com altas concentracfes de
albumina, aumentaram a producéo e a secrecdo de MCP-1/CCL2 na porcdo basolateral, sendo
esta producdo dependente da exposicao continua as proteinas. A imunizacdo de ratos usando
DNA de quimiocinas MCP-1/CCL2 e RANTES/CCL5, antes da inducdo da SN pela
doxorrubicina, resultou em menor quimiotaxia de mondcitos/macréfagos e melhora nos
parametros bioquimicos e nas lesfes renais [29]. A tabela 3 apresenta uma lista de estudos

que relacionaram as citocinas e quimiocinas a SNI.

Nem todos o0s estudos mostraram alteracfes na expressdo de citocinas ou
correlagBes entre a presenca de citocinas e os niveis de proteindria em pacientes ou modelo
animal de SN. Strehlau e colaboradores [92] ndo detectaram alteracGes significativas nos
niveis renais de RNAm para IL-2, IL-4, IL-7, IL-15, IL-8/CXCL-8, IL-17 ou RANTES/CCL5
em criangas com SNI. No trabalho de Neuhaus e colaboradores [58], em criangas com SNI,
apesar de ter ocorrido aumento nas concentracdes sericas de I1L-4, IL-8/CXCL-8 e IFN-gama
ndo houve correlacdo destas citocinas com a proteinuria. Segundo Valanciuté, et al. [61] em
pacientes com SNI além do aumento do fator de transcri¢cdo nuclear para ativacdo do gene da
IL-4 (c-maf) nas células TCD4", ocorre também aumento na atividade de outro fator de
transcri¢cdo nuclear, o NF[IB [61]. O NF[IB esta relacionado ao controle da expressdo de
diversas citocinas e moléculas de adesao celular [93,32]. Em modelo animal de SN induzida
pela doxorrubicina, o aumento da atividade do NF[1B apresentou correlagdo positiva com a

lesdo renal [32,65,93].



TABELA 3

74

Citocinas e quimiocinas relacionadas a etiopatogénese da SNI

Autores

Datas dos Estudos

Tipos de Citocinas

[63]; [52]; [55]
[92]; [58]; [5]; [40]
[58]; [55]
[52]; [66]

[3]; [58]; [62]; [57]; [5]
[55]

[59]; [26]
[52]; [55]

[52]

[3]; [92]; [52]
[5]; [40]; [59]
[58]; [40]

[28]

[28]

[62]

[28]; [55]
[28]; [55]

[64]

1992; 2009; 2012
2002; 1995; 2009; 2010
1995; 2012
2009; 2010
2008; 1995; 2009; 1994, 2009
2012
1999; 2007
2009; 2012
2009
2008; 2002; 2009
2009; 2010; 2012
1995; 2010
2004
2004
2009
2004, 2012
2004, 2012
1997

IL-1
IL-2
IL-4
IL-6
IL-8/CXCL-8
IL12-P40
IL-13
IL-17
IL-23p19
TGF-beta
TNF-alfa
IFN-gama
TCA-3 (CCL1)
MIP-1 alfa (CCL3)
MIP-1 beta (CCLA4)
RANTES (CCL5)
Eotaxina (CCL11)
MCP-1/CCL2

IL = (Interleucinas); TGF-beta = Fator transformante de crescimento do tipo beta; TNF-alfa =
Fator de necrose tumoral do tipo alfa; IFN-gama = Interferon do tipo gama; PDGF-BB =
Fator de agregacéo plaquetaria do tipo BB; TCA-3/CCL1 = Quimiocina produzida por células
T ativadas (T-cell ativation 3); MIP-1alfa/CCL3 = Proteina inflamatdria de macrofagos do
tipo 1 alfa; MIP-1beta/CCL4 = Proteina inflamatéria de macrofagos do tipo 1 beta;
RANTES/CCL5 = Quimiocina para linfocitos T, eosinofilos e baséfilos (regulated and normal
T cell expressed and secreted); eotaxina/CCL11 = Quimiocina para linfocitos T, eosindfilos e
basofilos; MCP-1/CCL2 = proteina quimiotaxica para monocitos do tipo 1.
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Padrao de resposta imune na sindrome nefrética
Classificacdo dos Linfocitos T-helper segundo o padrdo de citocinas

Em 1986, Mosmann e colaboradores [94], classificaram os linfocitos TCD4" de
camundongos, em linfécitos Thl, produtores de IL-2, IL-3 e IFN-gama, e linfécitos Th2,
também produtores de IL-3, além de duas outras citocinas, descritas inicialmente como fator
de crescimento de células T (TCGF-2) e fator de crescimento de mastocitos (MCGF-2).
Posteriormente esta mesma classificacdo foi proposta para humanos [95]. Contudo, muitas
células T ndo podem ser classificadas em Thl ou Th2 com base nestes critérios originais,
devido a complexa mistura de citocinas liberadas pelas mesmas, sendo, portanto, classificadas
como ThO [95,96].

As células ThO possivelmente sdo intermediarias na diferenciacdo das células T
virgens (naives) em Thl ou Th2 [95]. Um padrdo misto de citocinas (ThO) ocorre mais
precocemente ap6s ativacdo dos linfocitos e a caracterizagdo em Thl ou Th2 surge
usualmente na fase cronica da doenca [96]. De forma geral, células Thl produzem IL-2, IFN-
gama e TNF-beta enquanto as células Th2 produzem IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13.
Contudo, os principais marcadores para estas respostas sdo o IFN-gama e a IL-4,
respectivamente (FIG. 2) [6,96]. Células TCD4" naives sob a influéncia de 1L-12 ou de IFN-
gama se diferenciam em Thl, e pela influéncia da IL-4 se diferenciam em Th2. A IL-4,
principal indutora da resposta Th2, é proveniente da ativacdo dos proprios linfocitos, sendo,
portanto, um evento mais tardio na resposta imune, o que pode justificar a dificuldade em
definir um padrdo de polarizagcdo da resposta imune na SNI [96]. Ainda assim, alguns

trabalhos tém caracterizado a SNI como uma resposta polarizada.



76

a Estimule antigénico b Estimulc antigénice
[I' Célulan TCOS- [l
Linfacton B /"_> nahvag " Cﬁula;;-:m
Linfocitos B Ci- nahvas
A4 3= Ik“— LInT-d-[:it{:-aTCD-B‘ @

= ﬂ W ;:;j Mﬂ
FN T_EY IL-4 EL\ INbiGac da
ﬂ %} B\ ﬂ rli IL-13 P W?E?m
o %

LlnTﬂ-ﬁtﬂaT cﬁ‘{\ ‘ ‘
Flxagio . citotoxicos }ﬁ? ﬁl IgE
mmpln'rl'nant{:-a 15 ' %
m‘:ﬁﬁ"rp’i‘é‘é. - ﬂ ﬂ
Anticorpoa
-y Hautralizantas —
- ﬂ' e} —C
<o @ Cda g % Py
B -] ocitoss . -. =
Opsonizagao & Fag ® Degranuagao s :@:'}"
Macrdfago Athvado Difaranciagso @

Ativagao de Ecelndflice

FIGURA 2 - FungBes Efetoras de linfécitos Thl e Th2. (A) Células Thl induzem
fagocitose e defesa, mediada por células T, contra microrganismos. (B)
Células Th2 induzem producdo de IgE e posterior degranulacdo de
mastacitos e ativagdo de eosindfilos — modificado de Abbas; Murphy e
Sher [96].

Respostas de padrdo Thl/ Th2 na SNI

Algumas glomerulonefrites humanas tem resposta imune predominantemente
Th1, incluindo a glomerulonefrite crescéntica e a membranoproliferativa, enquanto outras
apresentam resposta predominantemente Th2, tais como nefropatia membranosa, nefropatia
por IgA e a SNLM [97]. Alguns estudos abordaram a resposta imunoldgica na SNI como um
desequilibrio no eixo Th1/Th2 [6,22], com tendéncia & maior resposta Th2 [22,26,55,59,97].

Em ratos da linhagem Buffalo/Mna, portadores de SN espontanea, antes do inicio
da proteinaria ocorrem alteracfes precoces no balango entre as citocinas Thl e Th2 com
predominio da resposta Th2 (IL-10 e IL-13) e inibicdo da resposta Thl (IL-2 e IFN-gama)
[22]. Foi observada quantidade elevada de RNAm para IL-13, em linfocitos TCD4+ e TCD8+
de criancas com SNI [26]. Ratos transfectados com IL-13 desenvolveram SN, com
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hiperexpressdo de receptores para IL-4 e 1L-13 nos glomérulos e correlacdo entre os niveis
séricos de IL-13 e a expressdo glomerular de B7-1 (CD80), molécula coestimulatoria
geralmente presente na superficie de linfécitos B e de células apresentadoras de antigenos
(APCs) [26]. O CD80 esta relacionado a reducdo da apoptose e inducdo da proliferacdo dos
linfocitos TCD4" efetores [98].

A susceptibilidade animal a lesdo renal pela doxorrubicina pode estar ligada a
resposta T-helper, pois camundongos da linhagem C57BL/6 que apresentam resposta
polarizada para o eixo Th1l sdo resistentes ao modelo de SN pela doxorrubicina, enquanto a
espécie BALBc, com resposta imune polarizada para o eixo Th2, sdo susceptiveis ao
desenvolvimento da doenca [99]. Recentemente foi demonstrado aumento na concentracdo
da citocina IL-4 e da quimiocina eotaxina/CCL11, ambas relacionadas a resposta Th2, em
tecido renal de animais com SN induzida pela doxorrubicina [55]. O estimulo a resposta Thl
pelo uso de antigeno bacteriano GSL-1 em animais com SN pela doxorrubicina reduziu a

proteinuria e os fatores pré-fibrogénicos renais [55].

Apesar de varios estudos destacarem o predominio da resposta Th2 na SNI, Lama
e colaboradores [40] obtiveram resultados sugestivos de resposta Th1, com niveis elevados de
IL-2, IL-2R e IFN-gama, em criancas com SNI cértico-sensivel. De acordo com Araya e
colaboradores [6] ndo existem evidéncias contundentes para definir um predominio da
resposta Th2 na SNI. A falta de padronizacdo na escolha dos pacientes com SNI e as
diferentes técnicas utilizadas para se mensurar os niveis de citocinas podem induzir resultados

diversos [6,62], que muitas vezes indicam uma resposta Thl [6,40].

Algumas limitacGes dificultam a investigacdo das citocinas na etiopatogénese da
SNI, por apresentarem acdo local, podem ndo ser adequadamente identificadas no plasma ou
fluidos corporais. Além disso, uma vez no plasma podem se ligar aos receptores soluveis e
moléculas antagonistas ou variar sua producdo dependendo da fase da doenca [58]. Fatores
externos também interferem com o padrdo de producdo das citocinas como, por exemplo,
mudancas no tipo ou na quantidade de proteinas ingeridas foram associadas as alteragdes no
perfil das citocinas no tecido renal e 6rgéos linfoides em modelo animal de SN [100,101].
Sendo assim, a definicdo de uma resposta imune polarizada para Thl ou Th2 também é
limitada pelas dificuldades na identificacdo das citocinas envolvidas no processo de lesédo

renal na SNI.
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Considerac0es finais e perspectivas

Nas ultimas décadas, muito se tem pesquisado sobre o papel do sistema imune na
SNI por meio de estudos clinicos e da utilizacdo de modelos animais, contudo, persistem
muitas duvidas sobre 0s mecanismos imunoldgicos relacionados a esta doenca. Em fungéo da
diversidade de metodologias utilizadas, os resultados dos estudos clinicos e experimentais sdo

muito variados, nao estabelecendo um padréo definido de resposta imunologica.

Diversas evidéncias assinalam para a resposta alterada dos linfécitos T
reguladores e alguns estudos sugerem um aumento na citotoxicidade, dependente dos
linfocitos TCD8", das células NK e das moléculas do complemento. Além disso, ressalta-se a
participacdo dos macréfagos, principalmente na fase inicial da lesdo renal. As pesquisas ainda
ndo conseguiram identificar o fator de permeabilidade relacionado a proteindria na SNI.
Apesar de existirem evidéncias da participacdo de algumas citocinas/quimiocinas no aumento
da permeabilidade glomerular, tais como a IL-8 (CXCLS8), os resultados das investigacdes

nem sempre sdo concordantes.

Dentre as perspectivas imunoterapéuticas, sugere-se a possivel inducao de células
T reguladoras e a possibilidade da reprogramacdo dos macrofagos para um perfil protetor (M-
2), por meio da utilizagdo de citocinas Th2. Devido a intricada relacdo entre as diferentes
citocinas e entre as diversas células componentes da resposta imune é possivel que a SNI nao
apresente fator causal Unico, mas seja decorrente de alteracGes simultdneas ou sucessivas em
diferentes subtipos celulares e diferentes citocinas, dependendo de fatores relacionados a
resposta imunolégica individual, tempo da doenca, resposta a terapia, dentre outros. Assim,
consideramos que estudos longitudinais com pacientes € modelos animais, avaliados em
diferentes fases evolutivas da doenca, podem auxiliar no entendimento da resposta

imunologica na SNI e na deteccdo de biomarcadores para a evolugdo e prognostico da doenga.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar pardmetros bioguimicos, biométricos, histologicos e imunol6gicos em

ratos com sindrome nefrética (SN) induzida pela doxorrubicina.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

(a)

(b)

(©)

(d)
(€)

()

(9)

(h)

Comparar parametros de funcdo renal tais como: albumindria, proteinduria,
sodio e potassio urinarios e plasmaticos, creatinina urinaria e plasmatica nos
animais com SN induzida pela administracdo de doxorrubicina em relacdo ao

grupo controle, formado por animais que receberam injecéao de salina;

Comparar parametros biométricos tais como: consumo alimentar, massa (peso)
corporal, massa renal, massa hepatica, massa cardiaca e massa do baco nos

animais com SN em relagdo ao grupo controle;

Comparar parametros bioquimicos do sangue tais como: colesterol e

triglicérides séricos, nos animais com SN em relacdo ao grupo controle;
Comparar a histologia renal dos animais com SN em relacdo ao grupo controle;

Comparar o leucograma total e diferencial dos animais com SN em relagdo ao

grupo controle;

Comparar a expressdo da molécula coestimuladora CD80 em leucdécitos do

sangue periférico dos animais com SN em rela¢&o ao grupo controle;

Comparar a expressao da integrina CD18 em leucdécitos do sangue periférico

dos animais com SN em relagdo ao grupo controle;

Comparar o Status Redox (atividade oxidativa/antioxidante) do tecido renal de

animais com SN em relagdo ao grupo controle.
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4. MATERIAL E METODOS

41 AMOSTRA

No presente estudo, foram utilizados sessenta e quatro ratos Wistar, machos, com
idade entre 6 e 8 semanas, com peso médio de 300 gramas no inicio do experimento, obtidos
do Centro de Bioterismo — Cebio - Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Brasil.
Durante a realizacdo dos experimentos, os animais foram alojados em condi¢cdes ambientais
controladas, com ciclos claro/escuro de 12 h e livre acesso a agua e alimentacdo (racdo padréo
para roedores - Nuvital, Nuvilab, Brasil) na Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha
e Mucuri (UFVJM), Brasil. O protocolo experimental (99/2009) foi aprovado pelo Comité de
Etica em Experimentacdo Animal (CETEA / UFMG).

4.2 DELINEAMENTO

4.2.1 Protocolo experimental:
4.2.1.1 Inducéo da nefropatia

Os ratos foram previamente divididos em dois grupos: grupo DOX, que recebeu
dose Unica, na veia da cauda, de cloridrato de Doxorrubicina (7,5mg/kg, Doxolem -
Farmaclinic, Belo Horizonte, Brasil) e o grupo CON que recebeu, nas mesmas condicoes,
solucgéo salina. Animais de cada grupo foram eutanasiados 7, 14, 21 e 28 dias ap0s a injecéo,
considerando que, no modelo proposto, as lesGes renais sdo consideradas minimas no dia 7,
moderadas no dia 14 e severas entre o0s dias 21 e 28 apds injecdo da Doxorrubicina (Rangan
et al,1999; Park et al, 2003). O desenho geral do protocolo experimental esta ilustrado nas
figuras 1 e 2. Os procedimentos especificos serdo discutidos de maneira mais detalhada, a

sequir.



Grupo DOX
{n=32)

Dia 0 - Injegéo de Cloridrato
Doxorrubicina (7,5 mg/kg) — Dose Unica

(n=32)

Grupo CON

o A

Dia 0 - Injegdo de Veiculo
(Salina)— Dose Unica

7 dias || 14 dias || 21 dias | 28 dias Tdias | 14 dlas 21 dias 23 dias
(n=8) (n=3) (n=T7) (n=8) (n=T) (n= f (n=8) (n=10)
Anestesia Amostras Sanguineas Anestesia
(Pungéo Cardiaca)
| Perfuséo Tecidual |

FIGURA 1 - Desenho esquematico do protocolo experimental. Animais do grupo
DOX desenvvolveram a SN e animais do grupo CON serviram de
controle para os parametros avaliados.
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4.2.1.2 Avaliacdo da fungdo renal e eutanésia

Para avaliar a funcdo renal, amostras urinarias de 24 horas foram coletadas em
gaiolas metabdlicas nos dias 0 (pré-injecdo), 7, 14, 21 e 28 (p0Os-injecdo) e amostras
sanguineas foram obtidas por puncdo cardiaca conforme serd descrito. Antes da primeira
coleta de urina (dia 0) os animais foram mantidos na gaiola metabolica por um periodo de
cinco dias, para o devido condicionamento. Ao final do protocolo experimental animais de
cada grupo foram anestesiados com injecdo intraperitoneal de ketamina (60mg/Kg) e xylazina
(8 mg/kg) conforme indicado pelo CETEA/UFMG (http://www.ufmg.br/bioetica/cetea) e em
seguida coletou-se amostra sanguinea. ApOs a anestesia 0s rins foram expostos por
laparotomia/toracotomia e uma canula foi inserida na aorta, via ventriculo esquerdo, para
perfusdo de solucdo salina, (phosphate-buffered saline - 0,15 mol/L cloreto de sodio; 0,01
mol/L fosfato de sédio tampé&o - pH 7,4 a 37° C) por gravitacdo, até obter-se a exsanguinacdo
dos drgdos, indicada pelo clareamento dos mesmos.

4.2.1.3 Remocéo e preparo dos 6rgaos

Apbs o clareamento, os rins foram removidos e imediatamente pesados. Em
seguida cada rim foi dividido em trés porcdes, por meio de cortes coronais (FIG. 3) e cada
porcao foi processada de acordo com as analises a serem realizadas, ou seja, coloracdes de
rotina, imuno-histoquimica e avaliacdo do status redox. A porcdo dos rins separada para
analises histoldgicas e morfométricas foi fixada em paraformaldeido 4% (ph 7,2) por 2 horas,
em seguida transferida para a solugdo de Bouin por 4 horas e depois para uma solugdo de
etanol 70%, trocada diariamente até o clarearamento do 6rgdo. Apds a etapa de fixacdo, a
amostra foi desidratada em concentracGes crescentes de etanol (70, 80, 90 e 100%) e duas
trocas de xilol e em seguida embebida em parafina para realizagdo dos cortes histologicos
com 4 pm de espessura que foram montados em laminas de vidro. Antes da coloragdo, os
cortes foram desparafinizados em duas trocas de xilol, hidratados em concentracdes
decrescentes de alcool (100, 90, 80 e 70%) e lavados em agua corrente. Em seguida, foram
corados pela Hematoxilina, por 10 minutos e lavados em &agua corrente, para retirada do
excesso do corante. Os cortes foram rapidamente diferenciados em &lcool acidulado (100 mL
de alcool absoluto e 10 gotas de acido cloridrico) e novamente lavados em &gua corrente para
evitar acidificacdo excessiva. Posteriormente, foram corados pela Eosina, por 30 segundos e

novamente lavados em &gua corrente. Apos a Ultima lavagem foram desidratados em 2 banhos
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de &lcool absoluto e levados a estufa a 56°C para secagem e montados com laminula e
Entellan. Para as demais coloragfes, acido periddico de Shiff (PAS), tricromico de masson
(TM) e prata amoniacal de Gomori, também foram realizadas as etapas de desparafinizacéo e

hidratagdo dos cortes, seguidas pelos protocolos especificos de cada coloragao.

A quantidade e distribuicdo de colageno tipo | e tipo Il no tecido renal foram
avaliadas por meio de marcacdo para imunofluorescéncia e microscopia confocal, conforme
descrito por Robertson et al., (2008) e Pinheiro et al., (2009). Resumidamente, a porcdo do
rim separada para imuno-histoquimica foi imersa em recipiente de plastico contendo solucéo
de Metanol (80%) e DMSO (20%), armazenada em Freezer -80°C durante uma semana e em
sequida transferida para o freezer-20°C, onde permaneceu por mais 24 horas. Apos este
periodo de fixacdo cada amostra foi lavada trés vezes em etanol 99,9% a temperatura
ambiente, duas vezes em xilol e entdo embebida em parafina para a confeccao de cortes de 5 a

8 micrometros, montados em laminas de vidro.

A terceira por¢cdo do rim foi imediatamente congelada em nitrogénio liquido e
armazenada no freezer -80°C para posterior analise do status redox. Apos o descongelamento
os fragmentos renais foram pesados, macerados e homogeneizados. A peroxidacéo lipidica foi
avaliada pelos niveis teciduais de MDA e a capacidade antioxidante renal foi avaliada através
da atividade das enzimas catalase (CAT) e superdxido dismutase (SOD), conforme sera

descrito adiante.

FIGURA 3 - Rins de rato com sindrome nefrética induzida pela doxorrubicina:
(A) Rins esquerdo e direito, logo apds a nefrectomia. (B) Rim
fatiado em trés partes para diferentes analises (Arquivo pessoal).
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4.2.1.4 Analises biométricas

Nos dias 7, 14, 21 e 28 apds a injecdo, animais de cada grupo foram avaliados
guanto aos parametros: massa corporal, massa renal, consumo alimentar, consumo de agua e
volumer urinario. Para a avaliagdo do consumo alimentar, consumo de &gua e volume urinario
os animais foram colocados em gaiolas metabolicas por um periodo de 24 horas. Apos o
sacrificio, o rim esquerdo de cada animal foi removido e imediatamente pesado. Para

avaliacdo da massa renal e corporal, foram empregadas balangas eletrénicas semi-analiticas.

Nos animais do grupo de 28 dias também foram removidos o coracédo, bago e
figado, para avaliagdo da massa desses 6rgdos. Nesses mesmos animais o rim direito foi
utilizado para calcular a massa seca e o percentual de umidade, conforme descrito a seguir:
apos a remocdo, o rim foi imediatamente pesado (massa fresca) e em seguida colocado em
estufa a 60°C por 24hs, para desidratacdo. Apos ser retirado da estufa, o rim foi novamente
pesado (massa seca). O conteudo de liquido de cada rim foi calculado segundo a formula:

[(massa fresca — massa seca) / massa fresca] x 100 (Yamanari et al., 2007).
4.2.1.5 Analises bioquimicas

As analises bioquimicas foram realizadas em amostras urinarias de 24 horas com
0 uso de Kits para dosagens de: creatinina (K067 — método cinético de tempo fixo), albumina
(K078 — método turbidemétrico) e proteina total (K108 — método colorimétrico - vermelho de
pirogalol). Analises bioquimicas também foram realizadas em amostras de plasma (ou soro)
utilizando kits colorimétricos para dosagens de: triglicerideos (K117 — método enzimatico de
ponto final), colesterol total (K083 — método enzimatico de ponto final) e glicose (kit K082 —
método enzimatico colorimétrico). Todos os Kits sdo comercialmente disponiveis (Bioclin-
Quibasa, Belo Horizonte, Brasil).

As amostras foram analisadas utilizando-se o analisador automatico Cobas Mira
Plus (Roche, AG, Switzerland) e o espectrofotdbmetro Halo DB-20 Spectrophotometer
(Dynamica GmbH, Salzburg-Mayrwies, Austria). Dosagens de sodio e potassio na urina
foram realizadas por fotometria de chama (Fotdmetro de chamas DM-62, Digimed —

Digicrom analitica Ltda, S&o Paulo).
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4.2.1.6 Analises histolégicas e morfométricas

Para as coloracgdes de rotina, as imagens histoldgicas foram capturadas utilizando-
se microscopia convencional em campo claro com objetivas de (5x, 20x e 40x) e ocular de
(10x) e digitalizadas através da microcamera Leica DFC340FX acoplada ao microscopio
Leica DM5000B. Para a anélise das imagens utilizou-se o softwares de andlise e
processamento de imagem, Image J 1.43 para Windows Vista/7, disponivel gratuitamente na
Internet (http://rsb.info.nih.gov/ij) e Leica QwinV3 (disponivel no setor de Fotodocumentacgéo
e Morfometria do Laboratério de Multiusuarios do Nucleo de Pesquisa em Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal de Ouro Preto. Foram avaliados em média 20, 35 e 60
glomérulos por lamina, capturados em objetiva de 40x, para as coloracdes com HE, prata
amoniacal de Gomori e PAS, respectivamente. Nas coloracdes pelo tricromico de Masson
foram avaliados 10 campos aleatorios, capturados em objetiva de 20x (Wang et al., 2001;
Vielhauer et al., 2004; Wu et al., 2007).

Para o célculo da area glomerular e do tufo capilar glomerular utilizou-se o
software Image J, apos a calibracdo do programa e definicdo da escala de medida (um). A
érea glomerular bem como do tufo capilar glomerular, descritas em pm?, foram delimitadas
manualmente nos cortes corados com PAS e digitalizados em objetiva de 40x. A delimitacdo
destas areas foi realizada com o auxilio de um mouse, orientando-se pelos limites da capsula

de Bowman (A) e do tufo capilar (B) como demonstrado na figura 2.
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FIGURA 4 - Fotos llustrativas da delimitacdo da area glomerular e do tufo capilar
glomerular pelo programa Image J, em animais com SN induzida
pela Doxorrubicina. Microscopia de luz; coloragdo PAS; aumento
400x - (Arquivo pessoal).
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A contagem dos glomérulos também foi realizada com o emprego do software
Image J. Laminas coradas em HE foram capturadas em aumento de 5%, considerando-se todo
0 campo histolégico da lamina. Com o auxilio do mouse foram demarcados na imagem 0s
pontos correspondentes aos glomérulos, que posteriormente foram calculados pelo proprio
programa (FIG. 5).
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FIGURA 5 - Foto ilustrativa da estratégia de quantificacdo glomerular pelo
programa Image J, em animais com SN induzida pela
Doxorrubicina. Microscopia de luz; coloracdo hematoxilina &
eosina; aumento 50x - (Arquivo pessoal).

A analise da celularidade glomerular e tubulointersticial, descritas como nimero
de células por area definida (FIG. 6), bem como da deposi¢do tecidual de colageno, descrita
como percentual da area avaliada (FIG. 7), foram realizadas com o auxilio do software de
analise e processamento de imagem Leica QwinV3. A analise das imagens foi realizada
segundo protocolo de operacdo do software, resumidamente, a evidenciacdo das estruturas de
interesse foi baseada nos parametros RGB, para as cores vermelha, verde e azul (Red, Green,
Blue) respectivamente, com a graduacédo variando de 0 a 255 em cada parametro. Inicialmente
procedeu-se a binarizagdo da imagem e em seguida, com o auxilio do mouse, foi realizada a
selecdo do pixel desejado, representativo da cor (estrutura) a ser quantificada. Apos a selecdo
do pixel desejado, a imagem binaria foi formada automaticamente e evidenciada com uma cor
diferente das demais estruturas, em seguida selecionou-se as avaliagcdes desejadas e procedeu-

se a mensuragéao.
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FIGURA 6 - Foto ilustrativa da estratégia de andlise da celularidade tubulointersticial e
glomerular pelo Software Leica QwinV3, em animais com SN induzida pela
Doxorrubicina. Microscopia de luz; coloracdo hematoxilina & eosina;
aumento 400x - (Arquivo pessoal).
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FIGURA 7 - Foto ilustrativa da estratégia de analise da deposicdo tecidual de colageno pelo
Software Leica QwinV3, em animais com SN induzida pela Doxorrubicina.
Microscopia de luz; coloracédo tricromico de masson; aumento 400x - (Arquivo
pessoal).

4.2.1.7 Andlises imuno-histoquimicas

Para a marcacdo imuno-histoquimica o0s cortes foram previamente
desparafinizados com xilol e reidratados em concentragcdes decrescentes de etanol até salina
tamponada em fosfato. Em seguida foram incubados em solucdo bloqueadora (1% de
albumina sérica bovina e 0,1% Tween 20) a temperatura ambiente durante 1 hora.
Posteriormente as laminas foram incubadas, overnight a 4°C, com um dos seguintes
anticorpos primarios: rabbit anti-human collagen I (1:200, cat. no. 600-401-103-0.5) ou rabbit
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anti-human collagen 111 (1:200, cat. no. 600-401-105-0.1) (Rockland Immunochemicals Inc.,
Gilbertsville, PA, USA), previamente diluidos em solucdo bloqueadora (1:10). Apos cinco
lavagens em solucdo tampéo fosfato o anticorpo Donkey anti-rabbit 1gG-conjugado com Cy3
(cat. no. 711-165-152, Jackson Immunoresearch, West Grove, PA, USA) foi adicionado, em
ambiente escuro a temperatura ambiente, e permaneceu durante 1 hora. Em seguida foram

realizadas lavagens com solucdo tampéo fosfato e montagem em 90% glicerol/ 10% Tris 1M.

As imagens foram capturadas com o microscépio confocal Zeiss LSM 510 (Carl
Zeiss Inc., Gottingen Germany) com objetiva de 40x e aumento final de 400x. Os parametros
do microscopio confocal foram definidos no inicio da sessdo de imagens e ndo mais alterados.
Para as analises quantitativas as imagens foram capturadas em 8 bits e analisadas em escala de
cinza (FIG. 6). Quatro imagens foram capturadas para cada regido renal e trés medidas foram
obtidas para cada imagem. A quantificacdo da intensidade de fluorescéncia e da &rea foi
realizada com auxilio do software Scion Image Beta 4.02 software (Scion Corporation, NIH-
USA). A fluorescencia de fundo foi subtraida da regido de interesse. A intensidade de
fluorescéncia baseou-se no nivel de graduacdo de cinza e variou de 0 (preto) a 255 (branco)
com um valor médio para cada &rea correspondendo a soma do valor de cinza de todos 0s
pixels, dividido pelo nimero de pixels por area (Pinheiro et al., 2009). As marcagdes imuno-
histoquimicas, bem como a fotodocumentacdo e analises das imagens estdo sendo realizadas
no Laboratério Multiusuarios do Centro de Nefrologia Pediatrica do Departamento de
Pediatria, na Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

4.2.1.8 Contagem global e diferencial de leucocitos do sangue periférico

Para obtencdo dos valores de leucdcitos totais (leucograma global) foi utilizado o
contador automatico de células CELM CC-550® (CELM, Barueri, SP, Brasil). O balan¢o das
diferentes populacdes leucocitarias (leucograma diferencial) foi realizado pela analise do
esfregaco sanguineo, apos coloragdo com Giemsa e May-Grunwald, utilizando-se
microscopio optico (Olympus — BX41 TF - Japan).
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FIGURAS8 - Foto ilustrativa da estratégia de analise por
imunofluorescéncia para colageno tipo | em
glomérulo renal de animais com SN induzida
pela Doxorrubicina. Microscopia confocal,
aumento 400x - (Arquivo pessoal).

4.2.1.9 Analise de marcadores de superficie em leucdcitos circulantes, por citometria de

fluxo

A analise de marcadores de superficie dos leucdcitos circulantes foi realizada de
acordo com o método de imunofluorescéncia recomendado pela Becton Dickinson (BD, San
Diego, CA - USA), modificado como a seguir: 50 uL de amostra de sangue heparinizado
foram incubados, no escuro, por 30 minutos e a temperatura ambiente, com 5 uL de anticorpo
monoclonal (mAbs) especifico para marcadores de superficie celular e conjugado ao
fluorocromo ficoeritrina-PE, isotiocianato de fluoresceina-FITC ou biotina (TAB. 1). Apos 0
periodo de incubacdo os eritrocitos foram lisados usando-se 100 uL de solucdo de lise
(Optilyse-B, Immunotec-USA) por 5 minutos, seguido da adi¢do de 900uL de &gua destilada
e reincubacdo por 10 minutos, a temperatura ambiente. Apo6s a incubacéo, as células foram
lavadas duas vezes com 1 mL de tampé&o PBS (phosphate-buffered saline - 0,15 mol/L cloreto
de sodio; 0,01 mol/L fosfato de sodio tampdo - pH 7,4) contendo 0,01% de azida sodica.

Os anticorpos biotinilados foram revelados utilizando-se streptavidina-FITC (BD
— Pharmingen TM), conforme descrito por Wu e colaboradores (2007). Para a aquisi¢do dos
dados utilizou-se o instrumento FACScan (Becton-Dickinson, USA) com auxilio do programa
Cell-Quest. A identificacdo das populacdes celulares de interesse, bem como a determinacéo
do valor percentual de populagGes e subpopulagdes celulares foram realizadas utilizando-se
também o programa Cell-Quest. A fenotipagem teve como objetivo a analise de linfocitos T

totais (células CD3+); linfécitos T auxiliares (células CD3+CD4+); linfocitos T citotdxicos
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(células CD3+CD8+), linfocitos T auxiliar e T citotoxico ativados (células CD4+CD18+ e
CD8+CD18+, respectivamente), mondcitos ativados (células SSC™CD4"“*CD18+ e
SSC™CD4"™*CD80+) bem como células com caracteristicas sugestivas de linfocitos NK
ativados (células SSC'™CD8""*CD18+).

TABELA 1
Relacdo dos anticorpos monoclonais conjugados com fluorocromos utilizados na analise

especifica de moléculas de superficie em subpopulacgdes leucocitarias

Anticorpos monoclonais Clone e marca Especificidade
Anti-CD3 de rato conjugado com FITC clone G4.18 - BD Linfécitos T
Anti-CD4 de rato conjugado com PE clone OX-35-BD Subpopulagbes de Linfdcitos T auxiliares
e mondcitos (CD4"")
Anti-CD8 de rato conjugado com PE Clone OX-8 - BD  Subpopulagdes de Linfdcitos T citotoxico

e Linfécitos com fendtipo sugestivos de
células NK (CD8'")

Anti-CD80 de rato conjugado com biotina Caltag Molécula coativadora

Anti-CD18 de rato conjugado com biotina Caltag Integrina envolvida com migracéo celular

A andlise do balango das principais populacGes leucocitarias foi realizada
utilizando-se gréficos de distribuicdo pontual de tamanho versus granulosidade (FSC x SSC)
(FIG. 7-a), onde foi destacada uma regido correspondente a populacdo de interesse
(neutrdfilos, linfocitos ou mondcitos). Dentro de cada populacdo de interesse foi quantificado
o percentual de células fluorescentes, utilizando-se graficos de fluorescéncia-1 versus
fluorescéncia-2 (FL1xFL2) (FIG. 7-b).

A estratégia de analise utilizada para avaliar a expressao dos marcadores CD18 e
CD80 na superficie das populacdes celulares de interesse esta representada na figura 8. A
avaliacdo baseou-se na determinacdo da intensidade média de fluorescéncia (MIF), que
representa a intensidade de luz emitida pela excitacdo do fluorocromo associado aos
anticorpos monoclonais ligados as moléculas de interesse na superficie celular. Inicialmente,
as populacdes celulares foram selecionadas em gréficos de distribuicdo pontual em funcdo da
granulosidade celular e fluorescéncia 2 (SSC x FL2) (FIG. 8-a), em seguida foram utilizados
histogramas de fluorescéncia 2 (FL2) que determinou a expressdo de CD18 e CD80, na

superficie destas células, conforme mostrado na figura 8-b. Todos os procedimentos
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envolvendo a citometria de fluxo foram realizados no laboratério de imunologia da

Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri (Labimuno-UFVJM).
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induzida pela doxorrubicina: (a) grafico de distribuicdo pontual de
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4.2.1.10 Status Redox

Logo apds o sacrificio, os rins de cada animal foram removidos e uma parte
congelada em nitrogénio liquido e armazenada a -80°C. Ap0s o descongelamento o0s
fragmentos renais foram pesados, macerados e homogeneizados com solu¢do PBS
(phosphate-buffered saline - 0,15 mol/L cloreto de sodio; 0,01 mol/L fosfato de sédio tampéo
- pH 7,4). Os niveis de TBARs, substancias reativas do acido tiobarbitdrico, que inclui o
malondialdeido (MDA) foram determinados por reacdo com o acido tiobarbitdrico em
condigOes acidas, a 90° C, por 90 minutos. As amostras foram analisadas em leitor de
microplacas a 532 nm, em triplicata, e uma curva padrdo com concentra¢des conhecidas de
MDA (1,1,3,3-tetramethoxypropane) foi utilizada para determinar o conteido de MDA nas
amostras, em nmol de MDA<mg proteina™. A atividade da enzima catalase foi determinada
pelo decaimento da absorbancia do peréxido de hidrogénio, em espectrofotémetro, a 240nm.
Os ensaios foram realizados em duplicata e a atividade da catalase expressa em mM de H,0,
decompostos por minuto, por miligrama de proteina (AE.min™".mg proteina™). A atividade da
superdxido dismutase (SOD) foi calculada como unidades por miligrama de proteina, sendo
que uma unidade de enzima foi considerada aquela que causou a inibi¢do da auto-oxidacéo do
pirogalol em 50%. As amostras foram homogeneizadas em tampdo fosfato de potassio 50
mM, pH 8.2, contendo &cido Dietileno triamina pentacético (ImM) e a reacdo foi iniciada
pela adicdo de pirogalol (0,5 mM) a 37° C, durante 4 minutos. A absorbancia foi determinada,
em duplicada, em leitor de microplacas a 420 nm. A concentracdo de proteina de cada
amostra foi determinada pelo método de Bradford, utilizando albumina de soro bovino como
padrdo (Barreto et al., 2011).

4.3 METODOLOGIA DA REVISAO DE LITERATURA

A revisdo de literatura foi iniciada antes do inicio dos experimentos, ainda na fase
de escrita do projeto para selecdo neste programa de pos-graduacdo, através do DINTER
(UFVIM/UFMG). A revisdo continuou durante todo o desenvolvimento desse trabalho. A
consulta a literatura foi realizada pelo “MEDLINE”, via US National Library of Medicine,
pelo enderego eletrénico <http://www.ncbi.nlm.nin.gov/pubmed. Também foram utilizados

artigos disponibilizados no portal Periodicos CAPES -


http://www.ncbi.nlm.nin.gov/pubmed
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<http://www.periodicos.capes.gov.br.ez36.periodicos.capes.gov.br/index.php e, ainda, as
referéncias bibliograficas encontradas nos artigos. As palavras-chave utilizadas para a
pesquisa foram: sindrome nefrética idiopatica, doxorrubicina, imunologia, modelo animal,
rato, leucocitos, CD18, CD80, estresse oxidativo, integrinas beta-2, fibrose renal,

glomeruloesclerose focal segmental, com os respectivos descritores também em ingles.

4.4 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas com o pacote SPSS (Statistical Package
for Social Sciences, IBM Inc., USA) versao 17.0. A normalidade e homogeneidade dos dados
foram verificadas pelos testes Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Analises intragrupo
foram feitas por Anélise de Variancia e teste post-hoc de Tukey, ou pelo teste Kruskal-Wallis
com post-hoc de Mann-Whitney. Analise bivariada com teste t de Student ou teste de Mann-
Whitney, de acordo com a normalidade da variavel, foi utilizada para verificacdo de diferenca
entre os grupos. A associacdo entre variaveis foi verificada pelo teste de correlacdo de
Pearson. Os resultados foram apresentados como média e erro padrdo, com nivel de
significancia de 95% (p<0,05). Quando os resultados do grupo controle ndo apresentaram

diferenca estatistica intra-grupo os dados deste grupo foram analisados em conjunto.

4.5 ASPECTOS ETICOS

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal
(CETEA / UFMG) - protocolo 99/2009.
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Resumo

Modelos experimentais tém contribuido para a compreensdo da fisiopatologia da Sindrome
Nefrotica (SN). Nesse sentido, a injecdo de doxorrubicina em roedores induz proteindria e
lesGes renais que se assemelham a SN em humanos. O objetivo deste estudo foi descrever as
alteracbes morfometricas, bioquimicas e histologicas em diferentes fases de evolugdo da
doenga, em ratos com SN induzida pela doxorrubicina, contribuindo, assim, para a
caracterizacdo do referido modelo experimental. Ratos Wistar, machos, com peso entre 250-
500 g, foram divididos em dois grupos: animais que receberam injecdo endovenosa de
doxorrubicina (7,5mg/kg) (DOX=25) e animais injetados com salina (CON=20). Amostras
urinarias de 24 horas foram coletadas nos dias 7, 14, 21 e 28 ap0s injecdes. Nesses mesmos
tempos, animais de cada grupo foram sacrificados e amostras de sangue coletadas para
analises. Apos perfusdo com solucdo salina tamponada em fosfato (PBS) os 6rgdos foram
removidos, pesados e 0s rins preparados para analises histoldgicas. Animais do grupo DOX
desenvolveram proteindria, dislipidemias, alteragdes biométricas, além de alteracGes
histoldgicas compativeis com a presenca de infiltrado inflamatorio tibulo intersticial crénico
e processo fibrogénico renal. Nesse modelo animal algumas alteragcdes bioquimicas surgem
precocemente e servem como biomarcadores inespecificos para a SN, enquanto as lesbes
histoldgicas tornam-se bastante intensas a partir do 21° dia ap6s a injecdo da doxorrubicina. A
caracterizacdo detalhada desse modelo animal de lesdo renal, através de estudos
morfométricos, bioquimicos e histoldgicos, pode contribuir para a melhor compreensdo da

histéria natural da SN.

Descritores: Sindrome nefrotica, Modelo animal, Doxorrubicina, Fibrose renal, Alteraces

bioguimicas, Alteracdes biométricas.
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Abstract

Experimental models have contributed to our understanding of the pathophysiology of
nephrotic syndrome (NS). In this regard, in rodents the injection of doxorubicin induced
proteinuria and renal lesions which mimic human NS. The aim of this study was to describe
the morphometric, biochemical and histological changes at different stages of disease
progression in rats with doxorubicin-induced nephropathy as a contribution to the
characterization of this experimental model. Male Wistar rats (250-300g) were divided into
two groups: animals injected with intravenous Doxorubicin (7.5 mg/kg) (DOX, n=25) and
animals injected with saline (control, CON n=20). Twenty-four hour urine samples were
collected at days 7, 14, 21 and 28 after injections. At the same time points, animals were
sacrificed and blood samples collected for analysis. After perfusion with phosphate buffered
saline (PBS), the organs were removed, weighed and kidneys prepared for histology. Animals
of DOX group developed proteinuria, dyslipidemia, biometric and histological changes,
consistent with chronic tubulointerstitial inflammatory infiltrate and renal fibrogenic process.
In this animal model, some biochemical changes appear early and serve as nonspecific
biomarkers for NS, while histological lesions become quite intense from day 21 after the
doxorubicin injection. The detailed characterization of this animal model through
morphometric, biochemical and histological studies may contribute to better understanding

the natural history of NS.

Keywords: Nephrotic syndrome, Animal model, Doxorubicin, Renal fibrosis, Biochemical

changes, Biometric changes
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Introducéo

A Sindrome Nefrotica (SN) é uma glomerulopatia bastante comum em criancas e
pode ser provocada por leséo renal primaria ou estar associada a doenca sistémica. Entre as
caracteristicas da SN, destacam-se a proteindria macica, hipoalbuminemia, edema
generalizado e hiperlipidemia (Schachter, 2004). Denominam-se Sindrome Nefrotica
Idiopética (SNI) as alteracdes provocadas por lesdo renal primaria. Quanto a histopatologia,
observam-se mais frequentemente na SNI as lesGes glomerulares minimas (SNLM),
caracterizadas por fusdo dos processos podais dos poddcitos, seguida pela glomeruloesclerose
focal e segmentar (GEFS) (Schachter, 2004; Souto et al., 2008). Além disso, devido a
importancia clinica da resposta dos pacientes ao tratamento com esteroides, a SNI também
pode ser classificada em sindrome nefrética coértico-sensivel (SNCS), sindrome nefrética
cortico-resistente (SNCR) e sindrome nefrética cortico-dependente (SNCD) (Schachter,
2004). A SNI é a glomerulopatia mais comum em criancas, apesar da sua fisiopatologia
permanecer ainda desconhecida (Souto et al., 2008). Modelos experimentais tém contribuido
para a compreensao da fisiopatologia da SN (Eddy et al., 2012). Entre eles, ressalta-se o
modelo de inducdo da SN pelo quimioterapico doxorrubicina, uma vez que, em roedores, essa
droga induz a lesdes renais semelhantes as observadas em pacientes com SN (Lee e Harris,
2011; Wang et al., 2000). O objetivo deste estudo foi descrever as alteracdes biométricas,
bioquimicas e histoldgicas em diferentes fases de evolucdo da doenca renal, em ratos com SN

induzida pela doxorrubicina, contribuindo assim, para a caracterizacdo do referido modelo.

Metodologia
Animais

Neste estudo, foram utilizados quarenta e cinco ratos Wistar, machos, com idade
entre 6 e 8 semanas, com peso medio de 300 gramas no inicio do experimento, obtidos do
Centro de Bioterismo — Cebio - Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Brasil. Os
animais foram alojados em condigdes ambientais controladas, com ciclos claro/escuro de 12 h
e livre acesso a agua e alimentacdo (racdo padrdo para roedores - Nuvital, Nuvilab, Brasil).
Protocolo experimental aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA /
UFMG).
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Desenho Experimental

Os animais foram previamente divididos em dois grupos: grupo DOX (n=25), que
recebeu dose Unica, na veia da cauda, de cloridrato de doxorrubicina (7,5mg/kg, Doxolem -
Farmaclinic, Belo Horizonte, Brasil) e grupo CON (n=25) que recebeu, nas mesmas
condigdes, solucdo salina (Rangan et al.,1999; Wang et al., 2001; Park et al., 2003). Animais
de cada grupo foram eutanasiados 7, 14, 21 e 28 dias ap0s a injec¢do, considerando que, no
modelo proposto, as lesdes renais sdo consideradas minimas no dia 7, moderadas no dia 14 e
severas entre os dias 21 e 28 apos injecdo da doxorrubicina (Rangan et al,1999; Park et al,
2003).

Avaliacdo da funcéo renal e Eutanésia

Para avaliar a funcdo renal, amostras urinarias de 24 horas foram coletadas em
gaiolas metabdlicas nos dias 0 (antes da injecdo), 7, 14, 21 e 28 (apds a inje¢cdo) e amostras
sanguineas foram obtidas por puncdo cardiaca conforme descrito a seguir. Ao final do
protocolo experimental animais de cada grupo foram anestesiados com injecdo intraperitoneal
de ketamina (60mg/Kg) e xylazina (8 mg/kg) e em seguida coletou-se amostra sanguinea.
Apos a anestesia os rins foram expostos por laparotomia/toracotomia e uma céanula foi
inserida na aorta, via ventriculo esquerdo, para perfusdo de solucdo salina, (PBS - phosphate-
buffered saline / 0,15mol/L cloreto de sédio / 0,01 mol/L fosfato de sddio tampao, pH 7,4; a
37° C) por gravitacdo, até se obter a exsanguinacdo dos Orgdos, indicada pelo seu

clareamento.
Remocdo e preparo dos 6rgaos

Apbs o clareamento, os rins foram removidos e imediatamente pesados. Em
seguida cada rim foi dividido em trés porg¢des, por meio de cortes coronais, e cada porcao foi
processada de acordo com as andlises a serem realizadas. Nos animais do grupo 28 dias,
também foram removidos figado, coracdo e bago para avaliacdo da massa desses Orgaos.
Além disso, nesse mesmo grupo, o rim direito foi utilizado para calcular o percentual de

umidade renal, conforme sera descrito adiante.

A porcdo do rim separada para andlises histolégicas e morfométricas foi fixada
em paraformaldeido 4% (ph 7,2) por 2 horas, em seguida transferida para a solucdo de Bouin

por 4 horas e depois para uma solucdo de etanol 70%, trocada diariamente até o clareamento
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do 6rgdo. Posteriormente, a amostra foi desidratada em concentracGes crescentes de etanol
(70, 80, 90 e 100%) e duas trocas de xilol, e em seguida, embebida em parafina para
realizagdo dos cortes histologicos com 4 um de espessura, que foram montados em laminas de

vidro.

Antes da coloragéo, os cortes foram desparafinizados em duas trocas de xilol,
hidratados em concentracdes decrescentes de alcool (100, 90, 80 e 70%) e lavados em agua
corrente. Em seguida, foram corados pela hematoxilina (10 minutos), lavados em agua
corrente, diferenciados em alcool acidulado (100 mL de &lcool absoluto e 10 gotas de &cido
cloridrico) e novamente lavados em agua corrente. Posteriormente, foram corados pela eosina
(30 segundos), lavados em agua corrente, desidratados em 2 banhos de alcool absoluto e
levados a estufa (56°C) para secagem e, em seguida, montados com laminula e Entellan ®.
Para as demais coloracOes, acido periodico de Shiff (PAS), tricrbmico de Masson (TM) e
prata amoniacal de Gomori também foram realizadas as etapas de desparafinizacéo,

hidratacdo e protocolos especificos para cada coloracgéo.

A gquantidade e distribuicdo de colageno tipo | e tipo Il no tecido renal foram
avaliadas por meio de marcacgdo para imunofluorescéncia e microscopia confocal, conforme
descrito por Robertson et al., (2008) e Pinheiro et al., (2009). Resumidamente, a por¢éo do
rim separada para imuno-histoquimica foi imersa em solucdo de metanol (80%) e DMSO
(20%), armazenada em freezer -80°C durante uma semana e, em seguida, transferida para o
freezer-20°C, onde permaneceu por mais 24 horas. Apés este periodo de fixacdo, cada
amostra foi lavada trés vezes em etanol 99,9% a temperatura ambiente, duas vezes em xilol e
entdo embebida em parafina para a confeccdo de cortes de 5 a 8 micrédmetros, montados em

laminas de vidro.

A terceira por¢cdo do rim foi imediatamente congelada em nitrogénio liquido e
armazenada no freezer -80°C para posterior analise do status redox. Apos o descongelamento
os fragmentos renais foram pesados, macerados e homogeneizados. A peroxidacéo lipidica foi
avaliada pelos niveis teciduais de MDA e a capacidade antioxidante renal foi avaliada através
da atividade das enzimas catalase (CAT) e superoxido dismutase (SOD), conforme descrito

adiante.
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Anédlises biométricas

Para avaliar o consumo alimentar, o consumo de agua e o volume urinario animais
de cada grupo foram colocados em gaiolas metabolicas no dia anterior a eutanasia, por um
periodo de 24 horas. No dia da eutanasia cada animal foi avaliado quanto & massa corporal e,
apos a anestesia e perfusdo, os rins foram removidos e imediatamente pesados. Para avaliacdo
da massa renal e corporal, foram empregadas balancas eletronicas semianaliticas. Nos animais
do grupo 28 dias também foram removidos o coracgéo, baco e figado, para avaliacdo da massa
desses Orgdos. Nesses animais o rim direito foi utilizado para calcular a massa renal
desidratada e o percentual de umidade, conforme descrito: apds a nefrectomia o rim foi
imediatamente pesado (massa fresca) e, em seguida, colocado em estufa a 60°C por 24hs, para
desidratacdo. Apds ser retirado da estufa, o rim foi novamente pesado (massa desidratada). O
contetdo de liquido de cada rim foi calculado segundo a formula: [(massa fresca — massa
desidratada) / massa fresca] x 100 (Yamanari et al., 2007).

Analises bioquimicas

As andlises bioquimicas foram realizadas em amostras urinarias de 24 horas com
0 uso de Kits para dosagens de: creatinina (K067 — método cinético de tempo fixo), albumina
(K078 — método turbidemétrico) e proteina total (K108 — método colorimétrico - vermelho de
pirogalol). Analises bioquimicas também foram realizadas em amostras de plasma (ou soro)
utilizando Kits colorimétricos para dosagens de: triglicerideos (K117 — método enzimatico de
ponto final), colesterol total (K083 — método enzimatico de ponto final) e glicose (kit K082 —
método enzimético colorimétrico). Todos os kits sdo comercialmente disponiveis (Bioclin-
Quibasa, Belo Horizonte, Brasil). As amostras foram analisadas utilizando-se o analisador
automatico Cobas Mira Plus (Roche, AG, Switzerland) e o espectrofotébmetro Halo DB-20
Spectrophotometer (Dynamica GmbH, Salzburg-Mayrwies, Austria). Dosagens de sodio e
potassio foram realizadas por fotometria de chama (Fotdmetro de chamas DM-62, Digimed —

Digicrom analitica Ltda, Sdo Paulo).
Analises histoldgicas e morfométricas

Para as coloragdes de rotina, as imagens histoldgicas foram capturadas utilizando-
se microscopia convencional em campo claro, com objetivas de 5x, 20x e 40x e ocular de 10x
e digitalizadas através da microcdmera Leica DFC340FX acoplada ao microscopio Leica

DM5000B. Para a andlise das imagens, utilizou-se o software de morfometria Image J 1.43
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para Windows Vista/7, disponivel gratuitamente na Internet (http://rsb.info.nih.gov/ij) e o
software de analise e processamento de imagem Leica QwinV3. Foram avaliados em média
20, 35 e 60 glomérulos por lamina, capturados em objetiva de 40x, para as coloracdes com
HE, prata amoniacal de Gomori e PAS, respectivamente. Nas coloragdes pelo tricromico de
Masson foram avaliados 10 campos aleatorios, capturados em objetiva de 20x (Wang et al.,
2001; Vielhauer et al., 2004; Wu et al., 2007).

Para o célculo da area glomerular e do tufo capilar glomerular utilizou-se o
software Image J, ap0s a calibracdo do programa e definicdo da escala de medida (um). A
érea glomerular bem como a do tufo capilar glomerular, descritas em um?, foram delimitadas
manualmente nas laminas coradas com PAS e capturadas em objetiva de 40x. A delimitacéo
dessas areas foi realizada com o auxilio de um mouse, orientando-se pelos limites da capsula

de Bowman e do tufo capilar.

A contagem dos glomérulos também foi realizada com o emprego do software
Image J. Laminas coradas em HE foram capturadas em aumento de 5x, considerando-se todo
0 campo histolégico da lamina. Com o auxilio do mouse foram demarcados na imagem 0s
pontos correspondentes aos glomérulos, que posteriormente, foram calculados pelo préprio

programa.

A anélise da celularidade glomerular e tubulointersticial, descritas como namero
de células por area definida, bem como da deposicdo tecidual de coladgeno, descrita como
percentual da éarea avaliada, foram realizadas com o auxilio do software de analise e
processamento de imagem Leica QwinV3. Os valores obtidos para cada variavel, tanto pelo
programa Image J, quanto pelo Leica QwinV3, foram registrados em planilhas do Excel para

posterior analise estatistica.
Imuno-histoguimica

Para a marcacdo imuno-histoquimica os cortes foram desparafinizados com xilol,
reidratados em concentragcGes decrescentes de etanol até salina tamponada em fosfato e
incubados em solucdo blogueadora (1% de albumina sérica bovina e 0,1% Tween 20) a
temperatura ambiente durante uma hora. As laminas foram incubadas, overnight a 4°C, com
um dos anticorpos primarios: rabbit anti-human collagen 1 (1:200, cat. no. 600-401-103-0.5)
ou rabbit anti-human collagen 1l (1:200, cat. no. 600-401-105-0.1) (Rockland
Immunochemicals Inc., Gilbertsville, PA, USA), previamente diluidos em solucéo


http://rsb.info.nih.gov/ij

113

blogueadora (1:10). Apo6s cinco lavagens em solugdo tampéo fosfato o anticorpo Donkey anti-
rabbit IgG-conjugado com Cy3 (cat. no. 711-165-152, Jackson Immunoresearch, West Grove,
PA, USA) foi adicionado, em ambiente escuro a temperatura ambiente, e permaneceu durante
uma hora. Em seguida foram realizadas lavagens com solugéo tampé&o fosfato e montagem em
90% glicerol/ 10% Tris 1M.

As imagens foram capturadas através do microscopio confocal Zeiss LSM 510
(Carl Zeiss Inc., Gottingen Germany) com objetiva de 40x e aumento final de 400x. Os
pardmetros do microscopio confocal foram definidos no inicio da sessdo de imagens e ndo
mais alterados. Para as analises quantitativas, as imagens foram capturadas em 8 bits e
analisadas em escala de cinza. Quatro imagens foram capturadas para cada regido renal e trés
medidas efetuadas para cada imagem. A quantificacdo da intensidade de fluorescéncia e da
area foi realizada com auxilio do software Scion Image Beta 4.02 software (Scion
Corporation, NIH-USA). A fluorescéncia de fundo foi subtraida da regido de interesse. A
intensidade de fluorescéncia baseou-se no nivel de graduacéo de cinza e variou de 0 (preto) a
255 (branco) com um valor médio para cada area correspondendo a soma do valor de cinza de

todos os pixels, dividido pelo nimero de pixels por &rea (Pinheiro et al., 2009).
Anédlises Estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas com o pacote SPSS (Statistical Package
for Social Sciences, IBM Inc., USA) versdo 17.0. A normalidade e homogeneidade dos dados
foram verificadas pelos testes Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Analises intragrupo
foram feitas por Anélise de Variancia e teste post-hoc de Tukey, ou pelo teste Kruskal-Wallis
com post-hoc de Mann-Whitney. Analise bivariada com teste t de Student ou teste de Mann-
Whitney, de acordo com a normalidade da variavel, foi utilizada para verificacdo de diferenca

entre os grupos. Adotou-se o nivel de significancia de 95% (p<0,05).

Resultados

Para excluir qualquer alteracdo prévia ao protocolo experimental, os animais
foram avaliados para os seguintes parametros, antes da injecdo de doxorubicina, (T-0):
proteinuria, creatinina urinaria, massa corporal, consumo agua e volume urinario, € 0s

resultados ndo apresentaram diferenca estatistica entre os grupos (TAB. 1).
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AlteracGes biogquimicas e disfuncdo renal, induzidas pela doxorrubicina

Os animais do grupo DOX, quando comparados ao grupo CON desenvolveram
dislipidemia, com aumento na quantidade de colesterol total e triglicerideo a partir do 14° dia
apos a injecdo da doxorrubicina. Também demonstraram aumento na glicemia no 28° dia ap6s
a injecdo (TAB. 2). Animais do grupo DOX desenvolveram albumindria no 7° dia apds a
injecdo da droga (GRAF. 1). Nesse grupo, ocorreu também aumento na excrecdo urinaria de
proteinas totais, reducdo na excrecao urinaria de creatinina, além de reducdo no clearance de
creatinina nas trés primeiras semanas apés a injecdo da droga, com normalizacdo do clearance
no 28° dia apos a injecdo (TAB. 2). A creatinina sérica ndo demonstrou altera¢do ao longo do
experimento, entretanto, no grupo DOX ocorreu reducdo na concentracao sérica de creatinina
no 28° dia apos a injecdo. A excrecdo de sodio e potassio, na urina, apresentou dindmica
semelhante, com reducdo significativa na excrecdo desses ions, no grupo DOX em relagdo ao
grupo CON a partir do 14° ap6s a injecdo da droga (TAB. 2).

TABELA 1

Condicao inicial (pré-tratamento) dos animais utilizados no experimento

Grupo CON Grupo DOX

Média (EP) Média (EP) p
Proteindria (mg/L) 30,51 (2,19) 31,81 (2,84) 0,736
Creatinina urinaria (mg/dL) 145,91 (11,62) 130,57 (7,77) 0,265
Massa corporal (mg) 315,24 (7,73) 296,55 (7,01) 0,082
Consumo de agua (mL) 41,42 (2,34) 35,96 (2,04) 0,085

Volume urinério (mL) 7,12 (0,84) 8,32 (1,63) 0678
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GRAFICO 1 — Presenca de albumindria em ratos com sindrome nefrética a partir
do 7° dia ap0s a injecdo da doxorrubicina. Grupo CON representa
a média de todos os tempos (7, 14, 21 e 28 dias). () = Alteracbes
estatisticamente significativas (p<0,05)

Alteragdes biométricas induzidas pela doxorrubicina

Nos animais do grupo DOX em relacdo ao grupo CON, observamos menor ganho
de massa corporal (TAB. 3) a partir do 14° dia ap0s injecdo da droga, além de reducdo no
consumo alimentar a partir do 7° dia e aumento na massa renal (fresca) a partir do 14° dia
(TAB. 2). Nao ocorreu alteracdo significativa no volume urinario entre os dois grupos (TAB.
3). No grupo DOX em relagdo ao grupo CON, no 28° dia ap6s a inje¢cdo, ocorreu aumento na
massa hepatica, na massa renal (fresca e desidratada) e também no percentual de umidade dos

rins. N&o ocorreram alteracdes significativas na massa do bago ou do coracéo (TAB. 4).
Esclerose renal induzida pela doxorrubicina

Nos animais do grupo DOX, em relacdo ao grupo CON, ocorreu reducao
progressiva na quantidade de glomeérulos, bem como na &rea glomerular, com diferenca
significativa a partir do 21° dia ap0s injecdo da droga (TAB. 2). A partir do 21° dia, também
ocorreu aumento significativo na deposigdo renal de coldgeno nesses animais (TAB. 2). No
28° dia, apos a injecdo da doxorrubicina, ocorreu reducdo na area do tufo capilar glomerular
(TAB. 3), reducdo na celularidade glomerular e aumento na celularidade tdbulo intersticial
(FIG. 1 e TAB. 2). Nos animais do grupo DOX observou-se hipertrofia da membrana basal

tubular e glomerular, e aumento nas areas PAS positivas no tufo capilar glomerular (FIG. 2).
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Ocorreu também aumento na deposicdo de colageno no tufo glomerular e na parede dos
tubulos no 28° dia apo6s a injecdo da doxorrubicina (FIG. 2). A impregnacdo pela Prata
amoniacal mostrou expanséo intersticial no grupo DOX (FIG. 1), verificada pelo aumento na
espessura da membrana basal dos tibulos e glomérulos e sinais de glomeruloesclerose focal e
segmentar, caracterizada pela obliteracdo parcial dos capilares glomerulares.

Correlacéo entre proteindria, dislipidemia e massa renal

Nos animais do grupo DOX, no presente estudo, a concentracdo de proteina na
urina apresentou correlacdo fraca (r=0,371) e moderada (r=0,496) com o0s niveis séricos de
triglicerideos e colesterol, respectivamente. Observou-se também correlacdo mais acentuada
(r=0,618) entre a concentracdo de proteina na urina e a massa renal (TAB. 5). Ocorreu forte
correlacdo entre as concentracdes séricas de colesterol e triglicerideos (r=0,792) além de
correlacdo moderada entre a massa renal e a concentracdo sérica de colesterol (r=0,627) e
triglicerideos (r=0,471). N&o houve correlacdo entre esses lipideos e a deposicdo de colageno
no tecido renal (TAB. 5)

Discussao

No presente estudo, os animais do grupo DOX apresentaram alteracdes
condizentes com os disturbios renais e metabolicos, caracteristicos do modelo animal de SN
induzida pela doxorrubicina. Entre as alteracdes, foram observados distlrbios bioquimicos
tais como dislipidemia precoce; alteracGes histoldgicas compativeis com a presenca de
infiltrado inflamatdrio cronico e processo de fibrose renal, além de alteracdes biométricas.
Observou-se, ainda, correlacdo positiva da proteintria com a concentracdo de lipideos no
plasma e com a massa renal. Devido as limitagfes no estudo da SNI em pacientes, modelos
experimentais contribuem bastante para a compreensdo dos mecanismos fisiopatoldgicos
dessa doenca (Lee, et al., 2006; Eddy et al., 2012), como o0 modelo de inducdo da SN pelo
guimioterapico doxorrubicina. Em roedores, a doxorrubicina induz a lesdes renais
semelhantes as observadas em pacientes com SNI (Wang et al., 2000; Lee et al., 2006; Lee e
Harris, 2011).

A proteinuria é a alteracdo bioquimica caracteristica da SN, tanto em pacientes

(Schachter, 2004) quanto no modelo animal, sendo Util para confirmar a eficacia do modelo
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animal de SN (Pippin et al., 2009). De acordo com Thomas e Colaboradores (1999), a alta
concentracdo de proteina na urina esta associada a piora da doenca renal. No modelo de SN
induzida pela doxorrubicina ocorre perda de proteina na urina entre 5 e 7 dias apds a injecédo
da droga (Bertani et al., 1982; Wang et al., 2000; Pippin et al., 2009). Além da proteindria,
pode ocorrer hipoalbuminemia, hipercreatinemia (Wang et al., 2000; Lee et al., 2006) e
reducdo no clearance de creatinina (Chen et al., 1998; Lee et al., 2006). Este estudo
confirmou a ocorréncia de albuminudria; nos animais do grupo DOX em relagdo ao grupo
controle, que iniciou precocemente e persistiu por todo o periodo experimental. Observamos
também reducdo na excrecdo urinaria de creatinina, significativa a partir do 14° dia apds
injecdo da droga, além de reducdo no clearance de creatinina, durante as trés primeiras
semanas apos a injecao, conforme esperado, para uma doenca de comportamento progressivo.
De forma interessante, no 28° dia o clearance de creatinina voltou aos valores do grupo
controle. Nesse mesmo momento, a concentracdo plasmatica de creatinina apresentou-se
significativamente menor do que no grupo controle, 0 que pode sugerir uma tentativa de
recuperacdo da funcdo renal. Alguns autores ndo encontraram alteracBes significativas na
concentracdo urindria ou plasmatica de creatinina (Bertani et al., 1982; Okuda et al., 1986;
Chen et al., 1995), no modelo animal de SN induzida pela doxorrubicina.

A dislipidemia é caracteristica comum aos pacientes com SNI (Schachter, 2004) e
também tem sido descrita no modelo animal de SN (Shearer et al., 2005; Buranakarl et al.,
2008; Mufoz et al., 2011). No presente estudo ocorreu aumento nos niveis séricos de
colesterol total e triglicerideos, principalmente a partir do 14° dia apds a injecdo da
doxorrubicina. No modelo animal de SN induzida pela doxorrubicina, a patogénese da lesao
renal tem sido associada as dislipidemias (Van Goor et al., 1993; De Boer et al., 1999;
Shearer et al., 2005). No estudo de Shearer e colaboradores (2005) houve correlagéo positiva
entre 0 aumento no colesterol plasmatico e a perda de albumina na urina. No presente estudo,
a concentragdo de proteina na urina dos animais do grupo DOX apresentou correlacdo fraca e
moderada com os niveis de triglicerideos e colesterol séricos, respectivamente. Observou-se
no presente estudo correlagdo moderada entre a proteindria e a massa renal. De acordo De
Boer e colaboradores (1999) a intensidade da fibrose glomerular apresenta maior correlacéo
com a concentragcdo de colesterol plasmatico do que com a concentracdo de proteinas na
urina. Nos resultados deste estudo a concentracdo sérica de colesterol apresentou forte
correlacdo com o0s niveis séricos de triglicerideos, conforme esperado. Também houve

correlagdo moderada entre a massa renal e a concentragdo serica de colesterol e triglicerideos,
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contudo, ndo se detectou correlacdo entre esses lipideos e a deposicdo de colageno no tecido

renal.

FIGURA 1 - AlteracGes histologicas renais em ratos com sindrome nefrdtica induzida
pela doxorrubicina - (a) e (b) Grupo CON: aparéncia tecidual normal (HE
e Prata amoniacal); (c) e (d) Grupo DOX 28° dia: redu¢do na celularidade
glomerular e aumento na celularidade tubulointersticial (HE); (e) e (f)
Grupo DOX 28° dia: areas de depositos hialinicos e expansao do volume
intersticial (HE); glomeruloesclerose focal com obliteracdo parcial dos
capilares glomerulares — setas brancas (Prata amoniacal).
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FIGURA 2 - Alterac@es histoldgicas renais em ratos com sindrome nefrdtica induzida
pela doxorrubicina - (a) e (b) Grupo CON: aparéncia tecidual normal
(PAS e Tricromico de Masson); (c) e (d) Grupo DOX 28° dia: aumento
das areas PAS positivas no tufo capilar glomerular e na membrana basal
dos tubulos e capsula de Bowman (PAS); (e) e (f) Grupo DOX 28° dia:
aumento na deposicdo de coladgeno no tufo glomerular e na parede dos
tibulos (Tricrémico de Masson).
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Resultados das analises bioquimicas, biométricas e histoldgicas em ratos com sindrome nefrética induzida pela doxorrubicina. () =

Alteracdes estatisticamente significativas (p<0,05). Grupo CON representa a média de todos os tempos (7, 14, 21 e 28 dias).

Grupo DOX
Grupo CON T-07 T-14 T-21 T-28

Média (EP) Média (EP) Média (EP) Média (EP) Média (EP)
Colesterol total (mg/dL) 66,63 (7,59) 97,63 (12,42) 350,11 (33,15) * 544,34 (73,86) * 513,71 (96,65) *
Triglicerideos (mg/dL) 72,93 (6,53) 41,10 (7,40) * 569,44 (164,46) * 686,95 (54,79) * 574,28 (122,95) *
Proteindria (mg/L) 33,25 (3,09) 44,55 (5,34) 45,34 (5,53) 58,73 (6,84) * 71,54 (3,42) *
Raz&o Albumina/ Creatinina urina (mg/g) 0,39 (0,07) 0,92 (0,18) * 1,05 (0,35) * 1,09 (0,41) * 0,98 (0,11) *
Na+ urina (mg/dL) 0,49 (0,06) 0,46 (0,12) 0,18 (0,03) * 0,21 (0,05) * 0,24 (0,06) *
K+ urina (mg/dL) 2,16 (0,20) 2,60 (0,26) 0,97 (0,18) * 0,91 (0,15) * 0,75 (0,16) *
Glicemia (mg/dL) 311,31 (22,09) 364,90 (22,39) 356,98 (40,65) 359,95 (39,75) 467,76 (74,16) *
Creatinina urinaria (mg/dL) 145,20 (22,44) 138,79 (18,82) 64,15 (12,70) * 47,25 (8,09) * 68,07 (5,05) *
Creatinina sérica (mg/dL) 0,60 (0,02) 0,61 (0,06) 0,88 (0,36) 0,82 (0,13) 0,42 (0,02) *
Clearance creatinina (mL/min.) 1,54 (0,32) 0,76 (0,09) * 0,34 (0,06) * 0,68 (0,16) * 1,58 (0,30)
Consumo alimentar (mg/dia) 30,25 (0,67) 20,54 (3,24) * 22,20 (2,19) * 22,47 (1,57) * 26,98 (2,33)
Massa renal fresca (mg) 9,28 (0,35) 9,45 (0,27) 10,70 (0,46) * 12,81 (0,40) * 13,84 (0,81) *
Quantidade de glomérulos (unid.) 185,80 (8,44) 180,33 (15,82) 192,60 (14,75) 130,42 (17,19) * 128,85 (10,45) *
Area glomerular (um?) 7238,88 (131,30) 7047,73 (402,15) 7183,36 (42,49) 6322,90 (720,52) * 6609,10 (154,31) *
Deposicao renal de colageno (%) 6,13 (0,79) 7,55 (0,46) 6,61 (0,81) 11,04 (0,62) * 12,19 (0,68) *
Celularidade Glomerular (unid.) 62,50 (1,64) 63,07 (2,33) 66,69 (4,22) 63,86 (5,09) 51,65 (1,85) *

Celularidade Tubulointersticial (unid.)

428,40 (10,13)

438,04 (14,91)

456,10 (20,13)

439,81 (32,85)

503,39 (16,01) *
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Resultados das analises biométricas e histolégicas em ratos com sindrome nefrética induzida pela doxorrubicina / () = Alteracdes

estatisticamente significativas (p<0,05)

Grupo CON Grupo DOX
T-07 T-14 T-21 T-28 T-07 T-14 T-21 T-28

Média (EP) Média (EP) Média (EP) Média (EP) Média (EP) Média (EP) Média (EP) Média (EP)
Volume urinério (mL/dia) 9,50 (2,22) 8,40 (1,60) 23,50 (4,15) 5,90 (2,05) 5,41 (1,05) 7,10 (1,64) 14,92 (3,77) 12,42 (2,46)
Massa corporal (gramas) 276,92 (6,85) 343,20 (13,98) 389,44 (15,26) 379,04 (8,89) 273,26 (6,02) 277,94 (11,60) * 296,08 (11,49) * 308,15 (14,68) *
Avrea tufo capilar
glomerular (um?) 3433,00 (72,80) 4021,46 (32,22) 3761,60 (59,00) 3661,70(40,90) 3716,80 (179,25) 3768,73 (136,66)  3245,73 (139,75) 3253,86 (91,95) *

TABELA 4

Resultados das analises biométricas em ratos com sindrome nefrotica induzida pela doxorrubicina, 28 dias ap0s a injecdo. (*) =

AlteracOes estatisticamente significativas (p<0,05). (+) = massa do 6rgdo corrigida pela massa corporal do animal.

Grupo CON Grupo DOX
Média (EP) Média (EP)
Massa renal fresca (mg) + 4,31 (0,19) 7,18 (0,39) *
Massa renal desidratada (mg) + 0,86 (0,04) 1,16 (0,05) *
Percentual de umidade dos rins (%) 79,92 (0,66) 83,65 (0,59) *
Massa hepatica (mg) + 38,06 (2,45) 63,83 (3,23) *
Massa do bago (mg) + 3,81 (0,53) 2,94 (0,39)
Massa cardiaca (mg) + 3,31 (0,15) 3,68 (0,24)
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TABELAS
CorrelagGes entre proteinaria, concentracdo sérica de lipideos, massa renal e deposi¢éo de
colageno nos rins, em ratos com sindrome nefrotica induzida pela doxorrubicina.  (*) =

Correlag0es estatisticamente significativas

Proteindria Colesterol Triglicerideos
r p r p r p
Colesterol 0,496 * 0,004 - -
Triglicerideos 0,371 * 0,041 0,792 * <0,001 - -
Massa renal 0,618 * <0,001 0,627 * 0,001 0,471* 0,015
Deposicéao colageno 0,139 0,333 0,330 0,147 0,164 0,315

Em geral, as alteracGes glicémicas nao tém sido foco de estudos no modelo animal
de SN induzida pela doxorrubicina. Acredita-se que o aumento da glicemia, observada no 28°,
nos animais do grupo DOX, possa estar relacionado as alteragcbes nos mecanismos hepéticos
de glicogendlise ou gliconeogénese. Distlrbios nos mecanismos glomerulares e tubulares de
formacédo da urina poderiam justificar as alteracdes verificadas na excrecdo urinaria de sodio e

potéssio que, no presente estudo, se apresentaram reduzidas no grupo DOX.

A perda de massa corporal € relato comum nos animais com SN induzida pela
doxorrubicina, ocorrendo normalmente nas primeiras semanas ap6s a injecdo da droga
(Okuda et al., 1986; Rangan et al., 1999; Jeansson et al., 2009). Essa perda de massa pode
estar associada a reducdo no consumo alimentar (Buranakarl et al., 2008; Jeansson et al.,
2009). Posteriormente observa-se ganho de massa, mas de forma bem mais lenta que no grupo
controle (Wang et al., 2000; Lee, et al., 2006; Mufioz et al., 2011). Segundo Mihailovic-
Stanojevic e colaboradores (2009) a perda de massa pode estar relacionada a dose de
doxorrubicina e a linhagem animal utilizada, ndo sendo, portanto, um achado constante. Os
resultados do presente estudo corroboram os achados da literatura, pois nos animais do grupo
DOX ocorreu perda de massa corporal na primeira semana apos injecdo da droga, seguida
pelo ganho de massa ao longo do experimento, contudo com menor intensidade que nos
animais do grupo CON. Observou-se, ainda, reducdo no consumo alimentar no grupo DOX, a
partir do 7° dia apos a injecdo, o que poderia justificar o menor ganho de massa corporal. Em
humanos a doxorrubicina provoca alteragdes na mucosa bucal, além de anorexia que ocorre

nas primeiras 24 horas ap6s a injecdo e pode perdurar por varios dias (Adriamycin 2012). A
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utilizacdo de injecOes intraperitoneais, com solucdo de eletrolitos e glicose, pode evitar a
perda de massa nos animais tratados com a doxorrubicina (Jeansson et al., 2009).

Apesar da existéncia de relato indicando reducdo progressiva da massa renal em
animais injetados com a doxorrubicina, (Lee et al., 2006), a maioria dos estudos descreve
hipertrofia desse 6rgdo, em animais com SN induzida pela doxorrubicina (Okuda et al., 1986;
Wang et al., 2000). No presente estudo, ocorreu aumento da massa renal a partir do 14° dia
apos a injecdo da doxorrubicina. Devido ao aumento da massa renal, observado no grupo
DOX, ao longo deste experimento, realizaram-se procedimentos de desidratacdo dos rins, para
saber se esse aumento de massa foi devido ao acimulo de liquido (edema), caracteristico de
pacientes com SN (Schachter, 2004) e também presente no modelo animal de SN (Bertani et
al., 1982; Nakhoul et al.,2005) ou, se ocorreu pelo excesso de tecido, devido a fibrose tabulo-
glomerular, caracteristica também presente em pacientes com SN (Souto et al., 2008) e no
modelo animal dessa doenca (Wu et al., 2007). Observou-se que 0 aumento na massa renal
nos animais do grupo DOX, no 28° dia apds inje¢do da droga, ocorreu em parte devido ao
aumento do percentual de liquido tecidual e, em parte, devido ao aumento na quantidade de
tecido renal, provavelmente relacionados aos mecanismos de edema e de fibrose tecidual,

respectivamente.

Outros 6rgaos internos como coragdo pulmao e figado foram pouco investigados
no modelo animal de SN induzida pela doxorrubicina. De acordo com Zheng e colaboradores
(2005) esses orgdos nao sdo afetados nas doses de doxorrubicina usualmente utilizadas para
induzir SN em camundongos, por um periodo de até 15 dias. Neste estudo, ocorreu aumento
na massa hepatica, nos animais do grupo DOX em relacdo ao grupo controle, sem alteracdo
significativa na massa do baco ou do coracdo nesses animais, apés 28 dias de injecdo da
droga. Apesar de nao se ter verificado o teor de umidade do figado, acredita-se que 0 aumento
na massa hepética também esteja relacionado ao aumento no percentual de liquido tecidual
(edema) e na quantidade de tecido hepéatico, uma vez que a perda proteica provocada pela
doenca pode sobrecarregar a funcéo hepatica e com isso promover hipertrofia desse érgéo.

No modelo animal de SN induzida pela Doxorrubicina, as lesdes renais séo
minimas ou moderadas, entre o0 7° e 0 14° dia apds injecdo da droga, e acentuadas entre 0 21°
e 28° dia (Rangan et al., 1999). No presente estudo, as alteracdes histologicas nos animais do
grupo DOX, a partir do 21° dia ap6s a injecdo da droga, foram descritas como redugdes na

guantidade de glomérulos, na area glomerular, na area do tufo capilar glomerular e na
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celularidade dos glomérulos. Também foi demonstrado aumento na deposicéo de colageno no
tufo capilar glomerular e na parede dos tubulos renais, além de hipertrofia da membrana basal
dos glomérulos e tubulos renais e aumento nas areas PAS positivas no tufo capilar
glomerular. O aumento na espessura da membrana basal de tabulos e glomérulos e a
obliteragdo parcial dos capilares do tufo glomerular, verificados na impregnacédo pela prata,
para os animais do grupo DOX, sdo compativeis com a expansdo do volume intersticial e com
0 processo de glomeruloesclerose focal e segmentar, conforme descrito anteriormente por
Bertani e colaboradores (1986) e também por Vielhauer e colaboradores (2004). Todas essas
alteracdes sdo condizentes com a perda progressiva da funcdo renal e com o processo de
fibrose tecidual tardia.

Os dados desta pesquisa corroboraram os achados da literatura no sentido que, no
modelo animal de SN induzida pela doxorrubicina, durante a evolu¢do da doenca, ocorre
reducdo da celularidade glomerular, atrofia e colapso do tufo glomerular além de expansédo
mesangial (Chen et al., 1998; Wang et al., 2000). Os dados deste estudo demonstram que no
28° dia apos a injecdo da doxorrubicina ocorreu aumento na celularidade tabulo-intersticial,
indicativo da presenca de um infiltrado inflamatério mononuclear crénico. Segundo Wang e
colaboradores o acumulo de células inflamatérias, como macréfagos e linfécitos no tecido
renal, é caracteristico no modelo animal de SN pela doxorrubicina e ocorre somente no espago

intersticial.

Diversas alteracGes relatadas no presente estudo sdo bem descritas na literatura,
contudo algumas delas foram pouco investigadas, como o aumento na quantidade de liquido
no tecido renal (edema), responsavel pelo aumento de massa desse 6rgdo e possivelmente

contribuindo para a disfuncdo do mesmo.

Conclusao

Os achados do presente estudo corroboram a caracterizacdo do modelo animal de
SN induzida pela doxorrubicina. Nesse modelo animal de SN, as alteragfes bioquimicas,
como dislipidemias e proteinuria, surgem precocemente, durante a evolugdo da doenca e as
lesbes histologicas tornam-se bastante intensas a partir do 21° dia apds a injecdo da
doxorrubicina. Uma vez que a fisiopatologia da SNI ainda ndo estd bem definida, estudos

biométricos, bioquimicos e histologicos, evidenciando a progressdo da lesdo renal e suas
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consequéncias, contribuem com a melhor compreensdo e direcionamento das investigacoes
sobre essa doenca. Estudos adicionais devem investigar o mecanismo de formacdo do edema
renal, bem como a importancia desse edema na progressdo da lesdo renal no modelo animal
de SN induzida pela doxorrubicina, a fim de colaborar para a melhor compreensao da historia

natural dessa doenca.
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Resumo

A Sindrome Nefrotica (SN) caracteriza-se por proteindria, hipoalbuminemia e edema
generalizado. Embora seu mecanismo fisiopatolégico continue desconhecido, estudos com
pacientes e modelo animal tém associado a SN com alteracdes na resposta imunologica. No
presente estudo foi avaliada a expressdo das moléculas CD80 e CD18, relacionadas & ativacdo
e migracdo celular respectivamente, nos leucécitos do sangue periférico de ratos com SN
induzida pela doxorrubicina, bem como o perfil do leucograma e o dano oxidativo renal
nestes animais, em diferentes fases da doenca. Ratos Wistar, machos, 250 a 300 gramas de
peso foram divididos em dois grupos: animais que receberam injecdo endovenosa de
doxorrubicina (7,5mg/kg) (DOX=32) e animais que receberam solucdo salina (CON=32).
Animais de cada grupo foram eutanasiados nos dias 7, 14, 21 e 28 apds as injecGes, sendo
coletadas amostras de urina de 24 horas e sangue para analises bioquimicas e imunolégicas. A
caracterizacdo fenotipica dos leucdcitos foi realizada por citometria de fluxo, pela expressao
de CD18 em mondcitos, linfocitos e células NK e pela expressdo de CD80 em mondcitos.
Amostras de tecido renal foram quantificadas para o Malondialdeido (MDA) e para a
atividade das enzimas superdxido dismutase (SOD) e catalase. Nos animais do grupo DOX
ocorreram alteracfes temporarias no leucograma total e nas subpopula¢Ges de mondcitos,
neutrdfilos e linfdcitos, além de aumento na expressdo de CD18 em linfécitos T citotdxicos,
células NK e mondcitos, bem como na expressdo de CD80 em mondcitos. O dano oxidativo
renal apresentou correlacao positiva com a expressao de CD80 em mondcitos e com 0s niveis
plasmaticos de creatinina, evidenciando uma associacdo entre a maior ativacao periférica de
mondcitos e a lesdo renal nos animais com SN. Estes resultados sugerem que células
citotoxicas e fagociticas sdo preferencialmente recrutadas do sangue periférico para o foco da
lesdo, 0 que pode contribuir para a injuria renal neste modelo animal de SN. Estudos
adicionais que analisem o efeito do blogueio das integrinas e moléculas coestimuladoras, bem
como a resposta migratoria dos neutrofilos e o dano oxidativo no tecido renal, podem oferecer

novas oportunidades terapéuticas para o tratamento da SN em humanos.

Descritores: Sindrome nefrotica idiopatica, modelo animal, doxorrubicina, leucécitos, CD18,

CD80, estresse oxidativo.
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Abstract

The nephrotic syndrome (NS) is characterized by proteinuria, hypoalbuminemia and
generalized edema. Although the pathophysiological mechanisms of NS remain unknown,
studies with animal models and patients have associated the NS with chqges in immune
response. The present study investigated the expression of molecules related to cell activation
and migration, CD18 and CD80 respectively, on peripheral blood leukocytes as well the
leucogram profile and renal production of reactive oxygen species in rats with NS induced by
Doxorubicin. Male Wistar rats, 250-300 grams, were divided into two groups: animals
receiving intravenous injection of doxorubicin (7.5 mg / kg) (DOX = 32) and control animals
that received saline (CON = 32). Animals of each group were euthanized at days 7, 14, 21 and
28 after injection. Twenty four hour urine samples and blood samples were collected for
biochemical and immunological analyzes. The phenotypic analysis of leukocytes was
performed by flow cytometry. The expression of CD18 in monocytes, CD4 +, CD8 + and NK
cells and the expression of CD80 in monocytes were measured. In renal tissue samples, the
oxidative activity was evaluated by malondialdehyde (MDA) production and antioxidant
activity of superoxide dismutase (SOD) and catalase. The DOX group animals showed
temporary alterations in the leucogram, in monocytes, neutrophils and lymphocytes. There
was significant increase in cellular CD18 expression in cytotoxic T lymphocytes, NK cells
and monocytes as well as raised CD80 expression on peripheral blood monocytes. The
increased production of reactive oxygen species in renal tissue of DOX group animals was
positively correlated with the CD80 expression on monocytes and serum levels of creatinine,
indicating a link between increased activation of peripheral monocytes and kidney damage in
animals with NS. The results suggest that phagocytic and cytotoxic cells are preferentially
recruited from peripheral blood to the focus of the injury, which could contribute to injury in
the animal model of doxorubicin induced NS. Additional studies analyzing the effects of the
integrins and co-stimulatory molecules blockade as well as migratory neutrophil response and
the renal oxidative damage may offer new opportunities for therapeutic treatment in humans
NS.

Keywords: Idiopathic nephrotic syndrome, animal model, doxorubicin, leukocyte, CD18,

CD80, oxidative stress.
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Introducéo

A sindrome nefrotica (SN) é uma glomerulopatia bastante comum em criancas e
adultos, apesar de sua fisiopatologia permanecer ainda desconhecida (Abrantes et al., 2004;
Souto et al., 2008; D agati et al., 2011). Diversos estudos evidenciaram o envolvimento do
sistema imune na SN, com alteracdes na resposta mediada por células TCD8" (Wang et al.,
2000; Wang et al., 2001-b) bem como a participagdo de macrofagos (Wang et al., 2007; CAO
et al., 2010; Benz et al., 2010) e células NK (Musial et al., 2010) na patogénese da nefropatia.
Na SN a leséo renal também pode estar relacionada ao dano oxidativo tecidual, por meio de
espécies reativas de oxigénio (Zima et al., 1998; Ghodake et al., 2010; Takiue et al., 2012).
Estudos recentes mostraram alteracdes na producdo de espécies reativas de oxigénio no
plasma de pacientes com SN (Ghodake et al., 2010). Produtos da peroxidacéo lipidica foram
associados a lesdo renal induzida pela doxorrubicina em modelo animal de SN (Zima et al.,
1998; Boonsanit et al., 2006; Takiue et al., 2012). Algumas pesquisas apontam também para
as alteracdes na atividade antioxidante das enzimas superoxido dismutase (SOD) e catalase,
tanto no plasma de pacientes (Ghodake et al., 2010) guanto no tecido renal de animais com
SN (Boonsanit et al., 2006; Takiue et al., 2012).

Tendo em vista a participacdo de células fagociticas e citotoxicas no
desenvolvimento da lesdo renal na SN (Lama et al., 2002; Benz et al., 2010; Musial et al.,
2010) e por ser conhecida a participacdo dos macrofagos na geracdo de radicais livres (Berens
et al., 1998; Akyoul et al., 2007) ¢é provavel que, alteracbes na ativacdo e migracdo destas
células possam influenciar o curso da SN. Durante a ativacdo das células T sdo necessarios
dois tipos de sinais, a ligacdo entre o receptor das células T (TCR) com o antigeno
apresentado pelo complexo principal de histocompatibilidade de classe Il (MHC-II) e, em
seguida, o sinal denominado coestimulatorio, entre a molécula CD28 presente na superficie
das células T e a molécula CD80 (B7-1) na superficie das células apresentadoras de antigeno
(Engel et al., 1994; Sayegh e Turka, 1995; Fleischer et al., 1996). No mecanismo de migragéo
celular, as integrinas dos leucocitos e as moléculas de adesdo intercelular desempenham papel
essencial na fixacdo leucocitéria as celulas-alvo e a matriz extracelular (Springer, 1994;
Gahmberg, 1997). Apo6s estimulos lesivos, sinais quimiotaticos advindos do sitio inflamatério
ativam as integrinas nos leucocitos e induzem a fixagdo e rolamento dos mesmos através da

parede vascular (Penberthy et al., 1997).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Berens%20KL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9509560
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Modelos experimentais tém contribuido para a compreensdo da fisiopatologia da
SN (Eddy et al., 2012), dentre eles, ressalta-se o0 modelo de inducdo da SN pelo
quimioterapico doxorrubicina. Em roedores, este farmaco induz lesdes renais semelhantes as
observadas em pacientes com SN (Wang et al., 2000; LEE e Harris, 2011). O presente estudo
investigou a expressdo da molécula coestimulatéria CD80 e da integrina CD18 em leucdcitos
do sangue periférico associada as alteragdes no leucograma, bem como na atividade oxidativa

renal de ratos com SN induzida pela doxorrubicina.

Metodologia
Animais

Foram utilizados sessenta e quatro ratos Wistar, machos, com 6 a 8 semanas de
idade e peso entre 250 e 300 gramas no inicio do experimento. Os animais foram obtidos do
Centro de Bioterismo — Cebio - Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Brasil) e
mantidos em condigdes ambientais controladas, com ciclos claro/escuro de 12-h e livre acesso
a agua e alimentacdo (racdo padrdo para roedores - Nuvital, Nuvilab, Brasil). O protocolo
experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA) da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) - protocolo 99/20009.

Inducéo da Nefropatia

Os animais foram inicialmente divididos em dois grupos: grupo DOX (n=32), que
recebeu dose Unica, na veia da cauda, de cloridrato de doxorrubicina (7,5mg,kg, Doxolem -
Farmaclinic, Belo Horizonte, Brasil) e o grupo CON (n=32), que recebeu, nas mesmas
condigdes, solucédo salina (Rangan et al.,1999; Wang et al., 2001; Park et al., 2003). Animais
de cada grupo foram eutanasiados nos dias 7, 14, 21 e 28 apds a injecdo, conforme a evolucao
da doenca descrita em estudos anteriores (Rangan et al.,1999; Park et al., 2003). Amostras
sanguineas para andlises bioquimicas e imunologicas foram obtidas por pungéo cardiaca, sob
anestesia (ketamina:xylazina, 60:8 mg/kg de peso corporal). Em seguida os animais foram
perfundidos com salina, via artéria aorta, para posterior remo¢do dos rins, sendo entdo

eutanasiados por exsanguinacao.
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Avaliacdo da Fungdo Renal e Eutanasia

Para avaliar a funcdo renal, amostras urinérias de 24 horas foram coletadas, em
gaiolas metabolicas, nos dias 0 (antes da injecdo), 7, 14, 21 e 28 (ap0s a injecdo) e amostras
sanguineas foram obtidas por puncdo cardiaca no momento da eutanasia. Para analise das
amostras utilizou-se o analisador automatico Cobas Mira Plus — Roche, AG, Switzerland e
Kits comercialmente disponiveis para dosagens de creatinina (K067) e albumina (078) -
Bioclin-Quibasa, Belo Horizonte, Brasil. Nos dias 7, 14, 21 e 28 animais de cada grupo foram
anestesiados (ketamina - 60mg/Kg e xylazina - 8 mg/kg), para a coleta de sangue por punc¢éo

cardiaca e em seguida foram eutanasiados por exsanguinagao.

Contagem global e diferencial de leucdcitos do sangue periférico

Para realizacdo do leucograma global foi utilizado o contador automaético de
células CELM CC-550® (CELM, Barueri, SP, Brasil). O balanco das diferentes
subpopulacdes leucocitarias (leucograma diferencial) foi realizado pela analise do esfregaco
sanguineo, apos coloracdo com Giemsa e May-Grunwald, utilizando-se microscopio optico
em aumento de 100x (Olympus — BX41 TF - Japan).

Analise de marcadores de superficie em leucdcitos circulantes, por citometria de fluxo

Para a analise dos marcadores de superficie utilizou-se o método de
imunofluorescéncia recomendado pela Becton Dickinson (BD, San Diego, CA - USA) e
modificado como a seguir: 50 uL de amostra de sangue heparinizado foram incubados, no
escuro, por 30 minutos e a temperatura ambiente, com 5 uL de anticorpo monoclonal (mAbs)
especifico para marcadores de superficie celular e conjugado ao fluorocromo ficoeritrina-PE,
isotiocianato de fluoresceina-FITC ou biotina (TAB. 1). Apds o periodo de incubagdo 0s
eritrocitos foram lisados (100 uL de solugdo de lise - Optilyse-B, Immunotec-USA) por 5
minutos, seguido da adi¢do de 900uL de &gua destilada e reincubag¢do por 10 minutos, a
temperatura ambiente. Apds a incubacdo, as células foram lavadas duas vezes com 1 mL de
tampéo PBS (phosphate-buffered saline - 0,15 mol/L cloreto de sodio; 0,01 mol/L fosfato de
sodio tampéo - pH 7,4) contendo 0,01% de azida sodica.

Os anticorpos biotinilados foram revelados utilizando-se streptavidina-FITC (BD

— Pharmingen TM), conforme descrito por Wu e colaboradores (2007). A aquisi¢do dos dados
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foi realizada com o instrumento FACScan (Becton-Dickinson, USA). O programa Cell-Quest
foi utilizado para a aquisicdo dos dados, identificacdo das populacgdes celulares de interesse e
determinacdo do valor percentual de populacbes e subpopulacdes celulares. A fenotipagem
teve como objetivo a analise de linfocitos T totais (células CD3+); linfocitos T auxiliares
(células CD3+CD4+); linfocitos T citotoxicos (células CD3+CD8+), linfocitos T auxiliare T
citotoxico ativados, (células CD4+CD18+ e CD8+CD18+) respectivamente, monocitos
ativados (células SSC™CD4"*CD18+ e SSC™CD4°“*CD80+) bem como células com
caracteristicas sugestivas de linfécitos NK ativados (células SSC™CD8"*"*CD18").

Foram utilizados graficos de distribuicdo pontual de tamanho versus
granulosidade (FSC x SSC) para analise do balango das principais populagdes leucocitarias,
com demarcacao da regido correspondente a subpopulacéo de interesse (neutréfilos, linfocitos
ou monocitos). Dentro de cada uma dessas subpopulacfes, quantificou-se o percentual de
células fluorescentes, utilizando-se gréaficos de fluorescéncia-1 versus fluorescéncia-2
(FL1xFL2). A avaliagdo da expressdo de CD18 e CD80 na superficie celular baseou-se na
determinacdo da intensidade média de fluorescéncia (MIF) emitida pela excitacdo do
fluorocromo associado aos anticorpos monoclonais ligados as moléculas de interesse na
superficie celular. Inicialmente, as populac@es celulares foram selecionadas em graficos de
distribuicdo pontual em fungdo da granulosidade celular e fluorescéncia 2 (SSC x FL2), em
seguida foram utilizados histogramas de fluorescéncia 2 (FL2) para determinar a expressao de

CD18 e CD80, na superficie destas células.

TABELA 1
Relacdo dos anticorpos monoclonais conjugados com fluorocromos utilizados na anélise

especifica de moléculas de superficie em subpopulacdes leucocitarias

Anticorpos monoclonais Clone e marca Especificidade
Anti-CD3 de rato conjugado com FITC clone G4.18 -BD  Linfécitos T
Anti-CD4 de rato conjugado com PE clone OX-35-BD  Subpopulagdes de Linfocitos T auxiliares

e mondcitos (CD4"")

Anti-CD8 de rato conjugado com PE Clone OX-8-BD  Subpopulages de  Linfocitos T
citotoxico e Linfocitos com fendtipo
sugestivos de células NK (CD8"")

Anti-CD80 de rato conjugado com biotina Caltag Molécula co-ativadora

Anti-CD18 de rato conjugado com biotina Caltag Integrina relacionada a migracéo celular
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Status Redox

Imediatamente ap0s a eutandsia os rins de cada animal foram removidos e uma
parte congelada em nitrogénio liquido e armazenada a -80°C. Ap6s o descongelamento 0s
fragmentos renais foram pesados, macerados e homogeneizados com PBS (phosphate-
buffered saline - 0,15 mol/L cloreto de sddio; 0,01 mol/L fosfato de sédio tampéo - pH 7,4).
O status redox foi avaliado conforme metodologia empregada por Barreto e colaboradores.
Resumidamente, os niveis teciduais de TBARs, substancias reativas do &cido tiobarbiturico,
que inclui o Malondialdeido (MDA) foram determinados por reacdo com o acido
tiobarbitrico em condigBes acidas, a 90° C, por 90 minutos e analisados em leitor de
microplacas a 532 nm. Determinou-se a atividade da enzima catalase pelo decaimento da
absorbancia do peroxido de hidrogénio, em espectrofotdmetro a 240nm. A atividade da
superéxido dismutase (SOD) foi calculada com base na inibicdo da auto-oxidacdo do
pirogalol em 50%, com a absorbancia determinada em leitor de microplacas a 420 nm. A
concentracdo de proteina de cada amostra foi determinada pelo método de Bradford,

utilizando albumina de soro bovino como padrédo (Barreto et al., 2011).

Andlise Estatistica

Os resultados estdo apresentados como média +/- erro padrdo da média, com nivel
de significancia de 95% (<0,05). Anélise de Variancia (ANOVA), com post-hoc de Tukey ou
teste de Kruskal-Wallis com post-hoc de Mann-Whitney foram usados para multiplas
comparag0es intragrupo. A diferenca entre os grupos foi verificada por teste t de Student ou
teste de Mann-Whitney, de acordo com a normalidade dos dados. A associacgao entre variaveis
foi verificada pelo teste de correlagdo de Pearson. As andlises foram realizadas usando o
SPSS para Windows (Statistical Package for Social Sciences, IBM Inc., USA) versdo 17.0.
Considerou-se grupo controle Gnico quando ndo houve diferenca intragrupo significativa nos

animais injetados com salina.
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Resultados

Disfuncéo renal

Os resultados bioquimicos (TAB. 2) mostraram que 0s animais que receberam
injecdo de doxorrubicina desenvolveram a leséo renal, evidenciada por alteracdes bioquimicas
precoces do tipo albumindria e aumento na relagdo albumina/creatinina na urina (p<0,05),
como previamente descrito (Pippin et al., 2009; Jeansson et al., 2009).

Alteracdes no percentual de leucdcitos do sangue periférico

Na fase inicial da doenca - (7° dia apds a injecdo) - ocorreu reducdo significativa

na contagem global de leucdécitos, no grupo DOX em relagdo ao grupo CON (GRAF. 1), com
reducdo percentual nas populacbes de mondcitos e neutréfilos (TAB. 2). Pela citometria de
fluxo, observou-se aumento significativo no percentual de linfocitos T citotoxicos
(CD3'CD8") e também no percentual de linfocitos T auxiliares (CD3"CD4") (TAB. 2). Na

Fase Intermedidria da doenca - (14° dia apds a injecdo) - o grupo DOX demonstrou aumento

na quantidade global de leucécitos (GRAF. 1), com elevacgdo nos percentuais de mondcitos e

neutrofilos e reducdo no percentual de linfocitos (TAB.2). Na Fase Tardia da doenca - (21° e

28° dia apos a injecdo) - a quantidade total de leucdcitos ainda permaneceu aumentada no
grupo DOX em relagdo ao grupo CON, contudo sem diferenca significativa (GRAF. 1). O
percentual de mondcitos e linfocitos no sangue periférico dos animais do grupo DOX
aumentou no 21° dia e novamente reduziu no 28° dia, enquanto o percentual de neutrofilos

permaneceu aumentado a partir do 14° até o 28° dia (TAB. 2).
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GRAFICO 1 - Leucometria global de ratos com sindrome nefrética induzida pela
doxorrubicina, em diferentes fases da doenca. (») = Alteracbes
estatisticamente significativas (p<0,05)
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Resultados das analises bioquimicas, imunoldgicas e do status redox de ratos com sindrome nefrética induzida pela doxorrubicina. (=) =

Alteracdes estatisticamente significativas (p<0,05). Grupo CON representa a média de todos os tempos (7, 14, 21 e 28 dias)

Grupo doxorrubicina

Grupo controle T-07 T-14 T-21 T-28

Média (EP) Média (EP) Média (EP) Média (EP) Média (EP)
Albumindria (mg/L) 62,92 (18,09) 122,66 (23,17) * 102,43 (16,57) * 87,05 (3,43) * 79,06 (7,90) *
Raz&o Albumina / Creatinina urina (mg/g) 0,39 (0,07) 0,92 (0,18) * 1,05 (0,35) * 1,09 (0,41) * 0,98 (0,11) *
Monécitos 5,19 (0,52) 4,14 (0,70) * 7,20 (2,40) 8,10 (0,76) * 3,20 (0,78) *
Neutréfilos 12,35 (1,16) 9,88 (1,29) * 34,80 (3,16) * 23,70 (3,94) * 33,70 (4,25) *
Linfécitos 67,64 (2,45) 84,44 (1,41) * 57,30 (4,59) * 81,25 (2,23) * 62,50 (4,40) *
Eosinéfilos 0,15 (0,06) 0,20 (0,13) 0,10 (0,10) 0,30 (0,21) 0,30 (0,21)
Basofilos 0,11 (0,11) 0,11 (0,11) 0,70 (0,30) 0,20 (0,13) 0,30 (0,21)
LT CD3*CD4* @ 45,94 (1,70) 79,92 (1,92) * 57,53 (2,03) 47,93 (4,30) 47,86 (3,52)
LT CD3*CD8* @ 13,41 (0,55) 16,19 (1,00) * 12,09 (1,74) 12,70 (0,92) 13,40 (0,88)
LT CD4*'CcD18*® 10,72 (0,52) 11,54 (1,18) 12,43 (0,57) 12,65 (1,60) 12,02 (1,07)
MDA (mmol/mg proteina) 2,18 (0,11) 3,32 (0,51) * 2,62 (0,40) 2,09 (0,52) 1,80 (0,22)
Catalase (AE/min/mg proteina). 4,61 (0,37) 5,83 (1,63) 4,97 (0,89) 4,94 (0,91) 4,21 (0,47)
SOD (U/mg proteina) 0,39 (0,02) 0,36 (0,04) 0,32 (0,02) 0,42 (0,02) 0,38 (0,02)

MDA = Malondialdeido; SOD = Superéxido Dismutase / @ Percentual de células marcadas / ® Intensidade Média de Fluorescéncia
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TABELA 3
CorrelagOes entre o status redox do tecido renal, parametros de fungéo renal e a resposta imune
em ratos com sindrome nefrotica induzida pela doxorrubicina. () = Alteracdes estatisticamente

significativas (p<0,05)

MDA Catalase SOD

r p r p r p
SOD 0,213 0,241 0,603 <0,001 * - -
Catalase 0,382 0,031* - - - -
Creatinina Plasmética 0,535 0,009 * -0,110 0,322 -0,246 0,211
Creatinina Urindria 0,170 0,225 -0,183 0,202 0,453 0,051
Albumindria 0,124 0,277 0,059 0,385 0,094 0,361
Mondcitos CD80 (MIF) 0411  0,015* 0,302 0,052 -0,091 0,356
Mondcitos CD18 (MIF) 0,254 0,110 0,231 0,123 -0171 0,249

* p<0,05 comparado ao grupo controle; MDA = Malondialdeido; SOD = Superéxido Dismutase; MIF =
Intensidade Média de Fluorescéncia

Alteracdes fenotipicas em leucdcitos do sangue periférico

Em relacdo ao estado de ativacdo celular: Na Fase Inicial - as analises por

intensidade média de fluorescéncia (MIF) demonstraram que nos animais do grupo DOX em
relacdo ao grupo CON houve aumento na expressdo das integrinas CD18 em linfocitos T
citotoxicos (GRAF. 2b) e nas células com fenotipo sugestivo de células NK (GRAF. 3b).
Nesta fase, 0s mondcitos dos animais do grupo DOX também evidenciaram aumento na
expressao das integrinas CD18 e das moleculas coestimulatorias CD80 (GRAF. 4a e 4b)

respectivamente. Na Fase Intermediaria - animais do grupo DOX comparados ao grupo

CON, apresentaram aumento significativo no percentual de linfécitos T citotdxicos positivos
para CD18 (GRAF. 2a). Também ocorreu aumento no percentual de células sugestivas de NK
positivas para a integrina CD18 (GRAF. 3b). Nesta fase a intensidade média de fluorescéncia
para CD18 nos linfocitos T citotoxicos e nas células sugestivas de NK continuou aumentada
(GRAF.2b e 3b) respectivamente. Nos mondcitos a expressao de CD18 continuou aumentada

e a expressdao de CD80 reduziu um pouco, mas ainda manteve diferenca significativa entre o0s



140

animais do grupo DOX e CON. Na Fase Tardia - manteve-se o aumento na intensidade de

expressdo de CD18 bem como no percentual de células expressando estas integrinas entre 0s
linfocitos T citotdxicos (GRAF.2a e 2b) e as células sugestivas de NK (GRAF. 3a e 3b). No
21° dia ocorreu ligeira reducdo na expressdo de CD18 e de CD80 nos mondcitos, quando
comparado as fases iniciais da doenca, contudo ainda com valores significativamente maiores
do que no grupo CON. No 28° dia ndo se percebeu mais alteracOes na expressdo dessas
moléculas na superficie dos mondcitos (GRAF. 4a e 4b). Nao ocorreram alteracGes
significativas na expressdo das integrinas CD18 nos neutrofilos do sangue periférico dos
animais do grupo DOX em relagdo ao grupo CON (GRAF. 5a e 5b), nas diferentes fases da

doenca.

Aumento da Peroxidacdo Lipidica no tecido renal

Na fase inicial da doenca houve aumento significativo na peroxidacdo lipidica
(MDA) no tecido renal dos animais do grupo DOX em relacdo ao grupo CON, com reducéo
progressiva na concentragdo de MDA no tecido renal durante a progressdo da doenga. N&o
houve alteracdo significativa na funcdo antioxidante do tecido renal, pela atividade das
enzimas SOD e catalase, entre 0os grupos DOX e CON (TAB. 2). Analise de correlacédo
demonstrou correlagdo positiva entre a concentracdo renal de MDA e pardmetros como
atividade da catalase no tecido renal, concentracdo de creatinina plasmatica e expressdo de
CD80 em mondcitos do sangue periférico. Ocorreu, ainda, correlacdo positiva entre a
atividade das enzimas SOD e catalase (TAB. 3).
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GRAFICOS 2 (a, b) - Percentual (a) e intensidade de expressdo (b) de CD18 na superficie de
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GRAFICOS 3 (a, b) - Percentual (a) e intensidade de expressdo (b) de CD18 na superficie de
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GRAFICOS 4 (a, b) - Intensidade de expressio de CD18 (a) e CD80 (b) na superficie de
Mondcitos do sangue periférico de ratos com sindrome nefrdtica induzida pela
doxorrubicina, em diferentes fases da doenca. (=) e () = Alteracbes
estatisticamente significativas (p<0,05 e p<0,001, respectivamente). No grafico
b, o grupo CON representa a média de todos os tempos (7, 14, 21 e 28 dias)
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GRAFICOS 5 (a, b) - Percentual (a) e intensidade de expressdo (b) de CD18 na superficie de
Neutréfilos do sangue periférico de ratos com sindrome nefrética induzida pela
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Discussao

Modelos experimentais contribuem com a compreensdo dos mecanismos
fisiopatoldgicos e propostas terapéuticas para a sindrome nefrotica (SN) (Lee et al., 2006;
Eddy et al., 2012), como 0 modelo de nefropatia pelo quimioterapico doxorrubicina (Wang et
al., 2000; Lee et al., 2006; Lee e Harris, 2011). No presente estudo, animais que receberam
injecdo de doxorrubicina apresentaram albumindria e aumento na razdo albumina/creatinina,
conforme ja descrito na literatura (Bertani et al., 1982; Pippin et al., 2009). A albumindria é
um marcador bioquimico primario da lesdo renal (Thomas et al., 1999) e constitui um bom
indicador da SN no modelo animal (Pippin et al., 2009). A raz&o albumina/creatinina na urina
também é utilizada como parametro de avaliacdo renal (Chen et al., 1995; Jeansson et al.,
2009). Neste estudo, animais que receberam injecdo de doxorrubicina demonstraram ainda
alteracdes na expressdo de moléculas relacionadas a ativacdo (CD80) e migracdo (CD18)
celular em leucdcitos do sangue periférico, bem como aumento na concentracdo de MDA no
tecido renal, sugestivo de maior dano oxidativo tecidual, o qual manteve correlagéo positiva

com a expressao de CD80 nos mondcitos e com os niveis plasmaticos de creatinina.

Durante o mecanismo de ativacdo das células T, sdo necessarios dois tipos de
sinais, a ligacdo entre o receptor das células T (TCR) com o antigeno apresentado pelo
complexo principal de histocompatibilidade de classe Il (MHC-II) e, em seguida, o sinal
denominado coestimulatério, entre a molécula CD28 presente na superficie das células T e a
molécula CD80 na superficie das células apresentadoras de antigeno (Engel et al., 1994;
Sayegh e Turka, 1995; Fleischer et al., 1996). A molécula CD80, também denominada B7-1,
é uma proteina transmembrana presente na superficie das células apresentadoras de antigeno e
que possuem afinidade pelas moléculas CD28 presentes na superficie dos linfécitos T (Engel
et al., 1994; Sayegh e Turka, 1995; Fleischer et al., 1996).

As integrinas e as moléculas de adesdo intercelular (ICAM) desempenham papel
essencial na fixagdo dos leucdcitos as células-alvo e a matriz extracelular (Springer, 1994;
Gahmberg, 1997). As integrinas sdo glicoproteinas transmembranas do tipo ligante-
especificas, amplamente distribuidas na superficie celular e com afinidade por proteinas da
matriz extracelular, ligantes solUveis e contra-receptores nas células endoteliais (Ruoslahti,
1991; Diamond e Hynes, 1992; Karim e Tommy, 2000). Formam heterodimeros por ligagdes

covalentes entre as subunidades alfa (o) e beta () e constituem quatro familias (Humpbhries,
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et al., 2006). A familia beta 2 das integrinas é constituida pela subunidade beta 2 (2),
denominada (CD18), em combinacdo com uma das quatro subunidades alfa, ou seja, ol
(CD11a), aM (CD11b), aX (CD11lc) ou aD (CD11d) (Springer, 1994). Apds estimulos
lesivos sinais quimiotaticos ativam as integrinas e induzem a fixacdo e rolamento dos
leucocitos através da parede vascular (Penberthy et al., 1997). As integrinas beta-2 se ligam as
ICAM na superficie das células endoteliais (LI et al., 1995; Ricevuti, 1995). Citocinas e
quimiocinas aumentam a expressao de ICAM-1 na superficie do endotélio vascular e ativam
as integrinas na superficie dos leucdcitos, induzindo fixacdo e extravasamento celular
(Springer, 1994; Carr et al.,1996). Assim, o aumento na expressdo das integrinas esta

diretamente relacionado aos mecanismos de ativagao e migracdo celular (Cavalcanti, 1999).

No presente estudo, na fase inicial da doenca, ocorreu reducdo na contagem global
de leucécitos no sangue periférico dos animais do grupo DOX em relacdo ao grupo CON.
Nessa fase o leucograma diferencial evidenciou reducdo nas subpopula¢Ges de mondcitos e
neutrofilos no sangue periférico. Tais alteracfes podem estar relacionadas ao efeito
mielossupressor agudo do farmaco, que induz leucopenia e neutropenia reversivel
(Adriamycin, 2012). Outra possibilidade para a reducdo dessas populagdes leucocitarias seria
0 aumento precoce na ativacao celular e na capacidade migratdria destas células, evidenciadas
no presente estudo, pela maior expressdo da molécula coestimuladora CD80 e da integrina
CD18, principalmente no 7° dia ap6s a injecao da doxorrubicina.

O aumento na concentracdo de MDA no tecido renal dos animais do grupo DOX
na fase inicial da doenca sugere um maior dano oxidativo tecidual. Tendo em vista o
envolvimento das células fagociticas e citotoxicas no desenvolvimento da lesdo renal na SN
(Lama et al., 2002; Benz et al., 2010; Musial et al., 2010), bem como a participacdo dos
macrofagos e neutréfilos na geracdo de radicais livres (Berens et al., 1998; Akyoul et al.,
2007; Bertelli et al., 2010) é provavel que, alteracbes no estado de ativacdo e no
comportamento migratorio dos leucocitos possam influenciar o curso da SN, sendo possivel a
participacdo destas células no dano oxidativo renal e consequentemente na inducdo da
albumindria na fase inicial da doenca. Pacientes com SN apresentaram aumento na producgao
de espécies reativas de oxigénio no plasma, associado a redugdo na quantidade de albumina
plasmatica (Ghodake et al., 2010). Em modelo animal de SN induzida pela doxorrubicina, foi
relatado aumento na producdo das substancias reativas do &cido tiobarbitirico (TBARS)

(Zima et al., 1998), associado a redugdo na atividade da catalase no tecido renal (Boonsanit et
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al., 2006). Recentemente, também em modelo animal de SN induzida pela doxorrubicina,
ocorreu associacdo entre a albumindria e a peroxidacao lipidica no tecido renal (Takiue et al.,
2012). Os resultados do presente estudo demonstram picos tanto na producdo de MDA quanto
na excrec¢do urinaria de albumina no 7° dia apos a injecéo da doxorrubicina, sugerindo assim a
possivel participacdo das espécies reativas de oxigénio na alteracdo inicial da membrana de
filtracdo glomerular.

O dano oxidativo renal também foi associado a menor atividade antioxidante das
enzimas superoxido dismutase (SOD) e catalase (Boonsanit et al., 2006; Ghodake et al.,
2010; Takiue et al., 2012). Em plasma de pacientes com SN, o aumento na producdo de
espécies reativas de oxigénio foi relacionado a reducdo na atividade da enzima SOD e na
capacidade antioxidante total do plasma (Ghodake et al., 2010). No estudo de Boonsanit e
colaboradores, em ratos com SN induzida pela doxorrubicina, ocorreu aumento nos niveis
plasméaticos de TBARs e reducdo nos niveis renais da enzima catalase (Boonsanit et al.,
2006). A esclerose glomerular, a albumindria e a peroxidacao lipidica no tecido renal foram
mais intensas em camundongos deficientes para a enzima catalase do que nos camundongos
selvagens, apos injecdo de doxorrubicina (Takiue et al., 2012). Contudo, no presente estudo o
aumento nos niveis renais de MDA, ndo induziu alteracdes significativas na atividade da SOD
nem da catalase no tecido renal. Além disso, houve correlacdo positiva entre a atividade da
SOD e da catalase no tecido renal dos animais do grupo DOX, sugerindo, portanto, que a

maior producdo do MDA néo foi devido a reducédo na atividade antioxidante do tecido renal.

Ainda que os achados do presente estudo indiquem a possivel participacdo dos
monaocitos/macrofagos no dano oxidativo renal esta situacdo deve ser avaliada com cautela,
uma vez que, apesar de ter ocorrido aumento na ativa¢do dos mondcitos no sangue periférico,
células reconhecidamente produtoras de espécies reativas de oxigénio, e apesar da literatura
indicar a participacdo de espécies reativas de oxigénio na patogénese da SN (Akyol et al.,
2007; Ghodake et al., 2010) ndo se deve deixar de considerar 0 mecanismo de agdo da
doxorrubicina, que também pode induzir a formacdo de espécies reativas de oxigénio no
tecido renal (Barbey et al., 1989), favorecendo a lesdo tecidual inicial. Entretanto, também
ndo podemos subestimar a participacdo da resposta imune e especialmente dos
monocitos/macréfagos no mecanismo de les@o renal, uma vez que algumas investigacdes tem
demonstrado que o fenodtipo do macrdfago, seja M1 ou M2, apresenta relacdo direta com a

piora ou a melhora, respectivamente, das lesdes renais em modelo animal de SN induzida pela
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doxorrubicina (Wang et al., 2007; Cao et al., 2010). Além disso, a maior infiltracdo de
macrofagos no tecido renal em criangas com SN esta relacionada a piora do progndéstico da
doenca (Benz et al., 2010).

No presente estudo as diferencas na expressdo de CD80 e CD18 nos mondcitos do
sangue periférico foram maiores nas duas primeiras semanas e ndo apresentaram significancia
estatistica na quarta semana ap6s a injecdo. Essa dindmica de ativagdo dos mondcitos no
sangue periférico corrobora alguns trabalhos que evidenciaram acumulo inicial de macrofagos
no tecido renal de animais com SN induzida pela doxorrubicina (Vielhauer et al., 2004; Wu et
al., 2005; Lee et al., 2006). Além disso, em modelo animal de SN induzida pelo
aminonucleosideo de puromicina (PAN), houve correlacdo positiva entre a expressdo de
CD18/ICAM-1 no tecido renal e o infiltrado local de macrofagos, sendo a cinética de
infiltracdo celular semelhante a cinética de expressdo das integrinas no tecido renal, ou seja,
intensa na 2% semana, com retorno aos valores normais na 7% semana apds a injecdo
(Fernandez et al., 2003).

O aumento no percentual de linfocitos no sangue periférico na fase inicial da
doenca, em animais injetados com a doxorrubicina, ocorreu tanto para os linfocitos T
citotoxicos (CD3"CD8") quanto para os T auxiliares (TCD3"CD4"), contudo, o aumento na
expressdo das integrinas CD18 foi observado nos linfécitos T citotoxicos e nas células
sugestivas de NK, mas ndo nos linfécitos T auxiliares. Além disso, a expressdo de CD18 na
superficie destas células permaneceu aumentada, durante todo o periodo do experimento, 0
qgue sugere maior atividade migratéria para os linfocitos T citotoxicos e células NK,
especialmente apés o 14° dia, quando ocorreu aumento tanto no percentual de células
expressando CD18, quanto na intensidade de expressao desta integrina na superficie celular.
Estes resultados estdo de acordo com estudos que sugeriram alteracGes na atividade das
células NK (Lama et al., 2002; Musial et al., 2010) e linfocitos T citotoxicos em pacientes
com SN (Herrod et al., 1983; Fiser et al., 1991; Lama et al., 2002) e em modelo animal de SN
induzida pela doxorrubicina (Wang et al., 2000; 2001-b) e, ainda, com o estudo que associou
0 grau de proteinuria com a intensidade do infiltrado inflamat6ério mononuclear e a expressao
renal da molécula de adesdo ICAM-1, um ligante tecidual para a integrina CD18 (Wu et al.,
1996). Outro achado do presente estudo, que sugere maior atividade migratéria destes
linfdcitos, foi a redugdo no percentual de linfocitos do sangue periférico, apos 14 dias de

injecdo da doxorrubicina, 0 que novamente corrobora estudo anterior que detectou linfécitos
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no tecido renal, de animais com SN induzida pela doxorrubicina, em fase posterior & chegada
dos macrofagos (Wang et al., 2000). O aumento na atividade migratoria de linfécitos T
citotoxicos e células NK pode estar também relacionado a maior deposicdo de colageno no
tecido renal na 3?2 e 4% semana apos a injecdo da doxorrubicina, como observado neste estudo

(dados ndo mostrados).

O aumento no percentual de linfocitos, no sangue periférico dos animais que
receberam injecdo de doxorrubicina, verificado na fase inicial da doenca pode ter sido
somente um reflexo da reducdo no percentual de mondcitos e neutrofilos e ndo um aumento
absoluto de linfdcitos. De maneira semelhante, a reducdo no percentual de linfécitos no 14°
dia apo6s a injecdo da doxorrubicina também pode ter sido somente um reflexo do aumento no
percentual de mondcitos e neutrofilos. Contudo, a leucocitose presente nos animais do grupo
DOX, no 14° dia apos a injecdo reflete uma provavel exacerbacdo da resposta imune devido a
lesdo renal induzida pela doxorrubicina, uma vez que nesta fase da doenga, ocorreu aumento
na expressao da molécula CD80 na superficie dos mondcitos do sangue periférico. No estudo
de Fleischer a analise por citometria de fluxo demonstrou que mondcitos do sangue periférico,
previamente estimulados em cultura, aumentaram a intensidade média de fluorescéncia para a
molécula CD80 (Fleischer, 1996), o que contribui com a hipdtese de maior ativacdo dessas
células no presente experimento. Em modelo animal de glomerulonefrite crescéntica, ficou
evidente que a molécula CD80 possui funcdo lesiva na doenca renal, por promover a
sobrevivéncia e a proliferacio dos linfécitos TCD4" (Odobasic et al., 2005). Em outro estudo,
foi sugerido que a proteindria, em pacientes com SNLM, é provocada pelo aumento na
expressdo de CD80 nos podoécitos (Ishimoto et al, 2011). de acordo com wilson e
colaboradores, a molécula cd80 esté relacionada a ativacdo das células nk (Wilson et al.,
1999), o que poderia justificar o aumento na expressdo de integrinas CD18 nas células NK no

presente estudo, conforme discutido anteriormente.

A participacdo dos neutrofilos na lesdo renal, no modelo animal de SN induzida
pela doxorrubicina, ndo tem sido muito investigada, contudo, alguns trabalhos tém mostrado
maior atividade oxidativa dos neutréfilos em pacientes com SN (Akyoul et al., 2007; Bertelli
et al., 2010), associada a reducdo na atividade regulatoria exercida por outras celulas
sanguineas (Bertelli et al., 2010). No presente estudo, apesar da reducdo na subpopulacédo de
neutrofilos na fase inicial da doenca, ndo percebemos alteracoes significativas na expressédo de

CD18 na superficie dessas células. Entretanto, a capacidade migratoria dos neutréfilos ndo é
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dependente somente da atividade da integrina CD18 (Jannat et al., 2010), mas também de
outras moléculas como a glicoproteina ligante para selectina P - tipo 1 (PSGL-1) (Moore et
al.,1995; Panés et al., 1999; Rossi et al., 2002), e a L-selectina (Rossi et al., 2002), presentes

na superficie dos neutrdfilos e que apresentam afinidade por receptores do endotélio vascular.

Poucas investigacdes tém abordado a expressdo de integrinas e moléculas
coestimuladoras em leucécitos do sangue periférico de animais com SN induzida pela
doxorrubicina. Os achados do presente estudo sugerem um perfil migratorio diferenciado das
células envolvidas nos eventos de fagocitose e citotoxicidade em diferentes tempos de
evolucdo da doenca renal. A ativacdo intensa dos mondcitos, na fase inicial da doenca
demonstra a importancia dessas células no mecanismo de instalacdo da lesdo renal, que
inclusive pode apresentar relacdo com o dano oxidativo renal. Assim, conforme ja sugerido
por Riyuzo e Soares (2002), pesquisas devem ser direcionadas no sentido de inibir a
infiltracdo inflamatoria no tecido renal, a fim de postergar a evolugdo da SN. Além disso,
devido a importancia do processo de coestimulacdo durante a ativacdo da resposta
imunoldgica (Sharpe, 2009) acredita-se que a caracterizacdo temporal da expressao de
diferentes moléculas relacionadas aos mecanismos de ativacdo e migracdo celular pode
contribuir com futuras terapias de controle imunolégico do infiltrado inflamatorio no tecido
renal, evitando assim a perpetuacdo do mecanismo de agresséo tecidual, nesse modelo animal

e futuramente nos pacientes com a SN.

Concluséao

O modelo animal de SN induzida pela doxorrubicina é caracterizado pelo aumento
na expressdo das moléculas CD80 e CD18 em mondcitos e de CD18 em linfdcitos e células
NK, no sangue periférico, especialmente na fase inicial da doenga. O aumento na expressao
das moléculas relacionadas a ativagdo/ migracdo celular pode contribuir com 0s mecanismos
de injuria renal neste modelo animal de SN, uma vez que, nos animais que receberam injecao
de doxorrubicina o dano oxidativo renal apresentou correlacdo positiva com a expressao de
CDB80 nos monacitos do sangue periférico e com os niveis séricos de creatinina. Estes achados
indicam uma potencial associagdo entre 0 aumento na ativagdo dos mondcitos do sangue
periférico e a lesdo renal em animais com SN induzida pela doxorrubicina. Estudos adicionais
que avaliem o efeito do blogueio das integrinas e moléculas co-estimuladoras podem oferecer

novas terapias e oportunidades de tratamento para os pacientes com SN
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A Sindrome Nefrotica (SN) é uma doenca multifatorial, ainda sem uma etiologia
bem definida. Desde as suspeitas iniciais da participagdo do sistema imunoldgico na
etiopatogénese da SN diversos trabalhos tém investigado as possiveis alteracdes na resposta
imune nessa doenca. O modelo animal de inducdo da SN pela Doxorrubicina tem contribuido
bastante com a elucidacdo dos mecanismos envolvidos na geracdo e perpetuacdo da doenca.
Em roedores, a doxorrubicina induz alteracBes bioquimicas, histologicas e imunologicas
bastante semelhantes aquelas encontradas nos pacientes com SNI. Outras vantagens desse
modelo sdo: baixo custo, menor complexidade de manejo, boa reprodutibilidade e

possibilidade de se induzir a lesdo renal com dose Unica do farmaco.

Diferentes investigacbes demonstraram alteracfes na resposta celular mediada
pelo sistema imunoldgico, em pacientes com SN (Fiser et al., 1991; Lama et al., 2002; Musial
et al.,, 2010; Benz et al., 2010) e também em modelo animal de SN induzida pela
doxorrubicina (Wu et al., 1996; Wang et al., 2000; 2001; 2001-b). Apesar de gerar uma
agressdo inicial no tecido renal, a doxorrubicina € rapidamente removida da corrente
sanguinea, sendo parte excretada e parte depositada nos tecidos (Yesair et al., 1972;
Wilkinson e Mawer, 1974; Tavoloni e Guarino, 1980). Assim, acredita-se que a alteracdo na
homeostasia do sistema imunoldgico tenha participacdo importante na perpetuacdo da
agressdo inicial gerada pela doxorrubicina, promovendo um estado de cronicidade da doenca.
Portanto, as investigacOes acerca das alteracfes na resposta imune nesse modelo animal tem
se mostrado um campo promissor para os estudos sobre a etiopatogenia da SN, com possiveis

extrapolacOes para 0s pacientes com essa doenca.

Nesse contexto inseriu-se este estudo com a utilizagdo do modelo animal de SN
induzida pela doxorrubicina, a fim de caracterizar o perfil do leucograma nos animais
injetados com a doxorrubicina, caracterizar o estado de ativacdo e migracdo celular, em
diferentes fases da doenca, através da expressdo das moléculas CD80 e CD18,
respectivamente, em leucocitos do sangue periférico. Além de avaliar as alteracdes
biométricas, histologicas e bioquimicas, componentes importantes do quadro clinico da SN,
bem como o dano oxidativo no tecido renal destes animais. Os resultados obtidos nesta

pesquisa foram apresentados e discutidos sob a forma de dois artigos cientificos.
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No primeiro artigo, foram evidenciados os achados biométricos, histolégicos e
bioquimicos, os quais estdo de acordo com aqueles descritos na literatura, corroborando,
portanto, a caracterizacdo do modelo animal de SN induzida pela doxorrubicina. Conforme ja
descrito em outras investigacdes, os resultados apresentados nesse estudo evidenciaram
alteracOes biogquimicas de surgimento precoce, tais como proteindria e dislipidemia. As lesdes
histoldgicas tornaram-se intensas a partir do 21° dia apds a inje¢do da doxorrubicina, o que
também foi evidenciado em outros trabalhos (Rangan et al., 1999; Wang et al., 2000; Mufioz
et al., 2011). Observa-se significante retencdo de liquido no tecido renal (edema) nos animais
injetados com a doxorrubicina, o que também pode ter contribuido com a piora da lesao renal

nesses animais.

No segundo artigo, foram demonstradas as dindmicas de alteracdes no leucograma
bem como na expressdo das moléculas relacionadas a ativacdo e migracdo celular nos
leucdcitos do sangue periférico dos animais com SN induzida pela doxorrubicina. Também
foi discutido o aumento do dano oxidativo renal verificado nos animais do grupo DOX.
Ocorreram alteracdes no perfil do leucograma total e diferencial e também no padrdo de
expressao de CD80 e CD18 em diferentes fases de evolucdo da doenca. Este perfil migratorio
alterado pode estar contribuindo com a formac&o do infiltrado inflamatério tubulointersticial e
consequente injuria renal, nesse modelo de SN. O aumento na peroxidacdo lipidica no tecido
renal, na fase inicial da doenca apresentou correlagdo positiva com a expressao da molécula
CD80 na superficie dos mondcitos do sangue periférico e também com os niveis plasmaticos
de creatinina, destacando assim uma importante associacdo entre a agressao tecidual, ativacdo
dos mondcitos e um marcador biolégico tipico da SN. Contudo, a maior peroxidacdo lipidica
detectada no tecido renal na fase inicial da doenga, nesta pesquisa, deve ser avaliada com
cautela uma vez que, apesar de evidenciar-se aumento na ativacdo dos mondcitos no sangue
periférico, células reconhecidamente produtoras de espécies reativas de oxigénio, e apesar da
literatura indicar a participacéo de espécies reativas de oxigénio na patogénese da SN (Akyol
et al., 2007; Ghodake et al., 2010) n&o se pode deixar de considerar 0 mecanismo de acéo da
doxorrubicina, que também pode induzir a formacdo de espécies reativas de oxigénio no
tecido renal (Barbey et al., 1989).

Nesta investigacdo, alem das alteragcdes na subpopulacdo de mondcitos do sangue
periférico de animais injetados com a doxorrubicina, o leucograma diferencial também
mostrou alteragdes na subpopulacdo de neutrofilos durante a evolugdo da SN. A andlise da

expressdo de integrinas CD18 na superficie dos neutrofilos ndo evidenciou alteracoes
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significativas nos animais injetados com a doxorrubicina, contudo, sabe-se que a capacidade
migratoria dos neutréfilos ndo é dependente somente da atividade da beta-integrina CD18
(Jannat et al., 2010), mas também de outras moléculas como a glicoproteina ligante para
selectina P - tipo 1 (PSGL-1) (Moore et al.,1995; Panés et al., 1999; Rossi et al., 2002), e a L-
selectina (Rossi et al., 2002) todas expressas na superficie dos neutrofilos e que apresentam
afinidade por receptores do endotélio vascular.

Atualmente, estdo sendo realizadas analises das marcac¢fes imuno-histoquimicas
para colageno tipo | e tipo Il nas amostras de tecido renal dos animais deste estudo.
Resultados iniciais evidenciaram aumento progressivo na deposi¢do do colageno tipo | no
tecido renal dos animais injetados com a doxorrubicina (dados ndo mostrados), o que esta de
acordo com as expectativas relacionadas ao processo de fibrose progressiva que ocorre no
tecido renal. Serdo realizadas também marcacGes imuno-histoquimicas para macréfagos,
linfocitos e neutrofilos no tecido renal desses animais, a fim de verificar a relacdo temporal
entre as alteracdes na expressdo das moléculas de ativacdo/ migracdo celular, a presenca do
infiltrado inflamatorio renal e a producdo de espécies reativas de oxigénio nas diferentes fases

da doenca.

Este trabalho apresentou algumas limitacGes técnicas que devem ser expostas e
discutidas, em relacdo aos resultados obtidos. No processo de caracterizacdo dos leucdcitos,
outros marcadores (anticorpos) podem ser utilizados para evidenciacdo das células NK (anti-
CD56 e anti-CD16), mondcitos (anti-CD14) e neutréfilos (anti-CD16). Nesse sentido, tentou-
se ser 0 mais fidedigno possivel com as analises ao se definir a estratégia de identificacdo das
células. Assim, a separacdo dos subtipos celulares foi realizada com base no perfil de tamanho
e granulosidade celular para os neutréfilos (células SSC™ FSC™) e no perfil de granulosidade
e intensidade de expressdo dos marcadores CD4 (células SSC™CD4™) e CD8 (células
SSC™CD8"™™) para mondcitos e células NK, respectivamente. Além disso, os resultados
encontrados para a expressao das moléculas de ativagdo e migracdo celular no presente estudo
séo condizentes com a dindmica do infiltrado inflamatorio renal para o modelo animal de SN

induzida pela doxorrubicina (Wang et al., 2000; Lee et al., 2006).

Entre os pontos positivos desta pesquisa, encontram-se o0s resultados biométricos,
histologicos e bioquimicos, que corroboraram as caracteristicas descritas na literatura para o
modelo animal de SN induzida pela doxorrubicina (Bertani et al., 1986; Okuda et al., 1986;

Rangan et al., 1999 ). Destaca-se ainda a investigacdo imunoldgica que evidenciou aumento
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na expressdo das moléculas relacionadas a ativacdo e migracdo das células envolvidas no
mecanismo de lesdo renal em diferentes fases da SN, sendo que a dindmica de expressao
dessas moléculas foi condizente com a dindmica do infiltrado inflamatorio renal, ja bem

descrita por varios autores na literatura (Wang et al., 2000).

E provavel que este seja 0 primeiro estudo, em modelo animal de SN induzida
pela doxorrubicina, envolvendo a andlise da expressdo das moléculas de ativacdo/ migracéo
celular, em leucocitos do sangue periférico, em diferentes etapas de evolucdo da SN e
correlaciona a expressdo dessas moléculas ao status redox do tecido renal e a um marcador
bioquimico da lesdo renal. Uma vez que a fisiopatologia da SNI ainda nédo esta bem definida,
estudos biométricos, bioquimicos e histoldgicos evidenciando a progressdo da doenca
contribuem com a caracterizacdo do modelo animal e melhor compreenséo da histéria natural
da SNI. Acredita-se que a caracterizacdo temporal da expressdo de moléculas relacionadas aos
mecanismos de ativacdo e migracao celular pode contribuir com futuras terapias de controle
imunolégico do infiltrado inflamatdrio no tecido renal, evitando assim a perpetuacdo do
mecanismo de agressao tecidual, nesse modelo animal de SN e futuramente nos pacientes

com a SNI.
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7. PROPOSTAS PARA INVESTIGACOES FUTURAS

Diante das consideracdes delineadas com base nos resultados deste estudo, novas
investigacGes se fazem necessérias para esclarecer algumas dividas sobre 0s mecanismos
envolvendo a participacdo da resposta imune na inicializacdo e perpetuacdo da leséo renal.

Sugestdes para possiveis investigacdes, nesse modelo animal de SN, sdo pontuadas a seguir:

e Estudos que verifiguem a importancia do acumulo de liquido no tecido
renal (edema) para o progndstico da lesdo renal.

e Estudos sobre a participacdo dos Neutrofilos no processo de ativacao/
migracdo celular, geracdo de espécies reativas de oxigénio e consequente
na lesdo renal.

e Estudos que avaliem os efeitos do blogqueio das integrinas e moléculas
coestimuladoras, sobre a evolucéo da leséo renal.

e Estudos que verifiguem a participacdo de citocinas e quimiocinas no
processo de ativacdo/adesdo/migracdo leucocitaria.
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CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n°® 99/2009, r-elativo ao projeto intitulado “Andlise
de parametros imunologicos em ratos com Sindrome Nefrdtica induzida
pela Adriamicinag’, que tem como responsavel(is) Ana Cristina Simdes e Silva ,
esta(d0) de acordo com os Principios Eticos da Experimentagdo Animal, adotados
pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal (CETEA/UFMG), tendo sido
aprovado na reunido de 1/ 07/2009. g

Este certificado expira-se em 1/ 07/ 2014.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n® 99/'2009, related to the project entitled
“Analsysis of immynological parameters in rats with Nephrotic Syndrome
induced by Adriamicina’, under the supervisiors of Ana Cristina Simoées e
Silva, is in agreement with the Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted
by the Fthics Committee in Animal Experimentation (CETEA/UFMG), and
was approved in July 1, 2009.

This certificate expires in July 1, 2014.

Belo Horizonte e Julho 009.
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Prof. Humberto Pereira Djiveira
Coordenador do CETEA/UFMG

Universidade Federal de Minas Gerais
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31270-901 - Belo Horizonte, MG - Brasil
Telefone: (31) 3499-4516 — Fax: (31) 3499-4592
www.ufmg.br/bioetica/cetea - cetea@prpg.ufmg.br
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