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baia produzia uma grave lesão nestes animais levando-as com
freqtlência ã morte.

A explicação deste fenômeno surgiu em 1911, quando
descreveu a descoberta de chamouFORSSMAN'

heterõfilo (2). Este antígeno estaria presente nos eritróci-
tecidos de várias espécies animais, en

tre êles a cobaia. Desta forma, quando se injetava uma sus
pensão de vários órgãos de cobaia, em coelho, este produzia
anticorpos capazes de lisar hemáceas de carneiro.

As ações lesivas produzidas pelo anticorpo de FCRS-
SMAN nos tecidos de animais portadores do antígeno heterõfi-

1920

do das alterações geradas pela injeção do anticorpo de Fors-
sman em cobaia. O autor descreveu desde alterações sintomáti^

dos animais injetados até vásculo-necróti-cas
observáveis em tecido pulmonar e pele, além da ação docos

os trabalhos de estudo da açao

lo foram intensamente estudadas. O próprio FORSSMAN em

um antígeno que

tos de carneiro e em

os fenômenos

anticorpo na contração do útero isolado de cobaia.
A partir de então

imunizado com eritrõcitos de carneiro, quando injetado em co
FRIEDBERGER (1) em 1909 observou que soro de coelho

(3) descreveu a lesão do tronco cerebral a que denominou "sin
drome da carõtida". REDFERN em 1926 (4) fez um extenso estu-
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deste anticorpo em vários tecidos de cobaia foram se somando:

tos intestinais, de LEVINE & WARREN em 1959 (6), glomerulopa

em
1962 (8), ultraestrutura das lesões vasculares no pulmão e

Em 1956, TANAKA & LEDUC (11), publicaram um traba-
distribuição do antígenolho que estudava a presença dee

FORSSMAN em vários tecidos de animais como cobaia, camundcn-
cão, gato e galinha. Esta publicação foi fundamentalgo, e

se seguiu de outras que intensificaram os conhecimentos da lo
tecidos

HAWESe mesmo
e SPEAR & KIHA-

RA em 1963 (15).
Estes trabalhos demonstravam a presença do antígeno

de Forssman, também, distri
buição mostrava maior concentração do antígeno em células dos
tubos coletores renais e menor quantidade nos outros segmen
tos tubulares e glomérulos. A nível celular, o antígeno se
encontrava no citoplasma
membrana.

o
estudo das nefropatias experimentais. Assim já em 1900 LIN-

a nível celular, principalmente em cobaia

te século, pesquisadores tiveram sua atenção voltada para

sua presença nasendo discutível a

calização e distribuição do antígeno de Forssman em

na pele, de TAICHMAN e colaboradores em 1972 (9, 10).

Paralelamente a estes trabalhos, desde o início des

vasculares na pele, de BERKINSHAW-SMITH e colaboradores

& COOMBS em 1960 (12), SPEAR em 1962 (13,14)

púrpura e necrose pancreática, de GRANA em 1946 (5), infar

tia, de MAURICE-WILLIANS e colaboradores em 1961 (7), lesões

em tecido renal de cobaia. Sua
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PEARCE em 1903-

1904 estudando nefrite nefrotóxica cães determinou queem a
córtex renal poderia ser usada como imunõgeno (17). MASUGI

1933 e 1934em 1929,
nefrite nefrotõxicaram estudos detalhados e fundamentais na

rulonefrite humana e apresentando a possibilidade de a nefri
te ser induzida por anticorpos centra tecidos não renais (18,

seguem até o presente,Seguiram-se, inúmeros
estudos e publicações a respeito das nefropatias humanas e ex
perimentais. Os modelos experimentais de nefrite têm procura
do e encontrado sucesso no esclarecimento dos mecanismos de

transposição destes conhe
cimentos ao estudo das doenças renais humanas.

Basicamente duas formas principais de patogênese po
lesão

formados pela interação de antígese deve a imune-complexos
nos circulantes, próprios
anticorpos. Estes complexos solúveis se localizariam nos glo-
mérulos, produzindo o dano. A outra forma envolve a fixação
de anticorpos circulantes contra membrana basal glomerular ou
tubular, pela administração passiva de anticorpos nefrotõxi-
cos heterõlogos
na basal de rim homólogo forma-

DEMANN produziu albuminúria e uremia em coelhos apôs injeção
de soro nefrotóxico produzido em cobaia (16).

lesão glomerular e ou tubular e na

ou apôs imunização do hospedeiro com membra-
ou heterõlogo resultando na

e se

ca de ratos e coelhos, relatando sua semelhança com a glome-

ou não próprios do hospedeiro, com

dem ser definidas nestas nefrites. Uma forma em que a

19, 20, 21).

e MASUGI e colaboradores em 1935 publi-
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ção de anticorpos autõlogos anti-membrana basal.

De posse destes conhecimentos, aliados ã experiên -
cia do departamento de Clínica Médica em trabalhos com nefri
tes experimentais ( 22,23,24,25,26,27), afigurou-se-nos a
possibilidade de desenvolver um modelo de nefropatia que pu
desse contribuir para no
homem.

tudo das nefropatias experimentais.

balho de MAURICE-WILLIANS e colaboradores (7), uma vez que

aqua-

coleto-

res de cobaia,

la ação do anticorpo de Forssman, possibilitaria estender o mode
lo expeirmental para o estudo de tubulopatias.

nefrotóxico
para cobaia, heterólogo e de origem diferente da maioria dos
soros utilizados em trabalhos desta natureza neste animal.

Além dos estudos morfológicos, nos propusemos neste
trabalho realizar a aval:' ação funcional das lesões que ocor
ressem no rim da cobaia.

pre
sente estudo seriam:

- produzir nefropatia em cobaia utilizando como soro ne-

a provável lesão deste segmento do néfron pe-

o estudo desta doença em animais ou

rõfilo er.i maior concentração

deForssman para tecido renal de cobaia com as técnicas de es

nas células dos tubos

não nos deteriamos apenas em estudos morfológicos como
les autores. Além disso, diante da presença do antígeno hete

Desta forma, nossos primeiros objetivos com o

Associamos, então, a capacidade lesiva do anticorpo

Este modelo, então, utilizaria um soro

Estaríamos, assim, reproduzindo e estendendo o tra-
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frotóxico o soro de anti-Forssman.

ção renal destes animais.
lesão renal ser mais am

pia, incluindo dano tubular além do glomerular.
- contribuir com o estudo das nefropatias em animais e,

- investigar a possibilidade de a

- ampliar o estudo deste modelo de lesão renal, não sõ em

se possível, com a transposição destes conhecimentos,pa

dados morfológicos mas, também, com a avaliação da fun-



II - MATERIAL E MÉTODOS
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trabalhoCoelhos e cobaias utilizados no presenteANIMAIS

1. PRODUÇÃO DO ANTÍGENO DE FORSSMAN

2. PRODUÇÃO DO SÔRO ANTI-FORSSMAN (SAF)

2.1. Preparo da solução antigênica

hemã-

rou-se uma suspensão do estroma de hemãcias de carneiro, em
solução salina isotônica, na concentração de Img de nitrogé
nio por ml de suspensão. Esta suspensão foi utilizada no pre
paro do SAF.

es-

Obtido o antígeno de Forssman, do estroma de
cias de carneiro, dosou-se sua concentração em nitrogénio,pe
lo método de Kjeldahl. O valor obtido foi de 0,13gN%. Prepa-

0 antígeno de Forssman foi preparado a partir de he
macias de carneiro, seguindo técnica descrita por MAYER (35).

Foram imunizados 6 coelhos, fêmeas, seguindo o

2.2. Imunização dos animais

provieram do Biotêrio Central da FMRP-USP.
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descrito por MAYER (35):quema;

- 0,1 ml da suspensão do antígeno de2.2.1. Fors-

- 1,0 ml da suspensão antigênica durante2.2.2. 5
dias.

- 2,0 ml da suspensão antigênica durante2.2.3. 5
dias.

após2.2.4. - os animais foram sangrados no 59 dia

- não houve intervalo maior que 2 dias entre2.2.5.
as inoculações.

- todas as injeções foram aplicadas endoveno2.2.6.
samente na veia marginal da orelha dos coe
lhos.

sôro, que foi inativa
O sôro anti-Forssman

assim preparado foi congelado até

3. PREPARO DO SÕRO DE COELHO NORMAL

Sôro de coelho normal foi preparado para ser utili
zado nos procedimentos testemunhos do experimento.

a última inoculação, por punção cardíaca.

o uso.

Do sangue obtido separou-se o
do em banho-maria por 30 minutos a 569C.

sman, no 19 dia.
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Obtenção do soro de coelho normal3.1.

Coelhos normais foram sangrados até ã morte por pun
ção cardíaca. Do sangue obtido foi separado o sôro. Este sô
ro foi inativado em banho-maria por 30 minutos a 569C.

Absorção do soro de coelho normal (SCN)3.2.

O sôro de coelho normal foi absorvido em estroma de
hemácias de carneiro. Assim, este sôro foi incubado com es
troma de hemácias de carneiro sôro
para 3,0 g do estroma seco. A preparação foi ã estufa a 379C
durante 1 hora, com agitação constante. Apôs a incubação o
material foi levado ã geladeira onde permaneceu 1 noite a

du-

como sôro normal de referência nos experimentos controle.

4. CARACTERIZAÇÃO DO TÍTULO HEMOLÍTICO DOS SOROS

a verificaOs soros SAF e SCN foram submetidos
ção de hemoliticas para determinar-sesuas atividades os

sensibilização máxima. A técnicatítulos utilizadade

Aparelho de centrifugação I. SORVALL - rrod. RC2-B*

na proporção de 40 ml de

49C, em constante agitação.
A suspensão obtida foi centrifugada a 2500 rpm

rante 10 minutos . O sobrenadante foi recuperado e utilizado

O SCN foi congelado até o uso.
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foi a descrita por ALMEIDA em 1950 (36) .

DETERMINAÇÃO DA DOSE LETAL MÍNIMA DE SAF PARA COBAIA5.

atravéstre 250 e 300 g. O SAF foi injetado endovenosamente
o seio venoso dorsal do pénis, nas doses de 0,1 ml; 0,2 ml;
0,3 ml e 0,6 ml em grupos de 5 animais.
injeções, se ocorria morte dos animais e quanto tempo era

êxito letal.
Em contrapartida, foram injetadas cobaias macho com

o SCN, seguindo o mesmo protocolo anterior.

CONJUGAÇÃO DOS SÕROS SAF E SNC COM ISOTIOCIANATO DE FLUO-6.
RESCEÍNA (FITC)

SAF e SCN foram tratados por precipitação com sulfa
to de amónio para se conseguir preparações ricas em imunoglobu

gadas ao FITC* na proporção de 0,015 mg do fluorocromo dilu.1
do em tampão carbonato/bicarbonato 0,5M, pH 9,5, por mg de

preparações foram submetidas
a filtração cromatogrãfica em Sephadex G-75** para separação
do corante livre (37).

necessário para o

proteína. Após 1 noite a 49C as

* Calbiochem
** Pharmacia Fine Chemicals

Observou-se,após as

Foram utilizadas cobaias macho, de peso variando en

linas. A seguir estas frações de ambos os soros foram conju-
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7. PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Utilizou-se cobaias macho pesando cerca de 500g. Os
animais foram anestesiados segundo um protocolo que envolvia

a primeira consistia na injeção intraperitonealduas fases:
de sulfato de atropina na dose de 0,5 mg/kg de peso corpo-

ção de injeção endovenosa de Valium mg/kg
40de peso corporal adicionada de Nembutal na dose de

mg/kg de peso corporal pelo seio venoso dorsal do pénis da
cobaia. Durante os procedimentos cirúrgicos e experimentais,

endovenosa
de Valium

Esta seqtlência tinha como objetivo diminuir
ãvel reação de defesa apresentada pelo animal, que levaria

queda da pressão arterial sistémica e parada do fluxo uriná
rio ou da filtração glomerular.

Com o animal em sono anestésico iniciava-se o proce
dimento cirúrgico. Era,
lizando-se cânula de polietileno PE-90. A seguir dissecava-

cânula de
Através esta cânula era infundida uma so-polietileno PE-50.

lução de glicose isotônica*** acrescentada de 17 mEq/1 de

a possí^

a princípio, canulada a traqueia,uti_

diluído em solução salina isotônica.

se a veia jugular direita e nela se implantava uma

quando necessário, era administrada nova injeção

* Cloro-l,3-dihidro-l-metil-5-fenil-2H-l,4-benzodiazepina-2-ona - Roche
** Pentobarbital sódico - Abott.

*** J.P. - Indústria Farmacêutica.

ral; após 15 minutos a segunda fase era realizada com aplica
"r) * na dose de 0,12

**
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te procedimento utilizou-se uma bomba de perfusão peristál-
tica, de fluxo regulável*.

No próximo passo, dissecava-se a artéria carótida
esquerda, canulando-a com catéter de polietileno PE-10. Em
seguida coletava-se uma amostra de 1,0 ml de sangue em tubo
heparinizado, que indexávamos So. A cânula era então conecta
da a um manómetro de mercúrio** para registro periódico da
pressão arterial. O catéter arterial era perfundido com solu
ção de heparina*** sempre que se utilizava para coletar amos

Esta solução era preparada aspirando-setras de sangue. e
deexpulsando cerca de 0,2 ml de heparina em uma seringa

5,0 ml, de forma a ficar apenas um filme do anticoagulante em
seu interior;
solução salina isotônica.

e
por ela introduzia-se um catéter de polietileno PE-10 que, a

levado até acima da emergência
das artérias renais.

O comprimento do catéter, desde o ponto de introdu
artéria femural até sua extremidade dista.1

dospara a maioria
animais. A posição do catéter e seu comprimento foram deter-

NaHCO^ e 10 mEq/1 de KC1 (solução balanceada). De início
fluxo de infusão era da ordem de 130 Ul/min e visava a repo
sição de líquido para compensar perdas cirúrgicas. Para es-

çao na

a artéria femural esquerda

na artéria

a seguir completava-se o volume da seringa com

aorta, foi calculado em 9 cm em média,

tingindo a artéria aorta, era

Dissecava-se, então,

* Harvard Apparatus
** C.F. Palmer
** Liquemine - Roche
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minados em estudo radiogrãfico com injeção de contraste ioda
do* pela cânula arterial. Na radioscopia e nas radiografias

situa
va logo abaixo do diafragma e a contrastação da bexiga urinã

so-
diluidos para 3,0 mlros,

fusão era feita por bomba de perfusão peristáltica regula
da para um fluxo de 100 pl/min. A infusão lenta do SAF pernvi
tiu a administração de dose próxima ã letal sem que houvesse

Esta técnica foi por nós modificada

partir de trabalho de SPEAR de 1955 (42) .a
injeção do anti-soro o catéter eraTerminada a remo

vido e a artéria femural ligada.

Através estas cânu-rização com tubo de polietileno PE-10.
las ureterais seriam colhidas as amostras de urina. Os ani-

nesta fase, injeção "prime" de uma solução demais recebiam,
a

líquido balanceado já2 mg/ml. O solvente desta solução
referido. O volume da solução era de 1,25 ml para to

os animais utilizados.dos
Simultaneamente,

2,4

"prime"

mg/ml de PAH diluidos em solução isotônica de glicose acres-

em solução salina isotônica. A in-

téter jugular era substituída por outra que denominamos manu

era o

a solução de infusão mantida no ca

verificou-se que a extremidade distai do catéter se

tenção A (MA). Esta solução continha 2,3 g% de inulina e

inulina** a 1,0 g% e

ria se dava em poucos minutos. Por este catéter, assim posi-

ácido p-amino-hipúrico (PAH)***

* Hypaque - Winthrop Products Inc.
** Cario Erba
** Sigma Chemical Company

Dissecava-se, então,os ureteres que recebiam catete

cionado, era infundido SAF ou SCN na dose de 0,3 ml dos

o choque citotõxico.
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era
mantido em 130 pl/min.

Trinta minutos após a injeção o
primeiro período experimental (I). Assim, coletava-se urina

período de 30 minutos. Na
metade do período experimental, ou seja 15 minutos após seu

amostra de 1,0 ml de sangue pelo caté-
ter da carõtida. As amostras de sangue e urina eram indexa-

respectivamente. No início e no finale U do

solúçao de manutenção A era
substituída por outra com concentração de inulina e PAH 10

(manutenção B). Esta solução de manutenção B ti
nha seu fluxo de infusão 10 vezes maior que a anterior. ou
seja, 1,3 ml/min.

princípio da infusão da solu
ção de manutenção B iniciava-se o segundo período experimen-

experimental

Então plasma e urina eram congelados a -209C
até as dosagens.

Findo o segundo período experimental, os animais e-

A duração neste período
também era de 30 minutos.

As amostras de sangue eram centrifugadas para sepa
ração do plasma.

das como « u-^,
período I media-se a pressão arterial sistémica do animal.

ma como no período I.

vezes menor

através os catéteres ureterais num

início, colhia-se uma

"prime1' iniciava-se

Trinta minutos após o

cida de eletrólitos como a anterior. O fluxo de infusão

Terminado o período I, a

tal (II). As coletas de sangue (S2), urina (U2) e medidas de
pressão arterial neste período eram realizadas da mesma for

ram sacrificados por injeção, em dose letal, da solução anes
têsica. Os rins eram retirados e fixados em solução de forma
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Alguns animais eram perfundidos com solução PBS pH
para lavagem dos rins antes de serem removidos. A perfu7,4,

são era feita através do ventrículo esquerdo onde entrava a
átrio direito por onde saia o fluido de lavagem.

encontra no apêndice.

8. MEDIDAS DE FUNÇÃO RENAL

8.1. Fluxo urinário

períodos experimentais IO fluxo urinário nos
foi calculado a partir do volume urinário, determinado por
gravimetria.e pela duração destes períodos (30 minutos). Con-

fluxo médiofluxo urinário do período, as-o
sim calculado.

8.2. Dosagens de sódio

potássio em plasma e u-
rina foram determinadas por fotometria de chama*.

As concentrações de sódio e

e potássio

siderou-se como

O delineamento gráfico co protocolo experimental se
solução PBS e

e II

lina a 10% ou congelados em nitrogénio líquido e conservados
a -70°C, para estudos morfológicos.

* IL Flame Photometer - Mod. 443
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8.3. Dosagem de Osmolaridade

As concentrações osmolares de plasma e urina foram
determinadas com um osmômetro "Osmette mod.

8.4. Dosagens de inulina e PAH

PAH em plasma e urina
foram medidas por métodos colorimétricos. Os métodos utiliza

descritos

8.5. Cálculos dos parâmetros de função renal

re
sultados foram calculados a partir de fórmulas que
tram relacionadas em apêndice próprio.

9. ESTUDOS MORFOLÕGICOS

9.1. Histologia clássica

na

2007"*

em apêndice próprio.

As concentrações de inulina e

se enccn-
Os parâmetros de função renal apresentados nos

Os cortes de rins fixados em solução de formalina a

dos nestas dosagens, por serem modificados, serão

10% foram incluídos em parafina, cortados em micrõtomo

* Precision- Systems
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riódico de Schiff (PAS)

Secções transversais dos rins foram congeladas em

processamento para imunofluorescência.

ra de .4,0 pm. Três procedimentos
realizados:

Imunofluorescência direta9.2.1.

9.2.1.1, Cortes de tecido renal de cobaia normal -sem

A

úmida. Os soros conjugados estavam diluir a
dos em azul de Evans 0,01% em proporções i-
guais, volume a volume. Após a incubação o
material foi lavado três vezes em PBS pH 7,2

água destilada. As lâminas fo
ram montadas em glicerina tamponada pH 8,4.

cubados com SAF e SCN conjugados ao FITC.
incubação foi de 30 minutos a 37°C em câma-

Os espécimes foram cortados em criõtomo na espessu-
em imunofluorescência foram

e coloração tricrômica de Masson.

nitrogénio líquido e conservadas em congelador a -709C até o

e uma vez em

espessura de 4 pm e corados com hematoxilina-eosina, ácido pe

nenhum tratamento por anti-soros, foram in-

9.2. Imunofluorescência
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- Cortes de rim de cobaia, que receberam tra9.2.1.2.
tamento segundo o protocolo experimental

sôrojá descrito,foram incubados como o
de cabra caracterizado abaixo. Os rins pro
vinham de animais que receberam SCN ou
SAF, por via arterial. Incubação, lava-

procedeu-se
como anteriormente descrito.

9.2.2. Imunofluorescência indireta

9.2.2.1. nor-
anti-so-

A in
cubação foi em câmara úmida a 379C por
30 minutos. O material foi lavado três

uma vez em
água destilada. Estes cortes, assim tra
tados, foram submetidos
bra anti globulina de coelho, absorvido
em rim de cobaia. O sôro de cabra, conju
gad<~> ao FITC, estava diluido em azul de
Evans 0,01% na proporção 1:40, volume a
volume. Incubação, lavagem e montagem das
lâminas foram feitos como descrito ante
riormente .

Incubou-se cortes de rim de cobaia
mal, sem nenhum tratamento por

gem e montagem das lâminas

a um soro de ca-

vezes em solução PBS pH 7,2 e

ros, com SAF ou SCN não conjugados.
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10. PESQUISA DE ANTlGENO DE FORSSMAN NO SORO DE COBAIA

Foram empregados três métodos:

Imunodifusao em gel10.1.

A técnica empregada foi
fisiológicafoi preparado com agarose* 1%,

acrescido de solução tampão de fosfato pH 8,0. O pH final do

após seu resfriamento foram feitos três poços guardando dis-
um

triângulo equilátero. Em um dos poços o considerado central,
foi colocado sôro de cobaia norma^l e nos outros dois poços

feita

após 48 horas.

A análise imunoeletroforética foi feita de acordo
modifica

ção proposta por SCHEIDEGGER (40). Empregou-se gel de agaro
em tampão Veronal pH 7,2 e aplicou-se corrente elétrica

de 5 mA por lâmina de 2,5 x 7,5 cm. No poço central foi colo

* Sigma Chemical Company
** Sigma Chemical Company

em solução de salina

se* *

a de Ouchterlony (38).0 gel

com a

SAF e SNC respectivamente. A leitura do resultado foi

gel era 7,4. O gel foi transferido para uma placa de Petri e

tância de 0,7 cm entre sí, dispostos como os vértices de

técnica de GRABAR & WILLIAMS (39), conforme

10.2. Imunoeletroforese
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cado sôro de cobaia normal poços laterais SAF e SCN res
pectivamente.

10.3. Fixação de Complemento

Foi executada uma prova de fixaçao de complemento

O teste foi feito com 0,1 ml de soluçãomal de cobaia. con-

a reaçao
fosse positiva. A incubação dos soros foi de 60 minutos a
379C e

com sôro nor

a da hemõlise de 30 minutos a 379C. A técnica utiliza

e nos

neceria o complemento e o antígeno de Forssman se

em que foram confrontados os antisoros SAF e SCN

tendo 6 unidades de complemento. O sôro de cobaia normal for



RESULTADOSIII
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1. CARACTERIZAÇÃO DOS SOROS SAF E SCN

Para a utilização segura do SAF na obtenção de le
são renal e do SCN como seu controle houve a necessidade de
definir seus títulos hemolíticos, letais e capacidadedoses
de se ligar a tecido renal de cobaia.

1.1. Títulos hemolíticos

títuloO SAF, obtido como já descrito, apresentou
O soro com este título permitiriahemolítico 1:2000. obter

lesões em cobaias quando volumes relativamente pequenos de
sõro fossem injetados nestes animais. absorvidoO SCN foi

de
heterõfilosForssman, para se subtrair possíveis anticorpos

naturais. testaque
da a capacidade hemolítica do SCN esta se igualou a zero.

em estroraa de hemácias de carneiro, portanto antígeno

A absorção se mostrou eficaz, uma vez
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1.2. Determinação da dose letal mínima de SAF para cobaias

A dose letal deste SAF foi determinada como sendo
0,2 ml para cobaia de 250 e 300 g, quando o anti-soro era in
jetado endovenosamente. No teste utilizado, os animais que

morreram
em choque característico em tempos que variaram de 5 a 20 nd
nutos a algumas horas.

O tempo para a morte da cobaia foi inversamente pro
ã dose do anti-soro. Os animais que receberam 0,1porcional

da
atuação do anti-soro. Os animais que foram submetidos a inje

apresentaram sinais de lesão por anticorpo heterõfilc.nao

1.3. Capacidade dos anti-soros de se ligarem a tecido re
nal de cobaia

liga-capacidade de SAF e SCNA seos soros
através derem a tecido verificadarenal de cobaia foi

métodos imunofluorescência.de pode-se observarAssim,

ção de SCN, nas doses correspondentes aos que receberam SZvF,

ml do SAF não morreram, apesar de mostrarem leves sinais

receberam doses de 0,2 ml, 0,3 ml e 0,6 ml de SAF
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nas Figuras 1A e 1B a presença de fluorescência no glomérulo
localizada principalmente no citoplasma das células enrenal,

Fi-mesangial.matriz Asdoteliais e possivelmente na
presença de mate-guras 2A e 2B mostram, respectivamente, a

fluorescênciarial fluorescente nos túbulos coletores. Esta

da fundamentalmente no citoplasma das células. Os núcleos des
tas células, bem como nos glomérulos, não se apresentam fluo
rescentes e aparecem como imagens negativas.

lulas endoteliais e fibras musculares (Figura 3).

Os controles dos testes de imunofluorescência

quanto aos tubos coletores.

A utilização de todos estes testes, revelou que o
de

adequa-matar cobaia quando injetado endovenosamente na dose
Em

te confiãvel anti
corpos heterõfilos.

se re-

e seguro jã que não continha indícios de

da e capaz de se fixar ao tecido renal daqueles animais.

SAF empregado era rico em anticorpos hemolíticos, capaz

é mais intensa que nos glomérulos, e como nestes, está situa-

contrapartida o SCN se mostrou, como soro testemunho, bastan-

Verifica-se, também, fluorescência em vasos, nas cé-

velaram não fluorescentes, tanto em relação aos glomérulos-



Glomêrulo
região me-

FIGURA IA - Rim de cobaia normal. Imunofluorescência direta com soro anti-
Forssman marcado com FITC. Região cor tical mostrando glomérulos
pouco fluorescentes. (124x).

FIGURA 1B - Rim de cobaia normal. Imunofluorescência indireta.
mostrando fluorescência no endotélio capilar e na
sangial. (640x).



23



Tubos
das

FIGURA 3 - Rim de cobaia normal. Imunofluorescência indireta. Artéria
apresentando fluorescência nas células endoteliais e fi
bras musculares. (320x).

FIGURA 2A - Rim de cobaia normal. Imunofluorescência direta com so
ro anti-Forssman marcado com FITC. Tubo coletor medular
com fluorescência no citoplasma das células. (504x).

FIGURA 2B - Rim de cobaia normal. Imunofluorescência indireta.
coletores medulares com fluorescência no citoplasma
células. (160x).



í

<



24

ausência de antígeno de Forssman em
eritrócitos de cobais (11), porém antígeno

sôro de cobaia normal,no ser
testada. A presença deste imunõgeno que
receberiam SAF promoveria a interação a.ntígeno-anticorpo e

imunocomplexos formados poderiam ser patogênicos.os
A

a imunoeletroforese não
sôro normal de

cobaia 6: os antisoros SAF e SCN.
O teste de fixação de complemento mostrou como re

sultado hemólise maior que 90% em todas as diluições, tanto
para SAF quanto para SCN.

Com estes resultados verificou -se a ausência de
antígeno de Forssman forma solú
vel.

3. ESTUDO DE FUNÇÃO RENAL

Os experimentos de acordo com o protoco? o experimen
descrito em Material e Métodos, permitiram a avaliaçãotal,

de uma série de parâmetros de função renal.
A coleta destas informações objetivou a identifica

ção de possíveis lesões, provocadas pelo SAF em cobaia, que

a presença deste

evidenciaram linhas de precipitação entre o

Foram realizados 3 testes para esta verificação.
imunodifusão em gel - Ouchterlony - e

Ê conhecida a

em sôro de cobaia normal em

em forma solúvel, necessitou
no sôro dos animais

2. PESQUISA DE ANTÍGENO DE FORSSMAN NO SÕRO DE COBAIA NORMAL
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pudessem se refletir como alterações de função renal. Assim,

ou
gloméruloslesão do nefron em suas diversas unidade, desde

até tubos coletores.
Os valores encontrados para os parâmetros de função

renal analisados nos períodos experimentais I e IX são apre
sentados nas Tabelas 1 e 2 e em forma gráfica.

A Tabela 1 apresenta os valores de função renal para

parâmetro

Os

3.1. Medidas de fluxo urinário

e corrigidos pelo pesoresultados foram expressos

dos animais.

Não se verificaram diferenças significativas nos flu

nenhum dos períodos analisados (Figura 4).

pondente e os resultados apresentados individualmente.
conjuntos de medidas foram analisados por método estatístico

em ml/min

Foram efetuadas medidas de fluxo urinário nos perío

não paramétrico - teste de Willcoxon-Mann-Whitney (41).

o grupo de animais considerado controle que receberam SCN e,

os testes efetuados possibilitaram avaliar a integridade

Tabela 2, para os animais injetados com SAF. Cada
de função renal considerado tem representação gráfica corres

dos experimentais I e II, nos grupos de animais SCN e SAF.Os

xos urinários, entre os animais controle e experimentais, em
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)

foram apresentadas em ml/min cor
Tem a representação gráfica

na Figura 5, que mostrou não haver diferenças significativas
entre os valores obtidos.

3.3. Medidas de reabsorção de água livre (T

períodosó foram verificados noValores para T
reposição

foi ml/min.

sentados na Figura 6,
menor reabsorçãocamente diferentes, indicam tendência

dis-animais tratados com SAF e uma maior
persão destes valores.

Medidas de"clearance" de água livre (C3.4.

Os animais que receberam SCN ou SAF apre-entaram C
no período experimental II. Apenas o animal 47, tratado

mostra
o menor C

,c
H2°

experimental I, onde os animais receberam apenas

no período experimental I. A Figura 7

h2o
com

3.2. Medidas de "clearance" osmolar (CQsm

a uma
de água livre nos

líquida correspondente ãs perdas cirúrgicas e

As medidas de Cosm
rigidos pelo peso dos animais.

H2O)

,C )H2°

fisiológicas.
Q

A unidade em que se expressou os valores de T^ 0
ccorrigidos pelo peso do animal. Os resultados de T^ q, apre-

apesar de não se mostrarem estatisti-

SAF, teve C„ „H2°
dos animais experimentais, em relação aos contro

h2°
les. Esta diferença é significativa quando analisada estatis
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ticamente (P < 5%)
foram expressos em ml/min corri-

3.5. Medidas da reabsorção de soluto no segmento dilui-
dor do nefron (RSSD)

período experi-
A Figura 8 expressa grãficamen-

date os resultados,
RSSD r.os animais que receberam SAF, quando comparados com os

Os valores de RSSD são calculados em por
centagem.

3.6. Excreção fracionai de água (EF

Os resultados obtidos para excreção fracionai de á-
revelam uma tendência a maior

animais tratados com SAF, em relação aos que reexcreção nos

não mostra significância,masA análise estatística
é possivel observar-se uma maior dispersão valoresdestes

aos
dois períodos experimentais (Figura 9).

Este parâmetro foi calculado para o

Os valores de Cu nH2°
gidos pelo peso do animal.

)H2°

mental II, onde ocorre C„h2°
mostrando uma significativa diminuição

gua, expressos em porcentagem,

quando comparados aos controles. Esta tendência é comum

ceberam SCN.

controles (P < 5%).
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baias injetadas com soro de coelho normal (SCN) ou soro
ti-Forssman (SAF).
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FIGURA 12 - Representação gráfica dos valores de filtraçao glomerular
(FG) nos períodos experimentais I e II, para cobaias in
jetadas com soro de coelho normal (SCN) ou soro anti-Fors_
sman (SAF.
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em porcentagem, para excreção fracionaiOs valores,
de potássio se encontram representados na Figura 10. No pe-

nos animais do grupo
Este aumento

nível de P < 5%. No perío
nos animais SAF e esta

diferença ê significante

)

A excreção fracionai de sódio não se mostrou signi-
ficativamente diferente entre os grupos de animais SAF e SCN.

contudo, que há maior dispersão dos valo-Pode-se observar,
animais SAF em relação ao SCN (Finos

foram expressos em porcen-gura 11) .
tagem.

3.9. Medidas de filtração glomerular (FG)

valoresNa Figura 12 se encontram representados os
para filtração glomerular, em unidade ml/min corrigidos pe
lo peso do animal.

No período experimental I há uma redução de FG nos
animais que receberam SAF, que é estatisticamente signitiva-

3.7. Excreção fracionai de potássio (EF^)

3.8. Excreção fracionai de sódio (EF^

é significativo estatisticamente a

res obtidos para EFNa
Os resultados de EF„,Na

do experimental II ainda há maior EFK
a nível de 5% < P < 10%.

ríodo experimental I ocorre maior EFK
SAF em comparação com os animais do grupo SCN.
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mente significativa (5% < P < 10%). No período experimental
II a tendência a menor FG nos animais SAF é ainda observa-

níveis de significân -da,
cia estatística.

3.10. Medidas de fluxo plasmãtico renal (FPR)

Os resultados obtidos para fluxo plasmãtico renal,
expresses em ml/min e corrigidos pelo peso do animal,
mostraram diferentes nos animais SAF em relação animaisaos

tendência a um FPR menor nouma
grupo SAF, principalmente no período experimental I (Figura
13) .

3.11. Medidas de pressão arterial sistémica (PA)

tro de mercúrio conectado ã artéria carótida esquerda. Estes

4 e graficamente na Figura 14. Não houve diferença significa
tiva entre os níveis de PA nos animais SAF em relação aos

dos períodos experimentais. Observa-se ape-

no período experimental II, igualmente nos dois grupos de
trabalho.

embora não satisfazendo os mesmos

nao se

As medidas de PA foram realizadas através um manõme

nas uma discreta elevação nos níveis pressóricos dos animais

valores, expressos em mmHg, são apresentados nas Tabelas 3 e

SCN, em nenhum

SCN. Observa-se, entretanto,
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TABELA 3 -

I e II.

PERÍODO PERÍODOI II

35
37
39
43
45

'AmmHg
PERÍODO PERÍODO III

Animal

36
38
40
47
48
49

AmmHg
Animal''~'~

106,0
118,0
108,0
158,0
128,0
148,0

124,0
112,0
119,0
148,0
141,0

128,0
143,0
132,0
173,0
148,0
143,0

132,0
134,0
126,0
160,0
158,0

TABELA 4 - Valores de pressão arterial sistémica das cobaias injetadas
com soro anti-Forssman, nos períodos experimentais I e II.

Valores de pressão arterial sistémica das cobaias injetadas
com soro de coelho normal (SCN), nos períodos experimentais
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4. ESTUDOS MORFOLÕGICOS

relati-
protocolo

experimental. Compreenderam estes estudos técnicas de histo
logia clássica com utilização de colorações de hematoxilina-

cência direta.

4.1. Histologia clássica

Foram analisados cortes dos rins dos animais que nos
procedimentos segundo o protocolo experimental receberam tra

SCN.tamento com SAF ou
As preparações coradas pela hematoxilina-eosina per

sos.
Os glomérulos dos animais injetados com SAF apresen

de células inflamatórias - polimorfonucleares neutrõfilos e

de tumefação de células endoteliais. Na quase totalidade dos
glomérulos destes animais o mesângio mostrava-se espessado.

Necrose focal foi achado frequente em glomérulos de
todos animais injetados com SAF. 0 número de glomérulos com
necrose focal bem como a intensidade desta lesão, apresentou

0 número devariações entre os animais que receberam SAF.

vos aos animais que sofreram tratamento segundo o
Os estudos morfológicos aqui referidos são

taram-se,frequentemente, com aumento de celularidade a custa

eosina, PAS e rricrômico de Masson e técnica de imunofluores

mitiram verificar alterações glomerulares, tubulares e de va

mononucleares. Os capilares glomerulares estavam com sinais
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glomêrulos com necrose focal bem como a intensidade desta le

com
luz dos capilares glomerulares e na matriz me-

sangial. Outras células inflamatórias mononucleares foram
vistas no mesângio,

verificadas em capilares glomerulares e no espaço urinário
da cápsula de Bowman. Neste mesmo espaço,
tava-se a presença de hemãcias.

A análise dos tubos renais mostrou discretas altera
raros cilindros hialinos, material amorfo acidóções. Héivia

filo na luz tubular e algumas vezes verificava-se degenera -
ção hidrõpica de células tubulares em tubos contornados pro-
ximais, distais e coletores.

Achado de moderada frequência foi uma exocitose nas

sentavam um desprendimento do seu polo apical.
deEm um dos animais SAF se verificou a presença

estendendo-se até arte-
riolas interlobulares.

Estas alterações todas se mostraram variáveis em in
tensidade e frequência nos vários animais SAF.

Os animais que receberam SCN mostraram algumas alte

são, apresentou variações entre os animais que receberam SAF.
Polimorfonucleares neutrõfilos foram achados

em várias oportunidades.
Deposições de material amorfo acidófilo puderam ser

trombo em artéria arciforme e ramos,

frequência na

rações glomerulares e tubulares. Assim, verificou-se ocasio-

ocasionalmente, no

células de tubulos distais. 0 citoplasma destas células apre
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nal presença de material amorfo acidõfilo
da cápsula de Bowman e raros polimorfonucleares neutrófilos
na luz dos capilares glomerulares. Nos
cilindros hialinos e material eosinofílico amorfo precipita
do, provavelmente proteína. Estes animais não apresentaram
tumefação de células endoteliais, glomérunecrose focal em

co de Masson permitiram confirmar os achados descritos e a-
crescentaram novos subsídios.

os animais SAF apresentaram coloração PAS poAssim,
na região mesangial.sitiva mais intensa gue os SCN, Even-

nulos PAS positivos no mesângio.
A coloração tricrômica de Masson mostrou que in-o

terstício renal não se alterou em nenhum dos tratamentos,SAF
ou SCN.

Todas as alterações referidas podem ser observadas
nas Figuras 15, 16. 19,

los e espessamento mesangial.
As preparações que foram coradas com PAS e tricomi-

túbulos havia raros

sença de depósitos globulares fucsinõfilos no mesângio.

a presença de gra

no espaço urinário

Foi verificada em glomérulos de animal SAF, a pre

tualmente verificava-se, nos animais SAF,

17, 18, 20, 21, 22 e 23.
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FIGURA 15 - Rim de cobaia injetada com soro de coelho normal. Estrutura
glomerular preservada. H.E. (504x) .

FIGURA 16 - Rim de cobaia injetada com soro anti-Forssman. Glomerulo a-
presentando necrose focal, reação mesangial, tumefaçao
células endoteliais e presença de polimorfonucleares neutro
filos. H.E. (504x).
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anti-Forssman. Trombo em an-

FIGURA 18 - Rim de cobaia injetada com soro anti-Forssman. Região corti-
cal apresentando exocitose do polo apical de células de tubo
contornado distai. H.E. (800x).

Figura 17 - Rim de cobaia injetada com soro
teria arciforme. H.E. (200x).
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anti-Forss.man . Glomérulo comsoro

FIGURA 21
ma-

FIGURA 19 - Rim de cobaia injetada com soro de coelho normal. Estrutura
glomerular preservada. P.A.S. (504x)

FIGURA 20 - Rim de cobaia injetada com
reaçao mesangial. P.A.S. (504x)

- Rim de cobaia injetada com soro ant.i-Forssman. Glomérulo com
reaçao mesangial, apresentando deposições granulares de
terial PAS positivo (seta ). P.A.S. (504x).





FIGURA 22

FIGURA 23

- Rim de cobaia injetada com soro de coelho normal. Estrutu
ra glomerular preservada. Tric.Masson. (504x)

Rim de cobaia injetada com soro anti-Forssman. Glomérulo
com reaçao mesangial, apresentando deposições granulares
de material fucsinõfilo (seta). Tric.Masson. (504x)
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4.2. Imunofluorescência

Os animais que receberam SAF e SGN, segundo o proto
colo experimental, tiveram seus rins processados para têcni-

de imunofluorescência Mate-cas
rial e Métodos.

Os animais que receberam SAF apresentaram fluores
cência de intensidade moderada nos glomêrulos, fundamental
mente na região mesangial (Figuras 24 e 25). Os tubulos renais se

rescência se distribuia pela região peritubular, provãvelmen
Fluo-

pequena intensidade.
Os cortes de rim dos animais que receberam SNC nao

fluoresceram.

rescência em células tubulares foi raramente verificada e de
te no endotélio de vasos intertubulares (Figura 26).

direta, como descrito em

mostraram pouco ou nada fluorescentes. Quando positiva afluo



Córtex renal

FIGURA 26 - Rim de cobaia injetada com soro anti-Forssman. Região corti^

FIGURA 24 - Rim de cobaia injetada com soro anti-Forssman.
apresentando fluorescência na região mesangial dos glomóru-
los. (160x).

cal, apresentando fluorescência em capilares intertubulares
(seta). (660x)

FIGURA 25 - Rim de cobaia injetada com soro anti-Forssman, Glomerulo a-
presentando fluorescência na região mesangial (660x)
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Trabalhos em nefropatia experimental realizados em

cobaia utilizaram soros nefrotõxicos heterólogos (30, 31,32),

membrana basal glomerular e ou tubular heterõlogas associadas
34) e soro de

coelho anti-hemácia de carneiro - SAF (7) .

A exemplo do trabalho de MAURICE-WILLIAMS e colabo-

o presente estudo objetivou a obtenção de nefro-radores (7)

partir da injeção de SAF. A

sua distribuição no tecido

concentraçãote modelo de nefropatia experimental. A maior

mas

preparo

de SAF potente e específico para lesar rim de cobaia e de um

demonstraram os resultados apresen
1:2000título hemolítico do SAF igual a

SAF capaz de matar co

baia quando injetado endovenosamente o

animais;nas mesmas condições, morte nosSCN nao provocava

em dose adequada e

riqueza de antígeno de Forssman e

soro controle (SCN ) que fosse seguro como testemunho.Tal cb-

possibilidade de se produzir não apenas glomerulopatia,

O passo inicial para esta realização foi o

patia experimental em cobaia a

também uma tubulopatia experimental.

jetivo foi alcançado como

do antígeno de Forssman nos túbulos coletores indicava-nos a

enquanto o SCN se igualara a zero; o

tados, ou seja, o

renal de cobaia (11, 12, 13, 14, 15) levou-nos ao estudo des

ao adjuvante completo de FREUND (28, 29 , 33,
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monstrada através de duas técnicas de imunofluorescência - di

reta e indireta

de que osegurança

SAF possuia anticorpos específicos para antígeno de Forssir.an

enquanto o SCN era isento destes anticorpos.

Os nossos achados de imunofluorescência direta e in

corresponderam aos descritos na literatura (11, 13) .direta
Comparando nossos resultados têcde
nica indireta foi melhor sentido de demonstrarno a

distribuição do antígeno de Forssman no rim de co
baia, provavelmente pela potenciação do efeito que a técnica
indireta permite.

Com a injeção de anti-soro em cobaia, esperavase
que o anticorpo se ligasse ao antigeno no tecido renal. Se-

uma

por deposição de imunocomplexos. Assim, a verificação danao
forma solúvelpresença ou não de no

soro de cobaia normal se fez necessária. Nossa pesquisa em

relação a este problema mostrou resultados que sugerem a

ausência livre no soro deantígenodo de Forssman co-

baias normais.
modelo

funcionalexperimental. 0 protocolo utilizado para o estudo

De posse destes conhecimentos preparou-se o

ria indesejável
ção uma vez que se buscava produzir

autorizaram a utilizar estes soros com a

imunofluorescência , a

antígeno de Forssman em

ao contrário do SCN. Todos estes dados nos

presença e

da nefropatia foi fruto de evolução de uma série de tentati-

a complexação antígeno-anticorpo em circula-
lesão citotõxica e

a capacidade de o SAF se ligar ao tecido renal de cobaia, de
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nas

cobaias se constituiu num problema inicial. As tentativas de

utilizar via endovenosa ou intraperitoneal não foram bem su

As outras tentativas de injeção endovenosa (veiabaia (42).

jugular e intraperitoneal esbarraram na possibilidade de que

ao antigeno presente noo anticorpo pudesse ficar complexado

pulmão da cobaia ou peritôneo, sendo desta forma insuficien

te para lesar o rim quando o atingisse

A injeção por via intra arterial se revelou a mais

artérias renais,

dife-

maneira

jã

que aqueles autores iniciaram por cateterizar a

tida esquerda dos animais.

determinadaA dose de SAF injetada nas cobaias foi
ou

tros aparelhos do animal fossem muito comprometidos.

gravemente cobaias,tilizada seria capaz de matar ou lesar

de peso semelhante as do experimento,se injetadorapidamente.

SPEAR em 1955 (42) procurava

cateterização da artéria femural. Deste modo,

rimos de MAURICE-WILLIAMS e colaboradores quanto ã

por tentativas, de forma a se obter lesão renal sem que

Também

emergência das artérias renais, na aorta,

artéria carõ

a via de inoculação do SAF

cesso a

de alcançar a

vas e conhecimentos. Assim,

a dessensibilização da cobaia ao SAF

adequada e foi como MAURICE-WILLIAMS e colaboradores (7) ino

quando se injetava SAF no seio venoso dorsal do pénis de co-
cedidas. Era conhecida a lesão com necrose do corpo peniano

cularam o SAF em seus animais. Introduzimos o SAF próximo ãs
na artéria aorta,, utilizando como via de a-

a forma de injeção foi estudada, uma vez que a dose de SAF u
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ho
ras de modo que uma dose supra-letal do soro fosse adminis-

perimento SAF em dose letal injetado num período de 2 minu
tos .

Esta proteção ou hipossensibilização poderia ser de
corrente de uma queda em fatores do complemento sérico que
estariam envolvidos na patogênese da lesão pelo anticorpo de

esta possibilidade os trabalhos de HYDEForssman. Suportariam

(43, 44) e SPEAR í< KIHARA de 1970 (45).de 1927 e 1932 SARTI

(46) estudando pneumopatias agudas em cobaias,. mostrou que a

nimais parcialmente depletados de complemento sérico (cerca
lesõesde 1/4 da atividade normal) ainda as . apresentavam

graves nos pulmões quando injetados com SAF. Com o método de hiposeen

sibilização empregada por SPEAR, MAURICE-WILLIAMS e colabora

terdores e por nós,

caído abaixo dos valores conseguidos por SARTI, impedindo as

poderiaparticipação do complementoa

0,3

bomba

fluxo de 100 pl/miru-

conhecimentos de literatura ao

nosso experimento,

Todos os passos do protocolo experimental foram ela

ml, próximo ã letal para o

to. Com isso, adaptávamos os
conseguindo a administração do SAF de for

os níveis de complemento sérico devem

trada. MAURICE-WILLIAMSe colaboradores utilizaram em seu es-

nas lesões que o SAF

com injeções em doses sub-letais repetidas a cada 3 a 6

de infusão peristáltica regulada por um

causar nas cobaias. Em nosso trabalho a dose utilizada,

ma segura, sem que ocorresse morte dos animais.

SAF, foi injetada para uma

sim a morte dos animais, porém não necessariamente excluindo
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parâ-

vida ao SAF.
Optamos por um modelo de experiência que poderiamos

denominar de agudo pois,a coleta de material para análise de
iniciada 30 minutos após término da infu-o

são do antisoro.
A expectativa de que lesões renais ocorressem neste

experimento agudo se fundamentava na literatura onde traba
lhos realizados com anticorpos heterófilos mostraram que mi-

detec-

REDFERN em 1926 (4) já descrevia as principais alte
rações por anticorpo de Forssman em cobaiascausadas como

lesões hemorrágicas do pulmão ou pele, edema, aumento daas
áreaspermeabilidade de membranas celulares e endoteliais e

trabalhos que envolveram necrose pancreática (5) ,
infartos intestinais (6), alterações de na

pele de cobaias (8)

nível de vasos na pele (10) e pulmões (9)
em cobaias.

Estes trabalhos confirmaram as descrições de REDFERN

borados para que se obtivesse determinação dos vários
metros de função renal que nos permitisse avaliar a lesão de

a ultraestrutura das lesões provo-

função renal era

e até

vasos sanguíneos

sos obstruídos por trombos

cadas pelo SAF a

lio vascular com necrose e

nutos após a

e acrescentaram achados como infiltração de células polimor-

fonucleares nos sítios de lesão, agregação de leucócitos cons

fragmentação deste endotélio, va-

ricos em leucócitos e plaquetas,

de necrose. Vários outros autores voltaram a descrever estas

lesões, em

tar as lesões teciduais por êle provocadas (4, 8, 9, 10).

tituindo verdadeiras massas, lesões degenerativas do endoté-

inoculação do anti-soro já era possível
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degranulação plaguetária e hipocoagulabilidadedo

sangue.
MAURICE-WILLIAMS e colaboradores (7) investigando a

amorfa

que continha alguns núcleos picnóticos.

Nossos achados confirmaram os descritos pelos auto-

neste trabalho, se constituiram de necroses focais, tumefa

ção da células endoteliais e infiltração de polimorfonuclea-

neutrõfilos e mononucleares na matriz mesangial oures na

luz dos capilares (Figura 16) . verificadaFoi a pre

artériade arciforme em um dostrombo ani-sença em
heterõfato comum nas lesões davidas ao anticorpomais SAF,

8, 9, 10) (Figuracomo descrito por vários autores (6,filo,
17) .

espessarnentoresultados oDestaca-se nossosem
mesângio e deposi-dodemesangial focos reaçaocom

área,ção de grânulos PAS positivos

deainda não referidos em trabalhos com anticorpofatos

(Figuras 21 e 23) .Forssman

discre-alterações tubulares encontradas foramAs

de as lesões glomerulares superaremtas (Figura 18). O fato

provã-intensidade das lesões tubulares se deveem muito a

velmente ã maior intensidade do fluxo sanguíneo na região cor

uma massa eosinofílica

ou fucsinófilos nesta

agregaçao e

gudas como necrose das células endoteliais dos capilares glo
ação do SAF em glomérulos de cobaia descreveram as lesões a-

res citados. Desta forma, as lesões glomerulares verificados

merulares, identificada como
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tical do rim portanto em glomérulos, com a região me-

presentada pelo endotélio vascular. Desta maneira é possível

que

atingiu
estão região o fez em pequena quantidade. Em atingindo a me
dula renal, esta menor quantidade de anticorpo deve ter-se
complexado com antígeno presente capilares

nao
células tubulares. 0 antígeno de

tertubulares,
face não luminal da membrana das células dos tú-penas com a

onde a presença do antígeno de Forssman não é assegubulos,
Porém não se exclui a possibilidade de lesões a esterada.

expressar por alterações funcionaisnível an-que possam se
tes que morfológicais.

em
ex
de

cor-
tubula-

fluorescência verificada em

Vêm suportar estas hipóteses, além do descrito
achados de imunofluorescência dos

no endotélio dos

a maior parte do anticorpo ficou retida nas células endo

Ê curioso, porém que a

neo da medula renal, o anticorpo de Forssman quando
teliais nos glomérulos e, dado também ao menor aporte sanguí

atingindo diretamente as
Forssman se encontra principalmente no interior destas célu-

o anticorpo de Forssman entraria em contacte a

em comparaçao
dular e ainda, ã grande avidez pelo anticorpo de Forssman a-

histologia clássica, os
perimentos Zn vZvo. Estes mostraram a deposição tênue

intertubulares, produzindo lesões menos graves e talvez

fluorescência nos capilares intertubulares da medula e
tex renal, sem evidênciar esta presença nas células

las (13, 14, 15). Mesmo lesando o endotélio dos capilares in

res (Figura 26)•
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glomérulos é fundamentalmente mesangial. Não verificamos fluo
recência ao longo dos capilares glomerulares membranaou em
basal dos glomérulos em nosso trabalho (Figuras 24 e 25) .

É possível que rena
gião mesangial se deveu ã própria atividade desta area que é

glomerulo de macromoléculas ou imunecomple-a de o

somada ã ruptura antígeno-xos,

anticorpo imporia ao endotélio vascular. Então, anticorpoo
de Forssman se ligaria ao antígeno presente em células enco-

daaumento
permeabilidade capilar e mesmo necrose de áreas do gloméru.lo
facilitando a exposição de complexos ou anticorpo livre ao
mesângio. Com a injeção lenta do SAF diluido, pequenas quan
tidades do anticorpo atingiriam o glomérulo a um tempo, le-

passagem ulterior de anticorpos

Um mecanismo adicional, paralelo oulares danificados. conco
ccm-

a-

mesangial

que

en-
vêmVários outros autorescorajou-nos ã especulação acima.

em regiões onde o mesângio é,
Os trabalhos de MAUER e colaboradores (48, 49)

estudaram a participação do mesângio
de macromoléculas em ratos normais e nefriticos

"acla

a reação

ramento"

ou segmentação que

e sua cinética de

na verdade, intracapilar (47).

a concentração do anticorpo

vando a lesão a

"clarear"

través as fenestrações deste endotélio. Estas
põem em contato direto a luz capilar com a célula

mitante, seria o de passagem do anticorpo de Forssman,
plexado ou não ao antígeno presente no endotélio capilar,

fenestrações,

teliais, promoveria a lesão destas células,

pequenas áreas do tufo capilar, facilitando a
ao mesângio através os capi-
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estudando a participação das células mesangiais nas glomeru-

lopatias tanto em animais quanto em humanos (50, 51, 52). A

tentativa é de correlacionar alterações estruturais ou cinéti -
do mesângio ãs várias possibilidades de nefropatiascas com

envolvimento glomerular. Além disso, nefropatias que envol-
promissor

o estudo deste modelo de lesão renal.

partir

de nossos resultados. Ficou demonstrado pelos estudos de imu
nofluorescência indireta Zn vZZa.o que no glomérulo da cobaia

região mesangial apresenta fluorescência (FiguralB ). Istoa

significada que a célula ou matriz mesangial devem possuir an

tígeno de Forssman. Uma vez que nos experimentos Zn vZvo a

complexospossibilidade de que mais que clarear os
imunes ou o anticorpo,

reagindo com o anticorpo.riam verdadeiramente

sangial. Para o esclarecimento destas considerações, seria

visassemnecessário

preferencialmente a participação do mesângio na lesão do glo
mérulo, criando, eventualmente,
experimental em cobaia.

Ainda em relação ao mesângio, cabe acrescentar que
nosa assim chamada reação mesangial, foi achado constante

um novo modelo de nefropatia

vam o mesângio têm sido tentadas (53, 54) tornando

a célula mesangial e sua matriz esta-

deposição fluorescente foi fundamentalmente no mesângio,sur-

o desenvolvimento de outros estudos que

ge-nos a

Assim, permitimo-nos uma nova especulação a

rulo, estaríamos diante de uma possível agressão ã célula me
Assim, além do fenômeno usual de "limpeza" do glome
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estudos histologicos dos animeis injetados com SAF.

pre
es-

antíge
no nesta área. Todos estes dados vêm evidenciar grandea

nefropatia obtida neste traba
lho.

Outro evento de importância
nósticipação do sistema de complemento na nefropatia por

to e dos leucócitos polimorfonucleares (pmn) em
coelhos.

COUEm
e

como

44, 45).
ne-0 modelo experimental

fase heteróloga, ãfropatia produzida em cobaias, na
do anticorpo de Forssman neste animal.

Assim é licito supor que a lesão que

Some-se
os grânulos PAS positivos ou fucsinófilos

deste trabalho associa a
reação

provocada.
Ê conhecida a participação do sistema do complemen-

nefropatias

a ser discutido é a par

se heteróloga.
Vários trabalhos estudaram a participação do comple

concluíram pela importância des

participaçao do mesângio na

ocorre no teci

mento no choque heterõfilo e

te sistema na génese da lesão pelo anticorpo de Forssman (43,

a isto, ainda,

SER e colaboradores (28, 29, 30) e SIMPSON

experimentais produzidas em ratos ou

contrapartida, nas nefropatias provocadas em cobaia

colaboradores

(31) demonstraram a independência do complemento e PMN
mediadores da lesão, provocada por soros nefrotóxicos, na fa

sentes na matriz mesangial destes animais, que poderiam
tar traduzindo a presença de anticorpo complexado ao
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toriza a afirmação categórica desta especulação.

dos

inferência pode ser suportada, em parte, pelos achados deste
gloméru-trabalho trombo vascular, presença de fibrina em

los pelos dados de literatura nos experimentos que utilie

que referiram alterações da coagulação sanguí-SAF ezaram o

(5, 9, 10). Esta possibilidade aproxima o modelonea

deste trabalho ã clássica nefropatia de Masugi no que diz

sua

patogênese (55).

função
morfológicasrenal que possam ser expressão das alterações

descritas e comentadas.

É nítida

nefron,

suas

ser

evidenciada nos estudos morfológicos, porém, uma

uma expressão morfológica. A lesão vascular com maior certe
za deverá estar envolvida neste mecanismo, uma vez que a de-

respeito ã participação dos mecanismos da coagulação em

e estatisticamente significativa a diminui

lo complemento e PMN. 0 presente trabalho, porém, não nos au

Da mesma forma, pode-se inferir a participação
processos de coagulação na patogênese desta lesão renal. Tal

Cabe-nos, agora, analisar as alterações de

ou seja, a

do renal destas oobaias seria mediada, ainda que em parte, pe

6, 8,

funcional destas células poderia estar ocorrendo sem, ainda,

ção da reabsorção de soluto no segmento diluidor do

porção ascendente da alça de Henle, nos animais inje

tados com SAF (Fig. 8). As funções de reabsorção de soluto des

te segmento poderiam estar alteradas por dano ãs suas célu

las ou aos capilares próximos. A lesão celular não pode

alteração
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posição do anticorpo heterófilo no endotélio vascular é um
achado constante.

A alteração referida, levaria a uma sobrecarga de
sódio ao segmento distai do nefron. Entretanto, a
fracionai de sódio (EF

11 ) . Porém é perceptível tendência ã maior EF.gura a nos
animais SAF,
quando há sobrecarga de solução balanceada e, justamente,a

quando a reabsorção de solutos é menor nestes animais. Além
desta tendência, é de se notar a maior dispersão dos resulta

va
riação na gravidade das lesões renais a que estes animais
foram submetidos. É possível, ainda, que em alguma porção do
segmento distai do nefron estaria havendo uma compensação pa

ascen-ra
dente da alça de Henle (RSSD) .

Esta hipótese é enriquecida com o observado para a

(Figura 10)• Esta seexcreção fracionai de potássio (EF ) a-
nos

pode afastar a possibilidade de
per-

e

que lesões celulares possam ter levado a um aumento de

meabilidade ao potássio e portanto sua maior excreção.

) deve ser anali

excreção
) não se mostrou estatisticamente di

- A JU X—' -L. \-/ X X M -L. X-A.X— \ __K
presentou aumentada em ambos os períodos experimentais

a diminuição da reabsorção de solutos do segmento

na sobrecarga do período II.

dos nos animais SAF, o que poderia estar traduzindo uma

animais SAF. Porém, não se

Na
sendo mais acentuada no período experimental II,

Na
ferente entre os animais tratados com SAF e seus controles (Fi

sada em duas etapas: na
A excreção fracionai de água (EF^ q

hidropenia relativa do período I
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Na primeira situação o hotmônio anti-diurético (HAD)

gressão pelo SAF deve ser considerada. Assim, percebe-se pe-

uma grande variabilidade dos resultadosFigura 9 ani-nos

tendência a ser maior a EF neste gru-

uma menorpo.

Esta menor quantidade de HAD seria consequência de

aporte sanguíneo ã região dos tubos coletores, CcU-um menor

sada por lesão vascular devida ao SAF ou por dano no sistema
Esta última possibilidade é mais remota,umanervoso central.

injeção do SAF foi feita próximo ã emergência das

artérias renais, possibilitando que a maior parte deste anti

corpo ficasse no tecido renal ou proximidades.

Outra possibilidade de explicação para esta maior

de que o mecanismo de açao do

anticorpo.

Assim,

satisfatoriamente. ex-

apenas funcional.

No período experimental II,

experimentaisnos dois grupos
doiscomparamos os

tendência
condi-

Considerandoção de sobrecarga hídrica há ausência de HAD.

h2o
poderia estar expressando

com sobrecarga hídrica,

grupos no mesmo período II, percebe-se uma nítida

observou-se uma maior EFU 
H2°

quando comparado ao período I. Quando

o HAD não poderia atuar

no período I seria a

Esta maior EFO
H2°

quantidade de HAD nos túbulos coletores.

efh2°
HAD na célula do tubo coletor esteja lesado pelo

mesmo em quantidade adequada,

deve estar presente no plasma e sua ação, combinada com a a-

vez que a

pressão morfológica, mas

Esta lesão poderia ser discreta, sem

mais SAF, com uma

de o grupo SAF excretar mais água (Figura 9 ) . Nesta
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esta situação, o segmento coletor do nefron deveria estar
mais impermeável a água nos animais SAF. possibilidadeEsta
seria explicada

da
provável maior EF, aindae ouNa

entretanto,
gue. todos estes mecanismos possam estar se somando.

Continuando a análise da EF pode-se considerar

ria esteja alterado por modificação do fluxo sanguíneo devi
da a lesão pelo anticorpo de Forssmam na vasa reta. Isto d.es

uma

significativa diminuição deste C

RSSD é calculada a partir do
(ver apêndice).

osmolar

deveria

compensar a queda da RSSD (Figura 5 ) .

águareabsorção de
Entretanentre os

pela menor concentração de soluto no inters
tício que seria devida ã menor RSSD na porção ascendente

A não alteração dos valores de "clearance"
(Cosm) para o grupo de animais SAF, em ambos os períodos,vol^

H2°
SAF (Figura 7 ) . Isto concorda com o já discutido e perfeita

mente esperado já que a

a um aumento da EF., _.H2°
A análise do"clearance" de água (C

Ch2°

' _) mostrou
h2°

nos animais injetados com

ta a indicar que o nefron, em seus segmentos finais,

nos animais SAF, em con-

h2o'
que o sistema de permuta no mecanismo de concentração urinã-

favoreceria a retirada de água e soluto da membrana, levando

alça de Henle, ã maior EF^
a uma lesão celular destes tubos. É provável,

Não foi verificada diferença na
livre (T^ entre os grupos SAF e SCN (Figura 6) .

2 c
to seria esperada uma queda do TH Q

2
cordância com o ocorrido com a RSSD.
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A análise das funções glomerulares mostrou poucas

alterações, embora fosse o glomérulo o sítio que evidenciou
maiores mudanças morfológicas. Desta forma,

merular (FG)

animais

ser

variações da pressão arterial sistémica (PA) ou

fluxo plasmático renal (FPR) que estiveram inalterados nosao

dois grupos de animais e experimentais
fruto da própria le-(Figuras 13 el4 ) .

são glomerular causada pelo anticorpo de Forssman
Finalmente, podemos considerar que toda esta grada

ção de alterações morfológicas e funcionais verificada nos

afluxoanimais SAF seria, realmente,fruto de maior ou menor

do anticorpo de Forssman na circulação renal da cobais. Para

SAF

tilizassem o rim isolado de cobaia.

Assim,

mos

trou útil, interessante e atingiu objetivos propostos.
f un-
es-

peculações a-

briu perspectivas de aprimoramente no estudo das nefropatias
experimentais e humanas principalmente no que diz respeito ã

Foi possível evidenciar lesões morfológicas e
cionais devidas ao anticorpo de Forssman, permitiu várias

em ambos os períodos

o modelo experimental de nefropatia aqui es-

no período II (Figura 12). Estas alterações não devem

a filtração glo-

apresentou-se diminuída nos animais SAF no pe-

e saber qual a real quantidade de

ríodo experimental I e com tendência ã queda nestes

a respeito de sua patogênese e, provavelmente,

atribuídas a

Devem, isto sim, ser

tudado, em que pese as limitações a ele impostas, se

evitar tais variações

que circulou pelo rim, seriam necessárias preparações que u-
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respon
deu algumas perguntas, reformou algumas ilusões mas fundamen
talmente criou outras tantas.

participação das células mesangiais nestas doenças.
Por último, podemos afirmar que o trabalho
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perimental imunológica em cobaias.

soro de coelho normal (SCN).

Cobaias normais foram injetadas por via intraarte-
Seguiu-se um protocolo experimental para

avaliação de função renal destes animais. As cobaias,ao fim
do experimento foram sacrificadas, seus rins retirados e des

tinados a estudos morfológicos - histologia imunofluorese
cência.

Os resultados permitiram concluir que nefropatia ex
cobaias pela injeção de

glomerulares que compromete-

região mesangial cons-
de

perimental imunológica foi obtida em

Este trabalho objetivou a produção de nefropatia ex

O soro nefrotóxico utilizado para este fim foi o so
ro anti-Forssman (SAF) . Como controle do experimento usou-se

A deposição de anticorpos na
tituiu um achado que abre perspectivas para a realização
um novo modelo de nefropatia experimental imunológica.

ram a função renal dos animais.
SAF, com alterações tubulares e

rial com SAF ou SCN.
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In this paper it is presented the results of a ex
perimental immunological nephropathy produced in guinea pigs

jected in Controls. The sera were administered by intra-ar-
terial route.

kidneysThe renal function was investigated, the
immunofluorescence pro-were collected for histological and

cedures.

ob-An experimental immunological nephropathy was

andtained in guinea pigs as it could be showed by tubular

glomerular alterations.
The deposition of antibodies in the mesangial areas

perspective in the study of ex

perimental nephropathy.
is a finding that opens new

by an anti-Forssman rabbit serum. Normal rabbit serum was in
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I

1. DELINEAMENTO GRÁFICO DO PROTOCOLO EXPERIMENTAL

"Prime"
MBA SCN/SAF

MA

▼ 40' ▼ 30' 30'Ih Ih X

inulina e PAH - injeção "prime

f
So

15'
▲

15'

A - anestesia
- coletas de sangue

U - coletas de urinan
SNC/SFA - injeção de soro de coelho normal ou soro anti-Forssman
"Prime" - solução balanceada com
MA - solução de manutenção A
MB - solução de manutenção B
x - sacrifício do animal

U2°1

15’

S2

15't

t t
S1



II

2. DOSAGEM DE INULINA UTILIZANDO-SE REAGENTE DE ANTRONA

Reagentes

1- 125 ml de HnSO + 50 ml de HO destilada.

4'
3- Ãcido perclórico a

Dosagem do plasma

250A do plasma desproteinizado.

3 ml do reagente de Antrona.

Dosagem na urina

100A de urina diluída.

3 ml do reagente de Antrona.

150A de acido perclórico.

Para o branco utiliza-se HO destilada e, para os padrões, fru-2
tose.

As misturas sao aquecidas durante 10 minutos a 55°C, esfriadas

comprimento de onda de 620nm.

2
5% (para desproteinização)

e a leitura feita em espectrofotômetro em

2- Antrona 200 mg + 100 ml da solução acima de H SO



III

3. DOSAGEM DE P.A.H.

Colorimetria

1 tnl de filtrado de plasma

tubo, rigorosamente nesta ordem e respeitando-se os intervalos e tempos

indicados:

0,2 ml de HC1 1,2N.

0,2 ml de NaNO

0,2 ml de dicloreto de N-l nafitiletileno diamino, nao antes de

3 minutos e não depois de 5 minutos. Agitar os tubos.

comprimento

de onda 535 nm.

4. FÓRMULAS EMPREGADAS NO CÁLCULO DOS PARÂMETROS DE FUNÇÃO RENAL

4.1.- Fluxo urinário

ml/minfluxo urinãrio= Volume de urina
Tempo de coleta

ou urina diluída. Acrescentar a cada

Aguardar 15 minutos e ler em espectrofotometro em

nao antes de 3 minutes

e não depois de 5 minutos. Agitar.

a 100 mg%. Agitar os tubos.

NaOH 0,5N. A urina é diluída em H 0 destilada.
2

a 10% ePlasma é desproteinizado por adiçao de solução de ZnSO^

2
0,2 ml de sulfonato de amónio a 500 mg%,



IV

4.2.-

onde

U= osmolaridade urinária

P= osmolaridade plasmática

V= fluxo urinário

de água livre4.3.-

= V-Cosm ml/min

onde

V= fluxo urinário

Cosm=

4.4.- Reabsorção de água livre

= Cosm - V ml/min

do nefron.4.5.- Reabsorção de soluto

RSSD =

onde
de água livre.

no segmento diluídor

Cosm= ml/min

Ch2°

ch2o

CNa

Tch2o

x 1007.

"Clearance" osmolar

"Clearance"

"Clearance" osmolar

"Clearance"

ch2o
+ck+ch2o



V

de potássio.C

4.6.- Excreção fracionai da água

x 100 %

onde

= concentração urinária de inulina.

= concentração plasmãtica de inulina.

4.7.— Excreções fracionais de sódio

EF
Na/K

onde

potássio.

= concentração plasmãtica de sódio ou potássio.

= concentração urinária de inulina.

= concentração plasmãtica de inulina.

1
UIN
PIN

ou potássio

= concentração urinária de sódio ou

II

K =

x 100 7.

ef„2o

CNa

UNa/K

PNa/ K

UNa/K

PNa/K

UIN

PIN

Clearance"

UIN

PIN

PIN

UIN

"Clearance" de sódio.



VI

4.8.- Filtraçao glomerular

rnl/minFG =

onde

= concentração urinária de inulina.

= concentração plasmática de inulina.

V = fluxo urinário.

4.9.- Fluxo plasmático renal

ml/minFPR =

onde

= concentração urinária de PAH.

= concentração plasmática de PAH.

V = fluxo urinário.

UPAH.V
pPAH

UPAH

pPAH

PIN

UIN.V
PIN

UIN


