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I-INTRODUCGCAO




FRIEDBERGER (1) em 1909 observou que soro de coelho
imunizado com eritrdcitos de carneiro, quando injetado em co
baia produzia uma grave lesao nestes animais levando-as com
freqliéncia a morte.

A explicagao deste fendreno surgiu em 1911, quando
FORSSMAN descreveu a descoberta de um antigeno que chamou
heterdfilo (2). Este antigeno estaria presente nos eritrdci-
tos de carneiro e em tecidos de varias espécies‘animais, en-
tre éles a cobaia. Desta forma, guando se injetava uma sus-
pensao de varios orgaos de cobaia, em coelho, este produzia
anticorpos capazes de lisar hemaceas de carneiro.

As agoes lesivas'produzidas pelo anticorpo de FCRS-
SMAN nos tecidos de animais portadores do antigeno heterofi-
lo foram intensamente estudadas. O proprio FORSSMAN em 1920
(3) descreveu a lesao do tronco cerebral a que denominou “sin
drome da cardotida". REDFERN em 1926 (4) fez um extenso estu-
do das alteragoes geradas pela injegao do anticorpo de Fors-
sman em cobaia. O autor descreveu desde alteragOes sintomati
cas dos animais injetados até os fenomenos vasculo-necroti-
cos observaveis em tecido pulmonar e pele, além da agao do
anticorpo na contragao do Utero isolado de cobaia.

A partir de entdo os trabalhos de estudo da agao



deste anticorpo em varios tecidos de cobaia foram se somando:
pairpura e necrose pancreatica, de GRANA em 1946 (5), infar -
tos intestinais, de LEVINE & WARREN em 1959 (6), glomerulopa
tia, de MAURICE-WILLIANS e colaboradores em 1961 (7), lesoes
vasculares na pele, de BERKINSHAW-SMITH e colaboradores em
1962 (8), ultraestrutura das lesdes vasculares no pulmao e
na pele, de TAICHMAN e colaboradores em 1972 (9, 10).

Em 1956, TANAKA & LEDUC (11), publicaram um traba-
lho que estudava a presenga e distribuicao do antigero de
FORSSMAN em varios tecidos de animais como cobaia, camundcn-
go, cao, gato e galinha. Esta publicagdo foi fundamental e
se seguiu de outras que intensificaram os conhecimentos da 1lo
calizagao e distribuigao do antigeno de Forssman em tecidos
e mesmo a nivel celular, principalmente em cobaia HAWES
& COOMBS em 1960 (12), SPEAR em 1962 (13,14) e SPEAR & KIHA-
RA em 1963 (15).

Estes trabalhos demonstravam a presenga do antigerno
de Forssman, também, em tecido renal de cobaia. Sua distri-
buigao mostrava maior concentracao do antigeno em células dos
tubos coletores renais e menor quantidade nos outros segmen-
tos tubulares e glomérulos. A nivel celular, o antigeno ce
encontrava no citoplasma sendo discutivel a sua presenga na
membrana.

Paralelamente a estes trabalhos, desde o inicio des
te século, pesquisadores tiveram sua atengao voltada para o

estudo das nefropatias experimentais. Assim ja em 1900 LIN-



DEMANN produziu albuminiiria e uremia em coelhos apds injecao
de soro nefrotdxico produzido em cobaia (16). PEARCE em 1903-
1904 estudando nefrite nefrotoxica em c3es determinou que a
cortex renal poderia ser usada como imundgeno (17). MASUGI
em 1929, 1933 e 1934 e MASUGI e colaboradores em 1935 publi-
caram estudos detalhados e fundamentais na nefrite nefrotoxi
ca de ratos e coelhos, relatando sua semelhanga com a glome-
rulonefrite humana e apresentando a possibilidade de a nefri
te ser induzida por anticorpos ccntra tecidos nao renais (18,
19, 20, 21).

Seguiram-se, e se seguem até o presente, inGmeros
estudos e publicagdes a respeito das nefropatias humanas e ex
perimentais. Os modelos experimentais de nefrite tém procura
do e encontrado sucesso no esclarecimento dos mecanismos de
lesao glomerular e ou tubular e na transposigao destes conhe
cimentos a0 estudo das doengas renais humanas.

Basicamente duas formas principais de patogénese jo]e)
dem ser definidas nestas nefrites. Uma forma em que a lesao
se deve a imune-complexos formados pela interagao de antige
nos circulantes, proprios ou nao proprios do hospedeiro, com
anticorpos. Estes complexos solliveis se localizariam nos glo-
mérulos, produzindo o dano. A outra forma envolve a fixaglio
de anticorpos circulantes contra membrana basal glomerular ou
tubular, pela administragao passiva de anticorpos nefrotdoxi-
cos heterdlogos ou apds imunizagdo do hospedeiro com membra-

na basal de rim homélogo ou heterdlogo resultando na forma-



gao de anticorpos autdlogos anti-membrana basal.

De posse destes conhecimentos, aliados a experién -
cia do departamento de Clinica 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 o estudo desta doenga em animais ou no
homem,

Associamos, entao, a capacidade lesiva do anticorpo
deForssman para tecido renal de ccbaia com as técnicas de es
tudo das nefropatias experimentais.

Estariamos, assim, reproduzindo e estendendo o tra-
balho de MAURICE-WILLIANS e colaboradores (7), uma vez que
nao nos deteriamos apenas em estudos morfoldgicos como aqua-
les autores. Além disso, diante da presencga do antigeno hete
rofilo en maior concentragao nas células dos tubos coleto-
res de cobaia, a provavel lesao deste segmento do néfron pe-
la agao do anticorpo de Forssman, possibilitaria estender o mode
lo expeirmental para o estudo de tubulopatias.

Este modelo, entao, utilizaria um soro nefrotdxico
para cobaia, heterdlogo e de origem diferente da maioria dos
soros utilizados em trabalhos desta natureza neste animal.

Além dos estudos morfoldcicos, nos propusemos neste
trabalho realizar a aval’agao funcional das lesbes que ocor-
ressem no rim da cobaia.

Desta forma, nossos primeiros objetivos com o pre-
sente estudo seriam:

- produzir nefropatia em cobaia utilizando como soro ne-



frotdxico o soro de anti-Forssman.

ampliar o estudo deoste modelo de lesao renal, nao sd em
dados morfoldgicos mas, também, com a avaliagao da fun-
¢do renal destes animais.

investigar a possibilidade de a lesao renal ser mais am
pla, incluindo dano tubular além do glomerular.
contribuir com o estudo das nefropatias em animais e,

se possivel, com a transposicao destes conhecimentos,pa



II - MATERIAL E METODOS




ANIMAIS - Coelhos e cobaias utilizados no presente trabaliho

provieram do Biotério Central da FMRP-USP.
le PRODUC,AO DO ANTIGENO DE FORSSMAN

O antigeno de Forssman toi preparado a partir de he

macias d= carneiro, seguindo técnica descrita por MAYER (35).
2. PRODUCAO DO SORO ANTI-FORSSMAN (SAT')
2.1. Preparo da solugao antigénica

Obtido o antigeno de Forssman, do estroma de hema-
cias de carneiro, dosou-se sua concentragao em nitrogénio,pe
lo método de Kjeldahl. O valor obtido foi de 0,13gN%. Prepa-
rou-se uma suspensao do estroma de hemacias de carneiro, em
solugao salina isotdnica, na concentragao de lmg de nitrogé-
nio por ml de suspensao. Esta suspensao foi utilizada no pre

paro do SAF.
2.2. Imunizagao dos animais

Foram imunizados 6 coelhos, fémeas, seguindo o es-



qguema;

descrito

2.2.1,

por MAYER (35):

0,1 ml da suspensao do antigeno de Fors-
sman, no 19 dia.

1,0 ml da suspensao antigénica durante 5
dias.

2,0 ml da suspensao antigénica durante 5
dias.

os animais foram sangrados no 59 dia apos
a Gltima inoculagdao, por pung¢ao cardiaca.
nao houve intervalo maior que 2 dias entre
as inoculacgoes.

todas as injegoes foram aplicadas endoveno
samente na veia marginal da orelha dos coe

lhos.

Do sangue obtido separou-se o sdro, que foi inativa

do em banho-maria por 30 minutos a 569C. O sOro anti-Forssman

assim preparado foi congelado até o uso.

3. PREPARO DO SORO DE COELHO NORMAL

Soro de coelho normal foi preparado para ser utili-

zado nos procedimentos testemunhos do experimento.



3.1. Obtencao do soro de coelho normal

Coelhos normais foram sangrados até a morte por pun
¢ao cardiaca. Do sangue obtido foi separado o sOro. Este sd-

ro foi inativado em banho-maria por 30 minutos a 56%9C.

" 3.2. Absorgao do soro de coelho ncrmal (SCN)

O sbro de coelho normal foi absorvido em estroma de
hemiacias de carneiro. Assim, este sOoro foi incubado com es-
troma de hemacias de carneiro na proporgao de 40 ml de sdro
para 3,0 g do estroma seco. A preparacao foi a estufa a 379C
durante 1 hora, com agitagao constante. Apds a incubagao o
material foi levado a geladeira onde permaneceu 1 noite a
49C, em constante agitacgao.

A suspensao obtida foi centrifugada a 2500 rpm du-
rante 10 minutos*. O sobrenadante foi recuperado e utilizado
como sOro normal de referéncia nos experimentos controle.

O SCN foi congelado até o uso.

4. CARACTERIZACAO DO TITULO HEMOLITICO DOS SOROS

Os soros SAF e SCN foram submetidos a verifica -
¢ao de suas atividades hemoliticas para determinar-se os

titulos de sensibilizagao maxima. A técnica wutilizada

* Aparelho de centrifugagao I. SORVALL - mod. RC2-B



foi a descrita por ALMEIDA em 1950 (36).

5. DETERMINACAO DA DOSE LETAL MINIMA DE SAF PARA COBAIA

Foram utilizadas cobaias macho, de peso variando en
tre 250 e 300 g. O SAF foi injetado endovenosamente através
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. Observou-se,apds as
injegoes, se ocorria morte dos animais e quanto tempo era
necessario para o éxito letal.

Em contrapartida, foram injetadas cobaias macho com

o SCN, seguindo o mesmo protocolo anterior.

6. CONJUGAGCAO DOS SOROS SAF E SNC COM ISOTIOCIANATO DE FLUO-

RESCEINA (FITC)

SAF e SCN foram tratados por precipitagao com sulfa
to de amdnio para se conseguir preparagoes ricas em imunoglobu
linas. A seguir estas fragoes de ambos os soros foram conju-
gadas ao FITC* na proporgao de 0,015 mg do fluorocromo dilui
do em tampao carbonato/bicarbonato 0,5M, pH 9,5, por mg de
proteina. Apds 1 noite a 49C as preparagoes foram submetidas
a filtragao cromatografica em Sephadex G-75** para separagao

do corante livre (37).

* Calbiochem
** pPharmacia Fine Chemicals
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7. PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Utilizou-se cobaias macho pesando cerca de 500g. Os
animéis foram anestesiados segundo um protocolo que envolvia
duas fases: a primeira consistia na injegao intraperitoneal
de sulfato de atropina na dose de 0,5 mg/kg de peso corpo-
ral; apds 15 minutos a segunda fase era realizada com aplica

’ 2 ® *
cao de injecgao endovenosa de Valium na dose de 0,12 mg/kg
L ®**
de peso corporal adicionada de Nembutal na dose de 40
mg/kg de peso corporal pelo seio venoso dorsal do pénis da
cobaia. Durante os procedimentos cirlrgicos e experimentais,
quando nzcessario, era administrada nova injegao endovencsa
de ValiumC:) diluido em solugao salina isotdnica.

Esta seqgliéncia tinha como objetivo diminuir a possi
vel reagio de defesa apresentada pelo animal, que levaria a
queda da pressao arterial sistémica e parada do fluxo urina-
rio ou da filtragao glomerular.

.Com o animal em sono anestésico iniciava-se o proce
dimento cirlrgico. Era, a principio, canulada a traquéia,uti
lizando-se canula de polietileno PE-90. A seguir dissecava-
se a veia jugular direita e nela se implantava uma canula de
polietileno PE-50. Através esta canula era infundida uma so-

lugao de glicose isotOnica*** acrescentada de 17 mEq/1l de

* Cloro-1,3-dihidro-l-metil-5-fenil-2H-1,4-benzodiazepina-2-ona - Roche
** pentobarbital sddico - Abott.
***x J P. - IndGstria Farmacéutica.
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NaHCOE e 10 mEq/1l de KCl (solugao balanceada). De inicio o
fluxo de infusdao era da ordem de 130 Hl/min e visava a repo
sicao de liguido para compensar perdas cirirgicas. Para es-
te procedimento utilizou-se uma bomba de perfusdo peristal-
tica, de fluxo regulavel*.

No proximo passo, dissecava-se a arteria carotida
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 indexavamos So. A cdnula era entao conecta
da a um mandmetro de mercurio** para registro periddico da
pressao arterial. O catéter arterial era perfundido com solu
cao de heparina*** sempre que se utilizava para coletar amos
tras de sangue. Esta solugdo era preparada aspirando-se e
expulsando cerca de 0,2 ml de heparina em uma seringa de
5,0 ml, de forma a ficar apenas um filme do anticoagulante em
seu interior; a seguir completava-se o volume da seringa com
solugao salina isotdnica.

Dissecava-se, entao, a arteria femural esquerda e
por ela introduzia-se um catéter_de polietileno PE-10 que, a
tingindo a arteria aorta, era levado até acima da emergéncia
das artérias renais.

O comprimento do catéter, desde o ponto de introdu
¢do na artéria femural até sua extremidade distal na artéria
aorta, foi calculado em 9 cm em média, para a maioria dos

animais. A posicao do catéter e seu comprimento foram deter-

* Harvard Apparatus
** C.F. Palmer
*¥** I,jquemine - Roche
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minados em estudo radiografico com injegdao de contraste ioda
do* pela canula arterial. Na radioscopia e nas radiografias
verificou-se que a extremidade distal do cateter se siteva-
va logo abaixo do diafragma e a contrastagao da bexiga urina
ria se dava em poucos minutos. Por este catéter, assim posi-
cionado, era infundido SAF ou SCN na dose de 0,3 ml dos so-
ros, diluidos para 3,0 ml em solugao salina isotOnica. A in-
fusdo era feita por bomba de perfusdo peristaltica regula-
da para um fluxo de 100 pl/min. A infusao lenta do SAF permi
tiu a administracao de dose proxima a letal sem que houvesse
o choque: citotdoxico. Esta técnica foi por nds modificada
a partir de trabalho de SPEAR de 1955 (42).

Terminada a injegdo do anti-soro o catéeter era remo
vido e a arteria femural ligada.

Dissecava-se, entao,os vreteres gque recebiam catete
rizagdao com tubo de polietileno PE-10. Através estas caru-
las ureterais seriam colhidas as amostras de urina. Os ani-
mais recebiam, nesta fase, injecdo "prime" de uma solugao de
inulina** a 1,0 g% e acido p-amino-hiplrico (PAH) *** a
2 mg/ml. O solvente desta solucdo era o ligquido balanceado ja
referido. O volume da solugdo "prime" era de 1,25 ml para to
dos os animais utilizados.

Simultaneamente, a solugao de infusao mantida no ca
téter jugular era substituida por outra que denominamos manu
tencao A (MA). Esta solugao continha 2,3 g% de inulina e 2,4

mg/ml de PAH diluidos em solugao isotdnica de glicose acres-

* Hypaque - Winthrop Products Inc.
** Carlo Erba
*** Sigma Chemical Company
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cida de eletrdlitos como a anterior. O fluxo de infusdo era
mantido em 130 upl/min.

Trinta minutos apds a injeg¢ao "prime" iniciava-se o
primeiro periodo experimental (I). Assim, coletava-se wurina
através os catéteres ureterais num periodo de 30 minutos. Na
metade do periodo experimental, ou seja 15 minutos apds seu
infcio, colhia-se uma amostra de 1,0 ml de sangue pelo catée-
ter da cardtida. As amostras de sangue e urina eram indexa-
das como Sl e Ul’ respectivamente. No inicio e no final do
periodo I media-se a pressao arterial sistémica do animal..

Terminado o periodo I, a solucao de manutengdo Aera
substituida por outra com concentragao de inulina e PAH 10
vezes menor (manutengao B). Esta solugao de manutengao B ti-
nha seu f£luxo de infusao 10 vezes maior que a anterior, ou
seja, 1,3 ml/min.

Trinta minutos apds o principio da infusao da solu-
¢ao de manutengdo B iniciava-se o segundo periodo experimen-
tal (II). As coletas de sangue (Sz), urina (Uz) e medidas de
pressao arterial neste periodo eram realizadas da mesma for-
ma como no periodo I. A duracgdao neste periodo experimental
também era de 30 minutos.

As amostras de sangue eram centrifugadas para sepa-
ragao. do plasma. Ent3ao plasma e urina eram congelados a —209C
até as dosagens.

Findo o segundo periodo experimental, os animais e-

ram sacrificados por injegao, em dose letal, da solugdo anes

tesica. Os rins eram retirados e fixados em solugdo de forma



lina a 10% ou congelados em nitrogénio liquido e conservados
a -70°C, para estudos morfoldgicos.
Alguns animais eram perfundidos com solugao PBS pH
7,4, para lavagem dos rins antes de serem removidos. A perfu
sao era feita através do ventricutlo esquerdo onde entrava a
solugdo PBS e atrio direito por onde saia o fluido de lavagem.
O delineamento grafico éo protocolo experimental se

encontra no apéndice.
8. MEDIDAS DE FUNGAO RENAL.

8.1. Fluxo urinario

O fluxo urinario nos periodos experimentais I e II
foi calculado a partir do volume urinario, determinado por
gravimetria.e pela duragao destes periodos (30 minutos). Con-
siderou-se como fluxo urinario do-periodo, o fluxo médio as-
sim calculado.

8.2. Dosagens de sodio e potadssio

As concentracoes de sddio e potassio em plasma e u-

rina foram determinadas por fotometria de chama¥*.

* IL Flame Photometer - Mod. 443



8.3. Dosagem de Osmolaridade

As concentracoes osmolares de plasma e urina foram

determinadas com um osmometro "Osmette mod. 2007"*.
8.4. Dosagens de inulina e PAH
As concentragoes de inulina e PAH em plasma e urina
foram medidas por métodos colorimétricos. Os métodos utiliza
dos nestas dosagens, por serem modificados, serao descritos
em apéndice proprio.
8.5. Calculos dos parametros de fungcao renal
Os parametros de fungao renal apresentados nos re-
sultados foram calculados a partir de formulas que se enccn-
tram relacionadas em apéndice prdprio.
9. ESTUDOS MORFOLOGICOS

9.1. Histologia classica

Os cortes de rins fixados em solugao de formalina a

10% foram incluidos em parafina, cortados em micrdtomo na

* Precision Systems



espessura de 4 um e corados com hematoxilina-eosina, acido pe

riddico de Schiff (PAS) e coloracio tricrdmica de Masson.

9.2. Imunofluorescéncia

SecgOes transversais dos rins foram congeladas em
nitrogénio liquido e conservadas em congelador a -709C até o
processamento para imunofluorescéncia.

Os espécimes foram cortados em cridtomo na espessu-
ra de 4,0 um. Trés procedimentcs em imunofluorescéncia foram

realizados:

9.2.1. Imunofluorescencia direta

9.2.1.1, Cortes de tecido renal de cobaia normal .sem
nenhum tratamento por anti-soros, foram in-
cubados com SAF e SCN conjugados ao FITC. A
incubagdo foi de 30 minutos a 37°C em cama-
ra umida. Os soros conjugados estavam dilui
dos em azul de Evans 0,01% em proporgdes i-
guais, volume a volume. Apds a incubagdao o
material foi lavado trés vezes em PBS pH 7,2
e uma vez em agua destilada. As laminas fo

ram montadas em glicerina tamponada pH 8,4.
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9.2.1.2. - Cortes de rim de cobaia, que receberam tra

tamento segundo o protocolo experimental
ja descrito,fcram incubados como o sGro
de cabra caracterizado abaixo. Os rins pro
vinham de animais que receberam SCN ou
SAF, por via arterial. Incubagao, lava-
gem e montagem das laminas procedeu-se

como anteriormente descrito.

9.2.2. Imunofluorescéncia indireta

9.2.2.1.

= Incubou-se cocrtes de rim de cobaia nor-

mal, sem nenhtum tratamento por anti-so-
ros, com SAF ou ECN nao conjugados. A in
cubagao foi em camara Gmida a 379C  por
30 minutos. O material foi lavado trés
vezes em solugao PBS pH 7,2 e uma vez em
agua destilada. Estes cogtes, assim tra-
tados, foram submetidos a um soro de ca-
bra anti globulina de coelho, absorvido
em rim de cobaia. O soro de cabra, conju
gade ao FITC, estava diluido em azul de
Evans 0,01% na proporgcao 1:40, volume a
volume. Incubagao, lavagem e montagem das
laminas foram feitos como descrito ante-

riormente.



10. PESQUISA DE ANTIGENO DE FORSSMAN NO SORO DE COBAIA

Foram empregados trés métodos:

10.1. Imunodifusao em gel

A técnica empregada foi a de Cuchterlony (38).0 gel
foi preparado com agarose* 1%, em solugao de salina fisioldgica
acrescido de solugao tampao de fosfato pH 8,0. O pH final do
gel era 7,4. O gel foi transferido para uma placa de Petri e
apds seu resfriamento foram feitos trés pogos guardando dis-
tancia cie 0,7 cm entre si, dispostos como os vértices de um
tridnguio equilatero. Em um dos pogos o considerado central,
foi colocado sdoro de cobaia normal e nos outros dois pogos
SAF e SNC respectivamente. A leitura do resultado foi feita

apos 48 horas.

10.2. Imunoeletroforese

A analise imunoeletroforética foi feita de acordo
com a técnica de GRABAR & WILLIAMS (39), conforme modifica-
gao proposta por SCHEIDEGGER (40). Empregou-se g¢.l de agaro
se** em tampao Veronal pH 7,2 e aplicou-se corrente elétrica

de 5 mA por lamina de 2,5 x 7,5 cm. No pogo central foi colo

* Sigma Chemical Company
** Sigma Chemical Company



cado s6ro de cobaia normal e nos pogos laterais SAF e SCN res

pectivamente.
10.3. Fixacgao de Complemento

Foi executada uma prova de fixacgao de complemento
em que foram ccnfrontados os antisoros SAF e SCN com sOro nor
mal de cobaia. O teste foi feito com 0,1 ml de solugéo con-
tendo 6 unidades de complemento. O sGro de cobaia normal for
neceria o complemento e o antigeno de Forssman se a reagao
fosse positiva. A incubagao dos soros foi de 60 minutos a

379C e a da hemdlise de 30 minutos a 379C. A técnica utiliza
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1. CARACTERIZAGAO DOS SOROS SAF E SCN

Para a utilizagéoAsegura do SAF na obtengao de le-
sao renal e do SCN como seu controle houve a necessidade de
definir seus titulos hemoliticos, doses letais e capacidade

de se ligar a tecido renal de cobaia.

1.1. Titulos hemoliticos

O SAF, obtido como ja descrito, apresentou titulo
hemolitico 1:2000. O soro com este titulo permitiria obter
lesoes em cobaias quando volumes relativamente pequenos de
sOro fossem injetados nestes animais. O SCN foi absorvido
em estroma de hemacias de carneiro, portanto antigeno de
Forssman, para se subtrair possiveis anticorpos heterdfilos
naturais. A absorgdao se mostrou efiéaz, uma vez dque testa

da a capacidade hemolitica do SCN esta se igualou a zero.



1.2. Determinagao da dose letal minima 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
receberam doses de 0,2 ml, 0,3 ml e 0,6 ml de SAF morreram
em chogue caracteristico em tempos que variaram de 5 a 20 mi
nutos a algumas horas.

O tempo para a morte da cobaia foi inversamente pro
porcional a dose do anti-soro. Os animais que receberam 0,1
ml do SAF nao morreram, apesar de mostrarem leves sinais da
atuagao do anti-soro. Os animais que foram submetidos a inje
¢ao de SCN, nas doses correspondentes aos que receberam SALF,

nao apresentaram sinais de lesao por anticorpo heterofilc.

1,3. Capacidade dos anti-soros de se ligarem a tecido re

nal de cobaia

A capacidade de os soros SAF e SCN se liga-
rem a tecido renal de ‘cobaia foi verificada atraves de

métodos de imunofluoresceéncia. Assim, pode-se observar



nas Figuras 1A e 1B a presenca de fluorescéncia no glomérulo

renal, localizada principalmente no citoplasma das células en

doteliais e péssivelmente na matriz mesangial. As Fi-
guras 2A e 2B mostram, respectivamente, a presenca de mate-
rial fluorescente nos tibulos coletores. Esta fluorescéncia
@ mais intensa que nos glomérulos, e como nestes, esta situa-
da fundamentalmente no citoplasma das células. Os nicleosdes

tas celulas, bem como nos glomerulos, nao se apresentam fluo-

rescentes e aparecem como imagens negativas.

Verifica-se, também, fluorescéncia em vasos, nas cée-

lulas endoteliais e fibras musculares (Figura 3).

Os controles dos testes de imunofluorescéncia se re-
velaram nao fluorescentes, tanto em relagéo aos glomerulos-

quanto aos tubos coletores.

A utilizagéo de todos estes testes, revelou que o
SAF empregado era rico em anticorpos hemoliticos, capaz de
matar cobaia quando injetado endovenosamente na dose adequa-
da e capaz de se fixar ao tecido renal daqueles animais. Em
contrapartida o SCN se mostrou, como soro testemunho, bastan-
te confiavel e seguro ja que nado continha indicios de anti-

corpos heterofilos.



FIGURA 1A - Rim de cobaia normal. Imunofluorescencia direta com soro anti-
For ssman marcado com FITC. Regiao corticalmostrando glomerulos
pouco fluorescentes. (124x).

FIGURA 1B - Rim de cobaia normal. Imunofluorescencia indireta. Glomerulo
mostrando fluorescencia no endotelio capilar e na regiao me-
sangial. (640x).
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FIGURA 2A - Rim de cobaia normal. Imunofluorescencia direta com so-
ro anti-Forssman marcado com FITC. Tubo coletor medular
com fluorescencia no citoplasma das celulas. (504x).

FIGURA 2B - Rim de cobaia normal. Imunof iuorescencia indireta. Tubos

coletores medulares com fluorescencia no citoplasma das
celulas. (160x%).

FIGURA 3 - Rim de cobaia normal. Imunofluorescencia indireta. Arteria
apresentando fluorescencia nas celulas endoteliais e i
bras musculares. (320x).
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2. PESQUISA DE ANTIGENO DE FORSSMAN NO SORO DE COBAIA NORMAIL

E conhecida a auséncia de antigeno de Forssman em
eritrocitos de cobais (11), porém a presenca deste antigeno
no sdro de cobaia normal, em forma sollvel, necessitou ser
testada. A presenga deste imundgeno no sdro dos animais gque
receberiam SAF promoveria a interacao antigeno-anticorpo e
os imunocompiexos formados poderiam ser patogénicos.

Foram realizados 3 testes para esta verificagao. A
imunodifusdao em gel - Ouchterlony - e a imunoeletroforese r.ao
evidenciaram linhas de precipitacao entre o soro normal de
cobaia e os antisoros SAF e SCN.

O teste de fixagao de complemento mostrou como re-
sultado hemdlise maior que 90% em todas as diluigaes, tarto
para SAF guanto para SCN.

Com estes resultados verificou -se a auséncia de
antigeno de Forssman em sGro de cobaia normal em forma sold-

vel.
3. ESTUDO DE FUNGAO RENAL

Os experimentos de acordo com o protoco!> experimen
tal, descrito em Material e Métodos, permitiram a avaliagao
de uma série de parametros de funcao renal.

A coleta destas informagoes objetivou a identifica

¢do de possiveis lesdes, provocadas pelo SAF em cobaia, que



pudessem se refletir como alteragbes de fungao renal. Assim,
os testes efetuados possibilitaram avaliar a integridade ou
lesdo do nefron em suas diversas unidade, desde glomérulos
até tubos coletores.

Os valores encontrados para os parametros de fungao
renal analisados nos periodos experimentais I e II sao apre-
sentados nas Tabelas 1 e 2 e em forma grafica.

A Tabela 1 apresenta os valores de fungcao renal para
o grupo de animais considerado coatrdle que receberam SCN e,
Tabela 2, para os animais injetados com SAF. Cada parametro
de fungdo renal considerado tem representagao grafica corres
pondente e os resultados apresentados individualmente. Os
conjuntos de medidas foram analisados por método estatistico

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

3.1. Medidas de fluxo urinirio

Foram efetuadas medidas de fluxo urindrio nos perio
dos experimentais I e II, nos grupos de animais SCN e SAF.Os
resultados foram expressos em ml/min e corrigidos pelo peso
dos animais.

Nao se verifica:am diferengas significativas nos flu
xos urindrios, entre os animais controle e experimentais, em

nenhum dos periodos analisados (Figura 4).
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FIGURA 4 - Representagao grafica dos valores de fluxo urinario nos perio
dos experimentais I e II, para cobaias injetadas com soro de
coelho normal (SCN) ou soro anti-Forssman (SAF).



3.2. Medidas de "clearance" osmolar (Cosm)

foram apresentadas em ml/min cor

As medidas de Cosm

rigidos pelo peso dos animais. Tem a representagao grafica
na Figura 5, que mostrou nao haver diferencas significativas

entre os valores obtidos.

3.3. Medidas de reabsorcgao de agua livre (Tg o
2
Valores para Tg o so6 foram verificados no pericdo
2
experimental I, onde os animais receberam apenas reposigao

ligquida correspondente ds perdas cirlirgicas e fisioldgicas.
A unidade em que se expressou os valores de Tg 0 foi ml/min.
corrigidos pelo peso do animal. Os resultados de T;ZO, apre-
sentados na Figura 6, apesar de nao se mostrarem estatisti-
camente diferentes, indicam tendZncia a uma menor reabsorgao
de agua livre nos animais tratados com SAF e uma maior dis-

persao destes valores.

3.4. Medidas de'"clearance" de agua livre (CH 0)

2

Os animais que receberam SCN ou SAF apre-entaram CH o
2

no periodo experimental II. Apenas o animal 47, tratado com

SAF, teve CH o Mo periodo experimental I. A Figura 7 mostra

2
O menor CH o dos animais experimentais, emxelagéo aos contro
2

les. Esta diferenga & significativa quando analisada estatis
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FIGURA 5 - Representagao grafica dos valores de '"clearance" osmolar (Cosm)
nos periodos experimentais I e II, para cobaias injetadas com
soro de coelho normal (SCN) ou soro anti-Forssman (SAF).
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FIGURA 7 - Representagao grafica dos valores de "clearance" de agua li-

vre (CH20) no periodo experimental II, para cobaias injeta-

das com soro de coelho normal (SCN) ou soro anti-Forssman'(SAF).



ticamente (P < 5%)

Os valores de CH 0 foram expressos em ml/min corri-
2

gidos pelo peso do animal.

3.5. Medidas da reabsorgao de soluto no segmento dilui-

dor do nefron (RSSD)

Este parametro foi calculado para o periodo experi-

mental II, onde ocorre C A Figura 8 expressa graficamen-

HZO

te os resultados, mostrando uma significativa diminuigéo da
RSSD ros -animais que receberam SAF, quando comparados com Os
controles (P < 5%). Os valores de RSSD sao calculados em por

centagem.

)
2O

3.6. Excregao fracional de agua (EF,

Os resultados obtidos para excregao fracional de a-

gua, expressos em porcentagem, revelam uma tendéncia a maior

excregdo nos animais tratados com SAF, em relagao aos que re
ceberam SCN.

A anilise estatistica nao mostra significancia,mas

é possivel observar-se uwa maicr dispersao destes valores

quando comparados aos controles. Esta tendéncia € comum aos

dois periodos experimentais (Figura 9).
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FIGURA 8 - Representacao grafica dos valores da reabsorgao de soluto uo
segmento diluidor do nefron, alga ascendente de Henle (RSSD)
no periodo experimental II, para cobaias injetadas com soro
de coelho normal (SCN) ou soro anti-Forssman (SAF).
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FIGURA 9 - Representacao grafica dos valores de excrecao fracional de
agua (EFHQO) nos periodos experimentais I e II, para co-—
baias injetadas com soro de coelho normal (SCN) ou soro

anti-Forssman (SAF).
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FIGURA 10 - Representagao grafica dos valores de excregao f -acional de po-
tassio (EFK) nos periodos experimentais I e II, para cobaias
injetadas com soro de coelho normal (SCN) ou soro anti- Fors-
sman (SAF).
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.- FIGURA 11 - Representagao grafica dos valores de excregao fracional de
sodio (EFNa) nos periodos experimentais I e II, para co-
baias injetadas com soro de coelho normal (SCN) oy soro an

ti-Forssman (SAF).
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FIGURA 12 - Representagao gri.fica dos valores de filtracao glomerular
(FG) nos periodos experimentais I e II, para cobaias in-
jetadas com soro de coelho normal (SCN) ou soro anti-Fors
sman (SAF.



3.7. Excregao fracional de potassio (EFK)

Os valores, em porcentagem, para excregao fracional
de potassio se encontram representados na Figura 10. No pe-
riodo experimental I ocorre maior EFK nos animais do grupo
SAF em comparagao com os animais do grupo SCN. Este aumento
€& significativo estatisticamente a nivel de P < 5%. No perio

do experimental II ainda ha maior EFK nos animais SAF e esta

diferenca & significante a nivel de 5% < P < 10%.
3.8. Excregao fracional de s&dio (EF,)

A excrecgao fracional de sédio n3o se mostrou signi-
ficativemente diferente entre os grupos de animais SAF e ESCN.
Pode-se observar, contudo, que hi maior dispersao dos valo-
res obtidos pafa EF , nos animais' SAF em relacao ao SCHN (Fi-
gura 1ll). Os resultados de EF foram expressos em porcen-

Na
tagem.

3.9. Medidas de filtragao glomerular (FG)

Na Figura 12 se encontram representados os valores
para filtracao glomerular, em unidade ml/min corrigidos pe-
lo peso do animal.

No periodo experimental I ha uma redugao de FG nos

animais que recekeram SAF, que & estatisticamente signitiva-



mente significativa (5% < P < 10%). No periodo experimental
II a tendéncia a menor FG nos animais SAF é& ainda observa-
da, embora nao satisfazendo os mesmos niveis de significan -

cia estatistica.

3.10. Medidas de fluxo plasmatico renal (FPR)

Os resultados obtidos para fluxo plasmatico renal,
expresscs em ml/min e corrigidos pelo peso do animal, nao se
mostraram diferentes nos animais SAF em relagcao aos animais
SCN. Observa-se, entretanto, uma tendéncia a um FPR menor no
grupo SAF, principalmente no periodo experimental I (Figura

13).

3.11. Medidas de pressao arterial sistémica (PA)

As medidas de PA foram realizadas através um mandme
tro de merciirio conectado a artéria cardotida esquerda. Estes
valores, expressos em mmHg, sao apresentados nas Tabelas 3 e
4 e graficamente na Figura 14. Nao houve diferenga significa
tiva entre os niveis de PA nos animais SAF em relagao aos
SCN, em nenhum dos periodos experimentais. Observa-se are-
nas uma discreta elevagao nos niveis pressdoricos dos animais
no periodo experimentai II, igualmente nos dois grupos de

trabalho.



TABELA 3 - Valores de pressao arterial sistemica das cobaias injetadas

com soro de coelho normal (SCN), nos periodos experimentais

Ie IL.

~~2LPAmmHg

. PERIODO 1 PERIODO II
Animal

35 124,0 132,0

37 112,0 134,0

39 119,0 126,0

43 148,0 160,0

45 141,0 158,0

TABELA 4 - Valores de pressao arterial sistemica das cobaias injetadas

com soro anti-Forssman, nos periodos experimentais I e II.

PERIODO I PERIODO II
36 106,0 128,0
38 118,0 143,0
40 108,0 132,0
47 158,0 173,0
48 128,0 148,0
49 14¢€,0 143,0
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FIGURA 13 - Representacao grafica dos valores de fluxo plasmatico renal
(FPR) nos periodos experimentais I e II, para cobaias inje-
tadas com soro de coelho normal (SCN) ou soro anti - Fors-
sman (SAF). )
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FIGURA 14 - Representagao grafica dos valores de pressao arterial sis:ce-
mica (PA) nos periodos experimentais I e II, para cobaias in
jetadas com soro de coelho normal (SCN) ou soro anti- Fors-—
sman (SAF).



4. ESTUDOS MORFOLOGICOS

Os estudos morfoldgicos aqui referidos sdao relati-
vos aos animais que sofreram tratamento segundo o protocolo
experimental. Compreenderam estes estudos técnicas de histo-
logia classica com utilizagdo de coloragdes de hematoxilina-
eosina, PAS e tricromico de Masson e técnica de imunofluores

céncia  direta.
4.1. Histologia classica

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

tamento com SAF ou SCN.

As preparagoes coradas pala hematoxilina-eosina per
mitiram verificar alteragGes glomerulares, tubulares e de va
sos.

O0s glomerulos dos animais injetados com SAF apresen
taram—se;frequentemente: com aumento de celularidade a custa
de células inflamatdorias - polimorfonucleares neutrofilos e
mononucleares. 0s capilares glomerulares estavam com sinais
de tumefagao de células endoteliais. Na quase totalidade dos
glomérulos destes animais o mesdngio mostrava-se espessado.

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

variacoes entre os animais que receberam SAF. 0 numero de



glomérulos com necrose focal bem como a intensidade desta le
sdo, apresentou variagdes entre os animais que receberam SAF.

Polimorfonucleares neutrofilos foram achados com
frequéncia na luz dos capilares glomerulares e na matriz me-
sangial. Outras celulas inflamatdrias mononucleares foram
vistas no mesdngio, em varias oportunidades.

Deposigoes de material amorfo aciddofilo puderam ser
verificadas em capilares glomerulares e no espag¢o urinario
da capsula de Bowman. Neste mesmo espago, ocasionalmente, no
tava-se a presenca de hemacias.

A analise dos tubos renais mostrou discretas altera
gOes. Havia raros cilindros hialinos, material amorfo acidd
filo na luz tubular e algumas vezes verificava-se degenera -
gdo hidrdpica de células tubulares em tubos contornados pro-
ximais, distais e coletores.

Achado de moderada frequéncia foi uma exocitose nas
células de tubulos distais. 0 citoplasma destas células apre
sentavam um desprendimento do seu polo apical.

Em um dos animais SAF se verificou a presencga de
trombo em artéria arciforme e ramos, estendendo-se até arte-
riolas interlobulares.

Estas alteragoes todas se mostraram variaveis em in
tensidade e frequéncia nos varios animais SAF.

0s animais que receberam SCN mostraram algumas alte

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



nal presenga de material amorfo aciddfilo no espago urinario
da capsula de Bowman e raros polimorfonucleares neutrdofilos
na luz dos capilares glomerulares. Nos tubulos havia raros
cilindros hialinos e material eosinofilico amorfo precipita-
do, provavelmente proteina. Estes animais nao apresentaram
tumefagao de células endoteliais, necrose focal em gloméru

los e espessamento mesangial.

As preparagoes que foram coradas com PAS e tricomi-
co de Masson permitiram confirmar os achados descritos e a-
crescentaram novos subsidios.

Assim, os animais SAF apresentaram coloragao PAS po
sitiva mais intensa que os SCN, nra regido mesangial. Even-
tualmente verificava-se, nos animais SAF, a presenga de gra-
nulos PAS positivos no meséngio.

-A coloragao tricrdmica de Masson mostrou que o in-
tersticio renal n3o se alterou em nenhum dos tratamentos,SAF
ou SCN.

Foi verificada em glomérulos de animal SAF, a bre -
senga de depdsitos globulares fucsindofilos no mesangio.

Todas as alteragdes referidas podem ser observadas

nas Figuras 15, 16. 17, 18, 19, 20, 21, 22 e 23.



FIGURA 15 - Rim de cobaja 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, reagao mesangial, tumefagao de

celulas endoteliais e presenca de polimorfonucleares neutro
filos. H.E. (504x).
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Figura 17 - Rim de cobaia injetada com soro anti-Forssman. Trombo em an-
teria arciforme. H.E. (200x).

FIGURA 18 - Rim de cobaia injetada com soro anti-Forssman. Regiao corti-
cal apresentando exocitose do polo apical de celulas de tubo
contornado distal. H.E. (800x).
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FIGURA 19 - Rim de cobaia injetada com soro de coelho normal. Estrutura
glomerular preservada. P.A.S. (504x)

FIGURA 20 - Rim ce cobaia injetada com soro anui-Forssman. Glomerulo com
reagao mesangial. P.A.S. (504x)

FIGURA 21 - Rim de cobaia injetada com soro anti-Forssman. Glomerulo com
reagao mesangial, apresentando deposigoes granulares de ma-
terial PAS positivo (seta ). P.A.S. (504x).






FIGURA 22 - Rim de cobaia injetada com soro de coelho normal. Estrutu-

ra glomerular preservada. Tric.Masson. (504x)

FIGURA 23 - Rim de cobaia injetada com soro anti-Forssman. Glomerulo
com reagao mesangial, apresentando deposigoes granulares

de material fucsinofilo (seta). Tric.Masson. (504x)
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4.2. Imunofluorescéncia

Os animais que receberam SAF e SCN, segundo o proto
colo experimental, tiveram seus rins processados para tecni-
cas de imunofluorescéncia direta, como descrito em Mate-
rial e Métodos.

Os animais que receberam SAF apresentaram fluores-
céncia de intensidade moderada nos glomérulos, fundamental-
mente na regiao mesangial (Figuras 24 e 25). Os tubulos renais se
mostraram pouco ou nada fluorescentes. Quando positiva a fluo
rescéncia se distribuia pela regiao peritubular, provavelmen
te no endotélio de vasos intertubulares (Figura 26). Fluo-
rescéncia em células tubulares foi raramente verificada e de
pequena intensidade.

Os cortes de rim dos animais que receberam SNC nao

fluoresceram.



FIGURA 24 - Rim de cobaia injetada com soro anti-Forssman. Cortex renal
apresentando fluorescencia na regiao mesangial dos gloméru-
los. (160x).

FIGURA 25 - Rim de cobaia 1nJetada com soro anti-Forssman, Glomerulo a-
presentando fluorescéncia na regiao mesangial (660x)

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

cal, apresentando fluorescencia em capilares intertubulares
(seta) (660x)
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Trabalhos em nefropatia experimental realizados em
cobaia utilizaram soros nefrotdxicos heterdlogos (30, 31,32),
membrana basal glomerular e ou tubular heterdlogas associadas
ao adjuvante completo de FREUND (28, 29, 33, 34) e soro de
coelho anti-hemacia de carneiro - SAF (7).

A exemplo do trabalho de MAURICE-WILLIAMS e colako-
radores (7) o presente estudo objetivou a obtencao de nefro-
patia experimental em cobaia a partir da injegao de SAF. A
riqueza de antigeno de Forssman e sua distribuigao no tecido
renal de cobaia (11, 12, 13, 14, 15) levou-nos ao estudo ces
te modelo de nefropatia experimental. A maior concentragao
do antigeno de Forssman nos tubulos coletores indicava-nos a
possibilidade de se produzir nao apenas glomerulopatia, mas
também uma tubulopatia experimental.

O passo inicial para esta realizagao foi o preparo
de SAF potente e especifico para lesar rim de cobaia e de um
soro controle (scN) que fosse seguro como testemunho.Tal cb-
jetivo foi alcangado como demonstraram os resultcdos apresen
tados, ou seja, o titulo hemolitico do SAF igual a 1:2000
enquanto o SCN se igualara a zero; o SAF capaz de matar co-
baia quando injetado endovenosamente em dose adequada e o

SCN nas mesmas condigdes, ndo provocava morte nos animais;



a capacidade de o SAF se ligar ao tecido renal de cobaia, de
monstrada através de duas técnicas de imunofluorescéncia - di
reta e indireta - ao contrario do SCN. Todos estes dados nos
autorizaram a utilizar estes soros com a seguranga de que O
SAF possuia anticorpos especificos para antigeno de Forssman
enquanto o SCN era isento destes anticorpos.

Os nossos achados de imunofluorescéncia direta e in
direta <coOrresponderam aos descritos na iiteratura (11, 13).
Comparando nossos resultados de imunofluorescéncia, a téc
nica indireta foi melhor no sentido de demonstrar a
presenca e distribuicao do antigeno de Forssman no rim de co
baia, provavelmente pela potenciegao do efeito que a técnica
indireta permite.

Com a injegao de anti-soro em cobaia, se esperava
que o anticorpo se ligasse ao antigeno no tecido renal. Se-
ria indesejavel a complexacao antigeno-anticorpo em circula-
¢do uma vez que se buscava produzir uma lesdo citotdxica e
nao por deéosigéo de imunocoﬁplexos. Assim, a verificagao da
presenca ou nao de antigeno de Forssman em forma solivel no
soro de cobaia normal se fez necessaria. Nossa pesquisa em
relagao a este problema mostrou resultados gque sugerem a
auséncia do antigeno de Forssman livre no soro de co-
baias normais.

De posse destés conhecimentos preparou-se o modelo
experimental. O protocolo utilizado para o estudo funcional

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



vas e conhecimentos. Assim, a via de inoculagao do SAF nas
cobaias se constituiu num problema inicial. As tentativas de
utilizar via endovenosa ou intraperitoneal nao foram bem su
cedidas. Era conhecida a lesao com necrose do corpo peniano
quando se injetava SAF no seio venoso dorsal do pénis de co-
baia (42). As outras tentativas de injecdo endovenosa (veia
jugular e intraperitoneal esbarraram na possibilidade de que
o anticorpo pudesse ficar complexado ao antigeno presente no
pulmao da cobaia ou peritdneo, sendo desta forma insuficien-
te para lesar o rim quando o atingisse

A injecgao por via intra arterial se revelou a mais
adequada e foi como MAURICE-WILLIAMS e colaboradores (7) ino
cularam o SAF em seus animais. Introduzimos o SAF proximo 3s
artérias renais, na artéria aorta, utilizando como via de a-
cesso a cateterizagao da artéria femural. Deste modo, dife-
rimos de ‘MAURICE-WILLIAMS e colaboradores quanto a maneira
de alcang¢ar a emergéncia das artérias renais, na aorta, ja
que aqueles autores iniciaram por cateterizar a artéria caro
tida esquerda dos animais.

A dose de SAF injetada nas cobaias foi determinada
por tentativas, de forma a se obter lesao renal sem que ou-
tros aparelhos do animal fossem muito comprometidns. Também
a forma de injegao foi estudada, uma vez que a dose de SAF u
tilizada seria capaz de matar ou lesar gravemente cobaias,
de peso semelhante as do experimento,se injetado rapidamente.

SPEAR em 1955 (42)procurava a dessensibilizagao da cobaia ao SAF
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com injeg¢Oes em doses sub-letais repetidas a cada 3 a 6 ho-
ras de modo que uma dose supra-letal do soro fosse adminis-
trada. MAURICE-WILLIAMSe colaboradores utilizaram em seu es-
perimento SAF em dose letal injetado num periodo de 2 minu-
tos.

Esta protecgao ou hipossensibilizagao poderia ser de
corrente de uma queda em fatores do complemento sérico que
estariam envolvidos na patogénese da lesao pelo anticorpo de
Forssman. Suportariam esta possibilidade os trabalhos de HYDE
de 1927 e 1932 (43, 44) e SPEAR & KIHARA de 1970 (45). SARTI
(46) estudando pneumopatias agudas em cobaias, mostrou que a
nimais parcialmente depletados de cornr~lemento sérico (cerca
de 1/4 da atividade normal) ainda as.' . apresentavam lesdes
graves nos pulmdes quando injetados com SAF. Com o método de hipossen
sibilizagdo empregada por SPEAR, MAURICE-WILLIAMS e colabora
dores e por nds, os niveis de complemento sérico devem  ter
caido abaixo dos valores conseguidos por SARTI, impedindo as
sim a morte dos animais, porém nao necessariamente excluindo
a participagéo do complemento nas lesoces que o SAF poderia
causar nas cobaias. Em nosso trabalhq a dose utilizada, 0,3
ml, proximo a letal para o SAF, foi injetada para uma  bomba
de infus3o peristdltica regulada por um fluxo de 100 pl/miru-
to. Com isso, adaptavamos os conhecimentos de literatura ao
nosso experimento, conseguindo a administragao do SAF de for
ma segura, sem que ocorresse morte dos animais.

Todos os passos do protocolo experimental foram ela
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borados para que se obtivesse determinagao dos varios para-
metros de fungao renal que nos permitisse avaliar a lesio de
vida ao SAF.

Optamos por um modelo de experiéncia que poderiamos
denominar de agudo pois,a coleta de material para analise de
fungao renal era iniciada 30 minutos apds o término da infu-
sao do antisoro.

A expectativa de que lesOes renais ocorressem neste
experimento agudo se fundamentava na literatura onde traba-
lhos realizados com anticorpos heterofilos mostraram que mi-
nutos apds a inoculagao do anti-soro ja era possivel detec-
tar as lesdes teciduais por éle provocadas (4, 8, 9, 10).

REDFERN em 1926 (4) ja descrevia as principais alte
ragbes causadas por anticorpo de Forssman em cobaias como
as lesOes hemorragicas do pulmao ou pele, edema, aumento da
permeabilidade de membranas celulares e endoteliais e areas
de necrose. Varios outros autores voltaram a descrever estas
lesdes, em trabalhos qgue envolveram necrose pancreatica (%),
infartos intestinais (6), alteragoes de vasos sanguineos na
pele de cobaias (8) e até a ultraestrutura das lesoes provo-
cadas pelo SAF a nivel de vasos na pele (10) e pulmoes (9)
em cobaias.

Estes trabalhos confirmaram as descrigoes de REDFERN
e acrescentaram achados como infiltragao de células polimor-
fonucleares nos sitios de lesdo, agregagao de leucdcitos cons
tituindo verdadeiras massas, lesoes degenerafivas do endoteée-
lio vascular com necrose e fragmentagao deste endotélio, va-

sos obstruidos por trombos ricos em leucocitos e plaquetas,



agregagao e degranulagao plaquetdria e hipocoagulabilidadedo
sangue.

MAURICE-WILLIAMS e colaboradorxes (7) investigando a
agao do SAF em glomérulos de cobaia descreveram as lesdes a-
gudas ccmo necrose dés células endoteliais dos capilares glo
merulares, identificada como wuma massa eosinofilica amorfa
que continha alguns nacleos picndticos.

Nossos achados confirmaram os descritos pelos auto-
res citados. Desta forma, as lesoes glomerulares verificados
neste trabalho, se constituiram de necroses focaiﬁ, tumefa -
cao da células endoteliais e infiltragdo de polimorfonuclea-
res neutrofilos e mononucleares na matriz mesangial ou na
luz dos capilares (Figura 116). Foi verificada a pre -
sengca de trombo em artéria arciforme em um dos ani-

mais SAF, fato comum nas lesdes devidas ao anticorpo heterd
filo, como descrito por varios antores (6, 8, 9, 10) (Figura
17) .

.Destaca-se em nossos resultados o espessamento
mesangial com focos de reagao do mesangio e deposi-
cao de.grénulos PAS positivos ou fucsinofilos nesta area,
fatos ainda nao referidos em trabalhos com anticorpo de
Forssman (Figuras 21 e 23).

As alteragdes tubulares encontradas foram discre-
tas (Figura 18). O fato de as lesOes glomerulares superarem
em muito a intensidade das lesdes tubulares se deve prova-

velmente 3 maior intensidade do fluxo sanguineo na regiao cor-



tical do rim portanto em glomérulos, em comparagio com a regido me-
dular e ainda, a grande avidez pelo anticorpo de Forssman a-
presentada pelo endotélio vascular. Desta maneira & possivel
que a maior parte do anticorpo ficou retida nas células endo
teliais nos glomérulos e, dado também ao menor aporte sangui
neo da medula renal, o anticorpo de Forssman quando atingiu
éstéo reciao o fez em pequena quantidade. Em atingindo a me
dula renal, esta menor quantidade de anticorpo deve ter-se
.complexado com antigeno presente no endotélio dos capilares
intertubulares, produzindo lesOes menos graves e talvez nao
atingindo diretamente as células tubulares. O antigeno de
Forssman se encontra principalmente no interior destas célu-
las (13, 14, 15). Mesmo lesando o endotélio dos capilares in
tertubulares, o anticorpo de Forssman entraria em contactc a
penas com a face nao luminal da membrana das células dos ta-
bulos, onde a presenga do antigeno de Forssman nao & assegu
rada. Porém n3o se exclui a possibilidade de lesCes a este
nivel que possam se expressar por alteragoes funcionais an-
tes que morfoldgicas.

Vém suportar estas hipdteses, além do descrito em
histologia cldssica, os achados de imunofluorescéncia dos ex
perimentos 4in vivo. Estes mostraram a deposigdo ténue Je
fluorescéncia nos capilares intertubulares da medula e cor-
tex renal, sem evidénciar esta presenga nas células tubula-
res (Figura 26).

E curioso, porém que a fluorescéncia verificada em



glomérulos & fundamentalmente mesangial. Nio verificamos fluo
recéncia ao longo dos capilares glomerulares ou em membrana
basal dos glomérulos em nosso trabalho (Figuras 24 e 25).

E possivel que a concentragao do anticorpo na re-
gido mesangial se deveu a propria atividade desta area que &
a de "clarear" o glomerulo de macromoléculas ou imunecomple-
xos, somada a ruptura ou segmentagao que a reagao antigeno-
anticorpo imporia ao endotélio vascular. Ent3ao, o anticorpo
de Forssman se ligaria ao antigeno presente em células enco-
teliais, promoveria a lesao destas celulas, aumento da
permeabilidade capilar e mesmo necrose de areas do glomértlo
facilitando a exposigao de complexos ou anticorpo livre ao
mesangio. Com a injegao lenta do SAF diluido, pequenas quan-
tidades do anticorpo atingiriam o. glomérulo a um tempo, le-
vando a les3o a pequenas areas do tufo capilar, facilitando a
passagem ulterior de anticorpcs ao mesangio através os capi-
lares danificados. Um mecanismo adicional, paralelo ou conco
mitante, seria o de passagem do anticorpo de Forssman, ccm-—
plexado ou n3o ao antigeno presente no endotélio capilar, a-
través as fenestracdes deste endotélio. Estas fenestracoes,
poem em contato direto a luz capilar com a célula mesangial
em regides onde o mesdngio &, na verdade,intracapilar (47).

Os trabalhos de MAUER e colaboradores (48, 49) que
estudaram a participagdo do mesdngio e sua cinética de "acla
ramento" de macromoléculas em ratos normais e nefriticos en-

corajou-nos d especulagdo acima. Varios outros autores  vém
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estudando a participagao das células mesangiais nas glomeru-
lopatias tanto em animais quanto em humanos (50, 51, 52). A
tentativa & de correlacionar alteragdes estruturais ou cinéti -
cas do mesangio as varias possibilidades de nefropatias com
envolvimento glomerular. Além disso, nefropatias que envol-
vam o mesangio tém sido tentadas (53, 54) tornando promissor
o estudo deste modelo de lesao renal.

Assim, permitimo—nos uma nova especulacao a partir
de nossos resultados. Ficou demonstrado pelos estudos de imu
nofluorescéncia indireta 4n vi{tiro que no glomérulo da cobaia
a regiao mesangial apresenta fluorescéncia (FiguralB ). Isto
significada que a célula ou matriz mesangial devem possuir an
tigeno de Forssman. Uma vez que nos experimentos 4n vivo a
deposigao fluorescente foi fundamentalmente no mesangio,sur-
ge-nos a possibilidade de que mais que clarear os complexos
imunes ou o anticorpo, a célula mesangial e sua matriz esta-
riam verdadeiramente reagindo com o anticorpo.

Assim, a2lém do fendmeno usual ce "limpeza" do glome
rulo, estariamos diante de uma possivel agressao a célula me
sangial. Para o esclarecimento destas consideragSes, seria
necessario o desenvolvimento de outros estudos que visaasem
preferencialmente a participagido do mesangio na lesao do glo
mérulo, criando, eventualmente, um novo modelo de nefropatia
experimental em cobaia.

Ainda em relagao ao mesangio, cabe acrescentar gque

a assim chamada reacgdo mesangial, foi achado constante  nos



estudos histoldgicos dos animais injetados com SAF Some-se

a isto, ainda, os granulos PAS positivos ou fucsindfilos pre

sentes na matriz mesangial destes animais, que poderiam

es-
tar traduzindo a presenga de anticorpo complexado ao antige
no nesta area. Todos estes dados vém evidenciar a grande

participagao do mesangio na nefropatia obtida neste traba

lho.

Outro evento de importdncia a ser discutido & a par
ticipagao do sistema de complemento na nefropatia por nos
provocada.

£ conhecida a participag3o do sistema do complemen-—

to e dos leucdcitos polimorfonucleares (PMN) em nefropatias
experimentais produzidas em ratos ou coelhos.
Em contrapartida, nas nefropatias provocadas em cobaia COU
SER e colaboradores (28, 29, 30) e SIMPSON e colaboradores
(31) demonstraram a independéncia do complemento e PMN como
mediadores da lesdo, provocada por soros nefrotdoxicos, na fa
se heterdloga.

Varios trabalhos estudaram a participaqéo do comple
mento no choque heterdfilo e concluiram pela importancia des
te sistema na génese da lesao pelo anticorpo de Forssman (43,
44, 45).

O modelo experimental deste trabalho associa a ne-
fropatia produzida em cobaias,na fase heterdloga, a reagao
do anticorpo de Forssman neste animal.

Assim & licito supor que a lesao que ocorre no teci
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do renal destas cobaias seria mediada, ainda que em parte, pe
lo complemento e PMN. O presente trabalho, porém, nao nos au
toriza a afirmagao categdrica desta especulagio.

Da mesma forma, pode-se inferir a participagao dos
processos de coagulagao na patogénese desta lesdo renal. Tal
inferéncia pode ser suportada, em parte, pelos achados deste
trabalho - trombovascular, presenga de fibrina em gloméru-
los - e pelos dados de literatura nos experimentos que utili
zaram o SAF e que referiram alteracgoes da coagulagao sangui-
nea (5, 6, 8, 9, 10). Esta possibilidade aproxima o modelo
deste trabalho a classica nefropatia de Masugi no que diz
respeito a participagdo dos mecanismos da coagulagao em sua
patogénese (55).

Cabe-nos, agora, analisar as alteragoes de  fungao
renal que possam ser expressdao das alteragoes morfoldgicas
descritas e comentadas.

E nitida e estatisticamente significativa a diminui
g¢ao da reabsorgdao de soluto no segmento diluidor do  nefron,
ou seja, a porgao ascendente da alga de Henle, nos animais inje
tados com SAF (Fig. 8). As fungdes de reabsorgao de soluto des-
te segmento poderiam estar alteradas por dano as suas célu-
las ou aos capilares éréximos. A ieséo celular nao pode sar
evidenciada nos estudos morfoldgicos, porém, uma alteragao
funcional destas células poderia estar ocorrendo sem, ainda,
uma expressao morfoldgica. A lesao vascular com maior certe-

za devera estar envolvida neste mecanismo, uma vez que a de-
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posigao do anticorpo heterdfilo no endotélio vascular & um
achado constante.

A alteragao referida, levaria a uma sobrecarga de
s6dio ao segmento distal do nefron. Entretanto, a excregio
fracional de sodio (EFNa) nao se mostrou estatisticamente di
»ferente entre os animais tratados com SAF e seus controles (Fi
gura 11 ). Porém & perceptivel a tendéncia a maior EFy, DPos
animais SAF, sendo mais acentuada no periodo experimental II,
quando ha a sobrecarga de solugao balanceada e, justamente,
quando a reabsorcdao de solutos & menor nestes animais. Além
desta tendéncia, € de se notar almaior dispersao dos resulta
dos nos animais SAF, o que poderia estar traduzindo uma va-
riagao na gravidade das lesoOes renais a que estes animais
foram submetidos. E possivel, ainda, que em alguma porgao do
segmento distal do nefron estaria havendo uma compensagao pa
ra a diminuigdo da reabsorgao de solutos do segmento ascen-
dente da alga de Henle (RSSD).

Esta hipotese & enriquecida com o observado para a
excregao fracional de potéassio (EFK) (Figura 10). Esta se a-
presentou aumentada em ambos os periodos experimentais nos
animais SAF. Porém, ndo se pode afastar a possibilidade de
que lesdes celulares possam ter levado a um aumento de per-
meabilidade ao potdssio e portanto sua maior excregao.

A excregao frécional de agua (EFHZO) deve ser anali
sada em duas etapas: na hidropenia relativa do periodo I e

na sobrecarga do periodo II.



Na primeira situagao o hotmdnio anti-diurético (HAD)
deve estar presente no plasma e sua agéo, combinada com a a-
gressao pelo SAF deve ser considerada. Assim, percebe-se pe-
Figura 9 uma grande variabilidade dos resultados nos ani-

mais SAF, com uma tendéncia a ser maior a EF neste gru-

HZO

po. Esta maior EFHZO poderia estar expressando uma menor
quantidade de HAD nos tlbulos coletores.

Esta menor quantidade de HAD seria conseqliéncia de
um menor aporte sanguineo a regiao dos tubos coletores, ceu-
sada por lesao vascular devida ao SAF ou por dano no sistema
nervoso central. Esta Ultima possibilidade & mais remota,vma
vez que a injegdo do SAF foi feita proximo a emergéncia das
artérias renais, possibilitando que a maior parte deste anti
corpo ficasse no tecido renal ou proximidades.

Outra possibilidade de explicagao para esta maior

EFy o To periodo I seria a de que o mecanismo de agao do
2

HAD na célula do tubo coletor esteja lesado pelo anticorpo.
Assim, mesmo em quantidade adequada, o HAD nao poderia atuar
satisfatoriamente. Esta lesao poderia ser discreta, sem ex-
pressao morfoldgica, mas apenas funcional.

No periodo experimental II, com sobrecarga hidrica,

observou-se uma maior EF nos dois grupos exnerimentais

HZO

quando comparado ao periodo I.Quando comparamos os dois
grupos no mesmo periodo II, percebe-se uma nitida tendéncia
de o grupo SAF excretar mais agua (Figura 9 ). Nesta condi-

¢do de sobrecarga hidrica ha auséncia de HAD. Considerando



esta situacgao, o segmento coletor do nefron deveria estar
mais impermeavela agua nos animais SAF. Esta possibilidade
seria explicada pela menor concentragao de soluto no inters
ticio que seria devida a menor RSSD na porgao ascendente da
alca de Henle, a maior EF, e provavel maior EFy, ou ainda
a uma lesao celular destes tubos. E provavel, entretanto,
gue. todos estes mecanismos possam estar se somando.

Continuando a analise da EF pode-se considerar

4
H20

que o sSistema de permuta no mecanismo de concentragao urina-
ria esteja alterado por modificagao do fluxo sanguineo devi-
da a lesao pelo anticorpo de Forssmam na vasa reta. Isto des
favoreceria a retirada de agua e soluto da membrana, levando

a um aumento da EFH20.

A anilise do'"clearance" de agua (CH O) mostrou uma
2
significativa diminuigao deste Cy_ o hos animais injetados com
2

SAF (Figura 7 ). Isto concorda com o ja discutido e perfeita
mente esperado ja que a RSSD é calculada a partir do CHzo
(ver apéndice).

A nao alteragdo dos valores de "clearance" osmolar
(Cosm) para o grupo de animais SAF, em ambos Os periodos,voi
ta aindicar que o nefron, em seus segmentos finais, deveria
compensar a queda da RSSD (Figura 5).

Nio foi verificada diferenga na reabsorgao de agua

i e ; Fi ). Entretan

livre (Ty o) entre os grupos SAF e SCN (Figura 6)-. n

2

: c o =
to seria esperada uma queda do Ty , nos animais SAF, em con
2

cordancia com o ocorrido com a RSSD.



A analise das fungdes glomerulares mostrou poucas
alteragoes, embora fosse o glomérulo o sitio que evidenciou
maiores mudangas morfoldgicas. Desta forma, a filtragcao glo-
merular (FG) apresentou-se diminuida nos animais SAF no pe-
riodo experimental I e com tendéncia a queda nestes aniﬁais
no periodo II (Figura 12). Estas alteragdes ndo devem ser
atribuidas a variagOes da pressao arterial sistémica (PA) ou
ao fluxo plasmatico renal (FPR) que estiveram inalterados nos
dois grupos de animais e em ambos os periodos experimentais
(Figuras 13 eld4). Devem, isto sim, ser fruto da propria le-
sao glomerular causada pelo anticorpo de Forssman

Finalmente, podemos considerar que toda esta grada-
¢ao de alteragdes morfoldgicas e funcionais verificada nos
animais SAF seria, realmente,fruto de maior ou menor afluxo
do anticorpo de Forssman na circulagao renal da cobais. Para
evitar tais variag¢Oes e saber qual a real quantidade de SAF
que circulou pelo rim, seriam necessarias preparagoes que u-
tilizassem o rim isolado de cobaia.

Assim, o modelo experimental de nefropatia aqui es-
tudado, em que pese as limitagOes a ele impostas, se mos-—
trou Gtil, interessante e atingiu objetivos propostos.

Foi possivel evidenciar lesoes morfoldgicas e fun-
cionais devidas ao anticorpo de Forssman, permitiu varias es-
peculagdes a respeito de sua patogénese e, provavelmente, a-
briu perspectivas de aprimoramente no estudo das nefropatias

experimentais e humanas principalmente no que diz respeito a



participagao das células mesangiais nestas doengas.
Por ultimo, podemos afirmar que o trabalho respon-
deu algumas perguntas, reformou algumas ilusoes mas fundamen

talmente criou outras tantas.



V-SUMARTIO




Este trabalho objetivou a produgao de nefropatia ex
perimental imunoldgica em cobaias.

O soro nefrotdxico utilizado para este fim foi o so
ro anti-Forssman (SAF). Como controle do experimento usou-se
soro de coelho normal (SCN).

Cobaias normais foram injetadas por via intraarte-
rial com SAF ou SCN. Seguiuse um protocolo experimental para
avaliagZo de fungao renal destes animais. As cobaias,ao fim
do experimento foram sacrificadas, seus rins retirados e ces
tinados a estudos morfoldgicos - histologia e imunofluores
céncia.

Os resultados permitiram concluir que nefropatia ex
perimental imunoldgica foi obtida em cobaias pela injegéo de
SAF, com alteragdes tubulares e glomerulares que compromete-
ram a fungao renal dos animais.

A deposigado de anticorpos na regiao mesangial cons-
tituiu um achado que abre perspectivas para a realizacao de

um novo modelo de nefropatia experimental imunolégica.



- 71 -

In this paper it is presented the results of a ex-
perimental immunological nephropathy produced in guinea pigs
by an anti-Forssman rabbit serum. Normal rabbit serum was in
jected in controls. The sera were administered by intra-ar-
terial route.

The renal function was investigated, the kidneys
were collected for histological and immunofluorescence pro-
cedures.

An experimental immunological nephropathy was o©ob-
tained in guinea pigs as it could be showed by tubular and
glomerular alterations.

The deposition of antibodies in the mesangial areas
is a finding that opens new perspective in the study of ex-

perimental nephropathy.
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1. DELINEAMENTO GRAFICO DO PROTOCOLO EXPERIMENTAL

SCN/SAF +

1h . 1h

L

=S
4+——F5

40' l30' 15' 15'" z0' 15'

15'

A - anestesia

Sn - coletas de sangue
U - coletas de urina
SNC/SFA - injecao de soro de
"Prime" - solugao balanceada
MA - solugao de manutengao A
MB - solugao de manutengao B

x - sacrificio do animal

>

2]
(%]

coelho normal ou soro anti-Forssman

com inulina e PAH - injecao "prime"



2. DOSAGEM DE INULINA UTILIZANDO-SE REAGENTE DE ANTRONA

Reagentes

tose.

1- 125 ml de H2804 + 50 ml de H20 destilada.

2- Antrona 200 mg + 100 ml da solugao acima de H,S0, .

3- Acido perclorico a 5% (para desproteinizagao)

Dosagem do plasma

250\ do plasma desproteinizado.

3 ml do reagente de Antrona.

Dosagem na urina

100X de urina diluida.
3 ml do reagente de Antrona.

1501 de acido perclorico.

Para o branco utiliza-se H20 destilada e, para os padroes, fru-

- ; : o :
As misturas sao aquecidas durante 10 minutos a 55°C, esfriadas

e a leitura feita em espectrofotometro em comprimento de onda de 620nm.
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3. DOSAGEM DE P.A.H.

Plasma e desproteinizado por adigao de solugao de ZnSO 107 e

4 2
NaOH 0,5N. A urina e diluida em H20 destilada.

Colorimetria

1 ml de filtrado de plasma ou urina diluida. Acrescentar a cada
tubo, rigorosamente nesta ordem e respeitando-se os intervalos e tempos
indicados:

0,2 ml de HC1 1,2N.

0,2 ml de NaNO, a 100 mgZ%. Agitar os tubos.

2

0,2 ml de sulfonato de amonio a 500 mg%, nao antes de 3 minutcs
e nao depois de 5 minutos. Agitar.

0,2 ml de dicloreto de N-1 nafitiletileno diamino, nao antes ce
3 minutos e nao depois de 5 minutos. Agitar os tubos.

Aguardar 15 minutos e ler em espectrofotometro em comprimento

de onda 535 nm.

4. FORMULAS EMPREGADAS NO CALCULO DOS PARAMETROS DE FUNGAO RENAL

4.1.- Fluxo urinario

Volume de urina

Tempo de coleta il fauis

fluxo urinario=



4,2.— "Clearance" osmolar

7
Cosm= Eél-ml/min

onde
U= osmolaridade yrinaria
P= osmolaridade plasmatica

V= fluxo urinario

4.3.- "Clearance" de agua livre

CH20= V-Cosm ml/min

onde
V= fluxo urinario

Cosm= "Clearance'" osmolar
4.4.— Reabsorgao de agua livre

Cc

H20

= Cosm - V ml/min

4.5.~ Reabsorgao de soluto no segmento diluidor do nefrom.

C
wssp = 20 x 1007
Cc,., +C +C
Na 'K "H,O
2
onde
CH 5 = "Clearance" de agua livre.



= " " 2 .5
CNa Clearance'" de sodio.

CK _ "Clearance" de potassio.

4.6.- Excrecao fracional da agua

gp - _ 1 _x1003%

o U
PIN
onde
Usg = concentragao urinaria de inulina.
Pin = concentragao plasmatica d2 inulina.

4.7.- Excrecoes fracionais de sodio ou potassio

Una/x
- _ PNa/k  x 100 %
b U
Na/K IN
PIN
onde

UNa/K = concentragao urinaria de sodio ou potassio.
PNa/K = concentragao plasmatica de sodio ou potassio.
Uiy = concentragao urinaria de inulina.
P_. = concentragao plasmatica de inulina.

IN



4.8.- Filtragao glomerular

U
FG = —%—N—V— ml/min
IN
onde
Ut = concentragao urinaria de inulina.
Py = concentragao plasmatica de inulina.
I\

V = fluxo urinario.

4.9.— Fluxo plasmatico renal

U
FPR = __%éﬂ;!_ ml/min
PAH
onde
Uo it ™ concentragao urinaria de PAH.
Posir ™ concentragao plasmatica de PAH.

V = fluxo urinario.
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