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RESUMO

Moreira GCS. Papel da imunidade inata na doenca renal cronica que se segue ao
tratamento temporario com uma sobrecarga de adenina dietética [Tese]. Sdo Paulo:
“Faculdade de Medicina, Universidade de Séo Paulo”; 2016.

O excesso de adenina na dieta (ADE) promove precipitacdo intratubular de cristais,
levando a uma nefrite intersticial progressiva com perda de funcdo renal. Estudo
recente demonstrou que esse processo requer ativagdo do sistema NF-kB. No
presente estudo investigamos o possivel envolvimento de outros componentes da
imunidade inata, além do NF-kB. Verificamos também a hipotese de que a nefropatia
associada aos cristais continua a progredir mesmo depois de cessada a sobrecarga de
adenina. Foram estudados ratos Munich-Wistar machos e adultos sem tratamento (C)
ou recebendo 0.5% de ADE na dieta. Apo6s 1 semana, a ADE foi removida da dieta e
os animais foram seguidos por 4 ou 24 semanas. A administracdo de ADE por 1
semana promoveu uma inflamagéo intersticial aguda, com perda de funcédo renal,
alteracdo da pressdo caudal, sem alteracbes glomerulares. Os mediadores da
imunidade inata, como TLR2, TLR4, inflamassoma NLRP3, IL1 e IL-6,
apresentaram-se ativados sem, no entanto, ativar o sistema NF-kB. Ap6s cessada a
sobrecarga de ADE, a inflamacdo persistiu, com infiltracdo por macréfagos,
expressdo elevada de Angll, deposicdo progressiva de coladgeno e, na fase mais
tardia, glomeruloesclerose, caracterizando um processo inflamatorio cronico,
autdbnomo, que ndo contou com a participacdo do eixo NLR/IL1B. Em contraste, o
sistema NF-kB foi ativado, sendo um dos possiveis estimulos a produgdo intra-renal
de Angll. Dois mecanismos patogénicos podem ser identificados neste estudo: 1)
agudo, associado a ativagdo do eixo NLR-IL1p; 2) cronico, associado & producéo de

Angll renal e a ativacdo do sistema NF-kB.

Descritores: nefrite intersticial; insuficiéncia renal crénica; adenina; imunidade

inata; angiotensinas; NF-Kappa B.



SUMMARY

Moreira GCS. The role of innate immunity in chronic kidney disease following the
treatment with a temporary overload dietary adenine [Thesis]. Séo Paulo:

“Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2016.

Excess adenine in the diet (ADE) promotes intratubular crystal precipitation, leading
to progressive interstitial nephritis and loss of renal function. A recent study has
shown that this process requires activation of the NF-kB system. In the present study
we investigated the possible involvement of other components of innate immunity, in
addition to NF-kB, as well as whether nephropathy associated with excess adenine
continues to progress even after dietary cessation. Male Munich-Wistar rats without
treatment (C) or receiving 0.5% of ADE in the diet were studied. After 1 week, ADE
was removed from the diet and the animals were followed for 4 or 24 weeks.
Administration of ADE for 1 week promote acute interstitial inflammation, with loss
of renal function, alteration of caudal pressure, without glomerular changes.
Mediators of innate immunity, such as TLR2, TLR4, NLRP3 inflamassome, IL1J
and IL-6 , were shown to be activated, with no apparent activation of the NF-xB
system. In the late phases of the model, the inflammation persisted, with significant
infiltration by macrophages, high expression of Angll, progressive collagen
deposition and glomerulosclerosis, characterizing a chronic, autonomic inflammatory
process that did not involve the participation of the NLR/IL1f axis. By contrast, the
NF-kB system was activated, with intra-renal Angll production as a possible
stimulus. Two mechanisms operated this study: 1) an acute one, associated with
activation of the NLR-IL1p axis; 2) a chronic one, associated with intrarenal Angll

production and NF-kB activation.

Descriptors: Nephritis, interstitial; renal insufficiency, chronic; adenine; immunity,

innate; angiotensins; NF-Kappa B.



1. INTRODUCAO

1.1 Doenca renal crdnica e fatores de risco

A Doenca Renal Cronica (DRC) emerge em anos recentes como um Serio
problema de salde nas populagdes contemporéneas, sendo considerada uma
“epidemia” de crescimento alarmante. Dados de 2007 indicaram que mais de 2
milhdes de brasileiros sdo portadores de algum grau de disfuncéo renal [1]. Estima-se
que em todo o mundo cerca de 2.000.000 de pacientes necessitem de terapia de
substituicdo renal. No Brasil, cerca de 130.000 pacientes dependem de diélise
cronica para sobreviver, enquanto outros 30.000 pacientes/ano séo incluidos nesses
programas [2].

Sabe-se que a DRC é caracterizada por uma perda progressiva da funcgéo
renal, atrofia de tubulos, inflamagdo (recrutamento de leucdcitos), rarefacdo
microvascular e deposicdo de matriz extracelular (ECM) no espaco intersticial,
levando a fibrose tecidual generalizada [3]. De uma forma geral, os mecanismos que
desencadeiam a perda de funcdo renal estdo relacionados a fatores hemodinamicos e
inflamatorios e, sabendo-se que a progressdo da fibrose renal resulta na perda
irreversivel da funcdo renal [4], compreender os mecanismos que levam as
nefropatias progressivas é fundamental.

Uma série de fatores de risco para o desenvolvimento da DRC tem sido
descrita na literatura, tais como doencas pré-existentes, historico familiar, além de
variaveis demogréaficas e de comportamento. Uma vez desenvolvida a doenca, a
perda progressiva da filtragdo glomerular, principal marcador da DRC, é associada a
um conjunto extenso e complexo de alteracdes fisiologicas, as quais resultam em um

grande numero de complicacdes e morbidades [5]. Entre as patologias que podem

14



conduzir a DRC destacam-se o diabetes melittus, a hipertensdo arterial e as
glomerulonefrites [6, 7, 8, 9].

Fatores hemodinamicos e inflamatorios sdo capazes de promover hipertrofia
glomerular, expansdo de matriz mesangial e lesdo de poddcitos, culminando com o
desenvolvimento de esclerose glomerular (EG). Além das lesdes glomerulares, a
fibrose intersticial e a atrofia tubular também participam do processo que leva a
perda progressiva da funcéo renal [4].

A fibrose intersticial € uma complicacgio comum de glomerulopatias
avancadas, e determina a progressdo da nefropatia. No entanto, a fibrose intersticial
cronica pode se iniciar na auséncia de lesdes glomerulares. E o caso das nefrites
intersticiais cronicas, que podem ser causadas por infeccdes, medicamentos,
desordens imunes, toxinas, nefropatias induzidas por distdrbios metabdlicos, assim
como doencas tubulointersticiais hereditarias [10].

Independente do processo que iniciou a lesdo renal, a fibrose
tubulointersticial ¢ o resultado final da acdo combinada de uma série de fatores
patogénicos [11]. A deposicdo de matriz intersticial, com acumulo de fibroblastos,
colageno (tipos | e I11) e fibronectina nos espacos intersticiais [11, 13], associada a
infiltracdo por células inflamatorias, perda de células tubulares e rarefacdo da
microvasculatura peritubular, é caracteristica da fibrose renal [12]. A retracdo
tecidual resulta da agéo de microfilamentos como os de a-actina de musculo liso e de
outras proteinas do citoesqueleto [14]. Nesse contexto, fibroblastos e, possivelmente,
células tubulares podem sofrer alteracbes fenotipicas, diferenciando-se em
miofibroblastos, capazes de expressar a-actina [15, 16]. A producdo de proteinas da

matriz extracelular pode também originar-se em macréfagos, 0s quais sdo
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importantes na liberacdo de citocinas e de fatores de crescimento, e no recrutamento
de células inflamatorias. Uma série de vias intracelulares esta envolvida no processo
de fibrogénese associado a DRC.

E amplamente conhecida a natureza progressiva da DRC: uma vez iniciado, o
processo tende a progredir mesmo depois de cessado o insulto inicial. Os
mecanismos que fazem com que as nefropatias cronicas tendam a se perpetuar sdo

ainda pouco conhecidos.

1.2 DRC por excesso de adenina

O esforco para elucidar o carater progressivo da DRC, e a busca de novas
estratégias terapéuticas, baseiam-se fortemente na utilizacdo de modelos animais que
simulem manifestacBes clinicas de doencas renais em humanos [17]. Um modelo
experimental de DRC com fibrose intersticial, cada vez mais utilizado, é o da
sobrecarga de adenina. Dentre as bases nitrogenadas encontradas nos A&cidos
nucléicos, a adenina é a Unica relativamente tdxica [18], sendo responsavel por
causar inflamacdo intersticial crénica, dilatacdo tubular, necrose e fibrose intensa,
acompanhada de disfuncdo renal [19, 20]. A adenina € produzida endogenamente
como um subproduto da via da poliamina e pela reacdo de adenosina com S-
adenosil-homosisteina hidrolase [20]. Em mamiferos, a adenina proveniente da
degradacéo de nucleotideos é utilizada para ressintetizar esses compostos. Um passo
importante desse processo € a conversao da adenina a monofosfato de adenosina
(AMP), através da acdo da adenina fosforribosil transferase (APRT). A deficiéncia
dessa enzima, em animais de laboratério ou em seres humanos, pode ter sérias

consequéncias adversas.
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A deficiéncia da APRT é um erro inato raro do metabolismo da adenina, de
natureza autossémica recessiva [21] e resulta na geracdo de grandes quantidades de
2,8 dihidroxiadenina (2,8-DHA), composto com baixa solubilidade, levando a
formacgdo de céalculos no trato urindrio e ao desenvolvimento de uma nefropatia
cristalina [22, 23]. A deficiéncia de APRT foi descrita pela primeira vez em 1968 por
Kelley e cols [24], que relataram deficiéncia parcial da enzima em quatro individuos
assintomaticos. A doenca ja foi observada em todos os grupos étnicos, embora a
maioria dos casos conhecidos tenha ocorrido no Japdo, Franca, e Islandia [22]. E
uma causa rara, mas definida de calculose renal e DRC, evoluindo rapidamente para
um quadro de insuficiéncia renal em uma proporc¢édo significativa de pacientes ndo
tratados [25].

A partir de um excesso de adenina na dieta, pode ocorrer um actimulo dessa
purina no organismo, com consequéncias semelhantes as da inativacdo da APRT. Em
1952, Phillips e cols foram pioneiros na observacdo de que um excesso de adenina na
dieta de ratos e camundongos causava lesdes renais graves, acompanhadas por
elevacdo da ureia plasmatica e diminuicdo do peso corporeo [18]. Estudos
posteriores encontraram resultados semelhantes, como Story e cols em 1977 [26].
Entretanto, foi apenas em 1986 que Yokozawa e cols padronizaram um modelo de
DRC induzida pela administracdo oral de adenina. Nesse estudo, 0s animais
receberam uma dieta contendo adenina a 0,75% durante um periodo de 8 semanas.
Apo6s 4 semanas, era possivel observar a presenca de cristais de 2,8-DHA e a
formacdo de granulomas de corpo estranho no intersticio renal, associada a uma
fibrose acentuada desse compartimento e a uma elevagdo progressiva das

concentragOes plasmaticas de ureia e creatinina, que atingiram niveis mais de 5 vezes
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superiores ao normal. Apesar dessa perda acentuada de funcdo renal, e do
comprometimento da barreira de filtracdo, as alteracdes glomerulares observadas
nesses ratos foram surpreendentemente escassas, ndo passando de uma reducao
discreta do seu nimero e de um espessamento moderado da capsula de Bowman
[27].

Apenas recentemente 0 modelo de sobrecarga de adenina descrito por
Yokozawa e cols passou a ser utilizado em maior escala para o estudo da patogénese
da DRC [28]. No entanto, os mecanismos que levam a nefrite intersticial cronica e a
insuficiéncia renal associada ao excesso de adenina ainda ndo foram completamente
elucidados. Uma provavel justificativa seria a obstrucdo intratubular macica por
cristais de 2,8-DHA [27]. Porém, esse mecanismo ndo explica o fato de que pelo
menos uma parte dos cristais observados nesse modelo se encontra no intersticio
renal, provocando a formacdo de granulomas de corpo estranho [27, 29, 30], em vez
de permanecer no lume tubular. O mecanismo dessa translocacdo dos cristais do
lume tubular ao intersticio € pouco conhecido. Okabe e cols [31] propuseram que a
translocacdo dos cristais de 2,8-DHA, de inicio intratubulares, ocorre pelo
deslocamento destes para o intersticio, em um processo complexo que pode envolver
a oclusdo completa e desintegracdo do tubulo ou, mais frequentemente, a formacao
de um neoepitélio que segrega essas formacoes do lume tubular (ver adiante).

A deposicdo de cristais no parénguima renal rim induz a infiltracdo local de
macrofagos. Sabe-se que a infiltracdo de células inflamatdrias estd associada a
producdo de MCP-1, RANTES, a-actina [32, 33], de citocinas e fatores de
crescimento, como TNF-a, TGF-B e fator de crescimento de fibroblastos [34],

ativando mecanismos fibrogénicos, e cursando com producdo e deposicdo de
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colageno por fibroblastos no intersticio. Outros investigadores demonstraram a
participacdo de citocinas inflamatorias como IL-1, IL-6 e IFN-g [35] e genes
relacionados a inflamacdo como a C10, uma proteina responsavel pela migracao de
linfécitos T, mondcitos e eosinofilos em camundongos knockout para APRT [36].

Uma caracteristica importante do modelo de sobrecarga de adenina é seu
carater inusitadamente agressivo, que leva a perda rapida da funcédo renal. A razéo
para esse comportamento é a permanéncia do insulto, uma vez que em quase todos 0s
estudos desse modelo a administracdo de adenina foi ininterrupta. No entanto, sabe-
se que a inflamacdo do intersticio renal, em decorréncia seja de uma nefrite
intersticial crbnica, seja de uma glomerulopatia, pode progredir mesmo cessado o
insulto inicial. Os mecanismos que asseguram essa perpetuacdo Sa0 pouco
conhecidos.

Outra caracteristica do modelo de sobrecarga de adenina é a completa
auséncia de lesbes glomerulares. Essa caracteristica € atribuida ao caréater
eminentemente intersticial do processo. No entanto, ndo se sabe se em fases mais
avancadas os glomérulos também sdo acometidos, como ocorre em outros modelos

de nefropatia intersticial [37, 38, 39].

1.3 Imunidade inata e DRC

Durante as duas ultimas décadas a ciéncia basica trouxe a tona uma nova
compreensdo de como patdgenos podem desencadear inflamacdo, ativando a
chamada imunidade inata, um sistema de defesa contra a invasdo de tecidos por
patégenos, inespecifico mas complexo, e extremamente conservado na evolugéo.

Esse sistema compreende desde simples barreiras fisicas até a produgdo de
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mediadores quimicos que recrutam células especializadas e ativam a imunidade
adaptativa [40].

Até os anos 1980, acreditava-se que o funcionamento da imunidade inata era
desencadeado essencialmente por moléculas derivadas de microorganismos, hoje
conhecidas pela designacdo genérica de PAMPs (pathogen-associated molecular
patterns). No entanto, desde a descoberta dos toll-like receptors (TLR) [40], tornou-
se claro que é comum a ativacao da imunidade inata na auséncia de patdgenos [41,
42]. Além disso, a imunidade inata pode ser ativada por cristais microscopicos, como
0s de &cido Udrico (e presumivelmente de 2,8-DHA), que sdo introduzidos nas células
através de vesiculas endocitéticas e podem ser parcial ou totalmente dissolvidos em
lisossomas. Em seu conjunto, essas moléculas, detritos moleculares anémalos e
outras alteracBes da homeostase intracelular sdo conhecidos pela sigla DAMPs
(danger-associated molecular patterns), ou seja, constituem padrdes de risco ou de
dano celular. Esses padr6es podem ser reconhecidos por receptores presentes no
citosol, como os NOD-like receptors (NLR) que através de um mecanismo de
oligomerizacdo e associacdo, formam grandes complexos moleculares conhecidos
por inflamassomas, como o NLRP3 [43] que ativam enzimas como a caspase-1 que,
por sua vez, catalisam a sintese de potentes mediadores, como as interleucinas la, 18
e 33 [44], desencadeando uma sequéncia de eventos inflamatorios que independe da
ativacdo da imunidade adquirida.

Inflamassomas sdo complexos multiproteicos intracitoplasmaticos acionados
diante de situagdes de risco as células [41, 45]. A familia NLR inclui 23 genes
humanos e 34 genes de ratos, varios dos quais envolvidos na montagem de

inflamassomas [46, 47]. Dentre todos os NLRs, 0 NLRP3 é o mais bem estudado e
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caracterizado. Ele compreende um dominio central NACHT, circundado por LRRs c-
terminais e caspases N-terminais, dominios de recrutamento e ativacdo (CARD) e
dominios PYD (molécula adaptadora de apoptose associada a proteina speck-like), e
a caspase-1 (Figura 1) [48].

A montagem do inflamassoma NLRP3 é apenas parte de um processo
complexo que culmina com a producéo das Interleucinas 1-p (IL-1p) e 18 (IL-18),
que sdo potentes mediadores inflamatdrios. Esse processo se inicia com a detecgédo
de PAMPs, DAMPs, espécies reativas de Oz ou outras perturbacdes intracelulares
pelo préprio NLRP3, que sofre um rapido processo de oligomerizacao, originando o
inflamassoma NLRP3. Este funciona como um catalisador da producédo da caspase-1
a partir de uma molécula precursora, a procaspase-1. A caspase-1 catalisa entdo a
producdo da IL-1p e IL-18 a partir de seus respectivos precursores, prolL-1f e prolL-
18. Por sua vez, essas moléculas precursoras necessitam da ativacdo de um outro
grande sistema: o NF-xB [49, 50].

O sistema NF-kB é uma das mais importantes vias intracelulares associadas a
imunidade inata e foi identificado inicialmente em linfocitos B. Esse sistema é
constituido por varios heterodimeros estaveis, o mais importante e mais bem
estudado dos quais é aquele formado pelas subunidades conhecidas como p50 e p65.
Esse heterodimero é na verdade um fator de transcricdo que, uma vez no interior do
nacleo, ativa uma série de genes que codificam proteinas direta ou indiretamente
envolvidas no processo inflamatdrio, como citocinas e quimiocinas [51, 52], a
ciclooxigenase-2 (COX-2) [53, 54], moléculas de adesdo [53, 55] a iINOS [56], entre
muitas outras. Essa translocacdo ao ndcleo é normalmente impedida pela presenca de

uma terceira proteina, o I-kBa, que constitui assim um fator inibidor desse processo
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[57]. Para que o sistema NF-kB seja ativado, é necessario que a subunidade I-kBa
seja fosforilada por uma quinase especial, a IKK, o que a torna suscetivel a
ubiquitinacdo e posterior degradacdo pelo proteasoma, liberando assim o complexo
p65/p50.

O NF-xB pode ser assim ativado em diversos tipos de células expostas a agdo
de estimulos fisiolégicos e patoldgicos, tais como citocinas, agentes mitogénicos,
virus, estresse mecanico ou estresse oxidativo e a angiotensina Il (Angll) [52, 58]. O
sistema pode também ser posto em movimento de forma indireta pela acdo de certos
TLRs, como o0 2 e 0 4, acionados por particulas de microrganismos ou detritos
celulares. Assim, ndo surpreende que esse sistema esteja ativado em doencas
inflamatorias crénicas [59], assim como em varias doencas renais, como a
glomerulopatia de lesbes minimas [60], a glomerulonefrite membranosa [60], a
nefropatia diabética [61] e, de modo geral, condi¢Bes clinicas e experimentais que
evoluem para DRC [62, 63].

Como o sistema NF-kB é necessario a producao de prolL-1p e prolL-18, sua
ativagdo passou a ser conhecida como Sinal 1, enquanto a montagem do

inflamassoma NLRP3 é conhecida como Sinal 2. (Figura 1).
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Figura 1. Estrutura e ativagéo do inflamassoma NLRP3.

Evidéncias recentes sugerem que, em roedores que receberam sobrecarga de
adenina na dieta, a imunidade inata € ativada e participa ativamente do processo
inflamato6rio que leva a lesdo estrutural e & insuficiéncia renal caracteristicas desse
modelo [64].

Recentemente, este Laboratério publicou um estudo no qual uma sobrecarga
de adenina foi administrada a ratos durante 3 semanas [31]. Ao final desse periodo,
uma difusa deposicdo de cristais foi observada no limen tubular e no intersticio
renal, juntamente com a formacdo de granulomas intersticiais, acimulo de colageno,
intensa proliferacdo tubulo-intersticial e aumento da expressdo intersticial de
mediadores inflamatérios. Parte dos cristais foi segregada do IGmen tubular por uma
camada de células recém-formadas e, em fases mais avancadas, pareceu ser
“expulsa” para o intersticio. A translocagdo nuclear do dimero p50/p65 e 0 aumento
da expressdo da IKK-a indicaram ativacdo do sistema NF-kB. O tratamento com
PDTC normalizou a IKK-a e impediu essa migragdo, limitando o deslocamento do
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cristal para o intersticio e atenuando fortemente a fibrose/inflamacgéo intersticial.
Esses achados indicam que os complexos fendmenos inflamatérios associados a esse
modelo dependem, pelo menos em parte, da ativacdo do sistema NF-kB. No entanto,
ndo estd estabelecido se outros componentes da imunidade inata, tais como a
formacdo de inflamassomas e a ativacdo da caspase-1 e da interleucina-1, também

participam desse processo.

1.4 Papel do sistema renina-angiotensina-aldosterona na DRC

A fungdo “classica” do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) é
manter a homeostase circulatoria. Os efeitos fisiopatoldgicos da Angll, que é a
principal substancia ativa do SRAA, sdo mediados essencialmente pelo receptor
AT1, tais como a vasoconstricdo, que leva a hipertensdo sistémica e glomerular, e a
conservacao de sédio, por acdo direta nos tubulos renais ou via aldosterona. Diversos
estudos clinicos [65, 66] e experimentais [67, 68] indicaram que a Angll participa da
progressdo da DRC. Além de seus efeitos hemodindmicos, a Angll tem sido descrita
também como tendo um papel relevante no processo inflamatdrio associado a DRC
[69, 70, 71], através da ativacdo de diversas vias de sinalizagdo, tais como a
mobilizacdo de célcio, ativacdo de quinases [72], da proteina ativadora -1 (AP-1) e
do sistema NF-«B [52, 73, 74].

Sabe-se que no modelo de nefropatia cronica por sobrecarga de adenina
ocorre 0 desenvolvimento de hipertensdo arterial e também a inflamacdo do
intersticio renal [27]. No entanto, o papel do SRAA, e mais especificamente o da
Angll, nas alteragbes hemodindmicas e no processo inflamatorio observados nesse

modelo ndo foi ainda estudado.
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2. OBJETIVOS

Na nefropatia por excesso de adenina, procuramos avaliar:

1. Se a nefropatia associada ao excesso de adenina continua a progredir mesmo

depois de cessada essa sobrecarga;

2. Se ocorre lesdo glomerular em fases avancadas desse modelo;

3. Se outras vias da imunidade inata, além do NF-xB, estdo ativadas, tal como

em outros modelos de inflamacdo associada a presenca de corpos estranhos.
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3. MATERIAIS E METODOS

Para a realizagdo do presente estudo foram utilizados ratos da linhagem
Munich-Wistar obtidos de uma coldnia estabelecida no biotério do Laboratério de
Fisiopatologia Renal da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo. Esses
animais foram mantidos a temperatura ambiente de 23+1°C, umidade relativa de
60+5% e ciclo claro/escuro de 12/12h, tendo livre acesso a racdo convencional para
roedores (Nuvital, Curitiba, PR) e agua. Os procedimentos utilizados nesse estudo
seguiram as normas da Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa
(CAPPesq, protocolo n°. 272/12) da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao
Paulo, bem como diretrizes internacionais para manutencdo e cuidado de animais de

laboratorio.

3.1 Modelo Experimental e grupos de estudo

Utilizamos ratos da cepa Munich-Wistar, pesando entre 280 — 320g (3-4
meses). O modelo experimental de DRC utilizado neste estudo consistiu na
administracdo de adenina (base livre grau - referéncia A8626 - Sigma-Aldrich, Saint
Luis, USA) misturada a racdo oferecida aos animais (Nuvilab, Curitiba, PR, Brasil)
acrescida de caseina a 15%, durante um periodo de 1 semana (ADE). A porcentagem
de adenina acrescentada a racdo foi de 0,50%. Um grupo de animais, que recebeu

apenas dieta padrdo (DP) acrescida de 15% de caseina, foi utilizado como controle

(©).
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Os seguintes grupos experimentais foram estudados:

- Grupo 1 semana:

Cusem.: ratos que receberam dieta padrdo, sem acréscimo de adenina.

ADE1sem.: ratos que receberam dieta padréo acrescida de 0,50% de adenina

durante uma semana.

- Grupo 4 semanas:

Cuasem.: ratos que receberam dieta padrdo durante uma semana, e depois foram
acompanhados por mais quatro semanas. Estes animais serviram como
controle de tempo para verificar alteracGes relacionadas ao envelhecimento.

ADE sem.: ratos que receberam a racdo padrdo acrescida de 0,50% de adenina
durante uma semana, apds este periodo a sobrecarga de adenina foi retirada e

0s animais foram mantidos com dieta padréo por mais quatro semanas.

- Grupo 24 semanas:

Cassem.: ratos que receberam dieta padrdo durante uma semana, e depois foram
acompanhados por mais vinte e quatro semanas. Estes animais serviram como
controle de tempo para verificar alteracGes relacionadas ao envelhecimento.

ADE24sem.: ratos que receberam a ragdo padrao acrescida de 0,50% de adenina
durante uma semana. Apds esse periodo a sobrecarga de adenina foi retirada e
os animais foram mantidos com dieta padrdo por mais vinte e quatro

semanas.
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3.2 Protocolo experimental

1 Semana
Cisem Racgao padrao
ADE 0,50%
ADE1sem : 4 Semanas
Casem Ragao padrao
ADE4sem ADE 0,50% Racao padrao
24 Semanas
C24sem Racdo padrdo
ADE24sem ADE 0,50% Ragao padrao

Figura 2. Esquema do protocolo experimental

Na Figura 2 esta exposto esquematicamente o protocolo experimental que foi

seguido neste estudo.

- 1 semana: 1 semana ap6s o inicio da administracdo da dieta com sobrecarga de
adenina, o peso corpéreo (PE) foi avaliado e os animais foram colocados em gaiolas
metabolicas para a determinacdo de albuminuria de 24 horas (ALB). Posteriormente,
apos um breve aquecimento foram realizadas medidas de pressdo sistolica caudal
(PC), utilizando o método Optico-eletronico (BP 2000 BloodPresureAnalysis System,
Visitech Systems, Apex, North Carolina, EUA). Em seguida, os animais foram
anestesiados com ketamina (Cristalia®, 50 mg/kg) e Xilazina (Agener Unido®, 10
mg/kg), foram coletadas amostras de sangue da aorta para medidas da concentracao
sérica de creatinina (Scr), e da concentracdo plasmética de potassio e sodio. O rim
esquerdo foi perfundido inicialmente com solucdo salina para remover o sangue dos

vasos e, em seguida, fixado in situ com solugdo de Duboscqg-Brasil. O tecido renal foi
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dividido em 2 ou 3 segmentos coronais e pds-fixado em formaldeido a 10% diluido

em tampao fosfato e preparados para exame histologico e imuno-histoquimico.

- 4 semanas: Ao término do protocolo experimental (4 semanas), avaliamos 0s

mesmos parametros descritos no protocolo anterior.

- 24 semanas: Ao termino do protocolo experimental (24 semanas), avaliamos 0s

mesmos parametros descritos no protocolo anterior.

3.3 Anélises histolégicas

Apbs desidratacdo, diafanizacdo e impregnacdo em parafina utilizando um
processador automatico de tecidos (Jung Histokinette 2000, Leica ments GmbH,
Alemanha), o tecido renal foi incluido em blocos de parafina e cortado em
micrétomo (Reichert Yung Supercut 2065 Leica, Nussloch, Alemanha), produzindo
seccOes de 4 um de espessura que foram montadas sobre laminas previamente
silanizadas e coradas pelo Acido Periddico de Shiff (PAS) e pelo Tricémio de
Masson.

Para o processo de silanizacdo, as laminas foram colocadas em um banho de
alcool 96° durante 1 minuto, seguido de banhos sucessivos de acetona PA durante 1
minuto e silano 6% durante 5 minutos. Em seguida, as laminas foram colocadas em 2
banhos de acetona e 2 banhos de agua destilada, sendo posteriormente secadas em
estufa a 60°C durante 1 dia.

Para 0 processo de coloracdo histoquimica, os cortes de tecido renal foram

submetidos a um processo de desparafinizagédo, sendo inicialmente mantidas por 24
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horas em estufa a 60°C. Em seguida, foram submetidas a 3 banhos seguidos de xilol.
Apds a desparafinizacdo seguiu-se a reidratacdo dos tecidos, com banhos sucessivos
em misturas etanol/agua com proporcdes decrescentes de etanol e, finalmente, agua
destilada. Findo esse processo, iniciaram-se as coloragcfes propriamente ditas.

A reacdo do acido periddico de Shiff (PAS) foi utilizada para a avaliacdo da
esclerose glomerular (EG). Os cortes foram submetidos a oxidagdo por solucdo de
acido periddico 0,5% por 15 minutos e lavadas em agua destilada. Em seguida, as
laminas foram coradas com solucéo de reativo de Schiff (solucdo aquosa de fucsina
béasica a 0,5% acrescido de 15 ml de &cido cloridrico 1N e 9g de metabissulfito de
sodio a cada 100ml da solucdo) por 20 minutos. A seguir, as ldminas foram lavadas
em agua destilada e contracoradas com hematoxilina de Carazzi (solu¢do aquosa
20% de glicerina, 0,1% de hematoxilina, 5% de sulfato de alumen e potassio e 0,02%
de iodato de potassio) por 5 minutos. Os cortes foram montados entre lamina e

laminula com permount.

3.4 Histomorfometria renal

A quantificacdo da esclerose glomerular (%EG) foi realizada em laminas
coradas pela reacdo de PAS, por meio da determinacdo da porcentagem de
glomérulos apresentando lesbes esclerosantes. Foram analisados 200 glomérulos por

corte, sob aumento de 400X.

3.5 Anélises imuno-histoguimicas

Os estudos imuno-histoquimicos foram realizados em cortes histoldgicos de 4

um de espessura, montados sobre laminas previamente silanizadas. Essas laminas
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foram desparafinizadas e reidratadas através de aquecimento (em estufa a 60°C
durante 30 minutos) seguido por uma bateria de banhos de xilol e etanol em
concentracdes decrescentes. Ao término desta sequéncia as laminas foram mantidas
em agua destilada por no minimo 5 minutos e, para recuperacdo antigénica, foram
posteriormente submetidas a calor Uumido, em solucdo de &cido citrico 10 mM
tamponado, em pH 6,0, a uma temperatura aproximada de 95°C, durante 30 minutos.
Para todos os marcadores utilizamos a solucéo salina tris-tamponada TBS (0,05 M de
Tris e 0,15 M de cloreto de so6dio pH 7,6) como tampédo de lavagem. Todas as
incubacdes foram realizadas em camara umida a fim de evitar o ressecamento dos
cortes.

Os métodos utilizados para o estudo imuno-histoquimico foram o APAAP
(Fosfatase Alcalina Anti-Fosfatase Alcalina), a técnica da Estreptavidina — Fosfatase
Alcalina e a técnica da Peroxidase. Alguns dos anticorpos que foram empregados
para caracterizacdo do processo inflamatorio: Anti-ED1 (mondcitos e macréfagos),

Anti-colageno tipo | (colageno tipo 1), Anti-Angll (angiotensina I1) e Anti-NLRP3.

- Infiltracdo de Macrofagos (MJ)

A identificacdo de células positivas para macrofagos foi realizada pelo
método de APAAP (Fosfatase Alcalina Anti-Fosfatase Alcalina). Apo6s a
desparafinizacdo e recuperacdo antigénica, os tecidos foram submetidos ao bloqueio
de marcacdo inespecifica com soro ndo imune de coelho (Dako, Carpinteria, CA,
EUA), em concentracdo 1:20 por 30 minutos. Os tecidos foram incubados com o
anticorpo primario desenvolvido em camundongo anti-ED-1 (Serotec, MCA341R

Oxford, Reino Unido) na diluicdo 1:200, a temperatura de 3-8°C durante um periodo
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de 18 horas. Apos a retirada do excesso de anticorpo primario, os cortes foram
lavados com TBS e incubados com o anticorpo secundario anti-camundongo
desenvolvido em coelho - RAM (Dako, Carpinteria, CA, EUA) na diluicdo 1:50 a
temperatura ambiente durante 30 minutos. Apds nova lavagem em TBS, os cortes
foram incubados com o Complexo APAAP na diluicdo 1:70 por 30 minutos. Ao final
desse procedimento, o tecido estava pronto para a revelacdo em tempo variavel com
substrato cromogénico Permanent-Red. As células positivas para o epitopo ED-1
foram visualizadas devido a precipitacdo do produto da reacdo da fosfatase alcalina
do Complexo e do Permanent-Red presente no substrato cromogénico. A
contracoloracdo foi realizada com hematoxilina de Mayer (Hemalaum-Merck)
durante 1 minuto. Os cortes foram colocados entre a lamina e a laminula com meio
de montagem aquoso de Mayer (Glycergel) e foram em seguida devidamente
etiquetados. A quantificacdo de macrofagos foi realizada pela contagem de células
marcadas no cortex renal com aumento de 400X. Foram examinados 25 campos
microscopicos para cada secdo, correspondendo a uma area de 0,08 mm2. Os

resultados foram expressos em células por milimetro quadrado (cél/mm?2).

- Identificacé@o de Colageno | (COL-1)

A identificacdo de COL-1 intersticial foi realizada utilizando o método da
Peroxidase. ApoOs a desparafinizacdo e recuperacdo antigénica procedeu-se o
blogueio da peroxidase enddgena com solucdo de perdxido de hidrogénio por 30
minutos. Apos serem lavadas com tampdo TBS, os cortes foram incubados com soro
ndo imune de cavalo na diluigdo de 1:50 para bloqueio de marcacdo inespecifica por

30 minutos. Retirou-se o excesso de soro e os tecidos renais foram incubados com o
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anticorpo primario anti-colageno tipo |1 (Abcam®, Cambridge, UK) diluido na
proporcdo de 1:200 em solucdo de BSA a 1% em TBS, a temperatura de 3-8°C
durante um periodo de 18 horas. Apos lavagem em TBS, os cortes foram incubados
com 80pl de Envision Flex HRP (Dako, Carpinteria, CA, EUA), durante 30 minutos.
O substrato cromogénico DAB (Dako, Carpinteria, CA, EUA) foi preparado na
proporcéo de 1:20 em substrato. A contracoloracéo foi realizada com Hematoxilina
de Mayer 100% (Hemalaum-Merck) durante 2 minutos. Os cortes foram colocados
entre a lamina e a laminula com meio de montagem aquoso de Mayer (Glycergel) e

foram em seguida devidamente etiquetados.

- Identificacéo de células positivas para Angll

Para avaliacdo da expressao de Angll foi empregada a técnica de
Estreptavidina-Biotina-Fosfatase Alcalina. Apos a desparafinizacdo e exposi¢cdo dos
epitopos, os tecidos foram submetidos ao bloqueio da biotina endoégena através da
incubacdo com solucdo de bloqueio de Avidina e Biotina (Dako, Carpinteria, CA,
EUA) por 15 minutos cada. Depois, foram incubados com soro ndo imune de cavalo
(Vector Lab, Burlingame, EUA) na concentracdo de 1:50 diluido em leite a 5% em
TBS por 30 minutos. Em seguida, os cortes foram incubados por 24 horas com o
anticorpo primério anti-Angll (Peninsula Laboratories, San Carlos, CA), diluido em
BSA 1% na proporcdo de 1:400. No dia seguinte, os cortes foram incubados com
anticorpo secundario anti-coelho biotinilado (Vector BA-1000), diluido em BSA 1%
na propor¢do de 1:1000, durante 45 minutos. Depois disso, os cortes foram
incubados durante 30 minutos com o Complexo Streptavidina-AP (Vector Vectastain

ABC-AP #AK5000) e por fim, revelados com substrato cromogénico Fast Red com
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tempo variavel. A quantificacdo das células intersticiais positivas para Angll foi
realizada através da contagem de células marcadas no cértex renal, ao microscopio
com aumento de 400x. Foram analisados 20 campos para cada lamina. Os resultados

foram apresentados como células positivas por milimetro quadrado (cel/mm?).

- Identificacéo de células positivas para NLRP3

Para avaliacdo da expressdo de NLRP3 foi empregada a técnica da
Peroxidase. Apds a desparafinizacdo e exposicdo dos epitopos, os tecidos foram
submetidos ao blogueio com peroxidase com solucao de perdxido de hidrogénio por
30 minutos. Depois, foram incubados com 80ul de solucdo Dako Protein Block
(#X0909). Em seguida, os cortes foram incubados por 24 horas com o anticorpo
primario anti-NLRP3 (Sigma, St Louis, MO), diluido em BSA 1% na proporcdo de
1:400. No dia seguinte, os cortes foram incubados com 80ul de Envision Rabbit HRP
(Dako, Carpinteria, CA, EUA). durante 45 minutos. O substrato cromogénico DAB
(Dako, Carpinteria, CA, EUA) foi preparado na propor¢do de 1:20 em substrato. A
contracoloracéo foi realizada com Hematoxilina de Mayer 100% (Hemalaum-Merck)
durante 2 minutos. Os cortes foram colocados entre a lamina e a laminula com meio
de montagem aquoso de Mayer (Glycergel) e foram em seguida devidamente
etiquetados. Os resultados foram apresentados como células positivas por milimetro

quadrado (cel/mm3).

3.6 Anélise do contetdo protéico do tecido renal (Western Blot)

Para a deteccdo de proteinas, 100-200mg de amostras de rim foram pesadas,

adicionadas a tubinhos especificos contendo beads de cerdmica juntamente com
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tampdo RIPA (thermo scientific), contendo inibidores de proteases e fosfatases
(Complete-EDTA e PhosSTOP, Roche Applied Science), para serem lisadas no
aparelho OMNI BEAD RUPTOR 24. O teor proteico foi determinado utilizando o kit
“Thermo Scientific Pierce BCA Protein Assay Kit” seguindo as instrucdes do
fabricante. Para cada amostra, foram utilizados 100 pg de proteina do extrato
tecidual diluidos em tampéo de amostra (Laemmli Sample Buffer — BIO RAD), para
a corrida eletroforética em gel de poliacrilamida 10% (SDS-PAGE), que se
completou em 1 hora e 30 minutos a 120 Volts. Em seguida, o gel foi transferido
(transferéncia Umida) a uma membrana de nitrocelulose, durante 2 horas a 400mA.
Apbs a transferéncia, a membrana foi corada com Solucdo de Ponceau para conferir
a transferéncia. Posteriormente lavada trés vezes com solucdo de TBSt (TBS [10x]
Agua destilada Tween 20, pH 7.4), e bloqueada por 2 horas & temperatura ambiente
sob leve agitacdo em solucdo de BSA 5% em TBS (NaCl Glicina Tris-Base). Apds o
bloqueio, foi realizada a incubacdo da membrana com o anticorpo primario, diluido
em BSA a 1% em TBS, na seguinte proporcdo: anti-TLR4 (Santa Cruz) 1:250. A
incubacdo teve duracdo aproximada de 18 horas (over night) e foi realizada a
temperatura de 4°C. Em seguida, a membrana foi lavada trés vezes com solucéo de
TBSt por 10 minutos e incubada com o anticorpo secundario (Anti-rabbit-HRP:
1:5000, Sigma), por 2 horas, a 4°C, sob agitacdo, seguindo-se trés lavagens de 10
minutos com TBSt. Em seguida a membrana foi revelada por quimioluminescéncia,
utilizando o Kit SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (Pierce
#34078), e as imagens foram registradas com o aparelho fotodocumentador UVITED

Cambridge. Foram utilizados os programas Alliance — [Aquisition] (Uvitec
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Cambridge) e Uvisoft-UvibandMax (Uvitec Cambridge) para identificar, analisar e

quantificar as bandas.

3.7 Analise da translocacdo nuclear do dimero p65 - NFkB (Western Blot)

Para a separacdo da porcdo nuclear a citoplasmatica, foi pesado 100 mg de
tecido, adicionado 1000 pL da solucdo A (HEPES [10X], KCI [10X], MgCl. [10X],
Sacarose [5X], glicerol PA, NP-40 PA + inibidores) e homogeizado no gelo com o
Dounce Homogenizer. O contetdo foi transferido para um eppendorf pré-refrigerado,
misturando bem. O conteudo foi centrifugado por 10°, 4 °C, 1000G. Posteriormente,
0 sobrenadante foi transferido para um tubo pré-refrigerado (FRACAO
CITOPLASMATICA). Ressuspendeu-se o pellet em 1000 pL do tampdo A
misturando bem, centrifugou-se por 10°, 4 °C, 1000G, descartou-se 0 sobrenadante
retirando toda a parte liquida e novamente ressuspender em 200 uL, mas dessa vez,
no tampdo B (Sacarose, SDS, Tris-HCl [10X], Bromo-phenol-blue, eta
mercaptoetanol PA), até quebrar por completo. Centrifugou-se a 10°, 4 °C, 1500G.
Transferiu-se o sobrenadante para um tubo pré-refrigerado (FRACAO NUCLEAR) e
procedeu-se com a corrida eletroforética em gel de poliacrilamida 10% (SDS-
PAGE), que se completou em 1 hora e 30 minutos a 120 Volts. Em seguida, o gel foi
transferido (transferéncia semi-dry) a uma membrana de nitrocelulose, durante 45
minutos a 20V. Apds a transferéncia, a membrana foi corada com Solucdo de
Ponceau para conferir a transferéncia. Posteriormente lavada trés vezes com solucéo
de TBSt (TBS [10x] Agua destilada Tween 20, pH 7.4), e bloqueada por 2 horas a
temperatura ambiente sob leve agitacdo em solucdo de Leite3% + BSA3% em TBSt.

Apos o bloqueio, foi realizada a incubacdo da membrana com o anticorpo primario,
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diluido em BSA a 1% em TBS, na seguinte proporcdo: anti-p65 fosforilado
(CellSignaling #3033S) 1:100. A incubacdo teve duracdo aproximada de 18 horas
(over night) e foi realizada a temperatura de 4°C. Em seguida, a membrana foi lavada
trés vezes com solucdo de TBSt por 10 minutos e incubada com o anticorpo
secundario (Anti-rabbit-HRP: 1:5000, Sigma), por 2 horas, a 4°C, sob agitacéo,
seguindo-se trés lavagens de 10 minutos com TBSt. Em seguida a membrana foi
revelada por quimioluminescéncia, utilizando o Kit SuperSignal West Pico
Chemiluminescent Substrate (Pierce #34078), e as imagens foram registradas com o
aparelho fotodocumentador UVITED Cambridge. Foram utilizados os programas
Alliance — [Aquisition] (Uvitec Cambridge) e Uvisoft-UvibandMax (Uvitec

Cambridge) para identificar, analisar e quantificar as bandas.

3.8 Anélise do contetdo proteico do tecido renal (ELISA)

Para a deteccdo de proteinas, 100-200mg de amostras de rim foram pesadas,
adicionadas a tubinhos especificos contendo beads de ceramica juntamente com
tampdo RIPA (thermo scientific), contendo inibidores de proteases e fosfatases
(Complete-EDTA e PhosSTOP, Roche Applied Science), para serem lisadas no
aparelno OMNI BEAD RUPTOR 24. O teor proteico foi determinado utilizando o kit
“Thermo Scientific Pierce BCA Protein Assay Kit” seguindo as instru¢des do
fabricante. Para cada amostra, foram utilizados 100 ul de proteina do extrato
tecidual. A analise do conteudo proteico de IL-1p no tecido renal foi determinado
através do método Elisa Sanduiche, utilizando kit comercial (R&D systems). O
protocolo da técnica e as concentragBes utilizadas seguiram as recomendacdes do

fabricante.
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3.9 Analise por RT-PCR

A expressao génica de alguns dos componentes da resposta imune inata foi
analisada atraves de PCR quantitativo (QPCR) em fragmentos de tecido renal obtido
durante o sacrificio dos animais estudados. Esses fragmentos foram congelados em

nitrogénio liquido imediatamente apos a coleta e armazenados a -80°C até o0 uso.

- Extracgao e purificacdo do RNA renal

Para a extracdo de RNA, utilizamos o kit RNeasy QIAGEN® #74106
seguindo-se estritamente as recomendacgdes do fabricante. Fragmentos de cortex
renal congelado pesando entre 20 e 30 mg foram colocados em tubos de
polipropileno reforcado, contendo microesferas de ceramica (OMNI 19-628). A
estes, se adicionou o tampao de extracdo RLT do kit RNeasy, previamente acrescido
de pB-mercaptoetanol. Os tubos foram vedados e submetidos a agitagdo no
equipamento OMNI BEAD RUPTOR 24 durante 60 segundos para total
homogeneizacdo do tecido. Esse homogenato foi entdo centrifugado a 12.000G, 4°C,
durante 3 minutos e o sobrenadante produzido foi transferido para um novo
eppendorf. Ao sobrenadante resgatado, adicionou-se igual volume de etanol 70% em
gelo. Apds homogeneizagao por inversdo, 700 pL dessa mistura foram transferidos
para uma coluna de extragdo “Mini Spin Column” do kit RNeasy e a mesma foi
centrifugada por 15 segundos a 8000G, 4°C. Apos a centrifugacdo, o contetido do
coletor (liquido que ultrapassou a coluna) foi descartado e adicionou-se a coluna 350
puL do tampao RWI1. O processo de centrifugagdo foi repetido e o contetdo do
coletor foi novamente descartado. Nesta etapa, restam no elemento filtrador da

coluna de extragdo apenas os &cidos nucleicos da amostra processada.
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A fim de eliminar o DNA genémico (DNAg) presente nas colunas, estas
foram submetidas a uma incubacdo de 15 minutos a temperatura ambiente com um
volume de 80 pL de solugdo de degradagao de DNA “RNAse free DNAse Incubation
Mix”, apos a qual, adicionou-se novamente 350 puL do tampao RW1 as colunas e o
processo de centrifugacdo foi repetido. O contetdo do coletor foi entdo descartado e
o elemento filtrador da coluna foi lavado 2 vezes com tampdo RPE através da adi¢éo
de 500 pL do tampao, seguida de centrifugacdo. Apos o descarte do conteudo dos
tubos coletores, as colunas foram finalmente submetidas a secagem por centrifugacao
rapida (1 minuto, 12000G, 4°C). Por fim, as colunas foram transferidas para novos
eppendorfes e, a cada coluna foi adicionado 50 pL de agua RNAse free. As colunas
foram centrifugadas a 8.000G, 4°C durante 2 minutos, e o liquido coletado em tubos
de Eppendorf (solucdo de RNA) foi suavemente homogeneizado e armazenado para

posterior quantificacdo e analise da integridade do RNA.

- Analise Qualitativa e Quantitativa do RNA Obtido no Processo de Extracéo
Aliguotas de 1,5 pL de solucdo de RNA total obtida através da etapa
anteriormente descrita foram submetidas a leitura em espectrofotobmetro NanoDrop
2000 (THERMO Scientific, EUA), nos comprimentos de onda de 260 e 280 nm. A
concentragdo de RNA foi calculada em ng/ul pelo software integrado ao
equipamento. Adicionalmente, a pureza do RNA obtido foi determinada através do
calculo da razdo das absorbancias a 260nm e 280nm (A260/A280), considerando-se
um extrato de RNA de boa qualidade, aquele cuja razdo A260/A280 se manteve

entre 1,9e 2,1.
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Para verificacdo da integridade das amostras de RNA obtidas, realizou-se
uma corrida eletroforética em gel de agarose desnaturante contendo 0,004% de
brometo de etidio. O gel foi fotografado através do transiluminador ultravioleta (UV)
do equipamento Fotodocumentador (UVITECH®) e, foram consideradas amostras
de RNA integras, aquelas nas quais foi possivel visualizar com nitidez e sem arraste
as bandas de RNA ribossomal 28S e 18S. Somente as amostras com concentracao de
RNA satisfatéria e de boa qualidade, ou seja, sem vestigios de degradacao, foram

utilizadas para as reac@es subsequentes de RT-PCR em tempo real.

- Transcricédo Reversa (RT)

A partir do RNA obtido na extracdo, realizou-se a reacdo de Transcri¢do
Reversa (RT), objetivando-se a sintese de um DNA de fita simples, complementar ao
RNA mensageiro (RNAm) presente na amostra original (cDNA). Para a reacdo de
RT utilizamos o kit Qiagen® Rt2 Easy First Strand #330401 e as recomendacdes do
fabricante foram seguidas estritamente. Para cada reacdo, utilizamos uma massa de
500 ng de RNA total, que foi previamente tratada com uma solucdo de DNAse
RNAse free (QIAGEN® #79254) e incubada em termociclador convencional por 5
minutos a 42°C para eliminacdo de quaisquer vestigios de DNAg. Adicionamos a
seguir 10 pL do mix de transcricdo reversa contendo primers do tipo Oligo-dT que se
ligam especificamente a cauda poli-A do RNAm, promovendo a transcricao reversa
somente deste subtipo de RNA em cDNA. Essa mistura foi mantida em um
termociclador convencional por trés ciclos: O primeiro a 42°C por 15 minutos, o

segundo a 95°C por 5 minutos e o terceiro a 4°C por no minimo 1 minuto. Ao
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produto da reacdo adicionou-se 91 pL de agua RNAse free. O rendimento final da

reacao foi de 110 pL de cDNA, produzido a partir de 500 ng de RNA total.

- PCR Quantitativo em tempo real (QPCR)

A expresséo dos genes de interesse no tecido renal estudado foi analisada pela
técnica de gPCR utilizando-se o equipamento ViiA7 - Applied Biosystems (Life
Technologies) e os softwares que acompanham o equipamento. Foram ainda
empregados kits de master mix QIAGEN® #330523 “Rt*> Syber Green ROX qPCR
Primer Assay”. Para cada reacdo, adicionamos 6,25 pL de tampao Rt* SYBER Green
Mastermix, 5,25 pL de agua RNAse free e 0,5 pL do par de primers especifico para
0 gene de interesse (Rt2 qPCR Primer Assay — vide lista de primers utilizados por
gene a seguir). Aplicamos 12 pL dessa mistura a cada poco de uma placa plastica
apropriada para reacbes de gPCR, aos quais foi adicionado 1 puL da amostra de
cDNA. As reacdes foram realizadas em triplicata técnica. Apds a pipetagem da placa,
a mesma foi selada e centrifugada por 1 minuto a 1000G e introduzida no
equipamento ViiA7 para realizacdo da reacdo. O gene enddgeno selecionado como
melhor calibrador para as rea¢cdes (housekeeping gene — HK) foi o Bact, que codifica
para a proteina -actina.

A enzima DNA polimerase utilizada em nossas reacdes ¢ do tipo “hot start”,
portanto faz-se necessaria a inclusdo de um ciclo inicial de 10 minutos a 95°C. Em
seguida, foram realizados 40 ciclos de 15 segundos a 95°C / 1 minuto a 60°C. A
curva de dissociacdo dos produtos amplificados para a determinagédo da temperatura
de “melting” dos mesmos e avaliagdo da qualidade da amostra foi tracada para todos

0s genes apos os 40 ciclos de amplificacéo.
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Tabela 1. Lista de primers utilizados no trabalho:

N° NO CATALOGO

PROTEINA GENE (QIAGEN®)
B-actina Actb 330001 PPRO6570C
IL-1B l11b 330001 PPR06480B
NLRP3 NIrp3 330001 PPR56639A
TLR4 TIrd 330001 PPR45931B
IL-6 116 330001 PPR06483B

- Anélise dos Resultados do gPCR

A expressao génica de cada gene alvo foi normalizada pela expresséo do gene
HK na mesma amostra e foi entdo apresentada como “Fold Change”, ou seja, quantas
vezes, em relacdo ao grupo controle, aquele determinado gene alvo é expresso em
um grupo experimental. Para tanto, primeiramente foi estabelecido um threshold fixo
para cada gene, que ¢ uma reta paralela ao eixo “X” do grafico e que corta a curva de
amplificagdo génica em sua fase exponencial. O threshold representa um valor
arbitrario de fluorescéncia emitida e determina o ponto da curva de amplificagdo que
seré analisado para todas as amostras estudadas para um determinado par de primers
(um determinado gene). O namero do cliclo de amplificacdo no qual cada amostra
cruza com o threshold pré-estabelecido é o Ciclo-threshold (CT) daquela amostra. A
partir da normalizacdo do CT do gene alvo (Gene of Interest ou GOI) pelo CT do
gene HK de uma determinada amostra, obtivemos o ACT (CT GOI — CT HK)
daquela amostra. O ACT de cada amostra dos grupos experimentais foi entdo

normalizado pela média dos ACTs do grupo controle, para obtengao do AACT (ACT
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grupo experimental — ACT grupo controle). Por fim, para facilitar a interpretagdo dos
dados, aplicamos a expressdo 244CT, fazendo com que os valores finais sejam
expressos como o humero de vezes que um determinado gene alvo é expresso em um
grupo experimental em relacdo ao seu grupo controle, conforme mencionado

anteriormente.

3.10 Anélises bioguimicas

A concentracdo de creatinina foi determinada através do método
colorimétrico utilizando kit comercial (Labtest Diagndstica S.A.).

As concentracfes de sodio e potassio sanguineo foram determinadas através
do analisador de eletrdlitos (Modelo 9140, AVL Medical Instruments, Schaffhasue,
Suica).

A presenca de albumina na urina foi detectada por imunodifusdo radial,
empregando anticorpo especifico (antialbumina de rato, MPBiomedicals LLC,

EUA).

3.11 Anélise Estatistica

Os resultados deste estudo foram submetidos a analise de variancia de dois
fatores (ANOVA), com comparacdes pareadas entre grupos pelo método de
Bonferroni, utilizando o software GraphPad Prism®, versdo 4.0. O nivel de
significancia estatistica foi definido como p<0,05. Todos os resultados foram

representados como MédiaxErro Padréo (EP).
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4. RESULTADOS

A seguir serdo apresentados os resultados obtidos durante o tratamento com
adenina (ADEisem) € seu respectivo controle (Cisem) € ap0s a suspensdo (Casem,
ADEssem, Coasem € ADEasem). Em todos os parametros, foi realizada analise
comparativa entre o0s grupos tratados com ADE e o seu respectivo Controle, indicado
com “@” quando p<0.05. Em segunda anélise, foi realizada a comparagao temporal
entre os grupos controles (Cisem, Casem € C24sem) OU entre 0s grupos adenina (ADEisem,
ADEssem € ADE2sem). Diferengas estatisticas (p<0.05) com relacdo a Adeisem €

ADEusem.foram indicadas com “b” e “c”, respectivamente.

Parametros gerais de funcdo renal e sistémica

Tabela 2. Parametros gerais de funcdo renal e sistémica.

Cisem Adeisem Casem Adessem Cossem Ade24sem

PE (g) (n=12) 30417  246x6° 322+9 311+11° 388+9 37911
PC (mm/Hg) (n=12) 130#2  157+4® 134+2  141#3° 135%3  151x3%

ALB (mg/dL) (n=13) 4%1 3+1 3+1 3+1 16+4  45+13%°
Scr (g/dL) (n=14) 06%01 1,2#0,1* 0,5#0,1 0,55+#0,1® 05+#0,1 0,6+0,1°

K+ (mEg/L) (n=12) 3,6+0,2 4,7+0,2* 4,1+0,2 3,8#0,1 3,620,1 4,6+0,3%°
Ht (%) (n=14) 46+1 55+12 47+1 46+1° 48+1 50+1°

Medidas de peso corpéreo (PE, g), pressdo caudal (PC, mmHg), albumindria (ALB,
mg/24h), creatinina sérica (Scr, mg/dL), potéssio sérico (K+, mEg/L) e porcentagem de
hematdcrito arterial (Ht, %) dos grupos ADEisem, ADEasem, ADE2ssem € S€US respectivos
controles. Resultados apresentados como Média+EP. (3p<0,05 vs C; p<0,05 vs Adess;
p<0,05 vs Adess.).

44



Peso Corpoéreo

De acordo com os dados relativos ao peso corpéreo demonstrados na Tabela
2 e Figura 3, observa-se claramente que os animais do grupo ADEisem apresentaram
uma significativa perda de peso quando comparado ao grupo Cisem. ApOS a
suspensdo da adenina, o crescimento foi semelhante entre 0s grupos ADEasem € Casem
(p>0.05) e entre 0os grupos ADE2zssem € Casem (p>0.05). Na analise temporal, 0s
animais do grupo controle apresentaram crescimento continuo, apresentando
significancia estatistica apés 24 semanas (p<0.05). Por outro lado, a perda de peso
corporeo apresentada pelo grupo ADEism foi recuperada apos 4 semanas da

suspensdo da ADE (p<0.05) e manteve o crescimento até 24 semanas (p<0.05 vs

ADE 1sem € ADEsem).
4004 CIC EAde __ be
2 300 —— — _t')_
S 2
\o ——
= 2004
(@]
o
(@]
$ 1004
[a
0 T T T T T T
1sem 4 sem 24 sem
ADENINA

Figura 3. Evolucéo do peso corporeo dos animais.
Peso corpéreo (g) dos grupos ADEisem, ADEasem, ADE24sem € Seus respectivos controles.
(3p<0,05 vs C; Pp<0,05 vs Adess; p<0,05 vs Adeys.).
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Pressdo caudal

Com relacdo a pressdo caudal, o grupo ADE1sem apresentou aumento
significativo em relacdo ao seu respectivo controle Cisem (p<0,05). Essa hipertenséo
foi moderada e possivelmente esta relacionada a constricdo vascular renal associada
ao aumento da viscosidade sanguinea e ativacdo do sistema renina-angiotensina-
aldosterona. ApoOs a interrupcdo de adenina, os animais do grupo ADEassem
apresentaram valores de PC semelhantes ao seu respectivo controle (p>0,05),
indicando que a suspensdo da ADE normalizou a PC. Ja os animais do grupo
ADE2sem apresentaram-se hipertensos quando comparados ao seu respectivo
controle (p<0,05). Na andlise temporal, como esperado, 0s animais do grupo controle
mantiveram normotensos durante todo o estudo. Apos 4 semanas de suspensao de
ADE, a PC estava normalizada (p<0.05), sugerindo que a hipertensdo sistémica no
grupo Cisem estava relacionada a um evento hemodindmico e ndo a alteracdo
morfoldgica no tecido renal (irreversivel). Ao contrério, a hipertensdo observada no
grupo ADEassem (p<0,05 vs ADEassem) Sugere um comprometimento do parénquima

renal.
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Figura 4. Evolucao da pressao sistélica caudal dos animais.
Pressdo sistolica caudal (mmHg) dos grupos ADEisem, ADEasem, ADE24sem € S€US
respectivos controles. (3p<0,05 vs C; p<0,05 vs Adess; p<0,05 vs Adess.).

Albumindria

Quanto a excrecdo urinaria de albumina, ndo se observou diferenca
estatisticamente significativa entre 0os animais ADE1sem € ADEssem € Seus respectivos
controles (p>0,05), havendo apenas diferencas entre os animas do grupo ADE2ssem €
Cassem (p<0,05), sugerindo que o aumento da ALB nédo é apenas uma consequéncia
do envelhecimento do animal. Na analise temporal, o aumento discreto na ALB do
grupo Cassem € devido ao envelhecimento. Com relacdo aos animais que receberam
ADE, a ALB aumentou de maneira significativa apds 24 semanas de suspensdo de
ADE (p<0,05 vs ADEisem € ADEusem). Esses resultados sugerem que houve uma
alteracdo na permeabilidade da parede do capilar glomerular, possivelmente uma

lesdo podocitéria.
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Figura 5. Evolucdo da excrecao urinaria de albumina dos animais.
Excrecdo urinaria de albumina (mg/24h) dos grupos ADE1sem, ADEasem, ADE24sem €
seus respectivos controles. (3p<0,05 vs C; °p<0,05 vs Adess; p<0,05 vs Adess.).

Concentracdo sérica de creatinina

Ap6s 1 semana de ADE, os animais apresentaram aumento
significativo da Scr quando comparados com seu respectivo controle (p<0,05),
indicando reducdo na funcédo renal durante o periodo de administracdo da adenina.
Apos 4 semanas de suspensdo de ADE, a Scr foi semelhante a do grupo controle
(p>0,05) e essa normalizacdo da funcdo renal foi mantida até completar 24 semanas
(p>0,05). Na anélise temporal, como era esperado, 0s animais dos grupos controle
mantiveram a funcdo renal normal durante todo o periodo do estudo (p>0,05). Por
outro lado, o aumento da Scr foi rapidamente normalizado apds 4 semanas da
retirada do ADE, sugerindo que a perda da funcdo renal durante ADE poderia ser
devida as alteracbes hemodinadmicas, como a constrigcdo vascular, que sao reversiveis,

ou em decorréncia da obstrucéo intratubular por cristais.
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Figura 6. Concentracéo de creatinina sérica dos animais.

Medidas da Concentracdo Sérica de Creatinina (mg/dL) dos grupos ADEisem, ADEasem,
ADE2em € seus respectivos controles. (3p<0,05 vs C; °p<0,05 vs Adess; °p<0,05 vs
Ade4s.).

Concentracdo plasmatica de potassio

A concentracdo de K+ plasmatico apresentou-se elevada nos animais
ADE1sem quando comparada aos animais Cisem (p<0.05), provavelmente associada a
perda da fungdo renal observada no periodo avaliado. Apdés 4 semanas, a
concentracdo de K+ estava normalizada (p>0,05 vs Casem). NO entanto, ap6s 24
semanas 0s niveis plasmaticos de K+ foram significativamente elevados nos animais
do grupo ADEasem quando comparado ao seu respectivo controle (p<0,05). Na
analise temporal, como era esperado, 0s animais do grupo controle ndo apresentaram
diferencas significativas (p>0,05). Em relacdo aos grupos ADE, apds 4 semanas
houve uma normalizacdo nos valores de K+ plasmatico (p<0,05 vs ADEisem),
indicando a reversibilidade das alteragdes tubulares observadas na vigéncia de ADE.
Apobs 24 semanas, a concentracdo de K+ plasmatico voltou a aumentar de maneira

significativa (p<0,05 vs ADEusem). Esses resultados sugerem que a hiperpotassemia
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observada nesse grupo pode estar relacionada com a presenca de lesdes tubulares,
fator esse que poderia dificultar a excrecdo de potassio e aumentar a sua

concentracdo plasmatica.
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Figura 7. Concentragéo de potéssio sérico dos animais.
Concentragdo de potassio serico dos grupos ADEisem, ADEussem, ADEzsem € Seus
respectivos controles. (3p<0,05 vs C; °p<0,05 vs Adess; °p<0,05 vs Adess.).

Hematécrito arterial

Apo6s 1 semana de ADE, os valores de Ht foram significativamente elevados
em relacdo ao Cisem (p<0,05), 0 que pode aumentar também a viscosidade sanguinea
desses animais. Essa hemoconcentracdo foi normalizada apds 4 e 24 semanas de
suspensdo de ADE (p>0,05). Na analise temporal, os animais controle mantiveram o
Ht semelhante ao longo do estudo (p>0,05). A hemoconcentracdo observada na
vigéncia de ADE foi normalizada ap0s 4 semanas da sua suspensdo (p<0,05 vs

ADE1sem). Esses resultados sugerem que 1 semana de ADE é o suficiente para
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promover alteracfes, ainda que reversiveis, na hemoconcentragdo e em outros

parametros ja apresentados acima.
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Figura 8. Hematdcrito arterial dos animais.
Medidas de Hematdcrito (Ht, %) dos grupos ADEisem, ADEasem, ADE2em € Seus

respectivos controles. (3p<0,05 vs C; °p<0,05 vs Adeis; °p<0,05 vs Adeys.).

Anélise morfoldgica do tecido renal

Tabela 3. Analise morfoldgica do tecido renal.

24 sem

Cristais PR/PE %EG
Cisem (n=12) - 0,5+0,0 0+0
Adeisem (n=12) 1,3+0,2° 0,7+0,02 0+0
Casem (n=13) - 0,5%0,0 0+0
Adedsem (n=14) 0,6+0,22 0,50,0° 0+0
Co4sem (n=12) - 0,5+0,0 0,4+0,4
Ade24sem (n=14) 0,2+0,1° 0,5+0,0° 4,3+1,3%¢

Cristais (cristais/s/mm?), relacdo peso renal pelo peso corpéreo (PR/PE, g), % de esclerose
glomerular (EG, %) dos grupos ADEisem, ADEassem, ADE2asem € S€US respectivos controles.
Resultados apresentados como Média+EP. (3p<0,05 vs C; "p<0,05 vs Adess; °p<0,05 vs

Ade4s.) .
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Quantificacdo do nimero de cristais no compartimento renal

Como se pode observar na Figura 9, a quantificacdo de cristais no tecido renal
apresentou-se estatisticamente elevada no grupo ADEisem €, €sse nimero reduz nos
grupos ADEusem € ADE24sem, Chegando a valores proximos a normalidade no fim do
periodo de estudo. A quantificacdo de cristais realizada nesse estudo € extremamente
reduzida quando comparado ao trabalho anteriormente realizado nesse laboratorio
[30], indicando que, o0 modelo de DRC desenvolvido nesse estudo é um modelo
menos agressivo, porém, capaz de promover um processo inflamatorio e crénico e
independente de cristais. De qualquer forma, ainda ndo estdo claros os mecanismos

que permeiam o desaparecimento dos cristais.

Figura 9. Microfotografias representativas dos cristais: A) glomérulo do grupo
controle; B) glomérulo do grupo ADEisem; C) glomérulo do grupo ADEusem; D)
glomérulo com esclerose no grupo ADE2ssem. Coloragdo PAS. Aumento 400X.
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Figura 10. Contagem de cristais de 2,8-DHA no tecido renal dos animais.
Contagem de cristais (Cristaissrmm?2) dos grupos ADEisem, ADEssem, ADE2sem.
Resultados apresentados como Média+EP. (30<0,05 vs C; Pp<0,05 vs Adess; °p<0,05 vs
Ade4s.).
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Peso renal corrigido pelo peso corpéreo

Observou-se que, na vigéncia de ADE, os animais apresentaram aumento
significativo no PR/PE (p<0,05). Apos 4 semanas de suspensdo de ADE, os valores
de PR/PE estavam normalizados (p>0,05) e se mantiveram até completar 24
semanas. Na analise temporal, como era esperado, 0 PR/PE foi semelhante entre os
grupos controles (p>0,05). Ao contrario, 0 aumento do peso renal observado na
vigéncia de ADE foi totalmente revertido ap6s 4 semanas de suspensdo de ADE
(p<0,05 vs ADE1sem). Esses resultados sugerem que aquele aumento de peso é devido

a presenca de edema, que € reversivel (Figura 10).
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Figura 11. Relacéo do peso renal e corporeo dos animais.

Relacdo do peso renal e peso corpéreo (g) dos grupos ADEisem, ADEasem, ADE2asem.
Resultados apresentados como Média+EP. (3<0,05 vs C; °p<0,05 vs Adess; p<0,05 vs
Ade4s.).
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Esclerose Glomerular

Sabe-se que o modelo de sobrecarga de adenina ndo promove lesdes no
compartimento glomerular, apenas no tabulo-intersticial. Na vigéncia de ADE e ap6s
4 semanas de suspensdo, a %EG apresentava-se nula, assim como nos grupos
controles. Ap6s 24 semanas, tornou-se evidente a presenca de EG (p<0,05 vs
24sem), indicando a progressdo de DRC. Na analise temporal, os animais do grupo
Cassem apresentaram um discreto aumento na %EG (p>0,05), o que poderia indicar
envelhecimento desses animais. Por outro lado, 24 semanas ap0s a suspensdo de
ADE, a glomeruloesclerose esteve presente, indicando a manifestacédo tardia (danos

glomerulares) das alteracGes observadas na vigéncia de ADE.

Figura 12. Microfotografias representativas dos glomerulos: A) glomérulo do grupo
controle; B) glomérulo do grupo ADEisem; C) glomérulo do grupo ADEusm; D)

glomérulo com esclerose no grupo ADE2sem. Coloracédo PAS. Aumento 400X.
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Figura 13. Esclerose Glomerular dos animais.
Valores da esclerose glomerular (EG, %) dos grupos ADEisem, ADEasem, ADE24sem € SEUS
respectivos controles. Resultados apresentados como Média+EP. (3p<0,05 vs C; °p<0,05 vs

Adess; °p<0,05 vs Adess.).

Andlise imuno-histoguimica (IHQ) do tecido renal

Tabela 4. Estudo imuno-histoquimico.

Mo Col-1 Angll+
Csem (n=12) 1642 2+0,1 2+0,3
Adeisem (n=12) 90+8° 4+0,3? 4+0,6
Casem (n=13) 24+6 2+0,2 2+0,4
Ade4sem (n=14) 65+6% 6+0,5% 6+1,3?
Cassem (n=09) 20+1 20,2 2+0,3
Ade24sem (n=11) 64+7% 80,62 941,420

Medidas de infiltracdo tUbulo-intersticial de macrofagos (M, céls/mm?2), % de intersticio
renal preenchido por colageno-1 (Col-1, %) e células positivas para Angll tubulo-intersticial
(Angll+, céls/mm?) dos grupos ADEisem, ADEassem, ADE2sem € Seus respectivos controles.
Resultados apresentados como Meédia+EP. (3p<0,05 vs C; "p<0,05 vs Adess; °p<0,05 vs

Ade45.).
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Infiltracdo macrofagica intersticial

A inflamacdo renal é uma das caracteristicas do modelo de sobrecarga de
ADE. Os animais do grupo ADEisem apresentaram um intenso infiltrado macrofagico
(p<0,05 vs Cisem). Ap0s 4 semanas de suspensdo de ADE, a infiltragdo de macrofago
estava reduzida, mas ainda significativamente aumentada em relacdo ao seu controle
(p<0,05 vs Cuasem) € esse mesmo padrédo foi mantido apos 24 semanas (p<0,05 vs
Cassem). Cabe observar que apesar da regresséo, ndo houve normalizacdo do infiltrado
macrofagico (p<0,05 vs Casem). Esse mesmo padréo foi observado apds 24 semanas.
O modelo de sobrecarga de adenina esta associado a um intenso ambiente
inflamatdrio, especialmente no inicio do processo.

Os valores da infiltracdo intersticial de macréfagos estdo apresentados na

tabela 4 e na figura 14 e 15.

Figura 14. Microfotografias representativas da infiltracéo intersticial de macrdfagos:
A) rato pertencente ao grupo controle; B) rato pertencente ao grupo ADEisem; C) rato
pertencente ao grupo ADEusem; D) rato pertencente ao grupo ADEsem.
Imunohistoquimica para ED-1. Aumento 400X.
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Figura 15. Infiltracdo tubulo-intersticial de macréfago no tecido renal dos animais.
Quantificacdo da infiltracdo tdbulo-intersticial renal de macrofagos (cell/mm?2) dos
grupos ADEisem, ADEssem, ADExsem € Seus respectivos controles. Resultados
apresentados como Média+EP. (3p<0,05 vs C; "p<0,05 vs Adess; °p<0,05 vs Adess.).

Espaco intersticial ocupado por Colageno-1

Apds 1 semana de ADE, a expressdo de COL-1 ja se apresentou elevada de
forma significativa (p>0,05). Com suspensdo da ADE, a expressdo de COL-1 elevou-
se ainda mais (p>0,05), progredindo 24 semanas ap6s a suspensdo da ADE, de forma
que a diferenga do grupo Adezssem COM 0 Seu controle era bem mais evidente e
significativa (p<0,05 vs Casem), sugerindo que ap6s 24 semanas, 0S animais
desenvolveram fibrose renal. Nos animais controle, a expressdo de COL-1 €
constitutiva e esta restrita aos vasos do tecido renal. A fibrose intersticial foi uma das
principais caracteristicas tardias observadas nesse modelo induzido por dieta rica em

adenina.
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Figura 16. Microfotografias representativas da expressdo de Colageno 1: A) rato
pertencente ao grupo controle; B) rato pertencente ao grupo ADEisem; C) rato
pertencente ao grupo ADEusem; D) rato pertencente ao grupo ADEsem.

Imunohistoquimica. Aumento 400X.
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Figura 17. Expressao de Colageno-1 no tecido renal dos animais.

Valores da % de colageno-1 intersticial (COL-1, %) dos grupos ADEisem, ADEasem, ADE24sem
e seus respectivos controles. Resultados apresentados como MédiatEP. (3p<0,05 vs C;
®p<0,05 vs Adess; “p<0,05 vs Adeus.).
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Células positivas para Angiotensina Il intersticial

Apo6s 1 semana de ADE, a presenca de células positivas para Angll+ no
tecido renal foi elevada de forma significativa quando comparada ao seu respectivo
controle (p>0,05), e manteve-se em niveis significantemente elevados nos grupos
Adessem € Adezasem quando comparados aos seus respectivos controles. Esses achados
sugerem que a Angll participa dos mecanismos inflamatérios envolvidos na

progressao da DRC nesse modelo.

Figura 18. Microfotografias representativas da presenca de células positivas para
Angll: A) rato pertencente ao grupo controle; B) rato pertencente ao grupo ADEisem;
C) rato pertencente ao grupo ADEusem; D) rato pertencente ao grupo ADEassem.
Imunohistoquimica. Aumento 400X.
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Figura 19. Células positivas para Angll no tecido renal dos animais.

Valores da quantificagdo de células positivas para Angll no tecido renal (Angll, cell/mm?) dos
grupos ADEisem, ADEssem, ADE2sem € Seus respectivos controles. Resultados apresentados
como Média+EP. (3p<0,05 vs C; °p<0,05 vs Adess; °p<0,05 vs Adess.).
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Expressdo proteica e génica dos componentes da imunidade inata

Tabela 5. Andlise da expressdo proteica e génica renal de componentes da

imunidade inata dos animais.

IL-1B IL-1p TLR4 TLR4  NLRP3  NLRP3  IL-6

(po/mg) (24 (XC) (2% (cells/mm?)  (244C)  (284¢)

Cisem (n=08)  0,9+0,1 1,0#0,1 1,0¢04 1,0#01 05+0,1  1,0#0,1 1,240,3
Adeiem  (n=08)  6,7+1,1* 23+0,3* 3,6+0,8° 1,620,1* 2,640,228  2,0£0,1° 4,9+0,9°
Casem (n=08)  1,1+0,3 1,0#0,1 1,0¢04 1,001 0602  1,0#0,1  1,20,3
Adedsem  (n=07) 3,0£06° 22:04* 10+0,1° 15%01* 12#0,2° 15+01* 1,8%03°
Caasem (n=08) 1606 10#0,1 10402 10:01 0602  10+01 12403
Ade24sem (n=g7) 14+04° 13#01° 12+02° 14#02 1,0:04" 12#01° 1,1%0.2°

Valores da expressdo génica e proteica renal de componentes da imunidade inata: IL-1/4
(pg/mg), IL-1p (2°22¢Y, TLR4 (fold increase, XC), TLR4 (224¢Y), NLRP3 (244, I1L6 (244
dos grupos ADEisem, ADEasem, ADE24sem € SeUS respetivos controles. Resultados apresentados
como Média+EP. (3p<0,05 vs C; "p<0,05 vs Adeis; °p<0,05 vs Adess.).

De acordo com os resultados expressos na Tabela 5, pode-se observar clara
ativacdo da imunidade inata, a partir da expressdo proteica de IL-1B, TLR4 ¢
NLRP3 no grupo Adeisem quando comparado ao grupo Cisem. Além da expressdo
proteica, a significativa expressdo génica desses componentes, assim como da
interleucina 6 (IL-6) também foram observados no grupo Adeisem. 4 € 24 semanas
apo6s a interrupcdo da oferta da dieta rica em adenina, observa-se significativa
reducdo da expressdo proteica e génica dos componentes citados, indicando que a
ativacdo da imunidade inata ficou restrita apena a fase aguda da lesdo renal,
sugerindo ser a iniciadora do processo inflamatdrio, que se tornou crénico por outros

mecanismos.

62



Interleucina 1-beta (IL-1B)

A expressdo proteica (por ELISA) e génica (MRNA) de IL-1B ficaram
restritas apenas a fase aguda do modelo - Fig 19. A IHQ para a molécula em questéo

apresentou-se positiva em todo o compartimento renal (tabulo, intersticio e

glomérulo) - Fig 20.
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Figura 20 — Expresséo proteica e génica renal de IL-1 dos animais.
Medidas da expressdo proteica (IL-1B, pg/mg) e génica (IL-1B, 224 de IL-1B dos grupos
ADE 1sem, ADEsem, ADE245em € Seus respectivos controles. Média+EP. (3p<0,05 vs C; p<0,05 vs

Adess; °p<0,05 vs Adess.).

Figura 21. Microfotografias representativas de marcacdo positiva IL-1: A) rato

pertencente ao grupo controle; B) rato pertencente ao grupo ADEiem; C) rato

pertencente ao grupo ADEsem; D) rato pertencente ao grupo ADEazsem.

Imunohistoquimica. Aumento 400X.
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Toll-like receptor 4 (TLR4)

Como ja exposto, a expressao proteica (por Western Blot) e génica (MRNA)
de TLR4 ficaram restritas apenas a fase aguda do modelo, como pode-se observar na
figura 21. A imunohistoquimica para a molécula em questdo apresentou-se positiva
em todo o compartimento renal (tabulo, intersticio e glomérulo), como pode ser

observada nas microfotografias apresentadas na figura 22.
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Figura 22 — Expresséo proteica e génica renal de TLR4 dos animais.

Medidas da expresséo proteica (TLR4, Fold x C) e génica (TLR4, 2-22) renal de TLR4 dos
grupos ADEj1sem, ADEssem, ADE24sem € SeUS respectivos controles. Resultados apresentados como
Média+EP. (3<0,05 vs C; ’p<0,05 vs Ades; °p<0,05 vs Adess.).
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Figura 23. Microfotografias representativas de marcagdo positiva TLR4: A) rato
pertencente ao grupo controle; B) rato pertencente ao grupo ADEiem; C) rato
pertencente ao grupo ADEsem; D) rato pertencente ao grupo ADEzssem.

Imunohistoquimica. Aumento 400X.
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Inflamassoma NLRP3

Como observado, a expressdao proteica (por IHQ) e génica (MRNA) de
NLRP3 ficaram restritas apenas a fase aguda do modelo, como pode-se observar na
figura 23. Foi considerado marcacgdo positiva as células marcadas no compartimento

intersticial, como pode ser observada nas microfotografias apresentadas na figura 24.
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Figura 24. Expressao proteica e génica renal de NLRP3 dos animais.

Medidas da expressdo proteica (NLRP3, cellssrmm?) e génica (NLRP3, 244%Y) renal de
NLRP3 dos grupos ADEisem, ADEasem, ADE2ssem € Seus respectivos controles. Resultados
apresentados como Média+EP. (3p<0,05 vs C; °p<0,05 vs Adess; °p<0,05 vs Adess.).
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Figura 25. Microfotografias representativas da presenca de células positivas para
NLRP3: A) rato pertencente ao grupo controle; B) rato pertencente ao grupo ADEisem;
C) rato pertencente ao grupo ADEsem; D) rato pertencente ao grupo ADEzssem.

Imunohistoquimica. Aumento 400X.
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Interleucina 6 (1L6)

Na Figura 25 estdo expostos dados de mRNA para IL-6. Como se pode
observar, assim como 0s demais componentes da imunidade inata, sua expressao
génica ficou restrita apenas a fase inicial do modelo, ndo havendo diferenca

significativa na fase tardia do modelo.
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Figura 26. Expresséo génica renal de IL-6 dos animais.

Medidas da expressdo génica (IL-6, 224" renal de IL-6 dos grupos ADEisem, ADEasem,
ADE24sem € seus respectivos controles. Resultados apresentados como Média+EP. (3p<0,05
vs C; Pp<0,05 vs Ades; p<0,05 vs Adess.).

Translocacdo nuclear do componente p65 (NF-kB)

Na Figura 26 estdo expostos dados de expressdo proteica do dimero p65 do
Sistema NF-kB. Como se pode observar, apenas os animais do grupo Adezssem
apresentaram expressao elevada de forma significativa quando comparado ao seu

respectivo C, indicando que a ativacdo desse sistema ficou restrita apenas a fase
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crénica do modelo, diferentemente dos outros componentes da imunidade inata, que
apresentaram-se ativados na fase inicial do modelo. Presume-se que essa ativagdo se

deu sobre a acdo da angiotensina 2 intra-renal, cuja expressao foi observada também

nessa fase do estudo.
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Figura 27. Expressao proteica renal de p65 (NF-kB) dos animais.

Medidas da expressdo proteica (p65, Fold vs. C) renal do dimero p65 do sistema NFkB
dos grupos ADEisem, ADEssem, ADEasem € Seus respectivos controles. Resultados
apresentados como Média+EP. (3p<0,05 vs C; °p<0,05 vs Adeis; °p<0,05 vs Adess.).
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5. DISCUSSAO

Conforme demonstrado anteriormente, a administracdo de adenina durante uma
semana promoveu uma inflamacdo intersticial aguda. No entanto, ndo se observaram
alteracdes nos niveis de albumindria, nem lesdes glomerulares perceptiveis a
microscopia Otica, provavelmente como reflexo da natureza da leséo estrutural renal
observada nessa fase, que consiste basicamente em inflamacdo intersticial. O
processo inflamatério agudo caracterizou-se por infiltracdo de macréfagos, com
pouca deposicdo de colageno, resultado que corrobora estudos anteriores [18, 33,
75]. No entanto, a disfuncdo renal, indicada pelo aumento das concentracdes
sanguineas de ureia e creatinina, foi evidente nos ratos tratados com excesso de
adenina.

Como esperado, observamos, nessa fase inicial, uma intensa infiltracdo de
macrofagos no tecido renal dos animais que receberam sobrecarga de adenina. No
entanto, 0s mecanismos que levam a essa intensa expansao/inflamacdo intersticial
ainda sdo pouco conhecidos. Sabe-se que os cristais de 2,8-DHA formam-se no
interior do lume tubular, 0 que pode ocorrer em varios segmentos do néfron [18; 76,
77, 78], e que esse processo se continua com a infiltracdo do tecido renal por
macrofagos [27, 29], com o aparecimento de células gigantes multinucleadas e, por
fim, com a formacéo de granulomas de corpo estranho [16, 17, 44]. No entanto, ndo
estdo ainda definidos os eventos que levam da precipitacdo intratubular inicial a
grave inflamacdo intersticial caracteristica do modelo. Okabe e cols (2013)
demonstraram alguns perfis tubulares cujo lume estava inteiramente ocupado por

cristais, frequentemente cercados por macréfagos e miofibroblastos. Além disso,
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Yokozawa e cols (1986) observaram a presenca de dilatacdo tubular generalizada,
indicando ser a obstrucdo tubular um possivel mecanismo de lesdo estrutural e
comprometimento funcional nesse modelo.

O intenso ambiente inflamatério associado a sobrecarga de adenina,
necessario ao inicio e propagacdo dos fendmenos que a acompanham, € evidenciado
no presente estudo pela expressdao aumentada de mediadores da imunidade inata,
como TLR2, TLR4, inflamassoma NLRP3, IL1p ¢ IL-6, sem que, no entanto, 0
sistema NF-xB tenha sido ativado, como demonstrado anteriormente [31]. Essa
diferenca em relacdo a observacbes anteriores decorre possivelmente da menor
intensidade da sobrecarga de adenina utilizada neste estudo.

Trabalhos anteriores demonstraram que o inflamassoma NLRP3 desempenha
um papel importante em modelos de isquemia/reperfusdo [79] e de DRC [80] e, em
conjunto com a ASC e a caspase-1, promove a maturacdo de citocinas proé-
inflamatorias, tais como a IL-1f. Além disso, nos ultimos anos, a hipdtese de que a
ativacdo do TLR4 induzida por ligantes enddgenos esta envolvida na fibrogénese
renal foi apoiada por varios estudos [65; 82, 83]. Em camundongos submetidos a
sobrecarga de adenina, observou-se aumento da atividade de TLR4, TLR2 e do
inflamassoma NLRP3. Em consisténcia com essas observacdes, mostramos
anteriormente que a inativacdo dos genes que codificam os TLRs 2 e 4 preveniu 0
desenvolvimento de fibrose intersticial nesse modelo [35].

Em seu conjunto, essas observacdes indicam que, num primeiro momento, a
reacdo inflamatoria a precipitacdo intratubular de cristais de 2,8-DHA envolve a
montagem do inflamassoma NLRP3, sem que o sistema NF-kB seja acionado. E

importante ressaltar que um dos ativadores desse sistema é a Angll, especialmente
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quando sua producdo ndo esta relacionada a conservacdo de sodio, e sim inserida em
um processo inflamatorio. Nessa fase inicial, a quantidade de células positivas para
Angll em ratos tratados com adenina ndo diferiu significativamente da observada no
grupo controle. Outros estimuladores do sistema NF-kB, como o estresse oxidativo,
ndo foram avaliados neste estudo, mas sua acéo pode ter sido modesta ou nula, tendo
em vista que essa ativacao ndo se concretizou.

Quatro semanas ap0s cessada a administracdo da dieta rica em adenina, havia
ocorrido uma normalizacdo da pressdo arterial, da creatinina sérica, do hematocrito
arterial e do potassio plasmatico. Tomados isoladamente, esses resultados sugerem
que houve regressdo do processo agudo observado inicialmente, que parecia
depender exclusivamente da manutencdo da sobrecarga de adenina. Sob esse aspecto,
nossos resultados corroboram observacdes anteriores [76]. No entanto, essa
normalizacdo era apenas aparente: a presenca de colageno 1, que estava
moderadamente aumentada na primeira semana, se intensificara. A infiltracdo renal
por macréfagos, embora modestamente reduzida em relacdo a semana inicial,
mantinha-se muito acima do normal, enquanto a infiltracdo por células positivas para
Angll, indefinida na primeira semana, era agora evidente. Essas anormalidades
caracterizavam a persisténcia silenciosa da inflamacdo iniciada durante a primeira
semana do estudo, que se mantinha mesmo depois de transcorridas algumas semanas
desde a cessacdo do excesso de adenina. Esse processo inflamatdrio continuado ndo
pode ser atribuido a presenca de cristais de 2,8-DHA, cuja quantidade, ja& muito baixa
na fase aguda, caiu ainda mais nas etapas subsequentes, através de um mecanismo
que ndo esta claro, mas que pode envolver a acdo de macrofagos [84]. Portanto, a

continuidade desse processo inflamatério crénico tubulo-intersticial deve refletir a
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persisténcia de fatores patogénicos desencadeados por aqueles cristais durante a
primeira semana do estudo.

A observacdo dos efeitos tardios do excesso temporario de adenina, que
nunca haviam sido examinados, constitui-se em uma das principais contribuicdes do
presente estudo. Nessa fase avancada, a pressdo arterial e o potassio sérico voltaram
a se elevar, enquanto a deposicdo de colageno se intensificou, confirmando a
natureza apenas aparente da recuperacdo observada com 4 semanas de estudo e
indicando que, na verdade, se havia entdo instalado uma nefropatia cronica insidiosa
e progressiva, analoga a algumas situacoes clinicas. A infiltracdo por macrofagos e
por células positivas para Angll também se acentuou, indicando o carater
inflamatdrio da nefropatia. Mais uma vez, o processo ndo pode ser debitado a
presenca de cristais, quase indetectaveis nessa fase. Tampouco pode ser incriminado
o0 eixo NLR/IL1, cuja ativacdo parece restrita a fase aguda do processo inflamatério.
De outro lado, tornou-se evidente nessa fase a translocacdo nuclear do componente
p65, indicando que o sistema NF-xB, que responde por um segmento importante da
imunidade inata e ndo havia participado da fase aguda da nefropatia, estava agora
ativado. Os resultados deste estudo ndo permitem definir qual estimulo desencadeou
o funcionamento do sistema NF-kB. Sabe-se que esse sistema pode ser posto em
marcha pelo acumulo de espécies ativas de oxigénio [85]. Embora a presenca de
estresse oxidativo ndo tenha sido avaliada neste estudo, observacdes anteriores
indicam que essa anomalia ocorre sistematicamente em nefropatias crénicas e, em
particular, naquela associada a sobrecarga de adenina [97]. Portanto, a producédo
exacerbada de radicais livres devido ao estresse oxidativo é uma das possiveis causas

para a ativacao tardia do sistema NF-xB observada neste estudo. Quanto a Angll,
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uma série de estudos da conta de que a acdo desse peptideo € um dos principais
estimulos a ativacdo do sistema NF-«B, através da ligacdo a receptores AT1 e AT2,
promovendo fosforilacdo e desintegracéo da unidade inibidora 1xB [86, 87]. Deve-se
observar que a producdo de Angll intrarrenal, especialmente a que aparece em
células inflamatdrias, nada tem a ver com a de Angll “fisiologica”, destinada a
promover vasoconstricdo e conservacdo de sodio, diretamente ou atraves da
producdo de aldosterona. No contexto de uma inflamacéo crénica como a observada
neste estudo, a Angll produzida localmente funciona como um mediador
proinflamatorio, que influencia fortemente a progressdo da DRC [52, 73, 74],
estimulando ndo somente o sistema NF-kB, mas também a proliferacdo celular e a
infiltracdo por macrofagos, além de promover a producdo de fatores de crescimento e
citocinas [52, 69, 70, 71].

Outra alteracdo proeminente nessa fase avancada foi a presenca de
albumindria acentuada. Em consisténcia com esse achado, uma porcentagem
consideravel dos glomérulos apresentou lesbes escleroticas. As lesbes glomerulares
que observamos nessa fase tardia constituem um achado novo, ndo demonstrado em
trabalhos anteriores [18, 27, 75, 76], que adotaram periodos de observacdo bem mais
curtos do que no presente estudo. O acometimento de glomérulos foi descrito em
nefrites intersticiais crénicas [97] e em outros modelos experimentais de DRC com
comprometimento do intersticio renal, como a obstrucdo ureteral [88], a inibicdo
crénica do oxido nitrico [89] e a administracdo neonatal de losartan [38]. O
mecanismo dessas lesdes glomerulares é incerto. E provavel que nas nefrites
intersticiais crénicas ocorra reducdo consideravel do nimero de néfrons devido a

interrupcdo de tubulos pela fibrose, originando glomérulos atubulares e tubulos
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aglomerulares, ambos destinados a atrofia e a desintegracdo [90]. Como demonstrado
no modelo de ablacdo renal de 5/6 [91], a reducdo do numero de néfrons causa
alteracdes hemodindmicas que aumentam compensatoriamente a taxa de filtragdo
glomerular por nefron [92]. Dessas, a mais importante € a hipertensdo glomerular
[93], capaz de lesar a parede dos capilares glomerulares por aumento da tenséo
mecanica. Essas alteracdes hemodindmicas compensatérias podem ainda ser
agravadas por uma perda da capacidade autorregulatoria dos glomérulos
remanescentes, motivada por uma limitacdo a vasoconstricdo da arteriola aferente,
possivelmente devido a acdo de mediadores inflamatdrios produzidos localmente
[94]. Outra possibilidade de transmissdo da inflamacéo intersticial aos glomérulos ¢ a
difusdo de citocinas produzidas no proprio intersticio renal, as quais podem exercer
nos glomérulos uma acao inflamatoria direta [95]. Deve-se lembrar, por fim, que a
presenca de albumindria nesse contexto reflete uma quebra da barreira glomerular a
macromoléculas, e que a exposi¢do de células tubulares a um excesso de proteinas
filtradas estimula a producdo de mediadores inflamatérios [96], contribuindo assim
para a instalacdo de um ciclo vicioso que agrava e perpetua o dano crbénico ao
parénquima renal.

Em resumo, a nefrite intersticial associada a sobrecarga de adenina é um
processo multifatorial, que compreende alteracbes hemodinamicas e inflamatorias.
Em uma primeira fase, a presenca de cristais no limen tubular promove ativacdo da
imunidade inata, com expressdao do inflamassoma NLRP3 e do TLR4, com
consequente produgdo de IL-1B e IL-6, assim como intensa proliferacdo de
macrofagos, deposigdo intersticial de coldgeno e hipertensdo arterial, mas sem

alteracOes glomerulares detectaveis. Quatro semanas apos a suspensao do excesso de
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adenina, a presenca de cristais no parénquima renal, ja escassa em comparagdo com
estudos anteriores, reduziu-se ainda mais, acompanhada de regressdo da maioria dos
parametros avaliados. No entanto, a infiltracdo de macrofagos e a deposicdo de
colageno se mantiveram, associadas agora a uma infiltracdo intersticial por células
positivas para Angll, indicando que a normalidade néo foi restaurada totalmente apds
a suspensao da ADE. Na fase tardia, 24 semanas ap0s a suspensédo, foram observadas
varias caracteristicas da DRC, como esclerose glomerular, albumindria e hipertensao
arterial, apesar de uma significativa reducdo da atividade da imunidade inata e do
virtual desaparecimento dos cristais. Essas alteracdes intersticiais e glomerulares
tardias, assim como a perpetuacdo do processo inflamatorio, parecem ser mediadas,
ao menos em parte, pela ativacdo do sistema NF-kB, possivelmente em decorréncia
da producdo local de Angll, cuja acdo inflamatéria direta pode ter contribuido
substancialmente a patogénese da nefropatia. As observacdes do presente estudo,
demonstrando a existéncia de dois mecanismos distintos de inflamacao intersticial,
podem ajudar a compreender melhor a patogénese da DRC, e a atuar na prevencdo de

sua ocorréncia e/ou de sua progressao.

76



6. CONCLUSOES

1. A nefropatia tubulo-intersticial desencadeada pela sobrecarga de adenina na

dieta progride mesmo ap0s cessado esse insulto inicial;

2. Durante a vigéncia da sobrecarga de adenina, ocorre ativacdo do
inflamassoma NLRP3, TLR2 E TLR4, assim como producdo de citocinas

pré-inflamatorias, como IL1p e IL6.

3. Nas fases mais avancadas do modelo, a via do inflamassoma NLRP3 retorna
ao normal, enquanto o sistema NF-«B é ativado. E provéavel que o estimulo a
ativacdo do sistema NF-kB tenha sido mediado, ao menos em parte, pela

producdo local de Angll.

4. Nas fases tardias desse modelo, observaram-se também lesbes glomerulares,
ndo descritas anteriormente, provavelmente decorrentes da reducdo do
namero de néfrons e/ou da transmissdo aos glomérulos da inflamacéo

intersticial;

5. O modelo descrito neste estudo pode contribuir substancialmente a uma

melhor compreensdo da patogénese da DRC e a busca de estratégias para

prevenir sua instalagdo ou progressao.
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