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RESUMO

Nunes Padovani, B. Caracterizagdo da les&o renal aguda induzida por cisplatina em zebrafish e o
efeito do probiotico Bacillus subtilis [dissertagdo (Mestrado em Imunologia)]. Sdo Paulo: Instituto de

Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo; 2021.

A lesdo renal aguda (LRA) é uma sindrome de fisiopatologia multifatorial e complexa, que
pode ser causada por isquemia, sepse e 0 uso de medicamentos nefrotoxicos. Um dos agentes
nefrotoxicos mais comuns é a cisplatina, farmaco antineoplasico que tem a capacidade de interferir
nos mecanismos de reparo do DNA, levando a apoptose nas células cancerigenas. O acumulo da
cisplatina nos tubulos renais pode gerar a LRA e resultar na intensa diminuicdo da taxa de filtracdo
glomerular, representada pela elevacdo da creatinina sérica, geracao de estresse oxidativo nos rins e
o0 desenvolvimento de um processo inflamatério no tecido renal. Desta forma, a cisplatina tem sido
adotada como indutor de LRA em modelos experimentais. Neste sentido, o zebrafish (Danio rerio)
tem despontado como ferramenta para estudar diversas doengas humanas visto que esse pequeno
peixe tropical possui atributos fisioldégicos e anatdmicos semelhantes aos de mamiferos e alta
similaridade genética com humanos, além de possuir vantagens como tamanho pequeno, alta taxa de
reproducado externa e transparéncia Optica da larva. Atualmente, ndo existe um tratamento preventivo
para a LRA causada pela cisplatina, deste modo, se torna imprescindivel avaliar métodos que possam
atuar na renoprotecdo e evitar o desenvolvimento desta condi¢cdo durante o tratamento dos pacientes
com cancer. O uso de probioticos tem surgido como uma possibilidade de tratamento para doencas
inflamatorias incluindo a LRA. Assim, nossa hipdtese aponta que o probiético Bacillus subtilis (B.
subtilis) sera capaz de modular o processo inflamatdrio da LRA induzida pela cisplatina em larvas de
zebrafish. O modelo atual de inducdo de LRA por cisplatina na larva de zebrafish requer um grande
desafio técnico e especializacdo para sua aplicacdo, é com base nisso que este projeto teve como
objetivo desenvolver um modelo de LRA utilizando a cisplatina como agente inflamatorio e
conjuntamente estudar o papel do probidtico B. subtilis, na modulacdo da inflamacédo. Para isso,
induzimos e caracterizamos a inflamacdo ao adicionar cisplatina na agua de larvas de 7 dias pos-
fertilizacdo (dpf) e investigamos os efeitos do B. subtilis nestes animais. Nossos dados sugerem que
a cisplatina afeta a sobrevida das larvas de forma dose-dependente e induz a expressdo aumentada de
IL-12, IL-6 e IL-8 ap0s 48 horas. Larvas expostas a 0,10 mg/mL de cisplatina pelo mesmo periodo
de tempo apresentaram diminuig&o de células mieloides na regido glomerular dos pronefros. Por outro
lado, foi observado o aumento de neutrofilos em toda larva apos 48 horas. A analise in silico realizada
indica uma possivel via a ser estudada (Nrf2) no futuro. Por ultimo, resultados preliminares utilizando
0 tratamento com o probidtico ndo demonstraram afetar a sobrevivéncia das larvas expostas a

cisplatina.



PALAVRAS CHAVE: lesdo renal aguda; cisplatina; probidtico; Bacillus subtilis; zebrafish.



ABSTRACT

Nunes Padovani, B. Characterization of acute kidney injury induced by cisplatin in zebrafish and the
effect of probiotic Bacillus subtilis [Master thesis (Master of Science in Immunology)]. Sdo Paulo:

Institute of Biomedical Sciences, University of Sdo Paulo; 2021.

The acute kidney injury (AKI) is a multifactorial and complex pathophysiology syndrome,
which can be caused by ischemia, sepsis and the use of nephrotoxic drugs. One of the most common
nephrotoxic agents is cisplatin, an antineoplastic drug that has the ability to interfere with DNA repair
mechanisms, leading to apoptosis in cancer cells. The accumulation of cisplatin in the renal tubules
can generate AKI resulting in an intense decrease in the glomerular filtration rate, represented by the
increase in serum creatinine, generation of oxidative stress in the kidneys and the development of an
inflammatory process in the renal tissue. Thus, cisplatin has been adopted as an AKI inducer in
experimental models. In this sense, the zebrafish (Danio rerio) has emerged as a tool to study several
human diseases since this small tropical fish has physiological and anatomical attributes similar to
those of mammals and high genetic similarity with humans, in addition to having advantages such as
small size, high rate of external reproduction and optical transparency of the larva. Currently, there
is no preventive treatment for AKI caused by cisplatin, therefore, it is essential to evaluate methods
that can act in renoprotection and to avoid the development of this condition during the treatment of
cancer patients. The use of probiotics has emerged as a possibility of treatment for inflammatory
diseases including AKI. Thus, our hypothesis points out that the probiotic Bacillus subtilis (B.
subtilis) will be able to modulate the inflammatory process of AKI induced by cisplatin in zebrafish
larvae. The current model of AKI induction by cisplatin in zebrafish larvae requires a great technical
challenge and specialization for its application, it is based on this that this project aims to develop an
AKI model using cisplatin as an inflammatory agent and jointly study the role of the probiotic B.
subtilis in the modulation of inflammation. For this, we induced and characterized inflammation by
adding cisplatin in the water of larvae 7 days post fertilization (dpf) and investigate the effects of B.
subtilis on these animals. Our data suggest that cisplatin affects larval survival in a dose-dependent
manner and induces increased expression of IL-12, IL-6 and IL-8 after 48 hours. Larvae exposed to
0.10 mg/mL of cisplatin for the same period of time showed a decrease in myeloid cells in the
glomerular region of the pronephros. On the other hand, an increase in neutrophils was observed in
all larvae after 48 hours. The in silico analysis performed indicates a possible path to be studied (Nrf2)
in the future. Finally, preliminary results using the treatment with the probiotic did not affect the

survival of larvae exposed to cisplatin.

KEYWORDS: acute kidney injury; cisplatin; probiotic; Bacillus subtilis; zebrafish.
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1. INTRODUCAO
1.1. Lesdo renal aguda induzida por cisplatina

Os rins sdo responsaveis por diversas fungdes fisiologicas importantes para a
manutencdo da homeostasia do nosso organismo, tais como, a filtracdo do sangue,
remocdo do excesso de residuos ou toxinas advindos do metabolismo de proteinas,
regulacdo das concentracdes de ions e produgdo de hormdnios [1]. Danos no tecido renal
podem acarretar uma condicdo heterogénea denominada lesdo renal aguda (LRA), um
importante problema de saude publica que afeta mais de 13 milhdes de pessoas por ano
no mundo e resulta em 1,7 milhdo de mortes. Além disso, essa doenca esta associada a
maior permanéncia hospitalar e utilizacdo substancial de recursos financeiros [2, 3]. Em
humanos a LRA é diagnosticada pela alta concentracdo sérica de creatinina e é
caracterizada por uma diminuicdo abrupta da funcéo renal decorrente da lesdo e morte de
células epiteliais tubulares, lesdo e ativacdo de células endoteliais e infiltracdo de
leucdcitos [4, 5]. Este quadro clinico estd comumente associado a infec¢fes bacterianas,
sepse, dano gerado por isquemia/reperfusdo e o uso de medicamentos nefrotoxicos [6].
Neste ultimo caso, a perda da funcdo renal pode ocorrer a partir do uso de farmacos
utilizados no tratamento de cancer, como por exemplo a cisplatina. O mecanismo de a¢édo
da cisplatina se baseia na ligagdo ao DNA e, consequentemente, a indugdo de vias de
morte celular [7]. Entretanto, por conta da sua falta de especificidade, diversos efeitos
colaterais estdo associados com o uso deste medicamento, como danos renais graves,
reacOes alérgicas, diminuicdo da resposta imune a infeccdes, distrbios gastrointestinais,
entre outros [8]. Devido ao seu baixo peso molecular, o acimulo deste farmaco nos rins
contribui para a nefrotoxicidade visto que a morte celular e a inflamacgéo séo encontradas
predominantemente no segmento tubular proximal do néfron, local onde ocorre 0 maximo
acumulo de cisplatina [9]. A fisiopatologia da LRA induzida por cisplatina consiste
principalmente no dano ao tabulo proximal, estresse oxidativo, processo inflamatorio e

dano vascular no rim [10].

Devido ao efeito nefrotoxico da cisplatina, atualmente, este farmaco é utilizado
como modelo de LRA em animais de experimentacao [11]. Em roedores tem se observado
que o tratamento com cisplatina resulta em dano renal funcional a partir do quinto dia
com aumento caracteristico de creatinina sérica [12]. Contudo, apesar de camundongos

serem modelos de experimentagéo viaveis, 0 Seu uso pode acarretar maiores gastos quanto
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a sua manutencdo quando comparado a outros modelos experimentais. Neste sentido, o
zebrafish se torna um modelo interessante no estudo de doencgas renais, em razéo do
menor custo de manutencéo, facilidade de manipulacdo, desenvolvimento rapido e alto
numero de descendentes. Além disso, a larva de zebrafish possui transparéncia Gtica,
conservacao de processos fisioldgicos e inflamatorios, capacidade regenerativa entre

outras vantagens que serdo aprofundadas nos préximos topicos.

Na literatura ja tem sido descrito o0 uso desse peixe para estudar a lesdo renal [13,
14]. Na fase larval, existem protocolos de microinjecéo intravenosa de gentamicina que
ocasiona caracteristicas consistentes de LRA, como ruptura morfologica do tdbulo e
formacéo de edema [15]. De forma similar, a microinjecao de cisplatina em larvas de 48
horas pds-fertilizacao (hpf), resultou na vacuolizacao celular, distensdo do lumen tubular
e achatamento e perda das bordas em escova das células tubulares, ocasionando a
diminuicdo da funcdo renal e desequilibrio hidrico [16, 17]. Lamentavelmente, esses
protocolos implicam em um grande desafio técnico devido a necessidade de retirar as
larvas do corion antes da sua eclosdo natural e realizar a microinjecdo na corrente
sanguinea em cada um dos animais, 0 que ocasiona o aumento da mortalidade induzida
pela técnica além de impossibilitar algumas metodologias como a derivagdo de animais
germ-free (GF) e dificultar a obtencdo do numero necessario de animais para algumas
analises. Neste sentido, nosso laboratério tem procurado desenvolver novos modelos de
LRA no zebrafish, com abordagens mais simples que permitem resultados em poucos
dias. Recentemente, desenvolvemos um modelo de LRA induzida por cisplatina em
peixes adultos com perda de estrutura tubular, aumento do infiltrado inflamatério e alta
taxa de morte celular no rim [18]. Outros estudos tém observado que a lesdo causada por
cisplatina parece ser evolutivamente conservada entre os teledsteos e humanos, o que faz
0 zebrafish um organismo interessante para o estudo da inflamacdo induzida por este
agente [16].

1.2. Zebrafish como modelo experimental

1.2.1. Zebrafish como modelo de doencas humanas

Tradicionalmente, estudos na éarea de imunologia tem utilizado modelos

experimentais de mamiferos como camundongos e ratos, porém, em anos recentes o
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zebrafish, tem despontado como ferramenta para estudar diversas doencas humanas. O
zebrafish (Danio rerio) ou peixe-zebra, € um peixe tropical 6sseo (teledsteo) de dgua doce
e é originario dos corregos da regido sudeste do Himalaia [19].

O zebrafish é um peixe de pequeno tamanho com uma vida média de 3,5 anos mas
pode viver até 5,5 anos em cativeiro e, em geral, atinge a maturidade sexual entre 3 a 6
meses de vida, com grande dimorfismo sexual [20]. O zebrafish surgiu como modelo
experimental na década de 70 introduzido por George Streisinger como um vertebrado
para estudos de genética e biologia do desenvolvimento [21]. Os atributos pelos quais
Streisinger escolheu o zebrafish como organismo experimental sdo considerados na
atualidade para estudar doencas humanas [22]. Estes incluem, atributos fisiologicos e
anatdmicos semelhantes aos dos mamiferos (Figura 1A); pequeno tamanho do adulto (~4-
5 cm), 0 que diminui 0s custos e 0 espaco para manutencdo; alta taxa de reproducéo
externa (uma fémea pode produzir até 300 ovos por semana) e rapido desenvolvimento
(Figura 1B); larvas com corpo translicido que em conjunto com o uso de animais
transgénicos, facilita 0 exame ndo invasivo de 6rgdos e processos bioldgicos [23]; alta
similaridade genética com humanos (70%) e facilidade de manipulacdo genética
permitindo ensaios de genética direta para o estudo de diferentes genes envolvidos em

doencas humanas [23-25].
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Figura 1: O zebrafish como modelo experimental.

A. Desenho representando os 6rgdos do zebrafish em estado larval (acima) de 3 a 5 dias pos-fertilizacdo e
em um adulto (abaixo). (Adaptado de Santiorello & Zon, 2012, J Clin Invest) [23]. B. Desenho de embrides
de zebrafish em diferentes estagios de desenvolvimento. A fase unicelular (periodo zigoto) dura cerca de 2
horas pds-fertilizacdo (hpf) e € seguido pelo periodo de clivagem (divisdo celular), blastulacdo (2-5 hpf),
gastrulacdo (5-10hpf), segmentacdo (10-22 hpf) até o periodo de ecloséo (48-72 hpf). (Adaptado de Kimmel
et al, 1995, Dev Dyn [26])

1.2.2. O Rim do zebrafish

O rim do zebrafish possui aspectos estruturais e fisioldgicos conservados
comparaveis ao metanefros dos mamiferos (Figura 2A) [27], pelo que tem sido usado
para o estudos de desenvolvimento, fungdo e regeneracdo tecidual [28, 29]. O
desenvolvimento renal no zebrafish inicia com a formacéo do pronefros apos o fim da
gastrulacdo (~10 hpf), e se encontra totalmente estruturado e funcional as 48 hpf. Nesta
etapa é composto por dois pronefros localizados de forma horizontal laterais a bexiga
natatoria, estruturalmente divididos em glomérulo, pescoco, tibulo contorcido proximal,
tubulo reto proximal, tubulo anterior distal, tabulo posterior distal, e ducto coletor,

terminando na cloaca (Figura 2B) [28]. A medida que o peixe vai se desenvolvendo e
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crescendo, esta estrutura basica comeca a se ramificar formando o mesonefros, sendo
composto na fase adulta, por trés partes principais: a cabeca, 0 tronco e a cauda (Figura
2C), que tém funcéo similar ao cortex e a medula renal em humanos. O 6rgéo € localizado
na parede dorsal do corpo, entre a bexiga natatéria e a coluna vertebral [28]. Os nefros
sdo bifurcados e drenam para um Unico ducto coletor [30] e semelhante aos humanos, o
Danio rerio apresenta borda em escova desenvolvida [27]. Funcionalmente o rim do
zebrafish compartilha algumas caracteristicas com o rim de mamiferos como a regulagéo
da osmolaridade e a excrecdo de dgua. Porém, como peixes de dgua doce permanecem
em meios com osmolaridade muito baixa, tendem a ser hiper osmoticos e portanto
dependem também de outros 6rgdos como as guelras, e a pele em estagios iniciais, para
regular estes processos [31].

Os rins, tanto na fase larval quanto fase adulta, sdo 6timos sistemas para o estudo
processos regenerativos apds lesao, visto que o zebrafish é capaz de gerar néfrons durante
toda sua vida e regenerar 0 6rgdo sem a formacdo de uma cicatriz fibrotica, isso devido a
presenca de progenitores renais até a vida adulta (Figura 2C). Além disso, um ponto
interessante a ser ressaltado é que o rim do zebrafish além de apresentar a funcéo de
filtracdo de 4gua e sangue também atua como 6rgdo hematopoiético, equivalente a medula

0ssea em mamiferos [32].
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Figura 2: Estruturas renais em mamiferos e zebrafish.

A. Metanefros de um mamifero e segmentos do néfron. B. Pronefros da larva de zebrafish é composto por
dois néfrons, sendo organizado em um glomérulo, o tabulo proximal, o distal e um ducto coletor. C. O rim
do zebrafish adulto, apesar de sua diferenca anatdmica, tem complexidade funcional similar ao dos
mamiferos, o rim possui é composto por diversos glomérulos ligados aos tdbulos que se ligam ao ducto.
llustracdo adaptada de McKee, et.al, 2015, Curr Pathobiol Rep [33]

1.2.3. O sistema imune do zebrafish

O zebrafish possui maturagéo diferenciada do sistema imune: a imunidade inata
esta ativa a partir das 48 hpf enquanto o sistema imune adaptativo estd completamente
funcional ao redor das 4-6 spf (semanas pos-fertilizacdo). Os sitios anatbmicos da
hematopoiese no zebrafish sdo diferentes dos mamiferos embora os mecanismos
moleculares envolvidos sejam altamente conservados [34, 35]. A hematopoiese no
zebrafish se desenvolve em duas ondas, primeiro, durante a embriogénese acontece a
hematopoiese primitiva onde sdo produzidos eritrocitos e macréfagos [36, 37]. Este
primeiro evento ocorre principalmente na Massa Celular Intermediaria (Intermedial Cell
Mass - ICM) que se forma bilateralmente ao mesoderma da Placa Lateral Posterior (PLM)
[38]. Desta forma, se observam eritrocitos circulantes ao redor das 24 hpf e granulécitos
as 36 hpf, ja macrofagos podem ser observados desde as 22 hpf no saco vitelino [37, 39,

40]. A segunda onda ou hematopoiese definitiva comega ao redor das 26 hpf e é
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responsavel pela producdo de células-tronco hematopoiéticas (HSCs) autorrenovaveis,
que irdo manter as linhagens mieloide, eritroide e linfoide pelo resto da vida do zebrafish
[41]. Primeiramente, a llha de Sangue Posterior (PBI) gera transientemente progenitores
eritro-mieloides (EMPs) que se diferenciardo em linhagens eritroides e mieloides, porém
ndo linfoides, que véao povoar a larva do zebrafish [42, 43]. Logo, ao redor das 28-30 hpf
as verdadeiras HSCs se especializam a partir de células endoteliais na parede Ventral da
Aorta Dorsal (VDA), também conhecido como Aorta-G6nada-Mesonefros (AGM) [44,
45]. HSCs se separam do endotélio e entram em circulacdo semeando os trés 6rgaos
hematopoiéticos principais: o Tecido Hematopoiético Caudal (CHT) aos 2 dpf, o Timo
aos 3 dpf e o Rim aos 4 dpf. As células do CHT serdo fonte de macrdfagos, neutréfilos e
mondcitos durante o periodo larval. Enquanto o pronefros/rim, serd o 6rgao equivalente
a medula 6ssea dos mamiferos e produzira as linhagens mieloide, eritroide, tromboide e
linfoide, deixando o timo para a producdo de linfocitos T durante idade adulta [43, 45-
49]. Um resumo e comparagdo com a hematopoiese de camundongos é mostrado da
Figura 3.

O desenvolvimento de linfécitos T no timo do zebrafish se assemelha ao
encontrado em mamiferos, com o timo completamente maduro na 3% spf [50]. A
linfopoiese se inicia em torno das 92 hpf resultando em linfécitos T com receptores de
superficie CD3, CD4 e CD8, além disso, a geracdo do TCR é conservada e ocorre a partir
da recombinacdo V(D)J com acdo de ragl- 2 [51-53]. Também foi encontrada evidéncia
da presenca de células T foxp3 positivas com funcdo reguladora [54]. Os linfdcitos B
estdo presentes no zebrafish e se desenvolvem a partir dos 4 dpf no pancreas e,
posteriormente, sdo geradas no rim [55, 56]. Os linfocitos B também apresentam rearranjo
V(D)J dependente de ragl e rag2, mas ndo apresentam a troca de classe de
imunoglobulina, possuindo somente os subtipos IgM, IgD e IgZ, este Gltimo préprio dos
teledsteos [57, 58]. As células B sdo encontradas em varios 0rgaos e tecidos com
preferéncia no baco, intestino e rim [59]. Ja as células apresentadoras de antigenos
(APCs), também tem como funcdo processar e apresentar peptideos, como em mamiferos,
sendo identificados genes MHC classe I, 1l e Il [60, 61]. Em contraposicdo aos
vertebrados mais desenvolvidos, o zebrafish ndo possui 6rgaos linfoides secundarios bem
definidos como linfonodos, Placas de Peyer no intestino ou centros germinativos

esplénicos [62].
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Figura 3: Modelo de ontogenia hematopoiética no zebrafish.

A. Hematopoiese de acordo com o estdgio do desenvolvimento de camundongos e zebrafish. No
camundongo (esquerda), a hematopoiese primitiva inicia no saco vitelino (YS; amarelo), produzindo
células eritroides primitivas e macréfagos. Posteriormente, os progenitores eritromiel6ides definitivos
(EMPs) emergem no YS. As HSCs sdo especificadas na regido da aorta-gdnada-mesonefros (AGM, azul-
petréleo). Essas HSCs eventualmente semeiam o figado fetal (laranja), o principal local de hematopoiese
embrionéria. A hematopoiese adulta ocorre no timo (azul), no bago (verde) e na medula dssea (vermelho).
A hematopoiese do zebrafish é semelhante: analogia temporal com a hematopoiese de camundongo
mostrada em (A, direita), localizacBes espaciais mostradas em B. B. No zebrafish, a hematopoiese
embrionaria ocorre por meio de ondas independentes de produgdo de precursores. (1) Primeiro, 0s
macrofagos primitivos surgem no mesoderma cefélico, migram para o saco vitelino e se espalham por todo
0 embrido (roxo). (2) Logo, os eritrdcitos primitivos se desenvolvem na massa celular intermediaria (ICM;
amarelo). (3) Os primeiros progenitores definitivos sdo EMPs, que se desenvolvem na llha de Sangue
Posterior (PBI; laranja). (4) Mais tarde, HSCs surgem na regido AGM (azul-petréleo) e migram para o CHT
(nome posterior para o PBI, laranja), o timo (azul) e o rim (vermelho). Eventos hematopoiéticos
semelhantes em camundongos e peixes tém correspondéncia de cores. dpf: dias pés-fertilizagdo; E: dia
embriondrio; hpf: horas pos fertilizacdo; wpf: semanas pos-fertilizacdo. (Adaptado de Stachura & Traver,
2016, Methods Cell Biol [49])

Hoje em dia, a maioria das células do sistema imune dos mamiferos tem sido
identificadas no zebrafish, incluindo neutréfilos, macréfagos M1 e M2, celulas
dendriticas, células NK-like, células T-CD4+, com seus subtipos Thl, Th2, Thl7 e T-
regs, células T-CD8+ e células B. Embora a disponibilidade de ferramentas de
identificacdo destas celulas, principalmente anticorpos, seja ainda limitada na atualidade,
existem varias linhagens transgénicas com marcadores fluorescentes que permitem a

visualizagdo e isolamento destas células no zebrafish.
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1.2.4. A microbiota do zebrafish

A interagdo entre a microbiota e o intestino vem sendo bastante estudada nos
ultimos anos, resultando em uma melhor compreensao das relagdes entre a microbiota
intestinal e outros 6rgaos, como por exemplo, os rins. No zebrafish, o intestino tem sido
descrito como anatomicamente similar em arquitetura ao intestino delgado dos
mamiferos. O intestino do zebrafish em estagio larval forma um tubo linear simples,
enquanto no adulto o intestino j& apresenta dobramentos de modo similar ao de mamiferos
(Figura 4) [60]. O intestino se encontra compartimentado em trés segmentos principais:
o0 bulbo, o intestino-médio e o intestino posterior (Figura 4). Na larva de zebrafish o
intestino ja estd completamente maduro e funcional aos 5 dpf e é facilmente observado
devido a transparéncia da larva, tornando-o excelente modelo para estudos funcionais e

moleculares. Pelo fato de ndo possuirem estdbmago, o bulbo absorve nutrientes [60, 63].

. - — -
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Figura 4: O intestino do zebrafish em estagio larval.

Imagem de uma larva de 10 dpf com ampliagdo do intestino, apontando em linhas pontilhadas coloridas o
bulbo (amarelo), o intestino médio (azul) e o intestino posterior (vermelho). Imagem por C. Morales Fénero
(Dissertacdo de Mestrado).

De modo geral, esse peixe tem demonstrado ser um excelente modelo
experimental para o estudo de populac¢des bacterianas in vivo, visto que sua transparéncia
durante a fase larval permite que as interagdes microbianas possam ser observadas em
animais vivos, através do uso de linhagens transgénicas ou a utilizacdo bactérias que
expressam proteinas fluorescentes [63]. Por outro lado, a possibilidade de geracdo de

animais gnotobioticos ou germ-free, permite o estudo do efeito isolado de uma linhagem
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bacteriana (monoassociacéo) ou de um grupo determinado (poliassociacédo), requerendo

uma infraestrutura simples e com resultados dentro de uma semana. [64].

O processo de colonizacdo bacteriana no intestino do zebrafish comega ap6s o
embrido sair do cérion, entre as 48 e 72 hpf,[65]. Estudos tém demonstrado que a
diferenca dos humanos, a diversidade da microbiota diminui de larva ao adulto [66]. As
Proteobacterias s@o o filo predominante desde o estagio larval ao adulto, sendo também
abundantes os Firmicutes e Fusobactérias [66]. Comparando a microbiota do zebrafish
aos humanos e camundongos (Tabela 1), podemos observar que sdo compartilhados os
filos mais abundantes como Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes, Verrumicrobia,

Actinobacteria e Fusobacteria [67].

A microbiota tem demonstrado participar ativamente na homeostasia do
hospedeiro uma vez que atua na manutencao da integridade da barreira intestinal, aptidao
imunolégica e metabdlica [68]. 1sso porque a comunidade microbiana € responsavel pela
biossintese de vitaminas e aminoacidos, do metabolismo de farmacos, quebra de
nutrientes, controle de patdgenos e maturacdo do sistema imunoldgico [68, 69].
Entretanto, multiplos fatores podem afetar as interagdes microbiota-hospedeiro, tais
como, alteracdes alimentares, exposicdo a certos medicamentos, doengas ou cirurgias
gastrointestinais [68]. E por isso que o estudo de populacbes bacterianas que diminuam
estados inflamatdrios e promovam o equilibrio fisiol6gico no intestino é uma area de

grande interesse e sera aprofundada no item seguinte.
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Filo Zebrafish Camundongo Humano
Proteobacteria + + +
Fimicutes + + +
Bacteroidetes + + +
Verrucomicrobia + + +
Actinobacteria + + +
TM7 + +
Fusobacteria + +
Planctomycetes +
TM6 +
Nitrospira +
OP10 +
Cyanobacteria + +
Deferribacteria +
Gemmimonoas +
Spirochaeates +
VadinBE97 +

Tabela 1: Comparacao das microbiotas de zebrafish, camundongo e humano.
Tabela comparativa dos filos bacterianos mais representativos de cada espécie zebrafish, camundongo e
humano. Modificado de Rawls et al, 2006, Cell. [67].

1.3. Probidticos

Na literatura muito se discute sobre o eixo rim - microbiota, isso porque se sabe
que alteragdes na composicdo da microbiota pode afetar o desenvolvimento de doencas
renais. Altas concentracdes de ureia podem levar a modificagdes na microbiota intestinal
que podem elevar a producdo de toxinas e alterar a barreira epitelial intestinal [70]. Essa
barreira é essencial para a manutencdo da homeostasia e também pode ser afetada por
processos inflamatorios que estejam ocorrendo no rim [71]. Entretanto, determinados
grupos bacterianos que constituem a microbiota também podem ter efeitos protetores no
rim [72].

Os probidticos sdo microrganismos vivos que conferem vantagem a salde do
hospedeiro, quando administrados corretamente [73]. Neste sentido, os probioticos
podem atuar de forma benéfica para o hospedeiro através da competicdo com patdgenos,
produzindo substancias bactericidas, ou podendo também regular a homeostase epitelial
no intestino ao promover a sobrevivéncia das células epiteliais, desta maneira,
melhorando a funcdo de barreira [74]. Outra caracteristica relevante é a possibilidade de
regular a resposta imune, isso porque, probidticos ou sustancias derivadas do seu

metabolismo e atividade funcional tem sido associados com efeitos anti-inflamatorios e
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imunomoduladores [75]. Nesse sentido ocorre a estimulacdo para a producdo de IgA,
inibicdo da sinalizacdo de vias apoptéticas, modulacéo dos processos oxidativos celulares
e diminuigdo dos danos ao DNA [76-78]. Além disso, tem sido descrita uma relagao entre
os efeitos dos microrganismos probidticos e a remodelacdo da arquitetura e 0 aumento
da expressdo de proteinas de adesdo das jungdes oclusivas do epitélio intestinal,
mecanismo que atua na manutenc¢éo da integridade da barreira intestinal, impossibilitando
a translocacdo bacteriana [79]. Na aquicultura, os probidticos tem sido usados com o
objetivo de modular a microbiota dos peixes, com o intuito de melhorar a qualidade da
agua, a disponibilidade e digestibilidade dos nutrientes, controle da infeccdo, e assim,
diminuir o uso de medicamentos e, consequentemente, diminuir a propagacdo da

resisténcia antimicrobiana [69].

Na ultima década, o campo de estudo e aplicabilidade dos probi6ticos tem sido
suportado em trés principios: (i) a necessidade de alternativas aos medicamentos que
tenham eficécia abaixo do ideal ou efeitos adversos graves; (ii) um interesse crescente
por produtos naturais e microrganismos; e (iii) evidéncias sobre as propriedades genéticas
e metabolicas de cepas probidticas e estudos clinicos mostrando sua eficacia [80].
Atualmente, entre os probidticos estudados temos o Bacillus subtilis (B. subtilis), uma
bactéria gram-positiva em forma de bastonete que forma esporos, de facil crescimento e
manipulacdo [81]. Ja foi observado que a administracdo do B. subtilis pode limitar a
translocacdo nuclear de NF-kB, o que impede a degradagao de IkB, inibindo a sintese de
citocinas pré-inflamatorias [82, 83]. Ademais, reforca a integridade da barreira intestinal
através da regulacdo positiva da expressao da proteina das juncdes oclusivas [82]. A
diminuicdo da proteina iINOS apds o tratamento do Bacillus subtilis também ja foi
reportada [82]. Alguns estudos tém analisado o papel da suplementacdo probidtica com
B. subtilis e a saude renal, sendo usado como modulador de processos de urolitiase em
modelos animais, e na reducdo da toxicidade renal associada com certos farmacos [84,
85]. Esses dados demonstram o potencial papel de B. subtilis na modulagéo dos processos
inflamatdrios e a manutencdo da barreira intestinal, porém acreditamos que estes

processos imunomoduladores possam afetar érgdos extra intestinais como o rim.

Considerando os dados da literatura apresentados aqui, nés acreditamos que 0 uso
de probidticos se torna uma estratégia potencial para corrigir ou manipular alteragdes da

microbiota intestinal relacionadas a LRA. Deste modo, formulamos a hipétese de que o
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probidtico Bacillus subtilis seria capaz de modular o processo inflamatério da LRA

induzida pela cisplatina em larvas de zebrafish.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
Caracterizar um modelo de LRA induzida por cisplatina em larvas de zebrafish e
estudar o papel do probidtico Bacillus subtilis na modulacdo da resposta

inflamatoria.

2.2. Objetivos Especificos
I.  Desenvolver e caracterizar um modelo de LRA induzida por cisplatina em larvas

de zebrafish;

Il.  Avaliar morfologicamente e funcionalmente a lesdo renal aguda induzida por

cisplatina em larvas de zebrafish;

I1l.  Estudar o tratamento com B. subtilis em animais com LRA induzida por cisplatina.

30



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizadas larvas de zebrafish (Danio rerio) da linhagem selvagem AB e
linhagem transgénica com marcacao para lisozima Tg(lysC:DsRED2) do Biotério de
Zebrafish do Departamento de Genética e Biologia Evolutiva do Instituto de Biociéncias
da Universidade de Sdo Paulo — USP. Os ovos foram obtidos por desova natural,
coletados em placas de Petri com meio de embrido E3 1x (5mM NaCl, 0.17mM KClI,
0.33mM CaCl2, 0.33mM MgSO4, pH 7.2) com azul de metileno e mantidos na
incubadora a 28,5°C, com ciclo de luz/escuriddo de 10/14 horas. Todos os protocolos
utilizados neste estudo foram aprovados pelo Comité de Etica para Uso de Animais de
Experimentacdo (CEUA) do Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICB) da USP (Protocolo
nimero 8619291019).

3.2. Lesdo renal aguda

3.2.1. Modelo de cisplatina em larvas

Para a padronizacdo da lesdo renal aguda foram testadas duas cisplatinas de
diferentes marcas: “C-PLATIN” (Blau Farmacéutica — Cotia, SP) e “Cis-
Diammineplatinum(ll) dichloride” (Sigma - Saint Louis, USA). Concentracfes
crescentes de cisplatina (0,025; 0,050; 0,10 e 0,25 mg/ml) foram adicionadas no meio
embrionario 1X das larvas aos 6 dpf e 7 dpf. O pH do meio foi medido para verificar se
ndo houve variacdo apos a adi¢do do farmaco, mantendo-se entre 7,2 a 7,3. A sobrevida
das larvas foi acompanhada diariamente até o 10° dia pds- fertilizacdo. Apos as analises
das curvas de sobrevida, a concentracdo de 0,10 mg/mL foi escolhida para os seguintes

experimentos.

3.2.2. Andlise da atividade locomotora

Para a analise da atividade locomotora, a cisplatina foi adicionada no meio
embrionario E3 1x contendo larvas AB aos 7 dpf. Animais controles foram mantidos no
meio embrionario E3 1x. As larvas foram gravadas aos 8 dpf e 9 dpf apds exposicao ao

farmaco por 24 horas e 48 horas, respectivamente. Para a gravacao, as larvas foram
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mantidas em 100 pl de meio embrionario E3 1x. Em uma placa de 96 pocos, as larvas
foram separadas de modo a haver apenas uma larva por poco. A gravacgéo foi realizada
na lupa ZEISS Axio Zoom.V16, tendo como configuragdes: 2 frames por segundo,
magnitude 7x, intervalo de tempo 10 minutos. A andlise dos videos foi realizada no
software ImageJ utilizando o plugin TrackMate tendo como resultado a velocidade média

(microns/segundos) de cada larva.

3.2.3. qPCR

Pools de 20 larvas foram coletadas e eutanasiadas com 0.3 mg/mL de Tricaina
metanesulfonato (MS222) (Sigma). As amostras foram coletadas aos 8 dpf e 9 dpf apds
24 horas e 48 horas, respectivamente, de exposicdo a cisplatina. A extracdo de RNA foi
realizada utilizando o método por Trizol (Invitrogen, EUA) seguindo as instrucdes do
fabricante. A concentracdo de RNA obtida, foi medida no aparelho NanoDrop (Thermo
Scientifc NanoDrop, EUA) [86]. Posteriormente, o cDNA foi sintetizado a partir de 2 ug
de RNA e, posteriormente, diluido (1:10). Para a reacdo de PCR foi utilizado 4uL de
cDNA, 0,5uL de cada primers (125- 500nM), SuLL de master mix Syber (Thermo fisher,
EUA). A amplificacdo de PCR foi realizada no aparelho QuantStudio 12K Flex (Thermo
Fisher). Para a analise dos resultados foi utilizado o método 224¢T, conforme descrito
anteriormente [87]. A expressdo génica relativa foi calculada usando 22T usando o
elongation fator 1 - alpha (elfl-a) como controle interno. Os seguintes primers Sybr

foram utilizados:

Gene Forward Reverse

efllal AGTGTTGCCTTCGTCCCAAT TTCCATCCCTTGAACCAGCC
il-1p TGGACTTCGCAGCACAAAATG | GTTCACTTCACGCTCTTGGATG
il-6 GGCATTTGAAGGGGTCAGGA | TCAGGACGCTGTAGATTCGC
il-8 GTTTTCCTGGCATTTCTGACCA | GCGTCGGCTTTCTGTTTCAA
il-12 ACGCAAACGGTGTCTGTCT CTCTGTAGGCATTCGCTCTCAT
havcrl/ | CGCTAGAAGTAAGGCAGAA CACTGTTCGTATTCGCTTTC
kim-1
Tabela 2: Lista dos primers usado para gPCR.

Na primeira coluna estdo os nomes dos genes analisados. Na segunda e terceira colunas estdo,
respectivamente, os primers Forward (iniciador 5°) e Reverse (iniciador 3°).
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3.2.4. Quantificacdo de células mieloides por microscopia

Aos 7 dpf, larvas da linhagem transgénica Tg(lysC:DsRED2) com marcacéo
fluorescente vermelha para lisozima, presente em células mieloides, foram submetidas ao
tratamento de 0,10 mg/mL de cisplatina e mantidas por 48 horas. As larvas controles
foram mantidas apenas em meio E3 1X. As larvas com 9 dpf foram anestesiadas com
0,168 mg/mL de Tricaina Metanesulfonato (MS222) (Sigma) e colocadas em uma lamina
recoberta com metilcelulose 3% [86]. Nesta etapa, as larvas foram cuidadosamente
manipuladas para uma visao lateral e imagens foram capturadas na lupa ZEISS Axio
Zoom.V16. A quantificacdo da média da intensidade de fluorescéncia (MFI) na regido

glomerular do pronefros foi realizada no software ImageJ.

3.2.5. Ensaio de morte celular (TUNEL)

Para o ensaio, a cisplatina foi adicionada no meio embrionario E3 1x contendo
larvas AB aos 7 dpf. Animais controles foram mantidos apenas no meio embrionario E3
1x. As amostras foram fixadas com PFA 4% overnight a 4°C aos 8 dpf e 9 dpf apds
exposicdo ao farmaco por 24 horas e 48 horas, respectivamente. No dia seguinte, as
amostras foram lavadas trés vezes com PBS 1x por 10 minutos. Em seguida ocorreu a
desidratacdo do material com metanol/PBS 1X (25%, 50%, 75% e 100%,
respectivamente). As amostras foram mantidas em metanol 100% overnight a -20°C. Para
0 ensaio do Terminal deoxynucleotidyl transferase (Tdt) dUTP nick end labeling
(TUNEL), as amostras foram novamente hidratadas com metanol/PBS 1X (75%, 50% e
25%, respectivamente), seguida de trés lavagens com PBT (PBS 1x +Triton 0,5%) por 5
minutos. Para despigmentacdo das larvas, foi realizado o bleaching (2% H202; 0,5%
KOH) por 30 minutos, seguido de trés lavagens com PBT por 5 minutos. As amostras
foram incubadas com acetona por 9 minutos a -20°C. Apds o tempo determinado, foram
realizadas trés lavagens com PBT por 5 minutos. Para a permeabilizacdo das larvas foi
usado 1mg/mL de colagenase do tipo IV por 60 minutos. Trés lavagens com PBT por 5
minutos foram realizadas. Posteriormente, as amostras foram incubadas com o mix de
Enzyme Solution e Label Solution na propor¢do de 1:10 por uma hora a temperatura
ambiente, protegidas da luz. Foi utilizado o kit enzimatico In Situ Cell Death Detection
TMR RED (Roche - 12156792910). Para o controle negativo foi utilizado apenas o label

solution. Trés lavagens com PBT por 5 minutos foram realizadas. A marcacao do ndcleo
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celular foi realizada com 50 pul de Hoescht (1:1000), incubando as amostras por 5 minutos
a temperatura ambiente, protegendo-as da luz. Em seguida, novamente foram realizadas
trés lavagens com PBT e uma vez com PBS 1X por 5 minutos. As larvas foram montadas
em uma placa contendo 1% de agarose low melting point, sendo manipuladas para ficarem
na posicdo lateral. Por fim, as imagens foram capturadas no confocal LSM 780 NLO e
analisadas manualmente selecionando a area de interesse e contando todos os stacks no

ImageJ com o Plug-in “Cell Counter”.

3.2.6 Imunofluorescéncia

As etapas de processamento da amostra que antecedem a imunofluorescéncia:
fixacdo, desidratacdo, reidratacdo, bleaching, permeabilizacéo e lavagens foram idénticas
as efetuadas no topico anterior. Deste modo, apds a permeabilizacdo e sucessivas
lavagens, para o bloqueio de proteinas inespecificas as larvas permaneceram no 1B (buffer
de incubacdo) (10% Soro Fetal Bovino, 1% DMSO, 0,5% Triton diluidos em PBS 1x)
overnight a 4°C. No dia seguinte, o IB foi retirado e as amostras foram incubadas com o
anticorpo primario (Abcam - ab14955) para histona H3 fosforilada 1:750 diluido no IB
overnight a 4°C. Para o controle negativo, as amostras foram incubadas sem o anticorpo
primario. Apos isso, 0 anticorpo primario foi descartado, seguido de duas lavagens com
PBT por 15 minutos, duas lavagens com PBT por 30 minutos e uma lavagem de uma hora
a temperatura ambiente. Novamente as amostras foram mantidas no IB por duas horas.
Posteriormente, foi realizada a incubagdo com o anticorpo secundario anti-GFP 1:200
(Invitrogen - A11029) diluidos no IB overnight a 4°. Duas lavagens com PBT por 15
minutos, duas lavagens com PBT por 30 minutos e uma lavagem de uma hora foram
realizadas. Como citado anteriormente, marcacéo do nucleo celular foi realizada com 50
pl de Hoescht (1:1000), incubando as amostras por 5 minutos a temperatura ambiente,
protegendo-as da luz. Em seguida, novamente foram realizadas trés lavagens com PBT e
uma vez com PBS 1X por 5 minutos. As larvas foram montadas em uma placa contendo
1% de agarose low melting point, sendo manipuladas para ficarem na posicgéo lateral. As
imagens foram capturadas no confocal LSM 780 NLO e analisadas manualmente
selecionando a area de interesse e contando todos os stacks no ImageJ com o Plug-in

“Cell Counter”.
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3.2.7. Citometria de fluxo

Para anélise do zebrafish em fase larval, um pool contendo 50 larvas transgénicas
Tg(lysC:DsRED?2) foram eutanasiadas e mantidas em solucdo PBS 1x contendo 2% de
soro fetal bovino (SFB) a 4°C até o seu processamento. As amostras foram coletadas aos
8 dpf e 9 dpf apos 24 horas e 48 horas, respectivamente, de exposicdo a cisplatina. Para
obter uma suspensdo de células isoladas, as amostras foram maceradas em cell strainer
de 40 um (Corning, EUA) e ressuspendidas em PBS 1X 2% SFB. Apos isso, as células
foram incubadas com diferentes anticorpos 1:200 F4/80-APC-Cyanine7 (BiolLegend);
CD11b-PE/Cyanine7 (BioLegend) e Ly6G- APC (BD Biosciences). Para configuracéo e
identificacdo das populacbes de granulécitos com base nos parametros de tamanho e
granulosidade foram usados rins de zebrafish AB adultos, por serem o 6rgéao
hematopoiético deste animal. As amostras foram lidas no aparelho BD FACSCanto Il e

analisadas usando o software FlowJo (Tree Star).

3.3. Probiético B. Subtilis

3.3.1. Padronizacéo das condicdes de cultivo de Bacillus Subtilis

O Bacillus subtilis (VT000032-1VL- Sigma - Saint Louis, USA) foi reconstituido
seguindo as instruc6es do fabricante e posteriormente, mantido em meio de congelamento
(250 pl de 60% glicerol e 250 ul de meio BHI Broth (Brain Heart Infusion)) a -80°C.
Para a expansdo bacteriana 10yl das bactérias foram diluidos em 5 mL de meio BHI Broth
sendo mantidas a 37° a 200 rpm overnight. No dia seguinte apds a expansao bacteriana,
10ul das bactérias foram diluidos em 5 mL de meio BHI Broth sendo mantidas nas
temperaturas de 28° e 37° a 200 rpm. A cada duas horas foi realizada a medicdo da
densidade Optica e o diluicdo para o crescimento em meio s6lido em placas agar para a
contabilizagdo das CFU (Unidades Formadoras de Colonias). A partir desses dados foram
obtidos os valores de CFU/mL nos diferentes tempos, permitindo a obtencdo das

diferentes concentracdes bacterianas de interesse.
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3.3.2. Avaliacéo de viabilidade das larvas de zebrafish

Para analisar o efeito do probiotico na mortalidade das larvas, trés concentragdes
de Bacillus subtilis (10%, 10°, 10°) diluidos em meio BHI foram adicionados ao meio
embrionario aos 6 dpf. No dia seguinte, foi feita a lavagem do poco contendo as larvas e
a troca por meio embrionario E3 1X. As larvas foram separadas em quatro grupos: Ctr;
Bs; Bs+Cisp e Cisp. Animais controles foram mantidos apenas em meio embrionario E3
1x (Ctr). Aos 7dpf, a cisplatina foi adicionada ao meio embrionario aos grupos Bs+Cisp
(grupo tratado com o probidtico e também exposto a cisplatina) e Cisp (grupo tratado
apenas com cisplatina). O grupo Bs foi tratado com o probidtico. A sobrevida das larvas

foi acompanhada diariamente até o 10° dia pos- fertilizac&o.

3.3.3. Quantificacao de células mieloides por microscopia

Aos 5 dpf, larvas da linhagem transgénica Tg(lysC:DsREDZ2) imersas em meio
embrionario E3 1X estéril foram expostas a concentracfes crescentes do Bacillus subtilis
(10%, 10°, 10°) e mantidas por 24 horas. As larvas controles foram mantidas apenas em
meio E3 1X. No dia seguinte, ocorreu a lavagem do poco contendo as larvas e a troca por
meio embrionario E3 1X. Em seguida, as larvas foram anestesiadas com 0,168 mg/mL
de Tricaina Metanesulfonato (MS222) (Sigma) e colocadas em uma lamina recoberta com
metilcelulose 3% [86]. Como ja citado anteriormente, as larvas foram cuidadosamente
manipuladas para uma visao lateral e imagens foram capturadas na lupa ZEISS Axio
Zoom.V16. A quantificacdo da média da intensidade de fluorescéncia (MFI) na regido
glomerular do pronefros e o nimero de células no intestino foi realizada no software

ImageJ.

3.4. Analises In Silico

Para a andlise in silico foi utilizado o banco de dados GEO DataSets
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gds). Os dados de microarray apresentados sao referentes
ao artigo “Transcriptomic approach to renal toxicity for cisplatin treatment in Nrf2
WT/KO” sob o codigo GSE48879. Os dados foram analisados na plataforma online
GEOZ2R, na qual os dados de genes de interesse foram analisados no programa GraphPad
PRISM® 6.
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3.5. Estatistica

Os dados foram apresentados no formato de média e desvio padréo. A diferenga
entre 0s grupos experimentais entre dois grupos foi determinada com teste de t-student e
para trés ou mais grupos com o teste de ANOVA de uma via com comparagdes multiplas.
A curva de sobrevida foi avaliada utilizando o teste de log-rank (Mantel-Cox) test e o
Gehan-Breslow-Wilcoxon. O valor de p< 0,05 foi considerado significante para todos 0s
graficos. Todos as analises estatisticas e os graficos foram realizados utilizando o
programa GraphPad Prism® 6.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. A Cisplatina (Blau Farmacéutica) induz mortalidade de forma dose-dependente

A primeira etapa do projeto foi estabelecer um protocolo de indugdo de LRA por
cisplatina em larvas diluindo o medicamento diretamente no meio embrionario E3, visto
que os protocolos existentes implicam um grande desafio técnico que envolve a
microinjecdo da cisplatina na corrente sanguinea das larvas. Sendo assim, inicialmente,
utilizamos uma cisplatina disponivel em farmacias para o tratamento de pacientes com
cancer (Blau Farmacéutica — Cotia, SP), sendo administrada em diferentes concentracdes
no meio das larvas aos 7 dias pos-fertilizacdo e a sobrevida acompanhada até os 9 dpf
(Figura 5).

Cisplatina

v
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Figura 5: Primeira curva de sobrevida de larvas de zebrafish em resposta a concentracGes
crescentes de cisplatina.

A cisplatina foi adicionada ao meio das larvas no sétimo dia pos-fertilizagdo (dpf) em concentragdes de
0,025; 0,05; 0,10 e 0,25mg/mL. Cada situacdo foi testada em 120 larvas. O grupo controle foi mantido
apenas em meio E3 1x. Teste de log-rank (Mantel-Cox) foi utilizado, ***p <0.0001.

Na Figura 5 é possivel observar que concentracdes inferiores a 0,10 mg/mL de
cisplatina ndo afetaram a sobrevida das larvas de forma significativa. Contudo, aos 9 dpf
as concentracgdes de 0,10 mg/mL e 0,25 mg/mL induziram mortalidade significativa de
11,7% e 78.4%, respectivamente. A partir dos dados obtidos na curva de sobrevida, foi
escolhida a concentracdo de 0,10 mg/mL para as seguintes analises visto que 0,25 mg/mL

de cisplatina teve um efeito extremamente toxico nas larvas resultando em mortalidade
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alta. Tendo isto em consideracdo, 0 proximo passo foi averiguar se a mortalidade

observada estaria associada a lesao renal.

4.2. A Cisplatina (Blau farmacéutica) ndo induz diferenca na expressdo génica de
marcadores de inflamacéo e lesdo renal

Ap0s observar o efeito de diferentes concentracdes de cisplatina na sobrevida das
larvas, decidimos analisar a expressao génica de marcadores de inflamacdo e lesdo renal
apos 24 horas de exposicdo ao farmaco. Foi realizada a analise da expressdo génica de
dois marcadores para averiguar se o tempo de exposicao seria suficiente para observar
dano ou processo inflamatorio nas larvas. A fisiopatologia da LRA induzida por cisplatina
consiste principalmente de dano no tubulo proximal, com estresse oxidativo e ativacdo
do processo inflamatorio [10], assim, analisamos a expressdo da citocina pro-inflamatéria
IL-1p . Entretanto, os dados também ndo evidenciaram diferencas estatisticas (Figura 6
A). O gene havcrl, também conhecido como kim-1 (Kidney Injury Molecule — 1), é
altamente expresso na presenca de dano tubular renal, sendo um dos principais
marcadores para a LRA. Desta forma, analisamos sua expressdo em larvas expostas a
0,10 mg/mL de cisplatina (Figura 6B). No entanto, 0 grupo exposto ndo apresentou

aumento de expressdo quando comparado ao seu controle.

As hipoteses levantadas para explicar esses dados foram que a cisplatina utilizada,
na concentracdo escolhida ou/e o tempo de exposi¢cdo ao farmaco ndo foram ideais para
gerar lesdo renal nas larvas. O tempo de exposi¢do ao farmaco € um fator importante a
ser levado em consideracdo ja que o acumulo da cisplatina no rim contribui de forma
fundamental para a nefrotoxicidade [88]. Deste modo, optamos por aumentar o tempo de
exposicdo ao farmaco e examinar se apds 48 horas de estimulo com cisplatina ocorreria
0 aumento de marcadores de inflamacdo no pronefros, uma vez que a mortalidade das
larvas aumenta nesse intervalo de tempo (Figura 5). Além disso, decidimos testar uma
cisplatina mais pura (Sigma - Saint Louis, USA), para averiguar se haveria diferenca na

resposta das larvas.
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Figura 6: Expressao génica relativa da citocina IL-1p e KIM-1.

Larvas foram submetidas a 0,10 mg/mL de cisplatina (Cisp) aos 7 dpf e foram analisadas apds 24 horas.
Larvas controles (Ctr) foram mantidas apenas em meio embrionario E3 1x. A. Expressdo relativa da citocina
IL-1B. B. Expressdo relativa da citocina de KIM-1. Médias foram obtidas a partir de 2-5 amostras,
referentes a um pool de 20 larvas. Dados apresentados como média e desvio padrdo. Foi realizado Teste T-
student entre 0s grupos.

4.3. A cisplatina (Sigma) induz mortalidade de forma dose-dependente

Utilizando uma nova marca de Cisplatina (Sigma - Saint Louis, USA), foram
realizadas duas curvas de sobrevida utilizando as mesmas concentragdes anteriores
(0,025mg/mL, 0,05mg/mL, 0,10 mg/mL, 0,15 mg/mL e 0,25 mg/mL) iniciando a
exposicdo em dias diferentes. Inicialmente, a droga foi adicionada no meio de larvas de
6 dpf (Figura 7A), e separadamente, em larvas de 7 dpf (Figura 7B). A mortalidade foi

acompanhada diariamente até os 10 dpf.

Nossos resultados demonstraram que as larvas de zebrafish sdo mais sensiveis a
cisplatina quando adicionada aos 6 dpf do que aos 7 dpf, quando comparado as mesmas
concentragOes (Figura 7). Quando o farmaco foi adicionado aos 6 dpf, concentracdes
maiores de cisplatina (0,15 e 0,25 mg/mL) levaram a uma mortalidade de quase 100%
apos 48 horas (Figura 7A). No entanto, a concentracdo de 0,10 mg/mL resulta em
mortalidade de apenas 15% ap0s 48 horas (Figura 7A). No caso da administracdo aos 7
dpf, a mortalidade das concentragdes 0,25, 0,15 e 0,10 mg/mL apds 48 horas foi de 99,4%,

71,7% e 45%, respectivamente. Apos 72h, essas concentrac@es induziram 100% de
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mortalidade (Figura 7B). A concentracdo de 0,10 mg/mL de cisplatina foi menos
agressiva quando adicionada aos 7 dpf que aos 6 dpf, gerando uma mortalidade gradual,

e por esse motivo foi escolhida para os experimentos seguintes.
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Figura 7: Segunda curva de sobrevida de larvas de zebrafish em resposta a concentragdes crescentes
de cisplatina.

Concentracfes crescentes de cisplatina (0,025mg/mL, 0,05mg/mL, 0,10 mg/mL, 0,15 mg/mL e 0,25
mg/mL) foram adicionadas no meio embrionério contendo as larvas aos 6 dpf (A) e aos 7 dpf (B).
***p<0,0001, log- rank (Mantel-Cox) test. Dados referentes a dois experimentos, contendo 40 larvas para
cada concentracdo no grafico A e 60 larvas no grafico B nas mesmas condicdes.

4.4. A cisplatina induz diminuicdo dos movimentos e alteracéo da curvatura do eixo
rostro-caudal de larvas de zebrafish

Com base nos dados anteriores, foi realizada uma analise visual das larvas, na qual

foi possivel observar que a cisplatina (0,10 mg/mL) resultou em alteragcdes morfoldgicas
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apos 48 horas de exposicao (Figura 8A). Entre as larvas do grupo exposto a cisplatina, foi
encontrado deformidade quanto a curvatura do corpo, o que ndo foi observado nos

animais controles.

Ademais, observamos que larvas tratadas com cisplatina apresentaram
diminuicdo dos movimentos (Figura 8B). Neste sentido, ja foi reportado na literatura que
a cisplatina induz alteracdes na linha lateral das larvas e nas células ciliadas do ouvido
que sdo responsaveis por identificar o movimento na agua [89]. Além disso, o
quimioterapico esta sendo diluido no meio embrionario, sendo assim, toda a superficie
corporea da larva em desenvolvimento esta exposta a cisplatina. Outros estudos
demonstram que algumas drogas podem induzir degeneracdo da notocorda no zebrafish,
resultando em encurtamento longitudinal do corpo e diminuicdo da resposta locomotora
apos o toque no animal [27, 90]. Desta forma, acreditamos que a cisplatina, por ser um
medicamento que interfere na divisdo celular, e ser usado no nosso caso na agua das

larvas, pode estar induzindo apoptose em células externas ao rim, incluindo a notocorda.
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Figura 8: Cisplatina induz alteragdo da curvatura do eixo rostro-caudal e diminui¢io dos
movimentos apdés 48 horas.

A. A cisplatina (Cisp) foi adicionada no meio embrionério contendo as larvas com 7 dpf e mantida por 24
horas e 48 horas. Larvas controles (Ctr) foram mantidas apenas em meio embrionério E3 1x. A. Imagens
referentes a morfologia das larvas controles (Ctr) e tratadas com cisplatina ap6s 48 horas. Rostral a
esquerda, dorsal acima. Magnitude de 30x. B. Para analisar a atividade locomotora foi efetuada a gravacéo
das larvas por um periodo de 10 minutos e a velocidade (um/s) foi quantificada. Dados apresentados como
média e desvio padréo. Foi realizado Teste T-student entre 0s grupos.

4.5. Cisplatina gera diminuigéo de células mieloides no pronefros

A linhagem transgénica Tg(lysC:DsRED2) possui um marcador fluorescente
vermelho expresso em células mieloides. Desta forma é possivel analisar visualmente a
infiltracdo e migragdo destas células in vivo. Sendo assim, quantificamos a acumulagéo
destas células como um indicativo de inflamacéo no pronefros de larvas aos 9 dpf, apos

48 horas de exposicédo a cisplatina. Na Figura 9A, observam-se imagens representativas
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do animal transgénico exposto a cisplatina (Cisp) e do controle (Ctr). A area em branco
circulada mostra a regido glomerular do pronefros, a qual foi realizada a quantificacéo da
média da intensidade da fluorescéncia (MFI) (Figura 9A). A quantificagdo demonstrou
que 0s animais expostos a cisplatina apresentam diminuicdo da média da intensidade de

fluorescéncia na regido glomerular do pronefros (Figura 9B).
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Figura 9: Média da intensidade de fluorescéncia oriundas de células mieloides na regido glomerular
do pronefros.

A. Imagens representativas de larvas Tg(LysC:DsRED?2) aos 9 dpf, controles (Ctr) e expostas a 0,10 mg/mL
de cisplatina (Cisp) por 48 horas. B. Quantificagdo da média da intensidade de fluorescéncia (MFI) da
regido glomerular do pronefros (circulada em branco em A). Dados apresentados como média e desvio
padrdo. Foi realizado Teste T-student entre o grupo controle e cisplatina, *p=0.0292. Rostral a direita dorsal
acima.

Contudo, neste ponto € importante salientar que 0s rins sdo responsaveis pela
hematopoiese no zebrafish [41]. Deste modo, é possivel que a diminuigcdo observada seja
resultado do dano gerado pela cisplatina no pronefros levando a morte das células imunes.
Outra hipotese levantada é que essas células possam estar migrando para outras areas
visto que a cisplatina foi diluida no meio e toda larva é exposta ao farmaco. Levando isso

em consideracdo, em futuros experimentos, seria interessante averiguar a expressao do
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marcador em 0rgdos externos ao rim visto que a inflamacao encontrada pode ser sistémica

e ndo restrita apenas ao pronefros.

4.6. Exposicéo de cisplatina induz morte celular no pronefros apos 48 horas

Levando em consideracdo que o acimulo de cisplatina nos rins gera altos niveis
de apoptose, sendo essa uma caracteristica importante para o desenvolvimento LRA,
nosso proximo passo foi averiguar se 0 modelo proposto estaria resultando na morte de
células na regido glomerular do pronefros. O ensaio de TUNEL é considerado um método
sensivel para analise de morte celular, pois identifica fragmentos de DNA em células
apoptdticas [91]. A enzima TdT catalisa a adicdo de dUTPs marcados a extremidades do

DNA, gue podem ser visualizados ao microscopio [91].

Visualmente, larvas expostas a cisplatina aparecem com maior marcacdo para
células apoptéticas que os controles (Figura 10A). No entanto, ao quantificar o nimero
de células apoptdticas observamos que apds 24 horas (24h) de exposi¢do a 0,10 mg/mL
de cisplatina, os animais ndo apresentaram aumento significativo de células mortas
comparado ao controle (Figura 10B). Entretanto, ap6s 48 horas ja € possivel observar
uma diferenca significativa na quantificacdo de células apoptdticas entre os grupos
controle e cisplatina. 1sso ocorre porque o DNA € um dos alvos primarios da cisplatina,
sendo um importante mecanismo para morte de células tumorais [92]. Além disso, ao
comparar os dois grupos tratados com cisplatina, Cisp 24h e Cisp 48h, na Figura 10B,
também é observado um aumento significativo de células apoptoéticas, evidenciando que
0 tempo de exposicdo ao farmaco é um fator importante para inducdo de morte celular.
O aumento de células apoptdticas observado entre os controles (Ctr 24h e Ctr 48h), pode
ser por causa da diferenca de idade das larvas (8 dpf e 9 dpf), sendo assim, niveis de

desenvolvimento diferentes.
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Figura 10: NUmero de células positivas na regido glomerular do pronefros para morte celular
(TUNEL).

A. Imagens representativas da marcacao de nucleo celular com hoechst (em azul) e marcagdo de morte
celular (em vermelho) a partir da técnica de TUNEL em larvas AB aos 8 dpf e 9 dpf ao serem expostas,
respectivamente, a 24 horas (24h) e 48 horas (48h) de 0,10 mg/mL de cisplatina (Cisp). Larvas controles
(Ctr) foram mantidas apenas no meio embrionario E3 1X. Rostral a esquerda dorsal acima. B. Nimero de
células positivas para TUNEL na regido glomerular do pronefros (circulada em branco em A). Dados
apresentados como média e desvio padrdo. Foi realizado Teste T-student entre o grupo os grupos (Ctr 48h
vs Cisp 48h, ***p=0,0483; Ctr 24h vs Ctr 48h, &p= 0,0042; Cisp 24h vs Cisp 48h, #p=0,0124).
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A morte celular programada é um processo celular normal responsavel pela
manutencdo da homeostasia ao remover células potencialmente danificadas e células que
sdo desnecessarias apos a diferenciacdo celular. No zebrafish a apoptose é induzida
durante desenvolvimento normal apos gastrulacdo [93]. Altas taxas de morte celular estdo
correlacionadas com alteragdes morfologicas de diversos Orgdos durante o
desenvolvimento da larva [94]. De modo geral, o resultado deste ensaio permite concluir
que a cisplatina induz a morte de células de forma significativa ap6s 48 horas,
corroborando com o dado anterior que mostrava diminuicdo da média da intensidade de
fluorescéncia de células mieloides na regido glomerular do pronefros apos o tratamento
com o farmaco. Sendo assim, uma hipétese levantada é que essa diminuicdo possa ser
resultado da morte dessas células nesta regido. Futuramente consideramos realizar o
ensaio de TUNEL em animais transgénicos com marcacdo fluorescente em células
imunes, para confirmar se a morte celular observada no pronefros corresponde
efetivamente a células imunes. Por outro lado, pretendemos realizar a quantificacdo do
namero de células apoptdticas em todo o corpo da larva para avaliar o efeito total da

inducdo de morte celular causada por cisplatina.

4.7. Exposi¢ao de cisplatina induz aumento da proliferacéo celular apos 24 horas e 48
horas

Apbs quantificar o nimero de células em apoptose em larvas tratadas com
cisplatina e observar o seu aumento na regido glomerular do pronefros. A préxima etapa
foi realizar a imunofluorescéncia para o marcador de mitose Histona H3 fosforilada para
determinar a proliferacdo celular na mesma area visto que vias de reparacdo tecidual
poderiam estar ativadas de modo compensatdrio. Como pode ser observado na Figura 11,
quando comparado aos controles que foram mantidos no meio embrionario, os niveis de
proliferacéo celular sdo maiores ap0s a exposicao a cisplatina, tanto em 24 horas quanto
em 48 horas. Além disso, esse aumento no nimero de células em proliferacdo é ainda
maior conforme aumenta-se o tempo de exposicdo ao farmaco, como tambem foi
observado no ensaio do TUNEL. Nos controles, também foi encontrado diferenca
significativa (Ctr 24h vs Ctr 48h), mostrando que quanto mais desenvolvidos os animais
sdo, mais células positivas para histona H3 fosforilada sdo encontradas. Isso é esperado,
pois a proliferacdo celular € um elemento chave para o desenvolvimento do animal, visto

que diversos orgaos e tecidos séo desenvolvidos e diferenciados neste estagio larval [26].
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O comprimento do corpo da larva pode duplicar de 4 mm a 8 mm entre o 5 dpf ao 10 dpf,

mostrando que pouco tempo € suficiente para gerar grandes alteragdes morfologicas [95].

Duas hipoteses foram levantadas para tentar explicar o aumento de células em
proliferacdo encontradas no pronefros dos grupos tratados com a cisplatina. Uma delas é
que a elevada taxa de proliferacdo celular seja um mecanismo compensatorio ao dano
gerado pela cisplatina. Como descrito na literatura, os rins do zebrafish, diferente dos
humanos, possuem elevada regeneragéo tecidual, sendo capaz de produzir nefros durante
toda vida [18, 96]. Outra hipdtese é que o aumento dessas células seja resultado da
hematopoiese elevada visto que a cisplatina induz um processo inflamatério e o aumento
de células imunes no local afetado [97]. Com base nisso, o0 proximo passo foi analisar a

expressdo génica de citocinas pro-inflamatdrios e de um marcador de dano renal.

48



Ctr Cisp

24h
48h
— #
B
>&—<

g 40 A H*ic:H
©
< [ ]
2
'\IQJ_‘; 301 ‘

©
0 =
© =
z o 20 @
= »n
R )
o
@ 10
S
@
O

0 T 1 T T
Ctr Cisp Ctr Cisp

24nh 48h

Figura 11: Namero de células positivas na regido glomerular do pronefros para Histona H3
fosforilada

A. Imagens representativas da marcacao de nicleo celular com hoechst (em azul) e marcacao histona H3
fosforilada (em verde) como indicativo de proliferacdo celular em larvas AB aos 8 dpf e 9 dpf ao serem
expostas, respectivamente, a 24 horas (24h) e 48 horas (48h) de 0,10 mg/mL de cisplatina (Cisp). Larvas
controles (Ctr) foram mantidas apenas no meio embrionario E3 1X. Rostral a esquerda dorsal acima. B.
NUmero de células positivas para histona H3 fosforilada na regido glomerular do pronefros (circulada em
branco em A). Dados apresentados como média e desvio padrédo. Foi realizado Teste T-student entre o
grupo os grupos (Ctr 24h vs Cisp 24h, **p=0,0005; Ctr 48h vs Cisp 48h, ***p=0,0003; Ctr 24h vs Ctr 48h,
&p=0,0135; Cisp 24h vs Cisp 48h, #p=0,0486).
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4.8. Cisplatina induz aumento da expressao génica de citocinas pré-inflamatdrias apos
48 horas

A LRA é marcada pelo aumento da inflamacé&o do tecido renal em humanos. Em
pacientes com LRA os niveis sericos de I1L-6, IL-8, IL-1B e IL-18 estdo aumentados [90,
98, 99]. Desta maneira, analisamos a expressdo de marcadores inflamatérios e de dano
renal frente & exposi¢do de 0,10 mg/mL de cisplatina (Sigma - Saint Louis, USA). Sendo
assim, apds 24 horas de exposicdo a droga, a expressdo génica de citocinas pro-
inflamatdrias, IL-6, IL-8 e IL-12 foi analisada e nenhuma diferenca estatistica foi
observada entre os grupos controle (Ctr) e cisplatina (Cisp) (Figura 12A). Entretanto, ao
aumentar o tempo de exposicao das larvas a cisplatina para um periodo de 48 horas, as
mesmas citocinas apresentaram um aumento significativo no grupo tratado com cisplatina
(Figura 12C). Quanto a expressdo do marcador de dano renal KIM-1, ap6s 24 horas 0s
animais do grupo com cisplatina apresentaram menor expressdo do marcador do que o
grupo controle (Figura 12B). O mesmo n&o foi observado apos 48 horas (Figura 12D).
Era esperado que este marcador de dano estivesse aumentado apos o estimulo, entretanto,
ja foi observado que as mudancas significativas nas concentracdes urinarias de KIM-1
em resposta ao tratamento com cisplatina sdo dependentes do tempo de exposi¢édo [100].
Sendo assim, é possivel que o periodo de 24 horas nao seja suficiente para observar este

aumento.

A LRA gerada pela nefrotoxicidade resulta em alteragdes estruturais e funcionais
do sistema vascular que atraem para o tecido renal células imunes através da liberacdo de
diversas citocinas e quimiocinas. A interleucina - 12 é uma citocina que auxilia na
ativacdo e regulacédo de varias células imunes, entre elas, os macréfagos, células natural
Killer e células T [101]. Além disso, foi mostrado que a producdo de IL-12 por células
ndo imunes pode contribuir para les&o renal inflamatoria [102]. Em humanos, a citocina
IL-6 pode ser sintetizada no local da lesdo nos estagios iniciais da inflamacdo, emitindo
um sinal de alerta ao reconhecer DAMPs que sdo padrées moleculares associados ao dano
liberados por células danificadas ou que estejam processo de apoptose [103]. Além disso,
IL-6 tem sido utilizada como biomarcador precoce em soro e urina de pacientes apos o
tratamento com cisplatina. Em modelos de cancer foi demonstrado que o aumento da
expressdao de IL-6 aumenta a resisténcia adquirida a cisplatina e diminuindo a

citotoxicidade e, deste modo, diminuindo a eficacia da cisplatina [104].
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Figura 12: Expressdo génica relativa de citocinas pro-inflamatérias e KIM-1 em 24 e 48 horas de
exposicao a cisplatina.

As larvas foram submetidas a 0,10 mg/mL de cisplatina (Cisp) por 24 horas e 48 horas. Em oposic¢éo, as
larvas controles (Ctr) foram mantidas apenas em meio embrionério. A expresséo génica relativa de citocinas
pré-inflamatérias 1L-12, IL-8 e IL-6 foi medida em 24 horas (A) e em 48 horas (C). Também foi realizada
a analise da expressdo génica de KIM-1 em 24 horas (B) e 48 horas (D). Médias foram obtidas a partir de
6-9 amostras, referentes a um pool de 20 larvas por amostra. Dados apresentados como média e desvio
padrdo. Foi realizado Teste T-student entre o grupo controle e cisplatina (24 horas: **p=0,0307; 48 horas:
***=0,0030; #p=0,0001; ¥p=0,0382).

Na Figura 12C o aumento expressivo de IL-8 € algo a ser evidenciado visto que
esta quimiocina esta diretamente relacionada com a quimiotaxia de neutréfilos para o
local lesionado [104]. Essas células da imunidade inata sdo responsaveis por diversas
funcBGes como reconhecimento de patdgenos e reparo tecidual, entre elas, a fagocitose e
degranulacdo de granulos que contém enzimas e espécies reativas de oxigénio (ROS)

[105]. Corroborando essa ideia ja foi descrito que o acimulo de neutréfilos no tecido
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lesado é um achado precoce em humanos com LRA [106]. Para investigar essa hipotese,
a linhagem transgénica marcadora de células mieloides Tg(lysC:DsRED?2) foi usada para

uma anélise in vivo.

4.9. Cisplatina altera a frequéncia de macraéfagos e neutréfilos

Para confirmar os dados anteriores foi realizada citometria de fluxo utilizando
larvas da linhagem transgénica Tg(lysC:DsRED?2). Atualmente, existem protocolos de
citometria de fluxo para o zebrafish adulto, nos quais é possivel separar células por
tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) e observar populacdes de leucdcitos nitidamente
definidas no rim [107]. Entretanto, pelo pequeno tamanho do pronefros e a
impossibilidade de isolamento, foi realizada a analise na larva inteira. Além disso, nesse
experimento foram usados anticorpos para tentar aprimorar a analise e identificar
diferentes populacGes de células, como pode ser observado na estratégia de gating nas
Figura 13 e Figura 14. Os dados obtidos evidenciam que a cisplatina ao ser diluida no
meio embrionario gera um estado inflamatorio nas larvas de zebrafish, corroborando com
os dados da expressdo génica. ApOs 24 horas de exposicdo a cisplatina, as larvas

apresentaram diminuigdo significativa de macrofagos CD11b+/F480+ (Figura 13).

Apobs o dano tecidual ocorre a producdo de citocinas pré-inflamatorias e atracdo
leucdcitos para o local danificado [108]. Os macrofagos sdo células de origem mieloide
que participam tanto na fase inicial do dano renal quanto na fase de reparo tecidual, sendo
tradicionalmente chamados de macréfagos M1 e M2, respectivamente [109]. Vale
pontuar que esse paradigma que envolve a polarizacdo dos macréfagos estd em discussdo
na literatura atualmente, questionando esse agrupamento visto que essa polarizagdo é
mais complexa do que pensada inicialmente [110]. Entretanto, pensando nessas
caracteristicas dos macrofagos, o aumento dessas células nos estagios iniciais da
inflamacéo é importante, pois sdo responsaveis por liberar citocinas pro-inflamatérias
responsaveis por recrutar outras células, além de atuar na producéo de espécies reativas
de oxigénio (ROS) [111]. O fato de os macr6fagos ndo apresentarem o padréo esperado
de aumento pode ser resultado da selecdo de anticorpos utilizados. Os macrofagos sao
células com uma variedade de receptores e seria necessario utilizar outros marcadores,

como por exemplo, marcadores de ativacao para a obtencdo de uma analise mais precisa.
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Em contrapartida, apos 48 horas, houve aumento significativo de neutrofilos
CD11b+/Ly6G+ (Figura 14). Esse dado corrobora com o aumento de IL-8 encontrado
anteriormente, mostrando que a cisplatina resulta na proliferacéo e ativagdo deste tipo
celular. Em modelos murinos de LRA, os neutréfilos chegam rapidamente ao sitio
inflamatdrio [99] . Entretanto, no zebrafish, Skavarca et al mostrou que apds a inducao
da LRA gentamicina em larvas com 3 dpf, 0 aumento de neutréfilos ocorreu apenas apos
2 dias pos-injecdo (dpi) do farmaco, ndo havendo diferenca ap6s 1 dpi [111]. Um
resultado semelhante ao observado em nossas andlises, mostrando a importancia dos

neutrofilos em uma fase mais tardia do processo inflamatorio no modelo de zebrafish.
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Figura 13: Porcentagem de células lisozima+, macrdfagos e neutrofilos em larvas apds 24 horas de
exposicao a cisplatina.

A. Figuras representativas da estratégia de gating usada para analise da citometria de fluxo oriundas da
selecdo prévia de complexidade (SSC-A) x tamanho (FSC-A), seguida da selecdo de singlets (FSC-H x
FSC-A). A figura representa um pool de 50 de larvas Tg (Lys:DsRED2), mostrando a estratégia de selecdo
das diferentes populacdes celulares (macrofagos e neutréfilos) a partir do uso de anticorpos CD11b, F4/80
e Ly6G. B. Médias foram obtidas a partir de 8-9 amostras. Os dados estao apresentados com média e desvio
padrdo. Foi realizado Teste T-student entre o grupo controle e cisplatina (*p<0,0001). Dados
representativos de um experimento.
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Figura 14: Porcentagem de células lisozima+, macrdfagos e neutréfilos em larvas apds 48 horas de
exposi¢ao a cisplatina.

A. Figuras representativas da estratégia de gating usada para anélise da citometria de fluxo. A figura
representa um pool de 50 de larvas Tg (Lys:DsRED2), mostrando a estratégia de selegdo das diferentes
populacGes celulares (macrofagos e neutréfilos) a partir do uso de anticorpos CD11b, F4/80 e Ly6G. B.
Médias foram obtidas a partir de 8-10 amostras. Os dados estdo apresentados com média e desvio padréo.
Foi realizado Teste T-student entre o grupo controle e cisplatina (**p=0,0034). Dados representativos de
dois experimentos.

4.10. A via Nrf2 desempenha um importante papel no controle da morte celular
programada apos o tratamento com cisplatina

Devido a pandemia pelo novo coronavirus, SARS-CoV2, e a impossibilidade de
realizar atividades presenciais e atrasar todo o cronograma de experimentos do projeto.
Foi realizada a analise in silico para investigar possiveis vias que poderiam ser

investigadas no projeto a partir de dados disponiveis no Geo Expression Omnibus
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(NCBI). Nesta abordagem foi possivel analisar a expressao de diversos genes associados

ao tratamento com cisplatina.

Os dados desta anédlise (Figura 15) sdo referentes ao trabalho “Transcriptomic
approach to renal toxicity for cisplatin treatment in Nrf2 WT/KO” sob o cédigo GS-
E48879. Neste artigo, foi examinado o efeito do knockout (KO) do nuclear factor
erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) na lesdo renal induzida pela cisplatina em
camundongos, usando dados de microarray. A analise transcriptdmica permitiu extrair
clusters de genes que mostram padrbes de expressdo de mRNA significativamente

diferentes entre camundongos tipo selvagem (WT) e Nrf2 KO.
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Figura 15: Andlise in silico do efeito do Nrf2 knockout (Nrf2 KO) na lesdo renal induzida pela
cisplatina.

Dados referentes ao artigo “Transcriptomic approach to renal toxicity for cisplatin treatment in Nrf2
WT/KO” sob o codigo GSE48879. Dados apresentados como média e desvio padrio. Foi realizada one-way
ANOVA with Multiple Comparision.

Na Figura 15 é possivel observar que Kelch Like ECH Associated Protein- 1
(keapl) tem sua expressédo diminuida no grupo Nrf2 KO tratado com cisplatina quando
comparada ao seu controle Nrf2 KO e os animais WT que também foram submetidos a
cisplatina. Nesta mesma figura, foi analisado a expressdo de genes ligados a apoptose,
entre eles, Apoptosis-enhancing nuclease (Aen), uma exonuclease que medeia a apoptose
induzida por p53, por possuir atividade contra DNA e RNA de fita simples e dupla [112].
Este gene possui aumento significativo nos grupos tratados com cisplatina, sendo sua

expressdo mais intensa no grupo Nrf2 KO. O Apoptotic Peptidase Activating Factor 1
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(Apaf-1) medeia a ativacdo autocatalitica dependente do citocromo ¢ da pro-caspase-9
(Apaf-3), levando a ativacdo da caspase-3 e apoptose [113]. Os dados mostram que 0
grupo Nrf2 KO tratado com cisplatina também possui aumento na expressao deste gene.
Esses resultados demonstram a importancia de Nrf2 no controle da morte celular
programada que ocorre ap0s o0 tratamento com cisplatina. Neste sentido, ja foi
demonstrado que o esporo do Bacillus subtilis pode ativar o sistema antioxidante em
queratindcitos humanos [114]. Apos sua ativacdo Nrf2 é translocado para o nucleo, onde
se liga ao antioxidant response element (ARE) e ativa a transcri¢cdo de diversas enzimas
antioxidantes [115]. Além disso, a sinalizacdo de Keap 1/ Nrf2/ ARE regula a expressao
de genes anti-inflamatérios, inibindo a progressao da inflamacéo caracteristica da LRA.
Esses dados corroboram a ideia do projeto de estudar o papel dos probioticos, mais
especificamente, o B. subtilis, na protecdo da lesdo renal aguda induzida por cisplatina.
Visto que a cisplatina induz um processo inflamatorio resultando na lesdo renal aguda e
0s probidticos podem atuar na regulacdo do sistema imune. Em humanos, a falta de
especificidade da cisplatina pode acarretar diversos efeitos colaterais tais como, danos
renais graves, reacGes alérgicas, diminuicdo da imunidade a infecgdes, disturbios
gastrointestinais, entre outros [8]. Sendo assim, o0 desenvolvimento de medidas
preventivas especificas que melhorem o quadro clinico dos pacientes se torna

imprescindivel.

4.11. As concentragdes de B. subtilis testadas ndo resultaram na maior sobrevida das
larvas

Na Figura 16 o probi6tico B. subtilis foi adicionado em trés concentragdes (104,
10° e 108 CFU/mL) no meio embrionario contendo as larvas aos 6 dpf. Apos 24 horas de
tratamento com o probiotico foi realizada a troca do meio embrionario e a adi¢do de 0,10
mg/mL de cisplatina. A sobrevida dos animais foi acompanhada diariamente. A
concentracéo de 10* CFU/mL da bactéria induziu mortalidade de 15% das larvas (Bs) aos
10 dpf quando comparado com o grupo controle (Ctr) mantido apenas em meio
embrionario. Quando também expostas a cisplatina (Bs+Cisp), 100% das larvas
morreram no mesmo periodo de tempo. Em contrapartida, esse mesmo grupo (Bs+Cisp)
quando tratado com a concentragdo de 10° CFU/mL obteve mortalidade das larvas
semelhante ao grupo exposto apenas a cisplatina. O probidtico nesta concentra¢do gerou

uma mortalidade inferior a mortalidade encontrada quando na concentracio de 10%, tanto
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no grupo tratado apenas com o probiodtico quanto o grupo tratado com o probiotico e
exposto a cisplatina, resultando em uma mortalidade aos 9 dpf de, respectivamente,
37,5% e 35,9%. No décimo dia, a sobrevida de ambos os grupos foi de 2,5%. Ja na maior
concentragéo do probiético testada, 108 CFU/mL, o grupo tratado apenas com o B. subtilis
resultou em mortalidade significativa de 15%. O grupo “Bs+Cisp” resultou em uma
mortalidade de 55% aos 9 dpf, sendo superior ao grupo tratado apenas com cisplatina que
resultou em mortalidade de 35,9% neste mesmo periodo. Aos 10 dpf a mortalidade foi de

97,5% em ambos 0s grupos.

Esses resultados mostram que dependendo da concentracao utilizada o probiotico
pode alterar a sobrevida das larvas. A unica concentracdo que ndo induziu mortalidade
foi a de 10° CFU/mL. Entretanto, em larvas tratadas com essa concentragao e expostas a
cisplatina, a mortalidade foi semelhante ao grupo exposto apenas a cisplatina,
evidenciando que nas condicdes tratadas o probiotico ndo foi efetivo em proteger as larvas
dos efeitos do farmaco.
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Figura 16: Curva de sobrevida utilizando concentraces crescentes de probiotico Bacillus subtilis.
ConcentracOes crescentes de probidtico Bacillus subtilis (104, 10°e 106 CFU/mL) foram adicionadas ao
meio embrionario aos 6 dpf e mantidas por 24 horas. Aos 7 dpf, 0,10 mg/mL de cisplatina foi adicionada
no meio embrionério contendo as larvas. Ctr: larvas mantidas em meio embrionério; Bs: larvas tratadas
apenas com B. subtilis; Bs+Cisp: larvas tratadas com o B. subtilis e expostas a cisplatina; Cisp: larvas
expostas apenas a cisplatina. A. Concentracdo de 10* *p=0,004; **p<0,0001; ns=not significant. B.
Concentragdo de 105, **p<0,0001; ns=not significant. C. Concentragdo de 10°, *p=0,005; **p<0,0001;
ns=not significant. Teste de log-rank (Mantel-Cox) foi utilizado. Dados referentes a dois experimentos,
contendo de 20 a 120 larvas, como indicado na figura.
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Para averiguar o efeito do probiotico no sistema imune das larvas, as mesmas trés
concentragdes crescentes (104, 10° e 10°) de B. subtilis (Figura 17) foram testadas em
larvas da linhagem transgénica (Lys:DsRED2), com marcagdo fluorescente para células
mieloides, mas adicionadas um dia antes (5 dpf) para verificar se haveria algum efeito

quando adicionada em larvas mais jovens.

no pronefron
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Figura 17: Média da intensidade de fluorescéncia oriundas de células mieloides na regido glomerular
do pronefros e nimero de células lisozima positivas no intestino.

Larvas Tg(LysC:DsRED?2) aos 6 dpf, controles (Ctr) e tratadas com concentragdes crescentes do probidtico
Bacillus subtilis (10%, 10°e 106 CFU/mL) que foram adicionadas ao meio embrionario aos 5 dpf e mantidas
por 24 horas. A. Quantificacdo da média da intensidade de fluorescéncia (MFI) da regido glomerular do
pronefros (circulada em branco em C). B. Quantificacdo do numero de células lisozima positivas no
intestino. C. Imagens representativas do grupo Ctr e das trés concentragdes do probiotico testadas. Dados
apresentados como média e desvio padrdo. Foi realizada one-way ANOVA with Multiple Comparision.
Rostral a direita dorsal acima.

A concentragdo de 10* CFU/mL de bactéria resultou em aumento na expresséo de
células lisozima positivas no intestino. O mesmo grupo também apresentou aumento na
média da intensidade de fluorescéncia na regido glomerular do pronefros. Além disso,
vale salientar que as larvas tratadas com o Bacillus obtiveram uma resposta oposta ao que
foi observado no grupo exposto a cisplatina, no qual vimos que resulta na diminuicdo da
MFI na mesma regido quantificada. Em contrapartida, as duas maiores concentragdes do
probidtico utilizadas, 10° e 10° CFU/mL, ndo apresentaram nenhuma diferenca quando

comparadas ao controle. E possivel observar que dependendo da concentrago utilizada,
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0 probidtico tem a capacidade de influenciar o sistema imunoloégico resultando no

aumento de células mieloides tanto no pronefros quanto no intestino.

Tan et al mostrou que concentragdes de 102 a 10* CFU/mL de B. subtilis geram a
uma colonizagéo de 10% a 10* CFU/peixe. Os autores testaram até a concentragdo de 108,
mas a partir de 10° comecou a gerar mortalidade nas larvas [116]. Diferente do que
ocorreu em nossos experimentos nos quais 10* CFU/mL ja foi capaz de causar
mortalidade. Neste mesmo trabalho também foi observado que 24 horas foi suficiente
para que ocorresse a colonizacdo, além disso, neste mesmo tempo de tratamento houve o

aumento da expressdo de genes ligados a imunidade [116].

A relacdo entre os probidticos e doengas renais tem sido foco de estudo nos
ultimos anos visto que esses microrganismos e as moléculas produzidas por eles podem
afetar diretamente lesdes renais [117]. Os probioticos podem ter efeitos moduladores no
sistema imune, podendo ativar diversos leucdécitos, entre eles, linfécitos, células NK,
células dendriticas e macréfagos [118]. Além disso, essas bactérias podem induzir a
expressdo do fator de crescimento transformador f (TGF-B) e fator de crescimento

endotelial vascular (VEGF), auxiliando na cicatrizacao de feridas [118].

Nesse sentido, Zouari et al mostrou que o B. subtilis apresentou atividade
antioxidante e foi capaz de acelerar o processo de cicatrizacao de feridas [119]. Levando
em consideracdo isso, € possivel que o aumento de células mieloides que foi observado
em nossos experimentos apds o tratamento com o probidtico possa ser benéfico as larvas
visto a acdo do B. subtilis no reparo tecidual. Além disso, nossos dados mostram que a
cisplatina resulta na diminuicao de células mieloides nos pronefros e o probiético poderia

ter um efeito compensatdrio, auxiliando na resolucdo da inflamacéo e reparo tecidual.

Os resultados obtidos em nossos experimentos com o probiético mostram que nas
condicdes testadas, ndo foi possivel observar um efeito protetor nas larvas. Desta maneira,
seria necessario realizar mais experimentos para estudar o papel modulador do probidtico,
testando outras concentracdes e diferentes periodos de tratamento. Além disso, em futuros
estudos, gostariamos de estudar mais a fundo os mecanismos imunomoduladores extra-
intestinais do B. subtilis no tratamento isolado (mono-associac¢ao) e convencional da lesdo

renal aguda induzida por cisplatina na larva de zebrafish.
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5. CONCLUSAO

Neste trabalho caracterizamos e avaliamos um novo modelo de LRA induzida por
cisplatina em larvas de zebrafish. A partir de nossos dados podemos concluir que a
cisplatina apresenta um efeito toxico nas larvas de zebrafish quando expostas por pelo
menos 48 horas. O farmaco apresenta um efeito dose-dependente na sobrevida dos
animais e induz o aumento da expressao de citocinas pro-inflamatorias (1L-12, I1L-6, IL-
8) apo6s 48 horas. Além disso, as larvas tratadas com 0,10 mg/mL de cisplatina
apresentaram diminuicdo de células mieloides na regido glomerular do pronefros. Em
contrapartida, foi observado o aumento de neutrofilos em toda larva apos 48 horas. A
andlise in silico indica uma possivel via a ser estudada (Nrf2) que €é regulada ap6s 0 uso
do Bacillus subtilis. Por fim, ao estudar o tratamento do B. subtilis, verificamos que a
duracdo do tratamento com o probidtico e as trés concentracdes escolhidas ndo afetaram
a sobrevivéncia das larvas expostas a cisplatina, demonstrando a necessidade de mais

estudos para avaliacdo dos efeitos gerados pelo probidtico em contextos inflamatérios.
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