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RESUMO

Tessaro HM. O papel da imunidade inata no envelhecimento renal

[dissertacdo]. Sado Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2023.

A patogénese da nefropatia do envelhecimento ainda néo foi elucidada. A
Angiotensina-ll (Angll) intrarrenal e a ativacdo das vias do inflamassoma NF-kB e
NLRP3 exercem papel patogénico relevante na progressao da doencga renal cronica.
Procuramos investigar se a monoterapia com Losartan e o tratamento combinado com
Losartan e o inibidor de NF-kB pirrolidina ditiocarbamato (PDTC) atenuariam a
nefropatia do envelhecimento. Ratos Munich-Wistar machos foram distribuidos em
quatro grupos: 12M (n=10), ratos com 12 meses de idade; 15M (n=10), ratos de 15
meses de idade; 15Mwos (N=10), ratos recebendo Losartan (50 mg/d) e 15Mios+ppTC
(n=10), ratos recebendo Losartan e PDTC (15 mg/d). Todos os tratamentos foram
administrados por via oral dos 12 aos 15 meses de idade. O grupo 15M exibiu uma
leve diminuicdo da pressdo caudal e um aumento acentuado da albumindria,
glomérulos esclerosados, deposicdo cortical de colageno-1 e infiltragdo por
miofibroblastos, células Angll-positivas e macrofagos M1 pro-inflamatorios, enquanto
a quantidade de macrofagos M2 anti-inflamatérios se mostrou reduzida. Além disso,
a abundancia renal de TLR4, p65 nuclear e IL-6 estava aumentada, indicando ativacao
da via NF-kB, sem evidéncia de ativacido simultdnea da cascata NLRP3. O tratamento
com Losartan diminuiu a deposi¢cdo de colageno-1 cortical, miofibroblastos e células
positivas para Angll e restaurou parcialmente o M2 renal, mas ndo teve efeito
significativo sobre a albuminuria, a glomeruloesclerose ou a ativacdo de NF-kB. O
tratamento combinado Losartan+PDTC preveniu todas as anormalidades observadas.
O bloqueio da Angll renal associado a inibicdo da via NF-kB pode ser uma alternativa

para limitar o declinio da fungéo renal com a idade.

Palavras-chave: Envelhecimento. Insuficiéncia renal cronica. Proteina 3 que

contém dominio de pirina da familia NLR.



ABSTRACT

Tessaro HM. The role of innate immunity in aging kidney [dissertation]. S&o

Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo”; 2023.

The pathogenesis of aging nephropathy is yet to be elucidated. Intrarenal
Angiotensin-1l (Angll) and activation of the NF-kB and NLRP3 inflammasome pathways
exert a relevant pathogenic role in the progression of chronic kidney disease (CKD).
We sought to investigate whether monotherapy with Losartan and combined treatment
with Losartan and the NF-kB inhibitor pyrrolidine dithiocarbamate (PDTC) would
attenuate experimental aging nephropathy. Male Munich-Wistar rats were distributed
among four groups: 12M (n=10), 12-month-old rats; 15M (n=10), 15-month-old rats;
15MLos (n=10), rats receiving Losartan (50 mg/d) and 15Myoes+ppTc (N=10), rats
receiving Losartan and PDTC (15 mg/d). All treatments were given by mouth from 12
tol5 months of age. Group 15M exhibited slightly decreased tail-cuff pressure, and
marked increase in albuminuria, sclerotic glomeruli, cortical collagen-1 deposition and
infiltration by myofibroblasts, Angll-positive cells and proinflammatory M1
macrophages, whereas the amount of anti-inflammatory M2 macrophages was
reduced. In addition, the renal abundance of TLR4, nuclear p65 and IL-6 was
increased, indicating activation of the NF-kB pathway, without evidence of
simultaneous activation of the NLRP3 cascade. Losartan treatment decreased cortical
collagen-1 deposition, myofibroblasts and Angll-positive cells, and partially restored
renal M2, but had no significant effect on albuminuria, glomerulosclerosis or NF-kB
activation. Combined Losartan+PDTC prevented all the observed abnormalities.
Concomitant blockade of renal Angll and inhibition of the NF-kB pathway can be an

alternative to limit the decline of renal function with age.

Keywords: Aging. Renal insufficiency, chronic. NLR family, pyrin domain-

containing 3 protein.



1 INTRODUCAO

A longevidade é uma das conquistas mais notaveis da humanidade. Avancos
no desenvolvimento econémico e social, bem como estratégias mais eficazes no
controle da mortalidade materna, na prevencao e tratamento de doencas infantis, além
do manejo de afeccBes que acompanham o envelhecimento permitiram a maioria dos
seres humanos uma expectativa de vida superior aos 60 anos. De acordo com a
United Nations Decade of Healthy Ageing (2021-2030) elaborado pela Organizacao
Mundial da Saude (OMS), em 2019 aproximadamente um bilhdo de pessoas no
mundo possuiam 60 anos ou mais. Dados prospectivos desse estudo estimam um
crescimento de 34% dessa parcela populacional em uma década e que em 2050 ela
atinja 2.1 bilhdes. Além disso, estima-se que o numero de idosos aumente de maneira
mais acelerada em paises em desenvolvimento: em 2050 projeta-se que 80% da
populacao idosa mundial vivera em paises em desenvolvimento (Lloyd-Sherlock et al.,
2019).

Ainda que a longevidade seja algo valioso, o envelhecimento populacional
eleva as demandas por servicos de salde e sociais, além de exigir recursos
econbmicos para lidar com enfermidades incapacitantes que acompanham o
envelhecimento (Fulop et al., 2019). Embora haja um grande esforco mundial, ainda
nao conseguimos entender o processo de envelhecimento integralmente e sao
necessarios novos estudos que auxiliem na elucidacéo deste processo, bem como na

elaboracgédo de estratégias para um envelhecimento saudavel (Rubio-Aliaga, 2020)

Mais de 300 definicdes tentam explicar o envelhecimento (Fulop et al., 2019) O
envelhecimento bioldgico é o processo de mudanca no organismo ao longo do tempo,
diminuindo a probabilidade de sobrevivéncia e reduzindo a capacidade fisioldgica de
autorregulacéo, reparo e adaptacado as demandas ambientais (Schroots and Birren,
1988)

Os rins estdo entre os orgaos-alvo do envelhecimento, resultando em
alteracdes estruturais e declinio funcional, que deixam o idoso mais suscetivel a
lesBes renais agudas e ao agravamento de lesdes crbnicas (Chang-Panesso, 2021)

Nos paragrafos que se seguem descreveremos alteracbes macro e microestruturais
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gue ocorrem no envelhecimento renal, bem como alguns mecanismos moleculares

envolvidos nessas mudancas.

1.1 Alteracdes estruturais e morfoldgicas do envelhecimento renal

Estima-se que, ja aos 30 anos de vida, inicia-se um lento processo de
diminuicdo do volume renal, com perda de néfrons e substituicdo do parénquima por
tecido fibroso, provocando uma reducéo na taxa de filtracdo glomerular (TFG) de 0,4
a 1,0 ml/min/ano/1,73 m? de superficie corpérea (Choudhury and Levi, 2011). Em um
processo natural de envelhecimento renal, uma larga parcela dos néfrons tera sido
perdida aos 75 anos, devido a esclerose glomerular difusa. Os glomérulos restantes
sao sobrecarregados por hiperfuncionamento compensatorio, o que acaba por lesa-

los, perpetuando o processo (Musso and Jauregui, 2016).

Em 1973, Darmady e colaboradores desenvolveram estudos post mortem da
estrutura renal desde o nascimento até a senescéncia. Em seus achados séo
relatados um declinio no nimero de glomérulos normais, perda de tabulos, alteracdes
vasculares e aumento da frequéncia de diverticulos tubulares em idosos, mesmo

aparentemente saudaveis (Darmady et al., 1973).

Em 2017, Denic e colaboradores, por meio de tomografia computadorizada e
biépsia do cértex renal, estudaram os rins de 1638 doadores vivos. Os grupos foram
delineados de acordo com a faixa etaria a que pertenciam (18-29 anos, 30-39 anos,
40-49 anos, 50-59 anos, 60-69 anos e 70-75 anos). Os resultados demonstraram que,
comparados a faixa etaria de 18 a 29 anos, os doadores de 50-59 anos exibiam
diminuicao de aproximadamente 9% do volume cortical e reducéo de 17% do niumero
de néfrons, enquanto 3% dos glomeérulos apresentavam esclerose difusa. No grupo
de doadores de 70-75 anos, houve diminuicdo de 16% do volume cortical, 48% do
namero de néfrons e uma porcentagem de esclerose glomerular de 15%. Esses
achados demonstram uma reducao substancial do numero de néfrons e um aumento
no percentual de glomeruloesclerose durante o processo de envelhecimento renal,

mesmo em individuos saudaveis (Denic et al., 2017).
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Contrapondo-se em parte a nocdo de que o envelhecimento € acompanhado
por uma perda significativa de néfrons, em 2020 foi publicado um estudo desenvolvido
pela Monash University (Hughson et al., 2020), no qual foi investigado em autopsias
o rim direito de 319 individuos com idade entre cinco semanas e 89 anos de vida. Os
dados da série Monash ndo demonstraram um declinio tdo acentuado no numero de
glomérulos apds os 40 anos de idade. Apenas as faixas etarias de 40 a 49 anos e 270
anos foram significativamente diferentes. Entretanto, vale ressaltar que a série
Monash apresentou um numero diminuto de rins de pessoas com 65 anos de idade

Oou mais.

A glomeruloesclerose, a fibrose cortical e a arteriosclerose sédo caracteristicas
da nefropatia ligada ao aumento da idade. (Rule et al., 2011). As lesdes precursoras
da glomeruloesclerose secundaria ao envelhecimento aparentam ter um forte
componente de isquemia glomerular, uma vez que as paredes das artérias/arteriolas
apresentam espessamento em decorréncia da deposicdo subendotelial de fibras
hialinas e coldgeno (Hommos et al.,, 2017). Os glomérulos afetados desenvolvem
espessamento e enrugamento da membrana basal, com retracdo do tufo glomerular
em direcdo ao polo vascular juntamente com fibrose periglomerular, acompanhada
por deposicdo de coladgeno no espaco de Bowman (Rule et al., 2011). Esses
glomérulos podem vir a ser reabsorvidos, fato que explicaria o nUmero diminuido de
glomérulos em idosos em comparacao com individuos mais jovens. Os glomérulos
remanescentes apresentam hipertrofia compensatéria, o que também contribui para

perpetuar o processo (Glassock and Rule, 2012).

Durante o processo de envelhecimento renal ocorre uma queda do numero de
poddcitos, além de hipertrofia dos remanescentes (Shankland et al., 2021). Hodgin e
colaboradores desenvolveram camundongos transgénicos AA-4EBP1, um modelo
analogo ao processo de envelhecimento renal. Nesse estudo observou-se que a
densidade média dos poddcitos diminui progressivamente com o passar dos anos,
levando a hipertrofia dos dessas células remanescentes e ao colapso dos tufos

glomerulares (Hodgin et al., 2015).

Os tubulos também sdo acometidos pelo processo de envelhecimento. Entre
as alteragcbes observadas, essas estruturas podem apresentar degeneracéo

gordurosa, espessamento irregular da membrana basal, fibrose e atrofia (Glassock
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and Rule, 2012). Essas alteracfes estruturais comprometem o funcionamento
adequado dos rins, levando a uma diminui¢do da taxa de filtracdo glomerular (TFG) e

tornando idosos mais propensos ao desenvolvimento de lesdes renais.

1.2 Patogénese da Nefropatia do Envelhecimento

1.2.1 Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona

Embora os mecanismos que levam ao envelhecimento renal ainda ndo estejam
totalmente esclarecidos, sabe-se que a ativacdo da imunidade inata e 0 processo
inflamatorio instaurado séo fatores causais importantes (Song et al., 2016). Além
disso, a estimulacao local do sistema renina-angiotensina pode levar a ativacao de
parte da imunidade inata e, consequentemente, contribuir para a evolugdo das
nefropatias em geral, bem como da nefropatia da senescéncia, conforme iremos

explanar a seguir.

Por muitos anos, o sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) foi
considerado apenas como um componente enddécrino do sistema circulatorio, mas,
com o avango das pesquisas, descobriu-se o papel fundamental do SRAA na
nefrogénese durante a vida embriondria humana e durante a vida adulta,
desempenhando um importante papel na regulacao hidroeletrolitica. A renina liberada
pelas células justaglomerulares cliva o angiotensinogénio, originando a Angiotensina
I, que é convertida em Angiotensina Il (Angll) gracas a enzima conversora de
angiotensina (ECA). Na adrenal, a Angll promove a liberagéo de aldosterona. Assim,
0 SRAA desempenha um papel central na regulacéo do tbnus vascular, da pressao

arterial e da homeostase eletrolitica (Patel et al., 2017).

Embora o SRAA possua um importante papel fisiologico, a ativagéo intrarrenal
desse sistema é responsavel por acelerar a progressao de patologias renais. A Angll
pode ser produzida a partir do angiotensinogénio circulante ou pelo SRA intrarrenal,
aumentando a geracdo de radicais livres, elevando a pressdo capilar glomerular,
promovendo a liberacdo de mediadores pro-inflamatérios e, finalmente, fibrose

glomerular e tubular (Lumbers et al., 2013).
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O receptor AT1 (AT-1R) € uma proteina transmembrana da familia dos
receptores acoplados a proteina G (GPCR), presente na musculatura vascular lisa, no
endotélio, no coragdo, cérebro, rim, glandula suprarrenal e tecido adiposo. Em seu
papel fisiolégico, o AT-1R medeia a maioria das fungbes atribuidas pela Angll
(Forrester et al., 2018). Ja em seu papel fisiopatoldgico, a interacdo da Angll com o
AT-1R promove a ativacao do fator nuclear NF-kB e, consequentemente, produgéao
de citocinas proinflamatoérias e pro-fibroticas, como a proteina quimiotatica de
mondécitos-1 (MCP-1) e o fator de crescimento beta (TGF-B). O influxo de células
inflamatorias ao parénquima renal eleva ainda mais a producéao de Interleucina-1
(IL- 1), Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a), e MCP-1, o que resultara novamente
na atracao e proliferacdo de células inflamatdrias, levando a esclerose glomerular
e fibrose tubulointersticial (Lumbers et al., 2013). ApGs o estabelecimento da reacéo
inflamataoria crénica, ocorre o processo de reparacao tecidual e fibrose progressiva

gue levam ao agravamento do dano renal (Lumbers et al., 2013; Zhao et al., 2019).

O Losartan (Los) atua como um antagonista competitivo da Angll no AT-1R,
diminuindo a liberacéo de citocinas pro-inflamatorias e inibindo a migracao de células
inflamatérias para o parénquima renal (Ripley and Hirsch, 2010). Em nosso
laboratério, demonstramos o efeito nefroprotetor dos bloqueadores do AT-1R em
modelos experimentais de nefropatia crénica, como ablacéo 5/6 (Fujihara et al., 2005;
Arias et al.,, 2013) e nefropatia diabética (Teles et al., 2009), entre outros.
Demonstramos também que o uso continuo de um inibidor da enzima conversora de
Angiotensina (IECA), enalapril, em ratos Munich-Wistar dos 3 aos 30 meses de vida
promoveu nefroprotecdo em decorréncia da reducdo das pressbes capilares
sistémicas e glomerulares e retardou significativamente o desenvolvimento de
albumindria e o surgimento de lesdes estruturais (Anderson et al., 1994). Esses
achados conferem aos blogueadores do AT-1R e aos inibidores da enzima conversora

de Angiotensina um importante papel na terapéutica das nefropatias progressivas.

1.2.2 Imunidade Inata

Nos mamiferos, o sistema imune inato € a primeira linha de defesa contra

patogenos, representando uma resposta sistémica fundamental para prevenir
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infeccbes e manter a homeostase organica, enquanto concomitantemente ativa e
regula a resposta imune adaptativa (Lamkanfi and Dixit, 2014). Os elementos da
imunidade inata incluem barreiras fisicas externas, mecanismos efetores celulares e
mecanismos humorais (Riera Romo et al., 2016). E interessante notar que, durante o
envelhecimento a resposta da imunidade adaptativa diminui significativamente
(imunossenescéncia), enquanto a imunidade inata parece ser ativada (Salminen et al.,
2008).

Para efetuar sua resposta, 0 sistema imune inato depende de uma série de
receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs). Cada tipo de célula expressa um
conjunto especifico de PRRs acoplados as membranas. (Pelka and De Nardo, 2018).
Essas estruturas compreendem os receptores Toll-like (TLRsS), os receptores de
lectina do tipo C (CLRs) e varias familias de sensores citosoélicos. Esses PRRs séo
responsaveis pelo reconhecimento de uma série de ligantes conhecidos como
padrdes moleculares associados a lesdes (do inglés “Damage-associated molecular
patterns”, os DAMPs) e padrbes moleculares associados a patégenos (do inglés
“Pathogen-associated molecular pattern”, os PAMPs) (Losappio et al., 2020). A
resposta imune inata tem por objetivo a eliminacao do patégeno, a remocao de restos
de tecidos lesados, a prevencdo de novos danos, alertando as células vizinhas e
ativando a imunidade adaptativa. A ligacdo de DAMPs ou PAMPs a um receptor PRRS
inicia uma cascata de sinalizacdo que leva a ativacdo e secre¢do de citocinas e
quimiocinas. No entanto, o funcionamento excessivo da imunidade inata pode até
levar a morte celular (Mogensen, 2009) e acarretar efeitos deletérios ao organismo
(Lim and Staudt, 2013).

1.2.2.1 Via TLR4/NF-kB/IL-6 — Sinal 1

A familia dos receptores transmembrana do tipo TLR esta entre os
grupos mais bem caracterizados de receptores da imunidade inata (Lim and Staudt,
2013). Estes receptores expressam-se em células apresentadoras de antigeno, como

macroéfagos e células dendriticas (Barton and Kagan, 2009).

O TLR4 foi o primeiro receptor Toll-like a ser caracterizado em

mamiferos, sendo expresso predominantemente em células do sistema imune e
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funcionando como um transdutor de sinal (Medzhitov, 2001). A ligacdo de DAMPs ou
PAMPs ao TLR4 leva a ativacdo do NF-kB (Menghini et al., 2014).

O sistema NF-kB compreende uma familia de fatores de transcricdo que
integram uma complexa rede de vias de sinalizagdo, cuja ativagdo resulta na
transcricdo de centenas de genes relacionados a inflamacao, imunidade, apoptose,
proliferacéo celular e diferenciacdo. Nos mamiferos sdo 15 homo ou heterodimeros

gue formam os cinco membros da familia NF-kB (Sanz et al., 2010).

Na maioria das células, o complexo NF-kB é retido no citoplasma por meio de
inibidores das proteinas kB (IkB), que impedem sua translocacao nuclear. A ativacao
do NF-kB é induzida por uma série de fatores como o Fator de Necrose Tumoral-a
(TNF-a), Interleucina— 1 (IL-1) e Angll . Ela envolve a fosforilagdo do IkB por meio de
quinases especificas, como o complexo IKB quinase (IKK). Com isso, o dimero
p50/p65, principal componente do sistema NF-kB, pode ser fosforilado e migra ao
ndcleo, onde se liga a pontos especificos do DNA e induz a transcricdo de inUmeros
genes-alvo. Essa sequéncia de eventos amplifica fortemente o estimulo inicial e leva
ao recrutamento macico de macroéfagos, linfécitos, neutrofilos e células dendriticas,
promovendo assim um robusto processo inflamatério conhecido como Sinal 1 da
imunidade inata (Hayden and Ghosh, 2008).

1.2.2.2 Via de sinalizacdo do inflamassoma NLRP3 - Sinal 2

Os inflamassomas sdo complexos proteicos multiméricos situados no
citosol, capazes de ativar potentes citocinas pré-inflamatérias como a IL-18 e a IL-18
(Petrilli et al., 2005). Os inflamassomas conhecidos séo divididos em trés categorias
principais: a familia NLRP, a familia NLRC e os inflamassomas ndo-NLR (Lamkanfi
and Dixit, 2014).

A ativacdo destes complexos ocorre através de uma forma de PRRs
denominada NLRS (Nucleotide-binding Oligomerization Domain (NOD)-like receptors)
(Martinon et al., 2009). Os NLRS s&o um conjunto de proteinas sollUveis responsaveis
por detectar eventos indicadores de dano celular, tais como a geracao de espécies

reativas de oxigénio (ROS), a ruptura de lisossomas e a perda de potassio pela célula
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(Martinon et al., 2009; Song et al., 2016). ApO0s a ativacdo dos NLRS, seus
componentes sofrem um processo de oligomerizacdo, levando a formacédo de
inflamassomas. No caso do inflamassoma mais conhecido, o NLRP3 (do inglés NOD-
, LRR- and pyrin domain-containing protein 3), o processo leva a ativacao da caspase-
1, que, por sua vez, interage com as citocinas inativas pro-IL-1p e pro-IL-18, clivando-
as e originando citocinas maduras que serdo liberadas no plasma extracelular,
amplificando o estimulo inicial e contribuindo para intensificar a resposta inflamatoria
(Martinon et al.,, 2009). A ativacdo dessa via constitui o chamado Sinal 2 da
imunidade inata (Shimada et al., 2012).

E importante ressaltar que essas duas vias da imunidade inata, sinal 1
(TLR4/ NF-kB/IL-6) e sinal 2 (NLRP3/Caspase-1/IL-1b) ndo atuam de maneira
independente. Em diversos pontos essas vias interagem, tornando mais agil a
resposta a ameacas externas, muito antes da ativacao da resposta imune adaptativa
(Salminen et al., 2008). Essas sequéncias de eventos que culminam com a ativacao
da imunidade inata e um intenso processo inflamatério estdo representadas

esquematicamente na Figura 1:

Figura 1: Vias de sinalizacao do sistema NF-kB e do inflamassoma NLRP3.

(Sinal 1) (Sinal 2)
DAMPs PAMPs ST PAMPs
hseR TLR v Crstalsie SDINA ATP Toxinas
ﬁfi@\ © myoss |
IKK ¥ ] o
Nl
‘P50 pés
NLRP3
Pro-caspase l-l—. Caspase 1
IL-6, TNF-a { Pro-Egi el
L Pro-IL-18 i

Ativagéo‘de Ly, M¢

Sinal 1: A ativacdo de TLRs por DAMPs ou PAMPs, ou do AT-1R pela Angll , leva a ativacao
da proteina IKK por meio da fosforilagcdo da enzima inibitéria IkB. Com isso, o dimero fosforilado
p50/p65, principal componente do sistema NF-kB, migra ao nucleo, induzindo a transcricdo de genes

gue codificam moléculas inflamatérias, como IL-6, TNF-a e as precursoras da IL-1 e da IL-18. Sinal
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2: Além de DAMPs e PAMPS, espécies reativas de oxigénio (ROS), dano lisossomal e perda de
potassio, entre outros, levam a oligomerizacao do inflamassoma NLRP3 e a ativacdo da caspase-1,
gue, por sua vez, converte as citocinas inativas pré-1L-1f e pro-IL-18 a suas formas ativas, promovendo

a ativacao de macrofagos e linfocitos e amplificando o processo inflamatério. (Zambom, 2018)

Varios estudos anteriores de nosso laboratorio trouxeram evidéncias do
envolvimento da imunidade inata na patogénese da lesdo renal observada em
modelos experimentais como a ablacao renal de 5/6 (Fujihara et al., 2007; Fanelli et
al., 2017), a nefrite tubulo-intersticial por sobrecarga de adenina (Okabe et al., 2013),
a inibicdo crdénica do oxido nitrico associado a sobrecarga de sal (Zambom et al., 2019)
e em um modelo de nefropatia diabética induzida por estreptozotocina (Foresto-Neto
et al., 2020). Outros estudos também mostraram esse envolvimento da imunidade
inata na patogénese das nefropatias progressivas (Kurts et al., 2013; Leemans et al.,
2014).

Nossos estudos também demonstraram que o emprego nesses modelos
experimentais de um inibidor do NF-kB, a pirrolidina ditiocarbamato (PDTC), preveniu
a glomeruloesclerose e atenuou a inflamacao/fibrose renal, levantando a possibilidade
de que inibidores do sistema NF-kB possam ser utilizados na terapéutica das

nefropatias progressivas.

BN

Em relacdo a nefropatia da senescéncia, varios estudos demonstraram a
ativacdo da imunidade inata em modelos experimentais, bem como sua correlacao
com a migracao de células inflamatérias ao parénquima renal e com a fibrose renal
(Song et al., 2016; Chung et al., 2017). O presente estudo é o primeiro a tentar retardar
o desenvolvimento da nefropatia senil por meio de um bloqueio do sistema NF-kB.
Para tanto, administramos PDTC, em associa¢cdo com Los, a ratos em processo de
envelhecimento, avaliando o possivel impacto positivo desse esquema terapéutico no

surgimento de lesdes renais.

2 OBJETIVOS

l. Geral
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a) Investigar o papel da imunidade inata no desenvolvimento das lesdes
renais provocadas pelo processo de envelhecimento.
Il. Especificos
b) Verificar a ativacdo da via TLR4/ NF-kB/II-6 (sinall) e do inflamassoma
NLRP 3 durante o processo de senescéncia renal.
c) Investigar se o bloqueio do sistema SRAA, por meio do Los (bloqueador do
AT1R) ou a associacdo de Los ao bloqueador do sistema NF-kB, PDTC,

atenuam a progressao da nefropatia associada ao envelhecimento.

3 METODOS

3.1 Obtencdo do modelo experimental

Utilizamos ratos da linhagem Munich-Wistar, machos e com idade de 12
meses. Os animais foram adquiridos da coldnia existente no biotério do Laboratorio
de Fisiopatologia Renal da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo,
mantidos em ambiente com temperatura controlada de 24+1°C, umidade relativa de
60+£5%, em ciclo claro/escuro de 12/12h. Todos os animais integrantes do estudo
receberam dieta padrdo farelada (Nuvilab, Curitiba, PR, Brasil), com adicdo de
caseina (Labsynth, Sdo Paulo, SP, Brasil) em uma concentracdo de 15%. Os
experimentos empregados no presente estudo seguiram as normas estabelecidas
pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA) e foram
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo (FMUSP) (CAPPesq, protocolo n®1006/2018).

Neste estudo, um grupo de ratos com 12 meses de idade ndo recebeu nenhuma
forma de tratamento e foi utilizado como grupo controle adulto. Um segundo grupo foi
acompanhado dos 12 aos 15 meses de vida, sem receber qualquer protocolo
terapéutico; esse grupo foi utilizado como grupo controle idoso. Um terceiro grupo,
acompanhado dos 12 aos 15 meses, recebeu na agua do bebedouro Los, na dose de
50 mg/kg/dia. Um quarto grupo, também observado dos 12 aos 15 meses, recebeu
diluido na agua do bebedouro Los, 50mg/kg/dia e ditiocarbamato de pirrolidina (PDTC,
Sigma-Aldrich, USA) na dose de 15 mg/dia (aproximadamente 60 mg/kg/dia).
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3.2 Grupos Experimentais

e 12M: 10 ratos estudados aos 12 meses de vida, sem receber nenhuma forma

de tratamento.

e 15M: 10 animais acompanhados dos 12 aos 15 meses de vida, sem tratamento.

e 15Muios: 10 ratos tratados com LOS, 50 mg/kg/dia, dos 12 aos 15 meses de

vida.

e 15Muos+ppTc: 10 ratos tratados com LOS, 50 mg/kg/dia, e PDTC, 60mg/kg/dia,
dos 12 aos 15 meses de vida.

Esquematicamente:

Dieta: Ragao farelada suplementada com 15% de caseina

15 meses de idade

12 meses de idade

15M
15M Los

Perfusdo

Perfusao

o

LS

Munich Wistar, machos

Figura 2. Esquema grafico representativo do protocolo experimental empregado no presente estudo.

3.3 Procedimentos Gerais

Nos grupos acompanhados dos 12 aos 15 meses de idade, a cada 30 dias

foram mensurados o peso corporal, a pressao sistélica caudal (PC) além da

determinacao da albuminuria de 24 horas (UaLs). A PC foi mensurada depois de breve

aguecimento dos animais, empregando o método opto-eletrénico (BP 2000 Blood

Pressure Analysis System, Visitech Systems, Apex, North Carolina, Estados Unidos).

Para a determinagéo da UaLs 0s ratos foram acondicionados em gaiolas metabolicas

durante de 24 horas. Apos os 90 dias de acompanhamento, os animais foram
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submetidos a anestesia com 50 mg/kg de cloridrato de dextrocetamina (Cristalia, EUA)
e 10mg/kg de cloridrato de xilazina (Bayer, Alemanha) administrados por via
intramuscular, e foi realizada a coleta de amostras de sangue e 6rgdos. As amostras
de sanguineas foram coletadas por meio de puncéo da aorta abdominal. Em seguida,
ambos os rins foram perfundidos com solucédo salina 0,9% refrigerada. O rim direito
foi retirado e acondicionado a -80°C para analises posteriores por Western-Blot e
ELISA. O rim remanescente (esquerdo) foi perfundido com solu¢cdo Du Boscqg-Brasil,

e preparado para analises histomorfométrica e de imuno-histoquimica.

3.4 Andlises bioquimicas

Creatinina sérica - foi quantificada colorimetricamente empregando um kit

comercial (Labtest Diagndstica, Brasil).

Sadio e Potassio plasmaticos - foram quantificados por meio do analisador
seletivo de ions AVL 9140 (AVL Medical Instruments, Suica).

Albuminuria (Uaig)- mensurada utilizando a técnica de imunodifuséo radial, por

meio de um anticorpo anti-albumina de rato (MPBiomedicals LLC, EUA). (Mancini et
al., 1965)

3.5 Andlises Histoldgicas

O rim esquerdo, com solucdo Du Boscg-Brasil, perfundido em foi pesado, e
fatiados em 2 a 3 fragcdes coronais e pés-fixados em solugcdo composta por fosfato e
formaldeido a 10%. Para os procedimentos de desidratacdo, diafanizacdo e
impregnacdo em parafina, utilizou-se um processador automatico de tecidos (Jung
Histokinette 2000, Leica Instruments GmbH, 16 Alemanha). Os tecidos parafinizados
foram seccionados em cortes na espessura de 4 um e montados em laminas
silanizadas para melhor aderéncia dos tecidos. Nesse processo de silanizagéo, as
laminas passam por trés banhos consecutivos de alcool 96° com duragdo de 1 minuto,

acetona durante 1 minuto e silano 6% durante aproximadamente 5 minutos. Em
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seguida as laminas sdo colocadas novamente em 2 banhos de acetona, seguidos de

2 banhos de agua destilada, e permanecem secando em estufa a 60°C por 24 horas.

Coloracéo pelo acido periédico de Schiff (PAS)

A reacdo de PAS foi realizada para avaliar o grau de glomeruloesclerose, o
percentual de glomérulos com lesdes esclerosantes (GS) sob aumento de 400x. (Teles
et al., 2009).

3.6 Estudo Imuno-histoquimico do tecido renal

Diferentes métodos imuno-histoquimicos foram empregados no presente
estudo para investigacdo de biomarcadores pro-inflamatorios, inflamatérios e

fibréticos presentes durante a ativacao dos sinais 1 e 2 das vias da imunidade inata.

Antes de darmos inicio as coloracdes de imuno-histoquimica propriamente
ditas, realizamos o processo de desparafinizacdo e recuperacdo antigénica das
laminas. O processo de desparafinizacdo convencional é realizado em capela de
exaustdo; as laminas sdo mantidas em estufa a 60°C durante 30 minutos, apés o que
sao realizados 3 banhos em xilol PA com duracéo de 9 minutos cada. Em seguida, as
laminas sdo mantidas em 4 banhos consecutivos com concentracdo decrescente de

alcool e duragédo vaiavel entre 3 e 5 minutos, até o tltimo banho em agua destilada.

Apbs os cortes sdo aquecidos em tampdo de citrato com pH 6,0 por
aproximadamente 30 minutos e resfriadas em agua corrente para recuperacao

antigénica.

Ap6s marcagdo por imunohistoquimica com 0s respectivos anticorpos
especificos (primarios), o tecido renal foi contracorado com hematoxilina de Harris
100% (Hemalaum-Merck) por 1 minuto e em seguida montado entre lamina e laminula
com meio de montagem aquoso de Mayer (Glicergel). As laminas utilizadas para
identificacdo do colageno tipo 1 e a-SMA né&o foram contracoradas.
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Infiltracdo de Macrofagos (M¢)

Para a iidentificacdo de células positivas para macréfagos com antigeno ED-1
utiizamos o método de Fosfatase Alcalina Anti-Fosfatase Alcalina (APAAP).
Primeiramente foi realizada a desparafinizacdo e exposicao dos epitopes através do
aguecimento das sec¢Oes em citrato, em seguida foi realizado o blogueio da biotina
endogena através da incubacgédo com solucéo de Avidina e Biotina (Dako, Carpinteria,
CA, EUA)(Avila, 2018). Em seguida, os cortes foram incubados com soro nao imune
desenvolvido em cavalo (Vector Lab, Burlingame, EUA) na concentragdo de 1:50
diluido em solucao de BSA 1% em TBS por 30 minutos. Apds as seccdes receberam
0 anticorpo primario anti-ED-1 (MCA341R, Serotec, Oxford, UK) na diluicdo 1:200, e
permanecerem refrigerados a temperatura entre 2 e 8°C, durante aproximadamente
18 horas. Descartado 0 excesso de anticorpo primario presente nos cortes, seguiu-se
um banho em TBS, apos os tecidos foram incubados com anticorpo secundario anti-
Camundongo biotinilado (#BA2001, Burlingame, EUA) na diluicdo 1:200 em solucéo
de BSA 1%, por 45 minutos e apdés com o Complexo de fosfatase alcalina anti-
fosfatase alcalina (Vector Lab, Burlingame, EUA) por 30 minutos. Ao final desse
procedimento, os tecidos foram lavados com TBS e revelados com substrato
cromogénico Fast Red, com temp variavel (Arias et al.,, 2016). A quantificacdo de
células positivas foi realizada tanto nos glomérulos como no intersticio do cortex renal.
Foram examinados 25 glomérulos. Ap6s a obtencdo do numero bruto de células
positivas, foi calculada a média de macréfagos por glomérulo. A quantificacdo de
macrofagos ED-1 no intersticio do coértex renal foi realizada com aumento de 400X
pela avaliacdo de 25 campos microscopicos para cada secéo, correspondendo a uma
area de 1,6 mm? e os resultados foram expressos em células por milimetro quadrado
(céls/mm?). (Zambom, 2018)

Infiltracdo de Macréfagos com fendtipo M2 (receptor de manose - CD206+)

Para a determinacdo dos macrofagos positivos para CD206, utilizamos o
método APAAP. ApOs desparafinizacdo e recuperacdo antigénica as laminas foram
acomodadas em camaras umidas, e os cortes receberam 80 uL de soro ndo imune
desenvolvido em cavalo (#S-2000 Normal Horse Serum, Vector Lab Burlingame, EUA)

na concentracdo de 1:50. Apos o tecido renal foi incubado com anticorpo primario
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anti-CD206 (#ab64693, Abcam, Cambridge, UK) na diluicdo de 1:10.000 em BSA 1%
durante aproximadamente 18 horas a temperatura de 4°C. Passado o processo de
incubacdo com anticorpo primario os tecidos foram lavados em TBS e logo apos
receberam 80 pl de solugéo Envision Link Rabbit/Mouse (Dako, Carpinteria, CA, EUA)
por 30 minutos. Apés, foi realizada nova incubacédo com 80 pl de solucdo Enzima AP
(Dako, Carpinteria, CA, EUA). Por fim, os cortes receberam substrato cromogénico
Permanent Red (Dako, Carpinteria, CA, EUA) em uma diluicdo de 1: 100. A
identificacdo e quantificacao das células positivas com fenétipo M2 foi realizada pela
contagem no cortex renal de 25 campos microscopicos (equivalente a uma area de
1,6 mm?) sob aumento de 400x. Os resultados foram expressos em células por

milimetro quadrado (céls/mm?).

Identificacdo de Colageno 1 (Col-1)

Apés a desparafinizacdo e exposicdo de epitopos, iniciamos o bloqueio da
peroxidase enddgena utilizando uma solugcdo composta por peroxido de hidrogénio e
metanol. ApGs lavagem com tampéo TBS e acondicionamento em camara umida, os
tecidos receberam soro ndo imune desenvolvido em cavalo (#S-2000 Normal Horse
Serum, Vector Lab Burlingame, EUA) na diluicdo de 1:50 em solucdo de BSA 1%. Em
seguida as secc¢bes foram incubadas com anticorpo priméario anti-colageno tipo |
(#34710 polyclonal rabbit anti-collagen type I, Abcam, Cambridge, UK), na diluicdo de
1:200 em solucéo de BSA a 1% em TBS, a temperatura de 4°C, por 18 horas, apés o
qual os cortes foram lavados em TBS, incubados com 80 pl de Envision Flex HRP
(Dako, Carpinteria, CA, EUA) durante 30 minutos e em seguida com o0 substrato
cromogénico DAB (Dako, Carpinteria, CA, EUA) em proporcdo de 1:20(Zambom,
2022).A fragdo do cértex renal ocupada por Col-1 foi quantificada por um método de
contagem de pontos em 25 campos microscopicos consecutivos, num aumento final

de 400x com uma ocular graticulada de 144 pontos (Jepsen and Mortensen, 1979).

Identificacdo de células positivas para Angll e a-SMA
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As células positivas para Angll foram identificadas com a técnica da
Estreptavidina-Biotina; para a marcacao de a-SMA utilizamos a técnica da Fosfatase
Alcalina. Para ambas as técnicas, realizamos inicialmente a desparafinizacéo,
exposicdo dos epitopos e o bloqueio da biotina endégena através da incubacdo com
solucdo de Avidina e Biotina (Dako, Carpinteria, CA, EUA). Em seguida os cortes
receberam 80 L de solucéo de soro ndo imune desenvolvido em cavalo (#S-2000
Normal Horse Serum, Vector Lab Burlingame, EUA) na concentracéo de 1:50 diluido
em solucdo de leite 5% para Angll e 2% para a-SMA. A seguir, 0S cortes
permaneceram incubados overnight com seus respectivos anticorpos primarios, anti-
Angll (#T4007; Peninsula Laboratories, San Carlos, CA) e anti a-SMA (#A2547,
Sigma, St. Louis, MO). Os cortes receberam entdo seus respectivos anticorpos
secundéarios, anticoelho biotinilado (#BA-1000, Biotinylated goat anti-rabbit, Vector
Laboratories) e anticorpo conjugado biotina anticamundongo (#BA-2001 Biotinylated
horse anti-rabbit, Vector Laboratories), diluidos em BSA 1% nas propor¢des de 1:1000
e 1:200, respectivamente. Apds, os cortes para Angll foram incubados com o
Complexo Estreptavidina Fosfatase Alcalina (#AK5000 Vector Vectastain ABC-AP,
Vector Lab, Burlingame, EUA) e os cortes para a-Actina com Dako Estreptavidina —
AP (Dako Carpinteria, CA, EUA). Por fim, todos os cortes foram tratados com substrato
cromogénico Fast Red para revelacdo, com tempo variavel. A quantificacdo das
células positivas para Angll foi realizada por meio da contagem das marcacfes
positivas presentes em 50 campos (area de 3,2 mm?) por lamina, sob aumento de
400x. Os resultados foram apresentados como céls/mm?2). A fracdo do cértex renal
ocupada por a-Actina foi quantificada pelo método de contagem de pontos em 25
campos microscopicos consecutivos, num aumento final de 400x com uma ocular

graticulada de 144 pontos (Jepsen and Mortensen, 1979).

3.7 Andlise do conteudo proteico do tecido renal

Extracdo e quantificacdo de proteinas teciduais

De cada animal foram coletadas amostras de tecido renal pesando entre 100 e

200 mg, que foram acondicionadas em tubos de propileno reforcado, contendo
microesferas de ceramica (OMNI International Inc. 19-628), juntamente com tampao
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RIPA (#89900, Thermo Scientific, Rockford, IL) além de inibidores de proteases e
fosfatases (Roche, Mannheim, Germany), para serem processadas no aparelho
Homogeneizador por esferas Bead Ruptor 24 Elite (Omni International, Kennesaw,
Georgia, EUA). Mensuramos o conteudo proteico utilizando o kit comercial (Pierce
BCA ProteinAssay Kit, ThermoScientific®, Massachusetts, EUA), de acordo com as

recomendacdes fornecidas pelo fabricante.

Conteudo renal de Interleucina 18

A guantificacdo de IL-1B no tecido renal foi realizada através do método Elisa
Sanduiche, utilizando kit comercial (R&D Systems, Minessota, EUA). O protocolo da

técnica e as concentracdes utilizadas seguiram as recomendacdes do fabricante.

3.8 Andlise por Western Blot

Conteudo proteico de TLR4, Caspase-1, NLRP3 e IL-6

Para a detecc¢do do conteudo proteico de TLR4 por Western Blot no tecido renal
total, foram utilizadas amostras de 100 ug de proteina do extrato tecidual diluidos em
tampéo de amostra (Laemmli Sample Buffer — BIORAD). A corrida eletroforética das
amostras ocorreu a 120 Volts em gel de poliacrilamida a 10% e se completou em 1
hora e 30 minutos.(Avila, 2018) Apos isso o gel foi transferido (transferéncia amida)
para uma membrana de nitrocelulose durante 2 horas a 400mA. A confirmacgéo da
transferéncia foi realizada por meio da coloragdo da membrana com Solucdo de
Ponceau (Sigma Aldrich, USA). Posteriormente, a membrana foi lavada com solucéo
de TBSt (TBS [NaCl Glicina Tris-Base ,10x], &gua destilada, Tween 20, pH 7.4), e foi
realizado o bloqueio de marcacgédo inespecifica com BSA a 5% (albumina sérica
bovina) diluida em tampdo TBS por 2 horas a temperatura ambiente, sob leve
agitacdo.(Zambom, 2022) Apo6s o bloqueio, a membrana foi incubada a 4°C com o
anticorpo primario anti-TLR4 (Santa Cruz) diluido em BSA 1% na propor¢ao de 1:250,
durante 18 horas. Em seguida, a membrana foi lavada com solu¢cdo TBSt e incubada
a 4°C com anticorpo secundario (Anti-rabbit-HRP, Sigma-Aldrich), na proporcao de

27



1:5000, durante 2 horas, sob agitacdo, seguindo-se nova lavagem em TBSt e
revelacao por quimioluminescéncia, utilizando kit comercial (Pierce SuperSignal West
Pico Chemiluminescent Substrate, ThermoScientific®, Massachusetts, EUA)
(Zambom, 2022).

Para determinacdo por Western blot do contetudo renal de Caspase-1, NLRP3,
IL-6 e HO-1, o bloqueio das marcac¢des inespecifica foi realizado com leite desnatado
a 5% em TBSt durante 2 horas. Apos, as membranas foram incubadas com seus
respectivos anticorpos primarios, anti-Caspasel (1:1000, #Sc56036,Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, USA), Anti-NLRP3 (1:200, #HPA12878, Sigma, USA) e
anti-IL-6 (1:1000 #Ab9324,Abcam, Cambridge, UK) e anti-HO-1 (1:500 #Ab13248,
Abcam, Cambridge, UK) por 18 horas a temperatura de 4°C. Apés esse periodo, as

membranas foram tratadas conforme descrito anteriormente.

Conteudo proteico de superéxido dismutase 2 (SOD2)

Foram utilizadas 13 ug de proteina do extrato tecidual diluidos em tampéao de
amostra (Laemmli Sample Buffer — BIORAD). A corrida eletroforética ocorreu
conforme descrito acima; os géis foram transferidos (transferéncia semiimida) para
membranas de nitrocelulose, durante 45 minutos a 20V e a confirmacéo se deu pela
coloracdo das membranas com Solucéo de Ponceau, seguida de lavagem em solucao
de TBSt. O bloqueio das marcacdes inespecificas foi feito da maneira descrita no
paragrafo anterior. A seguir, as membranas receberam anticorpo primario policlonal
desenvolvido em coelho anti-Superoxide dismutase 2 (1:10000, #10011389, Cayman,
202 Michigan, USA) durante 18 horas, a temperatura de 4°C. Apdés isso, as
membranas foram novamente lavadas em TBSt e incubadas com seu anticorpo
secundario Anti-coelho HRP (1:5000 Sigma-Aldrich, USA) por 2 horas, a 4°C, e mais

uma vez lavadas em TBSt.

Frac&o nuclear p65 do NF-kB (Western Blot)

Para a deteccdo do conteudo nuclear de p65 foi realizada primeiramente a

separacao das fracdes nucleares e citoplasmaticas das células do cértex renal. Nesse
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procedimento foram utilizados 100 mg de tecido renal homogeneizados em 1000 pL
de solucéo de lise A (HEPES [10X], KCI [10X], MgCI2 [10X], Sacarose [5X], glicerol
PA, NP-40 PA e inibidores de protease e fosfatase) (Roche, Suica). O homogenato foi
centrifugado a 1000G e 4°C durante 10 minutos. O sobrenadante foi transferido para
um tubo pré-refrigerado (fracéo citoplasmatica). O pellet (fracdo nuclear) foi suspenso
em 1000 puL do tampdo A e centrifugado por 10 minutos a 4°C e 1000G. O
sobrenadante foi descartado e o pellet foi novamente suspenso em 200 pL no tampéo
B (Sacarose, SDS, Tris-HCI [10X], Bromo-phenol-blue e beta mercaptoetanol PA). A
solucéo foi centrifugada por 10 minutos a 4 °C e 1500G(Neto, 2019). O sobrenadante

foi transferido para um tubo pré-refrigerado (fracao nuclear) e armazenado a -80%

A corrida eletroforética ocorreu em gel de poliacrilamida 10% durante 1 hora e
30 minutos a 120 Volts. A transferéncia semiumida, bem como sua conferéncia,
ocorreu de maneira semelhante a descrita acima. As marcacdes inespecificas foram
bloqueadas com solucdo de leite a 3% + BSA a 3% em TBSt durante 2 horas a
temperatura ambiente, sob leve agitacdo. As membranas foram incubadas com o
anticorpo primario anti-p65 fosforilado ((#3033S,Cell Signaling Danvers, USA) diluido
em BSA a 1% em TBS na proporc¢ao 1:100, durante 18 horas, a 4°C. Em seguida, as
membranas foram lavadas em TBSt e incubadas com o anticorpo secundario
(Anticoelho-HRP: 1:5000, Sigma-Aldrich, USA), por 2 horas, a 4°C, sob agitacao.

Finalmente, as membranas foram novamente lavadas com TBSt.

Identificacdo e quantificacdo das bandas

A revelacdo das membranas foi realizada por quimioluminescéncia, utilizando
kit comercial (Pierce SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate,
ThermoScientific®, Massachusetts, EUA), e as imagens foram registradas com
aparelho fotodocumentador (UVITEC Cambridge®) (Zambom, 2018). A identificacéo,
analise e quantificacdo das bandas foram realizadas através do software Uvisoft-
UvibandMax (UVITEC Cambridge®, UK) (Avila, 2018).A proteina constitutiva 3-actina
(anti-B-actina, Sigma-Aldrich, 1:5000 em BSA 1%) foi utilizada para a normalizacao
dos resultados das proteinas alvo TLR4, NLRP3, Caspase-1, IL-6, HO-1 e SOD2. Para

a normalizacdo dos resultados da proteina alvo p65 fosforilada, foi utilizada a proteina
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constitutiva nuclear histona H2B (anti-histona H2B, Abcam®, 1:1000 em BSA
1%).(Zambom, 2022)

3.9 Anédlise Estatistica

Os resultados obtidos no presente estudo foram submetidos a andlise de
variancia de um fator(ANOVA) seguido de comparacdes pareadas d entre grupos pelo
método de Newman-Keuls (Wallenstein et al., 1980), utilizando o software
GraphPadPrism®, versao 4.0. Foram considerados significativos os valores de p

inferiores a 0,05. Os resultados sao apresentados como média + erro padréo.

4 RESULTADOS

4.1 Parametros gerais

A seguir serdo apresentados os resultados obtidos ao final dos 90 dias de
acompanhamento. Os valores de peso, PC e UaLs foram apresentados na Tabela 1 e

nas Figuras 3-5.

Tabela 1. Parametros gerais

12M 15M 15MLos 15MLos+pDTC
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)

Peso (g) 383+4 386+14 372+13 360+10

PC (mmHg) 149+6 13742 126+32 129+32

UaLs (Mg/24h) 2915 80+192 74423 22+8P

Resultados apresentados como média+EP.2p<0,05 vs. 12M, ’p<0,05 vs. 15M, °p<0,05
VS. 15Muos.
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Figura 3. Peso Corpéreo (gramas) dos grupos 12M, 15M, 15MLos € 15MLos+ppTc. Resultados
apresentados como MédiatEP.

Ao final do periodo de acompanhamento, observamos que os grupos de estudo
mantiveram uma média de peso corporal semelhante, sugerindo que o processo de
envelhecimento ou os tratamentos propostos ndo resultaram em diminuicdo da
ingesta alimentar nem em alteracdes metabdlicas capazes de causar retardo do

crescimento ou comprometimento do estado geral dos animais.
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Pressédo Caudal (PC)
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Figura 4. PC (mmHg) dos grupos 12M, 15M, 15MLos e 15Mios+ppTc. Resultados apresentados

como Média+EP

Durante o periodo de acompanhamento, verificou-se uma diminui¢ao
significativa nos valores de PC dos grupos com 15 meses com ou sem tratamento, em
relacdo ao grupo controle de 12 meses (p<0,05 vs.12M). Embora os integrantes dos
grupos 15Mios e 15MLos+ppTc tenham apresentado pressdes mais baixas em relacéo
ao grupo controle envelhecido (15M), ndo houve diferenca estatistica significativa
(p>0,05 vs. 15M).
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Albumindria

3001
*
1
—*
- 2004 (@) o
S °
CE” e}
100+
f o @
o2 ¥
R
0 T T T
'\/q§ '\</°® @\/O@ QO&O
5 22
AN
@\/
N

Figura 5. Uawe (mg/24h) dos grupos 12M, 15M, 15Mios € 15Mios+potc. Resultados
apresentados como MédiatEP.

Houve um aumento significativo na excrecdo urinaria de albumina do grupo
15M em comparagéo com o grupo 12M (p>0,05). A terapéutica com Los nao reduziu
esse parametro (p>0,05 vs 15M), mas a associacdo Los+PDTC atenuou
significativamente a albumindria (p<0,05 vs.15M), restabelecendo valores médios de

UaLs semelhantes aos encontrados no grupo controle 12M (p>0,05).

A Tabela 2 e a Figura 6 descrevem os parametros bioquimicos obtidos.

Tabela 2. Resultados da analise bioguimica dos grupos estudados

12M 15M 15Mios 15MLos+pDTC
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
Creatinina Serica 5,0 1 0,620,1 0,640,1 0,640,1
(mg/dL)
Na* (mEg/L) 41%2 14141 14241 14141
K* (MEg/L) 4,5:0,2 4,6+0,2 4,4+0,3 4,5:0,3

Resultados apresentados como MédiazEP.ap<0,05 vs. 12M, bp<0,05 vs. 15M, cp<0,05 vs. 15MLos.
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As concentracdes séricas de Na* e K* ndo variaram significativamente entre os
grupos avaliados, indicando que o inicio do processo de envelhecimento renal ndo
esta associado a retencdo de potassio por perda de massa renal ou alteracdes

tubulares graves.

Creatinina Sérica

Os niveis séricos de creatinina dos grupos 15M, 15Mios e 15MLos+ppTC
foram semelhantes aos do grupo 12M (p>0,05), indicando que, no periodo estudado,

o processo de envelhecimento ndo chegou a comprometer seriamente a funcao renal.
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Figura 6. Creatinina Sérica (mg/dL) dos grupos 12M, 15M, 15M.os, 15MLos+ppTC.

4.2 Estudo histomorfométrica do tecido renal

Na tabela 3 e Figura 7 estdo representados os resultados dos estudos de

histomorfometria desenvolvidos no presente trabalho.
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Esclerose Glomerular

Corroborando os dados encontrados na literatura e em estudos anteriores do
grupo, observamos uma porcentagem  significativamente elevada de
glomeruloesclerose no grupo controle idoso (15M) em relagéo ao grupo controle 12M
(p<0,05). Observamos ainda que a adicdo de PDTC ao protocolo terapéutico
promoveu um significativo efeito nefroprotetor por reduzir a porcentagem de

glomeruloesclerose em comparagao ao grupo 15M (p<0,05 vs.15M).

Tabela 3. Percentual de glomeruloesclerose dos grupos 12M, 15M, 15M.os,
15MLos+pDTC.

12M 15M 15Mcos 15MLos+pPDTC
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
% GS 2,310,7 8,6+1,02 5,6+1,7 2,4+0,7°

Resultados apresentados como médiazEP.2p<0,05 vs. 12M, Pp<0,05 vs. 15M, ¢p<0,05 vs. 15Myos.

A Figura 7. mostra microfotografias representativas de glomérulos nos quatro
grupos estudados. A quantificacao das lesb6es glomerulares é apresentada na Figura

15m+Los 15m+Los+PDTC
W) b (=AY (

Figura 7. Microfotografias representativas de glomérulos nos grupos estudados
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Figura 8. Porcentagem de glomérulos com les8es esclerosantes (GS) nos grupos 12M, 15M,
15M.os, 15MLos+poTc. Resultados apresentados como Média+EP.

4.3 Estudo imuno-histoquimico do Tecido Renal: Inflamagéao

Na tabela 4 e nas Figuras 9-16 estdo representados os resultados obtidos das

analises imuno-histoquimicas empregados para caracterizar a inflamacao renal.
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Angll

Tabela 4. Quantificacdo, nos glomérulos e no intersticio renal, de células
positivas, para ED-1 (M¢ do Tipo 1), CD206 (M¢ do Tipo 2), Angll Col-1 e a-SMA dos
grupos 12M, 15M, 15Mios, 15MLos+ppTC

12M 15M 15MLos 15MLos+pPDTC
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
Angll INT (céls/mm?) 2,9+0,3 6,6+0,62 4,9+0,62 3,410,4 b
M¢ ED-1cLo (céls/glo) 1,3+0,2 4,2+0,7%  3,5+0,62P 2,3+0,4°
M¢ ED-1int (céls/mm?) 21,9+2,0 65,316,8a 42,4+3,42b 23 5+4,9bC
% M¢ CD206/ M$ ED-1clo  41,0+6,6 10,1+1,08 19,945,742 39,246,3°
% M¢ CD206/ M¢ ED-1int 38,4+5,8 5,8+1,32  20,0£3,52P 29,7464 ¢
Col — 1 inT (%) 4,3+0,3 9,0£0,5%  6,0+0,3 &P 4,8+0,3 bc
A-SMA (%) 1,0+0,1 3,56+0,32  2,6+0,22P 1,7+0,23b¢

Resultados apresentados como MédiatEP (ap<0,05 vs. 12M, bp<0,05 vs. 15M, cp<0,05 vs. 15MLo0S).

Expresséo renal de Angll intersticial

12m

15m

15m+Los

15m+Los+PDTC

B bt

D *

Figura 9. Microfotografias representativas da infiltragdo de células Angll+. Aumento de 400X.
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Figura 10. Infiltrado de células Angll + dos grupos 12M, 15M, 15Mios, 15Mios+pptc. Resultados

apresentados como MédiatEP.

Em nosso estudo constatamos um evidente aumento no numero de células
intersticiais positivas para Angll do grupo 15M em relacédo ao grupo 12M. (p<0,05). O
tratamento com Los atenuou de maneira significativa o infiltrado intersticial de células
Angll + em comparagédo com o grupo 15M (p<0,05 vs 15M), mas a infiltragdo seguiu
aumentada em comparagdo com o grupo 12MK (p<0,05 vs 12M). O protocolo
terapéutico de Los associado ao bloqueador do sistema NF-kB, PDTC, promoveu
uma significativa reducdo na expressao de células positivas para Angll, em

comparagao com o grupo 15M (p<0,05) e o grupo 15Mcros (p<0,05 vs 15MLos).

38



Infiltracdo de Macrofagos (ED-1) no Cortex Renal
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Figura 11. Microfotografias representativas da infiltrac&o renal por macrofagos. Aumento de 400X.
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Figura 12. Quantificacdo do infiltrado de macréfagos (M$¢ ED-1+) nos compartimentos glomerular e
intersticial dos grupos 12M, 15M, 15MLOS, 15MLOS+PDTC. Resultados apresentados como
MédiatEP

Os resultados do presente estudo demonstram um significativo aumento no
infiltrado de macro6fagos tanto no compartimento glomerular como no intersticial do

grupo controle idoso (15M) em comparacéo ao grupo adulto controle (12M) (p<0,05
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Mf CD206

vs.12M). A monoterapia com Los associou-se a uma reducdo numérica do niumero de
M¢ em relacdo ao Grupo 15M, enquanto o tratamento com PDTC associado ao Los
trouxe uma significativa reducéo do infiltrado macrofagico intersticial em comparacao
com o0s grupos 15M, 15Mios, (p<0,05) retomando indices semelhantes aos
encontrados no grupo controle 12M (p>0,05, vs 12M).

Infiltracdo de Macréfagos (CD206) no Cortex Rena

Em contraste com os resultados obtidos com os macrofagos marcados apenas
para ED-1, o presente estudo mostrou uma reducdo acentuada da presenca de
macrofagos com fenétipo M2 (positivos para CD-206) no grupo 15M (p<0,05 vs 12M).
Ambos os tratamentos proporcionaram um aumento significativo da intensidade da
infiltracdo por macréfagos com perfil M2 (p<0,05 vs 15M), mas a associacao
LOS+PDTC mostrou-se superior a monoterapia com Los, especialmente quando

considerado o compartimento intersticial (p<0,05vc 15MLos).

12M 15M 15M | os 15M Losepore

2

Figura 13. Microfotografias representativas da infiltragdo de macréfagos com fenétipo M2. 400X
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Figura 14. Porcentual dos M¢ CD206 em relagao ao total de M¢ ED-1 nos compartimentos glomerular

e intersticial dos grupos 12M, 15M, 15Muos, 15Mios+ppTc. Resultados apresentados como Média+EP.

Deposicéo de Col -1 e a-SMA no cortex renal

Col -1 Cortical

Figura 15 Microfotografias representativas da deposi¢ao cortical de a-SMA e Col-1 dos grupos 12M,
15M, 15Mios 15Mios+ppTc.15
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Figura 16. Deposicdo cortical de a-SMA e Col-1 dos grupos 12M, 15M, 15Mios, 15Mios+ppTC.

Resultados apresentados como Média+EP.

Os animais do grupo 15M apresentaram maior deposi¢cdo de Col-1, principal
marcador de fibrose intersticial, em comparagcdo com o grupo 12M (p<0,05).
Comportamento semelhante foi observado com relacdo a o-SMA, marcadora da
presenca de miofibroblastos no intersticio cortical. Ambos os tratamentos reduziram a
infiltrac&o intersticial por células a-SMA+ e a deposicao intersticial de Col-1 em relacao

ao grupo 15M (p<0,05).

4.4 Expresséao proteica dos componentes da imunidade inata

Buscando compreender os mecanismos de inflamagdo no envelhecimento
renal, avaliamos os componentes das principais vias de sinalizacao (Sinal 1 e Sinal 2)
da imunidade inata. A tabela 5 e as Figuras 16 e 17 mostram o0s resultados das

analises desses componentes por meio das técnicas de Western Blot e ELISA.
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Tabela 5. Expresséo proteica dos componentes da Imunidade Inata.

12M 15M 15Mcos 15MLos+ppTC
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
TLR4 (fold
_ 1,0+0,1 1,5+0,3 0,9+0,1 0,6+0,1°
increase)
NF- KB Nuclear
_ 1,0+0,1 4,0+1,42 2,6+0,52 1,3+0,2" ¢
(fold increase)
IL- 6 (fold
_ 1,0+0,1 1,8+0,32 1,7+0,32 0,9+0,1"¢
increase)
NLRP3 (fold
_ 1,0+0,1 1,2+0,2 0,9+0,8 0,7+0,1
increase)
Casp -1 (fold
_ 1,0+0,1 2,0+0,2 2,0+0,6 1,240,2
increase)
IL - 1B (pg/mg) 2,1+0,3 3,3t1,0 2,310,4 2,4+0,4

Andlise dos componentes da imunidade inata por técnicas de Western Blot e ELISA dos grupos 1 dos
grupos 12M, 15M, 15M.os, 15MLos+pptc. Resultados apresentados como Média+EP (p2<0,05 vs. 12M,
p°<0,05 vs. 15M, p°<0,05 vs. 15Myos).
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4.5 Componentes do Sinal 1 da Imunidade Inata
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Figura 17. Expresséo proteica dos componentes do sinal 1 (TLR4/NF-kB/IL-6) obtidos do tecido renal
dos grupos 12M, 15M, 15MLos, 15MLos+poTc. Resultados apresentados como Média+EP.

A expressdo de TLR4 no tecido renal dos idosos do grupo controle (15M)
apresentou-se significativamente elevada em relagéo ao grupo 12M (p<0,05 vs. 12M).
Ambos os protocolos terapéuticos atenuaram de maneira significativa 0 aumento na
expressdo de TLR4 (p<0,05 vs. 15M).

A expressdo da subunidade p65 fosforilada na fracdo nuclear estava
significativamente elevada, nos animais do grupo 15M (p <0,05 vs. 12M), indicando a
ativacdo do NF-kB durante o processo de envelhecimento renal. Esses niveis néo
foram significativamente alterados pela monoterapia com Los (p<0,05 vs. 15M). Ja o
tratamento com a associacdo Los+PDTC reduziu significativamente a ativacédo do
sistema NF-kB em relagdo ao grupo 15M e em relag&o ao grupo tratado somente com
Los (p<0,05).

Conforme descrito anteriormente, a IL-6 é um dos produtos da ativagdo do
sistema NF-kB e, portanto, o aumento de sua expressao renal era esperado nos

animais 15M. Consistentemente, a monoterapia com Los nao inibiu o0 aumento do
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conteudo proteico de IL-6 em relacdo ao Grupo 12M. J& a associacdo Los+PDTC
reduziu de maneira significativa a expresséo renal de IL-6 em comparacdo com 0s

Grupos 15M e 15MLos (p<0,05)

4.6 Componentes do Sinal 2 da Imunidade Inata
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Figura 18. Expressao proteica dos componentes do sinal 2 (NLRP3/Casp-1/IL-1B) obtidos do tecido
renal dos grupos 12M, 15M, 15MLOS, 15MLOS+PDTC. Resultados apresentados como MédiatEP.

Nossos resultados ndo demonstraram diferencas significativas na expressao
proteica de NLRP3 renal entre os grupos 12M e 15M (p<0,05), sugerindo que 0s
componentes do inflamassoma NLRP3 ndo estdo envolvidos na patogénese do
processo de envelhecimento renal. Corroborando esse resultado, ndo observamos

diferencas significativas no conteudo renal de IL-1[3 entre os grupos estudados.

45



4.7 Expressao proteica de marcadores de stress oxidativo

Com o intuito de verificar a possivel presenca de estresse oxidativo nos
Grupo 15M e se os tratamentos com Los e Los+PDTC apresentam atividade
antioxidante, quantificamos o conteudo proteico de Heme oxigenase-1 (HO-1) e
Manganés Superoxido Dismutase (SOD2) no tecido renal. A Tabela 6 e a Figura 14

mostram os resultados dessas analises.

Tabela 6. Expresséao proteica renal de marcadores de stress oxidativo

12M 15M 15MLos 15MLos+ppTC
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
!—|O-1 (fold 1,14+0,2 2,3+0,92 2,612,432 2,7+0,72
increase)
SoD2  (fold 1,00,1 00:01 ,,  2H0° 1,440,2°
increase) &

Analise por Western Blot dos marcadores de estresse oxidativo nos grupos 12M, 15M, 15M.os,
15Mios+poTc. Resultados apresentados como MédiatEP (2p<0,05 vs. 12M, Pp<0,05 vs. 15M, °p<0,05

vs. 15Mios).
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Figura 19. Valores de expressao de HO-1 e SOD2 dos grupos 12M, 15M, 15M.os, 15MLos+ppTC.
Resultados apresentados como MédiazEP.

Houve um aumento significativo nos niveis renais de HO-1 nos grupos 15M,
gquando comparado com os animais de 12M, sugerindo envolvimento do estresse
oxidativo no processo de senescéncia renal. Os tratamentos com Los e Los+PDTC
nao afetaram a expressao de HO-1. Em relacéo a expressao renal de SOD2, os niveis
foram semelhantes nos animais de 12M e 15M. Entretanto, nos animais 15MLos e
15MLOS+PDTC os niveis de SOD2 foram superiores aos dos Grupos 12M e 15M
(p<0,05), sugerindo possivel efeito antioxidante.

5 DISCUSSAO

Conforme descrito anteriormente, o processo de envelhecimento esta
associado a alteracdes da estrutura renal, denotadas por um aumento na excrecao
urindria. de albumina, pela presenca de glomeruloesclerose e por
expansao/inflamacao intersticial (Weinstein and Anderson, 2010; Bolignano et al.,
2014; Musso and Jauregui, 2016; Denic et al., 2017). Ocorre também um declinio
funcional, mas em nosso estudo ndo chegamos a observar elevacdo dos niveis
séricos de creatinina, indicando que, no periodo estudado, ndo houve ainda
comprometimento da fungéo renal devido a senescéncia. No entanto, foram evidentes
0 aumento nos niveis de albuminuria e importantes alteracdes estruturais no
parénquima renal. O tecido renal desses ratos apresentou intensa infiltracdo de
macréfagos e células positivas para Angll, juntamente com aumento da porcentagem
de glomérulos com lesdes esclerticas, além da presenca de fibrose renal,

corroborando achados anteriores (Ding et al., 2001; Mei and Zheng, 2009).

Embora os mecanismos relacionados ao envelhecimento renal ndo estejam
totalmente esclarecidos, varias evidéncias disponiveis na literatura sugerem o
envolvimento da resposta imune inata na patogénese da inflamacéo renal e lesdes
estruturais associadas. Xi e colaboradores demonstraram um aumento na expressao
renal dos TLRs em ratos com 12 e 24 meses de idade, em comparagdo com animais
jovens (3 meses)(Xi et al., 2014). Chung e colaboradores (Chung et al., 2017) haviam
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obtido anteriormente evidéncias de envolvimento do sistema NF-kB na fibrose renal
associada a idade, enquanto Song et al demonstraram que os inflamassomas ativados
durante o processo de envelhecimento renal podem induzir um processo inflamatorio,
promovendo a maturacdo e secre¢do das citocinas pré-inflamatérias IL-18 e IL-18
(Song et al., 2016).

Em consonancia com os resultados daqueles estudos, demonstramos aos 15
meses de idade um aumento significativo no conteddo nuclear do componente p65,
indicando ativacdo do sistema NF-kB. Em consisténcia com essas observacoes,
encontramos um aumento concomitante da expressdo da citocina inflamatéria IL-6
durante o processo de envelhecimento renal. Com relagéo ao sinal 2 da imunidade
inata, ndo houve uma elevacdao significativa da expresséo do inflamassoma NLRP3,
enquanto a expressdao da Casp-1 teve um aumento apenas discreto, embora
significativo. Esses achados sugerem que a ativacdo de uma parte da imunidade
inata, o Sinal 1 (via do sistema NF-kB), est4 envolvida no processo de esclerose
glomerular e de inflamacéo e fibrose do intersticio renal, associado ao envelhecimento
renal. J& o envolvimento do Sinal 2 (via do Inflamassoma NLRP3) é menos evidente,

uma vez que nao observamos sinais claros e consistentes de ativacao desse sistema.

A presenca de estresse oxidativo foi demonstrada em varios modelos
experimentais de DRC (Rempel et al., 2019; Zambom et al., 2019), e também na
nefropatia do envelhecimento (Schulman et al., 2010). Nossos resultados sé&o
consistentes com esses achados, uma vez que houve aumento nos niveis de HO-1, e
decréscimo na expressdo de SOD2 no Grupo 15M em relagdo ao Grupo 12M. No
entanto, o efeito dos protocolos terapéuticos utilizados no presente estudo sobre o
estresse oxidativo foi modesto: a monoterapia com Los, e apenas ela, promoveu um
aumento da abundéancia renal de SOD2, sem afetar a da HO-1. Esses resultados
indicam que o estresse oxidativo teve pouca influéncia sobre o efeito renoprotetor dos

tratamentos utilizados no presente estudo, em especial o da associa¢do Los+PDTC.

Como em outros modelos de nefropatia cronica (Fujihara et al., 2005; Arias et
al., 2013), a inibicao crénica do SRA exerceu um efeito protetor em ratos idosos. Em
um estudo anterior (Anderson et al., 1994), demonstramos que ratos idosos tratados
dos 12 aos 24 meses com enalapril, um inibidor da enzima conversora de angiotensina
I (IECA), tiveram forte atenuacdo da hipertensdo, da albumindria e das lesdes
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glomerulares associadas a idade. Quando o tratamento foi iniciado aos 3 meses de
idade, essas anormalidades foram completamente prevenidas. No presente estudo,
em consonancia com aqueles achados, a monoterapia com Los, iniciada aos 12
meses de idade, teve um nitido efeito renoprotetor, baixando a presséo arterial e
atenuando a infiltracdo por macrofagos e por células intersticiais positivas para Angll,
bem como a deposicéo de Col-1 no cortex renal. Além disso, a monoterapia com Los
restaurou parcialmente a presenga de macrofagos com perfil M2. No entanto, essa
renoprotecdo ocorreu predominantemente no compartimento intersticial, sem

alteracéo da taxa de excrecao de albumina, ou da frequéncia de lesGes glomerulares.

Alguns achados obtidos no presente estudo podem ajudar a explicar os efeitos
positivos da inibicdo do SRA sobre a nefropatia do envelhecimento. O mais 6bvio
deles é a acdo do Los sobre a densidade de células com marcacao positiva para Angll,
uma vez que esse peptideo ndo apenas exerce diretamente um efeito pro-inflamatorio
(Bolignano et al., 2014) como também age como uma citocina, ajudando a recrutar
outras células inflamatérias e ativando linfocitos T (Nataraj et al., 1999). Um
mecanismo adicional poderia ser o efeito inibidor do Los sobre o sistema
NLRP3/Caspase-1, reduzindo a abundancia desta ultima, embora esse efeito tenha
sido apenas modesto, e a ativacdo desse sistema aos 15 meses ndo tenha sido
claramente evidenciada. Por fim, o Los apresentou efeito antioxidante, indicado pela
elevacdo dos niveis renais de SOD2. No entanto, esse efeito pode ter sido
simplesmente secundario a acao inibidora do Los sobre a Angll, um conhecido
estimulo a producado de espécies reativas de oxigénio.

A associagao entre o PDTC e o Los foi claramente mais eficiente do que a
monoterapia com Los em atenuar a nefropatia observada aos 15 meses de idade. O
tratamento combinado Los+PDTC preveniu 0 aumento da albumindria, bem como o
desenvolvimento de esclerose glomerular, mantendo a prevencdo da fibrose
intersticial, ja observada com o tratamento isolado com Los. O tratamento combinado
também foi mais eficaz como anti-inflamatério, conforme indicado por seu efeito sobre
a densidade da infiltracao intersticial de macréfagos, que néo diferiu significativamente
da observada no Grupo 12M, e pela reducao significativa da infiltracdo por células
positivas para Angll. Coerentemente, a terapia combinada promoveu um aumento

significativo da presenca de macréfagos com perfil anti-inflamatério (M2), que retornou
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a niveis semelhantes aos observados no Grupo 12M, tanto no espaco glomerular

como no intersticial.

A maior eficiéncia renoprotetora do tratamento combinado associou-se a sua
acao sobre a imunidade inata, mais especificamente sobre o assim denominado Sinal
1. O tratamento Los+PDTC promoveu uma diminuig&o significativa da abundancia do
TLR4 em relacdo ao Grupo 15M, o que nao foi observado com a monoterapia com
Los. Mais importante, o tratamento combinado preveniu totalmente o aumento da
expressao proteica do componente p65 na fracdo nuclear, indicando que a ativagao
do sistema NF-kB foi eficazmente bloqueada. A observacdo de que a abundancia
renal da IL-6 foi indistinguivel da observada aos 12 meses de idade corrobora esse
achado e indica que a inibicdo do sistema NF-kB limitou fortemente o processo
inflamatorio que inevitavelmente decorreria de sua ativacdo. Esse efeito demonstra
que a acao do PDTC néo se confunde com a do Los e que as vias associadas ao
sistema NF-kB e ao SRA, embora possuam pontos em comum, sdo independentes,
de tal modo a permitir um sinergismo entre os respectivos inibidores. E importante
notar que a renoprotecao trazida pelo PDTC néo se associou a uma ac¢ao adicional
sobre o Sinal 2, uma vez que o efeito da associacdo Los+PDTC sobre o contetudo
renal de NLRP3 e de caspase-1 nao foi superior ao da monoterapia com Los. Da
mesma forma, ndo é possivel atribuir a maior eficiéncia do tratamento combinado a
um efeito sobre a IL-1B, cuja abundancia foi, tanto quanto com a monoterapia,
diminuida apenas numericamente em relagdo ao Grupo 12M. E teoricamente possivel
gue a abundancia da forma ativa da caspase-1 tenha sido reduzida, um efeito que néo
pode ser verificado com a metodologia empregada neste estudo. No entanto, é pouco
provavel que esse hipotético efeito tenha sido relevante, dada a pouca intensidade,
se é que existiu, da ativacdo do Sinal 2 da imunidade inata aos 15 meses. Assim, as
evidéncias obtidas neste estudo sugerem fortemente que o efeito renoprotetor
adicional proporcionado pelo PDTC foi especificamente relacionado a sua acéo sobre
o Sinal 1 da imunidade inata. Tampouco a a¢ao renoprotetora adicional do PDTC pode
ser atribuida a um efeito antioxidante, uma vez que nao promoveu alteracéo

significativa sobre a expresséo da HO-1 ou da SOD-2.

Os presentes achados constituem evidéncia de que a ativacdo do sistema

NFkB pode representar um importante mecanismo de lesdo renal progressiva na
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nefropatia do envelhecimento, somando-se aos resultados obtidos anteriormente com
a ablacéo renal de 5/6, a nefropatia diabética e a sobrecarga de adenina. Embora o
PDTC ndo seja propriamente uma droga, com propriedades farmacoldgicas e
toxicologia conhecidas, o desenvolvimento de novos inibidores do sistema NF-kB,
com eficiéncia e seguranca comprovadas, pode constituir-se em uma estratégia
adicional para a prevencao das lesfes e da perda funcional associadas a progressao

dessas doencas e, especificamente, & nefropatia da senescéncia.

Em resumo, os resultados obtidos sugerem que a ativacao da via TLR4/NF-kB/
IL-6 (Sinal 1) contribui fortemente & instalagdo da lesdo renal associada ao
envelhecimento. A monoterapia com Los atenuou as lesdes estruturais e a inflamacéao
renal, com pouco efeito sobre a imunidade inata. O tratamento combinado Los+PDTC
inibiu fortemente o sistema NF-kB e atenuou com maior eficacia a inflamacao e as
lesbes renais associadas ao envelhecimento. Conforme sugerido anteriormente por
observacdes em outros modelos experimentais, a inibicdo crénica do sistema NF-kB
representa uma possivel estratégia terapéutica para prevenir a progressao das

nefropatias cronicas e, particularmente, aguela associada ao envelhecimento.
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6 CONCLUSOES

A ativacdo da imunidade inata, em especial da via TLR4/NF-kB/IL-6, exerce
papel importante na patogénese da nefropatia do envelhecimento.

A inibicdo do SRA atenua as lesdes renais associadas ao envelhecimento.

A inibicdo da via do NF- kB potencializa o efeito renoprotetor do bloqueio do

SRA, constituindo-se em uma possivel nova opc¢éao terapéutica.
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