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Resumo

Oliveira KC. Papel da imunidade inata na doenca renal crénica que se segue a
recuperacdo da nefropatia induzida pela inibicdo temporaria do Oxido nitrico
associada a uma sobrecarga salina [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo; 2019.

A inibicdo temporaria da sintese de NO através da administracdo de L-NAME
associada a uma sobrecarga salina (HS) € um modelo de doenga renal crénica
caracterizado por hipertensdo severa e lesdo renal. Com a interrup¢cdo do
tratamento a maioria das alteragbes se normaliza, porém o retorno a
normalidade ndo ¢é completo. Uma nefropatia progressiva se instala
acompanhada por inflamacgao persistente. Investigamos se a imunidade inata,
em particular o sistema NF-kB, esta envolvida nesse processo. Ratos Munich-
Wistar machos receberam sobrecarga salina e L-NAME (32 mg/Kg/dia) e ratos
controles receberam apenas sobrecarga salina. O tratamento foi cessado apds
4 semanas e 30 animais foram avaliados. Ratos adicionais foram avaliados
com 8 semanas (N=30) e 28 semanas (N=30). Como esperado, HS+L-NAME
promoveu hipertensdo severa, albuminuria e lesdes renais, enquanto a
ativacdo da imunidade inata foi evidente. Apds a interrup¢cao do tratamento
ocorreu uma redugao parcial das lesdes renais e da inflamagao, porém a
imunidade inata permaneceu ativada. Ao final das 28 semanas as lesbes
glomerulares se agravaram e a inflamacéo e imunidade inata persistiram. A
administragao de pirrolidina ditiocarbamato (PDTC), um inibidor do sistema NF-
kB, em concomitancia com o tratamento temporario com HS+L-NAME preveniu
o desenvolvimento de inflamagao e lesbes renais durante todo o estudo. A
ativagdo precoce da imunidade inata pode ser crucial para o inicio das lesdes
renais no modelo HS+L-NAME e para a progressdo autbnoma da nefropatia

crénica, mesmo apos a interrupg¢ao do insulto inicial.

Descritores: N-omega-nitro-L-arginina metil éster; Sobrecarga salina;

Insuficiéncia renal crdnica; Imunidade inata; NF-kappa B.



SUMMARY

Oliveira KC. Role of innate immunity in the progressive nephropathy that follows
brief nitric oxide inhibition and salt overload [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de

Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2019.

NO synthase inhibition by L-NAME plus high-salt diet (HS) is a model of
Chronic Kidney Disease characterized by marked hypertension and renal injury.
With the cessation of treatment, most of these changes subside, but
progressive renal injury develops, associated with persistent low-grade renal
inflammation. We investigated whether innate immunity, and in particular the
NF-kB system, is involved in this process. Male Munich-Wistar rats received HS
and L-NAME, 32 mg/Kg/d, while control rats received HS only. Treatment was
ceased after 4 weeks when 30 rats were studied. Additional rats were studied at
8 weeks (N=30) and 28 weeks (N=30). As expected, HS+L-NAME promoted
severe hypertension, albuminuria, and renal injury after 4 weeks of treatment,
whereas innate immunity activation was evident. After discontinuation of
treatments, partial regression of renal injury and inflammation occurred, along
with persistence of innate immunity activation. At 28 weeks, glomerular injury
worsened, while renal inflammation persisted and renal innate immunity
remained activated. Administration of the NF-kB inhibitor pyrrolidine
dithiocarbamate (PDTC) in concomitancy with the four-week HS+L-NAME
treatment prevented the development of renal injury and inflammation, an effect
that lasted throughout the 28-week period of observation. Early activation of
innate immunity may be crucial to the initiation of renal injury in the HS+L-
NAME model, and to the autonomous progression of chronic nephropathy even

after cessation of the original insult.

Descriptors: NG-nitroarginine methyl ester; Salt overload; Renal insufficiency,

chronic; Immunity, innate; NF-kappa B.



1. INTRODUGAO

1.1 - Doenga renal cronica e fatores de risco

A doenca renal cronica (DRC) constitui hoje um sério problema de saude
publica, sendo considerada uma “epidemia” de crescimento alarmante (1-3). O
censo de 2017 da Sociedade Brasileira de Nefrologia apontou que
aproximadamente 127.000 pacientes estavam em tratamento dialitico (4).

A doencga renal crénica tem como caracteristicas patolégicas perda
progressiva da fungao renal, atrofia tubular, rarefagao microvascular, infiltracao
de células inflamatdrias dentro do glomérulo e do intersticio e deposicéo de
matriz extracelular (ECM) no espaco intersticial entre néfrons, levando a fibrose
tecidual generalizada (5, 6). Apesar dos avangos no diagndstico e tratamento
da doencga, a compreensao dos mecanismos de lesao renal crénica, bem como
as formulas para deté-los, continuam distantes. No entanto, estudos publicados
nos ultimos vinte anos revelam a participacdo de uma série de eventos
inflamatorios na perda progressiva da fungdo renal, como a producédo de
citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento, a infiltracdo do parénquima
renal por macrofagos e linfocitos e a fibrose do parénquima renal (7-10). O
motivo que leva a ativacdo desses processos inflamatorios, mesmo na
auséncia de antigenos microbianos ou outras proteinas estranhas ao
organismo, ainda nao é claro, porém, fatores hemodinamicos estdo associados
a presenca desses eventos inflamatdrios. Agindo de forma integrada, esses
fatores levam, de um lado, ao desenvolvimento de glomerulosclerose e, de
outro, a fibrose progressiva do intersticio renal e a atrofia tubular (11). A
inevitavel perda de funcao renal associa-se intimamente a fibrose intersticial
(12), com a qual mantém correlagao mais estreita do que com a propria lesao
glomerular. Por essa razdo, o estudo da fibrose intersticial, dos mecanismos
que a iniciam e, especialmente, dos que a podem interromper, tem atraido em
anos recentes atencao especial da comunidade cientifica especializada.

Uma série de fatores de risco para o desenvolvimento da DRC tem sido

descrita na literatura, tais como doencas pré-existentes, histérico familiar, além



de variaveis demograficas e de comportamento. Uma vez desenvolvida a
doenga, a perda progressiva da filtragcdo glomerular, principal marcador da
DRC, é associada a um conjunto extenso e complexo de alteragbes
fisiologicas, as quais resultam em um grande numero de complicagbes e
morbidades (13). Entre as patologias que podem conduzir a DRC, conhecidas
como doengas de base, destacam-se o diabetes melitus, a hipertensao arterial

e as glomerulonefrites (14-17).

1.2 - Modelo de inibigao temporaria do 6xido nitrico e DRC

O o6xido nitrico (NO), molécula gasosa capaz de livre difusdo nas
membranas celulares, € um radical livre que atua na sinalizagao de diferentes
processos biolégicos (18). Em 1980 o NO foi primariamente identificado por
Furchogott e Zawadzkl como um fator relaxante derivado do endotélio (EDRF,
do inglés endothelium-derived relaxing factor). Eles apontaram o endotélio
como um componente indispensavel na regulacéo do tono vascular através da
acédo do EDRF no relaxamento vascular induzido por acetilcolina (19). Alguns
anos mais tarde, Ignarro et al. identificaram o EDRF como NO (20). Nas células
do endotélio vascular, na presenga de oxigénio molecular, o terminal guanidino
nitrogenado do aminoacido L-arginina produz o NO e L-citrulina em um
processo catalisado pela enzima oxido nitrico-sintase (NOS) (21). Existe um
esfor¢co da comunidade cientifica para elucidar o carater progressivo da DRC e
o desenvolvimento de inibidores da NOS se tornou uma ferramenta util na
busca de novas estratégias terapéuticas. Em 1992, nosso grupo (Laboratoério
de Fisiopatologia Renal da Faculdade de Medicina da Universidade de Sé&o
Paulo) publicou um artigo descrevendo um novo modelo de hipertensao arterial
através da administracdo crénica de um inibidor de NOS, o Nw-L-nitroarginina
metiléster (L-NAME) (22). Dois anos mais tarde mostramos que a associagéo
de uma ingestédo excessiva de sédio (HS — high salt) a esse tratamento n&o sé
agravava a hipertensdo como causava danos renais importantes como
albuminuria macica (ALB), inflamacao renal intensa, dano estrutural grave e
declinio abrupto da func&o renal (23). Mais recentemente descrevemos um
fendmeno intrigante associado a esse modelo: apds a cessacéo do tratamento

com L-NAME e sobrecarga salina, ocorria regressdao da proteinuria, da



hipertensdo arterial, da inflamagdo e da maior parte das lesbes renais. No
entanto, o retorno a normalidade nunca era completo: a proteinuria voltava a se
elevar, assim como a pressao arterial e a inflamacgdo. Ao final de 6 meses, a
proteinuria havia novamente atingido niveis elevados, a pressao arterial estava
novamente aumentada e um nitido processo de glomerulosclerose e,
principalmente, de fibrose intersticial, se havia estabelecido caracterizando um
novo modelo de DRC (24). Esse processo era prevenido quando ao tratamento
temporario com L-NAME e sobrecarga salina se associava a administragao de
losartan. Esses resultados indicavam que o insulto inicial havia de alguma
forma “ligado”, através de um processo que envolvia a angiotensina Il, um
processo inflamatorio cronico, que agora progredia de modo autbnomo e
inexoravel, como as nefropatias cronicas humanas. A associagcao entre a
intensidade do dano renal e a densidade de infiltrado por células inflamatérias,
ressalta a importancia patogénica da inflamagao nesse modelo (24). Porém, os
mecanismos responsaveis pela evolugdo da nefropatia progressiva apds a

interrupgao do insulto inicial nao foram elucidados na época.

1.3 - Imunidade inata e DRC

Via de sinalizacdo que envolve TLRs- NF-kB (Sinal 1)

A DRC apresenta um carater inflamatério e a infiltracdo por células
inflamatorias € tipicamente associada a fibrose tubulointersticial. Os
mecanismos responsaveis por desencadear esse processo ainda nao foram
elucidados, porém evidéncias indicam que a ativagcdo da imunidade inata seja
um mediador importante da DRC (25-27).

Imunidade inata é um sistema complexo de defesa contra a invasédo de
tecidos por patdégenos, extremamente conservado na evolugéo, que representa
a primeira linha de defesa do corpo contra uma infecgdo. O sistema imune
inato compreende desde simples barreiras fisicas até a producdo de
mediadores quimicos que recrutam células especializadas e ativam a
imunidade adquirida (28). As principais células na ativagdo desse processo

incluem macrofagos, neutrdfilos e células dentriticas, as quais possuem os toll-



like receptors, os TLRs. Inicialmente essas ceélulas vao ativar um processo
intracelular resultando na transcricdo de citocinas pré-inflamatérias.

A partir de meados dos anos 1990 a descoberta dos TLRs trouxe uma
avalanche de novos conhecimentos sobre a imunidade inata (29). Os TLRs
constituem uma numerosa familia de receptores celulares, superficiais ou
intracitoplasmaticos localizados em células inflamatorias, como linfocitos e
macrofagos, e de revestimento, como células epiteliais e endoteliais, entre
outros tipos celulares (30, 31). Os TLRs s&o capazes de detectar moléculas, ou
fragmentos moleculares comuns a um grande numero de patégenos (pathogen
associated molecular pattern, ou PAMP), como por exemplo, toxinas e
fragmentos de DNA, ou detectar moléculas resultantes da destruicdo/estresse
de células do préprio organismo (damage associated molecular pattern, ou
DAMP), como a high mobility group box protein-1 (HMGB1, uma proteina
nuclear) e fragmentos de acidos nucléicos. Os TLRs séo ligados a proteinas de
membrana ou intracelulares, como a MyD88, promovendo, quando ocupados, a
estimulacao do sistema NF-kB e, consequentemente, a produg¢do de uma série
de mediadores que amplificam extraordinariamente a intensidade da resposta
inflamatoria, atraindo ao local células sanguineas que, por sua vez, sintetizam
novos mediadores, em um tipico processo de realimentacdo positiva (30, 31).

O sistema NF-kB é uma das vias intracelulares mais importantes
associadas a imunidade inata e foi identificado inicialmente em linfécitos B.
Esse sistema € constituido por varios heterodimeros estaveis. Para que o
sistema NF-kB seja ativado, é necessario que uma proteina conhecida como I-
kBa seja fosforilada por uma quinase especial, a IKK, o que a torna susceptivel
a ubiquitinacdo e posterior degradacao pelo proteassoma, liberando assim o
complexo p65/50, o heterodimero estavel mais estudado, que é formado por
duas subunidades, p50 e p65. Esse heterodimero € na verdade um fator de
transcricdo que, uma vez no interior do nucleo, ativa uma série de genes que
codificam proteinas direta ou indiretamente envolvidas no processo
inflamatdrio, como citocinas e quimiocinas. Por exemplo, o sistema NF-kB é
necessario a producao de pro-IL-1B e pro-IL-18. Entretanto, essa translocacao
ao nucleo é normalmente impedida pela presenca da IkBa, que constitui assim

um fator inibidor desse processo (32-35). O NF-kB pode ser ativado em



diversos tipos de células expostas a acdo de estimulos fisiolégicos e
patoldgicos, tais como citocinas, agentes mitogénicos, virus, estresse mecanico
ou oxidativo e a angiotensina Il (Ang Il) (34, 36). O sistema NF-kB esta ativado
em doencgas inflamatérias crénicas (32), assim como em doengas renais (37-
40). Nosso grupo demonstrou recentemente que a imunidade inata esta ativada
nas fases iniciais de modelos experimentais de DRC como, por exemplo, o
modelo de redugédo da massa renal de 5/6 (NX) (41), o modelo de sobrecarga
de adenina (42), de nefropatia por adriamicina (43) e no modelo HS+L-NAME
(44). Em particular, o sistema NF-kB parece exercer um papel central na
patogénese da lesdo renal. Nosso laboratério demonstrou que a inibigdo da
ativagdo do NF-kB reduz a inflamacao renal, lesbes glomerulares e intersticiais
em cada um desses modelos (41, 42, 44). O bloqueio do NF-kB pode ocorrer
pela prevencdo da degradagcdo da proteina inibitéria IkBa através do
tratamento com proteases inibidoras ou com o composto sintético pirrolidina
ditiocarbamato (PDTC), inibidor do sistema NF-kB, que possui propriedades
farmacoldgicas antioxidantes e anti-inflamatérias (45-47). Esses achados
sugerem um papel importante da via TLRs/NF-kB na progressdo das lesdes
renais e o efeito protetor da inibicado do sistema NF-kB com PDTC em

diferentes modelos de DRC.

Via de sinalizacdo que envolve inflamassoma (Sinal 2)

Os TLRs nao sao a unica via através da qual as células manifestam sua
capacidade inata de reagir a situagdes de estresse. Recentemente, foram
descobertos outros receptores citosolicos também capazes de reconhecer
DAMPs. Dentre esses receptores, os que mais se destacam atualmente sao os
NLR (Nucleotide-binding Oligomerization Domain (NOD)-like receptors). Esses
receptores sao capazes de reconhecer peptideoglicanos de paredes
bacterianas (48), sinais enddgenos de perigo como espécies reativas de
oxigénio (ROS), acumulo de cristais de acido urico (49) e baixas concentragbes
de potassio intracelular (50), dentre outros. Uma vez ativados, os receptores
citosdlicos ou alguns de seus constituintes, sofrem um processo de
oligomerizacdo, formando complexos moleculares conhecidos como

inflamassomas, como NLRP (Nucleotide-binding oligomerization domain,



Leucine-rich Repeat and Pyrin domain containing) (51). Esses agregados
moleculares ativam enzimas como a caspase-1 que catalisam a sintese de
potentes mediadores, como as interleucinas 18 (IL-18) e 18 (IL-18), que
desencadeiam uma sequéncia de eventos inflamatérios destinados, em
principio, a conter uma possivel invasao microbiana e a remover o mais rapido
possivel os detritos resultantes da destruigdo de células. (52, 53). Dentre todos
os NLRs, o NLRP3 é o mais bem estudado e caracterizado devido associacao
as doencas metabdlicas e inflamatdrias crénicas, tais como diabetes tipo I,
obesidade, arteriosclerose e doencgas intestinais (54). Os receptores NLRPs
regulam processos pos-transcricionais que levam a formagéo do inflamassoma,
composto pela caspase-1 ativa e proteina adaptadora ASC (apoptosis-
associated speck-like containing a CARD domain).(55). O NLRP3 funciona
como um catalisador da producdo da caspase-1 a partir de uma molécula
precursora, a procaspase-1. A caspase-1 catalisa entdo a produgcao da IL-13 e
IL-18 a partir de seus respectivos precursores, prolL-1B e prolL-18, ativadas
pelo NF-kB (26, 33).

As vias que envolvem os TLRs (sinal 1) e NLRs (sinal 2) ndo agem de
maneira isolada e independente, existindo varios pontos de contato entre as

sequéncias de eventos deflagradas por cada um deles (Figura 1).
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Figura 1 — Vias de sinalizagdo do Sinal 1 e Sinal 2. Os TLRs (Sinal 1) e NLRs
(Sinal 2) sao ativados pelo reconhecimento de (PAMPs) ou (DAMPs), tais como
espécies reativas de oxigénio (ROS), acidos nucleicos, ATP extracelular, acido
urico e proteinuria. A ligacdo com o TLR4 ira induzir a sinalizagdo MyD88-NF-
kB, que atua como um sinal de iniciagdo para montagem NLRP3, ASC e
caspase-1. O processo de iniciacao esta associado a via NF-kB, permitindo a
transcricdo do mRNA NIrp3 e a preparagao de proé-citocinas. A ativagao do
inflammassoma NLRP3 cliva precursores de citocinas e secreta IL-13 e IL-18
para uma resposta inflamatdria subsequente

No presente estudo, procuramos determinar se a inibicado farmacoldgica
do sistema NF-kB durante o tratamento temporario com HS + L-NAME impede
o desenvolvimento tardio de inflamagéo renal e lesdao estrutural progressiva

associada a este modelo.



2. OBJETIVOS

l. Geral

Investigar o papel da imunidade inata na nefropatia progressiva induzida

pela inibicado temporaria do 6xido nitrico associada a uma sobrecarga salina.

Il. Especificos

a) Verificar se a ativagdo do sistema NF-kB persiste apos a cessagédo do
tratamento com HS+L-NAME;
b) Verificar se a inibicao do sistema NF-kB na fase inicial do modelo HS+L-

NAME protege contra a instalagdo da nefropatia progressiva.



3. MATERIAIS E METODOS

Para a realizagao do presente estudo foram utilizados ratos da linhagem
Munich-Wistar obtidos de uma colbnia estabelecida no biotério do Laboratorio
de Fisiopatologia Renal da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o
Paulo. Esses animais foram mantidos a temperatura ambiente de 23+1°C,
umidade relativa de 60+5% e ciclo claro/escuro de 12/12h, tendo livre acesso a
racdo convencional para roedores (Nuvital, Curitiba, PR) e agua. Os
procedimentos utilizados nesse estudo seguiram as normas da Comisséo de
Etica para Analise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq, protocolo n°.071/15) da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo, bem como diretrizes

internacionais para manutencao e cuidado de animais de laboratorio.

3.1 - Modelo Experimental e grupos de estudo

Utilizamos ratos da cepa Munich-Wistar, pesando entre 250 — 300g (3-4
meses). O modelo experimental de DRC utilizado neste estudo consistiu na
administragcdo de L-NAME, Sigma-Aldrich, USA, na dose de 32 mg/Kg/dia
dissolvido na agua do bebedouro, associada a dieta hipersodica na
concentracdo de 3,2% de NaCl na dieta e 0,5% de NaCl na agua do
bebedouro. A dose de L-NAME utilizada foi determinada baseada em estudos
prévios (23, 24, 56). A dieta rica em sal foi preparada com ragao farelada
(Nuvilab, Curitiba, PR, Brasil), acrescida de caseina (Labsynth) na
concentracdo de 15%. A inibicdo do sistema NF-kB foi induzida pela
administracdo de PDCT, (Sigma-Aldrich, USA), na dose de 15 mg/kg/dia
dissolvida na agua do bebedouro. Os animais que foram acompanhados por 8
e 28 semanas receberam uma dieta padrao acrescida de 15% de caseina apés
o término dos tratamentos com dieta hipersoddica, L-NAME e PDTC.

Os seguintes grupos experimentais foram estudados:
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4 semanas:

HS: ratos que receberam sobrecarga salina (dieta com 3,2% de sdédio e
0.5% de solugéo salina) durante 4 semanas.

HS+N: ratos que receberam sobrecarga salina (dieta com 3,2% de sodio
e 0.5% de solugédo salina) acrescida de L-NAME (32 mg/Kg/dia) na agua
do bebedouro durante 4 semanas.

HS+N+PDTC: ratos que receberam sobrecarga salina (dieta com 3,2%
de sédio e 0.5% de solugao salina) acrescida de L-NAME (32 mg/Kg/dia)
e PDTC (15mg/kg/dia) na agua do bebedouro durante 4 semanas.

8 semanas:

HS: ratos que receberam sobrecarga salina (dieta com 3,2% de sdédio e
0.5% de solugao salina), durante 4 semanas. Apds esse periodo a dieta
hipersddica foi retirada e os animais foram mantidos com dieta padrao
por mais 4 semanas. Estes animais serviram como controle de tempo
para verificar as altera¢gdes hemodinamicas e morfolégicas relacionadas
ao envelhecimento.

HS+N: ratos que receberam sobrecarga salina (dieta com 3,2% de sodio
e 0.5% de solugédo salina) acrescida de L-NAME (32 mg/Kg/dia) na agua
do bebedouro durante 4 semanas. Apos esse periodo a dieta
hipersédica e a oferta de L-NAME foram interrompidas e os animais
foram mantidos com dieta padrao por mais 4 semanas.

HS+N+PDTC: ratos que receberam sobrecarga salina (dieta com 3,2%
de sodio e 0.5% de solugdo salina) acrescida de L-NAME (32 mg/Kg/dia)
e PDTC (15mg/kg/dia) na agua do bebedouro durante 4 semanas. Apos
esse periodo a dieta hipersddica e a oferta de L-NAME e PDTC foram
interrompidas e os animais foram mantidos com dieta padrao por mais 4

semanas.

28 semanas:

HS: ratos que receberam sobrecarga salina (dieta com 3,2% de sédio e
0.5% de solugéao salina), durante 4 semanas. Apos esse periodo a dieta
hipersddica foi retirada e os animais foram mantidos com dieta padrao

por mais 24 semanas. Estes animais serviram como controle de tempo
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para verificar as alteragées hemodinédmicas e morfologicas relacionadas
ao envelhecimento.

e HS+N: ratos que receberam sobrecarga salina (dieta com 3,2% de sédio
e 0.5% de solugédo salina) acrescida de L-NAME (32 mg/Kg/dia) na agua
do bebedouro durante 4 semanas. Apos esse periodo a dieta
hipersddica e a oferta de L-NAME foram interrompidas e os animais
foram mantidos com dieta padrao por mais 24 semanas.

e HS+N+PDTC: ratos que receberam sobrecarga salina (dieta com 3,2%
de sédio e 0.5% de solugao salina) acrescida de L-NAME (32 mg/Kg/dia)
e PDTC (15mg/kg/dia) na agua do bebedouro durante 4 semanas. Apods
esse periodo a dieta hipersddica e a oferta de L-NAME e PDTC foram
interrompidas e os animais foram mantidos com dieta padrdo por mais

24 semanas.

- Grupos 4 semanas: 4 semanas apos o inicio dos tratamentos, determinamos
0 peso corporeo, a pressado caudal (PC) e ALB de 24 horas. A PC foi avaliada,
apos breve aquecimento dos animais, utilizando um método opto-eletrénico
(BP 2000 Blood Pressure Analysis Syste, Visitech Systems, Apex, North
Carolina, EUA). Em seguida, os animais foram colocados em gaiolas
metabdlicas para a coleta de urina e determinacéo da ALB, através da técnica
de imunodifusdo radial, empregando anticorpo especifico (anti-albumina de
rato, MPBiomedicals LLC, EUA). Em seguida, os ratos foram anestesiados com
Ketamina (Cristalia, 50 mg/kg) e Rompun (Bayer, 10 mg/kg) intramuscular.
Amostras de sangue foram coletadas da aorta abdominal para determinagao
das concentragdes de creatinina. Apds a perfusdo dos dois rins com solucao
salina, a uma pressao igual a sistémica, o rim direito foi removido e
imediatamente congelado em nitrogénio liquido e mantido no freezer -80°C
para andlise da expressao de proteinas (Western-Blot e Elisa). Em seguida, o
rim esquerdo foi fixado in situ com solucdo de Du Boscg-Brasil e preparado

para exame histolégico e imuno-histoquimico.

- Grupos 8 semanas: Ao término do protocolo experimental dos grupos 8

semanas, avaliamos os mesmos parametros descritos no protocolo anterior.
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- Grupos 28 semanas: Ao término do protocolo experimental dos grupos 28

semanas, avaliamos os mesmos parametros descritos no protocolo anterior.

3.2 - Protocolo experimental

HS 3,7%
<— L-NAME 32 mg/kg/dia —p

PDTC 15 mglkg/dia 4 8 28 semanas

<+— Grupos 4 semanas —»

A

Grupos 28 semanas >

Figura 2 - Esquema do protocolo experimental

Na Figura 2 esta exposto esquematicamente o protocolo experimental

que foi seguido neste estudo.

3.3 - Analises bioquimicas

A dosagem de creatinina sérica foi realizada através de sistema

colorimétrico disponivel comercialmente (Kit Labtest Diagndstica S.A.).

3.4 - Analises histologicas

Apods a fixagdo in situ com uma solugdo de Du Boscg-Brasil, os rins
foram pesados e fatiados em 2 segmentos coronais e pds-fixados em tampao
fosfato com formaldeido a 10%. Os tecidos renais foram mantidos por 14 horas
em processador automatico de tecidos (Jung Histokinette 2000, Leica
Instruments GmbH, Alemanha) para desidratacao, diafanizagdo e impregnacao
em parafina. Apos inclusdo em blocos de parafina, os tecidos foram cortados
na espessura de 4 ym e corados pela reagdo de Acido Periddico-Shiff (PAS)

para a analise de lesdes glomerulares. A quantificagdo da porcentagem de
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esclerose glomerular (%EG) e isquemia glomerular (%ISQ) foi realizada
através da contagem do numero de glomérulos com esclerose e glomérulos
isquémicos, independente da extensdo da lesdo. Para essa avaliagcdo foram

analisados 200 glomérulos por corte, sob aumento de 400x.

3.5 - Imuno-histoquimica

Os estudos imuno-histoquimicos foram realizados em cortes histologicos
de 4 pym de espessura colocados em laminas previamente silanizadas (3-
Aminopropil-trietoxi-silano, Sigma). Apds 30 minutos em estufa a 60°C, os
tecidos foram submetidos a desparafinizacdo em 3 banhos de xilol e
reidratados em etanol (concentragbes decrescentes) e agua destilada. A
recuperagao antigénica foi realizada em panela a vapor por 30 minutos a
temperatura de 98 °C, em solucdo de acido citrico 10 mM de pH 6,0. Para
todos os marcadores utilizamos a solugao salina tris-tamponada TBS (0,05 M
de Tris e 0,15 M de cloreto de sodio pH 7,6) como tampao de lavagem. Todas
as incubagdes foram realizadas em camara umida a fim de evitar o

ressecamento dos cortes.

3.5.1 - Infiltracdo de Linfécitos (CD3)

Para a identificacdo de linfécitos foi empregada a técnica de
Estreptavidina-Biotina-Fosfatase Alcalina. Apds a desparafinizacdo e exposicao
dos epitopos, os tecidos foram submetidos ao bloqueio da biotina endégena
através da incubagcao com solugdo de bloqueio de Avidina e Biotina (Dako,
Carpinteria, CA, EUA) por 15 minutos cada. Depois, foram incubados com soro
nao imune de cavalo (Vector Lab, Burlingame, EUA) na concentragao de 1:50
diluido em BSA a 5% em TBS por 30 minutos. Os tecidos foram incubados com
o anticorpo primario anti-CD3 (Dako #M7254) diluido em BSA 1% na propor¢ao
de 1:100, a temperatura de 3-8°C durante um periodo de 18 horas. Apos a
retirada do excesso de anticorpo primario, os cortes foram lavados com TBS e
incubados com o anticorpo secundario anti-mouse biotinilado (Vector #BA2001)
diluido em BSA 1% em TBS, na proporgao de 1:200 a temperatura ambiente

durante 45 minutos. Apos nova lavagem em TBS, os cortes foram incubados
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com solugdo pronta Streptavidin-AP (Dako #K0689) por 30 minutos. Ao final
desse procedimento, o tecido estava pronto para a revelagdo em tempo
variavel com substrato cromogénico Permanent-Red. As células positivas para
o epitopo CD3 foram visualizadas devido a precipitacdo do produto da reacao
da fosfatase alcalina do Complexo e do Permanent-Red presente no substrato
cromogénico. A contracoloragdo foi realizada com hematoxilina de Mayer
(Hemalaum-Merck) durante 1 minuto. Os cortes foram colocados entre a lamina
e a laminula com meio de montagem aquoso de Mayer (Glycergel) e foram em
seguida devidamente etiquetados. A quantificagdo de linfocitos foi realizada
pela contagem de células marcadas no coértex renal com aumento de 400X.
Foram examinados 20 campos microscopicos para cada secao,
correspondendo a uma area de 0,08 mm?. Os resultados foram expressos em

células por milimetro quadrado (cél/mm?).

3.5.2 - Infiltracao de Macroéfagos (MJ) ED-1

A identificagdo de macréfagos foi realizada pelo método de APAAP
(Fosfatase Alcalina Anti-Fosfatase Alcalina). Apdés a desparafinizagédo e
recuperacao antigénica, os tecidos foram submetidos ao bloqueio de marcagao
inespecifica com soro n&o imune de coelho (Dako, Carpinteria, CA, EUA), em
concentracdo 1:20 por 30 minutos. Os tecidos foram incubados com um
anticorpo primario desenvolvido em camundongo anti-ED-1 (Serotec,
MCA341R Oxford, Reino Unido) na diluicdo 1:200, a temperatura de 3-8°C
durante um periodo de 18 horas. Apds a retirada do excesso de anticorpo
primario, os cortes foram lavados com TBS e incubados com um anticorpo
secundario anti-camundongo desenvolvido em coelho - RAM (Dako,
Carpinteria, CA, EUA) na diluicdo 1:50 a temperatura ambiente durante 30
minutos. Apdés nova lavagem em TBS, os cortes foram incubados com o
Complexo APAAP na diluicdo 1:70 por 30 minutos. Ao final desse
procedimento, o tecido estava pronto para a revelacdo em tempo variavel com
substrato cromogénico Permanent-Red. As células positivas para o epitopo
ED-1 foram visualizadas devido a precipitacdo do produto da reagdo da
fosfatase alcalina do Complexo e do Permanent-Red presente no substrato

cromogénico. A contracoloragdo foi realizada com hematoxilina de Mayer
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(Hemalaum-Merck) durante 1 minuto. Os cortes foram colocados entre a lamina
e a laminula com meio de montagem aquoso de Mayer (Glycergel) e foram em
seguida devidamente etiquetados. A quantificagdo de macréfagos foi realizada
pela contagem de células marcadas no cértex renal com aumento de 400X.
Foram examinados 25 campos microscopicos para cada segao,
correspondendo a uma area de 0,08 mm?. Os resultados foram expressos em

células por milimetro quadrado (cél/mm?).

3.5.3 - Identificacdo de células positivas para Angiotensina 2

Para identificagdo de células contendo Angll foi empregada a técnica de
Estreptavidina-Biotina-Fosfatase Alcalina. Apds a desparafinizacédo e exposicao
dos epitopos, os tecidos foram submetidos ao bloqueio da biotina enddégena
através da incubagado com solugdo de bloqueio de Avidina e Biotina (Dako,
Carpinteria, CA, EUA) por 15 minutos cada. Depois, foram incubados com soro
nao imune de cavalo (Vector Lab, Burlingame, EUA) na concentragao de 1:50
diluido em leite a 5% em TBS por 30 minutos. Em seguida, os cortes foram
incubados por 24 horas com o anticorpo primario anti-Angll (Peninsula
Laboratories, San Carlos, CA), diluido em BSA 1% na propor¢ao de 1:400. No
dia seguinte, os cortes foram incubados com anticorpo secundario anti-coelho
biotinilado (Vector BA-1000), diluido em BSA 1% na propor¢cao de 1:1000,
durante 45 minutos. Depois disso, os cortes foram incubados durante 30
minutos com o Complexo Streptavidina-AP (Vector Vectastain ABC-AP
#AK5000) e por fim, revelados com substrato cromogénico Fast Red com
tempo variavel. A quantificagdo das células intersticiais positivas para Angll foi
realizada através da contagem de células marcadas no cortex renal, ao
microscopio com aumento de 400x. Foram analisados 20 campos para cada
ldmina. Os resultados foram apresentados como células positivas por milimetro

quadrado (cél/mm?).

3.5.4 - Identificacdo de Colageno |

A identificacdo de colageno 1 intersticial foi realizada utilizando o método

da Peroxidase. Apés a desparafinizagdo e recuperagéo antigénica procedeu-se
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o bloqueio da peroxidase enddégena com solu¢ao de perdxido de hidrogénio por
30 minutos. Apos serem lavadas com tampao TBS, os cortes foram incubados
com soro nao imune de cavalo na diluicdo de 1:50 para bloqueio de marcacao
inespecifica por 30 minutos. Retirou-se o0 excesso de soro e os tecidos renais
foram incubados com o anticorpo primario anti-colageno tipo | (Abcam®,
Cambridge, UK) diluido na propor¢édo de 1:200 em solugdo de BSA a 1% em
TBS, a temperatura de 3-8°C durante um periodo de 18 horas. Apos lavagem
em TBS, os cortes foram incubados com 80ul de Envision Flex HRP (Dako,
Carpinteria, CA, EUA), durante 30 minutos. O substrato cromogénico DAB
(Dako, Carpinteria, CA, EUA) foi preparado na propor¢ao de 1:20 em substrato.
A contracoloracéo foi realizada com Hematoxilina de Mayer 100% (Hemalaum-
Merck) durante 2 minutos. Os cortes foram colocados entre a lamina e a
laminula com meio de montagem aquoso de Mayer (Glycergel) e foram em
seguida devidamente etiquetados. Para a avaliagdo da porcentagem da area
intersticial ocupada por colageno tipo 1 utilizamos um método de contagem de
pontos. Foram avaliados 20 campos microscopicos consecutivos, num

aumento final de 400x com uma ocular graticulada de 144 pontos.

3.5.5 - Deteccio de a-SMA

A a-SMA esta presente constitutivamente em artérias e arteriolas e, na
vigéncia de inflamacgdo cronica do intersticio renal, passa a ser detectada
também nesse compartimento, indicando a presencga de miofibroblastos. Para a
deteccdo da a-SMA, utilizou-se o método Estreptavidina-Fosfatase Alcalina.
Apods desparafinizagcdo e exposi¢cao dos epitopos por aquecimento, os cortes
foram incubados com solugbes para bloqueio da biotina endégena tecidual
(Dako, Califérnia, EUA). Em seguida, as laminas foram incubadas com soro
nao imune de cavalo (Vector Lab, Burlingame, EUA), diluido a 2% em solugéo
de leite desnatado a 2% em TBS, durante 30 minutos. Apods a retirada do
excesso de soro, os cortes foram incubados com o anticorpo anti-a-SMA de
musculo liso (Sigma, St. Louis, EUA) 1:1000 produzido em camundongos, na
proporcao de 0,12% em BSA, a temperatura de 4°C, durante 18h. No dia
seguinte, os cortes foram incubados com anticorpo secundario biotiniladoanti-

camundongo produzido em cavalo (Vector Laboratories, Califérnia, EUA),
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respectivamente, por 45 minutos. Em seguida os cortes foram incubados com o
complexo Estreptavidina-Fosfatase Alcalina (Dako, Califérnia, EUA) durante 30
minutos, as marcacdes positivas para o a- SMA foram visualizadas devido a
precipitacdo do produto da reagao da 15 fosfatase alcalina do Complexo e do
Permanent-Red presente no substrato cromogénico. A contracoloracao foi
realizada com hematoxilina de Mayer 100% (Hemalaum-Merck) durante 1
minuto. Os cortes foram colocados entre a Idamina e a laminula com meio de
montagem aquosa de Mayer (Glycergel) e foram em seguida devidamente
etiquetados. Para a avaliagado da porcentagem da area intersticial ocupada por
miofibroblastos utilizamos um método de contagem de pontos. Foram avaliados
20 campos microscopicos consecutivos, num aumento final de 400x com uma

ocular graticulada de 144 pontos.

3.5.6 - Identificacdo de células positivas para NLRP3

Para avaliacdo da expressao de NLRP3 foi empregada a técnica da
Peroxidase. Apos a desparafinizacdo e exposicao dos epitopos, os tecidos
foram submetidos ao bloqueio com peroxidase com solugdo de peroxido de
hidrogénio por 30 minutos. Depois, foram incubados com 80pl de solugao Dako
Protein Block (#X0909). Em seguida, os cortes foram incubados por 24 horas
com o anticorpo primario anti-NLRP3 (Sigma, St Louis, EUA), diluido em BSA
1% na proporcédo de 1:400. No dia seguinte, os cortes foram incubados com
80ul de Envision Rabbit HRP (Dako, Carpinteria, EUA) durante 45 minutos. O
substrato cromogénico DAB (Dako, Carpinteria, EUA) foi preparado na
proporcdo de 1:20 em substrato. A contracoloracdo foi realizada com
Hematoxilina de Mayer 100% (Hemalaum-Merck) durante 2 minutos. Os cortes
foram colocados entre a |lamina e a laminula com meio de montagem aquoso
de Mayer (Glycergel) e foram em seguida devidamente etiquetados. A
quantificacdo de células positivas para NLRP3 foi realizada pela contagem de
células marcadas no cortex renal com aumento de 400X. Foram examinados
25 campos microscopicos para cada secgao, correspondendo a uma area de
0,08 mm?. Os resultados foram expressos em células por milimetro quadrado

(cél/mm?).
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3.6 - Analise do conteuido proteico do tecido renal (Western Blot)

As proteinas dos tecidos renais foram extraidas usando o tampao de lise
(RIPA) e inibidores de proteases e fosfatases (Complete-EDTA e PhosSTOP,
Roche Applied Science). A concentragdo de proteina foi determinada utilizando
o kit “Thermo Scientific Pierce BCA Protein Assay Kit” seguindo as instru¢des
do fabricante. Para cada amostra, 100 ug de proteinas totais foram misturados
com 2x do tampao Laemmli e foram desnaturados a 96 °C durante 5 min. Para
a analise especifica da fragdo nuclear, as amostras pré-condicionadas nao
foram desnaturadas. A separacdo de proteinas foi realizada por eletroforese
em gel de dodecyl sulphate-poliacrilamida de sédio (SDS-PAGE). As proteinas
foram transferidas para membrana de nitrocelulose (Amersham Biosciences,
Little Chalfont, Reino Unido) e foram incubadas com 5% de leite ou 5% de BSA
em TBS durante 1 hora a temperatura ambiente para o bloqueio de ligagdes
nao especificas. A membrana foi entdo incubada durante a noite a 4° C com
anticorpos primarios para: (3-actina, 1: 5000 (Sigma Aldrich, Saint Louis, EUA);
anti-TLR4 (Santa Cruz) 1:250, anti-IL-6 (Abcam) 1:1000 e anti-Caspase-1
(Santa Cruz) 1:1000. Ap6s enxaguar com tampao (TBST), as membranas
foram incubadas com anticorpos secundarios marcados com HRP. As bandas
marcadas foram detectadas usando um kit de quimioluminescéncia (Thermo
Scientific, Rockford, EUA), e foram analisadas adicionalmente por
densitometria com um sistema de documentagcdo de gel, o software Uvisoft-

UvibandMax (Uvitec Cambridge, Cambridge, Reino Unido).

3.6.1 - Isolamento de nucleos do tecido renal

Para o isolamento de nucleos, os tecidos renais foram homogeneizados
em gelo com pildo de vidro especial (Sigma Aldrich, Saint Louis, EUA) em
tampao de lise e centrifugados a 1000 G durante 10 min a 4 ° C para obter um
pellet nuclear bruto. O sobrenadante (fracdo citosoélica) foi descartado. Além
disso, o sedimento foi reconstituido em tamp&o Laemmli e centrifugado a 1500
G durante 10 min a 4°C para obter uma suspensao nuclear pura. A separacao
de proteinas foi realizada por eletroforese em gel de dodecyl sulphate-

poliacrilamida de sodio. As proteinas foram transferidas para membrana de
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nitrocelulose (Amersham Biosciences, Little Chalfont, Reino Unido) e foram
incubadas com 5% de leite ou 5% de BSA em TBS durante 1 hora a
temperatura ambiente para o bloqueio de ligagdes n&o especificas. A
membrana foi entdo incubada durante a noite a 4°C com anticorpo primario
anti-p65 fosforilado (Cell Signaling #3033S), 1: 100 e anti-histona, 1: 1500
(Abcam, Cambridge, Reino Unido). Apos enxaguar com tampé&o (TBST), as
membranas foram incubadas com anticorpo secundario marcado com HRP. As
bandas marcadas foram detectadas usando um kit de quimioluminescéncia
(Thermo Scientific, Rockford, EUA), e foram analisadas adicionalmente por
densitometria com um sistema de documentagdo de gel o software Uvisoft-

UvibandMax (Uvitec Cambridge, Cambridge, Reino Unido).

3.7 - Analise do conteuido proteico do tecido renal (ELISA)

A analise do conteudo proteico de IL-1B no tecido renal foi determinada
através do método Elisa Sanduiche, utilizando o kit comercial (R&D Systems).
Para cada amostra, foram utilizados 100 pl de proteina do extrato tecidual. O
protocolo da técnica e as concentragdes utilizadas seguiram as

recomendac¢des do fabricante.

3.8 - Analise Estatistica

A comparagao entre os grupos foi realizada através da analise de
variancia (ANOVA) de um fator, com pds-testes de acordo com o método de
Newman-Keulz, utilizando o software GraphPad Prism®. O nivel de
significancia estatistica foi definido como P<0,05. Todos os resultados foram

representados como Média + Erro Padrao (EP).
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4. RESULTADOS

4.1 -4 Semanas

A seguir serdo apresentados os resultados obtidos apdés 4 semanas de
tratamento nos grupos HS, HS+N e HS+N+PDTC.

De acordo com os dados relativos ao peso corpéreo (Figura 3a),
observa-se que nao houve diferenga entre os trés grupos. Conforme observado
anteriormente, a sobrecarga salina associada a inibicdo de NO promoveu
hipertensdo severa e promoveu grave alteragao na permeabilidade glomerular,
resultando no aumento de 150 vezes na albuminuria. O tratamento com PDTC

preveniu a albuminuria e 0 aumento exacerbado da pressao arterial (Figura 3b,

C).
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Figura 3 - Peso corpdéreo (A); pressao caudal (B) e albuminuria (C) dos grupos
HS, HS+N e HS+N+PDTC. Resultados analisados como Média + EP

O grupo HS+N apresentou elevagcdo das concentragcdes séricas de
creatinina comparado ao grupo HS, indicando perda da fungdo renal e o
tratamento com PDTC preveniu o aumento da creatinina sérica (Figura 4a). A
frequéncia de esclerose glomerular (Figura 4b) foi maior durante o tratamento
com HS+L-NAME, assim como a isquemia glomerular (Figura 4c), uma das
caracteristicas do modelo de inibicado de 6xido nitrico. O tratamento com PDTC

impediu o aparecimento dessas lesdes glomerulares nos animais.
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Figura 4 - Creatinina sérica (A); glomeruloesclerose (B) e isquemia glomerular
(C) dos grupos HS, HS+N e HS+N+PDTC. Microfotografias representativas de
glomérulo normal, glomeruloesclerose e isquemia glomerular (D). Resultados
analisados como Média + EP

A administracdo de HS+L-NAME provocou infiltragao intersticial precoce
por células inflamatdrias e fibrose intersticial. Os animais HS+N apresentaram
intenso infiltrado linfocitario e macrofagico, assim como um aumento de células
positivas para Angll+ no tecido renal e o tratamento com PDTC impediu o
aumento da infiltragdo por células inflamatorias (Figura 5a-d). O tratamento
com HS+L-NAME provocou aumento na expressao de colageno 1 e a-SMA,
indicando a presenca de miofibroblastos ja na fase precoce. O PDTC atenuou o
depdsito de a-SMA e de colageno 1 nesses animais (Figura 6a-c). Esses
resultados indicam que o bloqueio do sistema NF-kB reduziu a infiltrado

linfocitario e a fibrose intersticial na fase inicial do modele HS+L-NAME.
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(M@) e Angll (D). Resultados analisados como Média + EP
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Figura 6 - aSMA (A) e colageno 1 (B) dos grupos HS, HS+N e HS+N+PDTC.
Microfotografias representativas de aSMA e colageno 1 (C). Resultados
analisados como Média + EP

O conteudo renal de AU foi maior nos animais que foram tratados com
HS+L-NAME comparados aos animais que receberam apenas a dieta HS. A
administragdo concomitante de PDTC manteve os niveis de AU renal iguais
aos dos animais HS (Figura 7a). Nao houve diferenga na concentragédo sérica
de AU entre os trés grupos (Figura 7b).
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Figura 7 - Acido urico renal (A) e acido Urico sérico (B) dos grupos HS, HS+N e
HS+N+PDTC. Resultados analisados como Média + EP

O tratamento com HS+L-NAME aumentou a abundancia renal de TLR4
(Figura 8a), NF-kB (Figura 8b) e IL-6 (Figura 8c) porém, os animais que
receberam o tratamento com PDTC apresentaram valores semelhantes aos do
grupo HS. Além disso, o PDTC também foi capaz de prevenir o aumento do
conteudo proteico da caspase-1, do NLRP3 e da IL-1[3, indicando que a via do

inflamassoma NLRP3 também foi inibida pelo PDTC.
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Figura 8 - Quantificacdo da expressao proteica TLR4 (A), p65 (B), IL-6 (C) e
imagem representativa de Western blot para TLR4, IL-6 e p65 (D) dos grupos
HS, HS+N e HS+N+PDTC. Resultados analisados como Média + EP

Para verificar a ativacdo de componentes do inflamassoma NLRP3 foi
realizada a analise do conteudo proteico da caspase-1 (WB), do NLRP3
(imunohistoquimica) e da IL-1B (ELISA) no tecido renal. Nos animais tratados
com HS+L-NAME a via do inflamassoma NLRP3/Caspase-1 estava ativada,
associada ao aumento do conteudo protéico de IL-1B. O tratamento com PDTC
preveniu a ativacdo dessa via e também manteve os valores da IL-1(3

semelhantes aos do grupo HS (Figura 9a-d).
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Figura 9 - Quantificagdo da expressao proteica caspase-1 (A), NLRP3 (B), IL-
18 (C) e microfotografias representativas do NLRP3 (D) dos grupos HS, HS+N
e HS+N+PDTC. Resultados analisados como Média + EP

4.2 - 8 Semanas
A seguir serdo apresentados os resultados obtidos nos grupos HS,

HS+N e HS+N+PDTC 8 semanas.

Nos dados relativos ao peso corpéreo (Figura 10a), observa-se que nao
houve diferenga entre os trés grupos. Conforme esperado, 4 semanas apds o
término do tratamento HS+L-NAME os animais apresentaram PC e ALB

elevadas e o PDTC preveniu apenas o aumento da ALB (Figura 10b, c).
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Figura 10 - Peso corpéreo (A); pressdo caudal (B) e albuminuria (C) dos
grupos HS, HS+N e HS+N+PDTC. Resultados analisados como Média + EP

No grupo HS+N, as concentragbes séricas de creatinina continuaram
aumentadas em comparag¢ao ao grupo HS e o tratamento com PDTC impediu
esse aumento (Figura 11a). Nao houve diferengca na frequéncia de esclerose
glomerular entre os grupos (Figura 11b). Por outro lado, a frequéncia de

glomérulos isquémicos foi maior nos grupos HS+N e HS+N+PDTC em relag&o

ao grupo HS
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Figura 11 - Creatinina sérica (A); glomeruloesclerose (B) e isquemia glomerular
(C) dos grupos HS, HS+N e HS+N+PDTC. Resultados analisados como Média
+ EP
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A densidade de infiltracdo de linfocitos, macrofagos e ceélulas positivas
para Angll continuou elevada no grupo HS+N em relag&o ao grupo HS. Porém,
o PDTC foi capaz de prevenir o aumento do infiltrado de linfécitos e células
positivas para Angll (Figura 12a-d). A expressao de colageno 1 e a-SMA se
manteve aumentada no grupo HS+N e o tratamento com PDTC atenuou o

deposito de a-SMA e de colageno 1 nesses animais (Figura 13a-c).
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Figura 12 - Linfocitos (A); macrofagos (B), Angll (C) e microfotografias
representativas de linfécitos (CD3), macrofagos (MJ) e Angll (D) dos grupos
HS, HS+N e HS+N+PDTC. Resultados analisados como Média + EP
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Figura 13 - a-SMA (A), colageno 1 (B) e microfotografias representativas de a-
SMA e colageno 1 (C) dos grupos HS, HS+N e HS+N+PDTC. Resultados
analisados como Média + EP

Nao houve diferenga no conteudo renal e na concentragao sérica de AU

entre os trés grupos (Figura 14a, b).
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Figura 14 - Acido drico renal (A) e acido Urico sérico (B) dos grupos HS, HS+N
e HS+N+PDTC. Resultados analisados como Média + EP

Os animais HS+N continuaram apresentando aumento na abundancia
renal de TLR4 (Figura 15a), NF-kB (Figura 15b) e IL-6 (Figura 15c) mesmo 4
semanas apoés a interrupgao do insulto inicial. Os animais que receberam o
tratamento com PDTC apresentaram valores semelhantes aos do grupo HS.
Além disso, o PDTC também foi capaz de prevenir o aumento do conteudo
proteico da caspase-1 e do NLRP3, indicando que a via do inflamassoma
NLRP3 também foi inibida pelo PDTC 4 semanas depois da interrupcdo do

tratamento (Figura 16a-d).
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Figura 15 - Quantificagdo da expressao proteica TLR4 (A), p65 (B), IL-6 (C) e
imagem representativa de Western blot para TLR4, IL-6 e p65 (D) dos grupos
HS, HS+N e HS+N+PDTC. Resultados analisados como Média + EP
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Figura 16 - Quantificacdo da expressao proteica caspase-1 (A), NLRP3 (B), IL-
18 (C) e microfotografias representativas do NLRP3 (D) dos grupos HS, HS+N
e HS+N+PDTC. Resultados analisados como Média + EP

4.3 - 28 Semanas
A seguir serdo apresentados os resultados obtidos dos grupos HS,

HS+N e HS+N+PDTC 28 semanas.

Os dados relativos ao peso corporeo (Figura 17a) mostram que nao
houve diferenga entre os grupos. Corroborando dados dos trabalhos anteriores
do nosso laboratério, ao final das 28 semanas a PC e ALB aumentaram
acentuadamente nos animais do grupo HS+N. O tratamento com PDTC
atenuou a hipertensao sistémica e excregéo urinaria de albumina, sugerindo o
envolvimento do sistema NF-kB nos mecanismos de HA e da permeabilidade

da barreira glomerular nesse modelo (Figura 17b, c).
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Figura 17 - Peso corpéreo (A); pressdo caudal (B) e albuminuria (C) dos
grupos HS, HS+N e HS+N+PDTC. Resultados analisados como Média + EP

As concentragdes séricas de creatinina ndo foram diferentes entre os
grupos (Figura 18a). Como demonstrado previamente em nosso laboratério, a
lesdo glomerular predominante nos animais HS+N 28 semanas é a
glomeruloesclerose e o tratamento com PDTC preveniu o desenvolvimento
desse tipo de lesdo glomerular. Esse resultado sugere a participagéo
fundamental do sistema NF-kB na progressdo da glomeruloesclerose nesse
modelo experimental. Por outro lado, o tratamento com PDTC néo interferiu no

aumento da frequéncia de isquemia glomerular (Figura 18b, c).
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Como descrevemos previamente, os animais HS+N apresentaram maior
infiltrado linfocitario, macrofagico e de células positivas para Angll, indicando
acentuado processo inflamatoério. O tratamento com PDTC foi eficiente em
prevenir a infiltracdo de células inflamatdrias (Figura 19a-d). Ao final das 28
semanas o0s animais HS+N ainda apresentavam acentuada expressao
intersticial de a-actina, indicando presenga marcante de miofibroblastos. O
tratamento com PDTC preveniu o aumento da expressdao de a-actina,
protegendo do desenvolvimento de fibrose intersticial. O depdsito de colageno
1 foi maior nos animais HS+N em relagdo aos animais HS e o bloqueio inicial
do sistema NF-kB foi capaz de prevenir o desenvolvimento de fibrose nesses

animais (Figura 20a-c).
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Figura 19 - Linfocitos (A); macrofagos (B), Angll (C) e microfotografias
representativas de linfocitos (CD3), macréfagos (MJ) e Angll (D) dos grupos
HS, HS+N e HS+N+PDTC. Resultados analisados como Média + EP
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Figura 20 - a-SMA (A), colageno 1 (B) e microfotografias representativas de a-
SMA e colageno 1 (C) dos grupos HS, HS+N e HS+N+PDTC. Resultados
analisados como Média + EP

O conteudo renal de AU voltou a aumentar nos animais HS+N e o
bloqueio inicial temporario do sistema NF-kB preveniu esse aumento na fase
tardia do modelo. Nao houve diferenga na concentracao sérica de AU entre os

grupos (Figura 21a, b).
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A expressao proteica do TLR4 e da subunidade p65 fosforilada na fragao
nuclear no tecido renal permaneceram aumentadas ao final das 28 semanas.
Considerando que a IL-6 € um dos produtos finais da ativagao do sistema NF-
kB, o aumento da expressao proteica renal da IL-6 era esperado. O tratamento

com PDTC preveniu a ativagédo do sistema NF-kB (Figura 22a-d).
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Figura 22 - Quantificagdo da expresséo proteica TLR4 (A), p65 (B), IL-6 (C) e
imagem representativa de Western blot para TLR4, IL-6 e p65 (D) dos grupos

HS, HS+N e HS+N+PDTC. Resultados analisados como Média *

EP

Uma vez que houve a ativagdo do sistema NF-kB, a formagao do

inflamassoma NLRP3 era esperada. Ao final das 28 semanas, a expressao

proteica de caspase-1, NLRP3 e IL13 também estava aumentada. Os animais

que foram tratados com PDTC nao apresentaram diferenca nos valores de

expressao proteica dos componentes do inflamassoma NLRP3 em relagcao ao

grupo HS (Figura 23a-d).
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Figura 23 - Quantificacdo da expressao proteica caspase-1 (A), NLRP3 (B), IL-
18 (C) e microfotografias representativas do NLRP3 (D) dos grupos HS, HS+N
e HS+N+PDTC. Resultados analisados como Média + EP
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5. DISCUSSAO

Conforme demonstrado anteriormente (23, 24, 44), a inibicao temporaria
do Oxido nitrico e sobrecarga salina promoveu hipertensdo severa e
albuminuria maciga, além de esclerose e isquemia glomerular. Também
consistente com achados anteriores (8, 44), esses ratos exibiram intensa
inflamacéo intersticial renal, indicada por infiltragcdo por macroéfagos, linfocitos e
células positivas para Angll, em associacdo com deposicao intersticial extensa
de colageno-1. No presente estudo, mostramos que essas manifestagcdes de
inflamacdo renal foram associadas e provavelmente desencadeadas pela
ativacdo da imunidade inata, corroborando achados obtidos com outros
modelos de DRC (41, 42). Duas vias principais de imunidade inata foram
ativadas em ratos HS+N: o sistema NF-kB, aqui representado pelo componente
p65, com consequente regulacdo positiva da IL-6 e IL-13, dois mediadores
inflamatdrios bem conhecidos; e a via do inflamassoma caspase-1 / NLRP3.

Também consistente com nossos achados anteriores (24), quatro
semanas apos a interrupgcao do tratamento com HS+L-NAME (8 semanas), a
magnitude da hipertens&do e ALB foi acentuadamente atenuada, embora PC e
ALB tenham permanecido significativamente maiores do que no grupo HS. Da
mesma forma, a frequéncia dos glomérulos isquémicos foi praticamente a
metade da observada no final de quatro semanas de tratamento com HS+L-
NAME (4 semanas). No entanto, a porcentagem de lesdes glomeruloscleroticas
caiu para niveis indistinguiveis do controle. Enquanto a regresséo parcial da
isquemia glomerular pode ser atribuida a melhora de fatores hemodinamicos,
como vasoconstricdo aferente, a involugdo mais acentuada das lesdes
esclerdticas sugere que o envolvimento glomerular observado na semana 4
consistiu basicamente na deposicdo de material extracelular, como matriz
mesangial, sem comprometimento sério com qualquer parte da estrutura do
tufo.

Em contraste com a regressédo da les&o glomerular 4 semanas apos a

descontinuacdo do HS+L-NAME (8 semanas), a deposicéo intersticial de
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colageno permaneceu elevada em comparagdo com o grupo HS, indicando a
persisténcia da fibrose intersticial. Esse achado poderia refletir apenas o fato
de que o colageno-1 é um pouco mais dificil de ser clivado do que os
proteoglicanos e outros componentes de alta rotatividade da matriz extracelular
(57). No entanto, a infiltracdo intersticial por linfocitos, macrofagos e
miofibroblastos, denotada pela presenca de a-SMA, ainda estava presente
nesse momento, embora menos intensa do que imediatamente apds o
tratamento com HS+L-NAME, indicando a persisténcia de inflamagao. Nota-se
que a infiltragao intersticial por células marcadas positivamente para Angll era
ainda pior nesse momento do que imediatamente apds a interrupgcdo do
tratamento com HS+L-NAME, corroborando nossa observagao anterior (24).
Esses achados indicam que, apesar da cicatrizagdo aparente da leséo
glomerular, a inflamagao intersticial permaneceu ativa e que o acumulo de
colageno nesse momento pode ter refletido a produgéo continuada.

A ativacdo da imunidade inata também persistiu 4 semanas apés o
término do tratamento com HS+L-NAME (8 semanas), envolvendo o Sinal 1
(via NF-kB) e o Sinal 2 (via inflamassoma). Como varias citocinas proé-
inflamatdrias séo liberadas nesse processo, com o consequente recrutamento
de células inflamatérias para o rim, a ativacao da imunidade inata pode ser o
fator responsavel pela manutengao da inflamacéao renal, mesmo apds o término
do tratamento com HS+L-NAME. A razdo pela qual a imunidade inata
permaneceu ativada nao é clara. A imunidade inata pode interagir junto e por
um longo tempo com imunidade adaptativa, conforme mostrado anteriormente
para o modelo renal de ablagao de 5/6 (27). No presente estudo, a ativagao da
imunidade adaptativa € sugerida pela infiltragdo renal observada pelos
linfocitos; esse estimulo reciproco entre imunidade inata e adaptativa pode ter
contribuido para perpetuar a inflamagdo em ratos HS+N. Outro loop de
feedback positivo é representado pela proteina HMGB1, um ligante para TLR4
que pode ser liberado por células danificadas (funcionando assim como um
DAMP auto estimulador) (568). Uma outra possibilidade & representada pela
ativagcdo de NF-kB por Angll, talvez através da produgdo aumentada de
espécies reativas de oxigénio. Como o numero de células positivas para Angll

permaneceu aumentado, esse pode ser um fator que leva a estimulagao
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continua de NF-kB (34, 59, 60). Por outro lado, a ativacdo de NF-kB pode
aumentar a producdo de Angll via IL-6 (61), fechando assim outro ciclo de
feedback positivo. Juntos, esses mecanismos complexos podem explicar a
persisténcia da inflamacgao renal no cenario de regressao aparente da lesao
estrutural.

A persisténcia da infiltragdo de células inflamatdrias e deposigdo de
colageno no tecido renal na semana 8 pode refletir apenas uma involugéo
incompleta, mas em andamento, de modo que, com tempo suficiente, ocorreria
uma melhora completa do processo inflamatério. No entanto, quando
examinamos os dados obtidos na semana 28, fica claro que um novo processo
de lesdo/inflamagao renal ocorreu, com uma grande frequéncia de glomérulos
passando por lesdo esclerética e uma area substancial do coértex renal
absorvida pelo colageno, enquanto a densidade de linfocitos intersticiais e
macréfagos permaneceu elevada de maneira acentuada. Em um estudo
anterior (24), mostramos que esse cenario estava associado a infiltracao
intersticial renal por células Angll positivas persistente, e que o tratamento com
losartan durante o tratamento com HS+L-NAME preveniu o desenvolvimento
subsequente de glomerulosclerose e fibrose intersticial, indicando que a
ativacao precoce e duradoura do RAS determinou o estabelecimento de uma
nefropatia progressiva a longo prazo. Outros pesquisadores descobriram que
uma consequéncia a longo prazo do tratamento temporario com L-NAME foi o
desenvolvimento de inflamagéo renal leve associada a hipertenséo sensivel ao
sal (62). Da mesma forma, o desenvolvimento a longo prazo da doenca renal
progressiva foi demonstrado apds estresse renal de curta duragdo com
aminonucleosideo de puromicina (63), com sobrecarga de proteinas (64) e
infusdo de Angll (65).

A razao pela qual o RAS local permanece ativado por muito tempo apés
o término do tratamento com HS+L-NAME nao é clara, mas pode ser explicada
pela ativagcao continua da imunidade inata. No presente estudo, o agravamento
progressivo da albuminuria e o desenvolvimento de glomerulosclerose e fibrose
intersticial apds o tratamento com HS+L-NAME foram associados n&o apenas
a infiltragcdo duradoura por células positivas para Angll, mas também a ativagéo

continua da imunidade inata. O aumento da expressao da porgao p65 indica a
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ativagdo do Sinal 1 (a via NF-kB), um achado corroborado pelo aumento da
abundancia de IL-6 e TLR4, enquanto que a ativagdo do Sinal 2 foi novamente
indicada pela expressdo de NLRP3, Caspase-1 e IL-1B. A ativacao
concomitante da imunidade inata e do RAS neste momento indica que a
interacao dos dois sistemas persistiu, ajudando a explicar a perpetuagao da
les&o renal nesses animais.

O conteudo renal da AU aumentou acentuadamente apds o tratamento
com HS+L-NAME (4 semanas). O AU tem sido apontado como um possivel
estimulante da imunidade inata, como resultado de um efeito direto e/ou por
precipitacdo de cristais (66-68), atuando como um DAMP. O aumento do
conteudo renal de AU pode ter resultado da retengao devido a insuficiéncia da
funcao renal. No entanto, os niveis circulantes de AU nunca foram aumentados
em ratos HS+N, indicando que os rins tém pouca influéncia no clearance do
AU, o que também pode ser pela presenga generalizada de uricase (69). Essas
observagbes sugerem que o aumento dos niveis renais de AU resultou da
producao local. No entanto, a relevancia patogénica do AU renal neste modelo
€ questionavel, pois, embora os niveis de UA renal tenham sido elevados nas 4
e 28 semanas, eles estavam perto dos niveis dos animais controle na com 8
semanas, em um momento em que a imunidade inata permaneceu totalmente
ativada.

O PDTC tem sido amplamente empregado como inibidor do sistema NF-
kKB (41, 46, 47). Como esperado (44), a administracdo de PDTC durante o
tratamento com HS+L-NAME bloqueou a ativagdo da via do NF-kB.
Consequentemente, o bloqueio do sistema NF-kB impediu o desenvolvimento
de inflamacéo renal durante este periodo inicial de quatro semanas. Como
resultado, a albuminuria, juntamente com a lesdo glomerular e intersticial, foi
igualmente limitada. Além disso, o PDTC também impediu a ativagdo da via do
inflamassoma NLRP3. Esse efeito pode ter contribuido para a renoprotecao
proporcionada pelo tratamento com PDTC, embora possa ser uma mera
consequéncia da preservacdo renal e da interrupcdo do ciclo de
retroalimentagdo positiva que liga o dano celular e a ativagdo da imunidade
inata por DAMPs (70). Quatro semanas apds o término do tratamento com
HS+L-NAME (8 semanas), as vias do inflamassoma NLRP3 e do NF-kB
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permaneceram inativas em ratos que receberam tratamento concomitante com
PDTC. A densidade de linfocitos intersticiais e células positivas para Angll foi
semelhante a encontrada em ratos HS, embora a intensidade da infiltracao por
macrofagos ainda estivesse levemente elevada. Consequentemente, a
glomerulosclerose e a deposicao intersticial de colageno eram indistinguiveis
daquelas observadas nos animais HS. Um quadro semelhante foi observado
nos ratos com 28 semanas, quando até a densidade de macréfagos renais
estava proxima do controle, mostrando que o tratamento com PDTC
proporcionou prote¢cdo duradoura contra o desenvolvimento de lesao renal

progressiva e inflamagao resultantes do tratamento com HS+L-NAME.
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6. CONCLUSOES

Juntos, os achados do presente estudo reforcam a nocdo de que
eventos intra-renais imediatamente apds um insulto inicial sdo cruciais para o
desenvolvimento posterior de lesdo renal progressiva. Em estudos anteriores
(4), mostramos que essas etapas iniciais envolviam a participacéo do sistema
local renina-angiotensina. O presente estudo traz evidéncias de que a ativagao
renal da imunidade inata e, em particular, do sistema NF-kB, também é um
componente importante dessa sequéncia precoce. A intervengdo agressiva
desses eventos iniciais, inibindo o sistema RAS e/ou NF-kB, pode se tornar um
ativo terapéutico eficaz para deter a lesdo renal antes que a fungao renal se

torne severa e irreversivelmente comprometida.
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