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RESUMO

Dentre as glomerulopatias que conduzem a doenga renal crénica (DRC) e
consequente necessidade de terapia renal substitutiva (TRS), a glomeruloesclerose
segmentar e focal (GESF) representa cerca de 30% dos casos. A GESF possui
carater heterogéneo, sendo caracterizada por leséo podocitaria primaria e perda da
seletividade da barreira de filtragao glomerular com consequente proteinuria, leséo
tubular de carater fibrotico e infiltrado de células inflamatérias. Além da alta
morbidade e mortalidade, a doenga apresenta uma taxa de recorréncia poés
transplante de 40%, sendo que os gastos com as TRS geram custos em torno de R$
2 bilhdes por ano. A via de sinalizagdo STAT-3 esta envolvida, dentre outras
fungdes, na proliferagcado celular e inflamagéo e tem sido investigada como tendo
papel importante na progressdo de DRCs. Ha alguns modelos experimentais para o
estudo da GESF, no entanto, todos os modelos utilizam animais geneticamente
homogéneos, 0 que nao condiz com a realidade dos pacientes em relagdo a
variabilidade genética. Tendo em vista a importéancia de estudos sobre GESF em
modelos experimentais heterogéneos e a caréncia de dados sobre o papel da STAT-
3 no denvolvimento da patologia, este trabalho teve como objetivo avaliar o papel da
via de sinalizagdo pela STAT-3 nas lesdes renais presentes na GESF e sua
interferéncia na progressdo da doenga em modelo genétiticamente heterogéneo.
Para tanto, foram utilizados camundongos machos Swiss, os quais tiveram GESF
induzida pelo quimioterapico adriamicina (ADM) em dois protocolos distintos, sendo
um utilizando a dose de 10 mg/kg e outro com dose de 25 mg/kg de ADM. Os
resultados obtidos apontaram que a inducdo de nefropatia por ADM em animais
heterogéneos é eficaz em ambas as doses estudadas, sendo que na dose de 10
mg/kg a lesdo renal demora mais tempo para se estabelecer (14 dias), em relagao a
dose de 25 mg/kg, na qual a albuminuria ja aparece nos 5 primeiros dias apds a
administragao da droga. Também concluimos a administracdo de STATTIC diminui a
expressao génica e proteica de STAT-3, interferindo na via de sinalizagao-IL-6-
STAT-3, o que tem papel importante na progressdo da GESF, uma vez que a sua
inibicdo leva a diminuigao da albuminuria, fibrose tubulointersticial e necrose tubular,
marcadores importantes na glomeruloesclerose segmentar e focal e intimamente
ligados a progressao da doenga.

Palavras-chave: Glomeruloesclerose segmentar e focal. STATTIC. Proteinuria.



ABSTRACT

Among the glomerulopathies that lead to chronic kidney disease (CKD) and
consequent need for renal replacement therapy (RRT), the focal segmental
glomerulosclerosis (FSGS) represents about 30% of cases. FSGS has a
heterogeneous character and is characterized by primary podocyte lesions
associated with loss glomerular filtration barrier slectivity with consequent proteinuria,
tubular lesions and infiltration of inflammatory cells. In addition to high morbidity and
mortality, this disease has a post-transplant recurrence rate of 40%. The STAT-3
signaling pathway is involved, among other functions, in cell proliferation and
inflammation and has been investigated in the progression of CKD. There are some
experimental models for the study of FSGS, however, all these models use
genetically homogeneous animals. There are some experimental models for the
study of FSGS, however, all these models use genetically homogeneous animals,
which does not fit the reality of the patients, which present different responses to
treatments and disease progression. Considering the importance of studies on FSGS
in heterogeneous experimental models and the lack of data on the role of STAT-3 in
the development of pathology, this study aimed to evaluate the role of the STAT-3
signaling pathway in the present renal lesions in the FSGS and its interference in the
progression of the disease in a genetically heterogeneous model. For this, Swiss
male mice were used, which had FSGS induced by chemotherapeutic adriamycin
(ADM) in two different protocols, one using the dose of 10 mg / kg and the other with
a dose of 25 mg / kg of ADM. The results obtained indicate that the induction of ADR
nephropathy in heterogeneous animals is effective in both doses studied but at a
dose of 10 mg/kg renal injury takes longer to establish (14 days) than the 25 mg / kg
in which albuminuria appears within the first 5 days after drug administration. We
also concluded that the administration of STATTIC decreases STAT-3 gene and
protein expression, interfering with the IL-6-STAT-3 signaling pathway, which plays
an important role in FSGS progression, since its inhibition leads to a decrease in
albuminuria, tubulointerstitial fibrosis and tubular necrosis, which are markers of this
disease.

Key-words: Focal segmental glomerulosclerosis. STATTIC. Proteinuria.
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INTRODUGAO

1. A doenca renal cronica

Atualmente, as doencgas crbnicas sdo as principais causas de mortes no
mundo (LI & MA, 2017), provocando 29 milhdes de dbitos anuais. Estima-se que
em 2020, esse numero chegue a 50 milhdes de mortes (YACH et al., 2004).
Dentre as doencgas crbnicas, destaca-se, a doenca renal crénica (DRC), a qual é a
172 maior causa de mortes no mundo (YACH et al., 2004).

A prevaléncia da DRC tem aumentado globalmente de forma consideravel.
Em 1990 a taxa de mortes por DRC era de 11.6 por 100.000 habitantes, passando
para 15.8 em 2013 (MATHERS & LONCAR, 2002). No Brasil, segundo a
Sociedade Brasileira de Nefrologia (SBN), a taxa de DRC cresceu 6,3% nos
ultimos cinco anos, passando para um valor estimado de 122.825 pacientes no
pais em 2016.

Dentre as patologias que podem acometer a funcdo renal dos pacientes
levando @ DRC encontram-se as glomerulopatias (SHIMIZU et al., 2011).

Glomerulopatias sdo anomalias urinarias diagnosticadas macro e
microscopicamente, somado a quantificagdo de proteinuria e o diagndstico clinico
de doencas renais (TRIMARCHI, 2015). As glomerulopatias causam proteinuria
massiva por ocasionar a perda da seletividade da barreira de filtragdo glomerular
(ABBATE et al., 2006).

A glomeruloesclerose segmentar e focal (GESF) é umas das
glomerulopatias mais frequentes no Brasil e no mundo (POLITO & KIRSZTAJN,

2010), acometendo 29.7% dos pacientes renais.

2. AGESF

O termo glomeruloesclerose segmentar e focal é usado para descrever tanto
a doenca caracterizada por lesao podocitaria primaria, quanto a lesdo secundaria
observada nas doencgas renais progressivas crénicas. Dessa forma, o termo néo se
refere a uma doenga glomerular especifica, mas sim a um padrdo morfologico e
histolégico de lesdo reconhecido na bidpsia renal, caracterizada por lesdes
esclerdticas (fibroticas) em glomérulos (JEFFERSON & SHANKLAND, 2014). A
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esclerose é causada pela obliteragdo do capilar por fibras de colageno da matriz,
sendo que sua distribuicdo é focal, pois atinge alguns, mas nao todos os
glomérulos, e segmentar, uma vez que afeta uma por¢cdo do tufo glomerular
(FOGO, 2014).

A GESF possui diversas etiologias, o que contribui com os diferentes
quadros clinicos que a doencga pode apresentar, podendo ser caracterizada em
primaria ou secundaria (FOGO, 2003). A prevaléncia de GESF primaria entre
pacientes com proteinuria submetidos a bidpsia varia entre 7-12%, sendo que no
Brasil, alguns estudos demonstram prevaléncia de GESF em torno de 25-30%
(ABRANTES et al., 2005).

No Brasil, a GESF ¢é a principal causa de sindrome nefrotica em adultos
quando sao considerados apenas os diagnosticos histolégicos, como demontrado
por Polito et al., (2010), o qual observou que a GESF corresponde a 24,6% das
glomerulopatias primarias, ocupando o primeiro lugar nesse grupo.

A GESF primaria €, na maioria dos casos, idiopatica, enquanto a secundaria
ocorre em associagao com outras doencgas renais, obesidade, infecgdes por HIV,
doengas autoimunes, diabetes, uso de drogas, fatores circulantes, fatores
genéticos, dentre outras causas (DASKALAKIS, 2006; FOGO, 2014). Na tabela 1
estd apresentada a classificacdo etiolégica da GESF segundo D’agati et al,
(2004).

Tabela 1: Classificagao etiolégica da GESF

Primaria
A. ldiopatica
Secundaria
1. Familiar/genética
A. Mutagdes na a-actina 4
B. Mutacbes na podocina C
C. Mutagbes nas integrinas
2. Associagao com virus
A. HIV-1
B. Parvovirus-B19
3. Induzida por drogas

A. Heroina
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B. Interferon-a
C. Litio

D. Pamidronato

4. Mediado por respostas estruturais/funcionais adaptativas
A. Reducao da massa renal
B. Hipertensao
C. Obesidade
D. Doenga cardiaca congénita cianética

F. Anemia Falciforme

Adaptado de D’agati et al. (2004)

A tabela 2 apresenta cinco padrdes histolégicos presentes na GESF.

Tabela 2: Classificagao de padroes histolégicos de GESF

Tipos Caracteristicas histoldgicas
1. FSGS nédo
especificado
de outra Esclerose Segmentar
forma
2. GESF Colapso de tufo e hiperplasia de
podécitos

Colapsante
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Proliferacdo  endocapilar, com,
geralmente, hiperplasia de
poddcitos. Esclerose

3. GESEF celular

4. Lesobes do

o D N
tipo TIP Esclgrose de tufo no polo tubular F J,.;;;; P N
proximal. : v £ -5. N
't.'
5. Variante
_ Esclerose e hialinose no polo
Perihilar

vascular.

Adaptado de Fogo (2014)

A variabilidade de padrdes histologicos da GESF resulta em diferentes
abordagens terapéuticas, uma vez que, como afirma Moura, et al., (2015) existem
diferencas nos procedimentos farmacolégicos empregados por ocasido do
diagnéstico, pelo menos no que se refere a duragcéo da fase de ataque no caso da
corticoterapia, assim como na taxa de resposta ao tratamento e no prognéstico.

E largamente aceito que a les&o primaria da GESF é podocitaria, entretanto,
como apontado por Meyer (2003), a lesédo tubular acompanha a lesdo glomerular,
nao se podendo excluir a possibilidade do surgimento da glomeruloesclerose

devido a uma lesdo tubular ou intersticial anterior. Todavia, trabalhos apontam a
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proteinuria, consequente a perda de seletividade da barreira de filtracdo
glomerular, como causa da lesao tubular (BERTANI; REMUZZI, 1983; BERTANI et
al., 1986; BECKER & REWITSON, 2000).

1.3. O néfron

O néfron, a unidade funcional do rim, é formado pelo corpusculo renal
(representado pelo glomérulo e pela capsula de Bowman); tubulo proximal; al¢a de
Henle (formada pelo ramo descendente fino, ramo ascendente fino e ramo
ascendente espesso); tubulo distal e ducto coletor (FIGURA 1, modificada a partir
de Berne & Levy, Fisiologia, 62 edi¢cdo, Editora Elsevier, 2009). O glomérulo é
formado por uma rede de capilares especializados (tufo glomerular), que séao
nutridos pela arteriola aferente e drenados pela arteriola eferente. O tufo glomerular
se encontra dentro de uma camara delimitada pela capsula de Bowman, que por
sua vez, possui uma abertura que se comunica diretamente com o tubulo proximal
(RIELA, 2010).
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Glomerulo [ Tubulodistal
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Figura 1: Desenho esquematico do néfron, indicando suas estruturas principais. Modificado a
partir de Berne & Levy. Fisiologia. 62 edigédo, Editora Elsevier, 2009.

O glomérulo é responsavel pela formagdo do ultrafiltrado plasmatico, que
ocorre pela passagem do sangue através da barreira de filtragdo glomerular. A
barreira € composta por trés camadas (FIGURA 2, modificada a partir de Robbins e
Cotran, As bases patoldgicas das doengas, Editora Elsevier, 2005), sendo elas o
endotélio fenestrado, a membrana basal glomerular e uma camada de células
epiteliais viscerais da capsula de Bowman, chamadas de poddcitos, devido as suas
projecbes em forma de “pés” que envolvem intimamente o exterior do capilar
glomerular (TAAL, et al., 2012).

As fenestras do endotélio variam de 70 a 100 nm de diametro, sendo que as
superficies das células endoteliais sao negativamente carregadas devido a
presenca de glicosaminoglicanos e glicoproteinas, que formam o glicocalix das
células (TAAL, et al., 2012). Os poros e as cargas negativas do endotélio formam
uma barreira inicial que impede que células sanguineas sejam filtradas para a
capsula de Bowman, bem como, retém proteinas de alto peso molecular e
carregadas negativamente, como a albumina (SCOTT & QUAGGIN, 2015). Além
disso, a camada de superficie endotelial glomerular também representa uma
barreira seletiva as macromoléculas significantemente importante (VINK & DULING,
2000).
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Figura 2: A barreira de Filtragcao glomerular. A barreira de filtragdo glomerular € composta por trés
camadas que retém as células e macromoléculas sanguineas, selecionando-as por tamanho e carga.
As camadas s&o o endotélio fenestrado, a membrana basal glomerular e os podécitos que envolvem
a membrana basal com os seus processos pediculares. Modificado a partir de Robbins e Cotran. As
bases patolégicas das doencgas. Editora Elsevier, 2005.

Os poddcitos sao células epiteliais altamente especializadas, terminalmente
diferenciadas, com um fendtipo quiescente. Eles derivam embrionariamente das
células mesenquimais, sendo que cada poddcito maduro possui componentes
anatdbmicos e, portanto, funcionais distintos (SHANKLAND, 2006). Tais células sao
de extrema importdncia na manutencdo da estrutura da barreira de filtragao
glomerular, porém a mesma localizagdo que permite a sua fungédo crucial no
processo de filtracdo, também os coloca sob diversas situacoes de estresse
mecanico, oxidativo e imunoldgico, podendo acarretar em lesées (NAGATA, 2016).
Tais lesdes podem levar ao quadro de podocituria (perda de poddcitos na urina)
tipica das doengas renais cronicas (como a GESF) como apresentado por Hara
(2001), o qual demostrou que a excrec¢ao urinaria dos poddcitos € significativamente
maior em pacientes com GESF em comparacdo com aqueles que apresentam
nefropatia membranosa ou doenga de lesao minima.

Os processos pediculares dos poddcitos formam poros que variam de 25 a 60
nm (RIELA, 2010), os quais sao cobertos por um fino diafragma (RODEWALD &
KARNOSKY, 1974; KERJASCHKI, 2001), formado por proteinas, tais como a
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nefrina, podocina e sinaptopodina, tendo papel fundamental na retencdo de
proteinas circulantes do sangue (YAMASHITA et al, 2016). Devido a alta
seletividade da barreira de filtragdo glomerular as proteinas a proteinuria é
intimamente correlacionada com doengas progressivas renais, sendo a albumina a
principal proteina perdida no filtrado glomerular. Por isso, a proteinuria tem sido
extensivamente pesquisada como um marcador de doengas renais (BAINES &
BRUNSKILL, 2008).

Os tubulos renais sao formados por células epiteliais polarizadas, devido as
diferencas entre as caracteristicas de transporte de suas membranas apical e
basolateral. A membrana basolateral é rica em Na’/K* ATPase, a qual fornece a
forca motriz para a extrusao de sodio intracelular para os capilares peritubulares,
mantendo o gradiente eletroquimico de sddio. Tal gradiente sera responsavel pela
entrada de sodio na célula tubular através dos transportadores presentes na
membrana apical (ZHUO & XIAO, 2013).

A primeira parte do tubulo renal € chamada de tubulo proximal, sendo
constituido de trés segmentos: S7 e S2 conhecidos por parte convoluta e S3
conhecida como parte retificada. As células da parte convoluta sdo colunares e
ricas em microvilosidades que formam uma borda em escova (RIELA, 2010). Além
das microvilosidades, o segmento S1 apresenta diversos compartimentos
endociticos e um sistema vacuolar lisossomal bem desenvolvido, e, portanto, uma
maior area de superficie luminal para o transporte e a fungdo de endocitose. Além
disso, tal segmento possui numerosos processos interdigitais em sua membrana
basolateral, os quais sado ricos em mitocdndrias e complexo de Golgi. Tais
caracteristicas resultam na capacidade altamente absortiva do segmento S1,
responsavel, por reabsorver boa parte do sddio, bem como aminoacidos, glicose e
outros solutos filtrados pelo glomérulo (ZHUO & XIAO, 2013).

Ao todo, 60 a 70% da carga filtrada de agua, sodio e cloro sao reabsorvidas
pelo tubulo proximal. A reabsorcdo de sodio € dependente do cotransporte com
glicose, aminoacidos, hidrogénio e outros solutos e ocorre de maneira passiva, a
favor do gradiente eletroquimico de soédio. A reabsor¢cdo de sédio ocorre de
maneira isosmotica, ou seja, sem alteragao de concentragao e osmolaridade entre
o ultrafiltrado plasmatico e o plasma, uma vez que todo sédio reabsorvido é
acompanhado pela mesma quantidade de agua. A reabsor¢do de cloro ocorre

tanto pela via paracelular quanto pela transcelular, em especial na porgcao
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reticulada do tubulo. O tubulo distal constitui-se do segmento ascendente espesso
da alga de Henle (pars recta), macula densa e do tubulo contornado distal (pars
convoluta), formados por células epiteliais de aparéncia cuboide com funcéo
principal no transporte de cloreto de sédio através de transporte ativo de sodio pela
Na+/K+ ATPase e passivo de cloro, além do cotransporte de sddio, potassio e
cloro (RIELA, 2010).

1.4. Efeitos da proteinuria sobre o tubulo renal

A maioria das doencgas renais que, em Uultima instadncia, conduzem a
insuficiéncia renal em estagio final estd associada a proteinuria (REISER et al.,
2010). A perda de proteinas na urina acelera a progressao da DRC através de varias
vias, incluindo a inducdo da expressao de quimiocinas tubulares e a ativacdo do
sistema complemento o que acarreta na infiltracdo de células inflamatérias como
macréfagos no intersticio e em fibrose (ABATTE et al., 2006).

As proteinas filtradas para o tubulo podem formar aglomerados que o obstrui
fisicamente, como demostrado pelo trabalho de Bertani et al., (1986), o qual
evidenciou que a entrada maci¢ca de proteinas circulantes no tubulo conduz a
formagdo de aglomerados proteicos no lumen dos tubulos distais que aumentam
progressivamente de tamanho, causando obstrugcdo seguida de rompimento da
membrana tubular. Os tubulos proximais obstruidos por aglomerados proteicos
sofrem necrose seguida de atrofia, ocorrendo, posteriormente, o encolhimento e
colapso do glomérulo ligado aquele tubulo (TANNER & EVAN, 1989).

Além da lesdo devido a obstrugédo fisica que os aglomerados proteicos
causam, a proteinuria tem papel fundamental na lesdo tubular por reacgao
inflamatoéria acompanhada de fibrose intersticial (MEYER, 2003). Como apontado
por Zoja et al., (1989), a albumina, bem como outras proteinas circulantes do plasma
sanguineo, induz a sintese e liberacdo de endotelina 1 (ET-1) pela membrana
basolateral das células do tubulo proximal, favorecendo a reagao inflamatéria
intersticial. O ET-1 possui agao vasoconstritora, além de estimular a infiltracdo de
monadcitos, a proliferagdo celular renal e produgdo de matriz extracelular agindo
como mediador da les&o progressiva renal. Na GESF experimental, foi verificado

que além do aumento da produgao de ET-1, ocorre a superexpressao de outros
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fatores com acgao fibroblastica, os quais estimulam a produgao de matriz extracelular,
atuando na formacao da leséo fibrética do tubulo renal, tais como o PDGF e o TGF-
(MEZZANO, 2000), sendo que a fibrose intersticial pode levar a obstrugdo do tubulo
(MEYER, 2003).

A albumina também atua na ativacao e sintese de sinais quimiotaticos pelas
células do tubulo proximal, os quais atraem leucécitos para o intersticio (MEZZANO,
2000), tais como MCP-1 (proteina quimiotatica de mondcitos tipo 1) (WANG et al,
1997), RANTES (Regulated upon Activation, Normal T cell Expressed and Secreted),
um potente quimiotatico de macréfagos e linfocitos T (ZOJA et al, 1997) e
interleucina-8 (IL-8), a qual atua no recrutamento de linfocitos e neutréfilos (TANG et
al., 2003). O recrutamento de macréfagos pelas células tubulares contribui para o
surgimento de fibrose, uma vez que, como apontado no trabalho de Abbate et al,,
(2002), o aumento da infiltracdo de macréfagos € seguido de um aumento da
expressao de TGF-B, o qual induz a expresséo de a-actina de musculo liso (a-SMA)
e a producao de matriz extracelular pelos miofibroblastos presentes no tubulo
proximal (FIGURA 3, modificada a partir de Abbate et al., 2006).

Outro mecanismo que pode levar a leséo tubular inflamatéria é ativacédo do
sistema complemento, o qual pode ocorrer quando proteinas circulantes envolvidas
na ativagcao do sistema complemento como a C3, sao filtradas para o tubulo
(ABBATE et al., 2006). Aléem disso, as células epiteliais do tubulo renal também s&o
capazes de sintetizar proteinas do sistema complemento pela via alternativa, como
evidenciado por Biancone et al., (1994).

Nakajima et al., (2004), apos tratamento de culturas de células tubulares com
albumina, evidenciou que a albumina, assim como algumas citocinas, induz a
ativacdo de proteinas STAT (signal transducer and activator of transcription),
mediante a via de sinalizagdo da Jak-2 pelas células do tubulo proximal, sendo que
a STAT 1 e 5 sao ativadas logo apds o contato das células com albumina (cerca de
15 minutos), enquanto a STAT 3 tem ativagédo tardia, cerca de 4 horas apos o

tratamento.
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Figura 3: Ativacdo de vias inflamatérias e fibrogénicas nas células epiteliais tubulares
proximais em decorréncia da proteinuria. A ativagdo do complemento pode promover lesao
através da formacéo de complexos de ataque a membrana e produtos biologicamente ativos, como
C3a, que interagem com receptores especificos. Os mondcitos / macrofagos contribuem para a
fibrose pela liberagdo de TGF-B, o que estimula a formagdo de miofibroblastos e deposi¢cao de
colageno e transformagéao mesenquimal epitelial. Modificado de Abbate et al., (2006).

1.5. A viade sinalizagao da STAT-3

A STAT-3 é um fator de transcricdo envolvido, dentre outras funcgdes, na
diferenciagao, migracao e proliferacao celular, sendo que sua ativagado ocorre em
resposta a varios fatores de crescimento e citocinas. A ligacéo da IL-6, por exemplo,
ao seu complexo receptor, leva a ativagao da via STAT-3 (RAWLINGS et al., 2004).

O complexo receptor mediador das atividades biologicas da IL-6 consiste na
glicoproteina transmembrana do tipo | de ligacédo a IL-6 denominada IL-6R e na
proteina transdutora de sinal transmembrana gp130 (SCHELLER et al, 2011)
(FIGURA 4, modificada a partir de CALABRESE & ROSE-JOHN, 2014).



24

O s

ﬁ‘i-.iiiiiiiiiiii

O O OOy :i-iiji

o AN N O O I R DX LR U L K]

Figura 4. Complexo receptor de IL-6. A: O IL-6R é formado pela glicoproteina transmembrana IL-6R
e pela proteina transdutora de sinal transmembrana gp130. B: O complexo IL-6-IL-6R se associa com
a proteina gp130, iniciando a sinalizagao intracelular. Nem a IL-6 nem o IL-6R tém uma afinidade
mensuravel com a gp130; somente o complexo se liga a gp130. Figura modificada a partir de
Calabrese & Rose-John (2014)

A proteina gp130 esta associada de forma ndo covalente a uma tirosina
quinase da familia das Janus quinases (JAKs), as quais se tornam autofosforiladas
apo6s o envolvimento do receptor com a IL-6 e em seguida fosforilam residuos de
tirosina (HEINRICH et al., 2003) como a tirosina 705, localizada proximo ao carbono
terminal da STAT-3. A STAT-3 fosforilada forma dimeros que se translocam para o
nucleo, onde regulam a transcricao de genes especificos (RAWLINGS et al., 2004;
PANG et al., 2010) (FIGURA 5, modificado a partir de PEDRANZINI et al., 2004 ).
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Figura 5: Modelo de sinalizagdo da via STAT-3. O fator de transcricdo é ativado em resposta a
muitas citocinas e fatores de crescimento, como a IL-6, que se ligam aos receptores na membrana
plasmatica. Apds a ligagdo, as moléculas de STAT-3 sao recrutadas para a membrana plasmatica,
onde serdo ativadas via fosforilagdo de um residuo de tirosina. A ativagdo da STAT-3 induz a
dimerizagéo através da interacao reciproca de fosfotirosina-SH2 entre duas moléculas de STAT-3. Os
dimeros de STAT-3 entdo deslocam para o nucleo onde se ligam a sequéncias consenso no promotor
de genes alvo, ativando sua transcrigdo. Modificado a partir de Pedranzini et al., 2004.

Varios mecanismos de regulacdo negativa das vias JAK/STAT ja foram
identificados, tais como as fosfotirosinas fosfatases (PTPs), as proteinas inibidoras
da STAT ativada (PIAS) e os supressores da sinalizagdo de citocinas (SOCS)
(SHUAI & LIU, 2003).

As proteinas SOCS formam uma familia de oito membros (SHUAI & LIU,
2003) que apresentam um dominio SH2 flanquedo por um dominio amino terminal
variavel e uma sequéncia de 40 aminoacidos em uma regidao C-terminal,
denominada SOCS box (KILE, et al., 2002). Sado expressas, geralmente, em niveis
baixos nas células ndo estimuladas, sendo rapidamente induzidas por citocinas e

inibindo assim a sinalizacdo JAK/STAT, através de mecanismos distintos, os quais
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representam algas de retroalimentagdo negativa classicas (GREENHALGH &
HILTON, 2001).

A SOCS-3 inibe a ativagdo da STAT-3 por se ligar, simultaneamente, ao
receptor de citocina gp 130 e a JAK, utilizando duas superficies opostas. Enquanto,
0 sulco de ligagdo a fosfotirosina no dominio SH2 da SOCS-3 é ocupado pelo
receptor gp 130, um subdominio da proteina € também requerido para inativar a
acao enzimatica da JAK, bloqueando sua ligagdo com o substrato (CAROW &
ROTTENBERG, 2014) (FIGURA 6, modificado a partr de CAROW &
ROTTENBERG, 2014).

Genes responsivos a STAT-3,
incluindo SOCS-3

Figura 6: Mecanismo de ag¢ao da SOCS-3 na inativagido da via de sinalizagao STAT-3. A proteina
SOCS-3 se liga simultaneamente ao receptor de citocina gp 130 e a JAK, inibindo a fosforilagdo da
STAT-3 e consequentemente a formagdo dos dimeros e translocagcdo desses para o nucleo,
resultando na diminuigdo da transcricdo de genes responsivos a STAT-3, incluindo os que codificam
para SOCS-3, caracterizando assim, uma alga de retroalimentagdo negativa. Modificado a partir de
Carow & Rottenberg (2014).

Nas células renais, a sinalizagao através da via STAT-3 € importante para a

resposta as lesdes e a progressao de certas doengas renais (CHUANG & HE, 2010).
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Tal fato tem sido explicitado por varios trabalhos, que demontraram o
relevante papel da STAT-3 na progressao da DRC, através da modulagao da fibrose
intersticial. Pang et al., (2010), evidenciou, através de analise in vivo que ha elevada
fosforilacdo e ativagdo de STAT-3 em tubulos renais obstruidos com fibrose,
corroborando com os achados de Kuratsune et al., (2007), o qual observou o
aumento de STAT-3 fosforilada em fibroblastos intersticiais do tecido fibrético renal,
bem como o aumento da expressdao de miofibroblastos em tubulos renais com
fibrose induzida por obstrucao ureteral unilateral (UUO).

A ativagdo da STAT-3 leva ao aumento da expressdao a-SMA e fibronectina,
tanto nas células tubulares quanto nas células intersticiais renais (KURATSUNE et
al., 2007; PANG et al., 2010)

Mais recentemente Bienaimé et al., (2016) apresentou o importante papel que
a via STAT-3 tem no estimulo da ativacido de fibroblastos intersticiais, orquestrando
a comunicagao da células tubulares e intersticiais, e como a inativacido da STAT-3
reduz a expressao de genes que promovem a acumulagado de matriz extracelular e a
les&o tubulointersticial.

Sendo assim, a STAT-3 € apontada como um relevante fator na progresséo a
doenga renal crbénica, podendo ter papel importante na glomeruloesclerose

segmentar e focal.

1.6. O modelo experimental

O modelo experimental de nefropatia utilizado nesse trabalho foi a GESF
primaria induzida pelo quimioterapico adriamicina (doxorrubicina) (ADM), um
antibidtico antraciclinico citotoxico isolado de culturas de Streptomyces peucetius
var. caesius, utilizado no tratamento de neoplasias, o qual, em roedores mimetiza a
lesdo estrutural e funcional, causando lesdo muito semelhante a da doenca renal
proteinurica crénica de humanos (LEE & HARRIS, 2011), nos quais, essa
nefrotoxicidade é rara (ZHENG et al., 2005).

A acdo da ADM ocorre em decorréncia da lesdo dos poddcitos devido aos
danos oxidativos na estrutura da célula através da reducdo direta a um radical
semiquinona ou através da produgdo de espécies reativas de oxigénio (FOGO,

2003). Além disso, a droga leva a diminuigdo da espessura da camada de superficie
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endotelial glomerular, como demostrado no trabalho de Jeansson et al., (2009), o
qual verificou que ratos que desenvolveram proteinuria a partir do tratamento com
adriamicina apresentavam a camada de superficie endotelial glomerular com apenas
20% da espessura normal. Tais alteragdes sao resultado na regulagéo para baixo de
certos proteoglicanos e enzimas necessarias na produgdao do glicocalix e
consequente diminuicdo da seletividade da barreira de filtragdo e albuminuria
(JEANSSON et al, 2009). Outra caracteristica da agdo da adriamicina nos
glomérulos é a retracdo ou perda dos processos pediculares dos poddcitos
(KERJASCHKI, 1994).

O modelo de nefropatia induzida por adriamicina (MNIA) é largamente
utilizado devido as suas vantagens, tais como a facilidade de sua reproducdo em
laboratério, o elevado grau de lesao tecidual associado a uma taxa de mortalidade
aceitavel (<5%), morbidade (perda de peso), e o fato do tempo de lesdo ser
consistente e previsivel, uma vez que o modelo € caracterizado pela indugao de
lesdo renal dentro de alguns dias da administracdo do farmaco (LEE & HARRIS,
2011). Outro fato interessante no uso da ADM é que este quimioterapico causa,
tanto lesdes glomerulares, quanto lesdes tubulares, como demonstrado por Okuda
et al., (1986), o qual verificou que ratos tratados com a droga apresentam esclerose
glomerular, obstrugdo e dilatagdo tubular por aglomerados proteicos e fibrose
intersticial com infiltracdo de mondcitos caracteristicos da GESF.

O modelo de indugao de nefropatia por adriamicina foi descrito por Okuda et
al., (1986) em ratos, o qual utilizou duas doses de 2 mg/kg de ADM, injetadas com
intervalo de 20 dias, em um protocolo de 28 semanas. Wang et al., (2000) observou
que em camundongos da linhagem BALB/c, a mesma dose induz proteinuria
evidente a partir do quinto dia, a qual permanece elevada durante todo as 6
semanas de estudo. Também observou vacuolizagdo glomerular e
glomeruloesclerose focal discreta na quarta semana, a qual é exacerbada na sexta
semana passando para uma glomeruloesclerose focal extensa e até mesmo global
associada a expansao intersticial moderada e inflamacéo grave.

No trabalho de Jeansson et al., (2009), o modelo classico foi adaptado, sendo
utilizado uma dose de 25 mg/kg de adriamicina, uma vez que foi observado que na
linhagem de camundongos C57BL/6, comumente utilizada, a dose de 10 mg/kg n&o
induz a lesdo renal e proteinuria, contudo, tal linhagem se mostrou responsiva a

doses maiores.
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1.7. Ainativacao da via de sinalizacdo STAT-3

Bienaimé et al., (2016), demonstrou que o depdsito de matriz extracelular no
intersticio renal desempenha um papel central na progressédo da DRC, sendo a
ativacao tubular de STAT-3 responsavel por tal depdsito. Em seu trabalho, o autor
evidenciou que a inativagao tubulo especifica da via reduz a expressao de genes
que promovem o acumulo de matriz extracelular e consequente diminuicdo da
progregao da DRC.

Pang et al., (2010), também demontrou que a inativagdo da STAT-3 diminui a
expressao de a- actina de musculo liso (a-SMA), colageno do tipo | e da fibronectina
cacteristico de tecido fibrético, bem como atenua a deposi¢cao dos compontentes da
matrix extracelular. Neste trabalho, a inativagcdo da STAT-3 foi realizada utilizando o
inibidor seletivo Stat Three Inhibitory Compound (STATTIC), o qual inibe a
dimerizagdao da STAT-3 e consequente translocagao para o nucleo, pela interagao
com o dominio SH2 da proteina (SCHUST et al., 2006; McMURRAY, 2006) (FIGURA
7, modificado a partir de SCHUST et al., 2006).
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Figura 7: A inibicdo da via STAT-3 pela STATTIC. A: a molécula inibidora STATTIC impede a
fosforilagdo da STAT-3, por se ligar ao dominio SH2 da proteina. B: STATTIC também inibe a
dimerizagdo de moléculas de STAT-3 que escaparam a inibicdo da fosforilagdo. Modificado a partir de
Schust et al., (2006).

1.8. Justificativas

Segundo Malafronte et al., (2006) a GESF é a glomerulopatia primaria mais
comum no Brasil, acometendo 29.7% dos pacientes. As TRS geram custos em torno
de R$ 2 bilhdes por ano de acordo com a Sociedade Brasileira de Nefrologia,
causando grande preocupacgao ao Ministério da Saude, pois este subsidia por volta
de 95% do tratamento (MALAFRONTE, et al., 2006). Fato que agrava ainda mais o
quadro é que 30% dos pacientes com GESF desenvolvem recorréncia da doenca
apos o transplante renal, levando a perda do rim transplantado, sendo que o risco de
perda de segundo rim transplantado em pacientes que ja perderam o primeiro pode
chegar a 100% (PONTICELLI & GLASSOCK, 2010).
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O modelo de indugdo de nefropatia por adriamicina € bem estabelecido na
literatura, tanto em ratos quanto em camundongos. No entanto, sdo comumente
utilizados animais de linhagem geneticamente homogénea como os BALB/c e os
C57bl/6. A GESF, contudo, apresenta carater heterogéneo, possuindo diferentes
subtipos com etiologias distintas, padrées de lesao, forma de progressao e resposta
a terapia o que dificulta o tratamento e a remissao da doenca.

A fim de desenvolver um modelo experimental condizente com a realidade
dos pacientes com GESF, no que diz respeito a variabilidade genética, neste
trabalho foi utilizado uma linhagem geneticamente heterogénea de camundongos, a
swiss, bem como duas doses unicas de adriamicina, sendo a dose de 10 mg/kg,
comumente utillizada e a dose utilizado no modelo adaptado de 25 mg/kg.

Estudos recentes tém demonstrado o importante papel da via STAT-3 na
progressao da DRC e como sua inativagao leva a diminui¢do da leséo renal e fibrose
tubulointersticial (Bienaimé et al., 2016), porém, ainda nao ha trabalhos explicando o
papel desse fator de transcricdo na progressao da GESF, especificamente.

Os modelos experimentais de GESF, como o induzido pela adriamicina, ndo
explicam os mecanismos pelos quais a droga desencadeia os danos tubulares e
como esses danos podem contribuir com as lesdes glomerulares. Por isso, uma
investigacdo mais aprofundada € necessaria, para elucidar ndo somente os
mecanismos que levam as lesdes, mas também possiveis alvos terapéuticos.

Tendo em vista a dificuldade no tratamento da GESF, uma vez que muitos
pacientes ndo respondem a corticoterapia, associada a alta taxa de mortalidade e
morbidade presentes na GESF, a STAT-3 se mostra um alvo terapéutico em
potencial. Sendo assim, € de extrema importancia o estudo aprofundado sobre o

papel dessa via de sinalizagdo na progressao da GESF.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos Gerais

Este trabalho teve como objetivo avaliar o papel da via de sinalizagao pela

STAT-3 nas lesbes renais presentes na glomeruloesclerose segmentar e focal e

sua interferéncia na progresséo da doenca.
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2.2. Objetivos especificos

e Avaliar a albuminuria no modelo de nefropatia induzida por adriamicina
em camundongos heterogéneos.

e Avaliar a albuminuria apds a inativagcao da via de sinalizacdo STAT-3
em camundongos heterogéneos.

e Avaliar a expressao proteica de STAT-3 no tecido renal de animais
submetidos a nefropatia induzida por ADM.

e Avaliar a expressao de mRNA de STAT-3, IL-6, receptor de IL-6 e
SOCS-3 no tecido renal no modelo de nefropatia induzida por
adriamicina em camundongos heterogéneos.

e Avaliar a expressdao proteica de STAT-3 no tecido renal apds a
inativagdo da via de sinalizagdgo STAT-3 em camundongos
heterogéneos.

e Avaliar a expressdao de mRNA de STAT-3, IL-6, receptor de IL-6 e
SOCS-3 no tecido renal apds a inativacao da via de sinalizagédo STAT-

3 em camundongos heterogéneos .

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Neste trabalho foram utilizados camundongos (Mus musculus) machos da
linhagem Swiss com oito semanas de idade originados do Biotério Central do Setor
de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal do Parana. Os animais foram
mantidos no biotério, acondicionados em caixas coletivas, contendo cinco animais
por caixa, com ciclo artificial claro/escuro de 12 horas, a uma temperatura ambiente
constante de cerca de 20°C e com suprimentos de agua e alimento autoclavados
disponiveis durante todo o tempo.

Os procedimentos foram realizados de acordo com a lei federal 11.794 de 08
de outubro de 2008, com a regulamentagdo do Conselho Nacional de Controle e

Experimentacéo Animal e aprovacio pela Comissao de Etica para o Uso de Animais
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do Setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Parana (CEUA/BIO —
UFPR), sob o numero 957.

3.2. Drogas

Para a indugédo da lesédo renal foi utilizada adriamicina (Adriblastina®) da
marca Pfizer (Pfizer™, Inc. Nova lorque, USA). Para a inibicao da via de sinalizagao
STAT-3 foi utilizada STATTIC da marca Abcam (Abcam™, Inc., Cambridge, MA).

3.3. Desenho experimental

Os experimentos foram realizados utilizando dois protocolos distintos de
nefropatia induzida por adriamicina. A droga foi injetada em dose uUnica por via
intravenosa através da veia caudal. Foram utilizadas as doses de 10 mg/kg e 25
mg/kg.

Os experimentos com dose de 10 mg/kg de ADM tiveram duracdo de 7 e 14
dias (Figura 8), enquanto os com dose de 25 mg/kg duraram 5 dias (Figura 9). Os
animais foram divididos em quatro grupos, sendo: 1) grupo controle; 2) grupo ADM,
tratados apenas com adriamicina; 3) grupo ADM+ STATTIC, tratados com
adriamicina e STATTIC; 4) grupo STATTIC, tratado apenas com STATTIC.

Anteriormente a injecao da ADM, os animais foram pesados e tiveram sua
urina basal coletada. O grupo controle recebeu, por via intravenosa, solugéo
fisiologica 0,9%.

Nos experimentos com a menor dose, os grupos ADM+STATTIC e STATTIC,
receberam o inibidor de STAT-3 por via intravenosa na concentracéo de 2 mg/kg em
dias alternados, enquanto isso, para os animais que receberam 25 mg/kg, a
STATTIC foi administrada uma vez ao dia durante os 5 dias de experimento também
na concentragdao de 2 mg/kg e através da via intravenosa. Além disso, os animais
foram suplementados com 2 mL de soro glicosado (5%) duas vezes ao dia por via
intraperitoneal, a fim de evitar desitratagdo, como citado po Jeansson, et al.,
(2009).
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Figura 8: Desenho experimental do modelo de inducdo de nefroparia por ADM na dose de 25
mg/kg. O modelo teve duragdo de 5 dias, sendo que o STATTIC foi injetado diariamante.
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Figura 9: Modelo experimental de nefropatia induzida por ADM na dose de 10 mg/kg. Os
experimentos com a dose classica de 10 mg/kg tiveram duragéo de 7 e 14 dias, sendo que a
STATTIC foi injetada em dias alternados.
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3.4. Eutanasia e coleta dos materiais

Ao final dos experimentos, foi coletado a urina, sangue e os rins dos animais
para as analises posteriores e realizado a eutanasia dos mesmos.

A eutanasia dos animais ocorreu mediante anestesia prévia com solucao de
xilasina e cetamina (16 mg/kg e 150 mg/kg, respectivamente) por via intraperitoneal.
O sangue foi coletado por pungado cardiaca, centrifugado e o plasma sanguineo
congelado. A urina foi coletada diretamente da bexiga urinaria e congelada. O rim
esquerdo foi coletado, descapsulado e um corte longitudinal realizado a fim de dividi-
lo em duas metades, as quais foram armazenadas em solucdo de formol 10%. O rim
direito foi coletado, descapsulado e cortado transversalmente em pedacos que foram
armazenados, durante a coleta, em nitrogénio liquido e posteriormente em freezer a
-80°C.

3.5. Estimativa da albuminduria

Para estimar a proteinuria, foi usada como parametro a quantidade de
albumina na urina, uma vez que essa € a proteina plasmatica mais abundante. A
estimagdo da albuminudria foi realizada através de eletroforese em gel de SDS-
poliacrilamida (SDS-PAGE) a 10%, método que consiste na migragcéo de particulas
carregadas sob a influéncia de um campo elétrico em uma matriz viscosa, sendo
que a mobilidade eletroforética das particulas é diretamente proporcional a carga e
inversamente proporcional a viscosidade do meio.

Para tanto, a urina foi diluida numa concentragcao 1:20 e misturada a uma
solugdo tampao contendo o agente redutor B-mercaptoetanol, que quebra as
ligacdes dissulfito (S-S) dos residuos de cisteina, mantendo assim, as proteinas
separadas e linearizadas. O gel foi corado com azul de Comassie e a quantificagao
da albuminduria foi realizada no fotodocumentador modelo Amersham Imager 600 da

General Electric® .
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3.6. Uroanalise com tiras reagentes

Foi utilizado o kit de uroanalise UriAction 10® da Labtest (Labtest Diagndstica
S.A. MG, Brasil), que consiste em fitas reagentes para a determinagao
semiquantitativa rapida de glicose, bilirrubina, corpos ceténicos (acido cetoacético),
densidade, sangue, pH, proteina, urobilinogénio, nitrito e leucécitos na urina, através

de método colorimétrico.

3.7. Analise histologica

As analises histoldgicas foram realizadas a partir de testes do tipo duplo
cego. Para tanto, fragmentos dos rins dos animais foram corados com hematoxilina
e eosina, e as lesdes glomerulares, tubulares e a fibrose intersticial analisadas em
microscopio optico.

Foram analisados 12 campos aleatorios de cada lamina contendo o corte do
fragmento renal. Este corte foi dividido em quatro regides e trés campos de cada
regiao foi representado. Foi utilizada cémera fotografica acoplada ao
microcomputador contendo o programa AxionVision da Zeiss® (Carl Zeiss,
Oberkochen, Alemanha)

Os campos foram analisados e foi considerado: ausente (quando nao havia
alteragdes no campo analisado), leve (alteracao presente, porém, em até no maximo
10% do campo), moderada (alteragéo de 10% a 50% do campo) e intensa (alteragao
em mais de 50% do campo).

Os parametros para a descricdo de lesao tubular incluiram vacuolizagao
celular e intracelular, colapso e distensdo tubular. A fibrose intersticial foi
caracterizada pela expansdo da matriz celular com distorcdo, colapso e
espessamento da membrana basal e a extensdo da lesao tubular nos tubulos foi
quantificada. Foram analisadas: necrose tubular aguda (NTA), fibrose tubulo-
intersticial (FTI) e presenca de células inflamatérias (mais de cinco celulas por

campo analisado foi considerado presenca de inflamacgao).
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3.8. PCR em tempo real

Os rins coletados para PCR em tempo real (qQPCR) foram armazenamos
durante a coleta em nitrogénio liquido e depois guardados a uma temperatura de -
80°C até a realizacao do procedimento. O RNA total foi extraido utilizado PureZOL®
(Bio Rad, Califérnia, USA). Apds a extragcdo, o RNA total foi purificado e sua
concentracdo determinada través do espectrofotometro NanoDrop® (NanoDrop
Technologies, Inc., DE, EUA) a 260 nm. Cada amostra de RNA total teve sua
integridade conferida através de eletrofose em gel de 1% de agarose. Apds isso,
foram armazenadas novamente para serem utilizadas na preparagao do cDNA e na
analise dos marcadores escolhidos por gPCR posteriormente.

O cDNA foi sintetizado utilizando a enzima transcriptase reversa da marca
Bio-Rad® (Bio Rad, Califérnia, USA). A qPCR foi realizada utilizando SYBR Green®
(Bio Rad, Califérnia, USA) para quantificar os mRNAs para STAT-3, IL-6, IL-6R e
SOCS-3. Como normalizador foi utilizado o mRNA do gene HPRT e os resultados
foram analisados pelo método de quantificacdo relativa de acordo com a formula
10,000/2%". Os primers foram sintetizados baseando-se na seqiiéncia conhecida de
bases nitrogenadas descritas no GenBank, e o programa Primer Express da Applied

Biosystems. As sequéncias dos primers utilizados sao descrito na tabela 3.

Tabela 3: Primers utilizados na PCR em tempo real.

Nome da Sequéncia Sequéncia §- 3°
HPRT sense CTCATGGACTGATTATGGACAGGAC
HPRT anti-sense GCAGGTCAGCAAAGAACTTATAGCC
SOCS-3 sense GGGTGGCAAAGAAAAGGAG
SOCS-3 anti-sense GTTGAGCGTCAAGACCCAGT
STAT-3 sense GGATCGCTGAGGTACAACCC
STAT-3 anti-sense GTCAGGGGTCTCGACTGTCT
IL-6 sense CCTCTGGTCTTCTGGAGTACC
IL-6 anti-sense ACTCCTTCTGTGACTCCAGC
IL-6 R sense AAGAGTGACTTCCAGGTGCC
IL-6 R anti-sense GGTATCGAAGCTGGAACTGC
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3.9. Western Blot

A expressao proteica de STAT-3 foi quantificada através da técnica de
western blot, a qual consiste na deteccdo de proteinas especificas em um tecido
através de anticorpos.

Para tanto, os rins coletados foram armazenamos durante a coleta em
nitrogénio liquido e depois guardados a uma temperatura de -80°C até a realizagao
do procedimento. A extracdo das proteinas se deu através da maceragao do tecido
em tampdo RIPA, uma solugcdo desnaturante contendo inibidor de protease. A
quantificacdo das proteinas foi realizada através do método de Bradford que se
baseia na mudancga de cor do corante Coomassie Blue G-250 em solugao acida (cor
avermelhada) para cor azulada na presenca de proteinas. Para quantificar a
concentragdo de proteinas na amostra foi realizada uma curva de padronizagédo com
concentracbes conhecidas de albumina versus absorbancia em 595 nm
(comprimento de onda que o complexo proteina-corante absorve). A partir dessa
curva, obteve-se a equagao de ajuste linear pela qual foi possivel substituir os
valores médios de absorbancias das amostras e obter assim, os valores da
concentracio das proteinas.

Apo6s a quantificagdo foi realizado o fracionamento das proteinas das
amostras em gel de SDS-poliacrilamida a 10% e a transferéncias dessas proteinas
para uma membrana, a qual foi incubada com o anticorpo anti-STAT-3 da marca
ABcam® (Abcam, Inc., Cambridge, MA). A revelagcao da membrana para analise dos
dados foi realizado em fotodocumentador Amersham Imager 600 da General
Electric®. Como controle foi utilizado o anticorpo anti 3- actina da Sigma-Aldrich®
(Sigma-Aldrich. St. Louis, Missouri, EUA).

3.10. Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa GraphPad
Prism® 6 (GraphPad Software, San Diego, California - EUA). As diferengas entre 2
grupos foi avaliada pelo teste t-student n&o pareado para variaveis paramétricas e o
teste Mann-Whitney para variaveis ndo parameétricas e no caso de mais de dois

grupos foi feito o teste de andlise de varidancia ANOVA unicaudal. Quando as
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amostras nao apresentaram distribuicdo normal, foram submetidas a analise de
variancia ANOVA unicaudal de postos, pelo teste de Kruskal-Wallis. E no caso de
diferenga, os grupos foram comparados entre si com corregao de Student-Newman-
Keuls para variaveis paramétricas e corregdo de Dunn para variaveis nao
paramétricas. As diferengas foram consideradas significantes quando o valor de p foi

menor que 0,05.

4. APRESENTAGAO DOS RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Nefropatia induzida por adriamicina na dose de 10 mg/kg

4.1.1. Albuminuria

A proteinuria, em especial a albuminuria, € um dos principais sinais
encontrados no modelo de nefropatia induzido por ADM (MNIA). Varios trabalhos ja
observaram proteinuria significativa em animais tratados com ADM na dose de 10
mg/kg (PEREIRA et al, 2012; OKUDA et al, 1986; GROND, et al, 1988), sendo que a
perda de proteinas na urina se deve as alteragdes sofridas na barreira de filtragao
glomerular e também pelos danos oxidativos nos podécitos ocasionados pela ADM
(HARRIS & LEE, 2011).

Corroborando os dados da literatura anteriormente citados, observamos
aumento significativo da excrecdo de albumina nos animais tratados com ADM
(10mg/kg) em relacdo ao grupo controle 14 dias apds a administracdo da droga,
como verificado na figura 10, por outro lado, ndo observamos diferenca significativa
na albuminuria desses animais 7 dias apds a administracdo da droga.

Os resultados demonstram que o tratamento com ADM leva ao aumento da
albuminuria nesses animais, indicando o desenvolvimento da nefropatia, porém o
aparecimento da albuminuria acontece apds a primeira semana depois do
tratamento, mostrando resisténcia parcial do desenvolvimento da doencga nestes
camundongos em comparag¢ao com outras linhagens, como os BALB/c utilizados em
modelos classicos (PEREIRA et al, 2014). Desta maneira observamos que a

nefropatia tem uma progressao mais lenta em camundongos swiss.
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Os diferentes subtipos de GESF podem apresentar diferentes padrbes de
lesdes glomérulo escleréticas, bem como diferentes respostas ao tratamento e
tempo de progressdo da doenga. Com base na resposta ao tratamento com
esteroides, por exemplo, ha dois tipos, sendo aquela que responde ao tratamento
com corticoides, na qual a proteinuria se resolve, e a sindrome nefrética resistente a
corticosterdides, na qual a proteinuria ndo diminui (HAN & KIM, 2016). A maior parte
dos pacientes com GESF sao corticoresistentes (ABRANTES et al., 2005; HAN &
KIM, 2016), o que dificulta ainda mais o tratamento e a remissdo da doenca, pois,
como aponta Moura et al., (2015), responder a corticosteroide representa uma
reducao de risco de 83% quando se avalia a tendéncia a progressao para DRC.

A utilizacdo de camundongos geneticamente variaveis, como é o caso da
linhagem Swiss utilizada nesse trabalho, € importante, pois fornece resultados que
sao condizentes com a realidade dos pacientes com GESF, no que diz respeito a
variabilidade genética, uma vez que a doenga néo é uniforme na populagdo humana,
desta maneira podemos observar que esses camundongos apresentam lenta
progressao, porém presente, o que pode vir a contribuir para um maior
conhecimento da doencga e pode representar um novo modelo na literatura, visto que

o MNIA ainda n&o foi desenvolvido nesta linhagem.
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Figura 10: A administracdao de ADM na dose de 10mg/kg induz albuminidria em camundongos
swiss 14 dias apos o tratamento. A: Ndo ha diferenga significativa na albuminudria 7 dias apés a
administracdo de ADM na dose de 10 mg/kg (p>0.05). B: Por outro lado, a administragdo da droga
induz significativamente albumindria nos animais tratados 14 dias apds o tratamento (p=0.0009).
n=10 animais por grupo de estudo.

4.1.2. Perda de peso.

Outra alteracdo encontrada nos animais e utilizada para avaliar as
caracteristicas do MNIA foi a perda de peso dos animais durante o desenvolvimento
do protocolo.

Observa-se na figura 11 que os animais perderam peso significativamente
(p=0.0003), em relagdo ao grupo controle, 7 dias apos a administragcdo de ADM.
Esse resultado indica que, apesar de nao ter sido encontrado diferenga significativa
na albuminuria destes animais, a administragdo da ADM os afetou levando-os a
perda de peso corporal.

Por outro lado, 14 dias apds a administragdo da droga ndo houve diferenca
na variacdo de peso corporal dos animais do grupo ADM em relagdo ao grupo

controle (p>0.05). Desta maneira, observamos que a droga debilita os animais nos
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primeiros dias apds a administracdo da mesma (verificado pela perda de peso),
porém, sistemicamente, os animais se recuperam com o passar do tempo, apesar da
doenga renal estar progredindo (visto pela albuminuria). Esses dados corroboram o
trabalho publicado por Pereira et al., (2011).
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Figura 11: A administracio de ADM na dose de 10 mg/kg causa perda de peso nos
camundongos swiss 7 dias ap6s o tratamento. A: Os animais tratados com 10 mg/kg de ADM
perderam peso significativamente 7 dias apds a administragdo da droga (p=0.0003). B: nao foram
observadas diferengas significativas na perda de peso dos animais 14 dias apds o tratamento com
ADM (p>0.005). n=10 animais por grupo de estudo.

4.1.3. Analise histoldgica

As doengas renais progressivas sao caracterizadas por apresentarem
infiltracdo intersticial de células mononucleares associadas a lesdo gradual da
arquitetura tubulointersticial devido, principalmente, ao acumulo de proteinas de
matriz extracelular dentro do espaco intersticial (EDDIE & GIACHELLI, 1995). As

respostas inflamatdrias com recrutamento de leucdcitos mononucleares, através da
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ativacao via da ciclooxigenase e o estresse oxidativo, tém sido implicadas no
desenvolvimento e progressdo da GESF (YANG, et al., 2014). Sendo assim, a
fibrose, a necrose tubular e o infiltrado de células inflamatoérias sdo marcadores
histologicos das DRCs.

Nossos resultados mostraram que a administragao de ADM induz aumento de
fibrose e necrose tubular, em especial, 14 dias apés o tratamento com a droga, e
que houve uma tendéncia, porém nao significativa, de aumento no infiltrado celular
(FIGURA 12).
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Figura 12: A administracdo de ADM na dose de 10 mg/kg induz aumento de fibrose e necrose
tubular. A: A fibrose tubulointersticial € induzida pelo tratamento com ADM, em especial 14 dias apos
a administracdo da droga (p<0.05). B: Ha tendéncia de infiltrado de células inflamatérias 14 dias
apos o tratamento com ADM, porém sem diferencas significativas (p<0.05). C: A Necrose tubular &
induzida pelo tratamento com ADM (p<0.005). n=10 animais por grupo de estudo.

Esses dados, somados aos resultados de albuminuria e perda de peso,
demonstram que em animais heterogéneos da linhagem swiss, a nefropatia induzida
na dose de 10 mg/kg de ADM se estabelece com sucesso, entretanto, leva mais
tempo para se instaurar, se comparada com outras linhagem geneticamente

homogéneas como o caso dos BALb/C, comumente utilizados nesse modelo

experimental.
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4.2. Nefropatia induzida por ADM na dose de 25 mg/kg.

A partir dos resultados obtidos na dose de 10mg/kg de ADM, procuramos
avaliar uma variagao mais robusta do modelo. Desta maneira, utilizamos a dose de
25mg/kg ja utilizada em animais totalmente resitentes como a linhagem black/6
estudada por Jeansson et al., (2009). Este modelo experimental é carcterizado por

proteinuria intensa dos animais 5 dias ap6s a administragéo da droga.

4.2.1. Albuminuria

Foi observado que os animais tratados com 25 mg/kg de ADM desenvolveram
albuminuria intensa em relagdo ao grupo controle (p=0.009), como observado na

figura 13.
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Figura 13: A administragcao de 25 mg/kg de ADM induz albuminuria intensa nos camundongos
swiss 5 dias apds o tratamento. O grupo tratamento apresenta albuminuria significativamente maior
em relagdo ao controle (p=0.009). n=10 animais por grupo de estudo.

Através dos resultados € possivel observar que o grupo tratado com ADM
desenvolveu albuminuria de forma significativa em relacdo ao grupo controle,
demonstrando que a dose de 25 mg/kg causa nefropatia nos animais ja nos 5
primeiros dias apos a a administragcdo da mesma.

A dose estudada se mostra eficiente no desenvolvimento de um modelo de
nefropatia mais robusto em comparacdo com o modelo que utiliza a dose de 10

mg/kg, desta maneira os animais desenvolvem a lesdo renal mais rapidamente.

4.2.2. Perda de peso

Os animais tratados com ADM apresentaram significativa perda de peso em
relacdo ao grupo controle (p=0.0001), como observado na figura 14.
Os resultados mais uma vez apontam para a maior eficacia do modelo de

indugao de nefropatia na dose de 25 mg/kg de ADM em relagdo ao modelo anterior.
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Nesse modelo ha alta taxa de mortalidade, motivo pelo qual nao foi possivel realizar

experimentos com duragdo maior do que 5 dias.

Variagao peso corporal g (peso final-peso inicial)

10+
* p=0.0001

Figura 14: A administragcio de ADM na dose de 25 mg/kg causa perda de peso dos animais 5
dias ap6s o tratamento. Os animais tratados com ADM apresentaram significativa perda de peso em
relagdo ao grupo controle (p=0.0001). n=10 animais por grupo de estudo.

4.3. Participacao da via de sinalizagcao STAT-3

Com intuito de avaliar o papel da via de sinalizacdo STAT-3 no MNIA em
camundongos heterogéneos, inibimos a via utilizando um inibidor de STAT-3,
STATTIC. Tal inibigdo foi realizada nos dois modelos testados anteriormente. O

modelo de nefropatia induzida por 10 mg/kg de ADM e no modelo induzido na dose

25 mg/kg de ADM.

4.3.1. Estimativa de albuminuria no MNIA na dose de 10 mg/kg.

Através dos resultados € possivel observar que ndo ha diferencas

significativas entre os grupos estudados no experimento com duragdo de 7 dias,
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apontando mais uma vez que a dose de 10 mg/kg de ADM nao induz significativa
albuminuria nos animais neste ponto do estudo.

Por outro lado, 14 dias apds a administragdo de ADM observamos significativa
albuminuria.

Também observamos que o tratamento com STATTIC diminuiu
significativamente a albuminuria, e sendo esse um importante marcador de lesao
renal, € possivel apontar a via STAT-3 como tendo um relevante papel da

progressao da doencga, sendo que sua inativagao atenua a leséo.
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Figura 15: A inativagdo da STAT-3 causa diminui¢gdo da albuminuria no modelo de nefropatia
induzido por ADM na dose de 10 mg/kg, 14 dias apds o tratamento. A: Experimento com duracéo
de 7 dias. Nao foram observadas diferengas significativas entre os grupos (p>0.05). B: No entanto, no
experimento com duragédo de 14 dias o grupo tratado com ADM teve albumindria significativamente
maior em relagao aos outros grupos analisados (p<0.05). n=10 animais por grupo de estudo.

4.3.2. Albuminuria no MNIA na dose de 25 mg/kg

Observamos que a adminstragdo de ADM (25mg/kg) induz significativa

albuminuria (FIGURA 16) nos animais tratados em relagdo ao grupo controle, e
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assim como no experimento anterior o tratamento com STATTIC atenuou

significativamente a albuminuria induzida.
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Figura 16: A inibicdo da STAT-3 causa diminuigdo da albuminuria no modelo de indugédo de
nefropatia na dose de 25 mg/kg de ADM. Foram observadas diferengas significativas entre o grupo
ADM e o grupo controle e entre o grupo ADM e ADM+STATTIC (p<0.05). n=10 animais por grupo de
estudo.

4.3.3. Uroanalises

Através das analises da urina com as tiras reagentes avaliamos que a

proteinuria foi significativamente menor nos animais tratados com ADM+STATTIC
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em relagdo ao grupo que recebeu somente ADM, em ambas as doses do
quimioterapico, (FIGURAS 17B e 18B), indicando que a administragcao de STATTIC
e a inibicdo da via STAT-3 atenua a proteinuria tipica do MNIA.

Na Figura 19 € possivel observar que os animais tratados com 25 mg/kg de
ADM desenvolveram glicosuria e proteinuria significativamente maior em relagdo aos
outros grupos analisados, e que a administragcdo de STATTIC leva a diminui¢cao da

concentracao de glicose e proteinas na urina.
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Figura 17: A administragao de STATTIC atenua a proteinuria no MNIA em camundongos swiss 7
dias apés o tratamento. A: Nao foram observadas diferencas significativas na glicosuria entre os
grupos estudados (p>0.05). B: O grupo ADM+STATTIC apresentou concentragdo de proteinas na
urina significativamente menor do que os outros grupos (p<0.05). n=10 animais por grupo de estudo.
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Figura 18: A administracio de 10 mg/kg de ADM leva ao aumento da proteintria em
camundongos swiss 14 dias apés o tratamento. A: Nao foram observadas diferengas significativas
na glicosuria entre os grupos estudados (p>0.05). B: O grupo ADM apresentou concentragao de

proteinas na urina significativamente maior do que os outros grupos (p<0.05). n=10 animais por grupo
de estudo.
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Figura 19: A administracao de 25 mg/kg de ADM leva ao aumento da glicosuria e proteinuria em
camundongos swiss. A: Foram observadas diferengas significativas na glicosuria entre os grupos
estudados (p<0.05). B: O grupo ADM apresentou também, concentracdo de proteinas na urina
significativamente maior do que os outros grupos (p<0.05). n=10 animais por grupo de estudo.

Os resultados mais uma vez apontam para a eficacia do modelo de inducao
de nefropatia por ADM em animais heterogéneos, uma vez que o aumento da
concentragcao de proteinas e glicose na urina € caracteristico de lesdo na barreira de
fitacdo glomerular, sendo que essas substéncias ndo sdo observadas, em
concentracgdes significativas, em animais saudaveis (SCOTT & QUAGGIN, 2015).

Através dos resultados podemos inferir que ambas as doses levam ao quadro
de proteinuria, porém na dose de 10 mg/kg a mesma leva mais tempo para se
instaurar do que na dose de 25 mg/kg.

Os resultados também indicam que a administracdo de STATTIC e a
inativacdo da via de sinalizacdo STAT-3 leva a atenuacdo de importantes

marcadores da nefropatia induzida por ADM.
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4.3.4. Analise da expressado génica por PCR em tempo real no MNIA com
dose de 25 mg/kg de ADM

A expressdo de mRNA de STAT-3, IL-6, IL-6R e SOCS-3 foi quantificada
através de PCR em tempo real, sendo os resultados representados na figura 20.

Através das analises de qPCR foi possivel observar que os animais com
nefropatia induzida adriamicina nao apresentaram diferengas estatisticamente
significativas na expressdao de mRNA de STAT-3 em relagado ao grupo controle. Em
contrapartida, os animais com nefropatia e tratados com STATTIC, e os animais do
grupo tratado apenas com STATTIC tiveram a expressdo de mRNA de STAT-3
diminuida em relagao ao grupo controle e ao grupo tratado apenas com ADM. Esses
resultados mostram que o tratamento com STATTIC diminui a expressdao de mRNA
de STAT-3. Intrigantemente, o STATTIC é conhecido por inibir a fosforilagdo da
STAT-3, de modo a bloquear a formacédo dos dimeros e consequente ativagao da
STAT-3. No entanto, tais resultados demonstram que a expressao génica de STAT-3
também é afetada.

Uma possivel resposta para a diminuicdo da expressao génica de STAT-3
seria o fato que a inibicdo da fosforilagdo do STAT-3 pelo STATTIC causaria o
acumulo da proteina nao fosforilada no citosol da célula. Esse aumento da
concentracdo citosodlica de STAT-3 levaria a célula a diminuir a sintese de novas
proteinas, resultando na diminuicdo do mRNA de STAT-3 (FIGURA 21).

Os resultados também apontam que a expressao génica de IL-6 é
significativamente maior nos animais tratados com ADM em relagdo aos que néao
foram tratados com a droga, como o grupo controle e o grupo STATTIC. Tal fato
demonstra que a lesdo renal causada pela ADM, leva a maior produgao desta
citocina no tecido renal.

A interleucina 6 € uma citocina com agao pleiotropica, atuando em diversas
func¢des do organismos, podendo ser secretada por muitos tipos celulares através de
estimulos como infec¢do, inflamacéo ou cancer (GARBERS & ROSE-JOHN, 2018).
A secrecao de IL-6 por mondcitos e macrofagos apés a ativagao de receptores Toll-
like &€ especiamente importante em casos de inflamacdo (CALABRESE & ROSE-
JOHN, 2014). Sendo que, como enfatiza Hunter & Jones (2015), existe extensa

literatura mostrando que a IL-6 modula varios aspectos do sistema imune inato,
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incluindo a hematopoiese e o acumulo de neutréfilos nos locais de infecgdo ou

trauma através do controle da granulopoiese.
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Figura 20: A inibicdo da STAT-3 causa diminuicao da expressdao de mRNA de STAT-3 e IL-6R,
bem como, o aumento da expressao génica de IL-6 e SOCS-3, no MNIA com dose de 25 mg/kg.
A: Os grupos tratados com STATTIC apresentaram a expressdo de mRNA de STAT-3
significativamente menor em relagdo aos outros grupos. B: Os grupos tratados com a ADM
apresentaram expressao de mRNA de IL-6 significativamente maior do que os outros grupos. C: A
expressdo de mRNA de IL-6R ¢é significativamente maior no grupo ADM em relagdo aos outros
grupos. D: A expressdo de mRNA de SOCS-3 ¢ significativamente maior no grupo ADM em relagéo
ao controle e significativamente maior no grupo ADM+STATTIC em relacdo ao grupo ADM.
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Figura 21: A agédo do STATTIC, inibindo a fosforilagdo da STAT-3, leva ao acumulo da proteina
no citosol. A: o STATTIC inibe a fosforilagdo da STAT-3, ndo permitindo a formagéo dos dimeros. B:
A STAT-3 nao fosforilada se acumula no citosol da célula. C: O aumento da concetragao citosdlica de
STAT-3 levaria a célula a diminuir a sintese de mRNA de STAT-3.

Sabendo o papel da IL-6 na inflamagdo e os resultados da analise da
expressao dessa citocina apds o tratamento com ADM é possivel observar que a
nefropatia induzida por adriamicina leva a um quadro de inflamagao, com possivel
infiltracdo de macréfagos, sendo esses o0s responsaveis pelo aumento da expresséo
de IL-6. Os grupos que nao receberam ADM (controle e STATTIC) néo

apresentaram tal aumento de expressao da citocina.
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Esses resultados corroboram com os dados da literatura, os quais descrevem
que ha aumento da expressao de IL-6 em pacientes com GESF primaria (WANG, et
al., 2013), GESF associada a plasmocitose cutanea e sistémica (ISOBE, et al.,
2017) e outras nefropatias, como a nefropatia por IgA (YOSHIOKA, et al., 1993).

A IL-6 se liga ao receptor de IL-6 (IL-6R), um receptor de 80 kDa desprovido
de capacidade de sinalizagao, formando um complexo IL-6 e IL-6R, o qual, por sua
vez, se liga a uma segunda proteina de membrana, a glicoproteina 130 (gp130),
iniciando, assim, a sinalizagdo intracelular (GARBERS & ROSE-JOHN, 2018).
Embora a gp130 seja expressa em todas as células, o IL-6R & encontrado apenas
em algumas células, como hepatécitos, alguns leucécitos e células epiteliais
(SCHELLER et al., 2011). A ativacao da gp 130 leva a ativagao da via de sinalizagéo
JAK/STAT-3 como ja citado nesse trabalho.

Os resultados da expressdao de mRNA de IL-6R, quantificada através da
gPCR, demonstram que ha diferengas significativas na expresséo génica de IL-6R
entre o grupo de animais que desenvolveram a nefropatia induzida por adriamicina
em relagcdo ao grupo controle. Tais diferengas condizem com o resultado da
expressdo de mRNA de IL-6. O grupo tratado com ADM apresenta maior expressao
tanto da IL-6 quanto de seu receptor, indicando uma possivel inflamagao no tecido

renal.

4.3.5. Expressao proteica de STAT-3

A expressado proteica renal de STAT-3 nos quatro grupos estudados no
modelo de indugao de nefropatia por 25 mg/kg de ADM foi quantificada através da
técnica de western blot. Os resultados estao representados na figura 21.

Através da analise dos resultados € possivel observar que o tratamento com a
STATTIC levou a diminuicdo da expressao proteica de STAT-3, corroborando com
os resultados obtidos na andlise da expressédo génica de STAT-3. Tais resultados
indicam que o tratamento com o inibidor causa a diminuicdo da expressao da
proteina, o que acarretaria na diminuicdo da ativagdo da via de sinalizagdo e
consequente ativagao de genes envolvidos na inflamacgao e fibrose, atenuando a
lesao tipica da GESF.
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Figura 22: A inibicao da via de sinalizagcdo STAT-3 causa diminui¢cao da expressdo proteica da
STAT-3. Foi observada diferenga significativa na expressédo proteica de STAT-3 nos grupos que
receberam STATTIC em relagdo aos grupos que nao receberam (p<0.05).

4.3.6. Analise histolégica no MNIA com dose de 25 mg/kg de ADM

Foram realizadas as analises histoldgicas dos rins dos animais dos quatro
grupos estudados e os resultados apresentados na figura 20.

No grupo tratado com ADM foi observado aumento significativo da fibrose
tubulointersticial e necrose tubular em relacdo aos outros grupos. Tais resultados
apontam que o tratamento com adriamicina é eficaz na indugcdo de nefropatia na

linhagem de animais utilizada.



57

0.4+ * 2.0 0.254
p
*
2 0.20-
0.3 0 1.5 E
B
‘Q
o
g '% E 015
@ 3 L
d 0.2 2 1.0 E
g | P
& 2 £ 0.10-
8
0.1 Z p5- 2
b 0.054
=
=
0.0 T T T 0.0 T 0.00 T T T
e (9] N %) (€]
& & & & & & & & & & & &
ooo é\?' g«v. Ooo é\V' é\?‘ %) é?’ é\
X X td
o* 0‘} 59’3‘
3 ¥
*p<0.05 vs todos os grupos *p<0.05 vs todos os grupos p>0.05

Figura 23: Andlise histolégica dos rins dos quatro grupos estudados no modelo com dose de
25 mg/kg de ADM. A: Quantificagdo da fibrose no tecido renal. B: Quantificagdo da necrose tubular.
C: quantificacdo do infiltrado de células inflamatérias. D: Fibrose tubulo intersticial leve. E: Fibrose
tubulo intersticial moderada. F: Fibrose tubulo intersticial intensa. G: Auséncia de necrose tubular
aguda. H: Presenca de necrose tubular aguda.
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Os animais do grupo ADM+STATTIC apresentaram diminuicao significativa da
fibrose tubulointersticial e necrose tubular. Sendo esses parametros histolégicos
importantes na progressdo da nefropatia induzida por ADM, os resultados obtidos
indicam que a inibicdo da STAT-3 atenua lesdo renal presente no modelo
experimental.

Os resultados obtidos corroboram com os resultados do trabalho de Bienaimé
et al.; (2016), o qual demonstrou o importante papel da STAT-3 na comunicagao
tubulointersticial durante a doencga renal crénica, uma vez que a ativagéo da STAT-3
promove acumulo de matriz intersticial e de fibroblastos, levando ao aumento da
fibrose tubulointersticial. Os autores também demonstraram que a inativacdo da via

de sinalizagao causa a diminuicao de fibrose tubulointersticial.
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5. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos nesse trabalho, foi possivel concluir que a
indugcao de nefropatia por adriamicina em animais heterogéneos € eficaz em ambas
as doses estudadas, sendo que na dose de 10 mg/kg de ADM a lesao renal demora
mais tempo para se estabelecer (14 dias), em relagéo a dose de 25 mg/kg, na qual a
albuminuria ja aparece nos 5 primeiros dias apos a administragao da droga.

Concluimos também que a administracdo de STATTIC diminui a expressao
génica e proteica de STAT-3, o que possivelmente interfere na via de sinalizagao IL-
6-STAT-3, a qual tem papel importante na lesdo renal causada pela nefropatia
induzida por ADM, pois a inibicdo da via diminuiu significativamente os marcadores
da doencga.

Sendo assim, observamos que a via STAT-3 tem importante papel na
progressao da GESF, uma vez que a sua inibicao leva a diminui¢ao da albuminuria,
fibrose tubulointersticial e necrose tubular, marcadores importantes na
glomeruloesclerose segmentar e focal e intimamente ligados a progressao da
doenca.

Logo, através desses resultados, podemos indicar que a via STAT-3 pode ser
um alvo terapéutico de grande potencial no tratamento da GESF, o que é de grande
importancia, uma vez que a doenca apresenta diferentes repostas medicamentosas,
devido aos diversos padrdes de lesdes histologicas, formas de progresséo e

respostas aos tratamentos.
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