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RESUMO

Segundo a Sociedade Brasileira de Nefrologia, estima-se que existam cerca
de 10 milhdes de brasileiros com alguma disfungéo renal, sendo cerca de 100 mil
dessas pessoas estdo em tratamento dialitico. O estresse oxidativo participa de
varios eventos da patogenia, progressao e complicagdes da doenga renal cronica
(DRC). Resultados de nosso grupo de pesquisa e de estudos em literatura publicada
demonstraram que o acido alfa-lipoico (a-LA) melhora diversos parametros que
retardam a progressao da doenga renal crénica em ratos nefrectomizados, indicando
um possivel efeito renoprotetor (YU et al., 2012). O a-LA pode ser absorvido da dieta,
ou de suplementacdo nutricional, e neste contexto, suas fungdes e efeitos
antioxidantes na DRC ainda ndo estdo completamente estabelecidos. Portanto,
neste projeto, pretendeu-se entender os mecanismos antioxidantes da acao
renoprotetora do a-LA no modelo experimental de nefrectomia de 5/6 em ratos. Ratos
Wistar machos adultos jovens passaram pela nefrectomia de 5/6, sendo separados
em 3 grupos: nefrectomizados sem tratamento, nefrectomizados com tratamento oral
com a-LA e grupo sham laparatomizado. O tratamento oral de a-LA por 8 semanas
na dosagem de 100mg/Kg/dia foi administrado do 7° ao 60° dia apds a nefrectomia.
A nefrectomia de 5/6 foi realizada independentemente em 3 lotes de animais, e os
parametro analisados foram: niveis de ureia e creatinina plasmatica, proteinuria, grau
de glomeruloesclerose, fibrose intersticial e atrofia tubular e estresse oxidativo
plasmatico, utilizando p>0,05. Os resultados mostraram que devido a variabilidade
do modelo de nefrectomia de 5/6 na inducado da DRC, n&o foi possivel demonstrar o
efeito renoprotetor do a-LA.

Como nao foi possivel obter resultados com o modelo de nefrectomia de 5/6,
foi decidido estudar, em modelo in vivo, outros impactos ainda nao descritos da DRC,
mas que ja estédo caracterizados em outras doengas. Como por exemplo de estudos
que ja demonstraram a inibicdo da autofagia e alteragdo na dinamica mitocondrial
em doencgas como faléncia renal por idade avancada (HARTLEBEN et al.,2010), em
faléncia cardiaca (KASSIOTIS et al., 2009), nefropatia diabética (TOWNS et
al.,2005). Varios trabalhos ja demonstraram que estresse oxidativo que ocorre no
tecido renal e que o danifica (KIM & VAZIRI, 2010; VAZIRI et al., 2002), sendo umas
das maneiras que isso ocorre é a via mitocondrial, como pela mitofagia e fissao
mitocondrial tanto na DRC e outras doengas como hiperglicemia, um dos principais
fatores de risco para a DRC (BROWNLEE, 2001; YU et al., 2006; QUIJANO et al.,
2007). Para realizar o estudo de tais processos utilizou-se um modelo in vitro de DRC
com uma cultura de células mesangiais de rim humano (CM), em contato com soro
urémico de pacientes DRC (SU) e toxina urémica isoladamente, o indoxil sulfato (IS).
Foi demonstrado que tal célula participa da progresséo da DRC (SCINDIA et al, 2010)
e que o IS acelera a progressao da DRC (NIWA, 2010). Nos resultados obtidos foi
observado na um aumento da geragdo de espécies oxidantes intracelular, pela
exposicao ao IS e SU, e qualitativamente um aumento da fissdo mitocondrial induzida
por IS.

Palavras-chave: Nefrologia. Doenga renal. Insuficiéncia renal crénica. Acido lipoico.



ABSTRACT

According to the Brazilian Society of Nephrology, it is estimated that there are
about 10 million Brazilians with some renal dysfunction, and about 100,000 of these
people are on dialysis. Oxidative stress participates on various events of the
pathogenesis, progression and complications of chronic kidney disease (CKD).
Results of our research group and published literature have shown that alpha-lipoic
acid (a-LA) improves various parameters that slow the progression of CKD in
nephrectomized rats, indicating a possible renoprotective effect (YU et al., 2012). The
a-LA may be absorbed from the diet or from dietary supplementation, in this context,
its functions and antioxidant effects in CKD are not yet fully established. Therefore, in
this project, we sought to understand the mechanisms of antioxidant action of a-LA in
the experimental model of 5/6 nephrectomy in rats. Young adult male Wistar rats 5/6
were nephrectomized, and separated into three groups: untreated nephrectomized,
nephrectomized oral treatment with a-LA and sham. Oral treatment with a-LA for 8
weeks at a dose of 100mg / kg / day was administered from the 7th to 60th day after
nephrectomy. The 5/6 nephrectomy was performed independently in three groups of
animals, and parameter were analyzed: urea and serum creatinine levels, proteinuria,
glomerulosclerosis, interstitial fibrosis and tubular atrophy indexes and plasma
oxidative stress using p> 0.05 . The results showed that the 5/6 nephrectomy model
produces highly variable CKD induction. Therefore, we could not show the
renoprotective effect of a-La.

Since it was not possible to obtain results with the 5/6 nephrectomy, it was
decided to study in vivo model, other impacts which have not been previously
described in CKD, but which are already featured in other diseases. For example
inhibition of autophagy and change in mitochondrial dynamics in diseases such as
kidney failure by age (HARTLEBEN et al., 2010) in heart failure (KASSIOTIS et al.,
2009), diabetic nephropathy (TOWNS et al., 2005). Several studies have shown that
oxidative stress that occurs in renal tissue and the damage (KIM & VAZIRI, 2010;.
VAZIRI et al, 2002), mitochondrial fission and mitophagy in CKD as well as and other
diseases such as hyperglycemia, one of the main risk factors for CKD (BROWNLEE,
2001; YU et al., 2006; QUIJANO et al., 2007). For the study of such processes, we
incubated mesangial cells with with serum from uremic patients (SU) or isolated
uremic toxin indoxyl sulfate (IS). It has been demonstrated that such cells participates
of CKD progression (SCINDIA et al, 2010) and that IS has a role in this process
(NIWA, 2010). Our results showed an increase in the intracellular generation of
oxidizing species by exposure of CM to IS and SU, and a qualitative increase in
mitochondrial fission induced by IS.

Keywords: Nephrology. Kidney disease. Chronic renal failure. Lipoic acid.
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1 INTRODUGAO

1.1. AVALIACAO DO EFEITOS ANTIOXIDANTE DO ACIDO ALFA-LIPOICO EM
MODELOS ANIMAL DE NEFRECTOMIA 5/6

1.1.1. Fisiologia renal

Os rins sao érgaos responsaveis pela importante fungéo de contribuir para a
manutencdo do metabolismo corporal, por exemplo a regulacdo dos seguintes
processos: homeostase eletrolitica, equilibrio acido basico, produgao hormonal de
eritropoietina e renina, e excregdao de produtos da degradagcédo metabdlica e
substancias quimicas exdgenas ao organismo. Dentre alguns dos produtos de
degradagcdo metabdlica estdo a creatinina (da creatina muscular), a ureia (do
metabolismo de aminoacidos), acido urico (dos acidos nucleicos) e derivados da
hemoglobina (bilirrubina). Nos humanos, os dois rins sdo localizados na regiéo
retroperitoneal, ligados funcionalmente ao organismo pelo hilo, local por onde
passam 0s vasos sanguineos e linfaticos, os nervos e o ureter. Os rins recebem, em
condi¢des normais, cerca de 20% do débito cardiaco, que séo filtrados devido a
pressdo hidrostatica do sangue nos capilares glomerulares. Os 80% de plasma
restante, que ndo foram filtrados, circulam ao longo dos capilares glomerulares
dirigindo para a circulagéo capilar peritubular (GUYTON, 2012; AIRES, 2008).

A morfologia do rim exibe uma borda convexa e outra concava, onde encontra-
se o hilo, regido que contém os vasos sanguineos, nervos e calices renais. Uma
capsula de tecido conjuntivo denso, resistente e inextensivel, frouxamente ligada ao
parénquima renal, recobre todo o érgdo. A Figura 1 ilustra a morfologia do rim. E
dividido em duas zonas, a cortical e medular. Na zona cortical encontram-se as
unidades filtrantes do rim, os néfrons. Na regido medular, estdo das piramides de
Malpigui, em numero de entre 10 a 18 estruturas, sendo que as bases e lados estédo
em contato com a zona cortical, e a regido mais afastada da base formam saliéncias
em diregao aos calices renais. Estas saliéncias com formato cénico no interior dos
calices sdo denominadas papilas renais. Essas apresentam em seu apice a area
cribriforme, que possui de 18 a 24 pequenos orificios onde desembocam os ductos
coletores. Cada papila é envolta por uma membrana, formando diversos calices onde

todos desembocam na pélvis renal, que em sua continuidade é formado o ureter.
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Uma musculatura lisa esta presente envolvendo os calices, pélvis e ureteres,

impulsionando a urina em ondas peristalticas em direcéo a bexiga (GUYTON, 2012;
AIRES, 2008).

FIGURA 1 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA ESTRUTURA BASICA RENAL
Capsula

Area Cortical

Area Medular
Piramide

Calice
Veia
Papila

Peélvis

Ureter

Raios
modulares

Area
cribriforme

FONTE: Adaptado de AIRES (2008).

A unidade filtrante do rim é denominada néfron, o qual desempenha as
funcdes anteriormente citadas e que esta presente em numero entre 800.000 a 1
milhdo por rim. O rim n&o possui capacidade regenerativa, portanto, com alguma
lesdo renal, ou envelhecimento, ocorre a diminuicdo gradual do numero total de

néfrons funcionais.
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FIGURA 2 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA ESTRUTURA BASICA DO NEFRON
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FONTE: Adaptado de Guyton (2012).

Cada néfron (FIGURA 2) é formado por um corpusculo renal, o glomérulo, e
uma estrutura tubular. O glomérulo é formado por um emaranhado de capilares
glomerulares fenestrados, com poros de didametro entre 70 a 100nm nos humanos
(FIGURA 3), nesses capilares o sangue sofre o processo de filtragdo devido a alta
pressao hidrostatica (60 mmHg) e a carga negativa da presencga de um revestimento
de superficie ou glicocdlice, rica em glicosaminoglicanos polianiénicos e

glicoproteinas que séo sintetizados pelas células endoteliais.
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FIGURA 3 — MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA DO ENDOTELIO DO CAPILAR
GLOMERULAR COM DETALHE AUMENTADO DOS POROS OU FENESTRAS

FONTE: Adaptado de Brenner (2012).

Recobrindo estes capilares estdo células epiteliais denominadas de
poddcitos. Essas células sdo formadas por um corpo celular de onde se originam
varios prolongamentos chamados prolongamentos primarios, que por sua vez se
dividem formando os prolongamentos secundarios. Essas células estao aderidas aos
capilares glomerulares. Os prolongamentos secundarios entrelagam entre si de
forma a deixar um pequeno espaco entre eles chamado fenda de filtragdo (FIGURA
4).

FIGURA 4 — MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA DO EPITELIO VISCERAL
PODOCITARIO DO CAPILAR GLOMERULAR COM DETALHE AUMENTADO DOS
PROLONGAMENTOS PRIMARIOS E SECUNDARIO.

a7

fr R 4',’-%'} s S A:i"“"’i'\;

FONTE: Adaptado de Brenner (2012).
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Recobrindo a fenda de filtracdo existe uma fina membrana em forma de rede
com permeabilidade seletiva, formada por diversas proteinas, denominada fenda do
diafragma podocitario. A principal fungao dos poddcitos € restringir a passagem de
proteinas do sangue para a urina. Uma capsula formada por dois folhetos, recobre a
estrutura glomerular, sendo denominada capsula de Bowman (BRENNER, 2012).

A estrutura tubular é formada por quatro porgcdes em sequéncia que sao o
tubulo proximal, alga néfrica, tubulo distal, e ducto coletor. A funcdo desta estrutura
tubular é realizar a reabsorgéo de nutrientes e agua do liquido filtrado. Substancias
pequenas que passam pela rede filtrante como agua, sais, glicose, vitaminas,
aminoacidos e hormonios sao reabsorvidas por essa estrutura em uma taxa de 98%,
sendo devolvida aos capilares renal seguido até a veia renal. (BRENNER, 2012;
GUYTON, 2012).

1.1.2. Doenca Renal Crdnica

Com a queda progressiva da taxa de filtragao glomerular (TFG), observada na
doencga renal crénica, consequente ocorre a perda das fung¢des regulatorias,
excretorias e enddocrinas dos rins, comprometendo o funcionamento de todos os
outros 6rgaos do organismo. Quando a queda da TFG atinge valores muito baixos,
geralmente inferiores a 15 mL/min/1,73 m?, estabelece-se o que tradicionalmente se
chamava de “insuficiéncia renal crénica” (IRC), ou seja, o estagio mais avangado de
perda funcional progressiva observado na DRC, denominagao que tem sido adotada
mais recentemente associada a especificagdo de que se trata do estagio 5 da DRC
(TABELA 1).
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TABELA 1 — DESCRICAO DOS ESTAGIOS DA DOENGCA RENAL CRONICA

Estagio Descricao TFG
g ¢ mL/min/1,73 m?

1 Lesao renal com TFG normal ou >90
aumentada

2 Lesao renal com TFG levemente diminuida 60-89

3A |Lesdo renal com TFG moderadamente 45-59

3B |diminuida 30-44

4 Lgsgo ,renal com TFG severamente 15-29
diminuida

5 IRC estando ou ndo em TRS <15

FONTE: Adaptado de K/DOQI 2002.

Os rins possuem uma grande capacidade adaptativa, em que mesmo depois
da perda de cerca de 70% dos néfrons pode ndo ser possivel diagnosticar a
insuficiéncia renal clinicamente pelos testes de fung¢ao renal de rotina como dosagem
dos niveis de ureia e creatinina plasmaticas. Isso ocorre devido a uma modificacao
anatdémica e funcional dos néfrons remanescentes, aumentando sua taxa de filtracao
e hipertrofiando-se de modo a manter o funcionamento normal do rim. Esse estado
de constante hiperfiltracédo, quando mantido por longo periodo, leva a danos na
estrutura e diminuicédo gradativa da TFG, até um determinado ponto em que o doente
renal crénico comega a exibir anormalidades bioquimicas, chamada de sindrome
urémica ou uremia, que ocorre devido ao acumulo de produtos finais do metabolismo,
que seria normalmente eliminadas pela urina em situagao fisiolégica normal. Inicia-
se entdo uma retengdo generalizada de agua e solutos, levando a edema,
juntamente com acidose metabdlica devido a grande quantidade de acidos gerados
pelo metabolismo, assim como o acumulo de produtos derivados da metabolizacao
de proteinas como ureia e acido urico, metabolizacdo de creatina muscular como
creatinina entre outras substancias que precisam ser excretadas do sangue
(BRENNER, 2012; GUYTON, 2012).

Os principais fatores de risco para DRC sao a hipertensao e a hiperglicemia
(LEVEY & CORESH, 2012). Além destes, insuficiéncia cardiaca, tabagismo,
inflamacéo e estresse oxidativo contribuem para o aparecimento e progressédo da
doencga renal (KARAMOUZIS et al. 2008). O estresse oxidativo, particularmente,
participa de varios eventos da patogenia, progressdo e complicagcdes da DRC. De

fato, varios trabalhos ja mostraram que o estresse oxidativo, determinado geralmente
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por produtos de oxidacdo de biomoléculas, ocorre em pacientes de DRC,
especialmente naqueles em dialise e em estagios finais (CLERMONT et al. 2000;
LOCATELLI et al. 2003; AVELES et al., 2010).

A utilizacdo de modelos experimentais tem permitido a caracterizacao dos
eventos patofisiolégicos de varias doengas. O modelo experimental do rim
remanescente, obtido através da nefrectomia parcial de 5/6, € o modelo mais
empregado como maneira de mimetizar a DRC, pois é capaz de reproduzir o quadro
patolégico da DRC (LIU et al., 2003). Para execugao de tal modelo, faz-se uma
reducao da massa renal em cerca de 80%, sendo que um dos rins sofre infarto parcial
interrompendo a circulagdo de parte dos ramos da artéria renal, de modo que
aproximadamente 1/3 do 6rgdo continue a receber circulagdo arterial. O outro rim
entdo é retirado, restando aproximadamente 1/6 de massa renal funcional.

Em tentativa de manter a homeostase do organismo e compensar a perda de
néfrons, o rim adapta-se aumentando a taxa de filtragdo glomerular nos néfrons
remanescentes, levando a hiperfiltragdo desses glomérulos. A hiperfiltragdo
glomerular, neste caso, consiste em manter constante uma alta pressao hidrostatica
dos capilares glomerulares, a qual a longo prazo levam a dano na estrutura
glomerular, a qual culmina na diminuigdo da taxa de filtragdo glomerular, causando
manifestagdes de uremia e proteinuria (HOSTETTER et al., 2001). A proteinuria é a
perda anormal de proteinas plasmaticas pela urina, sendo a manifestacdo precoce
mais frequente nas lesdes renais. A proteinuria € caracterizada pelo acumulo de
proteinas no fluido tubular, sendo que uma das principais causas é a constante
elevacao da pressao arterial, que contribui para o aumento da pressao hidrostatica
dos capilares glomerulares. Outra consequéncia da proteinuria € de promover a
liberacdo de quimiocinas pro-inflamatérias e citocinas que sao responsaveis por
causar deposicao de células leucocitarias localizadas no intersticio renal, o que
culmina em um processo inflamatorio no tecido. (CHEVALIER, THORNHILL et al.,
2010). Como consequéncia de tal processo inflamatorio, a populagéo celular da
porcao tubular dos néfrons comeca a ser substituida por fibroblastos intersticiais, que
iniciam a produgdo de colageno e matriz extracelular (MEC), obstruindo o lumen
tubular, contribuindo para o desenvolvimento da glomeruloesclerose (GE), que € a
fibrose dos glomérulos. De maneira objetiva, a GE € um processo pelo qual o tecido
glomerular também comega a ser substituido por MEC. Na DRC, essa deposigao da

MEC nos glomérulos leva a perda da filtragdo glomerular, juntamente seguida de
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atrofia dos tubulos renais e formacgéo de fibrose no intersticio do tecido (ZATZ, 2000).

1.1.3. Doencga Renal Cronica e Estresse Oxidativo

Como consequéncia a diminuicdo da TFG e uremia, sabe-se que ocorre um
aumento na produgao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio (RNS)
no tecido renal, associado a hipertensao e hiperfiltragdo glomerular, a inflamacéao
tecidual VAZIRI, 2004; FUJIHARA et al., 2007; CHO et al., 2009; OZEKI et al., 2009;
VLASSARA et al., 2009) e até mesmo a exposigao a toxinas urémicas que comegam
a acumular (GERLASCO & Raymond, 2006; OWADA et al., 2009). Esses estudos
indicam que o estresse oxidativo esta associado a danos no tecido renal,
participando assim da patogenia desta doenca.

Sistemicamente, ocorre também um progressivo estresse oxidativo sistémico
(HIMMELFARSB et al., 2009; AVELES et al., 2010). Nosso grupo adaptou um método
analitico para quantificar o estresse oxidativo plasmatico (JONES, 2006) na DRC,
determinando o potencial de redugéo do par cisteina/cistina plasmatico (Encyssiocys )
(RODRIGUES et al., 2012). Nesse trabalho demonstramos que quanto menor o
potencial de redugdo, ou seja, quanto mais oxidado o par cisteina/cistina
apresentava-se, maior era o acumulo de creatinina plasmatica em pacientes com
DRC.

Outros resultados também mostraram que o0s niveis aumentados de
biomarcadores de estresse oxidativo no plasma de pacientes de DRC cairam apds o
transplante renal (AVELES et al.,, 2010), e que artérias de pacientes de DRC
apresentam-se mais nitradas que doadores renais, devido a nitrotirosina, que € um
marcador de dano celular e estresse oxidativo (GUILGEN et al ., 2010). Estes dados
corroboram a hipotese de que a perda da funcao renal tem contribuicdo importante
na inducéo do estresse oxidativo sistémico (HIMMELFARB et al. 2002).

A uremia, caracterizada pelo acumulo de toxinas urémicas e metabdlitos no
sangue, e por complicagbes em varios sistemas devido a estas toxinas (BRUNET et
al., 2011; RHEE & THADHANI, 2011), parece amplificar o estresse oxidativo na DRC.
Ja foi demonstrado que toxinas urémicas ativam leucdcitos (GALLI et al., 2003;
YOON et al., 2007), células endoteliais (SERRADELL et al., 2002; DOU et al. 2007,
Di MARCO et al., 2008), células musculares lisas (MUTELIEFU et al ., 2009; NIWA,
2010), células tubulares (SHIMIZU et al., 2012) e células mesangiais (GERLASCO &
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RAYMOND, 2006). Em conjunto, estes achados associam fortemente estresse
oxidativo com as complicacbes da uremia, como a aceleracdo da doenca
cardiovascular (LEVEY & EKNOYAN 1999).

Apesar de varios dados dispersos na literatura, muitos aspectos da
patogénese, da progressdo e das consequéncias da DRC nado estdo claros,
particularmente quando associados a processos redox moleculares. Por exemplo,
sabe que o estresse oxidativo que ocorre no tecido renal e que o danifica, e tem sido
atribuido essencialmente ao aumento na producéo do radical superdxido, decorrente
da diminuicédo da atividade da superdxido dismutase (SOD), diminuicao da resposta
antioxidante dependente da via de Nrf2 (Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2)
(KIM & VAZIRI, 2010) e da ativacdo da NADPH oxidase, enzima responsavel pela
sintese de espécies reativas como o superoxido (VAZIRI et al., 2002). O Nrf2 € um
fator de transcricdo do tipo ziper de leucina, que possui grande importancia na
resposta celular a estresse oxidativo. Em estado fisiolégico, Nrf2 € encontrando no
citoplasma ligado com uma molécula supressora, o Keap1 (Kelch-like ECH-
associating protein 1), a qual facilita sua ubiquitinagéo e subsequente degradagéo. A
proteina citoplasmatica Keap1 contém residuos de aminoacidos cisteinas com
grupamentos tios reativos que atuam como sensores do estado redox da célula, pois
quando ocorre uma perturbacdo oxidativa na célula, estas cisteinas oxidam em
cistina, causando uma diminuicdo da afinidade de Keap1 por Nrf2, liberando Nrf2
para o nucleo (NIWA, 2010).

No nucleo, Nrf2 atua como fator de transcricdo para os genes chamados
elementos de resposta oxidante (ARE), essencial para defesa antioxidante da célula
(NIWA, 2010). Alguns dos produtos de ARE sdo a NAD(P)H quinona oxidoredutase
que detoxifica quinonas reativas em processos redox de estresse (VENUGOPAL et
al, 1996) , Glutamato cisteina ligase, o qual auxilia na manutengao dos niveis normais
de GSH (SOLIS et al, 202) Glutationa S-Transferase, familia de enzimas
mitocondrial e microssomais responsaveis por catalisar a conjugacao de GSH
xenobidticos eletrofilicos (HAYES et al, 2000), Tioredoxina redutase 1, que participa
da detoxificagdo de perdoxidos (NEUMANN, et al 2009),

Porém, dependendo do nivel de estresse oxidativo presente em condicao de
DRC, a defesa antioxidante promovida por Nrf2 pode ser prejudicada. Foi
demonstrado por Kim & Vaziri (2009) que em ratos com DRC por nefrectomia 5/6

com estresse oxidativo e inflamacgao causados pela uremia, a via de ativacao de Nrf2
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estava diminuida. Consequentemente muitos dos genes ARE, e outras defesas
antioxidantes (ex: SOD, Gpx) estavam com expressao diminuidos.

Ja a disfungao mitocondrial com consequente producdo de ROS, tem sido
bastante demonstrada na hiperglicemia, condigao frequentemente associada a DRC
(BROWNLEE, 2001; YU et al., 2006; QUIJANO et al., 2007). Varios estudos tém
indicado que o aumento na producdo de ROS mitocondrial, a fissdo mitocondrial
(WESTERMANN, 2012) e apoptose sdo processos associados com a hiperglicemia
(YOULE & KARBOWSKI, 2005; YU et al., 2006; WANG et al., 2012). Em relagao a
DRC, foi demonstrada a producdo de ROS no rim remanescente de ratos
nefrectomizados (5/6) e a detecgéo, por espectroscopia paramagnética eletronica
(EPR), do espécie reativa de superoxido em mitocondrias renais estimuladas com a
toxina urémica indoxil sulfato (OWADA et al., 2009).

1.1.4. Terapia antioxidante

Para compensar o acumulo de espécies oxidantes, a terapia antioxidante tem
sido testada clinicamente em humanos, em modelos experimentais de DRC e em
cultivo celular. Entre os antioxidantes mais frequentemente estudados estdo a N-
acetil-L-cisteina (NAC) e acido alfa lipoico (a-LA). Nosso grupo demonstrou que o
NAC inibiu o estresse oxidativo plasmatico e o acumulo de ureia no plasma de ratos
nefrectomizados, ao mesmo tempo em que apresentou efeitos antioxidantes em
células vasculares expostas ao soro urémico (RODRIGUES, et al, 2015).

O &cido alfa lipoico (acido 1,2-ditiolano 3-pentandico, a-LA, Figura 4) € um
acido graxo de 8 carbonos com anel tiolano com ponte dissulfeto entre os carbonos
6 e 8. Sintetizado na mitocéndria em forma de lipoamida, atua como cofator de varias
a-cetoacido desidrogenases mitocondriais, e, portanto esta envolvido no
metabolismo energético pela descarboxilagdo oxidativa de a-cetoacidos como
piruvato, a-cetoglutarato e a-cetoacidos de cadeia ramificada na mitocondria. Seus
papéis biolégicos como cofator sdo bem conhecidos; contudo, a-LA pode ser
absorvido da dieta, ou de suplementacao nutricional, a qual é absorvida até 93% pelo
intestino e cerca de 20-30% escapa do metabolismo de primeira passagem no
figado. A meia vida do a-LA é aproximadamente 30 minutos, o que é considerado
tempo muito curto para sua acao, porém sabe-se que seus metabdlitos sao capazes

de exercer um efeito antioxidante a longo prazo, porém neste contexto, tais
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metabdlitos e suas funcdes e efeitos ainda ndo estdo completamente estabelecidos
(CREMER et al. 2006; SHAY et al. 2009).

FIGURA 5 - ESTRUTURAS QUIMICAS DO ACIDO DIHIDROLIPOICO (DHLA) E DO ACIDO a-

LIPOICO (G—LA).
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O potencial de reducao do a-LA a sua forma reduzida acido dihidrolipdico é
extremamente baixo, -0,32V (PACKER et al. 1995), demonstrando o alto poder
redutor da forma DHLA. Contudo, ambas as formas apresentam funcdes
antioxidantes, como capacidade de quelar metais redox, como Cu?*, Zn?*, Fe3* (este
somente pela forma reduzida), capacidade de sequestrar radicais livres, como
hidroxila e peroxila, e espécies reativas, como o oxigénio molecular singlete, o
peroxinitrito e o acido hipocloroso, além de regenerar antioxidantes endégenos como
glutationa, acido ascérbico e a-tocoferol (PACKER et al. 1995, WOLLIN SD, JONES
PJH. 2003, SHAY et al. 2009). De fato, alguns trabalhos tém demonstrado que a
administracao de a-LA em humanos tem levado a consideraveis melhoras em varios
parametros clinicos e bioquimicos associados ao seu potencial antioxidante (BILSKA
and WLODEK 2005), em condigbes basais (MARANGON et al. 1999) e patoldgicas,
como no diabetes e suas complicagdes (TANKOVA et al. 2004, ZIEGLER 2004,
et al. 2010), cancer (BERKSON et al. 2009) e doengas neurodegenerativas (HAGER
et al. 2007). Em animais experimentais, mais evidéncias sobre o papel antioxidante
do a-LA tém sido demonstradas em situagdes como diabetes e suas complicacoes
(KOYA et al. 2003, YI and MAEDA 2006, JOHNSEN-SORIANO et al. 2008,
WINIARSKA et al. 2008), aterosclerose (Amom et al. 2008), intoxicagéo por chumbo
(CAYLAK et al. 2008), glomerulonefrite (BUDISAVLJEVIC et al. 2003), infeccéo
(GORACA and JOZEFOWICZ-OKONKWO 2007, VANASCO et al. 2008) e
calcificagéo vascular (KIM et al., 2011).

Apesar da reconhecida acado quelante de metais de transicao e sequestradora

de espécies reativas, varios trabalhos tém demonstrado que o a-LA pode atuar como
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antioxidante indiretamente, estimulando vias de sinalizagao celular, como a ativagao
de Nrf2 (ELANGOVAN & HSIEH 2008, SHAY et al. 2009). Alternativamente, o
aumento na producgao de glutationa pode ser resultado da redu¢ado metabdlica do a-
LA a DHLA, que por sua vez ¢ liberado pela célula. No meio extracelular, DHLA reduz
cistina (Cyss) a cisteina (Cys), a qual é internalizada e utilizada pela enzima y-
glutamil cisteina ligase (HAN et al. 1997). Os efeitos benéficos do a-LA nas doencgas
pode também ser resultado da sua capacidade de inibicdo da via inflamatéria NF-kB
(PACKER et al. 1995, KUNT et al. 1999), capaz de prevenir obesidade e de estimular
a producdo de monofosfato ciclico de adenosina, um agente imunomodulador
(SALINTHONE et al. 2008).

Apesar da existéncia de um grande numero de dados mostrando efeitos
positivos do ALA, particularmente em modelos de diabetes e nefropatia diabética
(VALLIANQU, et al. 2009), ainda ha poucos relatos usando modelos experimentais
de DRC. Pacientes de DRC e em hemodidlise conseguem metabolizar e excretar
a-LA e seus metabdlitos de forma independente do rim (TEICHERT et al. 2005). a-
LA atenua a calcificagao vascular induzida por hiperfosfatemia, preservando a fungao
mitocondrial de células vasculares (KIM et al, 2011).

Foi mostrada que a administragdo de a-LA até a 82 semana, pds cirurgia de
nefrectomia de 5/6 em ratos melhorou parametros de fungao renal (microalbuminduria,
creatinina sérica, pressao arterial, e grau de glomeruloesclerose), assim como estado
redox renal pela aumento de glutationa, vitamina E e redugdo da quantidade de

malondialdeido no tecido renal (YU et al., 2012).

1.2. EFEITOS DO INDOXIL SULFATO EM CELULAS MESANGIAIS

1.2.1. Toxinas Urémicas

O indoxil sulfato é classificado como uma toxina urémica. Tais toxinas sao residuos
organicos que em condi¢des fisioldgicas normais séo excretados pelos rins, porém
na DRC ocorre o acumulo de tais substancias, gerando uma manifestagéo
fisiopatologica chamado de uremia. Tais moléculas exercem efeitos danosos em
tecidos do corpo (VANHOLDER ,2003; DURANTON, 2012).

Atualmente existem cerca de 152 solutos ja identificados e caracterizados

como toxinas urémicas, segundo o grupo de pesquisa europeu EUTox. De acordo
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com o EUTox, uma substancia para ser considerada toxina urémica deve obedecer
determinados parametros: Os niveis plasmaticos e/ou corporais totais deverédo ser
mais altos do que em individuos n&o-urémicos, deve ser quimicamente identificavel
e medido de forma precisa, Disfungdes e/ou sintomas especificos devem estar
relacionadas com as altas concentragdes, e desaparecerem a medida que as
concentragdes sao reduzidas, comprovacdes em estudos ex vivo, in vivo ou in vitro
da atividade biolégica desse composto nas mesmas concentragées encontradas nos
fluidos corporais ou tecidos de pacientes urémicos. Tais substancias sao divididas
em trés classes, de acordo com as caracteristicas fisico quimicas. Classe de
moléculas pequenas e de baixo peso molecular soluveis em agua, como ureia,
creatinina e acido urico por exemplo. Moléculas de tamanho médio com maior peso
molecular, como peptideos e hormbnios, por exemplo o horménio da paratireoide. E
por fim, moléculas circulantes ligadas a proteinas plasmaticas, possuindo baixo peso
molecular porém com grupos indois e fendis, sendo esta ultima classe, moléculas
gque nao sado removidas de maneira eficaz pelos métodos atuais de hemodialise,
tendo como exemplo o p-cresol e indoxil sulfato (BARRETO, et al. 2014,
LISOWSKA-MYJAK, 2014).

1.2.2. Indoxil Sulfato

O indoxil sulfato, uma toxina urémica de baixo peso molecular, é derivado das
proteinas da dieta. O aminoacido triptofano oriundo das proteinas € metabolizado em
indol pela triptofanase de bactérias intestinais como Escherichia coli por exemplo.
Apoés absorgao intestinal, o indol € metabolizado em indoxil sulfato no figado por
processo de sulfatacdo. Sua excrecao € via urinaria, sendo maior quantidade é via
células do tubulo proximal, e em menor quantidade por filtragdo glomerular. O
transporte € realizado por transportador aniénico organico 1 (OAT 1), que esta
presente na membrana basolateral das células tubulares proximais € responsavel
pela retirada do IS da circulagao e eliminagao pela urina. Na DRC, o clearance de IS
€ diminuido ao ponto de ocorrer o aumento de seus niveis no plasma sanguineo.
(NIWA, 2010; BARRETO, et al. 2014).

No soro, cerca de 90% do IS mostra-se ligado a albumina sérica. Sendo esse

o motivo principal de a remocgdo dessa toxina urémica nao ser realizada
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eficientemente na hemodialise. O IS induz a formacao de radicais livres e espécies
reativas de oxigénio (EROs) nos néfrons remanescentes, agindo nas células
tubulares renais, estimulando a fibrose tubulointersticial e glomeruloesclerose,
aumentando a expressao de NF-kB, TGF-B1, TIMP-1 e colageno préa-1, causando
uma perda ainda maior de néfrons funcionais. Por fim IS aumenta o consumo de
oxigénio nos tubulos proximais, diminuindo a oxigenagdo renal, e
consequentemente, induzindo uma hipdxia no tecido, diminui expressdo de genes
antioxidantes e é capaz de gerar peroxido de hidrogénio via NADPH oxidase
(BARRETO, et al. 2014; DOU ET AL, 2003; GELASCO ET AL, 2006; NIWA, 2009,
2011, 2013).

E um estudo de Dou et al (2007), avaliou-se o efeito do IS em modelo de
disfungao endotelial in vitro, onde células edoteliais de veia umbilical humana que
foram expostas ao IS sofreram estresse oxidativo. O IS, devido a sua atividade proé-
oxidante, aumentou a atividade de NADPH oxidase, consequentemente aumentando
a geragao de EROs intracelular. Paralelamente a isso também ocorreu uma
diminuicdo de antioxidante intracelular como a glutationa. A partir disso concluiram
que o IS contribui para a disfungcao endotelial presente em pacientes com DRC. Foi
também demonstrado em outro estudo que o IS foi capaz de suprimir a expressao
de genes mediada por Nrf2 em células HK-2 e tecido renal de ratos (BOLATI et al
2013).

1.2.3. Células Mesangiais

As células mesangiais, juntamente com a matriz mesangial, constituem a
haste central do glomérulo e estdo em continuidade com o mesangio extraglomerular
e do aparelho justaglomerular, sendo de 30 a 40% do total de populagéo celular do

glomérulo.
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FIGURA 6 — REPRESENTAGCAO ESQUEMATICA DA LOCALIZAGAO DAS CELULAS
MESANGIAIS.

Celulas Mesangiais Glomerulares

FONTE: Adaptado de Brenner (2012).

Tal célula possui forma irregular, com um nucleo denso e processos
citoplasmaticos alongados que podem estender em torno da luz capilar e localizando-
se entre a membrana basal glomerular (MBG) e o endotélio do capilar. Em sua
composic¢ao, possui uma vasta gama de filamentos de actina, a-actina e miosina, os
quais a conferem caracteristicas contrateis e de suporte, preenchendo a lacuna entre
a MBG e o capilar, evitando assim distensdo das paredes dos capilares e
secundariamente mantendo a maior pressao hidrostatica no lumen capilar, deste
modo, desempenhando um papel na regulagcdo da TFG. A matriz extracelular
mesangial € semelhante a MBG, e fornece o suporte necessario para a ancoragao,
contragdo e migragédo das células mesangiais. Possui um ligante de integrina com
funcao de transducgao de sinal para regulacéo de produgéo de ME, assim como varios
mediadores vasoativos, fatores de crescimento e citocinas. A CM também exibe
propriedades fagocitica e participa do clearance de moléculas no mesangio, e por
estar envolvida com producéo de ME participa de varias formas na lesdo glomerular
(BRENNER, 2012; SCINDIA, 2010).

As CM podem guiar a lesdo glomerular, exibindo comportamento anormal
muito semelhante em diversos tipos de lesdo. Lesdes glomerulares podem ocorrer

por deposi¢gbes de imunoglobulinas ou imunocomplexos no mesangio, como a
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presenca de uma doenca secundaria como lupus eritematoso, ou primariamente por
nefropatia por imunoglobulina A. Deste modo, imunocomplexos podem ativar as CM
por possuirem receptores de superficie Fc, as quais levam a lesdo no glomérulo por
producao de quimioatraentes para células inflamatérias, perda da integridade da ME
com subsequente sintese excessiva de ME e expansao celular da propria CM. Outro
exemplo de lesao glomerular mediada por CM é na nefropatia diabética, em que altos
niveis de glicose extracelular estimulam a expressédo de transportador de glicose
GLUT1 pela CM. Consequentemente resulta em estresse oxidativo devido a
hiperglicemia. Por fim pode-se citar em caso de hipertensao arterial a longo prazo,
causa uma lesao podocitaria devido a alta e constante pressao hidrostatica que o
glomérulo é submetido, consequentemente ativa o0s processos de expanséo
mesangial e producdo excessiva de ME entre outros, pois existe um cross-talk de
citocinas entre o podécito danificado e a CM, que acabam por induzir a ativacédo de
mais processo de lesdo glomerular, como por exemplo retragdo ou fusdo dos
pedicélios podocitarios. (SCINDIA, 2010; SILVA’S, 2009).

Apesar de existir diversos estudos do efeito de toxinas urémicas isolada sobre
células renais, ha escassez de estudos com células mesangiais, especificamente do

efeito do IS sobre CM no estresse oxidativo.

1.2.4. Dinamica mitocondrial

A mitocOndria esta frequentemente mudando seu formato e distribuicdo, em
que existe um equilibrio de fissdo/fusdo da organela, podendo apresentar uma
estrutura em forma de rede tubular continua ou fragmentada como milhares de
mitocdndria isoladas (BEREITER-HAHN, 1995). A manutengdo deste equilibrio
dindmico é critico para a funcado celular, pois a funcdo mitocondrial em um
determinado momento reflete em sua estrutura e morfologia. Como por exemplo, a
fissdo mitocondrial facilita o transporte da organela dentro da célula, permitindo um
rapido trafego mitocondrial em regides onde ha maior demanda energética. Outro
exemplo de fissdo € com objetivo da reciclagem de mitocondrias velhas ou
danificadas por processos celulares de autofagia. Essa dindmica n&o responde
apenas a processos fisiologicos, mas também patolégicos, como mostrado em
estudo de Yu, et al. (2005) em hepatdcitos incubados com altas concentragdes de

glicose, observou-se uma rapida fragmentagdo mitocondrial com consequente
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producao de EROs. Para caracterizar qual era consequéncia de qual, foram feitas
duas condigdes de hiperglicemia, em uma condigbes a fissdo mitocondrial foi
diminuida por mutagédo na proteina de fissdo Drp1 (dynamin-like protein 1) e outra
com superexpressao da proteina de fusdo Mfn1(Mitofusin-1), com isso a formagéao
de EROs foi significativamente diminuida nas duas condi¢des, concluindo que tal
processo de aumento de geracado de EROs por hiperglicemia é dependente da fisséo
mitocondrial.

Outro estudo, sendo mais recente, de Zaja et al (2014) demonstrou que a fissdo
mitocondrial esta intimamente relacionada com a morte de cardiomidcitos durante
lesdo de isquemia-reperfusdo, sabe-se que tem como consequéncia a geragao de
EROs, e que ao inibir a fissdo mitocondrial, reduzia-se a mortalidade dos
cardiomidcitos apods lesdo de isquemia/reperfuséo.

A partir de disso pode-se considerar a realizacdo de um estudo da dindmica
mitocondrial da célula mesangial frente a exposigao ao indoxil sulfato, pois ainda nao
ha estudos demonstrando tal efeito. Diversas questbes sobre isso podem ser
levantadas como, de existir a possibilidade da geracédo de EROs por IS afetar a
dindmica mitocondrial CM, e se poderia haver consequéncias para a célula em um

contexto de um organismo em, como na condi¢gao urémica.
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2. METODOLOGIA

2.1. ABORDAGEM EXPERIMENTAL

Os ratos Wistar machos do biotério da UFPR, de idade entre um a dois meses,
com peso entre 200 a 300g foram divididos em 3 grupos experimentais (DRC: doente
renal crénico, AAL: DRC com tratamento oral com a-LA e CRL: controle
laparotomizados com sham operation). No sétimo dia pds-cirurgico, o tratamento
crénico com a-LA foi iniciado. O a-LA foi administrado por via oral na agua de beber
no 1° e 3° lote de animais na dose de 100mg/Kg/dia. No 2° lote de animais usou-se
a via orogastrica por gavagem na dose de 100mg/Kg em dias alternados. O
tratamento durou 53 dias, totalizando 60 dias de experimentagao animal. No 60° dia,
os ratos foram avaliados e eutanasiados para coleta de amostras. Avaliou-se os
efeitos do a-LA no ganho de peso, e fungao renal, determinando niveis plasmaticos
de ureia e creatinina, proteinuria e grau de glomeruloesclerose. Este projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal sob o numero 692
(processo 23075.014112/2013-01).

2.1. INDUCAO DA UREMIA EXPERIMENTAL PELO MODELO DE ABLACAO
RENAL DE 5/6.

Ratos Wistar machos foram submetidos a cirurgia de nefrectomia de 5/6 ou
cirurgia laparoscopica como controle (FUJIHARA et al. 1995). Os ratos foram
anestesiados com uma associagao de Ketamina (50mg/kg) e Xilasina (10mg/kg). O
rim esquerdo foi infartado por ligacdo de trés dos quatro ramos da artéria renal
(FIGURA 7), utilizando fio de sutura de polipropileno Prolene® 7.0 e o rim direito foi
removido, sendo a artéria e veia fechadas juntamente com o ureter por fio de
algodao. No 2° e 3° lote de animais foi utilizado uma solug¢ao vasoconstritora de agéao
local, contendo 0,01 mg/ml de adrenalina, com finalidade de impedir possiveis
sangramentos no hilo renal durante a oclusdo das ramificacbes da artéria renal,

sendo aplicada de 0,1ml em cima do hilo renal. Analgesia pés-operatéria foi feita com
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Buscopan® Veterinario na dosagem de 0,25ml/kg. Apds a cirurgia os animais
receberam antibiotico, por via intramuscular, enrofloxacino 5 mg/Kg. Os animais
foram mantidos em gaiolas em grupos de 4 animais com livre acesso a ragao e agua,
em ambiente climatizado e com ciclos de 12-12h de dia e noite. (SHIMIZU et al.
2005).

FIGURA 7 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA LOCALIZACAO DAS RAMIFICAGOES DA
ARTERIA RENAL OCLUIDAS DO RIM ESQUERDO DO ANIMAL, INDICADAS PELAS SETAS.
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FONTE: Adaptado de AIRES (2008).

2.2. TRATAMENTO COM ACIDO ALFA LIPOICO.

Em todos os trés lote de animais o tratamento foi iniciado a partir do 7° dia
pos-cirargico com término no 60° dia apos a intervengao cirurgica. O 1° lote de
animais recebeu aproximadamente 25 mg/kg/dia de a-LA e o 3° lote 100mg/kg/dia
(YU, et al., 2013), em solugao aquosa ad libitum. Esta foi preparada dissolvendo-se
a-LA agua potavel aquecida a 40°C com agitagao por 30 minutos. A concentragao
da solugao foi calculada pela média de consumo semanal de agua pelos animais,

obtendo-se assim uma estimativa da média de consumo por rato, porém néao
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sabendo-se exatamente a dose ingerida por casa animal, e sim uma estimativa.

No 2° lote de animais, foi alterado o método de administracdo de antioxidante
para via orogastrica por método de gavagem, com finalidade obter uma dose exata
de acido lipoico para cada animal, sendo administrada em dias alternados, ou seja a
cada 48 horas. A dosagem de a-LA foi de 100mg/kg (YU, et al., 2013), em suspengao
aquosa de contendo 0.1% de espessante alimentar carboximetilcelulose (CMC). O
espessante foi utilizado com a finalidade se evitar a precipitacdo do acido lipoico,
que ocorre devido sua alta concentracdo na solugao, necessaria para o pequeno
volume a ser administrado para cada animal, que variou entre 300uL a 500uL de
acordo com o peso semanal de cada animal. Dissolveu-se 0.1% carboximetilcelulose
e a-LA 60mg/mL em agua potavel e homogeneizando a solugdo em equipamento
Potter S Homogenizer Sartorius® a 1500RPM por 1 minuto. O volume de cada
administracao foi calculado individualmente de acordo com o peso de cada animal,
obtendo-se uma dose exata de 100mg/kg. O espessante CMC € uma fibra dietética
soluvel e altamente higroscopica, sendo largamente utilizado na industria alimentar
em uma gama de produtos industrializados como, sucos, sopas, embutidos entre
outros. O CMC possui aprovacao da ANVISA para seu uso em produtos alimentares

segundo a Resolugéo n° 386, de 05 de agosto de 1999.

2.3. COLETA DE AMOSTRAS.

No tempo de 60 dias p0s cirurgicos, os animais foram pesados e eutanasiados
com injegao intraperitoneal de Ketamina e Xilasina na dose letal de 100 mg/kg cada,
foi coletado 5 mL de sangue direto do coragao pelo ventriculo direito em seringas de
5 mL agulha 30x7, e transferido 1,5 mL para tubo contendo 100uL de heparina sddica
5000U.1/mL Hepamax® para dosagens plasmaticas de ureia e creatinina. Em outro
tubo contendo 150 de solucdo contendo 25mM Tetraborato de sédio, 100mM Acido
Bérico, 50uM L-Serina, 0,85uM BPDS, 16,1mM Acido lodoacético, denominada
solugao N°1, os dois tubos foram seguidamente centrifugado (1500 RCF, 4°C, 5 min)
para isolamento do plasma (Melnyk et al. 1999), congelados em nitrogénio liquido e
armazenadas em freezer a -80°C.

O tecido renal remanescente foi imediatamente removido, lavado em PBS a
4°C, e seccionado delicadamente com bisturi cirurgico longitudinalmente e

verticalmente em quatro partes. Duas partes foram acomodadas em cassetes
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histolégicos e deixadas em solugao de formaldeido tamponado 4% por 24 horas. As
outras duas partes foram congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em
freezer a -80°C.

As urinas de 24 horas foram coletados em gaiolas metabdlicas individuais no
59° dia pds cirurgico. Anotou-se o volume de urina de cada animal, coletando-se 1
mL, centrifugou-se a 1000RCF a 4°C. Coletou-se o sobrenadante descartando o

pellet de debris. O sobrenadante foi armazenado em freezer a -20°C.

2.4. DETERMINACAO DE UREIA PLASMATICA

Os niveis plasmaticos de ureia foram determinados através de kit comercial
Katal®, Katal Biotecnologia Industria e Comercio Ltda. Brevemente, a ureia é
hidrolisada pela enzima urease para ions aménio e gas carbdnico. Os ions ambnio
reagem em pH alcalino com salicilato e hipoclorito de sédio, sob a agao catalisadora
do nitroprussiato de sodio para formar azul de indofenol. A intensidade da cor
formada é proporcional a quantidade de ureia na amostra.

Para isso, em uma microplaca de 96 pocos foram adicionados 2uL de plasma
livre de hemdlise, seguidos 100uL de urease tamponada (urease 13KU/L, tampé&o
fosfato 20 mmol/L 1,38, salicilato de sédio 62,4 mmol/L, nitroprussiato de sédio 3,36
mmol/L). Para o branco adicionou-se agua no lugar da amostra, para o controle da
reagao foram utilizados 2uL do padréo fornecido pelo kit (ureia 70mg/dL). Cada
amostra foi analisada em duplicata. As amostras foram incubadas a 37°C por 5
minutos. Apds esse periodo foi adicionado em todas as amostras 100uL do composto
oxidante (hidroxido de sddio 140mmol/L e hipoclorito de sédio 6,05 mmol/L).

Apds 5 minutos de incubagdo a 37°C foi determinado a absorbancia
espectofotometricamente a 595nm (Bio-Rad Model 680). O zero foi acertado com o
branco da reagao. O valor de ureia plasmatica é foi por:

Absorbéncia do teste

Uréia (mg/dL) = x70
Absorbéncia do padréo

2.5. DETERMINACAO DE CREATININA PLASMATICA

Para isso utilizou-se o kit comercial Creatinina Labtest® Diagnostica SA. O

método se baseia na observacdo de que a reacdo da creatinina com o picrato
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alcalino é muito rapida, enquanto a reagéo do picrato com 0s cromogénios € mais
lenta. A medida da reagdo nos primeiros minutos permite a determinacado da
creatinina.

A creatinina e outros componentes do soro reagem com a solugao de picrato
em meio alcalino, formando um complexo de cor amarelo alaranjado que € medido
fotometricamente em 510nm. Porém, com a acidificagdo do meio todos os
cromogenos sao degradados, menos o picrato de creatinina, que é estavel em pH
acido.

Para cada amostras de plasma e para o padrao, em tubos de 1,5mL, adicionou-
se 75uL do plasma e 150uL de acido picrico 44,4 mmol/L, homogeneizou-se em
vortex e centrifugou-se a 1000RCF para precipitagcdo de proteinas plasmaticas.
Transferiu-se 56ul do sobrenadante para microplaca de 96 pocos contendo 140uL
de Tampao (hidréxido de sédio 208 mmol/L, tetraborato de sddio 12,7 mmol/L e
surfactante) e incubou-se por 15 minutos a 37°C e apds leu-se em comprimento de
onda de 510nm (Bio-Rad Model 680), descontando o branco contendo apenas agua
destilada no lugar da amostra, tomando-se os valores de absorbancia de cada
amostra como A1. Posteriormente adicionou-se 7uL de acidificante em cada poco
contendo amostra (acido acético 11,4 mol/L), incubando a 37°C por 15 minutos e
lendo em 510nm (Bio-Rad Model 680), tomando-se os valores de absorbancia de
cada amostra como A2. A valor de creatinina plasmatica € dado por:

(A1-A2)

Creatinina (mg/dL) = x 4,00
Absorbéncia do Padriao

2.6. DETERMINAGCAO DE PROTEINURIA

A dosagem de proteinas nas urinas coletadas foi realizado utilizando o método
de Bradford (1976). Que baseia-se em determinagao de proteinas totais que fazendo
uso do corante de “Coomassie brilliant blue” BG-250. Quando o corante BG-250
entre em contato com as moléculas proteicas contendo cadeias de aminoacidos
laterais aromaticas ou basicas, ocorre um desequilibrio no pH da solucéo, fazendo o
corante passar de sua forma catidnica nativa de cor avermelhada para forma

anidnica de coloracéo azulada, sendo a intensidade da cor proporcional a quantidade
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de proteinas totais, absorvendo em comprimento de onda de 595nm.

Diluiu-se o reagente de Bradford Bio-Rad Protein Assay® em proporgéo de 1
parte do reagente mais 4 partes de agua destilada. Em placa de 96 pogos adicionou-
se 200ul do reagente diluido. Para a curva padrao utilizou-se uma solu¢do de
albumina de soro bovino a 1mg/mL. A amostras de urina foram diluidas 10X e
adicionado 5uL em cada pogo, homogeneizando com a propria ponteira de
micropipeta. A leitura da absorbancia foi feita a 595nm.

Para o calculo da concentragdo das amostra utilizou-se a equacgao da reta,

obtida por software Microsoft Excel 2013 a partir da curva padréao feita com BSA.

2.7. PREPADO DE AMOSTRAS PARA SECCOES HISTOLOGICAS E
COLORAGCAO PAS

O tecido renal foi coletado, fixado com formaldeido 4% tamponado em pH 7,4
por 24 horas com finalidade de fixacado completa do tecido, impedindo autdlise e
destruicao do tecido, assim como endurecimento do tecido a fim de manter a sua
estrutura do tecido e ultraestrutura celular. Apds foi realizado a desidratacdo do
tecido, mergulhando-os em solugdes de proporgdes crescentes de alcool, como
50%, 70%, 80%, 90%, e 100%, por 3 horas cada. A desidratacao tem como finalidade
de retirar a agua para que seja ocupada por um material de preenchimento rigido,
como a parafina. Este material permite que o tecido seja cortado em finas camadas
preservando totalmente sua estrutura original. Apds desidratagao, foi realizado o
processo de clareamento ou diafanizacdo, em que o tecido desidratado é
mergulhado em um liquido em que a parafina seja soluvel, neste caso o tecido foi
deixando por 3 horas em xilol. Seguidamente o tecido foi mergulhado em parafina
liquida a 60°C por 1 hora. Apds solidificacdo do bloco foi realizado cortes de 5uM em
micrétomo.

A coloragao do acido perioédico de Schiff (PAS) foi aplicada para a coloragao de
estruturas que contenham uma alta propor¢cdo de carboidratos, como glicogénio,
glicoproteinas, proteoglicanos. E uma reacdo efetuada em duas etapas: na primeira,
grupos vicinais hidroxil dos carboidratos sdo oxidados a aldeidos, na segunda etapa,
os dialdeidos formados séo evidenciados usando-se o reagente de Schiff, que € o
corante fucsina basica. A cor produzida varia entre o purpura e o magenta, nos sitios

onde se localizam carboidratos oxidaveis. O procedimento foi realizado pelo
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Laboratério de Patologia Experimental da PUC-PR, onde foi feito a desparafinizagéo
em xilol por 1 hora e hidratagdo em concentragdes alcodlicas decrescentes de 100%,
90%, 80%, 70% e 50% e agua destilada 3 minutos cada. Posteriormente foram
incubadas em uma solucao de acido periédico 0,5% por 5 minutos, lavadas com
agua destilada e incubadas em Reativo de Schiff por 20 minutos, e lavados em agua
sulforosa por 3 vezes de dois minutos cada lavagem. A agua sulforosa foi entéo
substituida por agua destilada. Por fim foi realizado coloragdo dos nucleos com
hematoxilina de Harris por 40 segundos. Ao final do processo, as laminas foram
lavadas em agua destilada, desidratadas em concentracdes de alcool 50%, 70%,
80%, 90%, e 100%, por 3 minutos cada, finalizando com adicdo de meio de

montagem de laminas Entellan e fechamento do corte com laminula.

2.8. ANALISE SEMIQUANTITATIVA DE GLOMERUSOESCLEROSE, FIBROSE
INSTESTICIAL E ATROFIA TUBULAR

Para esta analise, foi pedido auxilio da Professor? Dr® Maria Fernanda Soares,
médica patologista do Hospital das Clinicas — Curitiba — Parana. A determinagao do
grau de glomeruloesclerose foi feito em microscopio Olympus, onde foi realizado
contagem de glomérulos normais e esclerosados em campos em 10 campos de 100X
em lamina de tecido renal corado com PAS, com microscopio Olympus 40 com
multiplas cabecgas para visualizagbes. Foram escolhido 10 campos de tecido de cada
amostra pois este numero era suficiente para observar quase totalmente o tecido
renal presente na lamina. Os glomérulos totais observados em cada campo foram
contados, em seguida no mesmo campo contava-se o0s glomérulos que
apresentavam qualquer grau de GE. Para fibrose intersticial e atrofia tubular, utilizou-
se um aumento de 10X, e estimou-se uma porcentagem da area do tecido que

apresentava tais caracteristicas.

2.9. DETECCAO DE DO PAR REDOX PLASMATICO CISTINA/CISTEINA

Para a quantificagao de cisteina e cistina no plasma dos ratos DRC, foi utilizado
o protocolo adaptado de Jones e Liang (2009), utilizando método de derivatizagao e
cromatografia liquida de alta precisdo (HPLC) com detector de fluorescéncia.

Em métodos de cromatografia liquida de alta precisdo (HPLC), padrbes
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externos foram utilizados na identificacdo dos picos no cromatograma e
rotineiramente, para construir uma curva de calibragdo e quantificacdo de cada
analito de interesse nas amostras. Os padrdes de L-Cistina (CySS), L-Cisteina (CyS)
de alta pureza (<99%), foram adquiridos da Sigma Aldrich®. Foram feitas dilui¢gdes
de 1 mM em agua ultrapura (MilliQ®) e estas foram filtradas em filtro Millipore® 22uM
e armazenadas em freezer -80°C. Para verificagao da concentracédo de cada padrao,
as amostras foram submetidas ao método de Ellman ou DTNB (&cido 5,5-ditiobis(2-
nitrobenzaoico)) descrito por Eliman (1959).

Para o protocolo, foi necessario reduzir 100uL de cada um dos padrdes
dissulfetos da cistina utilizando 35uL de uma solucéo de boroidreto de sodio 1,43M.
Para esta reacao foi incubada por 30 minutos a 37°C e posteriormente interrompida
com 70uL de HCI 1M.

Para a reacédo de DTNB, em um tubo de 1,5mL, foram adicionados 50uL de
cada padrao e 950uL de tampéo fosfato 500mM contendo 0,5M de DNTB, 0,5M
DTPA pH 7,4. As amostras foram lidas em um espectrofotémetro a 412nm.

Para o calculo das concentragdes, foi utilizada a seguinte férmula: A = € b c.
Onde, A é Absorbancia, € € Coeficiente de absorgdo molar (14100 M-1x cm-1), b
corresponde ao Caminho 6ptico da cubeta (1 cm) e ¢ € Concentragéo (M). Para o
calculo da concentracéo final, as diluicbes foram consideradas.

Primeiramente, foi preparado um tampé&o estoque de Acetato, adicionando
2729 de Acetato de sédio triidratado em 378mL de Acido acético Glacial (Padrao
analitico, HPLC) sob agitag&o por 16 horas de.

O método para HPLC utiliza um gradiente entre dois solventes, A e B. O
solvente A consiste de uma solugdo de 80% Metanol em agua ultrapura e o tampao
B é uma mistura de 640mL de metanol com 200mL do tampao Acetato estoque,
125mL de acido acético glacial e 50mL de agua ultrapura.

O equipamento utilizado foi um HPLC da Shimadzu Prominence® (Tokyo,
Japao) equipado com um injetor manual Rheodyne®, uma bomba de dois pistdes
(LC-20AD) controlada pelo software LC Solution® equipada com detector de
fluorescéncia Shimadzu RF-20A. Foi utilizada excitacdo em 335 nm e emissao
detectada em 518 nm. A separacgao dos analitos foi realizada em uma coluna 25-cm
x 4.6-mm, 5-um silica, LC—NH2 Supelco Sigma Aldrich®.

Um gradiente de tampdes foi desenhado de modo a determinar o tempo de

retencéo de cada analito. Inicialmente, Jones e Liang (2009) estabeleceram uma
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‘corrida’ de 60 minutos para a deteccéo tanto de CyS e CySS quanto GSH/GSSG.
Foi feita uma nova padronizacdo de método, reduzindo este tempo para 45 minutos,
mantendo as condicdes de analise.

Os plasmas que foram coletados juntamente com a solugédo N°1 (item 3.4
COLETA DE AMOSTRAS) foram centrifugados a 10.000RCF para retirada de
proteinas precipitadas, o sobrenadante foi transferido para outro tudo de 1,5mL
contendo 190uL de solugcdo N°2 contendo 50mM acido bérico e 0,6M acido
perclérico. As amostras foram centrifugadas e 50uL do sobrenadante foram injetados
para a quantificagcado de CyS e CySS no plasma. O fluxo do sistema de cromatografia
se manteve fixo em 1mL/min. A separagao foi obtida com um gradiente de tampdes,
onde os tampdes A e B se intercalam, com a finalidade de reduzir a afinidade de
cada analito pela coluna cromatografica. A quantificagdo dos analitos foi realizada
através de uma curva padrao processada com o protocolo descrito anteriormente.

O potencial de redugao do par cisteina/cistina de cada animal foi calculado
através da equacao de Nernst, utilizando um potencial padréo de reducao (EO) de -
250mV, para pH 7,4 (Blanco et al, 2007) e as concentragdes plasmaticas de cisteina
e cistina, em mols por litro, obtidas de cada animal:

E,=FE, +£ln [{'r.snm.']z
nF [L'isfe:’nu]

Onde:
EO =-250 mV; n=2;
R =8,314 J/mol .K; F =96,406 J/V T =309 K;

2.10. QUANTIFICACAO RELATIVA DA GERACAO DE ESPECIES REATIVAS DE
OXIGENIO POR SONDA FLUORESCENTE DE DICLOROFLUORESCEINA

A diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA) apolar e sem carga, atravessa a
membrana celular por difusdo passiva, e no meio intracelular os grupos acetato séo
hidrolisados gerando diclorofluoresceina (DCFH), que trona-se uma molécula polar
e permanece aprisionada dentro da célula, e na presenca de espécies reativas como
perdxido de hidrogénio, emite fluorescéncia com comprimentos de onde de excitagéo
em 485 nm e emissdo em 530 nm.

As células mesangiais utilizadas foram obtidas por doagédo, nédo estando
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disponiveis para compra na ATCC. Tais células extraidas de feto de 16 semanas
apos aborto espontaneo, imortalizadas por trasfecgcao de plasmideos pUCInwt e
pRc/CMV por virus SV40 (BANAS, et al, 1999)

As células mesangiais foram cultivadas em placa de 96 pogos em densidade
de 2x10° células por pogo, utilizando-se meio de cultivo DMEM baixa glicose Cultilab
contendo 10% de soro fetal bovino (SFB). E incubadas com 10uM DCFH-DA (Sigma-
Aldrich®) por 30 minutos a 37°C em incubadora de CO2 na auséncia de luz. Apos as
células foram lavadas com solucdo salina PBS por trés vezes a fim de retirar toda
DCFH-DA que nao adentrou as células.

Foi realizado um pré-tratamento das células por 30 minutos com 10uM de
difenileneiodénio (DPI), um inibidor irreversivel da enzima NADPH oxidase, principal
enzima geradora de ROS intracelular, e separadamente 2,5mM de Probenecid, um
inibidor do OAT1, com a finalidade de atestar a presenca de tal transportador na
linhagem utilizada.

O indoxil sulfato de potassio (Sigma-Aldrich) foi adicionado na concentragéo de
939uM em duas condigdes: PBS e PBS+10%SFB, determinadas pelo EUTox como
sendo concentracdo maximo urémica, como controle da por¢ao indoxil do IS, 939uM
de sulfato de potassio foi utilizado na mesma concentracdo. Como controle positivo
da reacao aplicou-se em pocos isolados 0,5mM de H20.. Para cada analise foi
realizado replicatas de 5 pogos. Rapidamente seguiu-se para leitura em leitor de
placa com detecc¢ao de fluorescéncia Rchisto Infinite® M200 com comprimentos de
onde de excitagdo em 485nm e emissdo em 530nm. Foram realizadas leituras nos
tempos de 10, 30 e 60 minutos apds adi¢ao do IS. Entre os intervalos das leituras
manteve-se a placa em incubadora de CO2 a 37°C na auséncia de luz, pois esta

pode catalisar reacao de oxidacao tanto da sonda quando da amostra.

2.11. AVALIACAO QUALITATIVA DE FISSAO/FUSAO MITOCONDRIAL

Para determinagao qualitativa da dindmica mitocondrial, utilizou-se uma sonda
fluorescente especifica para mitocondria, a MitoTracker® Red CMXRos (Life
Technologies). Em placa de 24 pocgos contendo uma laminula de vidro estéril em
cada pogo foi utilizada para plaquear 2x10° células por poco, utilizando-se meio de
cultivo DMEM Cultilab contendo 10% de soro fetal bovino (SFB). Adicionou-se
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separadamente 10uM de difenileneioddnio (DPI), e 2,5mM de Probenecid (PROB),
como controle da porcéo indoxil do IS, 939uM de sulfato de potassio foi utilizado.
Como os controles negativos do IS. Como controle positivo utilizou-se 0,1mM de
H202 no meio de cultivo. O indoxil sulfato foi adicionado apenas na concentragao de
939uM. Tendo pocgos contendo individualmente, PBS, SO4, DPI, PROB, IS, DPI+IS,
DPI+PROB, H20.. Cultivou-se as células em tais condi¢des por 24 e 48 horas.

Nos tempos de 24 e 48 horas retirou-se os tratamentos e lavou-se com tampao
PBS a 37°C por duas vezes. Adicionou-se entdo 100nM da sonda mitocondrial e
incubou-se por 30 minutos. Lavou-se cada po¢co novamente por duas vezes para
retirada da sonda néao ligada e fixou-se com solugao de paraformaldeido 4% por 15
minutos.

As laminulas foram entdo montadas em laminas de vidro com meio de
montagem histoldgico. As imagens foram produzidas microscopio confocal Nikon
A1RSIMP (NIKON, Tokyo, Japan), utilizando objetivas de 60X com imersao em 6leo
com abertura numérica de 1.40. Utilizou-se linhas fixas de laser para excitacédo a
579nm e filtro de intervalo (“band pass”) de 570-620nm. O programa Imaging
Software Nis Elements 4.20 (NIKON, Tokyo, Japan) foi utilizado para a visualizagao

das imagens.

2.12. ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas dos dados foram realizadas a partir do tese One Way
ANOVA com pos-hoc Tukey, com p>0,05, através do software SigmaStat for

Windows versao 3.5.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. PRIMEIRO LOTE DE ANIMAIS NEFRECTOMIZADOS

Os resultados do 1° lote de animais, de modo nao esperado, foram negativos
para todas as analises para determinacéo da presenca da doenca renal crénica nos
animais, ou seja, todos demonstraram que a nefrectomia de 5/6 nao foi realizada de
maneira efetiva para induzir a doenca renal. Nao houve nenhuma diferenca
estatistica comparando os dados dos grupos nefrectomizados (DRC) com o controle
(CTL) e com o grupo nefrectomizados com tratamento com a-LA (AAL). As analises
realizadas foram proteintria de 24 horas, ureia e creatinina plasmatica (GRAFICO
1). Realizados os mesmos teste a partir do plasma sanguineo de todos os animais
no mesmo dia da nefrectomia, sendo que todos apresentavam valores dentro do
fisiolégico, que seria de até 15mg/24h de proteinuria até 45mg/dL para ureia
plasmatica, até 0,6mg/dL para creatinina plasmatica e (SANTOS, 2010). O Valor da
proteinuria do grupo CTL (GRAFICO 1.A) exibiu um valor da acima da média do
normal fisiolégico. Porém foi notado que durante a coleta da urina do grupo CTL nas
gaiolas metabdlicas, houve uma grande contaminacéo for fezes e ragdo dos animais
devido a quebra das grades que faziam a contengdo destes dejetos, podendo ter
contribuido para a presencga de alta quantidade de proteinas na amostra. Tais grades
apresentavam diversos pontos de ferrugem, o que apds diversas coletas acabaram
cedendo com o peso do animal, deixando que tais materiais contaminantes
entrassem em contanto com a urina coletada.

Todas analises descritas anteriormente foram repetidas de modo
independente e os resultados repetiram-se como negativos para a presenca da DRC
em todos os grupos nefrectomizados. Como tais resultados foram negativos, as
analises subsequentes de glomeruloesclerose, fibrose intersticial e atrofia tubular
nao foram realizadas devido a ndo conformacao da presenca da DRC, portanto ndo
havia como comparar os possiveis efeitos renoprotetores do a-LA pois ndo havia

dano renal significativo.
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GRAFICO 1 — RESULTADOS DE FUNGAO RENAL NO 1° LOTE DE ANIMAIS 60 DIAS APOS
NEFRECTOMIA DE 5/6. (A): PROTEINURIA DE 24 HORAS. (B): UREIA PLASMATICA. (C):
CREATININA PLASMATICA. ns — NAO SIGNIFICATIVO ENTRE GRUPOS. (DRC n=13): GRUPO
NEFRECTOMIA DE 5/6. (AAL n=10): GRUPO NEFRECTOMIA DE 5/6 COM TRATAMENTO ORAL
COM o-AL 25mg/kg/dia. (CTL n=3): GRUPO CONTROLE LAPARATOMIZADO
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FONTE: O autor (2015).

ApoOs extensa e cuidadosa reavaliagdo do procedimento cirurgico, concluiu-se
que a ineficiéncia da nefrectomia de 5/6 foi devido ao ndo fechamento de um numero
suficiente das ramificagbes da artéria renal, a qual possui geralmente quatro
ramificacdes, sendo necessario ocluir no minimo trés ramos para que o animal
desenvolva a DRC no periodo de 60 dias. Esta falta de oclusdo dos ramos foi devido
a certa dificuldade de localizagao e visualizacdo das ramificagbes da artéria renal,
pois havia presenca de tecido adiposo no hilo e seio renal. Este tecido adiposo
necessitava ser removido cuidadosamente com micropinga, pois possuia uma
quantidade significante de vascularizagdo. Durante a retirada deste tecido adiposo
era comum a ocorréncia de sangramentos, o qual se nao fosse rapidamente
estancado coagulava sobre o hilo renal impedindo completamente a visualizagéo das
pequenas ramificagdes arteriais renais. Deste modo, juntamente com a pouca

experiéncia pratica com o procedimento de nefrectomia 5/6, o numero de
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ramificagdes ocluidas necessaria para indugdo da DRC nao foi atingido em todos os
animais nefrectomizados, resultando animais saudaveis mesmo apods 60 dias pés

cirargicos.

3.2. SEGUNDO LOTE DE ANIMAIS NEFRECTOMIZADOS

No 2° lote de animais, os problemas ocorridos com a ineficiéncia da cirurgia
para causar a DRC em ratos foi corrigida. A principal, dificuldade que eram os
sangramentos devido a remogao do tecido adiposo, para acesso das ramificagcoes
da artéria renal foi contornado utilizando uma solugao estéril vasoconstritora de
adrenalina a 0,01 mg/ml. Com acgéo rapida e local, a adrenalina causava uma
diminuicao significativas do calibre os vasos sanguineos do tecido adiposo. Com
isso, o tecido adiposo era facilmente removido sem extravasamento sanguineo,

revelando abaixo as ramificagdes das artérias renais a serem ocluidas.

GRAFICO 2 — RESULTADOS DE FUNGAO RENAL NO 2° LOTE DE ANIMAIS 60 DIAS APOS
NEFRECTOMIA DE 5/6. (A): PROTEINURIA DE 24 HORAS. *p<0,05 vs. CTL **p<0,05 vs. CTL. (B):
UREIA PLASMATICA * p<0,05 vs. CTL*p<0,05 vs. CTL. (C): CREATININA PLASMATICA. ns —
NAO SIGNIFICATIVO ENTRE GRUPOS. (DRC n=5): GRUPO NEFRECTOMIA DE 5/6. (AAL n=7):
GRUPO NEFRECTOMIA DE 5/6 COM TRATAMENTO ORAL COM a-AL 100mg/kg/48h. (CTL n=4):
GRUPO CONTROLE LAPARATOMIZADO.
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Para este lote a dose de a-LA foi ajustada para 100mg/kg/dia, a qual o valor &
pouco menor da dose maxima segura para consumo de 121mg/kg em que nao ocorre
toxicidade para o organismo.

Nos teste de funcdo renal (GRAFICO 2), constatou-se que houve diferenca
significativa entre o grupo DRC e o controle nos teste de proteinuria e ureia
plasmatica, demonstrando que a cirurgia foi efetiva para causar a doenga renal
crbnica com o modelo de nefrectomia de 5/6 propde, porém sem aumento
significativo de creatinina plasmatica. Entretanto, ndo houve diferenca estatistica
entre o grupo DRC vs AAL, sugerindo que o a-La néo teve o efeito renoprotetor
esperado para tais analises de fung¢ao renal. Os mesmos testes foram realizados a
partir do plasma de todos os animais retirados durante a nefrectomia, todos

apresentavam valores dentro do fisioldgico.

GRAFICO 3 — RESULTADOS DE ANALISE HISTOLOGICA SEMIQUANTITATIVA, E GANHO
DE PESO CORPORAL DO 2° LOTE DE ANIMAIS 60 DIAS APOS NEFRECTOMIA DE 5/6. (A):
PORCENTAGENS DE GLOMERUMOESCLEROSE TOTAL E SEGMENTAR. ns — NAO
SIGNIFICATIVO ENTRE GRUPOS (B): PORCENTAGEM DE FIBROSE INTERSTICIAL E ATROFIA
TUBULAR. ns — NAO SIGNIFICATIVO ENTRE GRUPOS (C): VARIACAO DO GANHO DE PESO
*p<0,05 vs. CTL. *p<0,05 vs. CTL. (DRC n=5): GRUPO NEFRECTOMIA DE 5/6. (AAL n=7):
GRUPO NEFRECTOMIA DE 5/6 COM TRATAMENTO ORAL COM a-AL 100mg/kg/dia. (CTL n=4):
GRUPO CONTROLE LAPARATOMIZADO
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Neste 2° lote, foi constatado um certo grau de glomeruloesclerose (GE)
(GRAFICO 3.A), fibrose intersticial e atrofia tubular (FI/AT) (GRAFICO 3.B) nos ratos
animais nefrectomizados, porém n&do houve diferenca estatistica comparado ao
grupo controle. Ja a variagdo de peso corporal estava presente nos dois grupos
nefrectomizados (GRAFICO 3.C), porém sem efeito positivo do a-LA. O menor ganho
de peso nos animais nefrectomizados podem ser explicadas pela baixa producao de
eritropoietina, hormonio responsavel pela producéo de eritrécitos, o que a falta de tal

leva a um quadro anémico.

GRAFICO 4 — RESULTADOS DE ANALISE POTENCIAL DE REDUGAO PLASMATICO DO PAR
CISTEINA/CISTINA DO 2° LOTE DE ANIMAIS 60 DIAS APOS NEFRECTOMIA DE 5/6. ns — NAO
SIGNIFICATIVO ENTRE GRUPOS. (DRC n=5): GRUPO NEFRECTOMIA DE 5/6. (AAL n=7):
GRUPO NEFRECTOMIA DE 5/6 COM TRATAMENTO ORAL COM a-AL. (CTL n=4): GRUPO
CONTROLE LAPARATOMIZADO.
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Nao foi observado alteragao significativa no potencial de redugéo plasmatico do
par cisteina/cistina, demonstrando que os animais nao se encontravam estresse
oxidativo plasmatico (GRAFIGO 4).

Na analise qualitativa de laminas de tecido renal corado com PAS, foi
observado alteragdes na estrutura glomérulos remanescentes. Alteragbes essa que
caracterizavam-se por uma diminuicao do espaco luminal da capsula de Bowman,
com adeséo dos capilares glomerulares nas pareces internas da capsula, expansao
de células mesangiais com aumento da producdo de sua matriz, alteracbes nas
estruturas tubulares como perda parcial das microvilosidades das paredes dos
tubulos contorcidos distais, acumulo de material hialino proteico nos tubulos distais,
sendo estas todas caracteristicas de lesdo renal comumente observado na DRC
(SILVA’S, 2009).

Um fator que pode ter contribuido para tais resultados foi o tempo de
administracao oral do a-LA, sendo de 48 a 48 horas, um periodo relativamente longo.
A metabolizacdo do a-LA ocorre de forma muito rapida, tendo o composto meia vida
de 30 a 40 minutos (MIGNINI, et al, 2012). Outros estudos, os quais serviram como
base para este longo tempo de administracéo do a-LA, utilizaram o mesmo tempo de
48 a 48 horas, porém por via intraperitoneal, a qual possui uma absorcdo e
distribuicdo muito mais rapida que a via oral e ndo ha metabolizacdo de primeira
passagem pelo figado, em que apenas 20 a 30% do a-LA escapa desta
metabolizagéo hepatica (YU, et al, 2013).

Como tal modelo de nefrectomia 5/6 gera animais com diferentes graus da
doenga renal crénica no mesmo intervalo de tempo (LIU, 2003), os resultados
tendem a ter um desvio padrdao muito grande, que juntamente com o pequeno
numero de animais por grupo, contribui para que o teste de normalidade na analise

estatistica acuse que o conjunto de dados sao variaveis aleatorias.

3.3. TERCEIRO LOTE DE ANIMAIS NEFRECTOMIZADOS

Como o tratamento com a-LA pelo método de gavagem do 2° lote de animais
nao se mostrou eficaz, decidiu-se a aplicar novamente o método de a-LA dissolvido
em agua de beber ofertado ad libitum com a mesma dosagem de 100mg/kg. Decidiu-

se também aumentar o numero de animais por grupo, com finalidade de diminuir o
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grande desvio padrdo dos resultados exibidos devido a grande variabilidade do
modelo de nefrectomia de 5/6 (LIU, 2003).

GRAFICO 5 — RESULTADOS DE FUNGAO RENAL NO 3° LOTE DE ANIMAIS 60 DIAS APOS
NEFRECTOMIA DE 5/6. (A): PROTEINURIA DE 24 HORAS *p<0,001 vs. CTL. **p<0,001 vs. CTL.
#p<0,05 vs. a-LA. (B): UREIA PLASMATICA **p<0,05 vs. CTL. (C): CREATININA PLASMATICA ns

— NAO SIGNIFICATIVO ENTRE GRUPOS. (DRC n=14): GRUPO NEFRECTOMIA DE 5/6. (AAL
n=9): GRUPO NEFRECTOMIA DE 5/6 COM TRATAMENTO ORAL COM o-AL. (CTL n=11):
GRUPO CONTROLE LAPARATOMIZADO.
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Neste 3° lote de animais, nos testes sorolégicos e de urina de fungao renal,

apenas no teste de proteindria (GRAFICO 5A) o &cido lipoico apresentou uma

diminuicéo da perda de proteinas plasmaticas pela urina (GRAFICO 5). Porém n&o

ocorrendo para ureia e creatinina plasmaticas, GE e FI/AT e variacdo de massa

corpérea (GRAFICO 6) sugerindo que tal melhora na proteinuria possa ser um evento

aleatorio.

Nota-se neste caso que a creatinina (GRAFICO 5.B) sérica apresentou-se

dentro dos valores fisioldgicos normais, sugerindo que o dano renal tenha sido menor

neste 3° lote, evidenciando a grande variabilidade do modelo cirurgico discutido

anteriormente, em que animais nefrectomizados podem apresentar fungdo renal

muito similar a um animal saudavel.
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GRAFICO 6 — RESULTADOS DE ANALISE HISTOLOGICA SEMIQUANTITATIVA, E GANHO DE
PESO CORPORAL DO 3° LOTE DE ANIMAIS 60 DIAS APOS NEFRECTOMIA DE 5/6. (A):
PORCENTAGENS DE GLOMERUMOESCLEROSE TOTAL E SEGMENTAR *p=0,001 vs. CTL.
**p<0,05 vs. CTL. (B): PORCENTAGEM DE FIBROSE INTERSTICIAL E FIBROSE INTERSTICIAL
*p=0,001 vs. CTL. **p<0,001 vs. CTL. (C): VARIAGAO DO GANHO DE PESO *p=0,001 vs. CTL.
**p<0,001 vs. CTL. (DRC n=14): GRUPO NEFRECTOMIA DE 5/6. (AAL n=9): GRUPO
NEFRECTOMIA DE 5/6 COM TRATAMENTO ORAL COM a-AL. (CTL n=11): GRUPO CONTROLE
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FONTE: O autor (2015).

Como foi discutido anteriormente, o modelo utilizado de nefrectomia de 5/6
possui muitas limitacdes, como a mais evidente a grande variagao de resultados,
gerando um desvio padrao grande para os grupos nefrectomizados. Isso acarretou
neste estudo diferentes resultados das médias para os grupos nefrectomizados DRC
de diferentes lotes, mesmo sendo aplicado o método cirurgico de maneira idéntica
nos diferentes lotes.

Porém, mesmo sendo negativos, tais resultados podem entrar em acordo com
dados recentes da literatura académica, os quais indicam que o a-LA pode nao
exercer um efeito antioxidante suficiente para agédo renoprotetora (EI-NAKIB et al,
2013. SHOWKAT et al, 2014). Um desses estudos demostrou que nao houve
reducédo do acumulo de ureia e creatinina plasmaticos, assim como marcadores de
estresso oxidativo como malondialdeido e LDL oxidado e marcadores inflamatérios
como IL-6 e TNF-a, em pacientes dialiticos tratados com 600mg/dia de acido lipoico

apos hemodialise, sugerindo que o acido lipoico ndo é capaz de exercer funcéo
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antioxidante devido ao estado de extrema escassez de antioxidantes enddgenos.
Outro apontamento do estudo para o nao efeito significativo do a-LA foi o pequeno
numero amostral por grupo (n=22), ja discutido anteriormente (item 4.2). (EI-NAKIB
et al, 2013).

Em outro estudo constatou que o a-LA n&o foi capaz de impedir o estresse
oxidativo, medido pelo aumento de sanguineo de malondialdeido, em pacientes
dialiticos apdés administragdo de gluconato de sodio férrico, que tinha finalidade de
combater o quadro anémico por falta de ferro em que encontravam-se tais pacientes.
O a-LA apresentou-se como um pré-oxidante em potencial, ja que naquele ambiente
oxidante, devido ao ferro livre e de inflamagao, houve um aumento na quantidade de
MDA plasmatico apo6s o tratamento com a-LA (SHOWKAT et al, 2014).

Em relagao a doenca renal crénica, o uso do a-LA pode-se dizer que ainda é
controverso, existindo estudos que demonstram diversos efeitos antioxidantes para
alguns parametros analisados e efeito de piora para outros. Por exemplo no estudo
de Yu et al. (2012) em que tratou-se com a-LA100mg/kg/dia ratos nefrectomizados
em 5/6 por 8 semanas, houve melhora da microalbuminuria, conteudo intracelular de
GSH e vitamina E, paralelamente a aumento dos niveis de MDA plasmatico, de
pressao sanguinea diastélica e aumento de sinalizagdo de inflamagao por NF-kB.

Deste modo, pode-se dizer que o efeito antioxidante do a-LA na doenca renal
crbnica ainda € muito controversa, porém, com uma certa tendéncia a ser ineficaz

segundo estudos com pacientes humanos com DRC.

3.4. QUANTIFICACAO RELATIVA DA GERACAO DE ESPECIES REATIVAS DE
OXIGENIO POR SONDA FLUORESCENTE DICLOROFLUORESCEINA

Nesta analise, considerou-se a emissao de fluorescéncia basal como 100%.
Como controle positivo do teste utilizou-se peréxido de hidrogénio. Tanto nos tempo
de 10 minutos (GRAFICO 7) e 60 minutos (GRAFICO 8) apds a exposicdo somente
ao indoxil houve geragcdo da EROs significativo. Com a inibigao irreversivel da
enzima NADPH oxidase pelo DPI, e bloqueio do transportador OAT a intenciadade
de fluorescéncia foi a geragao foi de mesma intensidade aos controles PBS e SO4,
demonstrando que a origem de tal espécie reativa é devido a ativagdo da enzima

NADPH oxidase pelo IS. Bloqueando-se o transportador OAT com Probenecid, néo
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houve aumento na fluorescéncia, demonstrando que a entrada na célula desta toxina

€ via transportador OAT.

GRAFICO 7 — GERACAO DE ESPECIES REATIVAS INTRACELULAR EM CELULA
MESAGIAL POR ATIVIDADE NADPH OXIDASE 10 MINUTOS APOS ADIGAO DE IS EM PBS.
(PBS):CONTROLE. (SO4): SULFATO DE POTASSIO. (PROB): PROBENICID. (DPI):
DIFENILENEIODONIO. (IS) INDOXIL SULFATO. (ISPROB): IS PRE-TRATADO COM PROB.
(ISDPI): IS PRE-TRATADO COM DPI. *P<0,05 VS PBS. **P<0,05 VS SO4. **P<0,05 VS ISPRO.
#P<0,05 VS ISDPI. OS VALORES DE CADA COLUNA SAO RESPECTIVAS A MEDIA DE 3
EXPERIMENTOS INDEPENDENTES, SENDO CADA AMOSTRAS FEITA EM QUADRUPLICATA.
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FONTE: O autor (2015).
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GRAFICO 8 — GERAGAO DE ESPECIES REATIVAS INTRACELULAR EM CELULA MESAGIAL
POR ATIVIDADE NADPH OXIDASE 60 MINUTOS APOS ADIGCAO DE IS EM PBS.
(PBS):CONTROLE. (SO4): SULFATO DE POTASSIO. (PROB): PROBENICID. (DPI):
DIFENILENEIODONIO. (IS) INDOXIL SULFATO. (ISPROB): IS PRE-TRATADO COM PROB.
(ISDPI): IS PRE-TRATADO COM DPI. *P<0,05 VS PBS. **P<0,05 VS SO4. **P<0,05 VS ISPRO.
#P<0,05 VS ISDPI. OS VALORES DE CADA COLUNA SAO RESPECTIVAS A MEDIA DE 3
EXPERIMENTOS INDEPENDENTES, SENDO CADA AMOSTRA FEITA A EM QUADRUPLICATA.
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Nos resultados contendo SFB com exposigéo do IS por 10 minutos (GRAFICO
9) mostram que ndo houve aumento de fluorescéncia devido a ligagao do IS com a
albumina plasmatica do soro fetal bovino. Porém como IS apresenta-se 90% ligado
na albumina sérica, sendo apenas 10% permanece livre na solucéo, disponivel para
entrada na célula. Com isso, em 60 minutos (GRAFICO 10), observou-se um

aumento na fluorescéncia, porém menos intenso que na auséncia de SFB.

GRAFICO 9 —- GERAGAO DE ESPECIES REATIVAS INTRACELULAR EM CELULA MESAGIAL
POR ATIVIDADE NADPH OXIDASE 10 MINUTOS APOS ADIGCAO DE IS EM TAMPAO COM 10%
SFB. (PBS): CONTLOLE. (SO4): SULFATO DE POTASSIO. (PROB): PROBENICID. (DPI):
DIFENILENEIODONIO. (IS) INDOXIL SULFATO. (ISPROB): IS PRE-TRATADO COM PROB.
(ISDPI): IS PRE-TRATADO COM DPI. OS VALORES DE CADA COLUNA SAO RESPECTIVAS A
MEDIA DE 3 EXPERIMENTOS INDEPENDENTES, SENDO CADA AMOSTRAS FEITA EM
QUADRUPLICATA.
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GRAFICO 10 — GERAGAO DE ESPECIES REATIVAS INTRACELULAR EM CELULA MESAGIAL
POR ATIVIDADE NADPH OXIDASE 60 MINUTOS APOS ADICAO DE IS EM PBS. (PBS): TAMPAO
FOSFATO SALINO. (SO4): SULFATO DE POTASSIO. (PROB): PROBENICID. (DPI):
DIFENILENEIODONIO. (IS) INDOXIL SULFATO. (ISPROB): IS PRE-TRATADO COM PROB.
(ISDPI): IS PRE-TRATADO COM DPI. *P<0,05 VS PBS. **P<0,05 VS SO4. ***P<0,05 VS ISPRO.
#P<0,05 VS ISDPI. OS VALORES DE CADA COLUNA SAO RESPECTIVAS A MEDIA DE 3
EXPERIMENTOS INDEPENDENTES, SENDO CADA AMOSTRA FEITA A EM QUADRUPLICATA.
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FONTE: O autor (2015).
3.5. AVALIACAO QUALITATIVA DE FISSAO/FUSAO MITOCONDRIAL

A andlise da fissdo mitocondrial fez-se de maneira qualitativa, ou seja,
observando as alteragdes na estrutura mitocondrial. No tempo de 24h (FIGURA 5)
notou-se que as células que estavam em contato com IS apresentavam mitocondrias
mais fragmentadas e dispersas no citoplasma da célula, comparando com o controle
SFB, onde é possivel observar estruturas tubulares mitocondriais. O fenémeno é
melhor observado em detalhe (FIGURA 6). No item 4.4 foi observado que o DPI e
Probenecid inibem a geragao de EROs intracelular, assim, era esperado que também

possuissem efeito na dindmica mitocondrial, demonstrando que a morfologia
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mitocondrial pelo IS quando tratando com tais inibidores nao foi alterada como em
IS24h (FIGURA 6).

Deste modo, pode-se dizer que a fissao mitocondrial neste modelo parece ser
induzida por IS. Este experimento foi realizado duas vezes independentemente,

obtendo-se o mesmo resultado.

FIGURA 8 — DINAMICA MITOCONDRIAL DA CELULA MESANGIAL FRENTE A
EXPOSICAO AO INDOXIL SULFATO POR 24 HORAS. SETAS BRANCAS INDICAM
MITOCONDRIAS. (SFB 24h): CONTROLE. (IS 24h): INDOXIL SULFATO. (IS+PROB 24h): INDOXIL
SULFATO COM PROBENICID. (IS+DPI 24h): INDOXIL SULFATO + DIFENILENEIODONIO

SFB 24h

IS+PRO 24h I1S+DPI.24h

FONTE: O autor (2015).



FIGURA 9 - CELULAS DA AREA CENTRAL FORAM AUMENDADAS EM DETALHE. SETAS
BRANCAS INDICAM MITOCONDRIAS (SFB 24h): CONTLOLE. (IS 24h): INDOXIL SULFATO.

SFB 24h

FONTE: O autor (2015).
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4. CONCLUSAO

Como base nos resultados apresentados dos animais em que com quadro de
uremia e glomeruloesclerose estavam presentes, concluiu-se o acido alfa lipoico nao
exerceu um efeito renoprotetor significativo em tais animais, pois em nenhum
parametro analisado houve efeito de diminuicdo da progressdo da doencga renal
cronica.

Sobre os resultados do modelo in vitro com células mesangiais conclui-se que
o indoxil sulfato é um agente pré-oxidante. Sua entrada nas células depende de
transportador de anions organicos na membrana celular, e como consequéncia
dessa entrada, ocorre a geragdao EROs, que é dependente da enzima NADPH
oxidase presente ativamente no citoplasma. O IS também foi capaz de a fissdo
mitocondrial.

Tais resultados in vitro sdo uma boa premissa para realizacdo de estudos
futuros sobre os impactos ainda n&o descritos da toxina urémica do IS nas CM,

quantificacdo a como € a fissdo mitocondrial e as suas consequéncias para a célula.
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