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RESUMO

Frezzatti, Rodrigo. Células-tronco mesenquimais do tecido adiposo no reparo de
alteracdes renais induzidas por isquemia renal e envenenamento crotalico. 2017. 83f.
Tese (Ciéncias - Toxinologia). Instituto Butantan, Sao Paulo, 2017

O envenenamento por Crotalus durissus terrificus pode levar a insuficiéncia
ou injuria renal aguda (IRA), caracterizada pela incidéncia de 100% de hiperuricemia
e 60% de hipercreatininemia, bem como estresse oxidativo no cortex e medula renal.
Por sua vez, sabe-se que a isquemia diminui 0 suprimento de oxigénio e nutrientes
e, quando ocorre no tecido renal, gera IRA. As células-tronco mesenquimais (CTMs)
de tecido adiposo séo genética e morfologicamente muito estaveis em cultura. Além
disso, apresentam baixa senescéncia, altas capacidade proliferativa e propriedades
imunomoduladoras, bem como certa eficacia no tratamento da IRA experimental
induzida por isquemia. O presente estudo avaliou a hipétese da eficiéncia da terapia
com CTMs sobre as sequelas renais em camundongos sobreviventes a IRA
associada ao modelo experimental de hiperuricemia induzida pelo veneno de C. d.
terrificus (vCdt), comparativamente aquelas associadas a isquemia bilateral induzida
por clampeamento dos pediculo renais. As CTMs foram isoladas a partir do tecido
adiposo de camundongos. A imunofenotipagem das CTMs foi realizada com os
marcadores de superficie celular CD13, CD29, CD44, CD90, CD105; CD31, CD34 e
CD45, bem como por ensaio de diferenciacao (adipécito, ostedcito e condrécito). A
funcdo renal (acido Urico, creatinina, ureia e proteina no plasma e urina) e o estresse
oxidativo (glutationa reduzida, glutationa oxidada e malondialdeido no cortex e
medula renal) foram medidos em intervalos de tempo ao longo de 96h, ou até 7 dias
se nao ocorreu melhora ou recuperacdo em 96h, em animais controles sadios e em
animais envenenados com 80%DL50 vCdt i.p (vCdt), ou submetidos a isquemia
bilateral (Isq bil), e nesses mesmos grupos animais tratados com 10° CTMs/0,2 mL
/animal, administrados na veia da cauda, durante 3 dias consecutivos, em intervalos
de 24 h apos o procedimento de administragdo de PBS nos animais controle, ou
inducao da IRA nos demais. O vCdt induziu maior e mais prematura letalidade que a
Isq bilateral, a qual é atribuivel a hiperuricemia em vCdt, um fator diferencial desse

modelo de inducao de IRA em relacdo ao da Isq bil. Essa letalidade foi restrita a 24 h
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e 72 h, respectivamente em vCdt e na Isq bil, sem ocorréncias posteriores. As
sequelas da inducdo de IRA isquémica bilateral nos animais sobreviventes, apés
48h da inducao, foram hipercreatinemia, hiperuremia e hipercreatindria graves, bem
como estresse oxidativo. As sequelas da inducdo de IRA pelo vCdt nos animais
sobreviventes, apos 48 h da inducéo, foram hipercreatinemia grave, hiperuricosuria
e hipercreatinuria leves, bem como estresse oxidativo. Apos 96 h de inducado da IRA,
o tratamento com CTMs restaurou a uremia e 0 estresse oxidativo nos animais
iIsqUémicos e restaurou O estresse oxidativo, a creatinemia e a creatindria nos
animais envenenados. As sequelas da inducao de IRA isquémica bilateral nos
animais sobreviventes, apés 7 dias da inducdo, considerado no presente estudo
como um periodo maximo para a manifestacdo de algum efeito terapéutico das
CTMs de suficiente interesse para a consolidacdo da funcéo renal pos-IRA, foram
leve degeneracdo e proliferacdo celular no glomérulo, bem como presenca de
infiltrado celular e severas degeneracdo e necrose tubulares, além da
hipercreatinemia grave. As sequelas da inducdo de IRA pelo vCdt nos animais
sobreviventes, apés 7 dias da inducdo, foram leves degeneracdo e proliferacédo
glomerulares, bem como moderada degeneracéo tubular. Apés 7 dias de inducéo da
IRA, o tratamento com CTMs melhorou o grau de degeneracao e necrose glomerular
e tubular nos animais envenenados, assim como melhorou a creatinemia e o grau de
infiltracdo inflamatdria nos animais isquémicos. Essa eficiéncia terapéutica potencial
das CTMs nas sequelas da IRA induzida pelo envenenamento crotélico oferece nova
perspectiva para a abordagem clinica da IRA hiperuricémica, bem como sugere a
importancia de futuros estudos sobre os mecanismos de acdo indireta e/ou direta
das CTMs nesse tipo de IRA e sobre o efeito da administracdo precoce das CTMs

na letalidade das IRAs em geral.

Palavras-chave: Insuficiéncia renal aguda, Hiperuricemia, Isquemia e Reperfuséo,

Células-tronco mesenquimais do tecido adiposo, Crotalus.



POS - GRADUACAO
TOXINOLOGIA

INSTITUTO BUTANTAN

ABSTRACT

Frezzatti, Rodrigo. Mesenchymal stem cells from adipose tissue in the repair of renal
changes induced by renal ischemia and Crotalus envenomation. 2017. 83p. Doctoral
thesis (Science - Toxinology). Instituto Butantan, Sdo Paulo, 2017.

Crotalus durissus terrificus envenomation may lead to acute renal insufficiency
or failure (ARF) characterized by 100% hyperuricemia and 60% hypercreatininemia,
as well as oxidative stress in the renal cortex and medulla. In turn, ischemia is known
to decrease the supply of oxygen and nutrients and when occurs in the renal tissue it
can generate ARF. Mesenchymal stem cells (MSCs) from adipose tissue are
genetically and morphologically very stable under cell culture conditions.
Furthermore, MSCs have low senescence and high proliferative capacity and
immunomodulatory properties, as well as certain efficacy in the treatment of
experimental ischemia-induced ARF. The present study evaluated the hypothesis
that MSCs therapy could be efficient on renal sequelae in mice that survive to ARF
associated with the experimental model of hyperuricemia induced by C. d. terrificus
venom (vCdt), compared to ARF associated with bilateral ischemia induced by renal
pedicle clamping. MSCs were isolated from mouse adipose tissue. The
immunophenotyping of MSCs was performed using cell surface markers CD13,
CD29, CD44, CD90, CD105; CD31, CD34 and CD45, as well as by differentiation
assay (adipocyte, osteocyte and chondrocyte). Renal function (uric acid, creatinine,
urea and protein in plasma and urine) and oxidative stress (reduced glutathione,
oxidized glutathione and malondialdehyde in the cortex and renal medulla) were
measured at intervals over 96 h, or up to 7 days if amelioration or restoration did not
occur in 96 h, in healthy control mice and in mice envenomed with 80%LD50 vCdt i.p
(vCdt), or subjected to bilateral ischemia (Isq bil), and in these same animal groups
treated with 10> MSCs / 0.2 mL / animal, administered in the tail vein, for 3
consecutive days at 24 h intervals following the PBS administration procedure in the
control animals, or ARF induction in the others. The vCdt induced higher and more
premature lethality than bilateral 1sq, which is attributable to hyperuricemia in vCdt,
that is a differential factor of this ARF model in relation to Isq bil model. This lethality

was restricted to 24 h and 72 h, respectively in vCdt and Isq bil, with no subsequent
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occurrences. The sequelae of bilateral ischemic ARF induction in the survivors after
48 h of induction were severe hypercreatinemia, hyperuremia and hypercreatinuria,
as well as oxidative stress. The sequelae of the induction of ARF by vCdt in the
survivors after 48 h of induction were severe hypercreatinemia, mild hyperuricosuria
and hypercreatinuria, as well as oxidative stress. After 96 h of ARF induction, the
treatment with MSCs restored uremia and oxidative stress in the ischemic mice, as
well as restored oxidative stress, creatinemia and creatinuria in the envenomed mice.
The sequelae of bilateral ischemic ARF in survivors after 7 days of induction,
considered in the present study as a maximum period for the manifestation of any
therapeutic effect of MSCs with sufficient interest for the consolidation of renal
function after ARF, were mild glomerular degeneration and proliferation, as well as
the presence of cellular infiltrate and severe tubular degeneration and necrosis, in
addition to severe hypercreatinemia. The sequelae of the induction of ARF by vCdt in
survivors after 7 days of induction were mild glomerular degeneration and
proliferation, as well as moderate tubular degeneration. After 7 days of induction of
ARF, the treatment with MSCs ameliorated the level of glomerular and tubular
degeneration and necrosis in the envenomed animals, as well as ameliorated
creatinemia and the level of inflammatory infiltration in ischemic animals. This
potential therapeutic efficacy of MSCs in the sequelae of ARF induced by crotalic
envenomation offers a new perspective for the clinical approach of hyperuricemic
ARF, as well as suggests the importance of future studies on indirect and / or direct
mechanisms of MSCs action in this type of ARF and on the effect of early

administration of MSCs on the lethality of ARF in general.

Keywords: Acute renal failure, Hyperuricemia, Ischemia and reperfusion,

Mesenchymal stem cells from adipose tissue, Crotalus.
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Lista de abreviaturas

AKIN - Acute Kidney Injury Network

Ang — Angiotensina

ARF - Acute renal failure

AT — Receptor de angiotensina

BSA - Albumina sérica bovina

CDN - Células dendriticas

CTMs - Células-tronco mesenquimais

CXCL11 - Quimiocina CXC induzida por interferon gama
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DMEM-low - Dulbecco’s modifided Eagle’s medium low-glucose
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ECA - Enzima conversora de angiotensina

Erk1/2 - Quinases reguladas por sinal extracelular 1/2
EROS - Espécies reativas de oxigénio

GM-CSF - Fator estimulador de colénias de granuldcitos e macréfagos
GSH - Glutationa reduzida

GSSG - Glutationa oxidada

i.p — Intraperitoneal

I.v — intravenosa

IDO - Indoleamina 2, 3-dioxigenase

IFN-y - Interferon gama

IL - Interleucina

IRA - Insuficiéncia ou injuria renal aguda

Isq bil — Isquemia bilateral

Isg unil — Isquemia unilateral

JNK - c-Jun N-terminal quinase

LPA - Acido lisofosférico

MAPK - Proteinas quinases ativadas por mitdbgenos
MCP-1 - Proteina quimioatratora de mondcitos 1
MDA - Malondialdeido
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MHC - Complexo principal de histocompatibilidade

NK - Células exterminadoras naturais ou "natural killers”

NO — Oxido nitrico

NOD - Receptores proteicos com dominio de oligomeriza¢gdo de nucleotideos
OPT - ortofitaldealdeido

PA — Presséo Arterial

PBEDTA - Tampéo fosfato 0,1 M, pH 8,0, contendo 0,005 M de EDTA
PBS - Solucéo salina fosfato tamponada estéril

PGE2 - Prostaglandina E2

PI3K - Fosfatidilinositol - 3 - quinase

RAAS - Sistema renina-angiotensina-aldosterona

RAS - Sistema renina-angiotensina

RIFLE - Risco, lesao, falha, perda e estagio final da doenca renal
RohA - Familia de genes homdlogos a Ras, membro A

SDF-1 - Fator 1 derivado da célula estromal

SDS - Dodecil sulfato de sodio

SFB - Soro fetal bovino

STATS - Transdutor de sinal e ativador de transcricéo 5

TBA - Acido tiobarbitarico

TGF-B - Fator de transformacao do crescimento beta

TNF - Fator de necrose tumoral

TSG-6 - Proteina indutora do fator de necrose tumoral 6

vCdt - veneno de Crotalus durissus terrificus

VEGF - Fator de crescimento vascular endotelial
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1. INTRODUCAO

1.1. Envenenamento por Crotalus durissus terrificus como
problema de saude publica e como modelo de insuficiéncia renal

hiperuricémica - doencas relacionadas com a hiperuricemia

A Organizagdo Mundial da Saude estima que h& cerca de 2,5 milhdes de
acidentes anuais envolvendo serpentes peconhentas, dos quais decorrem 125 mil
mortes em todo o mundo. De 1990 a 1993, o Ministério da Saude do Brasil informou
81.611 acidentes ofidicos no pais, com uma média de 20.000 casos por ano, sendo
que em 2013 este numero subiu para 25.302 (PINHO et al., 2000; KASTURIRATNE
et al., 2008; CRUZ et al., 2009; MINISTERIO DA SAUDE, 2014). As picadas por
serpentes do género Crotalus sdo responsaveis por aproximadamente 10% destes
acidentes - e sdo os acidentes relacionados com este género que causam a maior
mortalidade (cerca de 2%) entre aqueles registrados no Brasil (MINISTERIO DA
SAUDE, 2001; CRUZ et al., 2009; BUCARETCHI et al., 2013). Dentre as espécies
de Crotalus, a Crotalus durissus terrificus € a que causa 0 maior numero de
acidentes no Brasil (CRUZ et al.,, 2009). Uma complicagdo do envenenamento
crotalico € a insuficiéncia, ou injuria renal aguda (IRA), geralmente de instalacéo nas
primeiras 48 horas (AMARAL et al., 1986; RIBEIRO et al., 1998; MONTEIRO et al.,
2001; AZEVEDO-MARQUES et al., 2003; PINHO et al., 2005), caracterizada pela
diminuicdo, ou perda aguda das funcdes renais (NEEDHAM et al., 2005). A IRA
gerada por diferentes causa afeta, anualmente, cerca de 13 milhdes de pessoas em
todo o mundo, dela decorrendo cerca de 1,7 milhées de mortes (DUANN et al.,
2016).

Estima-se que 10-15% das IRAs em geral, independentemente do agente
indutor, sdo provocadas por rabdomidlise (MONTEIRO et al.,, 2001). Todavia,
embora a miotoxicidade do veneno crotalico certamente contribua com a IRA, nédo
esta claro se a consequente rabdomiélise (levando a obstrucéo tubular por cristais
de mioglobina) é o fator patogénico primordial. Efeito toxico direto da mioglobina, ou
de produtos de sua decomposi¢ao, ou do acido urico, ou isquemia renal por acédo de

8
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substancias vasoconstritoras estdo entre os mecanismos propostos (AZEVEDO
MARQUES et al., 2003; YAMASAKI et al., 2008; FREZZATTI & SILVEIRA, 2011). A
literatura propde 30 definicbes diferentes para a IRA, o que dificulta a sistematizacéo
de seu estudo e o desenvolvimento de tratamentos (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
NEFROLOGIA, 2007). Até 2004, ndo haviam critérios padronizados para 0
diagnostico de IRA. Naquele ano, o grupo AKIN (Acute Kidney Injury Network)
desenvolveu o sistema chamado de RIFLE (risco, leséo, falha, perda e estagio final
da doenca renal), por meio de um consenso entre especialistas de todo o mundo,
com o objetivo de padronizar a definicdo de IRA para fins clinicos e de pesquisa.
Este sistema pressupde que ha trés graus de gravidade da IRA, definidos com base
nas alteracbes da creatinina sérica ou no volume de urina produzida, além de
critérios definidos pela duracéo da perda da funcao renal (HOSTE & KELLUM, 2006;
SRISAWAT & KELLUM, 2011; HUSI & HUMAN, 2015). A IRA tem sido classificada,
segundo sua etiologia, em pré-renal, renal e pos-renal (SOCIEDADE BRASILEIRA
DE NEFROLOGIA; NUNES et. al., 2010). Processos extra- e intra-renais estao
envolvidos na IRA em geral, independentemente do agente indutor, causando o
declinio da funcédo renal (CHOUDHURY, 2010). Os processos intra-renais sao 0s
mais devastadores. Destes processos, 0s mais frequentes séao lesdo isquémica por
hipoperfusdo renal, sepse, hemorragia, lesées nefrotoxicas por toxinas tubulares,
assim como o risco de doencas vasculares. A letalidade associada a lesdo renal
aguda é cerca de 10 vezes maior que em individuos normais, o que ocorre pela
dificuldade de tratamento especifico quando a IRA ja esta instalada, visando manter
o equilibrio hidroeletrolitico e a volemia. A IRA manifesta-se por elevacdo aguda
(inicio 24 a 48 horas), porém reversivel (maximo de trés a cinco dias, com reversao
no decorrer de uma semana) dos niveis sanguineos de ureia e creatinina
(CHOUDHURY, 2010; NUNES et. al., 2010). Muitas drogas tém sido usadas para o
tratamento e prevencdo da IRA, como diuréticos, manitol, dopamina, peptideo
natriurético atrial e a n-acetil-L-cisteina (UCHINO, 2006). A IRA pré-renal é a
etiologia mais comum, sendo uma resposta fisiologica a hipoperfusao renal, sem
defeito estrutural nos rins. Um fator que pode levar a esta situacdo é o uso de
farmacos, como anti-inflamatérios ndo-esteroidais e inibidores da enzima conversora
de angiotensina. O diagndstico é de suma importancia, pois ha reversibilidade do

caso em um a dois dias, mas se a condi¢cdo persistir pode levar a necrose tubular
9
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aguda (SOCIEDADE BRASILEIRA DE NEFROLOGIA, 2007; NUNES et. al., 2010).
Na tentativa de manter o equilibrio hidrossalino, a angiotensina (Ang) Il aumenta a
reabsorcdo de agua e sodio pelo néfron proximal, a aldosterona aumenta a
reabsorcdo de agua e sédio no néfron distal e a vasopressina aumenta a reabsorgcéo
de agua no néfron distal, induzindo oliguria, urina concentrada, com minima
quantidade de sodio (NUNES et. al., 2010). A IRA pds-renal é a que tem a menor
prevaléncia dentre os trés tipos classificados e denota a ocorréncia de obstrucéo,
com efeito renal bilateral ou unilateral, tal como ocorre na obstrucdo da uretra, do
colo vesical e do ureter (SOCIEDADE BRASILEIRA DE NEFROLOGIA, 2007,
NUNES et. al., 2010). A obstrucdo do colo vesical € a causa mais comum e, em
geral, é decorrente de doenca prostatica, bexiga neurogénica ou tratamento com
anticolinérgicos (SOCIEDADE BRASILEIRA DE NEFROLOGIA, 2007; NUNES et.
al., 2010). A obstrugdo aguda inicialmente produz vasodilatagdo arteriolar, com
aumento da taxa de filtragcdo glomerular. Em seguida, sdo produzidas substancias
vasoconstrictoras, reduzindo a taxa de filtracdo glomerular. Se a obstrucéo
permanecer de duas a quatro semanas, pode ocorrer fibrose intersticial, atrofia
tubular progressiva e nefropatia obstrutiva cronica (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
NEFROLOGIA, 2007; NUNES et. al., 2010). A IRA renal é caracterizada por necrose
focal do epitélio tubular, com descolamento de sua membrana basal e oclusdo da luz
tubular por cilindros constituidos de células epiteliais integras ou em degeneracéao,
restos celulares ou mucoproteinas (SOCIEDADE BRASILEIRA DE NEFROLOGIA,
2007; NUNES et. al., 2010), sendo que na maioria dos casos € desencadeada por
isquemia ou nefrotoxinas. Na necrose tubular aguda por hipoperfusdo, ha leséo
isquémica das células intraparenquimatosas renais, principalmente do epitélio
tubular, podendo ocorrer recuperacdo em uma a duas semanas apoés a reperfusédo
renal (SOCIEDADE BRASILEIRA DE NEFROLOGIA, 2007; NUNES et. al., 2010).
Caso nao ocorra recuperacao da perfuséo renal, pode haver evolucao para necrose
cortical renal bilateral e insuficiéncia renal irreversivel. A IRA renal por nefrotoxinas é
mais incidente em idosos e pacientes com doenca renal pré-existente. As
nefrotoxinas endégenas mais comuns séao o calcio, a mioglobina, a hemoglobina, o
urato, o oxalato e as cadeias leves do mieloma (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
NEFROLOGIA, 2007; NUNES et. al.,, 2010). Nesse sentido, o efeito nefrotoxico

direto do veneno de Crotalus durissus terrificus (vCdt) (na auséncia de sinais de
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miotoxicidade) em camundongos é um exemplo de IRA renal. Neste caso, sabe-se
gue ha duas caracteristicas marcantes: incidéncia de 100% de hiperuricemia e 60%
de incidéncia de hipercreatininemia, sem aumento de malondialdeido (MDA), mas
com aumento da relagao glutationa oxidada (GSSG)/glutationa reduzida (GSH) no
cortex e medula renal, indicando a presenca de estresse oxidativo (YAMASAKI et
al., 2008; ALEGRE et al.,, 2010; FREZZATTI & SILVEIRA, 2011). Embora a
hiperuricemia também tenha sido observada em humanos picados por Crotalus
durissus terrificus (MAGALHAES et al., 1986) e outras espécies de serpentes
(KANJANABUCH & SITPRIJA, 2008), antes do relato de Frezzatti & Silveira (2011)
este parametro nao havia recebido atencdo como um fator relevante na etiologia da
IRA, principalmente porque, de acordo com as recomendacdes da AKIN, os
principais parametros alterados que identificariam a IRA seriam os valores absolutos
de creatinina sérica, ureia plasmatica e volume urinario (PINHO et al., 2005; CERDA
et al., 2008; DAVENPORT, 2008; MEHTA et al., 2007). No entanto, sabe-se que em
muitas situacfes a IRA estd associada a um aumento do acido Urico plasmatico,
como resultado tanto do aumento na producdo, como da diminuicdo na excregao
(EJAZ et al., 2007). A hiperuricemia maior que o valor maximo da faixa normal (FEIG
et al., 2008; SANCHEZ-LOZADA et al., 2008) conduz a IRA, principalmente pela
deposicdo intra-renal de cristais de urato (STAVRIC et al., 1969; BRADLEY &
CASKEY, 1994).

E amplamente conhecida a associa¢éo entre a elevacio da presséo arterial
(PA) e as disfungdes renais, pois os rins desempenham um papel chave no balanco
de eletrdlitos, fluido extracelular e do sistema renina-angiotensina-aldosterona
(RAAS) (BADYAL et al., 2003; LERMAN et al., 2005). Assim sendo, a frequente
presenca de hiperuricemia em pacientes hipertensos (1 em cada 4 pacientes)
geralmente reflete uma subjacente disfuncédo renal ou uma perfusao renal reduzida
(ALDERMAN et al., 1999). Nestes pacientes, recentemente foi detectada uma
deficiéncia na secrecdo tubular de &cido urico, o que pode ser um sinal de
envolvimento renal precoce devido a hipertensdo (BORGES et al., 2009). A
associacado de acido urico sérico com doenca cardiovascular tem sido cogitada ha
mais de um século. Durante os ultimos 50 anos, pesquisas clinicas e
epidemiologicas vém demonstrando a associacdo do acido urico sérico com infarto

do miocardio, acidente vascular cerebral e varios outros eventos cardiovasculares na
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populacdo em geral e, mais particularmente, entre os hipertensos (ALDERMAN et
al., 1999). Estes pacientes hipertensos podem apresentar isquemia glomerular,
atrofia tubular e fibrose intersticial (CAETANO et al., 2001). Numa triagem feita entre
18.020 individuos com doenca renal crbnica, houve uma prevaléncia de 20,6% de
hiperuricemia. Um estudo com 2.145 pacientes com hipertenséo arterial encontrou
uma prevaléncia de hiperuricemia de 35% nos homens e 43% nas mulheres, em
ambos 0s géneros associada com niveis elevados de creatinina sérica. De 9.375
participantes com rigidez arterial e hipertrofia cardiaca, escolhidos ao acaso, 14,5%
eram hiperuricémicos (RIEGERSPERGER et al., 2011).

1.2. Modelos experimentais de IRA induzida por isquemia

renal e doencas relacionadas

A isquemia € uma queda no fluxo sanguineo que, por sua vez, conduz a um
fornecimento insuficiente de oxigénio e nutrientes ao tecido. A leséo renal de origem
isquémica corresponde a mais de 70% das lesGes renais agudas. Trata-se de uma
condicdo na qual a taxa de filtracdo glomerular se reduz rapidamente, causando
sUbita retencdo de metabdlitos endégenos (DE FATIMA FERNANDES VATTIMO et
al., 2011).

Ha diversos relatos de modelos de isquemia em roedores, nos quais se avalia
as consequéncias fisiopatolégicas da isquemia resultante dos clampeamentos da
artéria renal e/ou da veia renal, ou do pediculo renal (artéria e veia) (PARK et al.,
2001; LI et al., 2011). Tais obstru¢cbes podem levar ao aumento das pressdes
intratubulares, causadas também por processos inflamatérios que liberam
metabalitos toxicos e proteases, favorecendo a lesé@o do tecido ja afetado, causando
congestdo vascular, além de intensificar o desequilibrio redox (DE FATIMA
FERNANDES VATTIMO et al.,, 2011). Por exemplo, 24 h ap6s clampeamento
vascular venoso ou arterial renal em camundongos, com duracdo de 30 min,
constatou-se que tanto a funcéo renal (aumento significativo de ureia e creatinina
sérica), quanto caracteristicas histopatologicas, sdo mais graves no clampeamento
vascular venoso. Por outro lado, a producdo de quimiocinas € maior com 0

clampeamento do pediculo renal (PARK et al.,, 2001; LI et al., 2011). Mais
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comumente s&o utilizados dois modelos de isquemia e reperfusdo por
clampeamento, o unilateral e o bilateral, sendo que o tempo utilizado para cada
modelo varia de acordo com o grau de lesdo a ser estudado. Geralmente, séo
usados 45 a 60 min para induzir isquemia unilateral e 10 a 40 min para induzir
isquemia bilateral (MURATA et al., 2017). Ambos os modelos provocam uma leséo
renal aguda em 24 h, mas com caracteristicas diferentes (MURATA et al., 2017). A
isquemia unilateral causa um aumento de creatinina e ureia plasmatica e proteindria
em 24 h, podendo levar ao atrofiamento do rim acometido em até 28 dias apos a
isquemia. Ja a isquemia bilateral provoca um aumento de creatinina sérica, danos
estruturais similares em ambos os rins e mortalidade proporcionalmente agravada
com o tempo de isquemia (MURATA et al., 2017; TOGOE et al., 2014). O tempo de
isquemia renal esta associado ao aumento do risco de um dano crénico,
observando-se que mesmo a isquemia unilateral por mais de 20 min pode levar ao
desenvolvimento de doenca renal crénica (MURATA et al., 2017; TOGOE et al.,
2014). A isquemia unilateral pode até provocar um maior dano ao rim acometido que
a isquemia bilateral, mas o rim contralateral que ndo foi acometido, mesmo
sobrecarregado, consegue manter a homeostase, enquanto na isquemia bilateral
isto ndo ocorre por conta do acometimento de ambos os rins (MURATA et al., 2017;
BASILE et al., 2003).

Possiveis mudancas no fluxo sanguineo, como as que ocorrem na
hipertensdo, podem levar a uma série de consequéncias, por conta de alteracdes
produzidas na funcionalidade do endotélio vascular (TIMSIT et al., 2012). Neste
ambito, dentre as causas secundarias de hipertensdo, 1 a 5% correspondem a uma
estenose da artéria renal, levando ao processo de nefropatia isquémica. Na
hipertensdo de origem renovascular, como a que ocorre em decorréncia dos
modelos de IRA induzida por glicerol, isquemia, gentamicina, cisplatina e
radiocontraste, observa-se a ativacdo do RAAS, originando, por exemplo, uma
caracteristica tipica deste tipo de hipertensdo, que é um teor de renina cerca de 1,5
vezes superior em um dos rins, relativamente ao contralateral (CARNEVALE et al.,
2006; SINGH et al., 2013). O RAAS é tradicionalmente conhecido como um sistema
enddcrino cuja substancia ativa melhor estudada é a Ang Il, a qual é formada por
uma clivagem sequencial do angiotensinogénio produzido no figado, pela renina

liberada pelo aparelho justaglomerular nos rins, formando Ang I. Por sua vez, Ang | €
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clivada em Ang Il pela enzima conversora de angiotensina (ECA). Os principais
componentes do sistema renina-angiotensina (RAS) sdo expressos ou presentes no
rim, e existem evidéncias de que os niveis de Ang Il no tecido renal sdo mais
elevados que os do plasma (ZIFF et al., 2016). Ang Il exerce seus efeitos por meio
da ligacdo em dois receptores acoplados a proteina G denominados receptores de
angiotensina tipo 1 (AT1) e tipo 2 (AT2) (DE MELLO, 2017). A Ang Il participa da
manutencdo da homeostasia cardiovascular, por meio do controle do metabolismo
de fluidos e eletrdlitos, influenciando o tbnus vascular, a liberacdo de aldosterona, a
reabsorcéo de sédio no tubulo renal proximal e a liberacdo de vasopressina, além de
mobilizar célcio intracelular (KRIEGER et al., 1996; BOLIGNANO et al., 2014; DE
MELLO, 2017). O aumento da estimulacdo do RAAS no rim pode resultar na
expansdo mesangial, fibroses tdbulo intersticiais e esclerose glomerular com
consequente perda da filtracdo glomerular (ZIFF et al., 2016). Classicamente, 0 RAS
circulante desempenha um papel essencial na regulacdo da PA durante a
hipertensdo (KOMERS & PLOTKIN, 2016; ZIFF et al., 2016). Sabe-se que a Ang Il
estimula o receptor AT1, no tdbulo renal, aumentando a atividade dos mecanismos
de transporte envolvidos na reabsorcdo de sddio, levando a vasoconstricdo e
elevacdo da pressao intraglomerular, promovendo crescimento celular e producgao
de matriz extracelular, podendo resultar em glomerulosclerose, acdes pro-oxidantes
e inflamatorias, bem como efeitos com implicacdes na fisiopatologia podocitaria e
proteindria (THETHI et al., 2012; TYLICKI et al., 2012; KOMERS & PLOTKIN, 2016).
Tém sido identificadas novas enzimas, receptores e diversos mediadores ativos do
RAAS, incluindo Ang (1-7), Ang Ill, Ang IV, Ang (1-9) e alamandina (SIMOES E
SILVA et. al., 2016). Essas Angs sdo formadas por hidrélises consecutivas por
diversas enzimas, como a ECA 2, uma metaloprotease de zinco homdéloga a ECA
que converte Ang Il diretamente em Ang (1-7), ou gera Ang (1-9) a partir da hidrdlise
de Ang | (SIMOES E SILVA et. al., 2016). A Ang (1-9) também pode ser clivada pela
ECA em Ang (1-7), a qual, por sua vez, liga-se a um receptor acoplado a proteina G
transmembranal, denominado receptor Mas, ativando mecanismos intracelulares e
eventos funcionais que, em geral, se opéem as a¢cdes desencadeadas pela Ang I,
produzindo vasodilatacdo, inibicdo do crescimento celular, efeitos antitrombaticos,
anti-inflamatérios e anti-fibréticos (SIMOES E SILVA et. al., 2016). Sabe-se também,

que a interacdo de Ang (1-9) com o receptor AT2 reduz a pressao arterial, podendo
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até reverter a les&o cardiovascular em modelos animais de hipertens&o (SIMOES E
SILVA et. al., 2016). Por conseguinte, a ativacdo de ambos o0s eixos
contrarreguladores, ECA 2-Ang (1-7)-Mas e ECA 2-Ang (1-9)-AT2, atenua os efeitos
causados pela ECA-Ang II-AT1, prevenindo lesdes de o6rgdos em modelos
experimentais de doencas renais e cardiacas (SIMOES E SILVA et. al., 2016). Mais
recentemente, foi isolado do plasma humano e de rato a Alamandina, um produto
formado da descarboxilacdo do residuo de aspartil N-terminal da Ang Il formando
Ang A, que subsequentemente é convertida em Alamandina pela ECA 2 (SIMOES E
SILVA et. al., 2016). A Alamandina liga-se a um receptor acoplado a proteina G
relacionado ao receptor Mas, e exerce ac¢les anti-hipertensivas, antifibréticas e
cardiovasculares comparaveis a Ang (1-7) (SIMOES E SILVA et. al., 2016). A Ang |I
também pode ser convertida em Ang lll pela clivagem de sua aspartil N-terminal pela
aminopeptidase A, que por sua vez é convertida em Ang IV pela clivagem de sua
arginina pela aminopeptidase N (YUGANDHAR & CLARK 2013; WRIGHT et al.,
2015). A Ang IV pode ser reduzida a Ang (3-7) pela carboxipeptidase P, por meio da
clivagem da ligacdo Pro-Phe pela propil oligopeptidase (WRIGHT et al., 2015). Estes
peptideos participam ativamente do controle da pressdo sanguinea, das funcdes
cardiovasculares e da homeostase do equilibrio de fluidos corporais (YUGANDHAR
& CLARK 2013).

1.3. Células-tronco mesenquimais (CTMs) do tecido adiposo:

uso terapéutico

As CTMs séo definidas pela Sociedade Internacional de Terapia Celular por
trés critérios: (1) devem ser aderentes em plastico, (2) devem expressar CD73,
CD90 e CD105 e nao expressar CD45, CD34, CD11b, CD14, entre outros, e (3)
devem ser capazes de se diferenciar, in vitro, em osteoblastos, condrocitos e
adipécitos (PITTENGER et. al., 1999; MOLINA et al., 2015; NAJAR et al., 2016). As
CTMs de humanos e de camundongos tém a capacidade de se diferenciar em
linhagens de tecidos, tais como musculo esquelético, ossos, tenddes, cartilagem e
gordura, sob condi¢cdes de cultura adequadas, utilizando fatores de crescimento,

mantendo suas caracteristicas por um longo prazo, podendo ser isoladas de varias
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fontes, como figado, corddo umbilical, medula 6ssea, tecido adiposo, ligamento
periodontal, membrana sinovial, fluido menstrual e polpa dentaria (MOLINA et al.,
2015; VISWESWARAN et al., 2015; NAJAR et al., 2016). As CTMs isoladas desses
diferentes tecidos possuem uma heterogeneidade fenotipica e diferentes
capacidades de crescimento, sendo capazes de gerar linhagens mesenquimais
cldssicas (osteogénica, condrogénica e adipogénica) e possuindo marcadores de
superficie em comum (AUGELLO et al., 2010).

O tecido adiposo € altamente complexo, contendo adipdcitos maduros, que
constituem menos de 50% (geralmente cerca de 20-30%) de todas as células desse
tecido (pré-adipécitos, fibroblastos, células musculares lisas vasculares, células
endoteliais, mondécitos e macréfagos residentes) e, por isso, uma rica fonte de CTMs
(STRIOGA et al., 2012). As CTMs de tecido adiposo sao genética e
morfologicamente mais estaveis em cultura, apresentam menor senescéncia, maior
capacidade proliferativa, e um potencial de diferenciacdo com um periodo mais
longo em cultura, quando comparadas com as CTMs de outras fontes (STRIOGA et
al., 2012). Por essas caracteristicas e pelos procedimentos de isolamento serem
mais simples, este tecido é a fonte de CTMs mais usada em experimentos clinicos,
como, por exemplo, em distirbios musculares e nos tenddes, incontinéncia urinaria,
disfuncdo da bexiga, disfuncdo erétil, doencas cardiovasculares, déficites
neuroldgicos, feridas croénicas e doenca de Crohn (SCHAFFLER et al., 2007;
STRIOGA et al., 2012). Vale mencionar que 0 acesso ao tecido adiposo subcutaneo,
por meio de procedimento cirdrgico (anestesia local, com um minimo de desconforto
ao paciente) é simples, com possivel repeticdo, se necessario (SCHAFFLER et al.,
2007).

Diversos estudos demonstraram que as CTMs podem ser usadas tanto para a
regeneracao de tecidos como para a modulacdo da resposta imune em doencas
como a esclerose multipla e rejeicdo de 6rgdos transplantados (MOLINA et al.,
2015). As CTMs estdo sendo investigadas terapeuticamente ndo apenas pela sua
capacidade de diferenciacdo, mas principalmente por possuirem propriedades
imunomoduladoras e oferecerem baixissimo risco de rejeicdo e transmissdo de
doencgas (YOKOMIZO et al., 2011; FRANQUESA et al., 2012). Isso acontece porque
apresentam baixos niveis de expressdo do complexo principal de

histocompatibilidade (MHC)-1 e nenhuma expressdo do MHC-2, bem como
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apresentam marcacao negativa para os marcadores de superficie CD40, CD80 e
CD86, exercendo efeitos tanto no sistema imune inato, como no adquirido, com
implicacbes ndo apenas na diferenciacdo de mondcitos e resposta de macrofagos,
mas também no comportamento dos linfécitos T e B, permitindo que estas células
escapem do sistema imune do hospedeiro (MOLINA et al., 2015; NAJAR et al.,
2016).

As células exterminadoras naturais ou “natural killers” (NK) sdo importantes
para o sistema imune inato e constituem cerca de 10 a 15% dos linfécitos do sangue
periférico (MOLINA et al., 2015). Estdo envolvidas principalmente na destruicdo de
tecidos danificados por acao viral ou de tumores e recebem esse nome porque
fazem seu papel sem a ativacdo do MHC-1 (MOLINA et al., 2015; NAJAR et al.,
2016). O cultivo de CTMs em conjunto com células NK mostra que as células NK
sdo capazes de matar CTMs alogénicas, o que pode reduzir a eficacia de qualquer
tratamento com CTMs, do mesmo modo que as CTMs inibem a proliferacdo de
células NK mediada por interleucina (IL) 2 (MOLINA et al., 2015; GAO et al., 2016;
NAJAR et al., 2016). A baixa expressao dos niveis de MHC-1, in vivo, permite que as
CTMs evitem linfocitos T citotdxicos. No entanto, em resposta ao interferon gama
(IFN-y), as CTMs diminuem a expressao de receptores de NK e aumentam a
expressdo de MHC-1, a fim de evitar serem mortas pelas células NK (MOLINA et al.,
2015). Isso demonstra a necessidade das CTMs serem ativadas em um ambiente
inflamatorio, para que ocorra a modulacdo do sistema imunoldgico. As complexas
interacdes entre CTMs e células NK realcam a importancia de compreender 0s
efeitos dependentes do tempo da administracdo de CTMs in vivo, visto que inibem a
proliferacéo de células NK em repouso, porém inibem parcialmente a proliferacédo de
células NK que ja foram ativadas por IL-2, o que ocorre devido a liberacdo de
indoleamina 2, 3-dioxigenase (IDO), prostaglandina E2 (PGE2) e fator de
transformacdo do crescimento beta (TGF-B) pelas CTMs (MOLINA et al., 2015;
NAJAR et al., 2016).

As células dendriticas (CDN) séao derivadas de mondcitos do sangue
periférico e sao especializadas em fagocitar antigenos, processar o material
antigénico, devolvé-lo a superficie e apresenta-lo as células especializadas do
sistema imune, servindo de ligacdo entre as imunidades inata e adaptativa em

mamiferos, ajudando a ativacdo dos linfocitos T e B (MOLINA et al., 2015). As CTMs
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exercem 0s seus efeitos sobre as CDN por meio de sinalizagdo de contato,
possivelmente envolvendo a via de sinalizacdo Notch (NAJAR et al., 2016). As CTMs
inibem a diferenciacdo de CD34+ e mondcitos progenitores em CDN e estes efeitos
sdo mediados por IL-6 e pelo fator estimulador de colbnias de granulécitos e
macréfago (GM-CSF), e no caso da IL-6, podem mudar o potencial de diferenciacéo
dos mondcitos para o fendtipo de macréfagos (MOLINA et al., 2015; GAO et al.,
2016; NAJAR et al., 2016). Pelo fato das CDN néo serem as principais responsaveis
pela fagocitose no sistema imune inato, os efeitos indiretos das CTMs sobre a
estimulacdo de células T e B teriam mais relevancia.

Os macréfagos sdo células fagocitarias derivadas de mondcitos que
funcionam como parte do sistema imune inato e servem para facilitar a recuperacéo
e remodelacéo de tecidos danificados, além de atuarem na defesa contra antigenos
insoliveis (MOLINA et al., 2015). As CTMs influenciam na morfologia e no perfil de
marcadores de superficie dos macrofagos, aumentam a secre¢do das citocinas anti-
inflamatorias PGE2 e proteina indutora do fator de necrose tumoral 6 (TSG-6) e
diminuem a secrecao das citocinas pro-inflamatorias IL-6 e proteina quimioatratora
de mondcitos 1 (MCP-1), além de diminuirem o fator de necrose tumoral (TNF) a e
aumentarem a secrecao de IL-10, podendo influenciar a migracdo dos macrofagos
(MOLINA et al., 2015; GAO et al., 2016; NAJAR et al., 2016)

Pouco se sabe sobre os efeitos das CTMs em linfocitos B, e os resultados sao
controversos. Ha estudos mostrando que as CTMs ndo afetam a proliferacdo de
linfécitos B (KRAMPERA et al., 2006) e outros mostrando que inibem a proliferacédo
e diferenciacdo, evidenciado pela diminuicdo da quimiotaxia e na producdo de
imunoglobulina (CORCIONE et al., 2006; TABERA et al., 2008; GAO et al., 2016;
NAJAR et al., 2016).

O potencial terapéutico das CTMs na reparacado de tecidos baseia-se em
algumas propriedades intrinsecas, como a clonogenicidade, ou habilidade de
perceber a baixa densidade das células e ativar sua capacidade de duplicacdo; a
multipotencialidade, ou potencial de dar origem a um maior nimero de células mais
especializadas; e a capacidade de auto-renovacdo, dando origem a novas células
multipotentes (YOKOMIZO et al., 2011; FRANQUESA et al., 2012), substituindo
células danificadas, servindo de progenitoras para células maduras, ou para secretar

fatores troficos que estimulam o ambiente local (MOLINA et al., 2015).
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As CTMs tém sido usadas em diversos ensaios clinicos, como no tratamento
de pacientes com Orgaos transplantados (STRIOGA et al., 2012) ou com enxerto
(STRIOGA et al.,, 2012), cirurgias plasticas (STRIOGA et al., 2012), ldpus
eritematoso (STRIOGA et al., 2012), diabetes melito tipo 2 (ESTRADA et al., 2008),
esclerose multipla (STRIOGA et al., 2012), doenca de Crohn (STRIOGA et al.,
2012), colite ulcerativa (ZHAO & ZHANG 2016), doenca cardiaca isquémica
(GNECCHI et al., 2009), osteoartrite (STRIOGA et al., 2012), sepse (GONZALEZ-
REY et al., 2009) e, inclusive, na lesdo renal isquémica (LA MANNA et al., 2011,
DONIZETTI-OLIVEIRA et al., 2012; AGGARWAL et al.,, 2013; ZHU et al., 2013;
MOLINA et al., 2015). Segundo o National Institutes of Health (NIH) ha mais de 1628
estudos explorando os efeitos terapéuticos das CTMs (consultar o n° atualizado de

estudos em: https://clinicaltrials.gov/ct2/results?term=stem+cells&recr=0pen).

1.4. Justificativas do estudo

No caso da IRA, a maioria das terapias visa a prevencao e nao um tratamento
pos-traumatico. Isto se deve ao fato de que é dificil o restabelecimento da funcao
renal apés uma lesdo aguda. Uma terapia que reintegrasse as func¢des renais, assim
como diminuisse o0s danos estruturais causados quando estes j4 estdo
consolidados, nos casos em que ocorre concomitantemente o aumento do acido
arico (por sua vez interligado a muitas comorbidades), seria muito interessante e
promissor. Considerando o caso do envenenamento crotalico, a terapia soroldgica
geralmente mais bem sucedida é a iniciada em até 4 horas ap0s o acidente
(AMARAL et al., 1997). Apés esse periodo, pode haver acometimento mais grave,
levando ao Obito, ou remissdo aparente com sobrevida. No entanto, possiveis
sequelas geralmente ndo tém sido sistematicamente acompanhadas ou relatadas ao
longo do tempo nesses pacientes ((ZABELL et al., 2017; KHAN et al., 2016).
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2. OBJETIVO

2.1. Geral

Avaliar a hipétese da eficiéncia da terapia com CTMs do tecido adiposo nas
sequelas da disfuncdo renal aguda associada ao modelo experimental de
hiperuricemia induzida pelo veneno crotélico, comparativamente aguela associada a
isquemia. Essa avaliacao contribuira para ampliar o conhecimento sobre alternativas
de tratamento do préprio envenenamento crotalico e do rol de comorbidades
relacionadas a hiperuricemia e que tém em comum a possibilidade de culminarem

na faléncia funcional dos rins.

2.2. Especificos

2.2.1. Diferenciar as peculiaridades dos efeitos renais e sobre a letalidade
entre a isquemia bilateral e o envenenamento crotélico em intervalos de tempo até 7

dias.

2.2.2. Diferenciar os efeitos renais e sobre a letalidade entre os tratamentos
com CTMs do tecido adiposo nos individuos sobreviventes aos efeitos de curto
prazo da IRA induzida pela isquemia bilateral e pelo envenenamento crotélico, em

intervalos de tempo suficientes para a melhora ou recuperagcdo em até 7 dias.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Reagentes

1,1,3,3-tetraetoxipropano (Sigma-Aldrich, EUA), &cido acético (Merck, Brasil),
acido picrico (Sigma-Aldrich, Brasil), &cido tiobarbittrico (TBA, Sigma-Aldrich, EUA),
albumina sérica bovina (Sigma-Aldrich, Brasil), anticorpo anti-CD105 de
camundongo feito em rato (Biolegend, EUA), anticorpo anti-CD44 PE de
camundongo feito em rato (Abcam, EUA), anticorpo anti-CD90 PE de camundongo
feito em rato (Abcam, EUA), anticorpo monoclonal anti-CD13 PE de camundongo
feito em rato (BD Biosciences, Brasil), anticorpo monoclonal anti-CD29 PE de
camundongo feito em hamster (Biolegend, EUA), anticorpo monoclonal anti-CD31
PE de camundongo feito rato (Abcam, EUA), anticorpo monoclonal anti-CD34 PE de
camundongo feito em rato (BD Biosciences, Brasil), anticorpo monoclonal anti-CD45
PE de camundongo feito em rato (BD Biosciences, Brasil), azul de toluidina (Sigma-
Aldrich, Brasil), Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad, EUA), cloridrato de xilazina
(Syntec, Brasil), cloridrato de cetamina (Syntec, Brasil), colagenase tipo IA (Sigma-
Aldrich, Brasil), dimetilsulféxido (Sigma-Aldrich, EUA), dodecil sulfato de sddio (SDS,
Sigma-Aldrich, EUA), EDTA (Merck, EUA), eosina (Sigma-Aldrich, Brasil), etanol
(Sigma-Aldrich, Brasil), fucsina (Synth, Brasil), HPOs; (Sigma-Aldrich, Brasil),
hematoxilina (Sigma-Aldrich, Brasil), KCI (Merck, EUA), kit Acido Urico UOD-PAD
(Laborlab, Brasil), kit creatinine Fast (Laborlab, Brasil), kit Ureia UOD-PAD (Laborlab,
Brasil), Na;HPO,.7H,O (Nuclear, Brasil), NaH,PO4.H,O (Synth, Brasil), NaOH
(Sigma-Aldrich, Brasil), n-etilmaleimida (Sigma-Aldrich, EUA), ortofitaldealdeido
(Sigma-Aldrich, EUA), Oil Red O (Sigma-Aldrich, EUA), paraformaldeido (Merck,
EUA), penicilina/estreptomicina (Gibco, Brasil), soro fetal bovino (Gibco, Brasil),
tetraborato de sddio (Merck, USA), tripsina-EDTA (Atena, Brasil), xilol (Merck USA).
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3.2. Animais

Camundongos Swiss, machos, adultos, pesando entre 18-20g, fornecidos
pelo Biotério Central do Instituto Butantan, foram mantidos em caixas de polietileno
(tamanho interno comprimento x largura x altura de 56 x 35 x 19 cm), com no
maximo 10 animais por caixa, com comida e 4gua ad libitum, em estante climatizada
(Alesco Industria e Comércio Ltda, Brasil) a 25°C, umidade relativa 65,3+0,9% e
fotoperiodo claro-escuro de 12h:12h (com inicio do periodo claro as 6:00 h AM). Os
animais e os protocolos utilizados neste estudo estdo de acordo com o CONCEA
(Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal) e foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto Butantan sob os protocolos
951/12 e 6613041215. A linhagem Swiss € heterogénea e assim mimetiza a

variabilidade individual da populacdo humana.

3.3. Tratamentos

Os animais foram divididos em 9 grupos, quais sejam: (1) administrados com
solucdo salina fosfato tamponada estéril (PBS) 0,2 mL, via intraperitoneal (i.p) (grupo
controle); (2) administrados com PBS 0,2 mL i.p e CTMs intravenosa (i.v) (grupo
controle + CTMs); (3) administrados com vCdt i.p (grupo vCdt); (4) administrados
com vCdt i.p e CTMs i.v (grupo vCdt + CTMs); (5) grupo Sham (controle cirtrgico),
animais submetidos a cirurgia sem o clampeamento dos pediculos; (6) com isquemia
bilateral (grupo Isq bil); (7) com isquemia bilateral e tratados com CTMs i.v (Isq bil +
CTMs). O vCdt foi administrado na dose de 1,024 pg/0,2 mL de PBS/20 g de massa
corporal, i.p, correspondente a 80%DL50 (YAMASAKI et al., 2008; ALEGRE et al.,
2010; FREZZATTI & SILVEIRA, 2011). As CTMs (células da passagem 3-5, na
concentracdo de 10° / 0,5 mL de PBS) foram administradas na veia da cauda, nos
dias 0, 1 e 2, tomando-se como dia “0” o tempo de 24 h apds o procedimento de
administragcdo de PBS, ou veneno, ou indugao de isquemia, com a finalidade de
avaliar os efeitos tardios (pos-traumaticos) das CTMs sobre a IRA (instalada); Para
avaliar a progressao e se os danos causados pelos modelos de inducéo de IRA e

seu tratamento com CTMs persistem no decurso temporal, os grupos foram
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subdivididos em animais sacrificados ap06s 24 h, 48 h, 96 h e, conforme o caso, 7
dias apos a inducao.
A Figura 1 ilustra, esquematica e sumariamente, o0s procedimentos

experimentais que foram realizados no presente estudo.

Camundongos MSCs
/ PBS

—] Controle <
— Sham <
Modelos |+
—| Isquemia Renal Bilateral
IRA Hiperuricémica por vCdt
Sem tratamento Tratadoscom MSCs
] | | |
Acido Urico, creatinina, ureia, proteina | Coleta de urina
1
Anestesia
1
Acido Urico, creatinina, ureia, proteina ¢==| Coleta de sangue
1 |
Perfusdo | Eutanasia
] |

Histopatologiarenal, GSSG/GSH, MDA |«= Retirada dos rins, dissec¢@o renal

Figura 1. Sumario ilustrativo dos procedimentos experimentais do presente estudo.

3.4. Preparo da solucao de vCdt

1,0 mg de veneno liofilizado (fornecido pelo Instituto Butantan, lote do ano de
2001) foi suspendido em 1,0 mL de PBS (Na,HPO,4.7H,0, 19,3 g/L; NaH,PO,4.H,0,
3,9 g/L de NaCl, 8,77 g/L, pH 7,4), sob leve agitagdo, por 10 min, a 4°C e, em
seguida, centrifugado a 10.192 x g por 20 min a 4°C (microcentrifuga CT-14000R,
Cientec Equipamentos para Laboratorio. Brasil). O precipitado foi descartado e o
sobrenadante aliquotado e estocado a -20°C por tempo maximo de uma semana e
administrado por via i.p, para promog¢do de IRA hiperuricémica (YAMASAKI et al.,

23



POS - GRADUACAO
TOXINOLOGIA

INSTITUTO BUTANTAN

2008; ALEGRE et al.,, 2010; FREZZATTI & SILVEIRA, 2011). O mesmo lote de

veneno foi usado ao longo de todo o estudo.

3.5. Inducéo de isquemia renal

A inducao de isquemia foi feita bilateralmente, conforme Park et al. (2001), tal
como resumidamente descrito a seguir, sob anestesia com solucdo de 5,75% de
cloridrato de xilazina (0,02 mg/mL) e 10% de cloridrato de cetamina (0,1mg/mL) em
agua, da qual foi aplicada 10 mL/kg (1,15 mg de cloridrato de xilazina/kg e 100 mg
de cloridrato de cetamina/kg) i.p. Apds a laparotomia, os pediculos renais direito e
esquerdo foram clampeados durante 40 min (grupo isquémico bilateral). Para o
controle cirdrgico (sham operados), foi executada a laparotomia sem o

clampeamento dos pediculos renais.

3.6. Isolamento de CTMs do tecido adiposo

O isolamento das CTMs localizadas no tecido adiposo foi baseado no método
de Danoviz et al. (2011). O tecido adiposo da regido inguinal foi coletado
individualmente de camundongos eutanasiados por deslocamento cervical. O tecido
(0,5 g aproximadamente) foi lavado com PBS estéril para retirar a maior parte dos
interferentes, sendo depois cortado com tesoura em pedagos de aproximadamente 3
mm. Apdés esse procedimento, o tecido foi enzimaticamente dissociado usando 1 mg
de colagenase tipo IA/mL de meio de cultura Dulbecco’s modifided Eagle’s medium
low-glucose (DMEM-low, Gibco, Brasil), suplementado com 1% de albumina sérica
bovina (BSA), durante incubac&o por 45 min, em estufa a 37°C, sob leve agitacéao
(agitador Biosan MR-1, Letdnia). Esse incubado de tecido dissociado foi misturado
em igual volume de meio de cultura DMEM-low suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB) para inibir a reacdo e centrifugado a 400 X g por 15 min. ApGs a
centrifugacéo, o sobrenadante foi desprezado e o pellet ressuspendido em DMEM-
low com 1% de penicilina/estreptomicina (10000 U/10000 pg por mL), transferido
para frasco de cultura (25 cm?) e mantido em incubadora (Thermo Fisher Scientific

Inc., EUA) com 5% de CO; a 37°C. Em intervalos de 24 h, durante 3 dias, 0 meio de
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cultura foi trocado e a cultura celular lavada com PBS. As células derivadas de
tecido adiposo tiveram suas caracteristicas morfolégicas monitoradas até a quarta
geracado. Apos esse periodo, as células (com 70-80% de confluéncia) foram colhidas
com 0,25% de tripsina-EDTA e suspendidas em DMEM com 10% de SFB na
concentracdo de 1 X 10° células, para avaliacdo de marcadores de superficie e
diferenciacdo. Uma vez estabelecido o tipo celular, as células foram congeladas em
solucdo contendo 90% de SFB e 10% de dimetilsulféxido (DMSQO) para

armazenagem. Foras utilizadas 1 X 10° células para a administrac&o nos animais.

3.7. Marcadores de superficie celular

As CTMs foram incubadas no escuro, por 30 min, a temperatura ambiente,
com os marcadores positivos (CD13, CD29, CD44, CD90 e CD105) e negativos
(CD31, CD34 e CD45), sendo que para o grupo controle as CTMs foram avaliadas
somente na presenca de PBS. Apds a incubacéo, as células foram lavadas e fixadas
com paraformoldeido 1%. A aquisicdo dos dados foi realizada no equipamento de
citometria de fluxo Guava (Guava® easyCyte, Merck Millipore Corporation,
Alemanha) e analisados com o software FlowJo (Tree Star, Inc. EUA). Os
procedimentos de marcacdo supramencionados foram realizados segundo descrito
por Nitta et al. (1997), Economopoulou et al. (2005), Frank et al. (2005), Banas et al.
(2007) e Furuichi et al. (2012).

3.8. Diferenciacao celular

A diferenciacdo e coloracdo foram realizadas seguindo o protocolo de Kits
para cada tipo celular e todos os procedimentos foram feitos em placas de 12 pocos.
Em suma, para induzir a diferenciacdo osteogénica, apdés estarem confluentes, as
células-tronco foram incubadas com o meio de cultura (Gibco A10069-01) e
suplemento para osteogénese (Gibco A10066-01) por até duas semanas. A
diferenciacdo osteogénica foi avaliada com coloracédo de Von Kossa, pela incubacéo
com 1% de nitrato de prata em ultravioleta por 45 min. ApOs esse tempo, o nitrato de

prata foi retirado e lavado com agua destilada para adicionar tiossulfato de s6dio 3%
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e incubar por 5 min. Apds a incubacdo com tiossulfato de sodio, as células foram
lavadas novamente com agua destilada e incubadas por mais 5 min para coloracao
de Van Gieson (1% de fucsina, 12,3% de acido picrico e completar com H,0
destilada). Apds a incubacdo de 5 min, a solucdo foi retirada e os pocos foram
lavados uma vez com etanol P.A. Para a diferenciacdo em adipdcitos, ap0s estarem
confluentes, as CTMs foram incubadas com meio de cultura (Gibco A10410-01) e
suplemento para adipogénese (Gibco A10065-01), por uma semana. A coloracéo Oil
Red O foi utilizada para determinar o acimulo de goticulas de 6leo no citoplasma.
Para a diferenciacdo em condrdécitos, ap0s estarem confluentes, as células-tronco
foram incubadas com meio de cultura (Gibco A10066-01) e suplemento para
condrogénese (Gibco A10084-01), por até duas semanas. A diferenciacdo de
condrdcitos foi avaliada com coloracéo azul de toluidina.

As imagens das células diferenciadas foram obtidas através de um
microscoépico de inversado (Nikon eclipse Ti, Japao), e analisadas pelo software NIS-

Elements C.

3.9. Letalidade

A letalidade foi avaliada em intervalos de 6 h, 24 h, 72 h, 96 h e 7 dias ap0ls a

administracdo de PBS, ou vCdt, ou inducao de isquemia.

3.10. Obtencéo de rins, coleta de urina e plasma

Imediatamente apds os tratamentos, cada grupo foi colocado em gaiola
metabdlica (Harvard Apparatus, EUA) apropriada para a coleta de urina, a qual foi
realizada durante as 24 h subsequentes. O pool de urina coletado foi centrifugado a
2564 x g, por 5 min, a 4°C (microcentrifuga CT-14000R, Cientec, Brasil); o
sobrenadante foi armazenado a -80°C para os procedimentos seguintes e o pellet foi
descartado. ApoOs coleta de urina, foi coletado o sangue e retirados os rins. Os
grupos de animais tratados, sob anestesia, no mesmo esquema, via e dose ja
citados anteriormente, tiveram o0 sangue coletado com uma pipeta Pasteur com

heparina, apds corte no plexo axilar direito. Entdo, a cavidade toracica foi aberta

26



POS - GRADUACAO
TOXINOLOGIA

INSTITUTO BUTANTAN

para realizagdo da perfusdo cardiaca com PBS 50 mM, durante um periodo de 5
min, com um fluxo de 8-10 mL/min. Imediatamente apds a perfusdo, os rins foram
retirados, congelados em gelo seco e armazenados por um periodo maximo de 10
dias, a -80°C, até a utilizacdo nos procedimentos seguintes. ApoOs estes
procedimentos, 0os animais foram eutanasiados por exsanguinacdo, sob anestesia,
mediante secc¢do dos vasos cervicais.

Para a obtencdo de plasma, o sangue foi centrifugado individualmente em
5232 x g por 5 min, a 4°C (microcentrifuga CT-14000R).

Considerando, como tempo inicial, 0 momento da administragdo de PBS, ou
de vCdt, ou a inducéo de isquemia, as medidas e analises de todos os parametros
sorologicos, plasmaticos, urinarios e teciduais foram realizadas como segue: apos
24 h, 48 h, 96 h e, conforme o caso, 7 dias, nos grupos nao tratados com CTMs;
apos 48 h, 96 h e, conforme o caso, 7 dias, nos grupos tratados com CTMs. A
avaliacdo em 7 dias foi realizada apenas naqueles parametros em que ndo ocorreu
a melhora ou recuperacdo de determinado parametro até 96h, quer

espontaneamente, quer em funcao do tratamento com CTMs.

3.11. Proteina total

Foi medida fotometricamente (Bio-Tek Power Wave espectrofotometro XR.
BioTek Instruments, Inc. EUA), a 630 nm, em triplicatas de amostras de plasma
(diluidos 500 vezes) e pool de urina (diluida 75 vezes), pelo método de Bradford
(1976), usando reagente Bio-Rad Protein Assay. O teor de proteina foi interpolado

numa curva padréao de BSA no mesmo diluente.

3.12. Creatinina, acido urico e ureia

As medi¢des foram realizadas conforme descrito por Frezzatti & Silveira
(2011). Resumidamente, a creatinina foi quantificada por fotometria a 500 nm, em
triplicatas de 20 pL de plasma individual e pool de urina, com o kit creatinine Fast. O
acido urico foi quantificado por fotometria a 505 nm, em triplicatas de 5,4 pL de

plasma individual e pool de urina, com kit Acido Urico UOD-PAD. A ureia foi

27



POS - GRADUACAO
TOXINOLOGIA

INSTITUTO BUTANTAN

quantificada por fotometria a 340 nm, em triplicatas de 3 pL de plasma individual e
pool de urina, com kit Ureia UOD-PAD.

3.13. Estresse oxidativo

Foi avaliado no cortex e na medula de rins dissecados e armazenados -80°C,
por meio da medida dos teores de GSSG, GSH e MDA, como descrito por Frezzatti
& Silveira (2011).

Para as medidas de GSSG e GSH, o coértex e a medula foram
homogeneizados em tampao fosfato 0,1 M, pH 8,0, contendo 0,005 M EDTA
(PBEDTA) acrescido de 5,26% HPO3; (0,1 g de tecido/1,5 mL PBEDTA e 0,4 mL de
HPO3 25%), a 800 rpm por 3 min com homogeneizador (Tecnal, modelo Te-099,
Brasil). Estes homogenatos foram ultracentrifugados (Hitachi modelo HIMAC CP60E,
Japao) a 100.000 x g por 30 min. O precipitado foi descartado e o sobrenadante foi
utilizado imediatamente, conforme descrito abaixo. Todas as etapas foram
realizadas a 4°C. O GSH foi avaliado da seguinte forma: 100 uL do sobrenadante foi
diluido em PBEDTA (1:10) e homogeneizado por inversao dos tubos. Assim, 100 uL
desta solucao foi misturada com 170 yL de PBEDTA e 30 uL de ortofitaldealdeido
(OPT) (OPT 0.003 g/60 uL de etanol PA), e incubados por 15 min a 25°C. Entao, a
leitura foi realizada. Valores do branco para GSH foram obtidos pela leitura de 270
puL de PBEDTA mais 30 uL de OPT. O GSSG foi avaliado da seguinte forma: 56,7 uL
do sobrenadante foi incubado com 22,7 yL de n-etiimaleimida 0,1 M por 30 min a
25°C. Apos esta incubacao, 300 uL de NaOH 0,1 M foi adicionado em 50 pL da
altima mistura, que foi homogeneizada por inversao dos tubos. Assim, 100 pyL do
homogenato foi incubado por 15 min a 25°C com 170 yL de NaOH 0,1 M e 30 pL
OPT e, apos isso, a leitura foi realizada. Os valores do branco para GSSG foram
obtidos. As medidas fluorimétricas de GSH e GSSG foram estimadas em 460/40 nm
de emissdo e 360/40 nm de excitacdo. Os valores de fluorescéncia foram
convertidos para pg/mL, por interpolacdo em uma curva padréo.

Para a medida de MDA, a solucédo de reacao foi preparada com 90 yL de
dodecil sulfato de soédio (SDS) 8,1%, 675 pL de solugdo de acido acético 20% (pH
3,5 ajustado com NaOH), e 675 pL de solugdo aquosa de acido tiobarbiturico (TBA)
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0,8%. 90 uL de tecido homogeneizado (10% [0,1 g/mL] preparado em 1,15% de
KCI), homogeneizado por 3 min a 11000 rpm (homogeneizador Polytron PT-MR
2100, Kinematica AG. EUA), foi adicionado a esta solugcéo e, em seguida, o volume
foi completado até 1,8 mL com agua destilada. Esta mistura foi mantida em um
banho seco a 98°C por cerca de 1 hora, e subsequentemente centrifugada a 2500 X
g durante 10 min a 4°C (microcentrifuga CT-14000R). O sobrenadante foi medido a

532 nm. O padréao utilizado para a curva padréo foi o 1,1,3,3-tetraetoxipropano.

3.14. Histologia

Os rins foram fixados em solucéo de paraformaldeido a 10% em NaOH 0,1 M
e tetraborato de sodio 0,1 M por 48 h e submetidos a desidratacéo, passando por
banhos sequencias de 1 h em porcentagens crescentes de etanol (70%, 96% e P.A).
Em seguida, as amostras foram submetidas a um banho de 2 h em xilol P.A e
emblocadas, por meio de um banho em parafina por, no minimo, 3 h. Concluido
esse processo, foram realizados os cortes histolégicos em seccdes sagitais de 3 a 4
Mm de espessura, os quais foram posicionados em laminas de vidro, em seguida
colocadas em uma estufa a 60°-70°C por aproximadamente 30 min. Para a
coloracdo dos cortes, as laminas passaram por uma bateria de 3 banhos de xilol
P.A., seguidos por 5 banhos de etanol P.A, cada banho com duracéo de 5 min. Apos
esse procedimento, as laminas foram lavadas em &gua corrente por 5 min e
mergulhadas em uma cuba com corante hematoxilina por 1 min e contra coradas
com eosina por 1 min. Para finalizar o processo de coloracdo € necessario fazer
algumas passagens em etanol P.A. e em xilol P.A, até a retirada do excesso de
corante. O exame histopatolégico dessas laminas foi realizado sob microscopia de

campo claro.

3.15. Anélise dos dados

Os dados foram apresentados como meédia + erro padrdo da média (E.P.M) e
analisados estatisticamente utilizando os programas computacionais Instat™ e

GraphPad Prism™. A analise de regressao foi realizada para calcular as curvas-
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padrdo de proteina, creatinina, &cido urico, ureia, GSH, GSSG e 1,1,3,3-
tetraetoxipropano. Foi utilizada a andlise de variancia (ANOVA), seguida, quando
detectadas diferencas, pelo teste Student-Newman-Keuls para comparar mais de
dois valores. Foi utilizado o teste exato de Fisher bicaudal para a comparagédo da
letalidade. Em todos os célculos foi fixado o nivel de significancia minimo de p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Isolamento e cultura de CTMs aderentes do tecido

adiposo

Apo6s o isolamento, diferentes tipos celulares foram observados em cultura.
Com um dia de cultura j& foi possivel observar células aderidas. As CTMs de tecido
adiposo aderidas possuem uma morfologia semelhante a fibroblastos, como mostra
a Figura 2, com uma grande facilidade de expansao, tornando-se confluentes de 5 —
7 dias em garrafas com superficie de 75 cm?. O nimero de células diminuiu apés o
congelamento a -80°C, armazenagem e posterior descongelamento para cultivo,
sendo que as células remanescentes tiveram sucesso no cultivo e expansao até

pelo menos a décima passagem, tempo maximo em que foram observadas.

Figura 2. Morfologia das células-tronco mesenquimais (indicadas pelas setas) de tecido adiposo
aderidas, em segunda passagem, sem coloracéo e em campo claro. Barra = 500 pm

31



POS - GRADUACAO
TOXINOLOGIA

INSTITUTO BUTANTAN

4.2. Caracterizacao e analise imunofenotipica das CTMs

A Figura 3 mostra que as CTMs isoladas de tecido adiposo, provenientes da
cultura celular, ndo expressaram marcadores celulares de células hematopoiéticas
(CD34 e CD45) e células endoteliais (CD31) e marcaram positivamente para 0s
marcadores de adeséo especificos para CTMs (CD90, CD29, CD105, CD13, CD44 e
Sca-1), mostrando que a cultura celular esta homogénea.
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Figura 3. Imunofenotipagem das CTMs de tecido adiposo na quarta passagem. Os valores
representam a percentagem média de células coradas positivamente, analisadas por
citometria de fluxo. Os graficos mostram o tamanho de células versus a intensidade de
fluorescéncia. (A): Marcadores positivos analisados em 10000 eventos. (B): Marcadores
negativos analisados em 10000 eventos.
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4.3. Potencial de diferenciacdo em multilinhagens

As CTMs foram monitoradas durante 3 semanas apds a incubacdo com os
meios de cultura de diferenciagcdo especificos para cada tecido e DMEM-low
suplementado com 10% de SFB para o controle. As diferenciacfes adipogénica,
condrogénica e osteogénica e seus respectivos controles foram demonstradas,
respectivamente, pela presengca de vacuolos lipidicos, matriz extracelular com
depdsito de mucopolissacarideos e formagédo de estruturas poligonais e nodulares
mineralizadas com depdsito de calcio. A Figura 4 mostra que as CTMs isoladas do
tecido adiposo possuem potencial de diferenciacdo em adipdcitos, condrécitos e

ostedcitos, bem como mostra a auséncia de diferencia¢do nos controles.
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Figura 4. Potencial de diferenciagdo das CTMs de tecido adiposo. (A): Diferenciacdo adipogénica
demostrada pela formacdo intracitoplasmética de depdsitos de lipideos corados com Oill
Red O. (B): Diferenciagdo condrogénica demostrada pela coloragdo rosada de depositos de
mucopolissacarideos na matriz extracelular, marcada com azul de toluidina. (C):
Diferenciacdo osteogénica demonstrada pelo depésito de célcio e mostrada pela coloracdo
de Van Kossa, em preto. A Barra = 50 um; B e C Barra = 500 pum.
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4.4. Avaliacdo da letalidade, funcéo renal, estresse oxidativo e
histopatologia renal na isquemia bilateral e na hiperuricemia sem e

com tratamento com CTMs

A Figura 5 mostra que a letalidade (42,8%) de 80% DL50 vCdt i.p foi proxima
ao valor teoricamente esperado. A maior incidéncia de morte na isquemia bilateral
(72 h) foi menor que a maior incidéncia de morte no envenenamento (nesta dose e
via) (24 h). Considerando que a predominancia de letalidade de ambos os grupos foi
nos primeiros 3 dias apds os procedimentos e que apoés o terceiro dia e até 0 sétimo
dia de acompanhamento ndo ocorreram mais mortes, o periodo de 24 h foi
evidenciado como o mais apropriado para o conjunto de andlises e procedimentos
posteriores da situacdo dos individuos sobreviventes da IRA. Por outro lado, ndo
houve mortalidade em ambos os grupos controles (controle e sham-operado),
validando as padroniza¢des. O tratamento com CTMs ndo causou morte no controle

e nem em cada um dos dois modelos até 7 dias apos a inducéo de IRA.

Mortalidade

Controle (10)

Sham (10)

vCdt (28)

Isq bil (10)

Controle + CTMs (24)

vCdt + CTMs pos-traumatico (28)
Isq bil + CTMs (5)

OREERAED

24 horas 72 horas

Figura 5. Decurso temporal da mortalidade em animais controle, envenenado (vCdt), controle tratado
com CTMs (Controle + CTMs) e vCdt tratado com CTMs (vCdt + CTMs) observada apés a
inducé@o de IRA em intervalos de 24h e 72h. NUumero de animais por grupo entre parénteses
ao lado na legenda. N&o houve ocorréncia de morte nos tempos de 6h, 48h, 96h e 7 dias.
Teste exato de Fisher bicaudal, p<0,05 (asterisco indica valor diferente dos demais grupos
em cada grafico e entre vCdt 24h vs isq bil 72h).
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Como mostra a Figura 6, os efeitos renais ao longo do tempo de tratamento
com as CTMs de tecido adiposo sobre animais sadios (grupo controle) foram
avaliados 24 h apos o primeiro dia de administracdo das CTMs (Controle + CTMs 48
h), 24 h apds a ultima dose ou terceiro dia de administragdo das CTMs (Controle +
CTMs 96 h) e 7 dias ap6s da primeira administracdo de CTMs (Controle + CTMs 7
dias).

Para avaliar os efeitos renais do tratamento com as CTMs de tecido adiposo
sobre animais envenenados (grupo vCdt) (Figura 6) ou isquémicos (grupo Isq bil)
(Figura 7), a primeira administracdo de CTMs foi feita 24 h apds as inducbes de
ambos os modelos, ou seja, nos animais sobreviventes de cada grupo. Assim como
no grupo controle, a coleta e andlise das amostras foram realizadas 24 h apdés o
primeiro dia de administracdo das CTMs (vCdt + CTMs 48 h e Isq bil + CTMs 48 h),
24 h ap6s a Ultima dose ou terceiro dia de administracdo das CTMs (vCdt + CTMs
96 h e Isq bil + CTMs 96 h) e 7 dias apds a primeira administracdo de CTMs (vCdt +
CTMs 7 dias e Isq bil + CTMs 7 dias).

A Figura 6 mostra a hiperuricemia 24 h apds o envenenamento em relacéo ao
controle, o qual foi remitido em 48 h no plasma, permanecendo sem alteracao até 96
h. As CTMs induziram hiperuricemia no grupo Controle + CTMs 96 h. Apesar de ter
induzido hiperuricemia nos animais sadios, as CTMs induziram hipouricemia nos
animais envenenados nos tempos 48 h e 96 h. Hipercreatinemia foi detectada no
grupo vCdt 24 h, 48 h e 96 h. Houve também hipercreatinemia no grupo Controle
tratado com CTMs em 96 h. O tratamento com as CTMs restaurou ao nivel normal a
creatinemia dos animais envenenados em 48 h e 96 h. Houve hipoproteinemia no
grupo vCdt em 48 h e 96 h com remissdo apds 7 dias da inducdo de IRA. O
tratamento com CTMs diminuiu a proteinemia nos grupos Controle + CTMs 48 h,
Controle + CTMs 96 h e Controle + CTMs 7 dias. As CTMs néao influenciaram o
padrdo de resposta da proteinemia causado pelo envenenamento em todos 0s
tempos avaliados. O vCdt produziu hipouremia em 24 h e 48 h, com remisséo apos
96 h. O tratamento com CTMs ndo alterou a uremia nos animais Controle em todos
os tempos avaliados. O tratamento com as CTMs produziu hiperuremia nos animais

envenenados em 48h, com discreta melhora em 96 h.
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Figura 6. Decurso temporal das medidas de parametros plasmaticos da fungcdo renal de
camundongos controle, controle tratados com CTMs (Controle + CTMs), envenenados sem
tratamento (vCdt) e tratados com CTMs (vCdt + CTMs) ap0s a inducao da IRA. Valores sédo
médias + E.P.M. de medidas feitas em triplicata. N = nUmero de animais (entre parénteses
na curva). Comparacao de cada parametro a cada tempo entre os grupos: Controle vs vCdt
(teste t de Student bicaudal asterisco indica diferenca): 24 h - &cido urico (p<0,0001),
creatinina (p=0,0148), proteina (p=0,8521) e ureia (p=0,0001); Controle vs Controle + CTMs
vs vCdt vs vCdt + CTMs (ANOVA, p entre parénteses, seguido de teste post hoc Student-
Newman-Keuls, diferentes letras indicam diferenga entre os grupos a cada tempo, p<0,05):
48 h- acido urico (p<0,0001), creatinina (p=0,0001), proteina (p<0,0001) e ureia (p=0,0010);
96 h- acido arico (p<0,0001), creatinina (p<0,0001), proteina (p=0,0006) e ureia (p=0,0270);
7 dias - proteina (p=0,0001). Setas indicam o inicio do tratamento com CTMs.
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A Figura 7 mostra que o envenenamento produziu hiperuricosuria em 24 h, a
qual melhorou ao longo do tempo até a remissdao em 96 h. Houve hipouricosuria no
grupo Controle + CTMs em 48 h, com remissdo em 96 h. Assim como no plasma, as
CTMs promoveram hipouricosuria nos animais envenenados em todos os tempos. O
envenenamento induziu hipercreatindria apds 24 h, agravada até 96 h. As CTMs
induziram hipercreatindria nos animais controle em 96 h. O tratamento com CTMs
melhorou a creatindria no envenenamento em 48h e restaurou em 96h. A proteindria
diminuiu nos animais envenenados em 48 h, 96 h e 7 dias da inducdo de IRA. As
CTMs induziram diminuicdo da proteindria nos animais controle em 48 h, a qual
voltou ao nivel normal em 96 h, permanecendo sem alteracdo até 7 dias. O
tratamento dos envenenados com CTMs aumentou a proteindria, diminuida pelo
envenenamento em 48 h, a qual voltou ao nivel do controle em 96 h e diminuiu em 7
dias, o que ndo pode ser interpretado como um efeito deletério das CTMs. O vCdt
ndo alterou a ureia urinaria em 24h, 48 h e 96 h. O tratamento com CTMs né&o
alterou os niveis urinarios de ureia nos animais controle. O tratamento com CTMs

aumentou a ureia urinaria dos animais envenenados em todos os tempos avaliados.
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Figura 7. Decurso temporal das medidas de pardmetros urinérios da funcdo renal de camundongos
controle, controle tratados com CTMs (Controle + CTMs), envenenados sem tratamento
(vCdt) e tratados com CTMs (vCdt + CTMs) apés a inducdo da IRA. Valores sdo médias +
E.P.M. de medidas feitas em triplicata de pools de urina provenientes de 6-10 animais. N =
ndmero de pools (entre parénteses na curva). Comparagdo de cada parametro a cada
tempo entre os grupos: Controle vs vCdt (teste t de Student bicaudal, asterisco indica
diferenca): 24 h - acido Urico (p=0,0206), creatinina (p=0,0073), proteina (p=0,7540) e ureia
(p=0,3339); Controle vs Controle + CTMs vs vCdt vs vCdt + CTMs (ANOVA, p entre
parénteses, seguido de teste post hoc Student-Newman-Keuls, diferentes letras indicam
diferenca estatistica entre os grupos a cada tempo, p<0,05): 48 h- 4cido Urico (p<0,0001),
creatinina (p<0,0001), proteina (p<0,0001) e ureia (p<0,0001); 96 h- acido Urico (p<0,0001),
creatinina (p<0,0001), proteina (p<0,0001) e ureia (p=0,0009); 7 dias - proteina (p=0,0241).
Setas indicam o inicio do tratamento com CTMs.
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A Figura 8 mostra que a isquemia bilateral induziu hipouricemia em 48 h, com
remissao em 96 h. O grupo Sham operado apresentou hipouricemia, hipouremia e
hipercreatinemia. O tratamento com as CTMs nao alterou a uricemia dos animais
isquémicos em 96 h. Os grupos Isq bil 24 h, 48 h, 96 h e 7 dias apresentaram
hipercreatinemia. O tratamento com as CTMs n&o alterou a hipercreatinemia
causada pela isquemia em 96 h, mas esse parametro melhorou ap6s 7 dias. Houve
hipoproteinemia no grupo Sham e nos animais isquémicos em 48 h e 96 h, com
remissao em 7 dias. O tratamento da isquemia bilateral com as CTMs néo alterou a
hipoproteinemia em 96 h, a qual remitiu em 7 dias. A isquemia aumentou a uremia
em 24 h 48 h e 96 h. O tratamento da isquemia com CTMs induziu uma diminui¢ao
da uremia para nivel abaixo daquele do controle em 96 h. As alteracdes causadas
pelas CTMs nos parametros plasmaticos da funcdo renal dos animais controle ja

foram descritas anteriormente na Figura 6.
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Figura 8. Decurso temporal das medidas de parametros plasmaticos da funcdo renal de

camundongos controle, controle tratados com CTMs (Controle + CTMs), controle cirdrgico
(Sham), com isquemia bilateral sem tratamento (Isq bil) e tratados com CTMs (Isq bil +
CTMs) apoés a inducdo da IRA. Valores sdo médias + E.P.M. de medidas feitas em triplicata.
N = nimero de animais (entre parénteses na curva). Comparacdo de cada parametro a
cada tempo entre os grupos: Controle vs Sham (teste t de Student bicaudal, asterisco indica
diferenca estatistica): 0 h - &cido Urico (p=0,0059), creatinina (p=0.0071), proteina
(p<0,0001) e ureia (p=0,0002); Controle vs Sham vs Isq bil (ANOVA, p entre parénteses,
seguido de teste post hoc Student-Newman-Keuls, diferentes letras indicam diferenca
estatistica entre esses grupos, p<0,05): 24h - 4cido Urico (p=0,0100), creatinina (p=0,0004),
proteina (p=0,0001) e ureia (p<0,0001); Controle vs Sham vs Isq bil vs Controle + CTMs
(ANOVA, p entre parénteses, seguido de teste post hoc Student-Newman-Keuls, diferentes
letras indicam diferenca estatistica entre esses grupos, p<0,05): 48h - &cido Urico
(p=0,0027), creatinina (p<0,0001), proteina (p<0,0001) e ureia (p<0,0001); Controle vs
Sham vs Isq bil vs Controle + CTMs vs Isq bil + CTMs (ANOVA, p entre parénteses, seguido
de teste post hoc Student-Newman-Keuls, diferentes letras indicam diferenga estatistica
entre esses grupos, p<0,05): 96h - &cido drico (p=0,0007), creatinina (p<0,0001), proteina
(p<0,0001) e ureia (p<0,0001); Controle vs Sham vs Isq bil vs Controle + CTMs vs Isq bil +
CTMs (ANOVA, p entre parénteses, seguido de teste post hoc Student-Newman-Keuls,
diferentes letras indicam diferenca estatistica entre esses grupos, p<0,05): 7 dias -
creatinina (p=0,0002) e proteina (p<0,0001). Setas indicam o inicio do tratamento com
CTMs.
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A Figura 9 mostra que a uricosUria diminuiu no grupo Sham, e nos animais
isquémicos em 48 h, normalizando-se em 96 h. O tratamento com CTMs diminuiu a
uricosuria dos animais isquémicos em 96 h. Houve aumento de creatindria no grupo
Sham, assim como nos animais isquémicos em 48 h e 96 h, sendo restaurada em 7
dias. O tratamento dos animais isquémicos com CTMs n&o melhorou o aumento de
creatintria em 96 h e ainda causou aumento adicional em 7 dias. Houve diminuicéo
de proteindria no grupo Sham, e aumento nos animais isquémicos em 24 h, bem
como diminuigdo em 48 h, 96 h e 7 dias. O tratamento com CTMs causou diminuigdo
da proteindria nos animais isquémicos em 96 h e 7 dias, o que ndo pode ser
interpretado como um efeito deletério das CTMs. A ureia urinaria aumentou no grupo
Sham. Houve diminuicdo de ureia urinaria nos animais isquémicos em 24 h, 48 h e
96 h. O tratamento com CTMs restaurou a diminuicdo de ureia urinaria causada pela
isquemia em 96 h. As altera¢gBes causadas pelas CTMs nos parametros urinarios da

funcao renal dos animais controle ja foram descritas anteriormente na Figura 7.
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Figura 9. Decurso temporal das medidas de parametros urinérios da funcao renal de camundongos
controle, controle tratados com CTMs (Controle + CTMSs), controle cirargico (Sham), com
isquemia bilateral sem tratamento (Isq bil) e tratados com CTMs (Isqg bil + CTMs) ap6s a
inducdo da IRA. Valores sdo médias + E.P.M. de medidas feitas em triplicata de pools de
urina provenientes de 6-10 animais. N = nimero de pools (entre parénteses na curva).
Comparacédo de cada par&dmetro a cada tempo entre os grupos: Controle vs Sham (teste t
de Student bicaudal, asterisco indica diferenca): 0 h - &cido urico (p=0,0074), creatinina
(p=0,0174), proteina (p<0,0001) e ureia (p<0,0001); Controle vs Sham vs Isqg bil (ANOVA,
p entre parénteses, seguido de teste post hoc Student-Newman-Keuls, diferentes letras
indicam diferenca estatistica entre esses grupos, p<0,05): 24h - &cido Urico (p=0,0484),
creatinina (p=0,0224), proteina (p=0,0002) e ureia (p<0,0001); Controle vs Sham vs Isq bil
vs Controle + CTMs (ANOVA, p entre parénteses, seguido de teste post hoc Student-
Newman-Keuls, diferentes letras indicam diferenca estatistica entre esses grupos, p<0,05):
48h - &cido drico (p=0,0018), creatinina (p=0,0001), proteina (p<0,0001) e ureia
(p<0,0001); Controle vs Sham vs Isq bil vs Controle + CTMs vs Isq bil + CTMs (ANOVA, p
entre parénteses, seguido de teste post hoc Student-Newman-Keuls, diferentes letras
indicam diferenca estatistica entre esses grupos, p<0,05): 96h - &cido Urico (p<0,0001),
creatinina (p<0,0001), proteina (p<0,0001) e ureia (p<0,0001); Controle vs Sham vs Isq bil
vs Controle + CTMs vs Isq bil + CTMs (ANOVA, p entre parénteses, seguido de teste post
hoc Student-Newman-Keuls, diferentes letras indicam diferenca estatistica entre esses
grupos, p<0,05): 7 dias - creatinina (p<0,0001) e proteina (p=0,0007). Setas indicam o
inicio do tratamento com CTMs.
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A Figura 10 mostra que 0 envenenamento causou aumento da razao
GSSG/GSH no cortex e na medula em todos os tempos avaliados. O tratamento
com CTMs néo alterou a razdo GSSG/GSH nos animais controle e restaurou o
aumento causado pelo envenenamento em ambas as porcdes do rim em 48 h e 96
h. O envenenamento diminuiu os niveis de MDA no cortex e ha medula em 24 h, os
quais remitiram em 48 h, mantendo-se assim no cortex, mas aumentando na medula
em 96 h. O tratamento com CTMs diminuiu o0 MDA no cértex e na medula dos

animais controle e envenenados em todos os tempos avaliados.
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Figura 10. Decurso temporal das medidas de parametros do estresse oxidativo no cértex e medula
renal de camundongos controle, controle tratados com CTMs (Controle + CTMs),
envenenados sem tratamento (vCdt) e tratados com CTMs (vCdt + CTMs) ap6s a indugéo
da IRA. Valores sdo médias + E.P.M. de medidas feitas em ftriplicata. N = ndmero de
animais (entre parénteses na curva). Comparacdo de cada parametro a cada tempo entre
0s grupos: Controle vs vCdt (teste t de Student bicaudal, asterisco indica diferen¢a): 24 h —
GSSG/GSH Cortex (p=0,0002), GSSG/GSH Medula (p=0,0014) MDA Cortex (p=0,0432);
MDA Medula (p=0,0002); Controle vs Controle + CTMs vs vCdt vs vCdt + CTMs (ANOVA, p
entre parénteses, seguido de teste post hoc Student-Newman-Keuls, diferentes letras
indicam diferenca estatistica entre os grupos a cada tempo, p<0,05): 48 h- GSSG/GSH
Cértex (p<0,0001), GSSG/GSH Medula (p<0,0001); MDA Cértex (p=0,0041); MDA Medula
(p<0,0001); 96 h- GSSG/GSH Cortex (p<0,0001), GSSG/GSH Medula (p<0,0001); MDA
Cértex (p<0,0001); MDA Medula (p<0,0001). Setas indicam o inicio do tratamento com

CTMs.
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A Figura 11 mostra que a isquemia aumentou a razdo GSSG/GSH no cortex e
na medula em todos os tempos avaliados. O tratamento com CTMs diminuiu a razao
GSSG/GSH do coértex e da medula de animais isquémicos abaixo dos niveis do
Controle em 96 h. A isquemia diminuiu o0 MDA em 96 h no cortex e na medula, e em
48 h na medula. O tratamento com CTMs ndo restaurou a diminuicdo de MDA
causada pela isquemia no cértex e na medula em 96 h, permanecendo abaixo dos
niveis dos animais Controle. Houve diminuicdo da razdo GSSG/GSH e de MDA no

cortex e na medula dos animais do grupo Sham em 24 h.
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Figura 11. Decurso temporal das medidas de estresse oxidativo no cértex e medula renal de
camundongos controle, controle tratados com CTMs (Controle + CTMs), controle cirdrgico
(Sham), com isquemia bilateral sem tratamento (Isq bil) e tratados com CTMs (Isq bil +
CTMs) ap6s a inducdo da IRA. Valores sdo médias + E.P.M. de medidas feitas em
triplicata. N = numero de animais (entre parénteses na curva). Comparacdo de cada
parametro a cada tempo entre os grupos: Controle vs Sham (teste t de Student bicaudal,
asterisco indica diferenga estatistica): 0 h — GSSG/GSH Cortex (p<0,0001), GSSG/GSH
Medula (p=0,0078); MDA Cortex (p=0,0003), MDA Medula (p<0,0001); Controle vs Sham
vs Isq bil (ANOVA, p entre parénteses, seguido de teste post hoc Student-Newman-Keuls,
diferentes letras indicam diferenca estatistica entre esses grupos, p<0,05): 24h -
GSSG/GSH Coértex (p<0,0001), GSSG/GSH Medula (p<0,0001); MDA Cortex (p=0,0012),
MDA Medula (p<0,0001); Controle vs Sham vs Isq bil vs Controle + CTMs (ANOVA, p
entre parénteses, seguido de teste post hoc Student-Newman-Keuls, diferentes letra
indicam diferenca estatistica entre esses grupos, p<0,05): 48h - GSSG/GSH Cortex
(p<0,0001), GSSG/GSH Medula (p<0,0001); MDA Cortex (p=0,0121), MDA Medula
(p=0,0002); Controle vs Sham vs Isq bil vs Controle + CTMs vs Isq bil + CTMs (ANOVA, p
entre parénteses, seguido de teste post hoc Student-Newman-Keuls, diferentes letra
indicam diferenca estatistica entre esses grupos, p<0,05): 96h - GSSG/GSH Cortex
(p<0,0001), GSSG/GSH Medula (p<0,0001); MDA Cortex (p<0,0001), MDA Medula
(p=0,0001). Setas indicam o inicio do tratamento com CTMs.
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A Figura 12 mostra que ndo ocorreram alteracdes histopatolégicas estruturais
ou comprometimento intersticial renal no grupo controle. O grupo vCdt 24 h né&o
apresentou alteracdes estruturais nos glomérulos e no intersticio, mas houve
discreta degeneracao tubular. Apos 7 dias da inducdo, o quadro histopatolégico do
grupo vCdt piorou, com os glomérulos apresentando proliferacdo celular, discreta
degeneracdo glomerular multifocal, tibulos com moderada degeneracéo e intersticio
sem comprometimento.

A Figura 13 mostra que, comparativamente ao controle, a inducao de IRA por
isquemia bilateral causou discreta degeneracdo multifocal glomerular, severa
degeneracdo tubular e necrose multifocal com infiltrado inflamatorio
predominantemente de neutréfilos em 24 h. Apés 7 dias da inducdo de IRA por
isquemia bilateral ocorreu um aumento da proliferacédo celular nos glomérulos, com o
mesmo quadro de discreta degeneracao glomerular multifocal e degeneracéo tubular
severa com necrose multifocal.

A Figura 14 mostra morfologias semelhantes entre os grupos controles com e
sem tratamento com CTMs. As CTMs ndo causaram alteracdes glomerulares, mas
causaram moderada degeneracdo e necrose tubular multifocal sem alteracao
intersticial em 24 h no grupo controle. Porém, as CTMs ndo causaram nenhuma
alteracdo estrutural nos demais tempos e sim um aumento da proliferacao celular
nos glomérulos em 96 h e 7 dias nos animais controle.

As CTMs néo restauraram as alteracbes causadas pelo envenenamento, mas
melhoraram o grau de degeneracao e necrose glomerular e tubular em 48 h, 96 h e
7 dias. Também houve um aumento de proliferacdo celular progressiva nos
glomérulos dos animais envenenados em 48 h, 96 h e 7 dias.

A Figura 15 mostra que mesmo com o tratamento com as CTMs, os animais
isquémicos continuaram com o0 quadro de discreta degeneracdo glomerular
multifocal, moderadas a severas degeneracdes e necrose tubular sem alteracdes no
intersticio em 96 h. Em 7 dias os animais isquémicos tratados com CTMs
apresentaram uma atenuacdo no infiltrado e na proliferacéo celular sem alterar o
grau de degeneracao glomerular e tubular, assim como melhora na necrose tubular

causada pela isquemia.
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Figura 12. Histopatologia renal de animais controle (C) e envenenados, apos 24 h (V 24), 48 h (V 48),
96 h (V 96) e 7 dias (V 7D) ap0s a inducédo da IRA. As laminas com corte sagital foram
coradas com hematoxilina-eosina. Glomérulo (g), degeneracéo (d). Barras = 100 um.
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Figura 13. Histopatologia renal de animais controle (C) e envenenados, apds 24 h (V 24), 48 h (V 48),
96 h (V 96) e 7 dias (V 7D) apés a inducdo da IRA. As laminas com corte sagital foram
coradas com hematoxilina-eosina. Glomérulo (g), degeneracéo (d),necrose (n). Barras =

100 pm.
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Figura 14. Histopatologia renal de animais controle tratados com CTMs em 24 h (C CTMs 24), 96 h
(C CTMs 96) e 7 dias (C CTMs 7D) apés a administracdo de PBS, bem como de animais
envenenados tratados com CTMs 48 h (V CTMs 48), 96 h (V CTMs 96) e 7 dias (V CTMs
7D) apods a inducédo de IRA. As laminas com corte sagital foram coradas com hematoxilina-
eosina. Glomérulo (g), degeneracgéo (d), necrose (n). Barras = 100 um.
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Figura 15. Histopatologia renal de animais controle tratados com CTMs em 24 h (C CTMs 24), 96 h
(C CTMs 96) e 7 dias (C CTMs 7D) apés a administracdo de PBS, bem como de animais
isquémicos tratados com CTMs 96 h (IB CTMs 96) e 7 dias (IB CTMs 7D) apds a indugéo
de IRA. As laminas com corte sagital foram coradas com hematoxilina-eosina. Glomérulo
(9), degeneragéo (d), necrose (n). Barras = 100 um.
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5. DISCUSSAO

5.1. Comparacao da IRA induzida por isquemia bilateral e por

hiperuricemia e suas implicacdes fisiopatolégicas

Sabe-se que na isquemia ocorre um pico de elevacdo de creatinina e ureia
plasmética, 24 h e 72 h apods a indugéo, seguido de declinio e remissédo 7 ou 8 dias
apos a inducado (SAFIRSTEIN et al., 1998; PARK et al., 2001), tal qual é constatado
no presente estudo. Com base nisso, o periodo de 7 dias ap0s a inducéo de IRA foi
aqui considerado como suficiente para a consolidacdo da funcao renal pds-IRA e
dos efeitos das CTMs, ja que ndo ha dados anteriores de acompanhamento da
funcao renal apds sobrevivéncia ao envenenamento crotalico.

A coleta das amostras no presente estudo nas primeiras 24 h apés a inducao
da IRA por envenenamento baseia-se na constatacdo de que 0s niveis séricos de
veneno estdo mais elevados neste periodo (AMARAL et al., 1997). Além disso, a
instalacdo de IRA ocorre nas primeiras 48 h apds o envenenamento (AMARAL et al,
1986; RIBEIRO et al, 1998; MONTEIRO et al, 2001; AZEVEDO-MARQUES et al,
2003; PINHO et al, 2005). Por outro lado, como a terapia soroldgica geralmente é
iniciada em até 4 h ap6s o acidente ofidico e, geralmente, é bem sucedida (AMARAL
et al., 1997), decorre a premissa de que o tratamento do envenenamento por CTMs,
até pelo risco inerente que representa, seria somente aplicavel em uma fase
posterior a esse periodo, focando as possiveis sequelas dos sobreviventes do
acometimento inicial mais grave, jA submetidos ao tratamento sorol6gico e outros
cuidados convencionais. A reducdo do numero de 6bitos decorrentes de acidentes
ofidicos é proporcional a rapidez do atendimento, uma vez que 60% dos acidentes
gue evoluem para Obito recebem atendimento em periodo igual ou superior a 6 h
apos o acidente. Por isso, € muito importante a precocidade no tratamento do
envenenamento crotalico com soro antiveneno para a neutralizagdo do maior teor
possivel de veneno, o qual sabe-se que é maior na circulagdo sanguinea durante as
primeiras horas decorridas do acidente (AMARAL et al., 1997; MINISTERIO DA
SAUDE, 2001).
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No caso da isquemia, o0 momento da coleta das amostras e o inicio do
tratamento com CTMs estdo baseados no conhecimento do elevado potencial de
regeneracao renal por meio de mecanismos autocrinos e paracrinos. No entanto, em
alguns casos ja € conhecido que a lesdo isquémica € irreversivel, ainda que sob
tratamento convencional (SALLUSTIO et al., 2015; ZABELL et al., 2017), levando a
doenca renal terminal (KHAN et al, 2016). O tempo de isquemia é
proporcionalmente relacionado aos danos causados e, por iSSo, assim como no
envenenamento crotalico, ha a necessidade de terapia imediata (ZABELL et al.,
2017). Estima-se que cada minuto adicional em um quadro isquémico esta
associado a um aumento de 6% na incidéncia de um dano crénico (ZABELL et al.,
2017). O tempo em que os danos causados pela isquemia se tornam irreversiveis
ainda é controverso, mas a maioria dos estudos indica que esses danos comecam
de 25 a 35 min apos a isquemia (ZABELL et al., 2017).

A andlise histologica do presente estudo mostra que houve necrose e
degeneracdo tubular tanto nos animais isquémicos, quanto nos animais
envenenados em 24 h apds a inducdo da IRA, piorando em 7 dias. As células
tubulares s&@o particularmente suscetiveis a isquemia por algumas razdes. Em
primeiro lugar, este tipo de célula tem uma elevada taxa metabdlica para a mediacao
do transporte de ions. Em segundo lugar, por conta da hipoperfusdo microvascular
nesta regido, apos a lesao, e que persiste mesmo quando o fluxo sanguineo cortical
retorna ao normal, h4 formacdo de edema intersticial, levando a um maior
comprometimento no fluxo sanguineo. (SHARFUDDIN et al, 2011; ZUK &
BONVENTRE, 2016). A regulacdo do fluxo sanguineo afeta o metabolismo da célula
endotelial e, no rim, a regulacdo deste fluxo é fundamental, especialmente para a
normalidade da filtracdo glomerular. Em condig¢es fisiologicas, o cértex renal, onde
estdo os glomérulos, recebe a maior parte do fluxo sanguineo, enquanto a medula
recebe cerca de 10%. Durante a isquemia, a reducdo do fluxo sanguineo néo é
uniforme, sendo maior na medula que no coértex, tendo como primeiro efeito
justamente uma lesdo endotelial (MUNSHI et al., 2011). O estresse oxidativo
causado pelo modelo de isquemia aqui estudado proporciona liberagdo de EROS
tanto no coértex quanto na medula, mas a analise histol6gica evidencia um maior
comprometimento tubular do que glomerular. A reducdo do suprimento de oxigénio

(hipbxia tecidual) que foram causados pela isquemia podem ter reduzido os niveis
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de ATP, aumentado a degradacdo de AMP, acumulado hipoxantina e exacerbando a
producdo de EROS que, pelo excesso, gera desequilibrio entre os agentes pro-
oxidantes e as reservas de antioxidantes endégenos que podem ter levado a danos
progressivos nas estruturas renais e ocasionado a proteindria (COCA et al., 2009).
As EROS aumentadas no cortex e medula renal e a proteinuria, ocasionadas pela
induc&o de isquemia bilateral em 24 h s&o sinais de comprometimento da vitalidade
celular. O aumento da razdo GSSG/GSH nos animais envenenados e isquémicos
pode estar contribuindo para a apoptose e morte celular, alterando a acao de fatores
de crescimento e a proliferacdo celular, que sdo essenciais para 0 reparo e
regeneracao tecidual dos processos inflamatérios e imunoldgicos, além da regulacéo
dos sistemas hemodinamico, hemostatico e vascular (DE FATIMA FERNANDES
VATTIMO et al.,, 2011; MALEK & NEMATBAKHSH, 2015). Do ponto de vista
fisiopatologico, a doenca isquémica renal é considerada como resultante da hipoxia
tecidual (REQUIAO-MOURA et al., 2015). Como mencionado anteriormente, em
resposta a esse efeito 0 organismo utiliza mecanismos compensatorios para regular
a perfusdo glomerular. No presente estudo, foi observado que ha presenca de
células polimorfonucleares no tecido renal dos animais isquémicos, e esse infiltrado
inflamatério € predominantemente de neutréfilos, o qual € o tipo de infiltrado
caracteristico de les&o isquémica (DE FATIMA FERNANDES VATTIMO et al., 2011;
HADI et al., 2011). A maior expressdo de moléculas de adesdo e de células
polimorfonucleares pelo endotélio tubular pode ser resultado da diminuicdo da
pressdo glomerular e da taxa de filtracdo glomerular, diminuindo abruptamente a
producdo renal de prostaglandinas, calicreina, cininas e Oxido nitrico (NO),
prejudicando a vasodilatacdo, levando ao bloqueio da sintese de Ang Il pelos
inibidores da ECA, assim alterando o equilibrio do ténus vascular entre a arteriola
aferente e eferente, o que é crucial para a hemodinamica glomerular (SHARFUDDIN
et al., 2011). A adesao dos neutréfilos ao endotélio vascular € o primeiro passo no
extravasamento destas células no tecido (AKCAY et al., 2009). Apds a adesao e a
guimiotaxia, os neutroéfilos infiltrantes podem liberar espécies reativas de oxigénio
gue danificam as células tubulares (AKCAY et al., 2009), o que pode ter causado a
degeneragcdo e necrose tubular. Esse aumento da expressdo de neutrdfilos aqui
observado pode estar causando obstrucdo das vasa recta e congestdo medular,

piorando a isquemia tecidual mesmo apos a restauracdo do fluxo sanguineo. Este
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processo de infiltracdo e adesdo de neutrofilos depende da ativagdo e/ou expressao
de receptores, presentes tanto na membrana, como na superficie das células
endoteliais (QUINTAES & NORONHA 1998; AKCAY et al., 2009). Acredita-se que no
processo de isquemia-reperfusdo ocorra liberacdo de moléculas pré-inflamatorias,
como citocinas e quimocinas, dentre as quais se destacam o fator de necrose
tumoral (TNF) alfa e a interleucina (IL) 1 (QUINTAES & NORONHA 1998; AKCAY et
al., 2009; HADI et al., 2011; JANG & RABB 2015). O processo de adesao pode ser
dividido em trés etapas distintas. Num primeiro momento, a célula circulante
aproxima-se da parede vascular e rola sobre o endotélio. Numa segunda fase, o
leucécito, em contato com o vaso, sofre a acdo de quimocinas e passa a expressar
moléculas ativadas que vao determinar uma ligacdo firme a superficie endotelial.
Somente entdo, o leucocito é capaz de migrar através do vaso em direcao ao tecido
(QUINTAES & NORONHA 1998; AKCAY et al., 2009; JANG & RABB 2015). Todos
os segmentos do néfron podem estar sendo afetados durante o processo isquémico,
ou outros tipos de lesdes que podem levar a IRA, mas as células do tabulo proximal
parecem ser as mais atingidas (LA MANNA et al., 2011; ZHU et al., 2013). No que se
refere & necrose e degeneracgdo tubular nos animais envenenados, varios fatores
causais podem estar associados.

O grau de severidade e mortalidade da IRA tem sido estimado com base no
aumento da creatinemia, sendo que ha relato mostrando que até mesmo um ligeiro
aumento nos niveis de creatinina pode ser relacionado com o aumento do risco de
morte (COCA et al.,, 2007). Por exemplo, quando comparado com uma situagao
controle (creatinemia entre 0,7 a 1,30 mg/dL), individuos com aumento entre 0,3 a
0,4 mg/dL sobre o limite superior da faixa de normalidade de creatinina sérica séo
considerados com uma IRA leve, enquanto aqueles com aumento entre 0,5 a 0,9
mg/dL séo considerados com IRA moderada e aqueles com aumento a partir de
1mg/dL séo considerados com uma IRA grave (COCA et al., 2007). No presente
estudo, com base nessa relagcéo supracitada, convencionou-se que o aumento de
cada um dos parametros renais aqui avaliados teria o0 mesmo critério de
classificacdo de gravidade, ou seja, entre 1,2 a 1,3 vezes do valor superior da faixa
de normalidade seria considerado leve, enquanto entre 1,4 a 1,7 vezes seria
considerado moderado e a partir de 1,8 vezes seria considerado grave. Sendo

assim, relativamente a creatinemia dos animais controle (0,27 £ 0,05 mg/dL), em 24
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h o vCdt causa uma IRA moderada (0,43 + 0,02 mg/dL) e a isquemia bilateral (1,73 £
0,22 mg/dL) causa uma IRA grave. No entanto, o vCdt causa uma mortalidade maior
e mais precoce, demonstrando que ndo € recomendavel, nesse caso, tomar como
base somente o aumento de creatinina circulante, mesmo sendo esta considerada
um biomarcador "padrdo ouro" para o diagnéstico de IRA. Quando a taxa de filtragéo
glomerular € normal, a creatinina € filtrada através do glomérulo no interior dos
tubulos e entdo excretada (NEEDHAM et al., 2005). Considerando que a creatinina
também é secretada pelas células tubulares, quando ha uma lesdo ou falha na
filtracdo renal ocorre uma inibicdo da secrec¢ao tubular (NEEDHAM et al., 2005). A
hipercreatinemia presente em ambos os modelos de inducdo de IRA aqui estudados,
em conjunto com o estresse oxidativo, especialmente na medula, e com a
degeneracdo glomerular e tubular apés 24 h e sua piora depois de 7 dias,
evidenciam uma lesdo renal e uma falha da filtracdo glomerular e reabsor¢céo. Além
da elevacdo dos niveis de creatinina circulante, a elevacdo da ureia também é
considerada um parametro util para diagnosticar a IRA. Porém, ndo se preconiza a
utilizacdo desse parametro de forma isolada (OKUSA et al., 2013). O aumento do
acido arico no plasma em 24 h é o mais provavel indutor do estresse oxidativo renal
em animais envenenados com vCdt, pois quando esses animais sdo tratados com
sinvastatina (YAMASAKI et al., 2008), acido lipdico (ALEGRE et al., 2010) ou N-
acetil-L-cisteina (FREZZATTI & SILVEIRA, 2011), conhecidos antioxidantes, ha
melhora na razdo GSSG/GSH no tecido renal. Porém, esses agentes ndo sao
capazes de diminuir a letalidade causada pelo vCdt (YAMASAKI et al., 2008;
ALEGRE et al.,, 2010; FREZZATTI & SILVEIRA, 2011). Por outro lado, quando o
alopurinol (medicamento que diminui a producdo de acido Urico intracelular) é
administrado, ndo s6 ha o reestabelecimento dos valores normais da relacéo
GSSG/GSH, como também diminuicdo drastica da letalidade causada pelo vCdt,
mostrando que o estresse oxidativo e o0 acido Urico sdo as mais importantes causas
de morte nesses animais (FREZZATTI & SILVEIRA, 2011). Este efeito protetor
causado pelo alopurinol ocorre pelo blogueio da xantina oxidase, uma vez que a via
dessa enzima leva a sintese de acido urico e a formacdo de EROS capazes de
atacar componentes celulares e causar morte celular (BUTLER et al.,, 2000;
GEORGE et al., 2006), constituindo-se assim num alvo para o tratamento da IRA

causada pelo vCdt. Quanto a diminuicdo do MDA em 24 h constatada no presente
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estudo no cortex e na medula renal dos animais envenenados, pode estar
relacionada ao fato de que as lipoproteinas sdo muito suscetiveis a oxidacdo por
EROS, mas em condi¢cdes hiperuricémicas diminuem os niveis dos produtos da
peroxidacao lipidica (KOCIC et al., 2014). O &cido Urico age como antioxidante no
meio extracelular e pro-oxidante quando entra ou € produzido em grandes
qguantidades no meio intracelular (AMES et al., 1981; KANG et al., 2014). O aumento
de acido Urico sistémico pode ter sido agravado pelo aumento de EROS e, se isso
ocorre, h4 aumento dos niveis de Ca*' intracelular e ativacdo de proteases
dependentes que convertem a xantina desidrogenase em xantina oxidase, oxidando
a xantina e a hipoxantina para acido urico, aumentando ainda mais as EROS. Além
disso, o aumento de Ca®" intracelular pode ativar a fosfolipase A2 dependente de
calcio, endonucleases e proteases que iniciam a apoptose celular e causam
disfungcdo mitocondrial, diminuindo a producdo de ATP no meio extracelular,
podendo se dissipar na circulagdo ou no meio intracelular e reagir com componentes
locais (DE FATIMA FERNANDES VATTIMO et al, 2011; MALEK &
NEMATBAKHSH, 2015). Ha relatos de que a ativacdo do RAS local e de receptores
de Ang pelo acido Urico em células endoteliais humanas € dependente da indugéo
de estresse oxidativo (YU et al., 2010). Assim, além de haver uma possivel relacdo
entre o aumento de acido urico, causado pelo envenenamento, e a Ang Il na inducéo
de danos vasculares e renais, estes agentes poderiam gerar hipertensao,
arteriopatia aferente, hipertrofia glomerular e inflamacéao intersticial no rim (MAZZALI
et al., 2001; MAZZALI et al., 2002; NAKAGAWA et al.,, 2003). Por outro lado, o
estresse oxidativo no tecido adiposo foi recentemente reconhecido como uma das
principais causas de resisténcia a insulina e, por conseguinte, as alteracdes
induzidas pela hiperuricemia devido ao envenenamento crotélico sobre a
homeostase oxidativa do rim pode também ter ocorrido no tecido adiposo, o que
poderia implicar numa possivel tendéncia de resisténcia a insulina (KANG et al,
2014). A acédo diabetogénica do &cido urico foi relatada em 1950, mas até o
momento seu mecanismo néo é inteiramente conhecido (KUSHIYAMA et al., 2014).
Além de afetar a resisténcia a insulina, existe uma correlacao significativa do acido
arico circulante com fatores de risco para a sindrome metabdlica (obesidade,
diabetes melito e hipertenséo), ocasionando elevacéo do indice de massa corporal,

presséao arterial, glicemia e niveis de triglicérides, bem como diminui¢cdo dos valores
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de colesterol HDL (ZAPOLSKI et al., 2011; KUSHIYAMA et al., 2014). Um estudo
relativamente recente mostra que o aumento de 0,01 mg de acido urico / mL no
plasma aumenta a incidéncia de hipertensédo, além de mudar a taxa de filtracédo
glomerular em individuos sadios (KANG et al, 2014). Além da IRA e da resisténcia a
insulina, o aumento de &cido Urico circulante tem sido associado a doenca renal
intersticial, aterosclerose coronariana, aumento da expressao de renina (MAZZALI et
al., 2002; KHOSLA et al., 2005), hipertrofia glomerular (NAKAGAWA et al., 2003),
gota artritica, nefropatias agudas e isquemia renal, a qual caracteriza uma série de
eventos, incluindo alteragBes no ténus vascular, maior permeabilidade vascular as
proteinas plasmaticas e alteragBes estruturais no tdbulo renal, além de ser a
principal causa de IRA em pacientes com rins transplantados (HADI et al., 2011,
RIEGERSPERGER et al., 2011; LEE et al., 2012). Tendo em vista que em 24 h o
vCdt causa hiperuricemia superior a 1 mg / mL, é possivel hipotetizar que origine
alguma propenséao para desencadear as comorbidades supracitadas. Sabe-se que o
aumento da uricemia em ratos pode promover disfuncdes renais e cardiovasculares
por mecanismos independentes da deposi¢do de cristais, tais como a estimulacéo
do RAAS, resultando em excessiva vasoconstricdo, hipertrofia do musculo liso
vascular, retencdo de sal e agua (YU et al., 2010; ZIFF et al., 2016), inibicdo da NO
sintase (MAZZALI et al., 2001), estimulacao da arginase (ZHARIKQV et al., 2008) ou
aumento de proteina C-reativa (KANG et al., 2005) e da reacédo direta do acido Urico
com NO para formar 6-aminouracil (GERSCH et al., 2008).

Considerando a importancia e consequéncias da hiperuricemia, o0 aumento
mais expressivo de creatinina e ureia nos animais isquémicos e 0s niveis de acido
arico circulante inalterados nesses animais isquémicos, pode-se sugerir que, além
da inducédo da IRA hiperuricémica por vCdt ser um modelo novo e especifico, ndo
basta levar em consideracdo apenas as alteracfes de creatinina e ureia séricas
como marcadoras de IRA, o que é preconizado pela AKIN (PINHO et al., 2005;
CERDA et al., 2008; DAVENPORT, 2008; MEHTA et al., 2007). Como ja
mencionado, se somente forem consideradas as alteracdes na creatinina e ureia
plasmaticas, o modelo de IRA induzido por vCdt deveria ser classificado como
indutor de IRA moderada e o0 modelo de IRA induzida por isquemia como indutor de
IRA grave. Porém, além da IRA induzida por vCdt ser mais letal, a hiperuricemia é

fator preponderante para a letalidade (FREZZATTI & SILVEIRA, 2011).
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5.2. Validagdo dos efeitos na funcdo renal e no estresse
oxidativo do tratamento com CTMs no modelo de inducao de IRA

por isquemia bilateral

Os valores médios considerados normais para os parametros renais avaliados
no presente estudo em camundongos sadios sdo 0,6 mg/dL para creatinina
plasmética (KEPPLER et al., 2007), 7,8 mg/dL para creatinina urinaria (DUNN et al.,
2004), 0,9 mg/dL para &cido Urico plasmatico (YAMAZAKI et al., 2008), 15,4 mg/dL
para acido urico urinario (YAMAZAKI et al., 2008), 40 mg/dL para ureia plasmatica
(NAGAO et al., 2006) e 6000 mg/dL para ureia urinaria (FREZZATTI & SILVEIRA
2011). Porém, no presente estudo os valores médios dos animais controles sadios
sdo 0,4 mg/dL para creatinina plasmética, 13,3 mg/dL para creatinina urinéria, 1,5
mg/dL para acido Urico plasmatico, 10,1 mg/dL para acido urico urinario, 51,5 mg/dL
para ureia plasmatica e 1979 mg/dL para ureia urinaria. Essas aparentes e eventuais
discrepancias possivelmente devem-se ao kit utilizado, o que de qualquer forma
evidentemente nao invalida as comparacdes aqui realizadas entre os diferentes
grupos, pois foram utilizados os mesmos kits em todos os grupos.

As sequelas na funcdo renal decorrentes da inducdo de IRA isquémica
bilateral nos animais sobreviventes, apés 48 h da inducdo, sdo graves
hipercreatinemia, hiperuremia e hipercreatinaria, além de estresse oxidativo. Apos
96 h de inducdo da IRA, o tratamento com CTMs restaura a uremia e 0 estresse
oxidativo nesses animais isquémicos. As sequelas da inducdo de IRA isquémica
bilateral nos animais sobreviventes apds 7 dias da inducdo sédo hipercreatinemia
grave, leves degeneracédo e proliferacdo celular no glomérulo, presenca de infiltrado
celular e severas degeneracao e necrose tubulares. Durante a isquemia ha liberacao
dos chamados padrbes moleculares associados ao perigo, que sdao moléculas
endogenas liberadas durante o estresse e lesdo celular. Essas moléculas se ligam
aos receptores de reconhecimento de padrbes presentes nas ceélulas tubulares
renais, células dendriticas intersticiais e células endoteliais, resultando na morte das
células tubulares, ativagdo das células dendriticas intersticiais e lesdo de células

endoteliais, aumentando a permeabilidade endotelial, expressdo de moléculas de
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adesdo em células endoteliais (KASIMSETTY & MCKAY, 2016). O rim possui
receptores do tipo Toll e receptores proteicos com dominio de oligomerizacédo de
nucleotideos (NOD) que séo ativados pela elevacéo de acido urico, EROS, além de
outros fatores (KASIMSETTY & MCKAY, 2016). Depois de ativados, esses
receptores aumentam a producdo das citocinas inflamatoérias IL-1, IL-6, IL-8, IL-12,
TNF-a, proteina inflamatoria de macréfago 2-alfa (MIP2) e ciclooxigenase 2, que
estdo envolvidos na inflamacé&o renal e devem contribuir para a lesado por isquemia e
reperfusdo por intermédio da ativacdo de NF-kB e MAPK que, por sua vez, ativam a
via das caspases, levando a apoptose celular (KASIMSETTY & MCKAY, 2016).
Outros tipos celulares importantes durante a fase de reperfusdo sdo as NK e as
células T reguladoras (Tregs) que, ap0s a ativacao, produzem IFN-y, TNF-qa, IL-4 e
IL-18. Apds a reperfusao renal, o numero de células NK aumenta e sua inativagcao
evita o recrutamento de neutrofilos e a leséo renal. As Tregs desempenham um
papel vital na supressao da inflamacéo mediada por células efetoras inatas, apos a
lesdo, quando o trafego de Tregs para o rim diminui, assim aumentando o nimero
de leucdcitos inflamatérios e piorando os danos renais (KASIMSETTY & MCKAY,
2016). Os linfocitos B também participam nas fases iniciais da lesdo renal,
aumentando a producdo de anticorpos nocivos, e quando ha uma diminuicdo de
linfécitos B aumenta a regeneracdo dos tubulos renais, melhorando a lesdo renal
(KASIMSETTY & MCKAY, 2016). Preconiza-se que a reparacao renal induzida pelas
CTMs depende primordialmente da proliferacdo de células epiteliais tubulares e da
diferenciacdo em células renais (ZUBKO & FRISHMAN, 2009; ZHU et al., 2013). A
melhora da creatinemia e no grau do infiltrado inflamatério em 7 dias, e a
restauracdo da uremia e estresse oxidativo em 96 h apds a inducéo, causada pelas
CTMs nos animais isquémicos, pode ter sido resultado de uma recuperagéo
funcional do rim por meio de efeitos anti-inflamatérios e anti-oxidativos, levando a
reducdo de infiltracdo de células inflamatérias e a apoptose de células renais
(ZUBKO & FRISHMAN, 2009; ZHU et al., 2013; ROSSELLI et al., 2016). Tais efeitos
podem ter sido ocasionados ndo somente pela proliferacdo de células epiteliais
tubulares e diferenciagdo em células renais, mas também ou tdo somente pela
liberacdo de citocinas anti-inflamatorias e fatores de crescimento pelas CTMs que
promoveram a reparagao renal, por meio da sua internalizacdo em células tubulares,

melhorando o fluxo sanguineo renal, diminuindo o estresse oxidativo, atenuando a
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inflamacé@o renal e a apoptose e permitindo a regeneracdo vascular, além de
proteger contra possiveis glomeruloesclerose, vasculopatia e fibrose por meio de
efeitos tréficos (ZUBKO & FRISHMAN, 2009; FRANQUESA et al., 2012; ZHU et al.,
2013; MOLINA et al., 2015). Sabe-e que as CTMs enddbgenas promovem a
reparacgéo do tecido renal por mecanismos paracrinos que estimulam a diferenciagéo
e proliferacdo, sendo que a interacdo da célula tubular epitelial e da matriz
extracelular é crucial para determinar a funcdo renal (LA MANNA et al., 2011,
DONIZETTI-OLIVEIRA et al., 2012). Entre esses mecanismos esta a diminuicdo de
citocinas pré-inflamatérias como IL-1a, IL-1B3, IL-6 e IFN-y, além do aumento de
fatores que tendem a diminuir a resposta inflamatéria, como MCP-1 e fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF). Por sua vez, esse efeito anti-inflamatério é
bem conhecido pela sua capacidade de reduzir a resposta imune celular e humoral
(LA MANNA et al., 2011). O tratamento com as CTMs também pode ter influenciado
a imunomodulacdo dos linfécitos T e de seus subtipos, por sua vez modulando a
resposta das citocinas proé-inflamatérias e da via das caspases, deixando os
linfécitos T quiescentes por meio de fatores sollveis e mediadores de contato
(MOLINA et al., 2015; NAJAR et al., 2016). Dentre as hip6teses dessa supressao
estdo a deplecao de triptofano por IDO induzido pelo IFN-y, e a supressdo da
fosforilacdo do transdutor de sinal e ativador de transcricdo 5 (STAT5) pelo NO
produzido pelas CTMs (MEISEL et al., 2004; SATO et al., 2007; MOLINA et al.,
2015; GAO et al., 2016). O IFN-y coordena as propriedades anti e pré-inflamatorias
das CTMs por meio de um ciclo, onde, em sua presenca, as CTMs expressam MHC
II, o que lhes permite apresentar antigenos, levando a ativacdo das células Tregs
(COULSON-THOMAS et al. 2016). As células Tregs ativadas expressam IFN-y, que
suprime a expressdo de MHC Il pelas CTMs dificultando o processo inflamatorio,
diminuindo o infiltrado inflamatério e a proliferacéo celular, como evidenciado aqui na
analise histoldgica, concluindo o ciclo (COULSON-THOMAS et al. 2016; ZUK &
BONVENTRE, 2016). Por outro lado, apesar da via de administracao i.v ser a mais
adequada para uma estratégia terapéutica com CTMs, ndo se pode descartar a
hipétese de que uma administracédo local pudesse até produzir melhores resultados

gue aqueles observados no presente estudo.
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5.3. As CTMs melhoram a funcé&o renal e o estresse oxidativo
na IRA hiperuricémica: possiveis implicacdes nas doencas
relacionadas com a hiperuricemia e no tratamento do

envenenamento crotalico

As sequelas da inducdo de IRA pelo vCdt nos animais sobreviventes, apos
48h da inducdo, s&o hipercreatinemia grave e leves hiperuricosuria e
hipercreatindria, além de estresse oxidativo. Apdés 96 h de inducdo da IRA, o
tratamento com CTMs restaura o estresso oxidativo, a creatinemia e a creatinudria
nos animais envenenados. As sequelas da inducdo de IRA pelo vCdt que
permanecem nos animais sobreviventes apos 7 dias da inducdo sdo leves
degeneragcdo e proliferacdo glomerulares e moderada degeneragao tubular. O
presente estudo corrobora a constatacdo de que o principal indutor de mortalidade
pelo vCdt € o elevado grau de hiperuricemia aguda (FREZZATTI & SILVEIRA,
2011), uma vez que a uricemia acaba por ser remitida nos animais sobreviventes ao
vCdt. E importante a procura de tratamentos para situaces clinicas onde ha
hiperuricemia aguda, como a do envenenamento crotélico, ja que o acido Urico pode
induzir inflamacao por ativacdo de células apresentadoras de antigenos, por sintese
de proteinas C reativa, MCP-1 ou IL-1B e por aumentar a atividade de células T
(KOCIC et al.,, 2014), além de causar danos no miocéardio, com subsequente
aumento de marcadores miocéardicos séricos, como 0s produtos da oxidacao
proteica e lipidica, aumento da ativacdo das enzimas atuantes no sistema
cardiovascular (TAMARIZ & HARE, 2015) e diminuicdo do potencial das células
tronco mesenquimais de medula. Em conjunto, estes efeitos podem potencializar o
dano no miocardio ao diminuir o recrutamento de células estaminais
hematopoiéticas da medula 6ssea, células que sdo necessarias para a regeneragao
dos cardiomiécitos (KOCIC et al.,, 2014). A patogénese da hipertensdo e danos
renais pode envolver um mecanismo independente da deposicédo de cristais, pela
ativacdo de Ang Il e supressao de oxido nitrico sintase (KOCIC et al., 2014). O &cido
arico também é capaz de induzir a mobilizacdo de células endoteliais progenitoras
nas primeiras horas de hiperuricemia aguda e essas células permanecem
detectaveis no sangue em até 1 semana com uma hiperuricemia persistente (KOCIC
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et al., 2014). Quando a hiperuricemia é grave, permanecendo por periodos longos, a
mobilizacdo das células endoteliais progenitora € suprimida (KOCIC et al., 2014).
Outra doenca que parece ter relacdo com hiperuricemia é a aterosclerose. A
dislipidemia é uma base para o inicio de aterosclerose, enquanto a acumulacédo de
lipidos dentro e fora das células, bem como a proliferacdo excessiva de células
musculares lisas vasculares (VSMCs) sdo importantes caracteristicas patoldgicas
dessa doenca (LIU et al., 2016). O acido urico pode interferir com o metabolismo
lipidico, estimulando a adipogénese e aumentando os niveis de lipidios, o que pode
favorecer o desenvolvimento da aterosclerose (LIU et al.,, 2016). A hiperuricemia
danifica as VSMCs, além de contribuir para o depésito de sais de célcio na camada
mediana da vasculatura, fibrose das células do musculo liso, degeneracédo hialina e
aparecimento de células de espuma (LIU et al., 2016). Foi demonstrado que o &cido
arico soluvel provoca a proliferacdo de VSMCs durante o estagio inicial da
aterosclerose, enquanto as células do musculo liso mediano sofrem proliferacéo
excessiva e migram para a intima, resultando em espessamento da intima e
estreitamento do limen. As VSMCs também sao fonte importante de citocinas e
desempenham um papel importante na manutencdo e amplificagdo da proliferacédo
inflamatdria (LIU et al., 2016). De qualquer forma, mesmo com a remissdo da
hiperuricemia, o tratamento com CTMs dos animais sobreviventes ao
envenenamento crotalico tem um potencial relevante, ao melhorar sequelas
histopatoldgicas apés 7 dias da inducdo, além de normalizar o estresse oxidativo, a
creatinemia e a creatiniria em 96 h. Por outro lado, a hiperuricemia no grupo
controle tratado com CTMs pode ter ocorrido pela influéncia dessas células sobre a
migracdo de células T e células B, causando alteragcdes no metabolismo de purinas
(KATO et al., 2000), além da imunomodulagcédo envolvendo ativacdo de receptores
Toll-like (TLRs) e de proteinas quinases ativadas por mitdgenos (MAPKS),
principalmente a p38, que é preponderante para a ativacdo de xantina oxidase,
conversora de xantina em &cido Urico, e € ativada em resposta a estimulacdo pro-
inflamatoria com ligantes de membrana associados com TLRs 2 e 4, TLRs
endossomais 7 e 8 e de fatores de crescimento de células-tronco (ABOOALI et al.,
2014). O acido durico tem sido associado como um dos mobilizadores no
recrutamento de células estaminais e células endoteliais progenitoras circulantes

gue possuem o potencial de alterar o fenotipo para promover o reparo vascular e,
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também, podem estimular a neovascularizacdo e a substituicAo endotelial,
contribuindo para a cicatrizacdo dos tecidos lesados por meio de uma série de
fatores, tais como trombina, histamina, leucotrienos, angiopoietina-2, IL-8, anion
superoxido, VEGF, esfingosina-1-fosfato, ceramida, purinas, serotonina,
vasopressina e epinefrina, além de produzir o recrutamento por meio da a¢do no
receptor TLR-4 (KUO et al., 2008; CHADE et al., 2010). As CTMs também podem ter
migrado até o rim, ja que essas células migram preferencialmente para areas
lesadas com focos de hipoxia, apoptose ou inflamacdo (STRIOGA et al., 2012),
assim melhorando os processos de filtracdo glomerular e reabsorcédo tubular e
reequilibrando os parametros alterados, visto que todos 0s processos citados podem
estar envolvidos na recuperacdo das alteracGes de creatinina e ureia no plasma e
urina de animais induzidos nos modelos de IRA aqui estudados, além da melhora do
estresse oxidativo e do grau de degeneracéo tubular causado pelo envenenamento.
Essa migracdo também pode ter corrido pelo aumento dos niveis circulantes de
angiopoietina-2, que induz a mobilizacdo de células-tronco hematopoiéticas e
células endoteliais progenitoras, acao esta que tem sido associada a inducéo do pré-
condicionamento farmacol6gico em doencas cardiovasculares e renais (KUO et al.,
2008). As células endoteliais progenitoras aumentam a proliferacdo celular no cortex
renal (CHADE et al., 2010), o que pode explicar o aumento da proliferacdo celular no
glomérulo observado na andlise histopatolégica em ambas as inducbes aqui
estudadas. A migracdo das CTMs ¢é definida como “leucécitos-simile”, pois usa o
mesmo mecanismo de passagem entre as células do tecido para atingirem o alvo.
Isso pode acontecer de dois modos: ativamente, quando as CTMs se achatariam
rapidamente e rolariam pelo endotélio, e passivamente, com 0s capilares se
estreitando, fazendo com que as CTMs fiquem presas por interacdes fisicas e por
terem um tamanho celular grande (ZHAO & ZHANG 2016). Recentemente, foi
observado que nessa migracdo ha o envolvimento do acido lisofosforico (LPA), um
fosfolipidio bioativo produzido pela ativacdo de plaquetas, células mesoteliais,
fibroblastos e adipdécitos, que se liga no receptor LPA-1, via proteina G, aumentando
a migracao das CTMs (ZHAO & ZHANG 2016). As proteinas quinases ativadas por
mitégenos (MAPK), c-Jun N-terminal quinase (JNK), MAPK p38 e as quinases
reguladas por sinal extracelular Y2 (Erk1/2) possuem um importante papel na

migracdo de ceélulas-tronco (ZHAO & ZHANG 2016). A Erk1l/2 pode regular a
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mobilizagdo das CTMs pela mediacdo do eixo SDF-1/CXCR4 (fator 1 derivado da
célula estromal / receptor de quimiocina CXC tipo 4) e eixo CXCL11/CXCR3
(quimiocina CXC induzida por interferon gama / receptor de quimiocina CXC tipo 3),
podendo ser anulada pela MAPK (ZHAO & ZHANG 2016). A fosfatidilinositol - 3 -
quinase (PI3K) / Akt est4 envolvida na migracdo das CTMs de medula éssea.
Apesar de nédo existirem evidéncias de sua influéncia na migracdo das CTMs de
tecido adiposo, sabe-se que a PI3K / Akt possui bastante influencia na proliferacéo
celular e supressao da apoptose (ZHAO & ZHANG 2016). A familia de genes
homélogos a Ras, membro A (RohA) é um regulador da migracdo de Vvarios tipos
celulares. A LPA induz a ativagao de RohA e o tratamento das CTMs com o inibidor
de RohA quinase diminui sua migracdo (ZHAO & ZHANG 2016). O fator de
crescimento derivado de plaquetas-BB (PDGF-BB) aumenta a migracdo de CTMs,
sendo suprimido pelos anticorpos neutralizantes do receptor de fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGFR-B) (ZHAO & ZHANG 2016).
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6. CONCLUSOES

Os dados obtidos mostram o sucesso na inducdo de IRA pelos métodos
utilizados, quais sejam isquemia bilateral e vCdt. Apesar da hipercreatinemia e da
hiperuremia aguda do grupo isquémico bilateral serem maiores que as do vCdt,
aparentemente sugerindo uma IRA mais grave, a mortalidade é maior e mais
precoce no grupo vCdt. Esses dados esclarecem que a creatinina e ureia no plasma
nao sdo o0s unicos parametros que devem ser analisados no caso da IRA causada
pelo vCdt, mostrando que além do vCdt propiciar um novo modelo de inducdo de
IRA hiperuricémica, essa hiperuricemia é fator crucial e de maior severidade no caso
desse envenenamento. Sobretudo, conclui-se que as CTMs, por meio de fatores
indiretos, ou em decorréncia de sua migracdo para os locais de lesdo renal, sédo
capazes de restaurar a creatinemia, a creatindria, o estresse oxidativo no cortex e
medula renal e melhorar o grau de degeneracdo e necrose glomerular e tubular nos
animais envenenados, assim como melhorar a creatinemia, restaurar a uremia e o
estresse oxidativo no cértex e medula renal, além de melhorar o grau de infiltracdo
inflamatoria nos animais isquémicos. Essa eficiéncia terapéutica potencial das CTMs
em importantes sequelas da IRA nos sobreviventes dos efeitos agudos do
envenenamento crotalico oferece nova perspectiva para a abordagem clinica das
IRAs hiperuricémicas. A caracterizacdo dos mecanismos de acédo indireta e direta
das CTMs sobre a IRA hiperuricémica e o efeito da administracdo precoce das
CTMs sobre a letalidade das IRAs em geral merecem ser abordados em futuros
estudos.
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