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A nefrotoxicidade por ciclosporina caracteriza-se, do ponto de vista histologico,
por fibrose intersticial em faixa, atrofia tubular e hialinose de arteriolas aferentes
glomerulares, ou seja, um quadro compativel com doenca renal isquémica.
Esta isquemia provocada pela ciclosporina leva a reducdo da taxa de filtracao
glomerular, com consequente elevagdo dos niveis séricos de acido urico.
Além disto, a ciclosporina altera o transporte tubular de urato, favorecendo o

desenvolvimento de hiperuricemia.

No modelo experimental de nefropatia pela ciclosporina, a elevacao dos niveis de
acido urico apresenta associacdo com lesdo tubulo intersticial mais severa,
além de maior frequéncia de hialinose de arteriola aferente. Em estudos anteriores
demonstramos que a hiperuricemia agrava a nefrotoxicidade pela ciclosporina e
também que, a administracdo concomitante de agentes hipouricemiantes previne
a lesao renal pela CsA. Assim, consideramos a hip6tese de que, em um modelo
experimental de nefropatia crbénica pela ciclosporina, instalada, a normalizagao
dos niveis de &cido urico com alopurinol ou benzbromarona poderia reverter a

lesao renal estabelecida.

Nefropatia pela ciclosporina foi induzida em ratos Sprague Dawley com injecdes
subcutaneas diarias de ciclosporina, em associacdo com dieta hipossddica,
por 5 semanas. Ao final deste periodo, grupos experimentais foram divididos com
interrupgao da ciclosporina, tratamento com CsA isolada ou em associagdo com
alopurinol ou benzbromarona por um periodo adicional de 4 semanas. Ao final de
9 semanas de estudo, foram realizadas avalia¢des funcionais e histolégicas.

Neste modelo, a co-administragdo de alopurinol ou benzbromarona cursou com
reducdo dos niveis de &cido Urico e minimizou o quadro de nefrotoxicidade
estabelecida por ciclosporina, através da reducdo de hialinose arteriolar,
glomeruloesclerose e fibrose intersticial, além da melhora da funcéo renal,
do estresse oxidativo e da apoptose, porém sem efeito anti inflamatério,
avaliado pelo infiltrado de macréfagos e pela expressdao de osteopontina.
Os resultados mais significativos no grupo tratado com alopurinol sugerem que,
além do efeito hipouricemiante, o alopurinol pode também apresentar um
mecanismo antioxidante, conforme demonstrado pela reducdo da peroxidacao
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lipidica e da geracdo de radicais livres, resultando em menor intensidade de
apoptose de células tubulares renais. Assim, a redugédo dos niveis de &cido urico
neste modelo atuou como protetor na progressao da lesdo de microvasculatura e

na reducao da area de fibrose intersticial, mas nao da lesao inflamatoéria.

No modelo de nefropatia pela ciclosporina, assim como no de hiperuricemia,
ocorre elevacao da atividade de renina, sugerindo a participacdo do sistema
renina angiotensina aldosterona na fibrose renal. Para determinar este efeito,
um segundo estudo utilizou a associagdo de um inibidor de enzima conversora da
angiotensina (enalapril), um bloqueador de receptor AT1 de angiotensina
(losartan) ou um inibidor competitivo da aldosterona (espironolactona) ao
tratamento com ciclosporina, apdés a instalacdo da lesdo. Os animais
experimentais receberam ciclosporina por 5 semanas, e ap6s a instalacdo da
nefropatia, foram divididos em um dos grupos experimentais e acompanhados por
um periodo adicional de 4 semanas.

A utilizagdo de moduladores do SRAA também cursou com melhora funcional e
histolégica da nefropatia pela ciclosporina, sem alteracdo dos marcadores de
inflamacao intersticial. A melhora da vasculopatia pode ser atribuida a reducao do
remodelamento vascular com estas drogas, porém com efeito limitado sobre a

geracao de radicais livres de oxigénio e apoptose de células tubulares.

Em resumo, os resultados do presente estudo indicam que em modelo
experimental de nefrotoxicidade por CsA, o uso de hipouricemiantes ou de
modeladores do sistema-renina-angiotensina-aldosterona apresentaram um
importante efeito renoprotetor, comparavel, do ponto de vista funcional,

a interrupgéo do tratamento com ciclosporina.

As duas abordagens terapéuticas foram eficientes na limitacdo da progressao da
nefropatia, com reversao parcial da fibrose intersticial, provavelmente mediada por
melhora de oxigenacdo tecidual secundaria a reducdo da vasculopatia e do
remodelamento vascular. A manutencdo do estimulo tdéxico da ciclosporina,
com manutencdo da inflamacdo, da geracdo de radicais livres de O, e da
apoptose de células tubulares, entretanto, ndo foi completamente neutralizado
pela intervencéo farmacolégica.
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Chronic allograft nephropathy is characterized by stripped tubular atrophy and
interstitial fibrosis, in presence of arteriolar hyalinosis, resembling an ischemic
pattern of chronic kidney disease. Chronic ischemia is associated with reduced
glomerular filtration rate, and increase in serum uric acid levels. Cyclosporine per
se also has a direct effect on tubular urate handling that facilitates the development

of hyperuricemia.

Hyperuricemia exacerbates chronic cyclosporine nephropathy, with a more severe
tubulointerstitial fibrosis and atrophy, as well as worsening of arteriolar hyalinosis.
In a previous study we have shown that concomitant treatment with uric acid
lowering agents limits the development of experimental CsA nephropathy.
The hypothesis of the present study was that treatment with uric acid lowering
agents, after the development of CsA nephropathy could reverse or reduce the

severity of tubulointerstitial disease.

Male Sprague Dawley rats received daily SC injections of cyclosporine in presence
of low salt diet, during 5 weeks. At the end of this period, experimental groups were
assigned for CsA withdrawal, maintenance of daily CsA alone or associated with
allopurinol or benzbromarone in drinking water for an additional period of 4 weeks.
At the end of 9 weeks of study, rats were sacrificed for functional and
morphological analysis of kidneys.

In this model, concomitant treatment with allopurinol or benzbromaroes was
associated with reduction of serum uric acid levels, improvement in renal function
and renal disease, characterized by lower arteriolar hyalinosis index,
less glomerulosclerosis and significant reduction in interstitial fibrosis area.
Other findings included reduction in oxidative stress markers and apoptotic cells,
despite of maintenance of inflammatory status, quantified by macrophage
infiltration and osteopontin expression. Allopurinol treatment was associated with
more significant changes, with reduction of free radical generation, and lower
grade of apoptotic cells in renal cortex, suggesting a participation of antioxidant

effects in association with uric acid reduction. Taken together, these datsa

Abstract
Xix



suggests that reduction of serum uric acid in the stablished model of CsA
nephropathy has a protective effect in microvascular lesions and progression of
interstitial disease, despite the maintenance of interstitial inflammation.

In cyclosporine nephropathy, as well as in the experimental hyperuricemia model,
renal disease is associated with increased renin activity, suggesting the
participation of renin angiotensin aldosterone system (RAS) in the mechanism of
disease. In order to analyze the effect of RAS in CsA nephropathy model,
a second study tested the treatment with angiotensin converting enzyme inhibitor
(enalapril), a angiotensin Il AT1 receptor blocker (losartan) or an aldosterone
inhibitor (espironolactone) in association with cyclosporine after the development of
chronic nephropathy. Experimental animals were treated with cyclosporine and low
salt diet for 5 weeks, and then assigned for one treatment group, including
cyclosporine withdrawal, cyclosporine alone, CsA and enalapril, CsA and losartan
or CsA and espironolactone for an additional period of 4 weeks.

RAS blockade in the established model of CsA nephropathy was associated with
improvement in renal function and interstitial fibrosis, despite the maintenance of
interstitial inflammation. The most striking finding was the improvement of arteriolar
hyalinosis and glomerulosclerosis, suggesting that the most important effect was
protecting against vascular remodeling. The improvement in vasculopathy was
associated with reduction in tissue hypoxia, with a partial reduction in oxidative

stress and tubular cell apoptosis.

Both therapeutic interventions proved to be efficient in limiting progression of renal
disease, with a partial reversion of interstitial fibrosis. The main mechanism is
associated with improvement in renal tissue O2 delivery, as a consequence of
recovery of arteriolar hyalinosis and control of vascular remodeling.
However, maintenance of CsA therapy was associated with a persistent toxic
effect, with maintained interstitial inflammation, free radical generation and tubular

cell apoptosis that was not neutralized by intervention.

Abstract
XX



In summary, this study suggests that in the experimental model of CsA
nephropathy, concomitant treatment with uric acid lowering agents or RAS
blockade have a renoprotective effect. This protection is comparable to CsA
discontinuation, and can be an alternative for management of clinical CsA

nephropathy, without the risks of reduction of immunossupression.
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1.1- Nefrotoxicidade por ciclosporina

A ciclosporina A (CsA) é um peptideo fungico, hidrofébico, solivel em
lipideos e em outros solventes orgéanicos, caracteristica responsavel por seu
grande volume de distribuicdo e concentragdes teciduais elevadas. Essa droga
tem potente atividade imunossupressora, considerada singular por seus efeitos
seletivos sobre linfécitos. Seu uso clinico revolucionou o transplante de 6rgaos
sélidos, reduzindo significativamente a morbidade e a incidéncia de rejeicao aguda
[De Mattos et al, 1996]. Por seu efeito imunossupressor, tem sido utilizada
também em outras doengas com componente imunoldgico, como

glomerulonefrites, artrite, uveites e lesdes dermatolédgicas [De Mattos et al, 1996].

A ciclosporina é classificada como um inibidor da calcineurina,
e sua acao é mediada através da formagcao de um complexo com as ciclofilinas
(proteinas citoplasmaticas), inibindo a atividade da proteina fosfatase 2B,
a calcineurina. Este complexo CsA-Ciclofilinas inibe a desfosforilacdo e a
transferéncia, para o nucleo celular, do fator nuclear de ativagdo de células T
(NFAT-1), uma proteina regulatéria importante, que promove a transcricdo e a
producédo de interleucina-2 (IL-2) e de outras citocinas envolvidas no crescimento
e proliferacdo de linfécitos T e B [Bobadilla et al, 2007; Li et al, 2004].

A CsA é metabolizada no figado através do complexo enzimatico do
citocromo P450 (CYP). Como muitas outras drogas também sdo metabolizadas
por esse sistema, a interacdo de outros farmacos com a CsA pode aumentar o
risco de rejeicdo (baixa imunossupressado), infecgdo (alta imunossupresséo) e
toxicidade. A maioria dos metabdlitos é eliminada por via biliar, sendo a eliminacao
renal secundaria [Li et al, 2004].

Esta droga apresenta inUmeros efeitos colaterais, entre os quais se
destacam a toxicidade (renal, hepatica e neuroldgica), a hipertensédo arterial
sistémica, a dislipidemia e a hiperuricemia, além de fendmenos estéticos, como

hipertricose e hiperplasia gengival [Bennet et al, 1996 a, b; Wissmann et al, 1996].
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A nefrotoxicidade da ciclosporina caracteriza-se, do ponto de vista
histologico, por fibrose intersticial em faixa, atrofia tubular e hialinose de arteriolas
aferentes glomerulares, ou seja, um quadro histolégico compativel com doenca
isquémica renal, por comprometimento de microvasculatura [Myers et al, 1991].
Sua etiopatogenia parece estar relacionada tanto a isquemia mantida por
vasoconstricdo pré-glomerular, como pela ativagdo direta de fatores
pro-fibrogénicos no tecido renal [Shehata et al, 1995; Shihab et al, 1999;
Shihab et al, 2000]. A isquemia crénica causada pelo uso de CsA também esta
associada ao surgimento de espécies reativas de oxigénio (ROS) e de
peroxidacao lipidica. Esta hipbtese esta baseada no fato de agentes antioxidantes
atenuarem significativamente a nefropatia crénica pela ciclosporina [Li et al, 2004,
Yoon et al, 2009].

A lesdo vascular associada com a CsA manifesta-se principalmente em
arteriola aferente glomerular. Na fase aguda, a lesdo € dependente de
vasoconstricdo arteriolar, especialmente pré glomerular, levando a reducédo do
fluxo sanguineo renal e da taxa de filiragdo glomerular. Esta lesdao seria
secundaria a disfuncdo da célula endotelial, com aumento na liberacdo de
vasoconstrictores como a endotelina-1 e o tromboxano e, producdo reduzida de
vasodilatadores como as prostaglandinas e 6xido nitrico [Bennett WM, 1996a;
Burdmann et al, 2003].

Além da lesé@o vascular direta, outros mediadores, como o aumento do
tbnus simpatico renal, a endotelina-1, a angiotensina Il e, a redugdo na producao
de Oxido nitrico e alteracbes na cascata de prostaglandinas-tromboxanoA;
[Burdmann et al, 1994a; Bennett et al, 1996a; Elzinga et al, 2000; Darlametsos
et al, 2001; Vitko e Viklicky, 2004] estao alterados neste modelo.

Com a exposicao prolongada a ciclosporina, cria-se um ambiente com
disfuncao endotelial crénica, com ativacdo do sistema renina-angiotensina-
aldosterona (SRAA) e estimulo a proliferacao celular, desencadeando uma reagao

inflamat6éria com aumento na expressdao de mediadores pro-inflamatorios,
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incluindo o fator de crescimento transformador beta-1 (TFG-B1), a protea
quimiotatica de mondcitos-1 (MCP-1) e, a osteopontina (OPN). Estes fatores
pré inflamatério facilitam a infiltracado de mondécitos e macréfagos no tecido renal e
um desequilibrio entre a sintese e a degradacdo dos elementos da matriz
extracelular, com consequente modificacdo na arquitetura tecidual renal [Remuzzi
et al, 1995; Mihatsch et al, 1988; Amuchastegui et al, 1998; Young et al, 1995;
Pichler et al, 1995].

As alteracbes vasculares provocadas pela CsA e a consequente
rarefacao dos capilares peritubulares leva a uma redugao do aporte de oxigénio e
nutrientes aos tubulos e células intersticiais, com consequente glomeruloesclerose
e fibrose intersticial [Burdmann et al, 1994b; Burdmann et al, 1995; Gardiner et al,
2004].

A lesao tubulo-intersticial é o marcador predominante da
nefrotoxicidade por CsA, e resulta, em parte, do processo de morte celular por
apoptose desencadeado pela droga. A CsA induz apoptose de linfécitos T e de
células renais, levando a alteracao estrutural do tecido renal. Thomas et al, (1998)
foi o primeiro a descrever a associacdo entre apoptose e fibrose intersticial no
modelo de nefropatia crénica por CsA. A apoptose induzida pela CsA esta
associada as proteinas Bcl-2, Fas e Fas-ligante, p53 e caspases, além do
envolvimento da Ang Il, NO, TGF-B1 e fator de crescimento epidermal (EGF)
[Yang et al, 2001; Yoon et al, 2009].

A apoptose é bem evidente em células tubulares e intersticiais de
bidpsias de transplantados com nefrotoxicidade por CsA, também sendo
observada em modelos animais e em cultura de células tubulares. A hipdxia
tecidual ou isquemia renal, resultado da vasoconstricado causada pela CsA produz
espécies reativas de oxigénio que promovem leséo celular e morte por apoptose,
resultando em atrofia tubular, inflamacéo e infiltrado de macré6fagos [Park et al,
2010]. A apoptose induzida por CsA € primariamente desencadeada através da

via mitocondrial, por geracao de radicais livres, reducado da expressao de Bcl-2,
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aumento da expressdo de Bax-2 e translocagdo deste para o interior da
mitocOndria, contribuindo para a inducdo da apoptose [Servais et al, 2008;
Moe et al, 2006; Leist et al, 2001; Wilson, 1998; Will, 1986].

Os radicais livres apresentam papel importante em diversos
mecanismos bioldgicos, incluindo apoptose, sinalizacdo celular, controle da
pressao arterial, divisdo celular e transcricdo de genes de proteinas.
Assim, o desequilibro deste sistema promove a oxidagcdo de macromoléculas,
inativacdo enzimatica, mutacado genética e disfuncao mitocondrial, resultando no
desenvolvimento de doencas crbnicas, inflamacdo, degeneracdao e

envelhecimento [Rezzani, 2006; Araujo et al, 2006].

Os mecanismos moleculares da nefrotoxicidade por CsA nao estao
completamente elucidados, mas alguns autores sugerem que, a participacao dos
radicais livres é fundamental para a instalacdo do quadro de nefropatia crénica.
Em varios modelos experimentais, foi observado um aumento significativo dos
niveis de radicais livres em presenca de ciclosporina (modelo murino) e também
inducdo de peroxidacdo lipidica em cultura de células [Galletti et al, 2005].
Os possiveis mecanismos envolvidos incluem o aumento da atividade do
citocromo P-450 nos rins, o desequilibrio entre vasoconstricdo e vasodilatagéo,
resultando em hipdxia e reoxigenacao tubular; o aumento da formacéao renal de
tromboxano A, e a inducdo da producao de 6xido nitrico. O uso prolongado de
ciclosporina também modifica a expressao e a atividade de varias enzimas nos
rins, como a ciclooxigenase, superoxido dismutase, catalase e glutationa
peroxidade [Caspasso et al, 2008; Galletti et al, 2005; Cid et al, 2003].

Assim, varios mecanismos estao envolvidos no desenvolvimento da
lesdo estrutural na nefrotoxicidade por CsA, incluindo (a) a ativacdo do sistema-
renina-angiotensina-aldosterona, através dos receptores AT1 (vasocontri¢cdo),
com promocao de processo fibrotico e liberacdo de aldosterona; (b) a hipdxia
renal, resultado da vasoconstricdo induzida pela CsA, com producao de espécies

reativas de oxigénio causando lesdo e morte celular por apoptose, (¢) o aumento
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de TGF-B1 e de promotores de fibrose renal associado diminuicdo de fatores

que degradam a matriz extracelular [Figura 1].

l Ciclosporina l

Disfuncgéao - + Proliferacao
w| < Lveer | —— | T ¢

Endotelial Celular

i Vasoconstricgdo |  + + 1 Macretagos/ Mcp-1

Arteriolar TCéIuIas musculares lisas
g l Oxido Nitrico Tfibrob|ast°s ;

TCitocinas

Proé-fibroticas

Figura 1- Mecanismos fisiopatoldégicos da nefrotoxicidade pela ciclosporina.
SRAA-sistema renina-angiotensina-aldosterona; TGF-B1-fator de
crescimento transformador beta-1; PAIl-1-inibidor do ativador do
plasmogénio-1; MCP-1-proteina quimiotatica de mondcitos-1;

VEGF-fator de crescimento do endotélio vascular.
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1.2-Modelo experimental de nefrotoxicidade cronica pela ciclosporina

O modelo experimental de nefrotoxicidade crénica pela ciclosporina é
induzido, em ratos, através da administracdo diaria de doses elevadas de
ciclosporina, por via subcutdnea, em presenca de dieta restrita em sddio
[Elzinga et al, 1993]. A dieta hipossodica real¢a a nefrotoxicidade crénica causada
pela CsA, uma vez que, doses similares da droga, em presenca de dieta normal
em sodio, ndo produzem o mesmo grau de lesdo funcional e anatébmica.
[Bennett et al, 19964].

Quando se associa a dieta restrita em sodio a administragao crénica de
CsA, em roedores, ocorre uma exacerbacdo da vasoconstricdo da arteriola
aferente [Rossi et al, 1989], com consequente reducdo da taxa de filtracdo
glomerular, e elevacao dos niveis de acido urico [Watanabe et al, 2002], cuja acao
como mediador de disfuncdo endotelial e inflamacao favorece o agravamento da
lesdo vascular renal. A restricdio de sal na dieta também ativa o SRAA,
favorecendo o remodelamento vascular, com agravamento da arteriolopatia
[Mason et al, 1991]. Além desta acdo, a ativacdo do SRAA também facilita o
processo inflamatério e a diminuicdo da expressdo da Oxido nitrico sintetase,
com desequilibrio entre fatores vasoconstritores e vasodilatadores renais
[Kanellis et al, 2005].

Assim, consideramos como vias passiveis de modulagcdo para o
controle da nefropatia cronica pela ciclosporina a via do acido urico, com utilizacao
de agentes hipouricemiantes e o0 sistema renina angiotensina aldosterona,

com a utilizagdo de diferentes agentes moduladores.

1.3- Ciclosporina e acido urico

O acido urico (2, 6, 8-triildroxipurina) € um metabdlito da degradacgao
das purinas. Na maioria dos mamiferos, o0 metabolismo do acido Urico continua até

a alantoina, por meio da atividade enzimatica da urato oxidase (uricase).
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Nos humanos e nos grandes macacos, devido a uma muta¢ao no gene da uricase,
0 acido urico é o produto final do metabolismo das purinas. Alguns autores
consideram esta mutacdo uma vantagem evolutiva, pois o acido urico, pela sua
propriedade de radical livre, exerce efeito protetor celular. Entretanto, o acumulo
de acido urico pode provocar a gota e suas complicagdes [Johnson et al, 2005].

As purinas sdo degradadas via xantina oxidase, numa reacao
irreversivel, formando acido urico e anions superdxidos. Nos rins, 0 &cido urico €
filtrado, podendo ser reabsorvido ou eliminado pelo tubulo proximal, através da
acao de transportadores de urato (URAT1). As concentracdes sangliineas de
acido drico sao controladas pelo balanco entre producdo e excregao.
Sua producgao pode estar relacionada com defeitos enzimaticos, estresse oxidativo
e, em humanos, na ingestdo de purinas e de bebidas alcodlicas. No entanto,
na maioria dos casos, a hiperuricemia se manifesta como resultado de excrecéao
renal deficiente, relacionada com os URAT1. [Alderman et al, 2004; Dawson et al,
2006].

A hiperuricemia € um efeito adverso conhecido da terapéutica com CsA,
e pode ocorrer por dois mecanismos: como consequéncia da reducéo da taxa de
filtracdo glomerular induzida pela lesao isquémica da droga [Zurcher et al, 1996],
mas também por acéo direta da ciclosporina sobre o transporte tubular de acido

arico, com diminuicao da fracao de excrecao de urato [Marcén et al, 1996].

Em modelos experimentais em roedores, com bloqueio da uricase
hepatica com acido oxdnico, a hiperuricemia aumenta a expressao de renina no
aparelho justaglomerular, e reduz a expressdao da Oxido nitrico sintetase-1
(NOS-1) na méacula densa. Este desequilibrio entre o sistema-renina-angiotensina-
aldosterona e o NOS-1 resulta no aumento da resisténcia vascular renal e
aumento da reabsorcao tubular proximal de sédio, facilitando o desenvolvimento
de hipertensdo arterial e de isquemia tubulo-intersticial [Mazzali et al, 2002a],
e de arteriolopatia pré glomerular, independente dos niveis de pressao arterial
[Mazzali et al, 2002a], além de desenvolvimento, em longo prazo,

de glomeruloesclerose [Nakagawa et al, 2003].
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A manutencdo de niveis elevados de acido urico estd envolvida no
desenvolvimento de remodelamento vascular, com proliferacdo de células
musculares lisas vasculares (VSMC), mediada pelo SRAA [Corry et al, 2008;
Mazzali et al, 2001a; Mazzali et al, 2002b], e também como conseqiiéncia da
disfuncao endotelial, induzida pelo acido urico via bloqueio de producédo de NO e
mediada por espécies reativas de oxigénio (ROS). As ROS podem ser geradas
por uma varios mecanismos, incluindo a reagdo da xantina oxidase com a xantina,
que leva a geracdo de anion superoxido e acido urico [Culleton et al, 2001;
Khosla et al, 2005] [Figura 2].

Além do efeito sobre o remodelamento vascular, o acido Urico ativa uma
série de fatores pro-inflamatérios, como proteina C reativa, MCP-1
[Sanchez-Lozada et al, 2005], fatores proliferativos de células musculares lisas
vasculares (VSMC), PDGF [Watanabe et al, 2002; Kim et al, 2000], cascata de
MAPkinase, e também aumenta da expressdo de COX-2 (cicloxigenase-2),
relacionada com o processo proliferativo endotelial e com a regulagdo da
expressdao de renina no modelo de nefropatia crénica [Kang et al, 2002;
Sanchez-Lozada et al, 2006; Feig et al, 2009].

A hiperuricemia pode ser controlada com dois grupos de drogas:
o bloqueador da sintese de &cido urico via xantina oxidase, como o alopurinol,
ou 0s uricosuricos, como a benzbromarona e o losartan, que modulam os
transportadores URAT1 nos rins, impedindo a reabsorcido de &cido Urico
[Csiky et al, 2008; Hamada et al, 2008; Li et al, 2008; Dawson et al, 2006;
Lee et al, 2006; lwanaga et al, 2007; Daskalopoulou et al, 2005; Reyes, 2003;
Sica et al, 2002; Kamper et al, 2001; Yamamoto et al, 2000].

Estudos in vitro demonstraram que o losartan reduz a proliferacado de
VSMC e o quadro inflamatorio, em cultura de células, ao inibir a captacao de 4cido
arico via transportador de urato (URAT1) [Hatch et al, 1996; Hamada et al, 2008].
Nos modelos experimentais, tanto de hiperuricemia pura [Mazzali et al, 2001b]

como na nefropatia crénica, com ablagdo renal a 5/6 [Kang et al, 2002],
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o tratamento com agentes hipouricemiantes, alopurinol ou benzbromarona
protegeu a progressdo da lesao renal. No modelo de nefropatia crénica pela
ciclosporina, o bloqueio da uricase enddégena, com agravamento da hiperuricemia,
foi associado com fibrose intersticial e atrofia tubular mais severas, além de maior
intensidade de hialinose de arteriola aferente glomerular [Mazzali et al, 2001b].
Neste modelo, a intervencdo farmacolégica com alopurinol promoveu protecao
funcional, comparavel a obtida com a utilizacdo de precursores de NO,
como a L-arginina [Assis et al, 1997].

Em estudo anterior, Mazali et al demonstraram que a co-administracao
dos agentes hipouricemiantes alopurinol ou benzbromarona, a ciclosporina,
desde o inicio do periodo experimental limitou o desenvolvimento de nefropatia
pela ciclosporina, com reducdo da inflamacéao intersticial, da arteriolopatia e da
proliferacao celular, com melhor fungéo renal final, medida pela creatinina sérica

[Mazali et al, in press].
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Figura 2- Metabolismo do acido urico e potenciais intervencdes para reducao do

risco cardiovascular.

1.4- Sistema renina-angiotensina-aldosterona e ciclosporina

O sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) € conhecido pelas
acdes sistémicas da angiotensina Il (Angll), um octapeptideo com potente
propriedade vasoconstritora. A clivagem sequencial se processa a partir do
angiotensinogénio, uma glicoproteina secretada principalmente pelo figado,
que sofre acao da renina, uma enzima pertencente a familia das aspartilproteases,
produzida pelas células justaglomerulares renais. O decapeptideo liberado,
a angiotensina |, é catalisada pela enzima conversora da angiotensina (ECA),
uma metaloprotease produzida pelas células endoteliais principalmente do
pulm&o, liberando a Angll. A angiotensina-Il, ao ligar-se a receptores do tipo AT1,
desencadeia uma série de eventos, incluindo vasoconstricdo, liberacdo de

aldosterona, reabsor¢do de sodio no tubulo renal proximal, aumento na atividade
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do sistema nervoso simpatico e estimulo a mitogénese. No rim, a Angll provoca
constricao da arteriola eferente glomerular, com aumento da presséo hidraulica do
capilar glomerular e da fracdo de filtracdo, além de reducao do coeficiente de
ultrafiltracao (Kf) por meio da contracdo da célula mesangial. As ac¢des tubulares
diretas e indiretas levam a reabsorcao e retencao de sédio, além de secrecao de
potassio e hidrogénio. A Angll desempenha ainda outras fungdes como indugéo
de hiperplasia e/ou hipertrofia via receptores AT1, que podem estar presentes em
diversas células de diferentes érgaos. A Ang Il também pode ser gerada
localmente no rim, a partir de células mesangiais, atuando no controle da
hemodinamica intrarenal, no processo de filtracdo glomerular, e na proliferacéo e
hipertrofia de células glomerulares, mediando fendmenos que evoluem para a
esclerose glomerular [Mason et al, 1991; Hillebrand et al, 2002; Patzak et al,
2007].

A identificacdo de outros componentes do SRAA no tecido renal,
como angiotensina-l, Ang Il, Ang- (1-7) e Ang-(1-9), em niveis mais elevados que
0s circulantes sugerem um possivel participacdo local de outras angiotensinas,
sobretudo a Ang-(1-7), nas acodes renais do SRRA [Dzu et al, 1998b].
Até recentemente, a maior parte das agdes renais da Ang-ll era atribuida
exclusivamente a ativacao de receptores ATy acoplados a diferentes vias de
transducao de sinais, incluindo a ativacdo de fosfolipases C e Az a inibicdo da
adenilatociclase, a abertura de canais de calcio e a ativagao de tirosina quinases.
Estudos de imunohistoquimica demonstraram a presenca de receptores AT na
superficie luminal das células tubulares proximais e distais, no musculo liso das
arteriolas aferente e eferente e nas células mesangiais do glomérulo [Navar et al,
1999]. Apesar da evidente relevancia fisioldgica dos receptores AT+, recentemente
foram detectados efeitos renais da Ang-ll mediados por receptores AT,
incluindo vasodilatacdo e natriurese, além de inibicdo de proliferacdo e
diferenciacao celular. Estes efeitos do receptor AT, ocorrem por vias autocrinas,
envolvendo a liberagdo de bradicinina, 6xido nitrico e GMP ciclico, exercendo
dessa forma um papel contra-requlador sobre os efeitos pressores e
antinatriuréticos mediados via AT+ [Carey et al, 2000].
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A angiotensina-Il exerce papel significativo na iniciagao e progresséo de
lesbes inflamatdrias, como a arteriosclerose. No modelo experimental classico de
nefrotoxicidade pela ciclosporina, a dieta restrita em sodio exacerba a
vasoconstricdo da arteriola aferente glomerular, que é um dos mecanismos de
toxicidade dos inibidores de calcineurina [Rossi et al, 1989]. A angiotensina Il ativa
células mesangiais tubulares e fibroblastos intersticiais, aumentando a expressao
e a sintese de proteinas da matriz extracelular, permitindo a conversdo de TGF-$
latente para ativo, promovendo apoptose celular, tanto por mecanismos
isquémicos como por nao isquémicos [Thomas et al, 1998; Shihab et al, 2000].
Com o uso crénico de CsA os niveis celulares de pré-renina estdo aumentados,
sugerindo que a sua secrecdo ou, possivelmente, a sua conversdo em renina
possa ser alterados pelo inibidor de calcineurina [Mason et al, 1991], aumentando,
desta maneira, a producdo de angiotensina-ll. A alteragdo funcional da
microvasculatura periférica e das arteriolas renais sugerem que o SRAA tem
participacdo central na patogénese da lesao funcional e estrutural induzida pela
CsA, devido a vasoconstricdo da vasculatura renal, participagdo no processo
fibrético, na geracdo de espécies reativas de oxigénio e, ao aumentar o estresse
oxidativo [Thomas et al, 1998; Mason et al, 1991; Nangaku et al, 2008].

O SRAA pode produzir efeitos diretos nos rins, como hipoxia
tubulointersticial e glomeruloesclerose, através de lesao direta aos poddcitos
[Nangaku M et al, 2008]. Consequentemente, a supressdo da influéncia da
angiotensina-1l reduziu a arteriosclerose, bem como o surgimento de elementos
pré-inflamatérios em tecido renal. A angiotensina Il recruta fatores de crescimento
e regula a atividade das células epiteliais renais. Sabe-se que a Ang Il promove
um aumento da producao de VEGF nos rins por dois mecanismos independentes:
ao sustentar a estimulacéo da transcricdo do gene vegf e, ao induzir a tradugéo de
seu mRNA [Feliers et al, 2006].

A angiotensina-lIl € a molécula chave da patogénese da nefropatia
hipertensiva, levando a doenca renal crénica e progredindo até o seu estagio final.
Dentre os fatores deletérios da Ang-ll, destacam-se: recrutamento de células
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inflamatoérias em tecido renal, inducdo da sintese de colageno tipo IV na
membrana basal glomerular, aumento da resposta inflamatéria em tubulo
proximal, além da fibrose tubulo-intersticial. A osteopontina (OPN) esta entre os
mediadores envolvidos na lesao renal pela Ang-1l. A relagao entre Ang-1l e OPN é
evidente em muitos estudos, onde o bloqueio de um ou mais componentes do
SRAA diminui a expressao de OPN [Wolak et al, 2009]. Estudos anteriores
mostraram que o efeito da angiotensina-ll em estruturas cardiovasculares é
reduzido quando a expressdao de OPN é bloqueada ou eliminada, atenuando a
fiborose cardiaca e a formacdo de aneurismas na aorta. A OPN tem papel
importante no desenvolvimento da lesdo renal mediada por angiotensina-Il,
tendo participacao ativa resposta inflamatéria, na transicao epitélio-mesenquimal,
fibrose, além de alterar a producédo de espécies reativas de oxigénio [Wolak et al,
2009].

A administracdo prolongada de CsA produz a formacdo de radicais
livres direta e ou indiretamente, via metabolizacdo desta droga pelo citocromo
P450. O aumento da excrecgao renal de peroxidos é observada em transplantados
renais tratados com CsA. O uso crbnico deste inibidor de calcineurina produz um
aumento da expressdo de receptores ATy em vasos e em tecido renal.
Foi demonstrado que a angiotensina-ll estimula a NADH-NAD(P)H oxidase,
uma enzima presente em células musculares lisas e em células endoteliais,
levando a um aumento da geracdo de anions superoxidos [Padi et al, 2002;
Nishiyama et al, 2003].

O estresse oxidativo € um fator preditor de morbidade cardiovascular e
de mortalidade por doenca renal crdnica, em decorréncia do desequilibrio entre a
producdo de oxidantes e dos sistemas antioxidantes de reparo [Parildar et al,
2003]. Este desequilibrio, que esta relacionado com o desenvolvimento da
arteriosclerose, pode ser intensificado, através da estimulagdo do sistema
imunoldgico, da ativacdo de células endoteliais e mesangiais por citocinas,
e pela infiltracdo de macréfagos em rins transplantados. Estes eventos podem
resultar numa adaptacao metabdlica dos néfrons, diminuicdo da massa renal,
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hipertenséo arterial, contragéo vascular renal por hipoxia e sintese de proteina de
matriz extracelular, culminando em lesdo vascular, glomerular e intersticial.
A identificacdo da base 8-hidroxi-2’-deoxiguanosina (8-OHdG) modificada no
nucleo de células corticais renais revela uma modificacdo no DNA induzida por
espécies reativas de oxigénio. Esta mutacao na base nitrogenada € comumente
usada como marcador da evolucdo do dano oxidativo ao DNA. O 8-OHdG é
excretado pela urina e, a quantidade excretada depende da taxa de reparo do
DNA, e da eficiéncia deste processo [Ghorbanihaghjo a et al, 2008; Ghee J et al,
2008; Biswas et al, 2006]. Estudos demonstraram que a modulagdo do SRAA com
inibidor da enzima conversora de angiotensina (enalapril) ou com antagonista do
receptor de angiotensina |l (losartan), recuperou o dano endotelial e reduziu a
lesédo por estresse oxidativo [Argani et al, 2008].

A infusdo de angiotensina Il em roedores promove alteragdes
histologicas similares aquelas observadas no modelo de nefrotoxicidade pela
ciclosporina [Franco et al, 2001], com aumento do infiltrado intersticial de
macréfagos, maior expressdo de TGF-B, osteopontina, VEGF, facilitando o

desenvolvimento de fibrose intersticial.

Estudos experimentais mostraram diminui¢ao significativa da expressao
de OPN, e TGF-B, e da fibrose intersticial apdés a administracdo de antagonista de
receptor de angiotensina Il (losartan) [Burdmann et al, 1995], hidralazina e
furosemida, em administracdo concomitante a ciclosporina durante todo o periodo
de tratamento. Entretanto, somente o losartan foi capaz de prevenir a
arteriolopatia induzida pela CsA. O emprego de losartan na nefropatia crénica por
CsA reduz citocinas pro-inflamatérias, recrutamento de macrofagos e
arteriolopatia, acompanhado de decréscimo da expressao de osteopontina,
Angll e TGF-B [Yang et al, 2003; Kumar et al,2007].

Estudos clinicos mostram que o blogueio do SRAA com inibidores da
enzima conversora de angiotensina Il ou com antagonistas de receptor AT1

apresenta efeito nefroprotetor, prevenindo a hipertenséo induzida pelo uso crénico
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de CsA em humanos [Azzadin et al, 2002]. Adicionalmente, o losartan diminui os
niveis séricos de acido urico em pacientes transplantados renais [Schmidt et al,
2001; Kang et al, 2008].

Além da angiotensina ll, a aldosterona também participa na progressao
das nefropatias, promovendo atrofia tubular remodelamento vascular e fibrose.
[Feria et al, 2003]. A superproducao de aldosterona via ativacao do SRAA leva a
um aumento da reatividade vascular e da contragdo da musculatura vascular lisa,
além de aumentar a expressao de catecolaminas e de receptores de angiotensina
Il, e de induzir o aumento do fator endotelial glicose-6-fosfato desidrogenase
(G6PD), resultando em piora do estresse oxidativo e diminuicdo da bisponibilidade
de 6xido nitrico [Bodadilla et al, 2007]. O tratamento com bloqueador de receptor
de aldosterona tem se mostrado eficaz na reducéao de arteriolopatia e da fibrose,
sugerindo que a aldosterona € um importante mediador funcional e estrutural
envolvido na nefropatia crénica [Feria et al, 2003; Rojas-Pérez et al, 2005;
Macunluoglu et al, 2008]. Este efeito renoprotetor ocorre através da modulacao da
expressao de TFG-B e de proteinas de matriz extracelular. O emprego de
espironolactona associada com a CsA restabelece o equilibrio entre agentes
vasoconstritores (CsA mediados) e vasodilatadores (anti aldosterona), protegendo
contra a vasoconstricdo arteriolar. Rojas - Pérez e colaboradores (2005)
observaram que o aumento da expressao de mRNA de pré-renina e a diminuicao
de receptor de endotelina induzido pela CsA, pode ser prevenido com a
administracdo de inibidor competitivo de aldosterona [Heering et al, 2004a;
Heering et al, 2004b; Deppe et al, 2002; Anarat et al, 1998; Dzu et al, 1998].

1.5- Estratégias para reduzir a nefrotoxicidade por ciclosporina

A nefrotoxicidade crénica por CsA é reversivel? Esta € uma questao
controversa. Tradicionalmente, considera-se que a nefrotoxicidade aguda é
reversivel com a reducao da dose ou com a suspensao da CsA, uma vez que a

lesdo isquémica € predominantemente funcional. Entretanto, na presenca de
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fibrose intersticial, atrofia tubular e hialinose arteriolar, ou seja, de nefropatia
estabelecida, a lesdo é considerada irreversivel e progressiva. [Bennett et al,
1996].

Entretanto, nos ultimos anos, com o melhor entendimento dos
mecanismos envolvidos no mecanismo de fibrose em diferentes modelos,
incluindo a nefrotoxicidade crénica pela CsA, a utilizacdo de drogas capazes de
bloquear ou modular estes mecanismos inflamatérios vem sendo utilizados,

tanto em estudos experimentais como em ensaios clinicos.

O modelo classico de nefropatia pela ciclosporina € um modelo
isquémico, com ativagdo de SRAA e inibicdo da via do 6xido nitrico. Além disto,
a lesdo é mediada por aumento do estresse oxidativo, com participacdo ativa de
espécies reativas de oxigénio. Assim, a maioria dos estudos com intervencao

farmacolégica utiliza agentes vasodilatadores.

Nos primeiros estudos de intervencdo, através do bloqueio do SRAA
com enalapril, inibidor da enzima conversora de angiotensina-ll (IECA),
ou losartan, um antagonista do receptor AT1 da angiotensina-Il, foi observado
efeito renoprotetor, com reducdo da expressdao de mediadores proé-fibréticos
[Burdmann et al, 2003; Shihab et al, 1997]. O tratamento concomitante com CsA e
losartan reduziu a expressdo de osteopontina, o infiltrado de macro6fagos,
a expressao de TGF-beta 1, a fibrose intersticial em faixa, a taxa de morte celular
por apoptose, além de reduzir a ocorréncia de hialinose de arteriola aferente
glomerular [Pichler et al, 1995; Thomas et al, 1998]. Estudos posteriores,
utiizando um antagonista competitivo da aldosterona, a espironolactona
administrado de forma simultdnea com a CsA mostrou reducao significativa da
arteriolopatia e da fibrose intersticial, associadas com a inibicdo da expressao de
TGF-beta 1 e de proteinas de matiz extracelular, além da melhora da fungéo renal
dos animais tratados [Feria et al, 2003].

Em outros estudos de intervencéo, a utilizacdo de alopurinol apresentou
efeito protetor sobre a funcao renal, comparavel ao tratamento com precursores

de NO, como a L-arginina. [Assis et al, 1997]. A administracdo de benzbromarona,
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um agente uricosurico sem atividade antioxidante mostrou resultado semelhante,
sugerindo que a normalizacdo dos niveis de acido Uurico limita 0 desenvolvimento

da nefropatia induzida pela ciclosporina. [Mazali et al, in press].

Da mesma forma, a utilizagdo de fatores de crescimento vascular
(VEGF), HGF, e vasodilatadores como o polisulfato de pentosana preveniram
parcialmente a lesdo estrutural induzida pela CsA, porém sem melhorar a funcao
renal. Em contrapartida, o bloqueio de receptor de endotelina A/B foi efetivo na
manutencdo da funcdo renal, porém ineficaz na prevengdo da ocorréncia de
arteriolopatia e fibrose intersticial. Efeito intermediario, com reducéo parcial da
lesdo histolégica e funcional da CsA foi obtido em estudos utilizando pravastina.
[Pérez - Rojas et al, 2005; Bobadilla et al, 2007; Ji et al, 2002].

Como a maioria dos estudos considera a utilizacdo destas estratégias
terapéuticas durante o desenvolvimento da doencga, ou seja, com administracao
concomitante com a ciclosporina, desde o inicio do tratamento, os resultados
limitam-se a prevengao de desenvolvimento ou redugédo da intensidade da leséo.
Entretanto, estas drogas ndo foram avaliadas como terapéutica para a nefropatia
ja estabelecida, o que aumentaria a sua aplicabilidade clinica.

1.5.1- Retirada da ciclosporina

Varios protocolos experimentais e ensaios clinicos tém avaliado o efeito
da reducdo da dose ou da retirada completa da CsA, com resultados ainda
conflitantes, especialmente em relacao as alteracées morfolégicas e as evidéncias

moleculares [Li et al, 2003].

Em um estudo experimental, utilizando animais Sprague-Dawley,
foi administrado CsA por cinco semanas, seguido por um periodo de
acompanhamento de 2 ou 8 semanas sem a administracdo da droga. Ao final do
estudo, a funcdo renal e a arteriolopatia eram comparaveis as dos animais

tratados com placebo [Francheschini et al, 1998]. Li et al (2003) observaram
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recuperacao da funcéo renal da lesdo histoldgica, com reducéo de arteriolopatia,
infiltrado inflamatério e fibrose intersticial apds a suspensdo de CsA em ratos.
O achado mais evidente neste estudo foi a diminuicdo da expressao de
osteopontina, sugerindo que a redugdo da expressdo de citocinas
pro-inflamatérias induzida pela droga esteja associada com a recuperagdo da
nefropatia [Li et al, 2003]. Entretanto, em estudo semelhante utilizando ratos
obesos, Elzinga et al (2000) observaram, apés 4 semanas da retirada da CsA,
recuperacao progressiva da taxa de filtracdo glomerular, porém sem melhora
histologica. [Elzinga et al, 2000].

Estudo clinico avaliando os efeitos da reducéo ou da retirada do inibidor
de calcineurina em um grupo de transplantados renais, mostrou que todos os
pacientes apresentaram melhora significativa da funcao renal, além de menor taxa
de perda de enxerto [Weir et al, 2004]. Entretanto, neste estudo clinico,
a avaliacao histologica pré e pés conversao nao foi descrita, assim como a taxa de
rejeicdo aguda com a suspensao da CsA.

Considerando estes estudos em conjunto, podemos concluir que a
reversibilidade da nefropatia crénica esta associada a reducdo da expressao de
osteopontina, TGF-B, EGF e, de apoptose de células renais com a interrupgao da
ciclosporina, e a resposta parece ser dependente do tempo e da dose de CsA
administrada, bem como do tempo de avaliacdo apds a interrupcao da droga
[Yoon et al; 2009].

1.5.2- Intervengédo farmacoldgica

Evitar a progressdo das nefropatias para estagios avancados de
doenca renal crbénica (DRC), com necessidade de dialise e transplante,
ainda representa um grande desafio na pratica clinica. Nas ultimas décadas,
grandes avangos tém ocorrido na compreensao dos mecanismos envolvidos na

progressao das nefropatias crénicas. O rim possui uma enorme capacidade de
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regeneracdo em resposta a lesdo aguda [Bonventre JV, 1998], que poderia ser
utilizada para promover o reparo da doenga renal crénica. Entretanto,
a progressao da maioria das nefropatias cronicas ocorre de forma relativamente
independente do estimulo que inicial [Remuzzi et al, 1998; Zeisberg et al, 2001].
Assim, o bloqueio dos mecanismos inflamatérios comuns tem sido uma estratégia

utilizada para tentar retardar a progressao da doenca renal crénica.

A nefrotoxicidade crdénica por ciclosporina é caracterizada pela triade
histologica de glomeruloesclerose, fibrose intersticial e atrofia tubular em faixa e
hialinose arteriolar, sendo o comprometimento tubulo-intersticial o melhor preditor
da evolugdo da nefropatia [Remuzzi et al, 1998; Zeisberg et al, 2001].
Os principais mecanismos associados a fibrose tubulo-intersticial sdo a ativacao
de fibroblastos com deposicdo de matriz extracelular e a transigdo epitélio
mesenquimal. Desta forma, intervencdes interessantes seriam aquelas que
conseguissem inibir a ativagdo de fibroblastos, reduzirem o acumulo ou aumentar
a degradacdo de matriz extracelular, e também de e prevenir ou reverter a

transdiferenciacao epitélio mesenquimal.

Entre os diferentes mediadores de lesdo, TGF-B1 desempenha furgdo
primordial na nefrotoxicidade crénica pela CsA, e a sua inibicdo, com anticorpos
especificos promoveu melhora histolégica em estudo experimental de nefropatia
por CsA em camundongos [Ling et al, 2003]. Os efeitos antiinflamatérios da
suplementacdo de vitamina D também foram avaliados neste modelo.
A administragdo de Paricalcitol® cursou com reducdo da expressdo de TGF-B1,
reducdo de fibrose intersticial e de apoptose de células tubulares renais,
promovendo renoprotecdo. [Park et al, 2010; Reis F., 2010].

Outras estratégias incluem terapias com vitamina E e eritropoetina
recombinante humana. A vitamina E preserva a funcéo renal, reduz a producao de
radicais livres e a fibrose tubulointersticial, provavelmente por supressdo da
producdo de anions superdxidos, peréxido de hidrogénio, malonaldeido,

heme-oxigenase-| e outros mediadores, como TGF-B e OPN. O efeito preventivo
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da eritropoetina estd relacionado as suas propriedades anti-apoptética e
antiinflamatéria [Yoon et al, 2009].

A estratégia mais utilizada para retardar a progressdao da nefropatia
cronica tem sido o bloqueio do SRAA, uma vez que o uso de inibidores de ECA
e/ou bloqueadores do receptor AT1 da angiotensina IlI, modificando a
hemodinamica renal, reduzem a proteinudria e o ritmo de progresséao da nefropatia
cronica [Brenner BM, 2002]. Evidéncias experimentais recentes j& demonstraram
regressdo da glomeruloesclerose pela inibicdo do SRAA, embora as lesdes do
compartimento tdbulo-intersticial tenham permanecido [Remuzzi et al, 1999;
Admczak et al, 2003; Ma et al, 2000; Ling et al, 2003]. Estudos experimentais
prévios utilizando diferentes bloqueadores do SRAA em tratamento concomitante
com a utilizacdo de ciclosporina mostraram que estas drogas limitam o
desenvolvimento da nefropatia crénica, com menor intensidade de lesao vascular
(hialinose arteriolar), menor acometimento glomerular e protecdo parcial para a
progressao de lesao intersticial, com fibrose em faixa e atrofia tubular. Entretanto,
o efeito destas drogas parece apenas contrabalancar, parcialmente, o efeito da
CsA, na ativacdo do SRAA, na inibicao do NO e no estimulo para producao de pré

renina.

Da mesma forma, estudos reduzindo os niveis sanguineos de acido
arico, com alopurinol ou benzbromarona, em tratamento concomitante com a
ciclosporina, mostram o efeito na limitagdo do desenvolvimento da lesédo funcional
renal e histoldgica [Assis et al, 1997; Mazali et al, in press]. O mecanismo do &cido
arico na progressao da lesdo depende tanto se seu efeito pr6 inflamatério,
com ativagdo de proteina C reativa e MCP-1 [Sanchez-Lozada et al, 2005],
como com a lesao endotelial mediada pelo desequilibrio entre SRAA e NO e pela

geracao de radicais livres [Kang et al, 2002].

Entretanto, a maioria dos estudos experimentais visa prevenir o
desenvolvimento da lesdo, o que, do ponto de vista fisiopatologico é

extremamente importante, porém a possibilidade de utilizacdo na pratica clinica é
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limitada, uma vez que, na maioria dos casos, ja existe lesdo renal estabelecida no
momento da indicacdo da intervencao. Assim, no presente estudo optamos por
testar estas possibilidades terapéuticas no modelo de nefropatia pela ciclosporina,

ja instalada [Figura 3].

CICLOSPORINA

ALOPURINOL — LOSARTAN
Hiperuricemia Ativacdo SRAA
ENALAPRI L

BENZBROMARONA K//)e\\ \\\\\ ////)(\\\\

Vasoconstricao Angloten3|a I Inflamag&o
Intersticial
Inflamacgéao l
. ~ ESPI RONOLACTONA l
Proliferacao SMC Aldosterona
‘ X Infiltrado
Macréfagos
, ) Xl
Disfungao Endotelial‘ l
Apoptose
tMatriz
l extracelular
| Fibrose tubulo-intersticial | ,4

NEFROTOXI CI DADE CRONI CA

Figura 3- Representacdo esquematica dos possiveis alvos terapéuticos para
regressao da nefropatia por CsA. Alopurinol e Benzbromarona
normalizam os niveis de acido Urico; losartan, enalapril e

espironolactona modulam o sistema renina-angiotensina-aldosterona.
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No modelo de nefrotoxicidade pela ciclosporina, a hiperuricemia, que
ocorre tanto como consequéncia da reducao da taxa de filtracdo glomerular bem
como da alteracao do transporte tubular de urato, € um fator agravante da lesao
histolégica e funcional, atuando através de ativacdo do SRAA e de inibicao do NO.
Estudos anteriores demonstraram que tanto o bloqueio do SRAA como a
normalizagdo dos niveis sanguineos de acido urico limitam o desenvolvimento da
nefropatia pela ciclosporina, porém pouco é conhecido sobre o efeito destas
drogas sobre a leséo ja estabelecida.

Assim, a hipotese do presente estudo é que o tratamento farmacolégico
com agentes hipouricemiantes (alopurinol e benzbromarona) ou com moduladores
do SRAA (enalapril, losartan ou aldactone), em animais com nefropatia
estabelecida, promoveria recuperacdao da lesdao histolégica, mesmo com a

manutencao do estimulo lesivo da ciclosporina.

Também levantamos a hipétese de que, algumas destas drogas,
atuando por mais de uma via, como o alopurinol (hipouricemiante e antioxidante) e
o losartan (bloqueio de receptor de angiotensina |l e uricosurico),

pudessem apresentar uma maior eficacia nesta resposta.
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» Avaliar o efeito da normalizacdo dos niveis séricos de acido Urico sobre o
quadro estabelecido de nefrotoxicidade pela ciclosporina, com especial atencao
as alteracOes microvasculares e intersticiais.

= Avaliar o papel do bloqueio do sistema renina-angiotensina-aldosterona na

nefropatia crénica pela ciclosporina, ja estabelecida.

= Avaliar o efeito antioxidante dos hipouricemiantes e bloqueadores do SRRA,
no modelo de nefropatia por Ciclosporina ja estabelecida.
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4.1- Desenho do estudo

Ratos adultos e machos, Sprague Dawley (Taconic, USA), fornecidos
pelo Centro Multidisciplinar para Investigagdo Bioldgica (CEMIB-UNICAMP),
pesando de 200 a 250g, foram utilizados nos ensaios. Os animais foram mantidos
em gaiolas, com um maximo de trés animais/gaiola, com agua e dieta a vontade.
Variagbes na administracdo de medicamentos em agua foram adequadas de

acordo com 0s grupos experimentais.

No periodo de estudo os animais ficaram alojados nas dependéncias do
Laboratério de Nefrologia Il, no Nucleo de Medicina e Cirurgia Experimental
(NMCE)-FCM/UNICAMP, com temperatura mantida em torno de 20°C e com ciclos
de 12 horas claro/escuro.

O modelo experimental consiste na administracdo diaria de CsA,
a qual pode ser realizada por diversas vias - oral, subcutanea, intraperitoneal e
intramuscular. A via subcutanea foi a via de escolha, por apresentar vantagens,
em relacdo as demais, pela facilidade de aplicacéo e por haver maior estabilidade
nos niveis plasmaticos da droga. Além disso, as doses utilizadas variam bastante
entre os estudos, sendo mais recentemente utilizadas doses entre 10 e
15mg/Kg/dia de ciclosporina.

O protocolo experimental (n°1147-1) estd de acordo com os Principios
Eticos na Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela Comissdo de Etica
em Pesquisa Animal (CEEA)-IB-UNICAMP em reunidao de 29 de novembro de
2006.

A fase experimental baseou-se na intervencao terapéutica no modelo

pré-estabelecido de nefrotoxicidade por CsA.
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4.1.1- Grupos experimentais
4.1.1.1- Emprego de dieta hipossodica

Em modelos classicos de nefropatia cronica pela CsA, a utilizacdo de
dieta restrita em sal apresenta efeito sinérgico com a droga, favorecendo o
desenvolvimento de lesdo funcional e histoldgica. A concentracdo de sédio mais
utilizada é de 0,01% NaCl. Como dieta restrita em sal, foi utilizada a proteina
texturizada de soja comercial (Jasmine®), sob forma de pequenos granulos
arredondados. A opcao por esta dieta considerou sua composi¢ao, além da forma
de apresentacéo, facilitando a administracao aos animais de experimentacéao.

4.1.1.2- Modelo experimental de nefrotoxicidade pela ciclosporina

Os grupos experimentais foram divididos em grupo cronicamente
tratado com ciclosporina (CsA) ou grupo controle (VEH), tratado com veiculo de
ciclosporina (6leo de oliva), por periodos de cinco e nove semanas.
Apos um periodo de pré-condicionamento com dieta hipossédica, durante uma
semana, os animais foram divididos em cinco grupos, pareados de acordo com o
peso, pressao arterial, niveis de acido Urico e creatinina sérica obtidos no periodo
basal [Figura 4].

1- Grupo-controle (VEH5)- animais tratados com dieta hipossodica, com inje¢des
subcutdneas de Oleo de oliva (veiculo, modelo Ciclosporina),

durante 5 semanas (n=6);

2- Grupo-controle (VEH9)- animais tratados com dieta hipossédica, com injecoes
subcutaneas de 6leo de oliva (veiculo, modelo Ciclosporina), por 9 semanas
(n=5);

3- Grupo-ciclosporina (CsA5)- dieta hipossédica+injecbes SC diarias,
de ciclosporina 15mg/kg/dia, diluidas em éleo de oliva, por 5 semanas (n=6);
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4- Grupo-ciclosporina (CsA9)- dieta hipossédica+injecbes SC diarias,
de ciclosporina 15mg/kg/dia, diluidos em 6leo de oliva, durante 9 semanas
(n=5);

5- Grupo-ciclosporina retirada (CsAWT)- dieta hipossédica+injecoes SC diarias,
de ciclosporina 15mg/kg/dia, diluidos em éleo de oliva, durante 5 semanas,
seguida de suspensao de ciclosporina e manutencao de injecdes diarias de
veiculo, SC por 4 semanas (n=4).

Exames laboratoriais foram  coletados no  pré-tratamento
(periodo basal), através de puncéo da veia da cauda, sob anestesia. Ao final do
periodo de estudo (cinco/nove semanas), por ocasidao da eutanasia foram

realizadas novas coletas de sangue e retirada dos rins para analise histoldgica.

4.1.1.3- Modelo experimental de nefrotoxicidade por ciclosporina com
intervencado terapéutica para diminuicdo dos niveis de

acido urico

Foram utilizados dois grupos de tratamento para normalizacdo dos
niveis de &acido Urico em associacdo com a ciclosporina: um agente

hipouricemiante (alopurinol) e um uricosurico (benzbromarona).

Ap6s o pré-tratamento por 5 semanas com ciclosporina,
0s animais foram pareados de acordo com o peso, pressao arterial, creatinina e
nivel de &cido urico, em dois grupos, nos quais foram co-administrados os

diferentes agentes hipouricemiantes [Figura 4].

1- Grupo-ciclosporina+alopurinol (CsA+ALP)- dieta hipossodica + ciclosporina
15mg/kg/dia SC por 5 semanas, seguido de um periodo de co-tratamento com
alopurinol 15mg/Kg/dia VO durante 4 semanas (n=6);
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2- Grupo-ciclosporina+benzbromarona (CsA+BENZ)- de um periodo de
co-tratamento com benzbromarona 15mg/Kg/dia VO durante 4 semanas (n=6).

Exames laboratoriais foram coletados no pré-tratamento com alopurinol
e benzbromarona (semana 5), através de puncdo da veia da cauda,
sob anestesia. Por ocasido da eutanasia foram realizadas novas coletas de
sangue e retirada dos rins para analise histoldgica.

4.1.1.4- Modelo experimental de nefrotoxicidade por ciclosporina com
intervencdo terapéutica para modulacdo do sistema renina-

angiotensina-aldosterona

Foram utilizados trés grupos de tratamento para modulagdo do sistema
renina-angiotensian-aldosterona em  associacdo com a  ciclosporina:
um antagonista de receptor de angiotensina Il (losartan), um inibidor da enzima
conversora de angiotensina Il (enalapril) e um inibidor competitivo da aldosterona

(espironolactona).

Apés o pré-tratamento por cinco semanas com ciclosporina, 0s animais
foram pareados de acordo com 0 peso, pressao arterial, creatinina e nivel de acido
arico, em trés grupos, nos quais foram co-administrados diferentes agentes

moduladores do sistema renina-angiotensina-aldosterona [Figura 4].

1- Grupo-ciclosporina+enalapril (CsA+ENL)- dieta hipossddica+ciclosporina
15mg/kg/dia SC por 5 semanas, seguidos de um periodo de co-tratamento com
enalapril 10mg/Kg/dia VO durante 4 semanas (n=5);

2- Grupo-ciclosporina+losartan (CsA+LOS- dieta hipossddica+ciclosporina
15mg/kg/dia SC por 5 semanas, seguidos de um periodo de co-tratamento com
losartan 12,5mg/Kg/dia VO durante 4 semanas (n=>5);
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3- Grupo-ciclosporina+espironolactona (CsA+ESP)- dieta hipossddica+
ciclosporina 15 mg/kg/dia SC por 5 semanas, seguido de um periodo de
co-tratamento com espironolactona 20mg/Kg/dia VO durante 4 semanas (n=5).

Exames laboratoriais foram coletados no pré-tratamento com alopurinol
e benzbromarona (semana 5), através de puncdo da veia da cauda,
sob anestesia. Por ocasido da eutanasia foram realizadas novas coletas de

sangue e retirada dos rins para analise histolégica [Figura 4].
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Figura 4- Representacdo esquematica do desenho estudo (VEH-veiculo;
CsA-ciclosporina; ALP-alopurinol; BENZ-benzbromarona;
LOS-losartan; ENL-enalapril; ESP-espironolactona; PAC-pressao

arterial de cauda).
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4.2- Drogas experimentais

A medida da ingestdo hidrica e o controle do peso dos animais foram
realizados diariamente e a concentracdo da droga ajustada de acordo com o
volume ingerido, corrigido pelo ganho ponderal. Abaixo estdo as drogas
empregadas, as doses e vias de administragdo.

Droga Dose Via de Administracao
Ciclosporina (Neora/®50mg) 15mg/Kg/dia Subcutanea
Alopurinol (Zyloric®100mg) 15mg/Kg/dia Oral
Benzbronarona Narcaricina®100mg) 15mg/Kg/dia Oral
Losartan (Losartan 12,5mg) 12,5mg/Kg/dia Oral
Enalapril (Enalapril 10mg) 10mg/Kg/dia Oral
Espironolactona (Aldactone®20mg) 20mg/Kg/dia Oral

4.3- Anestesia

Os animais foram anestesiados com uma solucdo contendo Xilazina e
Ketamina (Agribands, Sdo Paulo, Brasil), nas concentragdes de 10 e 90mg/Kg,
respectivamente, por via intraperitoneal nas semanas 5 e 9 para coleta do material

a ser estudado, sendo nesta ultima semana sacrificados por choque hemorragico.

4.4- Coleta e processamento das amostras
4.4.1- Amostras de sangue

Amostras de sangue foram coletadas apdés ha primeira semana com
dieta hipossédica (periodo de estabilizacdo) e na semana 5, através de pungao de
veia de cauda, sob anestesia. Ao final do periodo de estudo, os animais foram
submetidos a anestesia intraperitoneal com uma combinagdo de xilazina e
ketamina e, apds a incisao xifo-pubica, o sangue foi coletado através de puncao
cardiaca.

Material e Métodos
101



Ap6s a formagdo de coagulo, as amostras de sangue foram
centrifugadas a 8.000rpm, durante 25 minutos, e o soro separado, dividido em

aliquotas e armazenado em freezer -20°C até a analise.

Dosagens de niveis sanguineos de ciclosporina foram realizadas nas
semanas 5 e 9. As amostras de sangue total e soro foram armazenados em

freezer -20°C até a andlise.

4.4.2- Amostras de tecido renal

Ao final dos periodos de estudo (cinco ou nove semanas),
os animas foram submetidos a anestesia intraperitoneal com xilazina e Ketamina.

Apos a coleta de sangue foi realizada a nefrectomia bilateral.

Os dois rins foram retirados isoladamente, e colocados em solucao
salina (NaCl 0,9% Aster®) a 4°C. A cépsula renal foi retirada e os rins foram
seccionados longitudinalmente e fixados em solucdo de MethylCarnoy (rimD)
ou formalina tamponada 10% (1/2 rim E). Apds um periodo de fixacdao de
12 horas, as amostras foram transferidas para solucdo de metanol 70%
(tecido fixado em MethylCarnoy) ou etanol 70% (tecido fixado em formalina)
e encaminhados para inclusdo em bloco de parafina, para posterior analise
histoldégica. A outra metade do rim esquerdo foi seccionada em pequenos
fragmentos, fixados em nitrogénio liquido e estocados em frascos criosensiveis a

-70°C, para posterior extracao de proteina e/ou RNA do material.

4.5- Parametros estudados
45.1- Peso

O peso, em gramas, foi verificado semanalmente, em balanga manual
Filizola®, para controle de crescimento dos animais. Esta medida também serviu
para o ajuste da dose de ciclosporina, 6leo de oliva (veiculo) e da medicacao oral

nos grupos tratados.
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4.5.2- Ingestéo hidrica

A medida da ingestdo hidrica dos animais, em mL/dia, foi feita nos
grupos em que houve co-administracdo de hipouricemiantes ou modeladores do
SRAA, a fim de ajustar a dose das medicacoes administradas na agua do

bebedouro aos roedores.

4.5.3- Dosagens bioquimicas

Todas as dosagens foram realizadas em duplicata. Para todos os

experimentos foi realizada dosagem de creatinina, Na*, K* e acido urico em soro.

4.5.3.1- Avaliacao de funcao renal-dosagem de creatinina

A creatinina sérica foi determinada por método colorimétrico,
utilizando kit comercial (CELM®) de acordo com instrucdes do fabricante.
As amostras e 0s pontos para determinacdo da curva padrdo de creatinina
(curva linear até 16mg/dL) foram lidos em leitor de placa (ELx800 Universal
Microplate Reader/Bio-TeK Instruments, Inc.) com Anmax de 490nm a temperatura

constante e abaixo de 30°C (reacao estavel).

4.5.3.2- Avaliacao de hiperuricemia- dosagem de acido urico

O 4&cido Urico sérico foi determinado por método enzimatico/
colorimétrico (Uricase/POD), com Kit comercial da (CELM®), de acordo com
instrucbes do fabricante. A absorbancia das amostras e dos pontos da
curva-padréo de acido urico (linearidade até 15mg/dL) foram lidos em leitor de
placa (ELx800 Universal Microplate Reader/Bio-TeK Instruments, Inc.) com Anax de
490nm.
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4.5.3.3- Avaliacao de dieta hipossodica

Para avaliagdo da eficicia da proteina texturizada comercial Jasmine®,
foram dosados sédio e potassio no soro (diluido 1:50 em agua deionizada)
dos animais no periodo basal (apds estabilizacdo da dieta hipossodica), através
de fotébmetro de chama (Fotémetro de chama-padrao Celm/HC-Unicamp), sendo
utilizados como padrdes normais [Na*] 140 mEqg/L e [K*] 5 mEq/L.

4.5.3.4- Dosagem de ciclosporina por imunoensaio

Foi coletado sangue para dosagem de nivel de ciclosporina (CO-coleta
12 horas ap6s a administracéo da ultima dose de CsA) ao final das 5 e 9 semanas
de tratamento dos animais. O sangue foi coletado, através de puncéo da cauda,
sob anestesia, em tubo com EDTA (MiniCollect® imL K3EDTA Greiner Bio-one®)
e armazenado em freezer a -20°C até a analise. O nivel de ciclosporina foi dosado
em sangue total pelo método de FPIA (Imunoensaio por Fluorescéncia Polarizada)
em AxSYM (analisador de imunoensaio), no Laboratério de Liquidos Biologicos-
Hospital das Clinicas/UNICAMP.

4.6- Avaliacao da pressao arterial caudal-método oscilométrico

A presséo arterial foi medida pelo método oscilométrico e os valores
obtidos correspondem a pressao arterial sistélica. Para tal medida, os animais
foram acondicionados em gaiolas aquecidas com lampada incandescente por
10 minutos antes do inicio das medigdes. A pressao caudal foi medida por meio de
equipamento acoplado a um transdutor de pressdao (HARVARD Apparatus Rat Tail
B.P. Monitor/HARVARD Student Oscillograph). Para maximizar o desempenho e a
precisdo do equipamento utilizou-se manguito de tamanho apropriado, aplicacao
correta a cauda do animal e imobilizacao do rato em aparato apropriado.
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A presséo foi medida no periodo basal e nas semanas cinco e nove de
experimentacdo. As medidas foram realizadas com os roedores acordados e
foram consideradas aquelas obtidas em condi¢cdes de auséncia de movimentacao

animal, sendo considerada para analise o valor médio de 3 aferi¢des.

4.7- Analise histologica

O tecido renal foi fixado em MethylCarnoy ou formalina 10%
(rim esquerdo) e processado em blocos de parafina, cortes histol6gicos de 4um de
espessura (Micrétomo Leica® modelo RM2155) foram fixados em laminas
silanizadas (3-aminopropylotriethoxy-silane, Sigma Aldrich, USA) e submetidos a
diferentes técnicas de coloracdo (PAS, Tricrdbmio de Masson, Direct Red),
para analise morfologica e deteccdo de marcadores especificos

(imunohistoquimica).

O material para andlise imunohistoquimica foi previamente
desparafinizado em xilol, reidratado numa série decrescente de &lcoois e a
peroxidase enddgena foi inativada com peroxido de hidrogénio 3% em metanol
(H202 3%). As especificacoes das diferentes técnicas utilizadas estdo descritas
detalhadamente para cada coloracdo utilizada, juntamente com a forma de
quantificacdo morfométrica utilizada.

Para todas as técnicas de imunohistoquimica analisadas,
foram realizados controles negativos, com omissdao do anticorpo primario,
e controles positivos, utilizando material de biopsia de experimentos anteriores,
com resultado conhecido.
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4.7.1- Avaliacao morfolégica
4.7.1.2- PAS (acido periddico/reagente de Schiff)

Fragmentos de tecido renal fixados em solugdo de MethylCarnoy foram
tratados com 4cido periddico 0,5% (Merck®), seguido de reagente de Schiff
(Sigma/Diagnostics®) e contra corados com hematoxiina de Harris.
Toda a extensdo cortical do fragmento renal foi avaliada a microscopia Optica,

sob aumento de 400X, de forma semiquantitativa, utilizando a seguinte pontuagéao:
0: tubulos normais;

1: acometimento tubular < 25%;

2: 25 - 50% de lesao tubular;

3: 50 - 75% de leséo tubular;

4: >75% de lesé&o tubular.

Para esta analise foram quantificados separadamente o infiltrado
intersticial, a atrofia tubular e a dilatacdo tubular. Para analise estatistica foi
considerada a somatéria dos escores de lesao tubulo-intersticial de cada
fragmento de tecido renal avaliado. A ocorréncia de glomeruloesclerose foi
quantificada em % de glomérulos com areas de esclerose, do total de glomérulos
do corte histolégico.

4.7.1.3- Avaliacao de fibrose intersticial
4.7.1.3.1- Tricbmio de Masson

Na coloracdo de Tricromio de Masson (Kit Erviegas®), realizada em
fragmentos de tecido renal fixados em MethylCarnoy, foi quantificada a

porcentagem em area de deposicdo de matriz extracelular em tecido renal,
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utilizando a técnica computadorizada de subtracdo de imagem sob “background”
pré-definido, utilizando o programa KS300, versdo 3.0 (Zeiss). Foram avaliados
todos 0s campos corticais, sob microscopia Optica, em aumento de 400x.

Os valores obtidos foram expressos em % de area positiva/total de area analisada.

4.7.1.3.2- Picrossirius (direct red)

Fragmentos de tecido renal fixados em Methylcarnoy foram incubados
com solucao Direct Red 0,1% (Direct Red F 3BA - C.I. 35782), e contra-coradas
com Hematoxilina de Harris. As fibras colagenas sado sobrepostas pelo corante,
com coloragédo vermelha caracteristica a microscopia de luz comum ou coloracao

dourada quando avaliada sob luz polarizada.

A quantificagdo da fibrose foi realizada atravées da técnica de subtragéao
de imagem sob “background” pré-definido, utilizando o programa computadorizado
KS300, versdo 3.0 (Zeiss). Foram avaliados todos os campos corticais,
sob microscopia 6ptica, em aumento de 400x. Os valores obtidos foram expressos
em % de area positiva/total de area analisada.

4.7.1.4- Avaliacao de inflamagéao

Para a avaliacdo de inflamagdo foi utilizada a técnica de

imunohistoquimica para macréfagos e osteopontina.

4.7.1.4.1- Imunohistoquimica para macréfagos

Fragmentos de tecido renal fixados em Methylcarnoy foram incubados
com anticorpo primario anti-macréfagos/mondcitos (ED-1 mouse anti-rat CD68-

MCA341A/Serotec Immunological Excellence®, 1:100), overnight a 4°C,
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seguido de anticorpo secundario biotinilado (Universal Super ABC KIT/Erviegas®,
1:200), por 30 minutos, a 25°C. Como sistema de revelagcdo foi utilizado
diaminobenzidina (Liquid DAB Substrat, Chromogen Statem Code K3466- DAKO

CYTOMATION®) e as laminas foram contra coradas com hematoxilina de Harris.

Para a quantificacdo de macréfagos foi realizada a contagem do
namero real de células positiva por campo microscépico, em aumento de 400x,
utilizando grid 10x10, em toda a extenséao cortical. Os resultados foram expressos

em ntmero de células positivas/mm?.

4.7.1.4.2- Imunohistoquimica para osteopontina

Em fragmentos renais fixados em MethylCarnoy foi utilizado o anticorpo
primario mouse monoclonal anti-osteopontina (OPN-AKM2A1 Santa Cruz® 1:400),
incubado overnight a 4°C, seguido de anticorpo secundario biotinilado anti-mouse
(Vector®, Burlingame, CA, 1:100), por 1 hora, & temperatura ambiente, seguido de
incubacdo com o complexo reagente avidina-biotina (ABC) por 30 minutos.
Como sistema de revelacao foi utilizado diaminobenzidina (Liquid DAB Substract,
Chromogen Statem Code K3466-DAKO CYTOMATION®) e as laminas foram

contra coradas com hematoxilina de Harris.

A quantificacdo da osteopontina foi realizada através da técnica de
subtracdo de imagem sob “background” pré-definido, utilizando o programa
computadorizado KS300, versédo 3.0 (Zeiss). Foram avaliados todos os campos
corticais, sob microscopia Optica, em aumento de 400x. Os valores obtidos foram
expressos em % de area positiva/total de area analisada.

4.7.1.5- Avaliagéo de les&o vascular

A avaliacao da lesdo de vasculatura foi quantificada em porcentagem
de hialinose arteriolar.
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4.7.1.5.1- Hialinose arteriolar

Em cortes histologicos previamente fixados em Methylcarnoy e corados
através de PAS, foram analisadas as arteriolas aferentes glomerulares em toda a
extensdo do campo cortical, em microscopia Optica sob aumento de 400x.
Arteriolas com hialinose evidente, caracterizada por espessamento de parede e
coloracao eosinofilica foram consideradas como positivas. Os resultados foram
expressos em % de arteriolas com hialinose/total de arteriolas do fragmento
analisado.

4.7.1.6- Avaliacao de estresse oxidativo

A avaliacdo de estresse oxidativo foi feita através da identificacdo da
base modificada 8-OHdG em nucleos de células tubulo-intersticiais e através da
quantificacdo de malonaldeido em homogenato de cortex renal (TBARS).

4.7.1.6.1- Imunohistoquimica para 8-OHdG

Fragmentos de tecido renal fixados em Methylcarnoy foram incubados
com anticorpo primario mouse monoclonal anti-8-OHdG (JAICA®, 1:100),
overnight a 4°C, seguido de anticorpo secundario biotinilado (Vector®, Burlingame,
CA, 1:200), por 30 minutos, a temperatura ambiente e, incubagcao com o complexo
reagente avidina-biotina (ABC) por 30 minutos. Como sistema de revelacao foi
utiizado diaminobenzidina (Liquid DAB Substrat, Chromogen Statem Code
K3466-DAKO CYTOMATION®) e as laminas foram contra coradas com

hematoxilina de Harris ou com coloracao de PAS (sem hematoxilina de Harris).

Para a quantificacdo da base modificada 8-OHdG foi realizada a
contagem do numero real de células com ndcleo positiva por campo microscopico,
em aumento de 400x, utilizando grid 10x10, em toda a extensdo cortical.

Os resultados foram expressos em niimero de células positivas/mm?.
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4.7.1.6.2- Avaliacdo da peroxidagdo lipidica em bidpsia de
coértex renal através da concentracdo de
malonaldeido (Método de TBARS)

O malonaldeido (MDA), um aldeido de cadeia curta, produto indireto da
peroxidacdo lipidica, € um dos compostos medidos pela reacdo com o acido
tiobarbiturico (TBARS). A formacado de malonaldeido ocorre pela decomposicao
dos hidroperéxidos lipidicos e sua concentracdo tem sido utilizada para estimar a
intensidade da peroxidacao lipidica em sistemas biol6gicos, em células e tecidos.

A concentragao de malonaldeido é expressa em pmol/uL de proteina.

Fragmentos de tecido renal foram homogeneizados em PBS pH 7.4 e
BHT 3% (diluido em etanol) para remocao de interferente do ensaio,
como a hemoglobina (BHT antioxidante que previne a peroxidacao lipidica durante
0 experimento). Posteriormente foi adicionado ao homogenato TBA 1%
(acido tiobarbitarico 1%) em PBS pH 7.4 e incubado por 2 horas em banho-maria
a 60°C. Apos este periodo foi centrifugado por 10 minutos a 2000rpm, a 20°C.
O sobrenadante foi lido em espectrofotobmetro a 532nm. Foi feita uma curva de
calibracdo com concentragées conhecidas de malonaldeido para obtengdo da
equacao da reta e, posterior determinacao da [MDA] pmol/uL nas amostras.

Uma aliquota do sobrenadante foi reservada para a dosagem de
proteinas totais pelo método de Bradford. Foram feitas amostras de concentracoes
conhecidas de proteina (padrao de proteina- BIO RAD n°500-0007 Protein STDII,
Albumin, 1BTL: 1,34ug/uL) e, estas lidas em espectrofotdmetro a 595nm para
obtencédo da curva padrao.

A concentracdo de malonaldeido foi determinada em pmol/uL de

proteina.
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4.7.1.7- Avaliacao de apoptose

Para a avaliacdo de apoptose foi utilizada a técnica de
imunohistoquimica para caspase-3 e reacao de TUNEL.

4.7.1.7.1- Imunohistoquimica para caspase-3

A caspase pertence a familia da cisteina protease e, estao divididas em
caspases inflamatérias e pré-apoptéticas. Na apoptose, particularmente,

a caspase-3 esta ativada em nucleo de células tubulares e intersticiais renais.

Fragmentos de tecido renal fixados em Methylcarnoy foram incubados
com anticorpo primario anti-caspase-3 (rabbit anti rat 9661S Cell Signaling®,
1:200), overnight a 4°C, seguido de anticorpo secundario biotinilado
(goat anti rabbit SC 2040®, Santa Cruz, 1:200), por 30 minutos, a 25°C.
Posteriormente as laminas foram incubadas com o complexo reagente
avidina-biotina (ABC) por 30 minutos. Como sistema de revelacao foi utilizado
diaminobenzidina (Liquid DAB Substrat, Chromogen Statem Code K3466-DAKO

CYTOMATION®) e as laminas foram contra coradas com hematoxilina de Harris.

Para a quantificacdo da caspase-3 foi realizada a contagem do numero
real de células positiva por campo microscopico, em aumento de 400x,
utilizando grid 10x10, em toda a extens&o cortical. Os resultados foram expressos

em nGmero de células positivas/mm?.

4.7.1.7.2- Reacao de TUNEL para apoptose

Fragmentos de tecido renal fixados em Methylcarnoy foram incubados a
37°C “overnight”, posteriormente desparafinizados em xilol e hidratados em uma
série crescente de alcodis. As laminas forma tratadas com perdxido de hidrogénio
3% em agua destilada e, submetidas a reativacdo antigénica em tampao citrato pH
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6.0 em microondas na poténcia 70% por 3 séries de 3 minutos. As mesmas foram
incubadas com proteinase K, por 15 minutos e, com TdT + Bio-dATP por 1 hora
em temperatura ambiente. Esta reacao foi interrompida ao lavar as laminas em
PBS pH 7,4. Posteriormente as laminas foram incubadas com o complexo
reagente avidina-biotina (ABC) por 30 minutos. Como sistema de revelacao foi
utilizado diaminobenzidina (Liquid DAB Substrat, Chromogen Statem Code
K3466-DAKO CYTOMATION®) e as laminas foram contra coradas com

hematoxilina de Harris.

Para a quantificacdo da reacdo de TUNEL foi realizada a contagem do
nuamero real de células com nucleo positiva por campo microscopico, em aumento
de 400x, utilizando grid 10x10, em toda a extensao cortical. Os resultados foram

expressos em nimero de células positivas/mm?.

4.8- Analise estatistica

Os resultados foram apresentados em média + erro padrdo. A média
dos valores dos grupos foi comparada através de analise de variancia (ANOVA).
Significancia estatistica foi considerada se p<0,05.

Como nao houve diferencas nos parametros dos grupos VEH5 e VEH9,
para analise, os grupos serao referidos apenas como VEH.
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5- RESULTADOS
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5.1- Modelo experimental de nefrotoxicidade por ciclosporina com

intervencao terapéutica para diminuicao dos niveis de acido urico
5.1.1- Variacao de peso dos animais dos diferentes grupos experimentais

A variacao de peso dos animais ao longo do periodo experimental esta
apresentada na tabela 1. N&o houve diferenca entre os pesos dos animais no
periodo basal (pré-tratamento com as drogas em investigacdo). Os animais
tratados com CsA apresentaram uma significativa perda de peso comparada com
0 grupo controle, ao final de 5 semanas (271,0+24,4 vs 210,7+25,79,
VEH vs CsA5, p<0,05). A manutencdo do tratamento com CsA foi associada a
perda ponderal progressiva ao final de 9 semanas. Entretanto, a suspenséo da
CsA recuperarou o peso dos animais do grupo CsAWT, atingindo crescimento
semelhante aos controles (270,0£19,8 vs 287,9+20,5g, VEH vs CsAWT, p=ns).
Fenbémeno semelhante foi observado nos animais tratados com alopurinol ou
benzbromarona, havendo recuperacdo de peso mesmo em presenca de
ciclosporina. O efeito mais acentuado foi observado no grupo tratado com
alopurinol [Tabela 1, Gréfico 1].

Tabela 1- Medida dos pesos (g) dos animais, nos diferentes grupos experimentais,
durante as 9 semanas de estudo com co-administracdo de

medicamentos hipouricemiantes.

Peso (g)
Grupo N Basal Semana 5 Semana 9
CsA5 06 241,7£19,0 210,7£25,7 -
CsA9 05 249,5+18,3 215,3+18,2 180,2+10,5%%%¢
CsAWT 04 240,5+18,4 208,2+17,4 287,9+20,4°
CsA+ALP 06 255,717 ,4 222,3+22,8 278,9+20,5°
CsA+BENZ 06 249,01+16,35 211,83+15,94 252,60+10,10%°

a p<0,05 vs CsA5, b p<0,05 vs CsA9, ¢ p<0,05 vs CsAWT, d p<0,05 vs CsA+ALP,
e p<0,05 vs CsA+BENZ
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Pesgo (gramas)
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CsAS CsA9 CsAWT CsA+ALP CsA+BENZ

a p<0,05 vs CsA5, b p<0,05 vs CsA9, ¢ p<0,05 vs CsAWT, d p<0,05 vs CsA+ALP, e p<0,05 vs
CsA+BENZ

Grafico 1- Variacdo do peso (g) dos animais, tratados ou ndo com CsA, sem e

com intervengédo terapéutica com agentes hipouricemiantes.

5.1.2- Avaliagéo da fungao renal

O tratamento com ciclosporina por 5 semanas cursou com elevacao
significativa dos niveis séricos de creatinina. A administracdo de CsA por
9 semanas foi associado com piora da funcdo renal (1,13%0,17 vs
0,65+0,07mg/dL, CsA9 vs CsA5, p<0,05), indicando progressao da leséao.
No grupo onde a CsA foi interrompida na 52 semana, e 0os animais mantidos com
veiculo por mais quatro semanas, observamos estabilizagdo da fungao renal
(0,63+0,08 vs 0,65+0,07mg/dL, CSAWT vs CsA5, p=ns). Nos grupos tratados com
benzbromarona ou alopurinol, em presenca da CsA, houve protecao parcial da
funcdo renal, com creatinina sérica atingindo valores intermediarios aos
observados nos grupos CsA9, CsA5 e CsAWT (p<0,05), sugerindo que o
tratamento impediu parcialmente a progressdao da doenca renal [Tabela 2,
Graéfico 2].
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Tabela 2- Funcéo renal, avaliada pela creatinina sérica (mg/dL) dos animais,
tratados ou ndo com CsA, sem e com intervengdo terapéutica com

agentes hipouricemiantes.

Creatinina (mg/dL)

Grupo N Basal Semana 5 Semana 9
CsA5 06 0,40+0,12 0,65+0,07 -
CsA9 05 0,39+0,17 0,62+0,08 1,13+0,17%c%¢
CsAWT 04 0,35+0,20 0,57+0,11 0,63+0,08"%¢
CsA+ALP 06 0,34+0,15 0,65+0,05 0,75+0,17°°¢
CsA+BENZ 06 0,39+0,10 0,59+0,08 0,85+0,14°°
a p<0,05 vs CsA5, b p<0,05 vs CsA9, ¢ p<0,05 vs CsAWT, d p<0,05 vs CsA+ALP,
e p<0,05 vs CsA+BENZ

OBasal BSemanas5 MSemana9

a,c,d,e

0.6

04 -

Creatinina (mg/dL)

CsA9 CsAWT CsA+ALP CsA+BENZ

a p<0,05 vs CsA5, b p<0,05 vs CsA9, ¢ p<0,05 vs CSAWT, d p<0,05 vs CsA+ALP, e p<0,05 vs

CsA+BENZ
Grafico 2- Variagcdo da creatinina sérica (mg/dL) dos animais, tratados ou nao
com CsA, com e sem intervencdo terapéutica com agentes

hipouricemiantes.
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5.1.3- Niveis de acido urico nos grupos avaliados

Nao houve diferenca estatisticamente significante nos niveis de acido
arico entre os grupos analisados, no periodo basal. Os animais tratados com
ciclosporina cursaram com aumento dos niveis de acido urico (2,2+0,24 vs
1,420,2mg/dL, CsA9 vs VEH, p<0,05). O tratamento prolongado com CsA levou a
um aumento significativo do acido urico (3,8+1,45 vs 2,2+0,24mg/dL, CsA9 vs
CsA5, p<0,05). No grupo onde a CsA foi suspensa na quinta semana de
tratamento (CsAWT) houve estabilizacdo nos niveis de acido urico (CsAWT vs
CsA5, p=ns), em valores inferiores ao grupo com tratamento persistente (1,9+0,14
vs 3,8+1,45mg/dL, CSAWT vs CsA9, p<0,05).

A co-administracao de alopurinol ou benzbromarona, ap6s o periodo
inicial de tratamento com CsA, promoveu reducdo dos niveis séricos de &cido
arico, quando comparados com o grupo CsA9 (1,4+0,5 e 1,6%0,20 vs
3,84£1,45mg/dL, CsA+ALP e CsA+BENZ vs CsA9, p<0,05). A reducao dos niveis
de acido urico foi comparavel com as duas drogas (aluporinol e benzbromarona) e,
semelhante aos valores encontrados no grupo controle (CsA+ALP e CsA+BENZ
vs VEH, p=ns). [Tabela 3, Grafico 3]

Tabela 3- Medida dos niveis de acido urico (mg/dL) dos animais, tratados ou nao
com CsA, sem e com intervencdo terapéutica com agentes

hipouricemiantes.

Acido urico (mg/dL)

Grupo N Basal Semana 5 Semana 9
CsA5 06 1,840,3 2,2+024 -
CsA9 05 1,540,4 2,4+0,3 3,8+1,45%04¢
CsAWT 04 1,51£0,2 2,1+0,2 1,940,14°
CsA+ALP 06 1,45+0,25 2,310,2 1,4+0,2°
CsA+BENZ 06 1,440,2 2,4+0,2 1,7+0,2°

a p<0,05 vs CsA5, b p<0,05 vs CsA9, ¢ p<0,05 vs CsAWT, d p<0,05 vs CsA+ALP,
e p<0,05 vs CsA+BENZ
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VEH CsAS CsA9 CsAWT CsA+ALP CsA+BENZ

a p<0,05 vs CsA5, b p<0,05 vs CsA9, ¢ p<0,05 vs CsAWT, d p<0,05 vs CsA+ALP, e p<0,05
vs CsA+BENZ

Grafico 3- Variagcdo dos niveis séricos de acido Urico (mg/dL) dos animais,
tratados ou ndo com CsA, sem e com intervencao terapéutica com

agentes hipouricemiantes.

5.1.4- Avaliacédo dos niveis de ciclosporina

A dosagem dos niveis sanguineos de CsA, por imunoensaio (FPIA) foi
comparavel entre os grupos, ndo sofrendo interferéncia com a co-administracao

de alopurinol ou de benzbromarona (p=ns) [Tabela 4].
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Tabela 4- Niveis sanguineos de CsA (C0), em ng/mL, nas semanas 5 e 9 de

tratamento.
CO0 (ng/mL)
Grupo Semana 5 Semana 9
CsA5 1510,0+398,9
CsA9 1517,0+400,1 1543,3+410,1
CsAWT 1532,0£389,5 Nao detectavel
CsA+ALP 1373,7+346,9 1256,7+410,9
CsA+BENZ 1392,2+377,5 1315,8+394,2

5.1.5- Avaliacao da Presséao Arterial

Os animais experimentais mantiveram pressao arterial caudal constante

durante todo o periodo de estudo, sem diferenca significativa entre os grupos.

[Tabela 5, Grafico 4].

Tabela 5- Variacdo da pressao arterial de cauda (PAC mmHg) dos animais

tratados ou ndo com CsA, sem e com intervengdo terapéutica com

agentes hipourecimiantes.

PAC (mmHg)
Grupo Basal Semana 5 Semana 9
CsA5 115,0£10,1 1146199 -
CsA9 115,718,2 114,818,2 115,217,9
CsAWT 115,0+£12,0 116,3+11,8 115,4+11,0
CsA+ALP 114,919,1 114,819,0 115,048,9
CsA+BENZ 110,2+£10,4 110,4+10,2 111,2+11 1
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Grafico 4- Variacdo da pressao arterial de cauda (PAC mmHg) dos animais
tratados ou ndo com CsA, sem e com intervengéo terapéutica com

agentes hipourecimiantes.

5.1.6- Andlise histolégica

Os animais tratados com ciclosporina apresentaram, na anadlise das
coloracbes convencionais (PAS, Tricromio de Masson e Sirius Red), areas de
fibrose em faixa, hialinose arteriolar e arterioesclerose. Nos animais em que foram
co-administrados agentes hipouricemiantes, estas alteracées também estiveram

presentes, porém de maneira menos exuberante.

5.1.6.1- Avaliagdo morfométrica
5.1.6.1.1- Lesao tubulo intersticial

A anélise morfométrica [escore semi-quantitativo de PAS], mostrou que
a lesao tubulo intersticial foi grave em todos os grupos tratados com CsA,
quando comparado com 0s grupos controles [somatéria dos scores de dilatacao
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tubular, atrofia tubular e infiltrado intersticial] (1,9+0,4 vs 0,02+0,02, CsA5 vs VEH).
Entretanto, o tratamento prolongado com CsA nao alterou de forma significativa a
atrofia tubular (2,1£0,4 vs.1,940,4, CsA9 vs CsA5, p=ns). A interupg¢édo de CsA no
grupo CsAWT nao alterou de forma significativa a lesao cortical (2,0+0,6 vs
2,1£0,4, CsAWT vs CsA9, p=ns). Os grupos tratados com alopurinol ou
benzbromarona apresentaram um quadro de atrofia tubular menos intensa,
quando comparado com o grupo tratado apenas com CsA (CsA+ALP e
CsA+BENZ, p<0,05 vs CsA9) [Tabela 6, Grafico 5].

Tabela 6- Acometimento tubulo intersticial nos diferentes grupos tratados.

Lesao Tubulo Intersticial

Grupo Dilatacao Atrofia Infiltrado Somatéria
Tubular Tubular Intersticial Scores

CsA5 0,69+0,12 0,95+0,12 0,35+0,12 1,99+0,36

CsA9 0,76x0,11 0,98+0,12 0,39+0,14 2,13+0,37

CsAWT 0,62+0,16 0,98+0,22 0,42+0,20 2,02+0,58

CsA+ALP 0,68+0,08 0,75+0,05**° 0,26+0,16 1,69+0,29°

CsA+BENZ 0,74+0,05 0,79+0,04%5¢ 0,32+0,21 1,85+0,30°
a p<0,05 vs CsA5, b p<0,05 vs CsA9, ¢ p<0,05 vs CsAWT, d p<0,05 vs CsA+ALP, e p<0,05

vs CsA+BENZ
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Grafico 5- Variacdo da lesdo tubulo intersticial (atrofia tubular) nos grupos
tratados sem e com intervencdo terapéutica com agentes

hipouricemiantes.

5.1.6.1.2- Lesao glomerular- glomeruloesclerose isquémica

Foram considerados como positivos apenas o0s glomérulos que
apresentavam esclerose em mais de 50% da area total do tufo. O tratamento com
CsA cursou com aumento da esclerose glomerular, mais acentuada no grupo com
exposicao prolongada a CsA (69,5+3,0 vs 64,1+2,1%, CsA9 vs CsA5, p<0,05).
A suspensao da CsA na quinta semana de tratamento cursou com a estabilizacao
da lesdo glomerular. A administragdo de alopurinol ou benzbromarona,
em presenga de CsA, reduziu a progressao da esclerose, mais evidente no grupo

tratado com alopurinol [Tabela 7, Grafico 6].
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Tabela 7- Percentual de glomérulos esclerosados (%GE) nos animais, tratados ou
ndao com CsA, sem e com intervencdo terapéutica com agentes

hipourecimiantes.

CsA5 CsA9 CsAWT CsA+ALP  CsA+BENZ
% GE 64,142,1°°  69,5¢3,0*%%  60,7+2,9%°  63,7+1,3" 66,4+2,0°
a p<0,05 vs CsA5, b p<0,05 vs CsA9, ¢ p<0,05 vs CsAWT, d p<0,05 vs CsA+ALP, e p<0,05 vs
CsA+BENZ

80 a,c,d.e

70 a,b
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40 A
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% Glomeruloesclerose
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CsAS CsAS CsAWT CsA+ALP CsA+BENZ

a p<0,05 vs CsA5, b p<0,05 vs CsA9, ¢ p<0,05 vs CsAWT, d p<0,05 vs CsA+ALP, e p<0,05 vs
CsA+BENZ

Grafico 6- Percentual de glomérulos esclerosados nas biopsias renais dos
diferentes grupos experimentais.
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5.1.7- Avaliacao de fibrose intersticial
5.1.7.1- Tricbmio de masson

Os animais que receberam CsA apresentaram extensas areas de
fibrose intersticial em faixa e atrofia tubular (4,0£0,2 vs 1,0+0,3%, CsA5 vs VEH,
p<0,05). A leséo foi mais acentuada no grupo tratado por nove semanas (4,8+0,2
vs 4,0£0,2%, CsA9 vs CsAS5, p<0,05). No grupo CsAWT houve estabilizacdo da
leséo (3,920,1 vs 4,0+0,2%, CSAWT vs CsA5, p=ns). O tratamento com alopurinol
ou benzbromarona apresentou resultado semelhante ao observado com a
suspensdo de CsA. Entretanto, a fibrose intersticial, no grupo alopurinol,
foi significativamente menor que nos demais grupos, sugerindo regressao da lesao
(3,4+0,3 vs 4,0+0,2%, CsAALP vs CsA5, p<0,05) e (3,4+0,3 vs 3,9+0,25%,
CsA+ALP vs CsA+BENZ, p<0,05) [Tabela 8, Gréfico 7, Figura 5].

Tabela 8- Fibrose intersticial (% lesao cortical (LC)), nos diferentes grupos de

tratamento.

Grupos CsA5 CsA9 CsAWT CsA+ALP CsA+BENZ

% LC 4,0+0,2° 4.8+0, 2%cde 3,9+0,1° 3,4+0,3"c* 3,9+0,25P4

a p<0,05 vs CsA5, b p<0,05 vs CsA9, ¢ p<0,05 vs CsAWT, d p<0,05 vs CsA+ALP, e p<0,05 vs
CsA+BENZ
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Grafico 7- Percentual de leséo cortical (Coloracdo de Tricrémio de Masson) em

animais de diferentes grupos de tratamento.
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Figura 5- Lesao cortical: Analise morfologica dos animais tratados com veiculo
(A) e com ciclosporina (B,C) durante 5 semanas. Em contaste com o
grupo controle (A), os animais do grupo CsA apresentaram fibrose
intersticial em faixa e atrofia tubular marcadas (B e C), alteracbes estas
quantificadas para todos os grupos experimentais. (Coloracdo de

tricrémio de Masson, aumento 100X (A, B e C)).
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5.1.7.2- Picrossirius (Direct Red)

Os animais tratados com CsA desenvolveram fibrose intersticial
(9,2+0,6 vs 3,1£0,03%, CsA5 vs VEH, p<0,05), com aumento significativo com o
maior tempo de tratamento (11,2£0,4 vs 9,2+0,6%, CsA9 vs CsA5, p<0,05).
No grupo em que a CsA foi suspensa na quinta semana de tratamento, a area
acometida por fibrose foi equivalente a do grupo CsAS5, sugerindo estabilizacdo da
lesdo. Os animais tratados com alopurinol ou benzbromarona apresentaram
reducao significativa da area de fibrose intersticial, mais proeminente no grupo
CsA+ALP (6,6%£0,4 vs 9,6%1,0%, CsA+ALP vs CsA+BENZ, p<0,05). O grupo
tratado com alopurinol apresentou a menor extensdo de fibrose intersticial
comparado com os demais grupos, a despeito da manutencao da ciclosporina,
sugerindo regressao do processo fibrotico. [Tabela 9, Grafico 8, Figura 6].

Tabela 9- Fibrose intersticial (% area) em regido cortical renal dos diferentes

grupos.

Grupos CsA5 CsA9 CsAWT CsA+ALP CsA+BENZ

% fibrose  9,2+0,6°  11,2+0,4*%%¢ 9 2+0 7 6,610,405 9,6+1,0>

a p<0,05 vs CsA5, b p<0,05 vs CsA9, ¢ p<0,05 vs CsAWT, d p<0,05 vs CsA+ALP, e p<0,05 vs
CsA+BENZ
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Grafico 8- Fibrose intersticial (% area) em coértex renal, nos diferentes grupos

experimentais.

Figura 6- Fibrose intersticial: Em contraste com o grupo veiculo (A), os animais
do grupo CsA5 apresentaram extensas areas de fibrose intersticial em
faixa (B), alteracbes estas quantificadas para todos os grupos

experimentais. (Coloracao de Direct Red, aumento 100x).

Resultados
129




5.1.8- Avaliacao de Inflamacao Intersticial
5.1.8.1- Infiltrado Intersticial de Macrofagos

O tratamento com CsA aumentou significativamente o infiltrado
intersticial de macréfagos (17,6+2,25 vs 1,9+1,1cel/mm?, CsA5 vs VEH, p<0,05),
com aumento progressivo com o0 uso prolongado com CsA (23,8%£1,7 vs
17,6+2,25cel/mm?, CsA9 vs CsA5, p<0,05). A interrupcdo de CsA foi associada &
estabilizacdo do infiltrado inflamatério, comparavel grupo CsA5 (15,8+2,0 vs
17,6+2,25 vs cel/mm?, CsAWT vs CsA5, p=ns). Nos grupos tratados, o uso de
alopurinol cursou com reducdo da inflamagcdo intersticial (21,3x1,6 vs
23,8+1,7cel/mm?, CsA+ALP vs CsA9, p<0,05), enquanto que a benzbromarona
ndo alterou a inflamacéo intersticial (23,0+1,6 vs 23,8+1,7cel/mm?, CsA+BENZ vs
CsAQ9; p=ns). [Tabela 10, Gréfico 9, Figura 7].

Tabela 10- Infiltrado intersiticial de macréfagos (células ED-1 +/mm?) nos

diferentes grupos experimentais

Grupos CsA5 CsA9 CsAWT CsA+ALP CsA+BENZ

Cél. ED1+/mm? 17,6+2,25°%" 238+1,72%d 158+2 0P>% 21.3+1,6*>° 230+1,6*°

a p<0,05 vs CsA5, b p<0,05 vs CsA9, ¢ p<0,05 vs CsAWT, d p<0,05 vs CsA+ALP, e p<0,05 vs
CsA+BENZ
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Grafico 9- Infiltrado intersticial de macrofagos nos diferentes grupos.

Figura 7- Infiltrado de macréfagos: Em contraste com o grupo veiculo (A),
0s animais do grupo CsA5 apresentaram intenso infiltrado de
macrofagos no intersticio renal (B), alteragao quantificada em todos os
grupos experimentais propostos. (Imunohistoquimica para ED-1,

aumento 100x).
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5.1.8.2- Expressao de osteopontina em regido cortical

Observamos um aumento significativo da expressdao de OPN em
tubulos de regidao cortical renal nos grupos tratados com CsA (0,9+0,6 vs
0,2+0,2%, CsA5 vs VEH, p<0,05), com aumento progressivo com o maior tempo
de tratamento (2,1£0,9 vs 0,910,6%, CsA9 vs CsA5, p<0,05). A intervencao
terapéutica, com a interrupcao de CsA ou a adi¢cdo de ALP e BENZ, mostrou que a
suspensao da CsA foi mais eficiente que a introducdo de agentes
hipouricemiantes na reducdo da expressao de OPN (0,7+0,3 vs 1,5%0,3%,
CsAWT vs CsA+ALP, p<0,05) e (0,7+0,3 vs 1,640,5, CsAWT vs CsA+BENZ,
p<0,05). Nos grupos CsA+ALP e CsA+BENZ a expressao de OPN foi
intermediaria aos grupos CsA5 e CsA9, sugerindo protecdo parcial contra o
estimulo lesivo da CsA. [Tabela 11, Grafico 10, Figura 8].

Tabela 11- Expressdo de Osteopontina (% area) em regido cortical renal dos

animais dos diferentes grupos de tratamento.

Grupos CsA5 CsA9 CsAWT CsA+ALP CsA+BENZ

% OPN 0,9+0,6° 2,1+0,9%¢ 0,7+0,3%Pde 1,5+0,3° 1,6+0,5°

a p<0,05 vs CsA5, b p<0,05 vs CsA9, ¢ p<0,05 vs CsAWT, d p<0,05 vs CsA+ALP, e p<0,05 vs
CsA+BENZ
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Grafico 10- Expressdao de osteopontina (% area) em regido cortical renal dos

animais dos diferentes grupos.
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Figura 8- Osteopontina: Em contraste com o grupo veiculo (A), os animais do
grupo CsA5 apresentaram expressao significativa de osteopontina (B),
alteracao quantificada em todos os grupos experimentais propostos.
(Imunohistoquimica para OPN, aumento 100x (A,B) e aumento 200X (C,D)).

5.1.9- Lesao microvascular - hialinose de arteriola aferente glomerular

Hialinose arteriolar aferente, quantificada em % de arteriolas
acometidas/total de arteriolas aferentes, mostrou um aumento significativo da
hialinose arteriolar nos animais tratados com CsA, progredindo com a exposi¢cao
prolongada da droga (77,70+2,45 vs 74,3+1,15%, CsA9 vs CsA5, p<0,05).
A administracdo de agentes hipouricemiantes promoveu uma reduc¢ao significativa
da hialinose arteriolar, mais acentuada nos animais tratados com alopurinol
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(62,4+2,15 vs 71,21£0,95%, CsA+ALP vs CsA+BENZ, p<0,05). A suspensdo da
CsA e o0 uso de benzbromarona apresentaram efeitos semelhantes,
com estabilizacdo da lesdo vascular (72,1+0,9 vs 71,240,9%, CsAWT vs
CsA+BENZ, p=ns). Entretanto, o uso de alopurinol cursou com redugéo
significativa da hialinose arteriolar, comparado com os demais grupos analisados.
[Tabela 12, Grafico 11, Figura 9].

Tabela 12- Hialinose de arteriola aferente glomerular (%) nos diferentes grupos.

Grupos CsA5 CsA9 CsAWT CsA+ALP CsA+BENZ

%Hialinose 74,3+1,15%9¢ 77 7+245%%9¢ 72 1+0 9>¢ 62 4+2 15*P¢¢ 71 2+0 95*Pd

a p<0,05 vs CsA5, b p<0,05 vs CsA9, ¢ p<0,05 vs CsAWT, d p<0,05 vs CsA+ALP, e p<0,05 vs
CsA+BENZ

90 - a,c,d,e
b,d a,b,d

ab,c.e

%6 Hialinose arteriolar

CsAS CsA9 CsAWT CsA+ALP CsA+BENZ
a p<0,05 vs CsA5, b p<0,05 vs CsA9, ¢ p<0,05 vs CsAWT, d p<0,05 vs CsA+ALP, e p<0,05 vs
CsA+BENZ

Grafico 11- Porcentagem de hialinose de arteriola (% HA) aferente induzida por

ciclosporina nos diferentes grupos experimentais.
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Figura 9- Hialinose arteriolar: Os animais do grupo CsA5 apresentaram hialinose
arteriolar severa (Coloragdo PAS, aumento 1000X), alteragdo quantificada

em todos 0s grupos experimentais propostos.

5.1.10- Avaliacao de estresse oxidativo
5.1.10.1- Deteccao de dano oxidativo ao DNA por 8-OHdG

O uso de CsA promoveu aumento significativo da expressdao de
8-OHdG em cértex renal (96,3+12,7 vs. 10,0+5,0cel/mm?, CsA5 vs VEH, p<0,05),
com evolugdo progressiva com o tempo de exposicdo a droga (130,3+21,9 vs
96,3+12,7cel/mm?, CsA9 vs. CsA5, p<0,05). A interrupgdo do tratamento com CsA
promoveu reparo tecidual, comparado ao grupo CsA5 (55,5+12,7 vs
96,3+12,7cel/mm?, CsAWT vs CsA5, p<0,05). O uso de alopurinol preveniu a
progressdo da lesdo de estresse oxidativo, mesmo com a manutencdo da
administracao de CsA (95,2+22,7 vs 130,3+21,9cel/mm?, CsA+ALP vs CsA9,
p<0,05), efeito ndo observado com o co-tratamento com benzbromarona
(112,7£17,6 vs 130,3+21,9cel/mm2, CsA+BENZ vs CsA9, p=ns). [Tabela 13,
Graéfico 12, Figura 10].
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Tabela 13- Deteccao de dano oxidativo ao DNA (células 8-OHdG positivas) em
cortex renal dos diferentes grupos experimentais.

Grupos CsA5 CsA9 CsAWT CsA+ALP CsA+BENZ

8-OHdG 96,3+12,7°%¢ 130,3+21,9%%9 552+12,6*P9¢ 95 2+22 7°¢ {20,7+17,6>°

a p<0,05 vs CsA5, b p<0,05 vs CsA9, ¢ p<0,05 vs CsAWT, d p<0,05 vs CsA+ALP, e p<0,05 vs
CsA+BENZ
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8-OHdG cel/mm?

CsAS CsA9 CsAWT CsA+ALP CsA+BENZ
a p<0,05 vs CsA5, b p<0,05 vs CsA9, ¢ p<0,05 vs CsAWT, d p<0,05 vs CsA+ALP, e p<0,05 vs
CsA+BENZ

Grafico 12- Deteccdo de dano oxidativo ao DNA (células 8-OHdG positivas) em
cortex renal dos diferentes grupos experimentais.
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Figura 10- Estresse Oxidativo: Em contraste com o grupo veiculo (A: biopsia
contra-corada com PAS/C e E: contra-corada com hematoxilina de
Harris), os animais do grupo CsA5 apresentaram expressao
significativa de osteopontina (B: bidpsia contra-corada com PAS/D e
F: contra-corada com hematoxilina de Harris), alteragdo quantificada
em todos o0s grupos experimentais propostos. (Imunohistoquimica
para 8-OHdG, aumento 100x (A,B,C,D) e aumento 1000X (E,F)).
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5.1.10.2- Quantificacdo de peroxidagdo lipidica através da
concentragdo de malonaldeido (método TBARS)

O uso croénico de ciclosporina promoveu dano celular mediado por
espécies reativas de oxigénio (2,8+0,7 vs 1,5%0,45pmol/uL, CsA5 vs VEH,
p<0,05), proporcional ao maior tempo de exposicdo a droga (3,5+0,6 vs
2,8£0,7pmol/uL, CsA9 vs CsA5, p<0.05). Apbés a suspensdo da CsA,
houve reducgéo significativa dos niveis de MDA, comparado aos animais tratados
(1,720,2 vs 2,8%£0,70pmol/uL, CsAWT vs CsA5, p<0,05), sugerindo que a

ciclosporina é o principal estimulo para o dano celular neste modelo.

O tratamento com agentes hipouricemiantes reduziu significativamente
a concentracdo de malonaldeido quando comparado aos animais tratados com
CsA isolada por 9 semanas (2,3+0,3 vs 3,5+0,6pmol/uL, CsA+ALP vs CsA9,
p<0,05) (2,940,7 vs 3,5+0,6pmol/uL, CsA+BENZ vs (Csa9, p<0,05).
A co-administracdo de benzbromarona cursou com estabilizacao da peroxidacao
lipidica (2,9+0,7 vs 2,8%£0,7pmol/uL, CsA+BENZ vs CsA5, p=ns), enquanto que o
tratamento com reduziu a concentragdo de MDA comparado aos animais tratados
por 5 semanas (2,3+t0,3 vs 2,8%0,7pmol/uL, CsA+ALP vs CsA5, p<0,05).
Este efeito mais acentuado do alopurinol comparado com a benzbromarona
(2,320,3 vs 2,9+0,7pmol/uL, CsA+ALP vs CsA+BENZ, p<0,05), sugere que parte
da eficacia do alopurinol possa ser consequéncia de seu efeito antioxidante.
Entretanto, apesar da reducdo de peroxidacao lipidica obtida com os agentes
hipouricemiantes, o efeito nao foi tdo intenso quanto o obtido com a interrupgao do
tratamento com ciclosporina (CsA+ALP vs CsAWT, p<0,05), (CsA+BENZ vs
CsAWT, p<0,05). [Tabela 14, Grafico 13].
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Tabela 14- Deteccao de malonaldeido [MDA] em homogenato de biopsia renal
dos diferentes grupos experimentais.

Grupos CsA5 CsA9 CsAWT CsA+ALP CsA+BENZ
[MDA] 2,8+0,7° 3,5+06*>%° 1{,7+0,2*P% 23+0,3°%¢ 2 9+0,7>°¢

a p<0,05 vs CsA5, b p<0,05 vs CsA9, ¢ p<0,05 vs CsAWT, d p<0,05 vs CsA+ALP, e p<0,05

vs CsA+BENZ

a,cd.e

b,c,d

b,c.e

a,b,d,e

[MDA]
2

CsAS CsA9 CsAWT CsA+ALP CsA+BENZ
a p<0,05 vs CsA5, b p<0,05 vs CsA9, ¢ p<0,05 vs CsAWT, d p<0,05 vs CsA+ALP, e p<0,05
vs CsA+BENZ

Grafico 13- Deteccdao de malonaldeido [MDA] em homogenato de biopsia renal
dos diferentes grupos experimentais.
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5.1.11- Avaliacao de Apoptose
5.1.11.1- Deteccao de Caspase-3 em cortex renal

A identificacdo de células caspase-3 positivas (em toda extensdo da
biopsia renal) foi significativamente maior nos animais tratados com CsA (16,4£3,9
vs 2,5+0,9cel/mm?, CsA5 vs VEH, p<0,05), com aumento da apoptose com o
tratamento prolongado com o inibidor de calcineurina (20,214,5 vs
16,4+3,9cel/mm?, CsA9 vs CsA5, p<0,05). A suspensdo da CsA cursou com
reducdo da apoptose, mesmo comparado aos animais tratados por 5 semanas
(6,2+2,1 vs 16,4+3,9cel/mm?, CsAWT vs CsA5, p<0,05). O tratamento com
benzbromarona nao apresentou efeito sobre a apoptose (CsA+BENZ vs CsA9,
p=ns). Entretanto o uso de alopurinol manteve a intensidade de apoptose
comparavel a de cinco semanas de tratamento, sugerindo bloqueio parcial
(15,5+2,0 vs 16,4+3,9cel/mm2, CsA+ALP vs CsA5, p=ns) [Tabela 15, Grafico 14,
Figura 11].

Tabela 15- Deteccdo de células caspase-3 positivas em camada cortical dos

fragmentos de biopsia renal dos diferentes grupos experimentais.

Grupos CsA5 CsA9 CsAWT CsA+ALP CsA+BENZ
Caspase-3 16,4+3,9° 20,2+4,5%¢ 6,2+2,1*P% {55+ 0> 19,241 7%
a p<0,05 vs CsA5, b p<0,05 vs CsA9, ¢ p<0,05 vs CsAWT, d p<0,05 vs CsA+ALP, e p<0,05 vs
CsA+BENZ
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vs CsA+BENZ

Grafico 14- Deteccdo de apoptose (células caspase-3+/mm?) em camada cortical

dos fragmentos de biopsia renal dos diferentes grupos experimentais.
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Figura 11- Apoptose: Em contraste com o grupo veiculo (A), os animais do grupo
CsA5 apresentaram expressao significativa de Caspase-3 em nucleo
de célula tubular (B), alteracdo quantificada em todos os grupos
experimentais propostos. (Imunohistoquimica para Caspase-3, aumento
100x (A,B)).

5.1.11.2- Deteccao de células tubulares positivas para a reacao de
TUNEL

O numero de células tubulares TUNEL+ foi aumentado nos animais
tratados com CsA (22,3+4,2 vs 4,2+0,5cel/mm? CsA5 vs VHE, p<0,05),
progressivo com o maior tempo de exposicdo a droga (30,4+3,7 vs
25,9+2,2cel/mm?, CsA9 vs CsA5, p<0,05). A interrupcdo do tratamento com CsA
foi associada com reducdo significativa da apoptose de células tubulares
(10,4+1,7cel/mm?, CsAWT vs CsA5, p<0,05). O tratamento com alopurinol impediu
a progressdo da apoptose (25,9422 vs 22,3+4 2cel/mm?, CsA+ALP vs CsAS5,
p=ns), apesar da manutenc¢ao do estimulo da CsA (25,9+2,2 vs 30,4+3,7cel/mm?,
CsA+ALP vs CsA9, p<0,05). Em contraste, o tratamento com benzbromarona néo
apresentou efeito sobre a apoptose de células tubulares renais (28,2+1,9 vs
30,4+3,7cel/mm?, CsA+BENZ vs CsA9, p=ns). [Tabela 16, Grafico 15, Figura 12].
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Tabela 16- Deteccdo de células positivas para reagdo de TUNEL em camada
cortical dos fragmentos de biopsia renal dos diferentes grupos

experimentais.

Grupos CsA5 CsA9 CsAWT CsA+ALP CsAB+ENZ

TUNEL 223+42>%® 304+3,72%9  10,4+1,72Pde 25,9+2 2bce 28,2+1,92¢4

a p<0,05 vs CsA5, b p<0,05 vs CsA9, ¢ p<0,05 vs CsAWT, d p<0,05 vs CsA+ALP, e p<0,05 vs
CsA+BENZ

35 4 a,.cd

a,c,d

b,c.e

a,b,d,e

TUNEL positivo

CsAS CsA9 CsAWT CsA+ALP CsA+BENZ

a p<0,05 vs CsA5, b p<0,05 vs CsA9, ¢ p<0,05 vs CsAWT, d p<0,05 vs CsA+ALP, e p<0,05
vs CsA+BENZ

Grafico 15- Deteccao de células positivas para reacdo de TUNEL em camada
cortical dos fragmentos de biopsia renal dos diferentes grupos

experimentais.
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Figura 12- Apoptose: Em contraste com o grupo veiculo (A e C), os animais do
grupo CsA5 apresentaram um aumento expressivo de células
tubulares positivas para a reacdao de TUNEL (B e D), alteracao
quantificada em todos os grupos experimentais propostos. (Reacao de
TUNEL, aumento, 200x (A e B) e aumento, 1000X (C e D)).
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Tabela 17- Resumo dos resultados da intervencdo com hipouricemiantes na
nefropatia por ciclosporina.

CsA5 CsA9 CsAWT CsAALP CsABENZ

Funcéo renal o W o o o
Morfologia
Les&o tdbulo intersticial o ™1 PEN o YRS
Glomeruloesclerose o ™ o o o
Fibrose intersticial
Tricrémio de Masson o M o \ o
Sirius Red o ™1 o d o
Inflamacao
Macréfagos VRN ™M1t VRN 0 ™
Osteopontina o " o o T
Apoptose
Caspase- 3 PEN ™ 3 o ™
Tunel © ™ W © ™
Vasculopatia
Hialinose arteriolar o ™ PEN ) o
Estresse oxidativo
8-OHdG o ™ W o ™
TBARS © ™1 W J ©

Para comparacao, o grupo CsA5 foi considerado como padrdo de leséo estabelecida.

©: estabilizacao, T: aumento, {: reducéo
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5.2- Modelo experimental de nefrotoxicidade por ciclosporina com
intervencdo terapéutica para modulacido do sistema renina-

angiotensina- aldosterona
5.2.1- Variacao de peso dos animais dos diferentes grupos experimentais

Os animais tratados com CsA apresentaram uma significativa perda de
peso, mais acentuada no grupo com tratamento prolongado (210,7+£25,71 vs
185,2+12,59, CsA5 vs CsA9, p<0,05). A interrupcdo da CsA cursou com
recuperacao ponderal (278,9£20,45 vs 185,2+12,509, CsSAWT vs CsA9, p<0,05).
Nos animais tratados com CsA associada a bloqueadores o SRAA a perda de
peso foi menos acentuada que nos animais com CsA isolada (256,0+6,9g
CsA+ENL, 267,0+7,3g CsA+LOS e 238,65+5,2g CsA+ESP, p<0,05 vs CsA9).
O efeito protetor foi mais acentuado nos grupos CsA+LOS e CsA+ENL (p=ns vs
CsAWT). Nos animais tratados com espironolactona, entretanto, a protecao foi
apenas parcial (238,65t5,2 vs 185,2£12,59, CsA+ESP vs CSA9, p<0,05)
(238,651£5,2 vs 278,920,459, CsA+ESP vs CsAWT, p<0,05). [Tabela 18,
Gréfico 16].

Tabela 18- Medida dos pesos (g) dos animais, tratados ou ndao com CsA,
sem e com intervencgao terapéutica com modeladores do SRAA.

Peso (g)
Grupo N Basal Semana 5 Semana 9
CsA5 06 241,7+19,0 210,74257 e
CsA9 05 249,5+18,3 215,25+18,2 185,2+12 5>c4ef
CsAWT 04 240,5+18,4 208,15+17,4 278,9+20,45°
CsA+ENL 05 252,75+27,8 204,5+18,1 256,0+6,9%%f
CsA+LOS 05 242,25+22 2 204,75+16,7 267,5+7,3%%"
CsA+ESP 05 252,25+5,1 217,75+5,3 238,65+5,20%%¢

a p<0,05 vs CsA5, b p<0,05 vs CsA9, ¢ p<0,05 vs CsAWT, d p<0,05 vs CsA+ENL, e p<0,05 vs
CsA+LOS, f p<0,05 CsA+ESP
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a p<0,05 vs CsA5, b p<0,05 vs CsA9, ¢ p<0,05 vs CsAWT, d p<0,05 vs CsA+ENL, e p<0,05 vs
CsA+LOS, f p<0,05 CsA+ESP

Grafico 16- Variacdo do peso (g) dos animais, tratados ou ndao com CsA,

sem e com intervencao terapéutica com modeladores do SRAA.

5.2.2- Avaliacao da funcao renal

Os animais tratados com CsA evoluiram com piora da fungao renal
(1,13+0,17 vs 0,32+0,08mg/dL, CsA9 vs VEH, p<0,05), com agravamento
associado ao tratamento prolongado (1,13+0,17 vs 0,55+0,07mg/dL, CsA9 vs
CsA5, p<0,05). A suspensao da CsA cursou com estabilizacdo da funcao renal
(0,63+0,08 vs 0,55+0,07mg/dL, CSAWT vs CsA5, p=ns).

A intervencado terapéutica com modeladores do SRAA depois de
5 semanas do inicio do tratamento com CsA foi associada a preservacao da
funcdo renal, (0,61+0,17mg/dL  CsA+ENL, 0,60+0,09mg/dL  CsA+LOS,
0,52+0,05mg/dL CsA+ESP, p<0,05 vs CsA9, p=ns vs CsA5), com efeito
comparavel entre os diferentes grupos de drogas. Entretanto, a co-administragéo
de espironolactona promoveu melhor fungcao renal final que a interrupcdo do
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tratamento com ciclosporina (0,52+0,05 vs 0,6+0,08mg/dL; CsA+ESP vs CsAWT,
p<0,05) [Tabela 19, Grafico 17].

Tabela 19- Funcado renal (creatinina sérica, mg/dL) dos animais experimentais,
com e sem co-administragcdo de agentes modeladores do sistema-

renina-angiotensina-aldosterona, no modelo de nefropatia pela

ciclosporina.
Creatinina (mg/dL)
Grupo N Basal Semana 5 Semana 9
CsA5 06 0,40+0,12 0,65+0,07 = -
CsA9 05 0,39+0,17 0,62+0,08 1,130,17%c%ef
CsAWT 04 0,35+0,20 0,57+0,11 0,63+0,08""
CsA+ENL 05 0,35+0,15 0,48+0,34 0,61+0,17°
CsA+LOS 05 0,39+0,18 0,52+0,23 0,60+0,09°
CsA+ESP 05 0,36+0,25 0,45+0,14 0,52+0,05"°

a p<0,05 vs CsA5, b p<0,05 vs CsA9, ¢ p<0,05 vs CsSAWT, d p<0,05 vs CsA+ENL, e p<0,05
vs CsA+LOS, f p<0,05 CsA+ESP
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a p<0,05 vs CsA5, b p<0,05 vs CsA9, ¢ p<0,05 vs CsAWT, d p<0,05 vs CsA+ENL, e p<0,05 vs
CsA+LOS, f p<0,05 CsA+ESP

Grafico 17- Variagdo da creatinina (mg/dL) dos animais, tratados ou ndao com
CsA, sem e com intervencao terapéutica com modeladores do SRAA.

5.2.3- Niveis de acido urico nos grupos avaliados

O tratamento com CsA elevou os niveis de acido urico (2,2+0,2 vs
1,4+0,6mg/dL, CsA5 vs VEH, p<0,05), progressivamente com o tratamento
prolongado (3,8+1,4 vs 2,2+0,2mg/dL, CsA9 vs CsA5, p<0,05). A interrupcédo do
tratamento com CsA preveniu a progressao da hiperuricemia (1,9+0,1 vs
2,2+0,2mg/dL, CSAWT vs CsA5, p=ns). A co-administracdo de losartan apds o
periodo inicial de tratamento com CsA promoveu reducdo dos niveis séricos de
acido urico (1,9+0,3 vs 3,8+1,45mg/dL, CsA+LOS vs CsA9, p<0,05), efeito nao
observado com o uso de enalapril ou espironolactona (p=ns vs CsA9). [Tabela 20,
Grafico 18].
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Tabela 20- Medida dos niveis séricos de acido urico (mg/dL) dos animais com e
sem intervencao terapéutica com agentes modeladores de SRAA no

modelo de nefropatia pela ciclosporina.

Acido Urico (mg/dL)

Grupo N Basal Semana 5 Semana 9
CsA5 06 1,8+0,3 2,2+02 -
CsA9 05 1,5+0,4 2,4+0,3 3,8+1,4%¢¢

CsAWT 04 1,5+0,2 2,1£0,2 1,940,154
CsA+ENL 05 1,6%0,5 2,4510,2 3,5+1,2%¢¢
CsA+LOS 05 1,610,3 2,3+0,4 1,9+0,3%¢
CsA+ESP 05 1,4+0,5 2,5+0,4 3,2+1,65%%¢

a p<0,05 vs CsA5, b p<0,05 vs CsA9, ¢ p<0,05 vs CsAWT, d p<0,05 vs CsA+ENL,
e p<0,05 vs CsA+LOS, f p<0,05 CsA+ESP
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a p<0,05 vs CsA5, b p<0,05 vs CsA9, ¢ p<0,05 vs CsAWT, d p<0,05 vs CsA+ENL, e p<0,05 vs
CsA+LOS, f p<0,05 CsA+ESP

Grafico 18- Variagdo dos niveis de acido urico (mg/dL) dos animais, tratados ou
nao com CsA, sem e com intervencao terapéutica com modeladores
do SRAA.
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5.2.4- Avaliacao dos niveis de ciclosporina

Nao houve alteracdo nos niveis sanguineos de CsA, com a
co-administragdo de bloqueadores do SRAA, nos diferentes periodos de estudo.
[Tabela 21].

Tabela 21- Niveis sanguineos de CsA (C0), em ng/mL, nas semanas 5 e 9 de

tratamento nos diferentes grupos experimentais.

CO0 (ng/mL)

Grupo Semana 5 Semana 9

CsA5 1510,0+398,9

CsA9 1517,0+400,1 1543,3+410,1
CsAWT 1532,0£389,5 Nao detectavel
CsAENL 1770,3+349,5 1553,8+402,9
CsALOS 1706,2+329,5 1604,6+357,8
CsAESP 1580,3+345,1 1031,2+230,0

5.2.5- Avaliacao da pressao arterial

A presséo arterial de cauda (mmHg) manteve-se dentro dos parametros
normais, em todos 0s grupos experimentais, nos periodos 5 e 9 semanas.
A utilizacdo de moduladores do SRAA, nao alterou a pressao arterial de cauda dos
animais experimentais. [Tabela 22].

Resultados
152



Tabela 22- Variagdo da presséo arterial de cauda (PAC mmHg) dos animais

tratados ou ndo com CsA, sem e com intervengéo terapéutica com

agentes modeladores do SRAA.

PAC (mmHg)

Grupo Basal Semana 5 Semana 9

CsA5 115,0£10,1 1146199 -
CsA9 115,748,2 114,848,2 115,2+7,9
CsAWT 115,0£12,0 116,3£11,8 115,4+11,0
CsA+ENL 112,55,9 110,45%7,0 108,418,0
CsA+LOS 110,848,3 112,3+7,8 109,316,8
CsA+ESP 111,4515,6 110,416,6 109,748,0

5.2.6- Andlise histolégica

Os animais tratados com ciclosporina apresentaram, na analise das
coloragdes convencionais (PAS, Tricrdbmio de Masson e Sirius Red), areas de
fibrose em faixa, hialinose arteriolar e arteriosclerose. Nos animais em que foram
co-administrados losartan, enalapril e espironolactona estas alteragdes foram

menos intensas.

5.2.6.1- Lesao tubulo intersticial

A andlise morfométrica [escore semi-quantitativo de PAS], mostrou que
ocorre desenvolvimento de lesdo tdbulo intersticial nos animais tratados com CsA,
sem piora progressiva com a manutencao do tratamento (1,99+0,36 vs 2,1310,37;
CsA5 vs CsA9; p=ns). Os grupos tratados com enalapril, losartan e
espironolactona apresentaram um quadro de atrofia tubular renal menos intensa,
quando comparados com os grupos tratados com CsA independente de tempo de
exposicéo a droga (0,65+0,19 e 0,60+0,08 e 0,49+0,20 vs 0,98+0,12; CsA+ENL e
CsA+LOS e CsA+ESP vs CsA9, p<0,05). [Tabela 23, Gréfico 19].
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Tabela 23- Acometimento tdbulo intersticial nos diferentes grupos tratados.

Cortex Renal

Grupo Dilatacao Atrofia Infiltrado Somatéria

Tubular Tubular Intersticial Scores
VEH 0,0065+0,006 0,0067+0,006 0,0064+0,007 0,02+0,02
CsA5 0,69+0,12 0,95+0,12 0,35+0,12 1,99+0,36
CsA9 0,76x0,11 0,98+0,12 0,39+0,14 2,1310,37
CsAWT 0,62+0,16 0,98+0,22 0,42+0,20 2,02+0,58
CsA+ENL 0,51+0,20 0,65+0,197P*° 0,22+0,20 1,38+0,59
CsA+LOS 0,57+0,12 0,60+0,087°*° 0,19+0,12 1,36+0,32
CsA+ESP 0,52+0,18 0,49+0,20*P*° 0,17+0,19 1,18+0,57

a p<0,05 vs CsA5, b p<0,05 vs CsA9, ¢ p<0,05 vs CsAWT, d p<0,05 vs CsA+ENL, e p<0,05 vs

CsA+LOS, f p<0,05 CsA+ESP

ab,c
’ a,b,c
I I )
T T T T T

CsAWT  CsA+ENL CsA+LOS CsA+ESP

CsAS

a p<0,05 vs CsA5, b p<0,05 vs CsA9, ¢ p<0,05 vs CsAWT, d p<0,05 vs CsA+ENL, e p<0,05 vs

CsA+LOS, f p<0,05 CsA+ESP

Grafico 19- Acometimento tdbulo intersticial (atrofia tubular) nos diferentes grupos

tratados.
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5.2.6.2- Leséo glomerular - glomeruloesclerose isquémica

Glomeruloesclerose isquémica foi abservada com maior frequéncia nos
animais tratados com CSA, aumentando com o maior tempo de exposicao a droga
(69,5£3,0 vs 64,1+2,1%, CsA9 vs CsA5, p<0,05). No grupo de animais em que a
CsA foi suspensa na quinta semana de tratamento, houve recuperacao parcial da
lesdo isquémica (60,7+2,9 vs 69,5+3,0%, CsAWT vs CsA9, p<0,05), (60,7£2,9 vs
64,1£2,1%, CsAWT vs CsA5, p<0,05). Em todos os animais tratados,
a co-administracdo de bloqueadores do SRRA cursou com a diminuicdo da
glomeruloesclerose isquémica, de forma mais acentuada no grupo que recebeu
espironolactona em associagcdo com CsA (39,7+2,0 vs 69,5+3,0%; CsA+ESP vs
CsA9, p<0,05) [Tabela 24, Grafico 20].

Tabela 24- Percentual de glomérulos esclerosados (%GE) nos animais, tratados
ou ndo com CsA, sem e com intervengdo terapéutica com agentes
modeladores do SRAA.

Grupos CsA5 CsA9 CsAWT CsAENL CsALOS CsAESP

%GE  64,1+2,1 69,5¢3,0%%%%" 60,742,9*>%*" 52,1+2,0*>%*! 45 2+3,0%04" 39742 0"

a p<0,05 vs CsA5, b p<0,05 vs CsA9, ¢ p<0,05 vs CsAWT, d p<0,05 vs CsA+ENL, e p<0,05 vs
CsA+LOS, f p<0,05 CsA+ESP
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CsA+LOS, f p<0,05 CsA+ESP

Grafico 20- Esclerose glomerular (%) nos animais, tratados ou ndo com CsA,
sem e com intervencao terapéutica com agentes modeladores do
SRAA.

5.2.7- Avaliagao de Fibrose Intersticial
5.2.7.1- Tricbmio de Masson

Nesta coloracdo observou-se extensas areas de fibrose intersticial em
faixa e atrofia tubular, mais intensas nos aminais tratados por 9 semanas
(4,8%0,2 vs 4,0+0,2%, CsA9 vs CsA5, p<0,05). A interrupgcdo da CsA cursou com
estabilizacao da lesao (4,0+0,2 vs 3,9+0,1%, CsA5 vs CsAWT, p=ns). Os grupos
tratados com bloqueadores do SRAA cursaram com regressdao da fibrose
intersticial, com acometimento cortical significativamente inferior aquele observado
no grupo CsA5, ndao havendo, entretanto, diferengca entre os diferentes
bloqueadores do SRAA empregados [Tabela 25, Grafico 21].
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Tabela 25- Fibrose intersticial (% area), nos diferentes grupos experimentais.

Grupos CsA5 CsA9 CsAWT CsA+ENL CsA+LOS CsA+ESP

%LC 4,0+0,2>%ef 4 g+p23cdel 3 9+0 1Pdet 3 3+0 12PCc 3 0+0,22P° 2,9+0,220b°

a p<0,05 vs CsA5, b p<0,05 vs CsA9, ¢ p<0,05 vs CsAWT, d p<0,05 vs CsA+ENL, e p<0,05 vs
CsA+LOS, f p<0,05 CsA+ESP
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a p<0,05 vs CsA5, b p<0,05 vs CsA9, ¢ p<0,05 vs CsAWT, d p<0,05 vs CsA+ENL, e p<0,05 vs
CsA+LOS, f p<0,05 CsA+ESP

Grafico 21- Expressdo de acometimento cortical % (LC) em animais dos

diferentes grupos de tratamento.

5.2.7.2- Picrossirius (Direct Red)

A avaliagéo da fibrose, pela coloragao de Direct Red, assim como pelo
Tricrdbmio de Masson, mostrou aumento progressivo da lesdo intersticial com
tratamento prolongado com CsA (11,2+0,4 vs 9,2+0,6%, CsA9 vs 5, p<0,05) e
estabilizacdo da lesdo com a suspensao da droga (9,2+0,9 vs 9,2+0,6%, CsSAWT
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vs CsA5, p=ns). Nos animais tratados com enalapril, losartan ou espironolactona,
ocorreu reducao significante da area de fibrose, sugerindo regressdao da lesao
(p<0,05 vs CsA5), com efeito, mais acentuado nos animais tratados com losartan

e espironolactona [Tabela 26, Grafico 22].

Tabela 26- Fibrose intersticial (% area Direct red+) em cortex renal dos animais

dos diferentes grupos de tratamento.

Grupos CsA5 CsA9 CsAWT CsA+ENL CsA+LOS CsA+ESP

%Fl  9,2+0,6°%" 11,2+0,4*°%°" 924+0,9°%%" 6,0+0,15*>%" 53+0,4%%¢ 5 1+0,3>>%4

a p<0,05 vs CsA5, b p<0,05 vs CsA9, ¢ p<0,05 vs CsAWT, d p<0,05 vs CsA+ENL, e p<0,05 vs
CsA+LOS, f p<0,05 CsA+ESP
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a p<0,05 vs CsA5, b p<0,05 vs CsA9, ¢ p<0,05 vs CsAWT, d p<0,05 vs CsA+ENL, e p<0,05
vs CsA+LOS, f p<0,05 CsA+ESP

Grafico 22- Fibrose intersticial (% area cortical) dos animais dos diferentes grupos

de tratamento.
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5.2.8- Avaliacao de inflamagéo intersticial
5.2.8.1- Infiltrado de macré6fagos

Observou-se um aumento no infiltrado intersticial de macréfagos nos
animais tratados com CsA, com aumento significativo com maior tempo de
exposicdo a droga (23,8+1,7 vs 17,6+2,25cel/mm?, CsA9 vs CsA5, p<0,05).
A interrupcdo da administracdo de CsA (CsAWT) ou a co-administracdo de
bloqueadores do SRAA (CsA+ENL, CsA+LOS e CsA+ESP) cursou com a
estabilizacdo do quadro inflamatério intersticial, comparavel ao tratamento de
5 semanas (p=ns vs CsA5). Entretanto, a avaliagdo de macréfagos glomerulares
mostrou que, enquanto a suspensao da CsA estabilizava a lesdo (CsSAWT vs
CsA5, p=ns), o uso de bloqueadores do SRRA levou a regressdo do infiltrado de
macréfagos glomerulares (p<0,05 vs CsAb5). [Tabela 27, Grafico 23].

Tabela 27- Infiltrado de macréfagos (células ED-1+/mm?) em intersticio cortical e
glomérulos dos animais dos diferentes grupos de tratamento.

Infiltrado de Macrofagos

Grupo Intersticial Glomerular
CsA5 17,62,25 3,9+1,35
CsA9 23,8+1,72cdef 4,5+1,3

CsAWT 15,8+2,0° 3,6+1,3
CsA+ENL 18,3+2,45° 3,2+0,1%P°
CsA+LOS 17,2+1,2° 3,0+0,5**°
CsA+ESP 16,45+2,0° 2,940,970

a p<0,05 vs CsA5, b p<0,05 vs CsA9, ¢ p<0,05 vs CsAWT, d p<0,05 vs CsA+ENL,
e p<0,05 vs CsA+LOS, f p<0,05 CsA+ESP
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vs CsA+LOS, f p<0,05 CsA+ESP

Grafico 23- Infiltrado intersticial de macréfagos (células ED-1 positivas/mm?)

em cortex renal, dos animais dos diferentes grupos de tratamento.

5.2.8.2- Expressao de osteopontina em regiao cortical

Observou-se um aumento significativo da expressao de osteopontina
nos animais tratados com CsA, com aumento progressivo com o tempo de
exposicao a droga (2,1+0,9 vs 0,9+0,6%, CsA9 vs CsA5, p<0,05). A suspenséao do
tratamento com CsA cursou com estabilizacao da expressdao de OPN (0,7+0,4 vs
0,9+0,6%, CSAWT vs CsA5, p<0,05), semelhante a observada nos grupos tratados
com bloqueadores do SRAA (1,0+£0,2 CsAENL, 1,0+0,1% CsALOS e 0,9+0,5%
CsAESP, p=ns vs CsA5). Nao houve diferenca na expressdao de OPN com os

diferentes tratamentos. [Tabela 28, Grafico 24].
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Tabela 28- Expressdo de Osteopontina (% darea) em regido cortical renal dos

animais dos diferentes grupos de tratamento.

Grupos CsA5 CsA9 CsAWT CsA+ENL CsA+LOS CsA+ESP

%OPN 0,9+06° 2,1+0,92%%" (0 7+0,3° 1,0+0,2° 1,1+0,1P 0,6+0,1P

a p<0,05 vs CsA5, b p<0,05 vs CsA9, ¢ p<0,05 vs CsSAWT, d p<0,05 vs CsA+ENL, e p<0,05 vs
CsA+LOS, f p<0,05 CsA+ESP
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a p<0,05 vs CsA5, b p<0,05 vs CsA9, ¢ p<0,05 vs CsAWT, d p<0,05 vs CsA+ENL, e p<0,05 vs
CsA+LOS, f p<0,05 CsA+ESP

Grafico 24- Expressdo de osteopontina (% area) em regido cortical renal dos

animais dos diferentes grupos de tratamento.

5.2.9- Avaliagéo de lesdo microvascular - hialinose de arteriola aferente

glomerular

Hialinose arteriolar foi frequente nos animais tratados com CsA,
independendo da pressao arterial (77,7+2,45 vs 74,3+1,15%, CsA9 vs CsAb5,

p<0,05). A interrupcdo da CsA na semana 5 levou a estabilizacdo da hialinose
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arteriolar (74,3+1,15 vs 72,1+0,9%, CsA5 vs CsAWT, p<0,05). A co-administragéo
de enalapril (54,9+3,5%, p<0,05 vs CsAb), losartan (48,2+2,7%, p<0,05 vs CsA5)
ou espironolactona (45,7+3,8%, p<0,05 vs CsA5) promoveu reducao significativa
da hialinose arteriolar, mais acentuada nos animais tratados com losartan (p<0,05
vs CsA+ENL) ou espironolactona (p<0,05 vs CsA+ESP), sugerindo controle do

remodelamento vascular pelo bloqueio do SRAA. [Tabela 29, Grafico 25].

Tabela 29- Hialinose arteriolar aferente (%) nos diferentes grupos de estudo

Grupos CsA5 CsA9 CsAWT CsA+ENL CsA+LOS CsA+ESP

%Hialinose 74,3+1,157%" 77,742 45%°%"  71120,9>%%" 54,9435 48242777 457+38%>%°

a p<0,05 vs CsA5, b p<0,05 vs CsA9, ¢ p<0,05 vs CsAWT, d p<0,05 vs CsA+ENL, e p<0,05 vs
CsA+LOS, f p<0,05 CsA+ESP
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a p<0,05 vs CsA5, b p<0,05 vs CsA9, ¢ p<0,05 vs CSAWT, d p<0,05 vs CsA+ENL, e p<0,05 vs
CsA+LOS, f p<0,05 CsA+ESP

Grafico 25- Hialinose de arteriola aferente glomerular (%), nos diferentes grupos
de estudo, com utilizacdo de moduladores do SRAA.
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5.2.10- Avaliacao de estresse oxidativo
5.2.10.1- Deteccéo de dano oxidativo ao DNA por 8-OHdG

A  marcacdo cortical dos nucleos 8-OHAG positivos foi
significativamente aumentada nos animais tratados cronicamente com CsA
(130,3+21,95 vs 96,3+12,7cel/mm? CsA9 vs CsA5, p<0,05). A suspensdo do
tratamento com CsA promoveu reparo do DNA durante o periodo de
acompanhamento de 4 semanas (96,3%12,7 vs 55,5+12,6cel/mm?, CsA5 vs
CsAWT, p<0,05). O tratamento com enalapril (100,0£5,7, CsA+ENL vs CsA9,
p<0,05), losartan (89,848,0 CsA+LOS vs CsA9, p<0,05) ou espironolactona
(89,719,3, CsA+ESP vs CsA9, p<0,05) evitou a progressao da lesdo por estresse
oxidativo, mesmo com manutengédo da administracdo de CsA. Este efeito foi mais
evidente nos grupos tratados com losartan ou espironolactona. [Tabela 30,
Gréfico 26].

Tabela 30- Deteccdo de dano oxidativo ao DNA (8-OHdG+/mm?) em cértex renal
dos diferentes grupos de tratamento.

Grupos CsA5 CsA9 CsAWT CsA+ENL CsA+LOS CsA+ESP

80HdG 96,3+12,7° 130,3+21,9*%%®" 55 2+12 6*%*"  100,0+5,7°° 89,8+8,0°° 89,7+9,3>°

a p<0,05 vs CsA5, b p<0,05 vs CsA9, ¢ p<0,05 vs CsAWT, d p<0,05 vs CsA+ENL, e p<0,05 vs
CsA+LOS, f p<0,05 CsA+ESP
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a p<0,05 vs CsA5, b p<0,05 vs CsA9, ¢ p<0,05 vs CsAWT, d p<0,05 vs CsA+ENL, e p<0,05
vs CsA+LOS, f p<0,05 CsA+ESP

Grafico 26- Dano oxidativo ao DNA (80HdG+/mm?) nos grupos de estudo.

5.2.10.2- Quantificagdo de peroxidacdao lipidica através da
concentracdo de malonaldeido (método TBARS)

O tratamento com ciclosporina causou dano tecidual mediado por
espécies reativas de oxigénio (2,8+0,7 vs 1,5+0,45pmol/uL, CsAS5 vs VEH,
p<0,05), agravada pela exposicao prolongada a CsA (3,5+0,6 vs 2,8+0,7pmol/pL,
CsA9 vs CsA5, p<0,05). A interrupcao da CsA cursou com redugao significativa
dos niveis de TBARS, sugerindo recuperacao tecidual com a interrupgédo do
estimulo (1,7£0,2 wvs 2,840,7pmol/yL, CsAWT vs CsA5, p<0,05).
A co-administracdo de bloqueadores do SRRA levou a estabilizacao da lesao
tecidual (p=ns vs CsA5), porém menos eficaz que no grupo onde a CsA foi
retirada. [Tabela 31, Gréfico 27].
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Tabela 31- Deteccdo de malonaldeido em homogenato de biopsia renal dos
diferentes grupos experimentais tratados com bloqueadores do

SRRA.

Grupos CsA5 CsA9 CsAWT CsA+ENL CsA+LOS CsA+ESP

[MDA] 2,8+0,7°° 3,5+0,6*%9%" 1,7+02*® 28+0,3"° 235+0,3°° 27 +0,35"°

a p<0,05 vs CsA5, b p<0,05 vs CsA9, ¢ p<0,05 vs CsSAWT, d p<0,05 vs CsA+ENL, e p<0,05 vs
CsA+LOS, f p<0,05 CsA+ESP

4 - a,cd.e,f
3.5 -
b,c
- b,c b.c
) T b,c T
[a—] -
—qo -‘5 T
g . a,b
SR
-,
8 L5 -
[=F
1 -
0,5 -
0 T T T T
CsAS CsA9 CsAWT CsA+ENL  CsA+LOS  CsA+ESP

a p<0,05 vs CsA5, b p<0,05 vs CsA9, ¢ p<0,05 vs CsSAWT, d p<0,05 vs CsA+ENL, e p<0,05
vs CsA+LOS, f p<0,05 CsA+ESP

Grafico 27- Deteccao de malonaldeido em homogenato de biopsia renal dos
diferentes grupos experimentais tratados com bloqueadores do

SRAA.
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5.2.11- Avaliacao de apoptose
5.2.11.1- Deteccéao de caspase-3 em cortex renal

O tratamento com CsA cursou com aumento progressivo de apoptose
(20,2+4,5 vs 16,4+3,9cel/mm?, CsA9 vs CsA5, p<0,05). A interrupcdo da CsA
resultou em reducdo significativa da apoptose (6,2+2,1 vs 20,24 5cel/mm?,
CsAWT vs CsA5, p<0,05), enquanto a co-administracdo de enalapril
(15,0£2,2cel/mm® CsA+ENL vs CsA5, p=ns), losartan (13,8+3,4cel/mm2,
CsA+LOS vs CsA5, p=ns) ou espironolactona (14,513,Ocel/mm2, CsA+ESP vs
CsA5, p=ns), manteve o grau de apoptose comparavel ao observado com
5 semanas de uso de ciclosporina. Nao houve diferenca entre os diferentes grupos
de drogas. [Tabela 32, Grafico 28].

Tabela 32- Deteccdo de células caspase-3 positivas em camada cortical dos
fragmentos de biopsia renal dos diferentes grupos experimentais.

Grupos CsA5 CsA9 CsAWT CsA+ENL CsA+LOS CsA+ESP

Caspase-3 16,4+3,9° 20,2+4,5%%%&! g 240 1abdel 15040 obc 13 8+3 4°° 14,5+3,0°°

a p<0,05 vs CsA5, b p<0,05 vs CsA9, ¢ p<0,05 vs CsAWT, d p<0,05 vs CsA+ENL, e p<0,05 vs
CsA+LOS, f p<0,05 CsA+ESP
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a p<0,05 vs CsA5, b p<0,05 vs CsA9, ¢ p<0,05 vs CsAWT, d p<0,05 vs CsA+ENL, e p<0,05
vs CsA+LOS, f p<0,05 CsA+ESP

Grafico 28- Detecgdo de células caspase-3 positivas em camada cortical dos
fragmentos de biopsia renal dos diferentes grupos experimentais.

5.2.11.2- Deteccao de células tubulares positivas para a reacéao de
TUNEL

O numero de células tubulares TUNEL+ aumentou progressivamente
nos animais tratados com CsA (30,4+3,7 vs 22 3+4 2cel/mm?, CsA9 vs CsAb5,
p<0,05). A suspensao da CsA levou a reducao significativa da apoptose de células
tubulares, sugerindo reversdao da lesdo com a interrupcdo do estimulo lesivo
(10,4+1,7 vs 25,9+22cel/mm?, CsAWT vs CsA5, p<0,05). O tratamento com
enalapril (25,2+1,9cel/mm?® losartan (22,9+4,8cel/mm?) ou espironolactona
(23,2+1,9 cel/mm?), impediu a progressao da apoptose (p<0,05 vs CsA9 e p=ns vs
CsA5), porém foi menos eficaz que a suspensao da droga (p<0,05 vs CSAWT).
[Tabela 33, Grafico 29].
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Tabela 33- Deteccdo de células positivas para reagdo de TUNEL em camada
cortical dos fragmentos de biopsia renal dos diferentes grupos

experimentais.

Grupos CsA5 CsA9 CsAWT CsA+ENL CsA+LOS CsA+ESP

TUNEL 223+42°¢ 30,4+3,72%9ef 10 4+1 72P4del 252049 gbc 2D 9+4 gPc 23 241 9P

a p<0,05 vs CsA5, b p<0,05 vs CsA9, ¢ p<0,05 vs CsSAWT, d p<0,05 vs CsA+ENL, e p<0,05 vs
CsA+LOS, f p<0,05 CsA+ESP

35 a,c,d,e,f

b,c

15 ~ a,b,d,ef

TUNEL positivo/mm?

CsAS CsA9 CsAWT CsA+ENL  CsA+LOS  CsA+ESP
a p<0,05 vs CsA5, b p<0,05 vs CsA9, ¢ p<0,05 vs CsAWT, d p<0,05 vs CsA+ENL, e p<0,05
vs CsA+LOS, f p<0,05 CsA+ESP

Grafico 29- Apoptose (células TUNEL+) em células tubulares de cortex renal nos

diferentes grupos.
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Tabela 34- Resumo dos resultados da intervencdo com moduladores de SRAA no

modelo de nefropatia pela ciclosporina.

CsA5 CsA9 CsAWT | CsAENL CsALOS | CsAESP
Funcéo renal PEN A o o o o
Morfologia
Les&o tubulo intersticial o ™1 o 3 2 NN
Glomeruloesclerose o ™M o J { W
Fibrose intersticial
Tricréomio de Masson o () o \2 2 \
Sirius Red o e o \) " 2
Inflamacao
Macréfagos PEN ™ PEN PEN PR PEN
Osteopontina o ™1 o o o ©
Apoptose
Caspase 3 PEN ™ A PEN o TES
Tunel PEN ™ A o © o
Vasculopatia
Hialinose arteriolar o ™ o 2 A W
Estresse oxidativo
8-OHdG PEN ™1 N PES o o
TBARS o 1 W o o o

Para comparacgéo, o grupo CsA5 foi considerado como padréo de lesédo estabelecida.

©: estabilizacao, T: aumento, 4: reducéo.
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6- DISCUSSAO
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O desenvolvimento de um modelo de nefrotoxicidade crénica por
ciclosporina, em ratos, permitiu a compreensdao de possiveis mecanismos da
génese desta lesdo. Esse modelo caracteriza-se por utilizar doses de ciclosporina
capazes de reproduzir a disfuncao renal e as lesdes histolégicas vasculares e
tubulo-intersticiais observadas em humanos, tornando-se um instrumento util para

o estudo da toxicidade renal pela CsA [Elzinga et al, 1993].

A nefrotoxicidade crénica da ciclosporina caracteriza-se, do ponto de
vista histologico, pelo desenvolvimento de fibrose intersticial em faixa,
atrofia  tubular, hialinose de arteriolas aferentes glomerulares e
glomeruloesclerose, ou seja, um quadro histolégico compativel com doenca
isquémica renal, por comprometimento de microvasculatura, levando a uma
reducdo progressiva da taxa de filtracdo glomerular [Myers e Newton, 1991].
Sua etiopatogenia parece estar relacionada tanto a isquemia mantida por
vasoconstricdo pré-glomerular como pela ativacdo direta de fatores
pro-fibrogénicos em tecido renal [Shehata et al, 1995, Shihab et al 1999;
Shihab et al, 2000].

A melhor compreensdo das vias regulatérias e dos mecanismos
inflamatorios envolvidos na nefrotoxicidade pela CsA permite o desenvolvimento
de estratégias experimentais capazes de bloguear ou modular estas vias.
Estudos prévios utilizando bloqueadores do SRAA, moduladores da sintese do
oxido nitrico, drogas com propriedades anti-proliferativas e anti-tumorais
[Bobadilla et al, 2007] e agentes hipouricemiantes [Mazali et al, in press]
mostraram-se capazes de prevenir o desenvolvimento da nefrotoxicidade pela
CsA, pelo menos parcialmente. Entretanto, o efeito destas abordagens na

nefropatia estabelecida ainda é incerto.

O modelo animal de nefrotoxicidade pela ciclosporina emprega injegdes
diarias, na dose de 15mg/Kg/dia, por via subcutdnea [Hunley et al, 1995;
Pichler et al, 1995; Assis et al, 1997; Thomas et al, 1998; Shihab et al, 2001;

Kang et al, 2001]. A utilizacao de dieta restrita em sal facilita o desenvolvimento
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das alteracbes histologicas caracteristicas da nefrotoxicidade crénica por
ciclosporina [Elzinga et al, 1993], ndo reprodutiveis em presenca de dieta normal
em sodio [Bennett et al, 1996].

No presente estudo, utilizamos como dieta restrita em sddio a proteina
texturizada de soja. Esta dieta, a base de flavondides, (fitoestrogenos) ajuda a
manter os niveis de triglicérides e de acido urico dentro da faixa de normalidade
em animais espontaneamente hipertensos [Bhatena et al, 2002], além de diminuir
a progressao da lesao glomerular em ratos com obesidade induzida [Maddox et al,
2002; Trujillo et al, 2005]. Dietas ricas em flavondides inibem a xantina oxidase, e
diminuem a sintese de espécies reativas de oxigénio (ROS) contribuindo,
desta maneira, para a reducao de estresse oxidativo, inflamacéo e arteriosclerose
[Silva et al, 2004].

A nefrotoxicidade pela ciclosporina foi avaliada ao final de 2 periodos,
de 5 e 9 semanas, em animais tratados com CsA (15mg/Kg/dia) subcutdnea em
vigéncia de dieta hipossédica. O modelo de 5 semanas apresenta alteracdes
classicas da nefrotoxicidade pela ciclosporina, e foi utilizado como controle de
doenca. O modelo de tratamento prolongado, por 9 semanas, reproduzindo as
alteracdes funcionais e histolégicas da progressao da nefropatia. Apos o insulto
inicial, ocorre uma deterioracdo progressiva da funcdo renal, caracterizada por
alteragbes da hemodindmica renal e inflamagcdo local. Além disso,
fendbmenos inflamatorios, citocinas e fatores de crescimento fazem parte dos

mecanismos de propagacao da lesio.

Os animais tratados com CsA por 9 semanas apresentaram alteracoes
histolégicas e funcionais mais exuberantes quando comparados com 0 grupo
CsA5, confirmando que o tempo de exposicdo a CsA é primordial para a
intensidade da lesao renal.

Um terceiro grupo experimental foi incluido para avaliar o efeito da
interrupg@o do tratamento com ciclosporina, ao final de 5 semanas, porém com

acompanhamento por periodo prolongado (9 semanas), tratado apenas com
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veiculo. O objetivo deste grupo era avaliar a evolugcao das lesdes preexistentes
apds a interrupcao do estimulo lesivo, a ciclosporina. Nestes animais (CsAWT), a
retirada da CsA cursou com recuperacdo do peso dos animais e melhora
significativa da creatinina sérica, quando comparado com o0 grupo que recebeu
CsA por 9 semanas. Os niveis de acido urico, nos animais onde a CsA foi
interrompida, foram comparaveis aos dos animais tratados por 5 semanas,
0 que pode ser conseqliéncia tanto da recuperacao da taxa de filtracao glomerular
como da redugcdo da reabsorcao tubular de urato induzida pela ciclosporina
[Marcén et al, 1996].

A suspensdo da administragdo de CsA na quinta semana de estudo
cursou com estabilizacdo da reacdo inflamatéria e da fibrose intersticial,
comprovadas pelas coloragbes de Tricrbmio de Masson, Sirius Red,

imunohistoquimica para macréfagos e osteopontina.

A estabilizacdo, mas ndao a reversdo da lesdo observadas com a
interrupcédo da ciclosporina pode ser explicada pela manutencdo do processo
inflamatorio, que uma vez iniciado, desencadeia a fibrogénese, com duas etapas
fundamentais. A primeira consiste na migracao, proliferacdo, diferenciacao dos
fibroblastos em miofibroblastos, e do processo de transdiferenciagdo a partir de
células tubulares renais que, ao modificam seu fenédtipo preservam energia e
reduzem a necessidade de oxigénio em situacbes de hipdxia tecidual
[Semenza et al, 2000; Gabbini et al, 2003; Nangaku et al, 2007; Higgins et al,
2008]. A segunda caracteriza-se pela excessiva producédo e deposicao de matriz
extracelular preenchendo desordenadamente o espacgo intersticial. Ambas as
etapas sao desencadeadas e estimuladas pela presenca de citocinas fibrogénicas
como TGF-B, PDGF, TNF-a, interleucina-1, OPN e angiotensina-Il produzidas no
local do processo inflamatério [Krum et al, 2007]. Assim, a fibrose intersticial,
presente neste modelo experimental, depende da ativacdo, proliferacéo,
migracdo e diferenciacdo de varios tipos celulares incluindo principalmente
fibroblastos, miofibroblastos, macréfagos e células epiteliais dos tubulos renais.
A descontinuacao da CsA leva a uma menor exposicdo das células epiteliais
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tubulares a hipoxia, inibindo dessa maneira a proliferagdo e transdiferenciacao

celular, bem como a sintese do colageno.

A fibrose intersticial cursa com reducdo de numero de capilares
peritubulares que, associada a isquemia tecidual resultante da arteriolopatia
aferente glomerular, levam a reducdo da perfusdo de oxigénio tecidual,
resultando na liberacdo do fator de inducao de hipdxia (HIF-1) em tecido renal.
O HIF-1 modula a expressdo de genes envolvidos na angiogénese, eritropoese,
proliferacdo celular, remodelamento vascular e resposta vasomotora,
além de transicao epitélio-mesenquimal. O HIF-1 ativa a expressao do gene de
VEGF em células tubulares renais, em resposta a hipdxia crénica no modelo de
nefrotoxicidade por CsA, promovendo remodelamento vascular e angiogénese
[Higgins et al, 2008; Nangaku et al, 2007].

A arteriolopatia, quantificada através da porcentagem de hialinose
arteriolar, foi observada em todos os animais tratados com ciclosporina,
e mais exuberante nos animais tratados por 9 semanas. A célula muscular lisa da
arteriola aferente, evidenciada na coloracdo de PAS, apresenta circunferéncia
espessa, tipica de lesdo vascular por inibidor de calcineurina. A patogénese da
arteriolopatia ndo é bem definida, mas acredita-se que o SRRA participe
ativamente do remodelamento vascular. No presente estudo, observamos uma
reducdo significativa de hialinose arteriolar apdés a suspensdao do uso da
ciclosporina, comparado ao grupo cronicamente tratado. Resultados semelhantes
haviam sido relatados por Franceschini et al (1998), apds a suspensdo da
ciclosporina por um periodo de 8 semanas.

A estabilizacdo da lesédo vascular e da inflamacao, caracterizada pelo
infiltrado de macrofagos, células ricas em espécies reativas de oxigénio,
interferem diretamente em outro mediador, o estresse oxidativo [Ghee et al, 2008],
que no presente estudo foi avaliado pela imunohistoquimica para 8-OHdG e pela
quantificacdo de TBARS. A suspensao da ciclosporina cursou com estabilizacao

do infiltrado intersticial de macréfagos, promoveu redugcdo do estresse oxidativo,
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com reparo no DNA, quantificado através da imunohistoquimica para a base
modificada 8-OHdG. A administracdo de CsA induz a peroxidacao lipidica,
com aumento de formacdo de substancias reativas de acido tiobarbiturico
(TBARS) [Galletti et al, 2005]. A suspensao de CsA reduziu significativamente os
niveis de malonaldeido, resultado de uma menor producédo de radicais livres e,
consequente reducao da peroxidacao lipidica.

A maioria das drogas nefrotoxicas, € excretada pelos rins e,
na presenga de transportadores celulares especificos, acumula-se nas células
tubulares renais, o que nao contribui para a sua eficacia terapéutica, mas favorece
0 processo apoptdtico que regula ou inibe os transportadores ou receptores de
drogas nos rins [Servais et al, 2008]. Na progressao da doenca renal a apoptose
de células tubulares precede alteragcdes morfolégicas como atrofia tubular,
dilatacao tubular e inflamacao perivascular. Alguns autores tém mostrado que a
diminuicdo do numero de células esta relacionada com a ativacdo de genes de
apoptose e, com a expressdo de fatores pro-fibréticos em tecido renal.
A ciclosporina induz apoptose por via mitocondrial, ao causar ativacdo da
caspase-9 que ao se clivar em caspase-3, migra para o interior da mitocdndria
promovendo a morte celular [Park et al, 2010]. No presente estudo o numero de
células TUNEL-positivas e a expressao de caspase-3 aumentam apds o
tratamento com o inibidor de calcineurina. A suspensao da droga apos 5 semanas

de tratamento reduziu significativamente a quantidade de células em apoptose.

Dessa maneira, a nefrotoxicidade por CsA pode ser estabilizada com a
descontinuagcdo da droga por longo periodo de tempo. Entretanto, a aplicagao
clinica desta estratégia € controversa, em individuos transplantados, pelo risco
imunolégico da reducdo da imunossupressado, com desenvolvimento de rejeicao
aguda [Franceschini et al, 1998]. Quando a retirada da ciclosporina nao é possivel,
a modulacao das vias efetoras da nefrotoxicidade torna-se uma alternativa viavel,
estabilizando ou revertendo o quadro funcional e histolégico da nefropatia pela
CsA. Dentre os moduladores de nefrotoxicidade, duas vias podem sofrer
interferéncia farmacologica: a via do &cido urico e o sistema renina angiotensina

aldosterona.

Discussao
177



Os modelos experimentais de hiperuricemia e de nefrotoxicidade pela
ciclosporina apresentam em comum achados histoldgicos de nefropatia isquémica.
No modelo experimental classico de hiperuricemia, ratos Sprague-Dawley sao
tratados com dieta hipossodica e acido oxo6nico (inibidor da uricase hepatica)
durante sete semanas, com o desenvolvimento de glomeruloesclerose,
fibrose intersticial e arteriolopatia, sugestivos de doenca renal isquémica
[Mazzali et al, 2001a; Mazzali, et al 2002b]. O acido urico também atua como
mediador de disfuncao endotelial e inflamacéo, agravando a doenca vascular renal
[Kanellis & Kang, 2005].

Estudos prévios demonstraram que a hiperuricemia agrava a
nefrotoxicidade experimental pela ciclosporina [Mazzali et al, 2001], e também que
o controle da hiperuricemia previne o desenvolvimento de nefropatia pela
ciclosporina [Mazali et al, in press]. Assim, a primeira hipétese deste estudo foi
que a reducao dos niveis séricos de acido urico levaria a estabilizagdo ou reversao
da nefropatia estabelecida pela ciclosporina. Para tanto, os animais experimentais
foram tratados durante cinco semanas com CsA em presenca de dieta restrita em
sédio. Apos a lesao estabelecida, foi co-administrado, por um periodo adicional de
4 semanas, agentes hipouricemiantes, alopurinol ou benzbromarona,
em associacdo com ciclosporina. Como o alopurinol pode apresentar também
atividade antioxidante e ter seu efeito potencializado pela dieta a base de proteina
de soja [Trujillo et al, 2005], benzbromarona, um agente uricosurico sem efeito
sistémico, foi utilizado como controle dos efeitos observados pela diminuigcdo dos

niveis de 4cido Urico.

Para avaliar o efeito da reducao dos niveis de acido Urico, os animais
foram comparados a controles com manutencdo do estimulo crénico pela
ciclosporina (CsA9, ou grupo nefropatia avangada), e aos animais onde o estimulo
foi interrompido, com estabilizacdo do quadro (CsA5, nefropatia estabelecida e
CsAWT, retirada de ciclosporina).
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Os animais tratados com agentes hipouricemiantes associados a
administracéo crénica de ciclosporina apresentaram uma perda de peso menos
intensa que 0s animais cronicamente tratados com ciclosporina, sugerindo que a
co-administracdo de alopurinol e benzbromarona reverta a doenca renal
provocada pela ciclosporina. O baixo peso dos animais experimentais pode ser
explicado pela dieta a base de proteina de soja, hipocalérica. O efeito nos niveis
de acido urico obtido com os dois medicamentos foi semelhante, e comparavel ao
obtido com a interrupg¢ao do tratamento com ciclosporina.

Fatores que poderiam interferir na analise dos efeitos da normalizacao
do acido urico na progressao da doenca renal seriam 0s niveis presséricos e 0s
niveis sanguineos de ciclosporina durante o tratamento. A andlise destes
parametros mostrou que todos os grupos cronicamente tratados com ciclosporina
apresentavam niveis sanguineos do medicamento comparaveis nos periodos
5 e 9 semanas de tratamento, indicando que ndo houve interagdo medicamentosa
nos grupos tratados. Da mesma forma, a pressao arterial de cauda permaneceu
estavel e comparavel entre os grupos durante todos os periodos de tratamento.
Estudos anteriores mostram que roedores tratados com CsA em presencga de dieta
restrita em sal, mantém os mesmos niveis pressoricos dos grupos controle,
permanecendo normotensos durante todo o periodo experimental [Hunley et al,
1995; Shehata et al, 1995; Pichler et al, 1995; Andoh et al, 1997; Shihab et al,
1999; Shihab et al, 2000]. Apesar de estudos prévios terem demonstrado que o
tratamento com alopurinol ou benzbromarona pode reduzir a pressao arterial de
animais hipertensos [Mazzali et al,2002; Watanabe et al, 2002], este fenGmeno
nao foi observado no presente estudo.

A funcéo renal dos animais tratados com alopurinol ou benzbromarona
foi melhor que naqueles com uso crénico de ciclosporina, porém inferior a dos
grupos CsA5 e CsAWT, sugerindo que estas drogas promovem protecao parcial,
mas insuficiente para, do ponto de vista da fungao renal, neutralizar os efeitos da
administracdo crénica de ciclosporina. Entretanto, a andlise morfolégica mostrou

que tanto o alopurinol como a benzbromarona promoveram reducédo da atrofia
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tubular, quando comparados aos animais tratados por 5 semanas,
sugerindo reversdo da lesdo. Entretanto, a intervencdo farmacoldgica nao

apresentou efeito sobre a lesao glomerular isquémica.

Além da atrofia tubular, outro marcador importante da nefropatia crénica
pela ciclosporina é a fibrose intersticial, em faixa, que ocorre como consequéncia
de processo inflamatério desencadeado pela CsA e também como resultado de
aumento de apoptose de células tubulares secundario a hipdxia, com estimulo a
diferenciacao epitélio mesenquimal. Entre os varios mediadores pré inflamatérios
e pro fibréticos, a osteopontina (OPN) atua como uma molécula de adesao e
atracdo de macrofagos, envolvida na proliferacao celular e regeneracao tecidual
apdés a lesdao renal. No modelo experimental de nefropatia pela CsA ocorre
aumento de expressao cortical de OPN, associada a um afluxo de macréfagos.
[Young et al, 1995; Thomas et al, 1998; Lim et al, 2004, Mazzali et al, 20023a;
Mazzali et al, 2002c]. Estudos em camundongos depletados de osteopontina
(knock out), a lesdo induzida pela ciclosporina foi menos intensa, sugerindo a
participacdo ativa desta glicoproteina no processo inflamatério [Mazzali et al,
2002].

No presente modelo, observamos um aumento significativo do infiltrado
intersticial de macréfagos nos animais tratados com ciclosporina em relagdo aos
controles. Nos animais tratados com alopurinol ou benzbromarona nao houve
reducéo significativa da inflamacéo intersticial. Entretanto, no grupo onde a CsA foi
interrompida, observamos reducdo significativa da inflamacédo, comparada aos
demais grupos, sugerindo que a suspensao da ciclosporina foi fator protetor mais
intenso que a variagao dos niveis de acido urico. Nos grupos CsAALP e CsABENZ
ndao houve reducdo da expressdao de osteopontina, o que manteve elevada a
quantidade de macréfagos no intersticio e glomérulo destes animais.
Estes achados sugerem que a normalizacdo dos niveis de acido Urico, apesar de
cursar com melhora funcional, ndo foi suficiente para contrabalancar o estimulo
téxico mantido da ciclosporina sobre as células tubulares renais, com ativacao de
osteopontina e inflamacao intersticial. Entretanto, a analise do evento final,
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ou seja, da fibrose intersticial, mostrou que, enquanto o tratamento com
benzbromarona estabilizou a lesdo, ou seja, manteve niveis de deposicao de
colageno intersticial comparaveis aos dos animais tratados por 5 semanas ou com
interrupcdo do tratamento com ciclosporina, o uso de alopurinol cursou com
reducédo significativa da intensidade de fibrose intersticial, nas coloragbes de
Tricrémio de Masson e Sirius Red. Estes resultados sugerem que, em presenca
de quadro de nefropatia estabelecida, a normalizacdo dos niveis sanguineos de
acido durico foi suficiente para retardar ou reverter parcialmente a fibrose
intersticial, por mecanismo independente da inflamacdo intersticial.
Outros mecanismos possiveis seriam a melhora da hipdxia tecidual,
com restabelecimento de microcirculacdo e/ou reducdo do estresse oxidativo

induzido pela ciclosporina.

Ao avaliar a lesdao de microvasculatura, através da hialinose arteriolar,
observamos que a retirada de CsA na quinta semana de tratamento cursou com
reducdo da lesdo, demonstrando que o tempo de exposicdo a CsA tem papel
importante fator na progressdao da lesdo vascular. Nos animais tratados com
agentes hipouricemiantes, a despeito da manutencao do estimulo da ciclosporina,
houve reducdo da lesédo arteriolar, sugerindo a participagdo do acido Urico no
processo de remodelamento vascular. Estes achados sdo compativeis com
estudos anteriores, que demonstraram que a hiperuricemia induz remodelamento
vascular independente dos niveis pressoéricos [Mazzali et al, 2002] e também que
a utilizacado de alopurinol ou benzbromarone foi associada com melhora da lesédo
da nefropatia crénica no modelo de nefrectomia a 5/6 [Kang et al, 2001].

Este efeito protetor do alopurinol, superior ao da benzbromarona,
em relacdo a vasculopatia e a fibrose intersticial, mas nado a inflamacao,
pode ser atribuido a atividade antioxidante adicional do alopurinol. O &cido urico
apresenta efeito deletério sobre o endotélio, particularmente no bloqueio da
producdo de NO, mediada por espécies reativas de oxigénio (ROS),
conforme demonstrado em modelos de doenca cardiovascular e renal. Estas ROS

podem ser geradas por uma série de mecanismos, dentre 0os quais 0 que envolve
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a reagcdo da xantina oxidase com a xantina, gerando anion superéxido e acido
urico [Khosla et al, 2005]. No entanto, inibidores da xantina oxidase,
como o alopurinol, minimizam a formagao destes radicais livres, diminuindo a
lesdo endotelial [Kobelt et al, 2002; Raymond et al, 2003]. O alopurinol, ao inibir a
formacao de radicais livres, aumenta a biodisponibilidade do O6xido nitrico,
promovendo a vasodilatacdo de microvasculatura, resultando em reposta

moderada ao estresse oxidativo [Kobelt et al, 2002].

Conforme esperado, o grupo que recebeu CsA associado ao alopurinol
apresentou reducao significativa da deteccdo da base 8-OHdG em nucleo de
células tubulares corticais. Esta reducao, entretanto, nao foi tdo intensa quanto no
grupo onde a ciclosporina foi interrompida. Resultados semelhantes foram obtidos
na quantificacdo do malonaldeido em homogenato de tecido renal,
onde a utilizacao de alopurinol promoveu prote¢ao parcial, ou seja, houve reducao
do estresse oxidativo, com reducao da peroxidagao lipidica, porém insuficiente
para neutralizar o efeito oxidante da ciclosporina. Este efeito protetor parcial
também foi observado sobre a apoptose de células epiteliais tubulares, onde a
retirada da ciclosporina foi a intervencéo mais eficaz, seguida do tratamento com

alopurinol.

Em resumo, a co-administracao de alopurinol ou benzbromarona cursou
com redugao dos niveis de acido Urico e minimizou o quadro de nefrotoxicidade
estabelecida por ciclosporina, através da reducdo de hialinose arteriolar,
glomeruloesclerose e fibrose intersticial, além da melhora da fung&o renal,
do estresse oxidativo e da apoptose, porém sem efeito antiinflamatério.
Além do efeito hipouricemiante, o alopurinol pode também apresentar um
mecanismo antioxidante, com efeito protetor adicional sobre a lesdao de
microvasculatura e reducdo da area de fibrose intersticial, mas ndao da lesao

inflamatoria.

O desenvolvimento de lesdo morfoldgica e a disfuncao renal, observada
neste modelo experimental, est4 relacionado com o aumento da sintese e

liberacdo de renina [Mason et al, 1991]. A ativacdo do SRAA, em especial da
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angiotensina-Il, através da ativacao do receptor AT1, promove vasoconstricdo de
microvasculatura renal, além de estimular o processo fibrético e a liberacdo da
aldosterona, que por sua vez, aumenta a retencao de sédio e o volume de sangue
circulante [Bobadilla et al, 2007]. A estimulagcdo do SRAA acarreta num aumento
expressivo de citocinas pro-fibréticas e de seus respectivos receptores,
como o TGF-B [Nangaku et al, 2008], além de induzir a hipdxia tecidual,
com diminuicdo de capilares peritubulares, comprometimento de oxigenacao de
células tubulares, favorecendo a transdiferenciam em miofibroblastos.
Estas alteracdes culminam num ciclo, onde a fibrose leva a hipdxia, e esta por sua
vez, a fibrose [Nangaku et al, 2008].

Considerando este efeito direto da angiotensina-Il como mediador de
progressao de lesdo renal, a terceira fase deste estudo propbs que, a utilizacao de
drogas bloqueadoras do sistema-renina-angiotensina-aldosterona como o enalapril
(inibidor da enzima conversora de angiotensina) o losartan (antagonista de
receptor AT1 de angiotensina Il), e a espironolactona (inibidor competitivo da
aldosterona), provocariam reversdo ou estabilizagdo do quadro estabelecido de
nefrotoxicidade por CsA.

O enalapril e o losartan sdo comumente usados com hipotensores,
ao modular o SRAA. Entretanto foi descrito que estas drogas podem reverter o
quadro de faléncia renal, associado a hipertensdo, nefrotoxicidade,
nefrite intersticial e lesao arteriolar de rins nativos ou transplantados [Azzadin et al,
2002]. Em estudos anteriores, tanto o enalapril como o losartan, co-administrados
com CsA, reduziram os efeitos toxicos desta droga em ratos urémicos.
Os inibidores de enzima conversora de angiotensina apresentam propriedades
nefroprotetoras, ao prevenir a hipertensdo e a deterioragcdo da funcéao renal em
ratos espontaneamente hipertensos tratados com CsA [Azzadin et al, 2002].
Estudos prévios demonstraram que o modula¢cdo do SRAA pelo iECA e o bloqueio
de receptor AT1 melhoraram a fung¢ao endotelial, reduziram o estresse oxidativo e,
consequentemente, reduziram ou reverteram parcialmente, a inflamagdo e a

arteriosclerose em modelo animal [Argani et al, 2008].
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O antagonista de receptor de angiotensina-1l (losartan) aumenta a
excrecao urinaria de &acido Urico e de potédssio, efeitos benéficos em
transplantados renais em uso de CsA, que frequentemente apresentam alteracdes
metabdlicas, dentre elas, hiperuricemia e hipercalemia [Schmidt et al, 2001].
Este efeito uricosurico adicional do losartan baseia-se na inibicdo da reabsorcao
de urato nos tubulos renais [Hatch et al, 1995; lwanga et al, 2006, Feria et al,
2003].

O emprego de um inibidor competitivo de aldosterona baseou-se em
trabalhos recentes demonstrando que a aldosterona pode ser uma
molécula-chave na progressao da leséo renal, independentemente da atividade da
angiotensina-ll. Pacientes com hiperaldosteronismo primario apresentam alta
prevaléncia de proteinuria e arterioloesclerose. Fibrose intersticial foi observada
em 50% das 32 bidpsias renais de pacientes com producdo anormal de
aldosterona [Pérez - Rojas et al, 2007]. Em modelos experimentais com roedores,
a infusado continua de aldosterona induz o aumento da expressao de TGF-f mRNA
nos rins [Feria et al, 2003]. O tratamento com espironolactona reduziu a lesédo
glomerular e tubulointersticial em modelos de nefropatia severa, independente do
controle pressoérico, tanto em modelos de nefrectomia 5/6 como em ratos
espontaneamente hipertensos (SHR). [Pérez - Rojas et al, 2007]. No modelo de
nefrotoxicidade por CsA, a espironolactona, preveniu a disfuncdo renal e o
desenvolvimento de lesao tecidual, empregada de forma profilatica desde o inicio
da administracdo de CsA [Pérez - Rojas et al, 2007].

Para avaliar o papel do SRAA no modelo de nefrotoxicidade crdnica por
CsA ja estabelecida, no presente estudo, os animais foram tratados durante
cinco semanas com CsA 15mg/Kg/dia, subcutdanea, em presenca de dieta
hipossddica. Posteriormente, os mesmos, foram divididos em trés grupos
experimentais (CSAENL, CsALOS e CsAESP), nos quais foi avaliada a
progressao, estabilizacao e possivel reversdo do quadro de nefropatia por CsA,
através de parametros como peso, funcdo renal, hiperuricemia, inflamagéo,

fibrose intersticial, lesao tubulo-intersticial e microvascular e, estresse oxidativo.
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Os animais tratados com agentes modeladores do sistema-renina-
angiotensina-aldosterona associados a administragdo cronica de CsA
apresentaram uma perda de peso inferior ao grupo com tratamento isolado com
CsA. Neste modelo experimental a CsA promove alteracdes histopatoldgicas e
funcionais, que resultam num quadro de doenga renal -catabdlica.
Assim a co-administracdo de losartan, enalapril e espironolactona protegeu os
animais da perda de peso, que, neste modelo, pode ser atribuida em parte a dieta
hipossédica e hipocal6rica de proteina de soja.

Ao avaliar a funcdo renal destes animais apdés a introducdo de
modeladores do SRAA, observamos estabilizacdo da funcdo renal em todos os
grupos, comparavel ao tratamento de 5 semanas, sugerindo que a intervencao
terapéutica retardou a progressdao da nefropatia. Nos animais tratados com
espironolactona a fungéo renal final foi significativamente melhor que nos demais
grupos, sugerindo protecdo adicional. [Feria et al, 2003]. Neste sub estudo,
0s niveis de acido udrico foram comparaveis entre o0s grupos tratados com
ciclosporina, com e sem bloqueio do SRAA, resultado do efeito direto da
ciclosporina sobre a reabsorcdo tubular de urato e, da inibicdo da secrecédo de
acido urico mediado pelo lactato, em situacado de hipdxia tecidual [Corry et al,
2008]. Apenas nos animais tratados com losartan observamos redugédo dos niveis
de &cido utico. Estudos anteriores demonstraram que o losartan, apresenta efeito
uricosurico em ratos com fung¢éo renal normal e diminuida, inibindo a reabsorgéo

de urato, nas células do tubulo proximal, através dos URAT1. [Hatch et al, 1996].

Estudos clinicos sugerem que o SRAA eleva os niveis de acido urico
em pacientes hipertensos e, que exista forte correlacdo entre acido urico e
angiotensina-Il. Corry et al (2008) observou que o acido Urico ativa componentes
vasculares do SRAA, incluindo a estimulagédo da angiotensina-Il; e que este efeito
pode ser reduzido com o uso de iECA e de inibidor de receptor de angiotensina-II.
Assim, os moduladores do SRAA inibem a proliferacdo de células musculares lisas
via acido urico, deixando evidéncias que este efeito proliferativo é mediado,
em partes, pelo aumento da producao de angiotensina-Il. O acido urico estimula a
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produgdo de espécies reativas de oxigénio, incluindo o &nion superoxido,
em cultura de células musculares lisas. A disfuncao endotelial esta associada com

reducao da sintese e rapida degradacao 6xido nitrico, via radicais livres.

As medidas de pressao arterial de cauda (PAC-mmHg) demonstraram
que 0s animais permanecem normotensos durante toda a fase experimental.
A co-administracado de losartan, enalapril e espironolactona nao reduziu a pressao
arterial dos roedores de maneira significativa, sendo comparavel com os grupos
CsA5, VEH9, CsAWT e CsA9. As acdes nefroprotetoras destes bloqueadores
aparentemente independem de sua eficacia anti-hipertensiva [Pichler et al, 1995;
Argani et al, 2008].

A intervencdo terapéutica com modeladores do sistema-renina-
angiotensina-aldosterona, no modelo de nefrotoxicidade estabelecida por CsA,
reverteu a lesdo tubulointersticial, com reducdo significativa de atrofia tubular,
glomeruloesclerose isquémica e fibrose intersticial. Estas alteragbes ocorreram
independentes dos niveis sanguineos de ciclosporina ou da pressao arterial,
que foram comparaveis entre todos 0s grupos experimentais durante as
9 semanas de estudo. A comparagdo entre os diferentes grupos de drogas
mostrou que o bloqueio de aldosterona com espironolactona apresentou o efeito
mais intenso. Estes resultados sdo comparaveis aos de estudo anterior,
utiizando  espironolactona profilatica na nefropatia por ciclosporina,

com prevencao do desenvolvimento de lesao tecidual. [Macunluoglu et al, 2008].

A co-adminsitragcdo de losartan, em roedores recebendo CsA,
reduz a fibrose em aproximadamente 50%, em relacdo aos animais controle CsA
[Bobadilla et al 2007]. Este efeito pode ser consequéncia, em parte, da inibicao da
osteopontina pelo bloqueio do SRAA. Células epiteliais renais expressam OPN em
resposta a estimulo de angiotensina Il e hipdxia, e foi demonstrado que o
tratamento com enalapril inibe a expressao de osteopontina e de TGF-f3 [Lee et al,
1999]. Mais recentemente, Bobadilla et al (2007), sugeriram a participacao da

aldosterona no desenvolvimento da fibrose renal, no modelo de nefrotoxicidade
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por CsA, via aumento da expressao de TGF- e de apoptose. No presente estudo,
observamos que os grupos tratados com modeladores do SRAA apresentaram
uma menor expressao de OPN, quando comparado com o grupo cronicamente
tratado com CsA, com expressao semelhante aos animais onde a ciclosporina foi
interrompida. O infiltrado inflamatério de macrofagos apresentou padréao
semelhante, sugerindo que o tratamento com moduladores de SRAA néo foi
suficiente para reverter o estimulo inflamatério da ciclosporina. Entretanto,
a analise da quantificacado de fibrose intersticial mostrou redugao significativa da
fibrose intersticial nos animais tratados, independente do bloqueador de SRAA
utiizado. Da mesma forma que nos animais tratados com hipouricemiantes,
a fibrose intersticial foi revertida a despeito da manutencdo da inflamacéo
intersticial. Assim, optamos por avaliar a ocorréncia de hipofluxo (secundario a
vasculopatia), hipdxia tecidual, geracao de radicais livres de oxigénio e apoptose
celular como possiveis mediadores desta leséo.

Os animais tratados com modeladores do SRAA apresentaram reducao
significativa da hialinose arteriolar, sugerindo que o bloqueio do SRAA reverteu o
remodelamento vascular induzido pela ciclosporina, de forma mais acentuada nos
animais tratados com espironolactona. Apesar da reducao significativa da leséo
arteriolar, com consequente reducao de hipoxia tecidual, ndo observamos efeito
semelhante na apoptose de células tubulares renais ou na geracédo de radicais
livres de oxigénio. A avaliacdo de dano oxidativo ao DNA celular e a quantificagéo
de malonaldeido tecidual mostraram que o tratamento com enalapril, losartan ou
espironolactona reduziu a peroxidacao lipidica e a formacao de radicais livres,
porém mantendo valores semelhantes aos dos animais tratados por 5 semanas,
sugerindo que o tratamento apenas estabilizou a lesdo. Em contrapartida,
a interrupgéo do tratamento com ciclosporina cursou com redugéo significativa dos
marcadores de estresse oxidativo. Considerados em conjunto, estes resultados
sugerem que o dano celular provocado pela ciclosporina € intenso e nao revertido
pela intervencdo farmacolégica. A apoptose celular apresentou resultados
comparaveis aos da avaliacdo de estresse oxidativo, sugerindo a perpetuacao da
lesdo em presenca do estimulo téxico da ciclosporina.
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Em resumo, os resultados do presente estudo indicam que em modelo
experimental de nefrotoxicidade por CsA, o uso de hipouricemiantes ou de
modeladores do sistema-renina-angiotensina-aldosterona apresentaram um
importante efeito renoprotetor, comparavel, do ponto de vista funcional,

a interrupgéo do tratamento com ciclosporina.

A associacdo de alopurinol ou de benzbromarona, neste modelo,
apesar de nao reverter o quadro inflamatério intersticial, cursou com reducao de
fibrose intersticial e de hialinose arteriolar, mais acentuadas com a utilizacdo de
alopurinol. Este efeito adicional pode ser consequéncia de um efeito antioxidante
da droga, conforme demonstrado pela reducdo da peroxidacao lipidica e da
geragédo de radicais livres, resultando em menor intensidade de apoptose de

células tubulares renais.

A utilizagdo de moduladores do SRAA também cursou com melhora
funcional e histoldégica da nefropatia pela ciclosporina, sem alteracdo dos
marcadores de inflamacao intersticial. A melhora da vasculopatia pode ser
atribuida a redugdo do remodelamento vascular com estas drogas, porém com
efeito limitado sobre a geragao de radicais livres de oxigénio e apoptose de células
tubulares.

As duas abordagens terapéuticas foram eficientes na limitagcdo da
progressdo da nefropatia, com reversao parcial da fibrose intersticial,
provavelmente mediada por melhora de oxigenacao tecidual secundaria a reducao
da vasculopatia e do remodelamento vascular. A manutencdo do estimulo toxico
da ciclosporina, com manutencao da inflamacao, da geracao de radicais livres de
02 e da apoptose de células tubulares, entretanto, ndo foi completamente

neutralizado pela intervengao farmacoldgica.
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7- CONCLUSOES
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7.1- Gerais

X/
o

X/
°e

A administracdo de CsA (15mg/Kg/dia, subcutanea) por 5 e 9 semanas em
vigéncia de dieta hipossédica resultou num quadro de nefropatia crénica por
ciclosporina, com alteracées funcionais e histolégicas caracteristicas desse

modelo experimental;

Os animais tratados por 9 semanas com ciclosporina apresentaram lesao
funcional e histol6gica mais severa, comparados com o grupo CsA5; o tempo
de exposicao a CsA é determinante do grau de severidade da lesao renal;

A manutencdo da administracdo de CsA apds ha quinta semana cursa com
progressao da nefropatia por CsA;

A suspensdo da administracdo de ciclosporina cursou com estabilizacdo
funcional e regressao de fibrose intersticial em faixa, porém com manutencao

do quadro inflamatério.

7.2- Especificos

X/
L X4

*
o

X/
L X4

7.2.1- Uso de hipouricemiantes

A diminuicdo dos niveis de acido Urico com a utilizacdo de alopurinol ou
benzbromarona minimizou a lesao renal provocada pela CsA ao longo das 9
semanas, impedindo, parcialmente, a progressao da nefropatia cronica;

Houve reversao parcial do quadro de nefrotoxicidade por CsA, especialmente

em relagao a fibrose e, as alteragdes microvasculares;

O efeito antioxidante adicional do alopurinol foi secundario a redugéo dos niveis

séricos de acido urico neste modelo.
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7.2.2- Uso de Modeladores do sistema-renina-angiotensina-aldosterona

% A modulacdo do SRAA com a utilizacdo de losartan, enalapril ou
espironolactona minimizou a lesdo renal provocada pela CsA ao longo das

9 semanas, impedindo, parcialmente, a progressao da nefropatia cronica;

% Houve reversao parcial do quadro de nefrotoxicidade por CsA, especialmente

em relacao a disfuncao renal, a fibrose e, as alteragdes microvasculares;

X/

% Reducéo do quadro de hipdxia tecidual e estresse oxidativo causado pela CsA.
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