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Resumo

Introducéo: A nefrotoxicidade cronica induzida pela ciclosporina A (CsA)
€ caracterizada por disfuncdo renal e fibrose tubulointersticial irreversivel.
Associado ao uso da CsA, o habito de fumar & um fator de risco que reduz a
taxa de filtragcdo glomerular, aumenta a resisténcia vascular renal, deteriora a
funcado renal e causa alteracdes morfolégicas como glomeruloesclerose e dano
tubulointersticial. Objetivo: Avaliar os efeitos da exposi¢do prévia a fumaga do
cigarro sobre as alteragOes renais funcionais e estruturais induzidas pela CsA
em um modelo experimental de nefrotoxicidade cronica. Material e Método:
Ratos machos, Munich-Wistar, 180-200 g, divididos em quatro grupos de 10
animais (CsA/F, CsA/S, VH/F e VH/S), foram expostos a fumaca de cigarros
(camara de Fumo - F) ou procedimento SHAM (camara de fumo sem os
cigarros - S) por 10 minutos, duas vezes/dia, durante 20 semanas, com trés
cigarros cada exposi¢do. Receberam dieta hipossodica da 162 a 202 semana, e
na 172 semana foi administrada a CsA (2,5mg/Kg/dia; subcutanea) ou o veiculo
(VH), por 28 dias. Ap6s 24 horas da dUltima injecdo, os animais foram
anestesiados e os seguintes estudos realizados: filtracdo glomerular renal -
FGR (clearance de inulina); fluxo sanguineo renal — FSR e resisténcia vascular
renal - RVR (Ultra-som Doppler); histologia renal (% de fibrose, Sistema de
Merz), nivel de CsA sanguinea (radioimunoensaio, ng/ml) e imuno-histoquimica
para a-SMA, nitrotirosina e vimentina. Na analise estatistica foi utilizado
ANOVA + teste Newman-Keuls ou Kruskal-Wallis + teste Dunn. Resultados:

Os grupos que utilizaram CsA apresentaram queda na FGR (CsA/F 0,39 = 0,03



vs VH 0,83 £ 0,15 vs CsA/S 0,53 £ 0,05; ***p<0,001), no FSR (CsA/F 3,9 + 0,4
vs VH 6,7 + 1,0 vs CsA/S 3,8 £ 0,6; p < 0,001) e aumento da RVR (CsA/F 26 *
2vs VH 17 = 3 vs CsA/S 27 = 3; p < 0,001), aumento da fibrose intersticial
(CsA/IF17 £3vsVH 3+ 2 e CsA/S 21 £8 vs VH 3 = 2; p<0,001), da expressao
de a-SMA tubulo intersticial (CsA/F 1,8 £+ 0,3 vs VH 0,8 £ 0,3 vs CsA/S 1,7 +
0,4; p<0,001) e periglomerular (CsA/F 1,0 + 0,4 vs VH 0,3 £ 0,3, p < 0,001,
CsA/S 0,5 £ 0,1 vs VH 0,3 £ 0,1; p<0,05), e da expressdo da nitrotirosina
(CsA/F 3+£0,3vs VH 2,3 +0,4; p<0,01) e vimentina (CsA/F 0,4 £ 0,4 vs VH 0,0
+0,0;p<0,05e CsA/S05 +0,6 vs VH 0,0 £ 0,0; p <0,01). Com a utilizacdo
do fumo, houve piora na queda da FGR (CsA/F 0,4 £ 0,03 vs CsA/S 0,5 £ 0,0;
*p<0,05), aumento da expressdo da a-SMA periglomerular (CsA/F 1,0 £ 0,4 vs
CsA/S 0,5 £ 0,1; p<0,01) e da nitrotirosina (CsA/F 3 + 0,3 vs CsA/S 2 £ 0,2;
p<0,05). Conclusfes: O fumo agrava significativamente o declinio da FGR, a

leséo estrutural renal e o estresse oxidativo causados pela CsA.

Palavras-Chave: 1. Ciclosporina; 2. Nefrotoxicidade; 3. Rato; 4. Cigarro.
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Introduction: Chronic nephrotoxicity induced by cyclosporine A (CsA) is
characterized by renal dysfunction and irreversible tubulointerstitial fibrosis.
Associated with the use of CsA, the habit of smoking is a risk factor that
reduces the glomerular filtration rate, renal vascular resistance increases,
deteriorating renal function and also causes morphological changes such as
glomerulosclerosis and tubulointerstitial damage. Objective: The aim of this
study was to assess the effects of previous cigarette smoke exposure on CsA-
induced renal functional and structural changes in a consistent experimental
model of chronic CsA nephrotoxicity. Methods: Wistar male Munich-Wistar,
180-200 g were divided into four groups of 10 animals (CsA/SC, CsA/S, VH/SC
and VH/S) were exposed to cigarette smoke (Smoke chamber - SC) or sham
procedure (chamber without smoke cigarettes - S) for 10 minutes twice a day
for 20 weeks, with three cigarettes each exposure. Received a low sodium diet
from 16 th to 20 th week and at week 17 was administered to CsA (2.5
mg/kg/day subcutaneously) or vehicle (VH) for 28 days. After 24 hours the last
injection, the animals were anesthetized and the following studies: renal
glomerular filtration - RGF (inulin clearance), renal blood flow - RBF and renal
vascular resistance - RVR (Doppler ultrasound), renal histology (% System
Merz), CsA blood level (radioimunoensaio, ng / ml) and immunohistochemistry
for a-SMA, vimentin and nitrotyrosine. Statistical analysis: Results are
presented as mean + SD. ANOVA + Newman-Keuls test or Kruskal-Wallis test
+ Dunn. Statistical significance was set at P < 0.05. Results: The group that

used CsA decreased in GFR (CsA/SC 0,39 + 0,03 vs VH 0,83 = 0,15 vs CsA/S



Xi

0,53 + 0,05; ***p<0,001), the RBF (CsA/SC 3,9 £ 0,4 vs VH 6,7 = 1,0 vs CsSA/S
3,8 £ 0,6; p < 0,001) and increased RVR (CsA/SC 26 + 2 vs VH 17 £ 3 vs
CsA/S 27 £ 3; p < 0,001). There was also an increase of interstitial fibrosis
(CsA/ISC 17+£3vsVH3+2e CsA/S21+8vs VH 3t 2; p<0,001), expression
of tubulointerstitial a-SMA (CsA/SC 1,8 + 0,3vs VH 0,8 £ 0,3 vs CsA/S 1,7
0,4; p<0,001) and periglomerular a-SMA (CsA/SC 1,0+ 0,4vsVHO0,3£0,3, p
< 0,001, CsA/S0,5+0,1vs VH 0,3 £ 0,1; p<0,05) and expression of vimentin
(CsA/SC0,4+0,4vsVHO0,0+0,0; p<0,05e CsA/S0,5+0,6 vs VH 0,0+ 0,0;
p < 0,01) and nitrotyrosine (CsA/SC 3 £ 0,3 vs VH 2,3 = 0,4; p<0,01). With the
use of tobacco, worsened in the fall of GFR (CsA/SC 0,4 + 0,03 vs CSA/S 0,5 £
0,0; *p<0,05), increased expression of a-SMA periglomerular (CsA/SC 1,0 £ 0,4
vs CsA/S 0,5 + 0,1; p<0,01) and nitrotyrosine (CsA/SC 3 + 0,3 vs CsA/IS 2 £
0,2; p<0,05). Conclusion: In conclusion, CS aggravated significantly CsA-
induced GFR impairment, periglomerular structural lesion and oxidative stress

in a rat model of CsA nephrotoxicity.

Key-words: 1. Cyclosporine; 2. Nephrotoxicity; 3. Rats; 4. Cigarette.
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1. INTRODUCAO

A Ciclosporina A (CsA) € um imunossupressor utilizado como terapia
profildtica anti-rejeicdo. Sendo uma substancia lipossolavel, € prontamente
absorvida e distribuida, alcancando concentracdes teciduais elevadas.*® Foi
descoberta por Borel, na década de 70, durante o estudo de farmacos
antifingicos e observou-se que a CsA tinha pequena atividade para este fim,
mas possuia notavel efeito inibitério sobre a proliferacdo de linfécitos.® A
partir dessas observacgdes, a droga foi aprovada para uso clinico na década de
80.

O uso clinico da CsA revolucionou o campo dos transplantes de 6rgaos,
reduzindo significativamente a morbidade e a incidéncia de rejeicéo,
especialmente em transplantes de 6rgdos solidos e de medula éssea. Vérios
trabalhos mostraram que o farmaco era efetivo também no tratamento das
doengas auto-imunes, como uveites, psoriase, asma brénquica, artrite
reumatoide, Iipus eritematoso e sindrome nefrética de diversas etiologias. &
Sua utilizagdo aumentou a taxa de sobrevivéncia do tecido transplantado e a

1219 A grande utilizagdo da CsA na prética

qualidade de vida dos pacientes. ¢
clinica atual faz com que um numero crescente de pacientes seja exposto ao
farmaco.

A atividade imunossupressora da CsA tem efeito inibitério sobre a
proliferacdo dos clones de células T, atuando em dois locais diferentes. O

principal efeito é a inibicdo da via de transcricdo para a sintese de linfocinas,

especialmente a interleucina-2 (IL-2). A droga pode também inibir a expresséo
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de receptores para a IL-2 nas células que respondem a esta linfocina. @ O
efeito inibitério sobre a producéo de IL-2 deve-se a acao relativamente seletiva
sobre a transcricdo do gene desta interleucina. A interacdo entre o antigeno e o
receptor das células T aumenta o calcio intracelular pela via do trifosfato de
inositol. O calcio liga-se a calmodulina, estimulando a calcineurina, uma
fosfatase calcio-dependente, que promove a desfosforilagdo do componente
citosodlico do NFTA (fator nuclear dos linfécitos T ativados). Consequentemente,
o NFTA entra no nucleo e forma complexos com 0os componentes nucleares,
necessarios a ativagdo completa das células T, incluindo a ativacdo dos genes
para a formacdo da IL-2 e outras linfocinas. A CsA liga-se a uma proteina
citosodlica denominada ciclofilina; esse complexo liga-se a calcineurina, inibindo
a atividade enzimética da calcineurina. Ocorre, consequentemente, o bloqueio
da desfosforilagcdo do fator nuclear citosolico dos linfécitos T ativados (NFTAc),
o qual ndo entra no nucleo da célula, interferindo, assim, na ativacao da célula
T e na produc&o de IL-2 e de outras linfocinas.®?

Com a inibicdo da calcineurina, outros genes, além da IL-2, sofrem
alteracdes na sua transcricdo, como os de outras interleucinas, do receptor
para IL-2, da sintase do 6xido nitrico (NOS), do fator B transformador do
crescimento (TGF-B), da endotelina, do colageno | e Il. E possivel que a
inibicdo da calcineurina, que bloqueia a resposta imune mediada por células
contra o tecido transplantado, ocorra em outros genes ao mesmo tempo,
podendo desencadear uma sequéncia de eventos indesejaveis que resultardo

na toxicidade renal. *®
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Embora o uso da CsA seja largamente difundido, sabe-se que sua
utilizacdo causa importantes efeitos adversos, entre eles a sindrome urémica,
hipertensdo, distarbios eletroliticos, dislipidemia, hiperplasia gengival,
hipertricose, aumento do risco de eventos cardiovasculares e
nefrotoxicidade.#¥

O efeito toxico mais grave e limitante do uso da CsA é a nefrotoxicidade,
gue pode causar comprometimento renal crénico evolutivo.® A nefrotoxicidade
induzida pela CsA pode manifestar-se como uma disfungéo renal aguda ou
uma nefropatia cronica. Na fase aguda observa-se o declinio progressivo e
severo da taxa de filtragdo glomerular, com vasoconstricdo arteriolar aferente,
que também se observa em pequenas artérias adjacentes, incluindo os

151D Ocorre, neste caso, uma anormalidade renal

capilares glomerulares.
reversivel por um desbalanco entre os mediadores vasoconstritores e 0s
vasodilatadores, com aumento da resisténcia vascular renal e diminuicdo do
fluxo sangiiineo renal.*® O mecanismo preciso dessa vasoconstricio
permanece indeterminado, e existe um grande interesse dos pesquisadores em
determinar qual ou quais mecanismos estdo envolvidos na nefrotoxicidade
aguda causada pelo uso da CsA. Existem varios possiveis mediadores, porém
0 bloqueio isolado de nenhum deles foi capaz de proteger completamente a
funcado renal. A patogénese da vasoconstricdo causada pela CsA é complexa e
multifatorial, ocorrendo por meio da lesdo endotelial e do desequilibrio entre
sistemas vasodilatadores e vasoconstritores.™®

Os mediadores que tém sido implicados nesse efeito vasoconstritor sdo o

9)

aumento da atividade do sistema nervoso simpatico,*® o aumento da liberagéo
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0)

renal e sistémica da endotelina,(2 0 aumento da producdo de tromboxano A,

21-24)

a reducdo de prostaglandinas vasodilatadoras, perturbacdes no

2526) 3 ativacdo do sistema

relaxamento vascular dependente de 6xido nitrico,
renina-angiotensina, o fator ativador de plaquetas, a geracdo de radicais livres
de oxigénio, a adenosina, o efeito direto da droga na musculatura vascular,
entre outros.?"?®

Enquanto a nefrotoxicidade aguda € do tipo funcional e reversivel, a
cronica é caracterizada por alteracdes histoldgicas tipicas como fibrose
tubulointersticial irreversivel e hialinose da parede da arteriola aferente.*?*% O
uso cronico da CsA determina alteragdes renais caracterizadas por atrofia
tubular, dilatacdo tubular e fibrose intersticial irreversivel com aspecto em
faixas, comprometendo os raios medulares e, progressivamente, o cortex renal,
geralmente acompanhado por alteragdes na fungéo renal. Ocorrem alteracdes
das tunicas média, muscular e intima da arteriola aferente e de pequenas
artérias, desde depdsitos nodulares de material hialino até necrose da parede,
com consequente diminuicdo do limen arteriolar. A nefrotoxicidade cronica
causada pelo uso da CsA foi descrita em transplantados renais ou nao renais,
e em pacientes com doenca auto-imune que receberam a droga por periodos

(29-30

que variam de seis meses ou mais. ) Com a interrupcéo da administragéo

da CsA, observa-se a melhora da filtragdo glomerular, mas n&do ocorre a
reversdo das alteracdes tibulo intersticiais estruturais. 32
O desenvolvimento de um modelo de nefrotoxicidade cronica por CsA em

ratos, por meio da manobra de restricdo de sal na dieta e da utilizagdo de

doses da droga proximas aquelas utilizadas em pacientes, permitiu importantes



6
Introducéo

avancos na compreensdo dos possiveis mecanismos da génese dessa
les&o.®” Com este modelo, evidenciou-se que a fibrose intersticial produzida
pela CsA pode ocorrer mesmo sem alteracdes de fluxo plasmético renal e que
macrofagos e angiotensina Il sdo fatores essenciais para a sua génese.
Através de estudos, principalmente experimentais, observou-se que existe uma
dissociagdo entre os mecanismos causadores das alteragcbes hemodinamicas
glomerulares e os das lesbes estruturais desencadeadas pelo uso cronico da
CSA.(3'33-34)

Pacientes em dialise peritoneal, hemodialise ou transplantados que
tinham ainda fatores de risco associados tais como idade, diabets mellitus,
controle da pressédo arterial inadequado, dislipidemia e o tabagismo
apresentaram mais complicagdes cardiovasculares e faléncia renal cronica do
gue pacientes livres destes fatores de risco.®®

Segundo estatisticas da Organizacdo Mundial da Saude, o numero de
fumantes no mundo é de um bilhdo e duzentos milhdes de pessoas
(aproximadamente 47% dos homens e 12% das mulheres do mundo fumam).
No Brasil este niumero chega a um ter¢co da populacdo adulta, sendo 11,2
milhdes de mulheres e 16,7 milhdes de homens.®® Estes dados permitem
inferir que uma parcela das pessoas que fazem uso de CsA s&o possivelmente
tabagistas. De fato, estudos relatam que uma parcela dos pacientes tabagistas

(37-39) o

continuou fumando ap6s serem submetidos a transplantes de 6rgéos,
que a taxa de mortalidade em transplantados renais fumantes é o dobro.“”
O habito de fumar é um fator de risco renal independente. Reduz a taxa

de filtragdo glomerular, aumenta a resisténcia vascular renal e deteriora a
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funcdo renal.*? E fator de risco também na progressdo de doencas renais
cronicas,? com diminuicdo da funcéo renal nos fumantes mesmo quando a

hipertensdo arterial foi controlada,®

0 mesmo valendo para progressédo da
nefropatia diabética, que tem sua taxa dobrada nos fumantes,*? pelo aumento
da producdo de TGF-B; que esta relacionado a progressdo da nefropatia
diabética.*?

O cigarro contém mais de 4.500 substancias, distribuidas como fase
gasosa e fase particulada. O constituinte mais importante da fase gasosa é o
nitrogénio, numa proporgéo de 55 a 72% do total. Em seguida aparecem o
oxigénio com 9,2 a 14,3%, o gas carbdnico com 6,9 a 13,4% e o monoxido de
carbono com 1,9 a 6,3%. Outras 500 substancias (benzeno, amdnia, tolueno,
acetaldeido, acroleina etc) encontram-se na fase gasosa do cigarro. A fase
particulada contém, pelo menos, 3.500 outras substéancias (alcatrdo, nicotina,
colesterol, fenol, acido formico, acido acético, chumbo, cadmio, zinco, niquel
etc). O tabaco contém, ainda, substancias radioativas tais como o radio-226 e
polonio-210. Os fertilizantes fosfatados s&o as principais fontes destes
radioelementos no tabaco.“®

A queima de um cigarro produz mondéxido de carbono e dezenas de
outros produtos téxicos, responsaveis pela alteracdo da oxigenagdo dos
tecidos, além de liberar a nicotina, uma amina terciaria volatil capaz de
estimular, deprimir ou perturbar o sistema nervoso central e todo o organismo,
dependendo da dose e da freqiiéncia com que é utilizada.“”

O fumo, especialmente a nicotina, causa alteragbes importantes como

48) 48-49)

ativacdo do sistema nervoso simpatico,“® aumento da presséo arterial,
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geracdo de radicais livres, efeitos citotoxicos, dano celular endotelial e

48

apoptose,( ) alteracdo da hemodinamica renal, ativacdo do sistema renina-

50-51)

angiotensina e do sistema endotelina.’ Também causa alteracdes

morfolégicas renais como glomeruloesclerose, dano tubulointersticial*® e

49,52)

danos vasculares;! assim como aumento na concentragdo de creatinina

9 E em

sanglinea, na excre¢cdo urinaria de albumina e de endotelina.!
pacientes com faléncia renal moderada a severa, houve diminuicdo da
eliminagdo de nicotina, sendo encontradas concentragfes plasmaticas mais

altas de nicotina e cotinina.®®

(3,16-17)

Uma vez que a CsA exerce efeitos nefrotoxicos, 0 cigarro causa

(41-42,49)

alteracdes renais, e ainda considerando que ha uma diminuicdo da

eliminacdo da nicotina em individuos com faléncia renal moderada a severa,(53)
e que h& poucos estudos sobre a interacdo desses dois fatores, torna-se
necessario aprofundar o conhecimento dessa associacao.

Este estudo trabalhou com a hipétese de que o cigarro, fator de risco

independente para lesdo renal, pode potencializar a nefrotoxicidade causada

pela CsA.

1.1. Objetivo

Avaliar os efeitos da exposicdo prévia a fumaga do cigarro sobre as
alteracdes renais funcionais e estruturais induzidas pela CsA em um modelo

experimental de nefrotoxicidade cronica.
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2.  MATERIAIS E METODOS

2.1. Animais e Dieta

Foram utilizados ratos machos Munich-Wistar com peso inicial variando
de 180 a 200g. Os animais foram fornecidos pelo Biotério da Faculdade de
Medicina — Autarquia Estadual de S&o José do Rio Preto. O projeto foi
analisado e aprovado pela Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal
(CEEA) da Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto — FAMERP, sob o
namero 630306 (Anexo 1).

Os animais receberam agua ad libitum durante todo o experimento. Nas
primeiras quinze semanas, a dieta consistiu em ragdo normoproteica (Labina —
Purina). Do inicio da 162 semana até o final do experimento (cinco semanas),
0s animais receberam dieta hipossddica, protocolo adequado para se
reproduzir um quadro de nefrotoxicidade semelhante ao observado em
pacientes sob uso de ciclosporina.®? Esta dieta foi obtida utilizando-se arroz
cozido em agua e adicionado suplemento de amino4cidos, vitaminas e minerais
(Aminomix Pet, Vetnil Ind. Com. Prod. Veterinarios Ltda.), na proporcao

aproximada de 65g de arroz para 1g do suplemento.

2.2. Exposigao ao Fumo

Os ratos foram expostos ao fumo passivo por 10 minutos, duas vezes ao

dia, por 20 semanas, em grupos de 10 animais, trés cigarros por exposi¢ao.

Utilizou-se uma camara de fumo, composta de uma caixa de madeira com uma
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das laterais de vidro e uma tampa removivel, com dimensfes de 49 cm de
comprimento, 38 cm de largura e 40 cm de altura para acomodar os ratos. Um
compressor com fluxo continuo para o frasco contendo os cigarros bombeou a

%455) O cigarro escolhido foi de teor de alcatrdo 10

fumaca para dentro da caixa.’
mg, nicotina 0,8 mg e mondxido de carbono 10 mg. O grupo de ratos ndo
fumantes (SHAM) foi colocado na camara sem exposicdo a fumaga pelo
mesmo periodo de tempo. No inicio da 16 semana, todos os ratos foram

colocados sob dieta hipossédica, e no inicio da 172 semana, iniciou-se 0

tratamento com ciclosporina ou veiculo, conforme o grupo.

2.3. Tratamento de Ciclosporina A

A CsA foi dissolvida em alcool absoluto (12,5%), e diluida em 6leo de oliva
(87,5%). A droga foi injetada por via subcutanea na dose de 2,5 mg/Kg de peso
corporal/dia por 28 dias. O veiculo (VH), contendo 6leo de oliva e alcool, foi
injetado de forma isovolumétrica nos animais do grupo controle, no mesmo

esquema de tratamento.

2.4. Grupos Experimentais

Os animais foram divididos em quatro grupos, 10 ratos/grupo: ratos

tratados com CsA na dose de 2,5 mg/Kg e camara com os cigarros (CsA/F),

ratos tratados com CsA na dose de 2,5 mg/Kg e camara sem o0s cigarros
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(CsA/S), ratos tratados com veiculo e camara com os cigarros (VH/F) e ratos

tratados com VH e camara sem os cigarros (VH/S).

2.5. Filtragdo Glomerular Renal (FGR) - Depuragéo de Inulina

O procedimento foi realizado 24 horas apds a Ultima dose de CsA ou
veiculo. Os animais foram anestesiados com inje¢c&o intraperitoneal de uma
solucéo de 50 mg/ml/kg de tiopental sddico (0,1ml por 100g de peso corporal).

ApOs a anestesia, foi realizada traqueostomia, utilizando-se cateter de
polietileno PE-240 (Becton Dickinsons, Nova Jersey, EUA). Em seguida, a
cateterizagdo (PE-50) da veia jugular direita, para infusédo de solugdes (solugéo
de inulina e soro fisioldgico), a cateterizagcdo da artéria carétida esquerda, para
medida da pressdo arterial média (PAM) e a coleta de amostras de sangue
para as dosagens sanguineas da concentracdo de inulina plasmatica. Na
sequéncia, foi realizada uma incisdo mediana para localizagcdo da bexiga,
efetuando-se uma pequena incisdo nesta para canulagdo com cateter PE-160.
A urina foi coletada em tubos, para posterior afericdo do volume urinério e das
concentragfes urinarias de inulina. A uretra foi ligada para evitar perdas de
urina. Finalizado o processo cirdrgico, iniciou-se o procedimento da depuragéo
de inulina.

Os animais receberam 1ml da solu¢cdo de inulina (Sigma, EUA) na
concentragcdo de 25 mg/ml (0,3 g em 12 ml de NaCl a 0,9 %), e em seguida
receberam lentamente solucao fisiolégica (5 ml). Foi iniciada entdo, infusdo da

solucéo de inulina, de forma continua, por meio de bomba de infuséo (Harvard
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Apparatus, Holliston, MA, EUA), na velocidade de 0,06 ml/min. Neste momento,
iniciou-se a contagem de um periodo de 50 minutos, necesséario para o
equilibrio hemodindmico do animal apds a cirurgia. Durante o equilibrio, a
temperatura e presséo arterial do animal foram continuamente monitoradas.

Ap6s 50 minutos de estabilizacdo, a urina foi coletada em tubos
previamente pesados e devidamente identificados, por trés periodos
consecutivos de 20 minutos cada, os quais foram utilizados para o calculo do
volume urinario (pl/min).

Na metade de cada periodo da coleta de urina, coletou-se 0,3 ml de
sangue com heparina, e o sangue retirado foi reposto imediatamente com o
mesmo volume de soro fisioldgico.

O plasma e a urina foram utilizados para a dosagem da concentragao de
inulina pelo método da antrona, com o auxilio do espectrofotdmetro
(Espectrofotbmetro BTS 310 — Biosystems, Barcelona, Espanha). Verificou-se
a pressdo arterial média (PAM) durante todo o procedimento, pela
cateterizacdo da artéria carétida acoplada a um transdutor de presséo
(Stoelting Co., llinois, EUA), e verificada por um amplificador (Blood pressure
display unit, Stoelting Co., lllinois, EUA). O volume urinario (ul/min) foi
determinado pela diferenca de peso dos tubos de coleta de urina (peso ao final
do periodo de coleta — peso inicial do tubo). Os dados da depuragdo da inulina
foram calculados em ml/min/100g, representando a média dos trés periodos de
coleta. Os resultados para a PAM representaram a média de todos 0s registros

obtidos em todo o experimento.
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Os dados obtidos foram submetidos a férmula para o calculo da
depuragéo de inulina para verificagdo da taxa de filtragdo glomerular renal,
conforme abaixo:

Depuracdo de inulina = (U (mg/dL) x VU (ml/min)) / P(mg/dL) =
(ml/min/100g), em que:

U = concentragdo urinaria de inulina

VU = volume urinério

P = concentracéo plasmética de inulina

2.6. Estudo Hemodinadmico - Fluxo Sanguineo Renal (FSR),
Resisténcia Vascular Renal (RVR) e Pressdo Arterial Média

(PAM)

O estudo foi realizado 24 horas apds a ultima inje¢cdo de CsA ou veiculo.
Os ratos selecionados para esta andlise foram anestesiados com injegcéo
intraperitoneal de tiopental sédico (50mg/ml) na propor¢éo de 0,1ml/100g de
peso corporal.

ApOGs a anestesia, realizou-se traqueostomia com cateter de polietileno
PE-240 (Becton Dickinsons, Nova Jersey, EUA). Em seguida, realizou-se a
cateterizacdo (PE 50) da artéria cardtida esquerda para medida da presséo
arterial média (PAM), e da veia jugular direita para a expansdo volémica
(cateter PE-50). Realizou-se laparotomia mediana, o isolamento do rim

esquerdo e do pediculo renal e a disseccdo da artéria renal para instalacédo de
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uma probe vascular (série R, 1.5 mm, Transonic System, Ithaca, NY, EUA),
apropriada para medida direta do fluxo arterial renal em ratos.

Foi administrado, entdo, cinco ml de solucao fisiolégica 0,9%, seguidos
por infus&o continua desta solucdo na velocidade de 0,06 ml/min em bomba de
infusdo (Harvard, EUA). ApGs o periodo de 60 minutos de estabilizag&o, foram
realizadas as medidas do FSR por meio de fluxémetro por doppler (T106,
Transonic Systems Inc., Ithaca, NY, EUA) com aplicagéo de gel condutor (HR
Libricating Jelly, Transonic, Nova York, EUA). O fluxdbmetro para pesquisa
animal utiliza a técnica de ultra-som Transit-time, medindo direta e
quantitativamente o fluxo de sangue. Foram realizadas quatro medidas
continuas em periodos de 10 minutos, obtendo-se a média dos quatro
registros, para cada experimento. A PAM foi avaliada concomitantemente por
um transdutor de presséo (Stoelting Co., lllinois, EUA), ligado & artéria carotida
e a um amplificador de pressdo (Blood pressure display unit, Stoelting Co.,
lllinois, EUA). A resisténcia vascular renal (RVR) foi calculada pela férmula:

RVR = PAM / FSR (mmHg/ml/min).

2.7. Dosagem de Ciclosporina A

Ao final dos experimentos de depuracédo de inulina, foi coletado o total de
trés ml de sangue dos grupos que receberam CsA (CsA/F e CsA/S), em tubos
contendo 0,Iml de EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético) 10%,
armazenados a -20°C, para determinagdo dos niveis sanguineos da CsA. A

dosagem de ciclosporina foi realizada pelo Laboratério Central do Hospital de
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Base da Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto por meio de
radioimunoensaio de duplo anticorpo (Cyclo-Trac SP, Diasorin, Stillwater,

USA).

2.8. Analises Bioquimicas e Hematocrito

Os animais foram colocados em gaiola metabdlica (Nalgene, Nalge
Company, Rochester NY, EUA) ao final do periodo de tratamento. Apds 24
horas na gaiola metabdlica, foi verificado o volume da diurese coletada, e a
urina foi centrifugada e utilizada para as dosagens bioquimicas.

O animal foi entdo anestesiado com injecao intraperitoneal de tiopental
sodico (50mg/ml); na proporcdo de 0,1ml a cada 100g de peso corporal. Em
seguida, foi realizada a cateterizagdo arterial (PE 50) e coletado o sangue
(3ml), para as dosagens bioquimicas.

A urina e o plasma foram usados para as seguintes dosagens: sodio e
potassio por meio do analisador de eletrélitos (Mod. 9180, Electrolyte Analyser,
AVL Scientific Co., Roswell GA, EUA), creatinina pelo método de picrato
alcalino - Jaffé (Synermed-USA) analisada por espectrofotdmetro (BTS 310
ByoSystems, Barcelona, Espanha), a osmolalidade em osmdmetro pelo ponto
de congelamento (Osmette A, Precision Systems, Natick, MA, EUA).

As formulas utilizadas para calculo da fracdo de excrecdo de sdodio e
depuragéo osmolar foram:

Frac&o de excregdo de sodio (%):

- FeNa = (UNa / PNa x 100) / (UCr / PCr), em que:
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- UNa e PNa = concentracdo urinaria e plasmatica de sodio (mmol/L)
- UCr e PCr = concentragdo urindria e plasmatica de creatinina

(mg/dL)

Depuracéo osmolar (ml/min):

- COsm = (Uosm x V) / Posm, em que:
- Uosm = osmolalidade urinaria (mOsm/kg)
- V = volume urinario (ml)

- Posm = osmolalidade plasmética

O hematdcrito foi determinado pelo método do micro-hematdcrito.

2.9. Analise Histolbgica

ApGs remocado da capsula renal, o rim foi seccionado longitudinalmente
em duas metades. O material foi fixado em solucdo de formaldeido a 9% em
soro fisiologico por dois dias, conservado em é&lcool 70%, e incluido em
parafina. Sec¢cdes de 5 um foram montadas e numeradas em laminas, e o
tecido corado por tricromio de Masson. A graduacdo morfométrica para fibrose
intersticial foi realizada nas areas corticais em microscopia de luz (objetiva de
40 vezes) por meio do Sistema de Merz.®®

Célculo da fibrose intersticial = (%) = Pp/Pt x 100, em que,

Pp = nimero de pontos parciais (pontos sobre tecido conjuntivo);
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Pt = nimero de pontos totais (pontos do sistema teste, neste caso igual a
36, sistema teste idealizado por Merz).®®
A andlise foi conduzida por um Unico avaliador, que desconhecia a

identificacéo das amostras.

2.10. Estudo Imuno-histoquimico

ApGs remocgédo da cpsula renal, o rim foi seccionado transversalmente em
trés fatias de aproximadamente trés mm. O material foi fixado em solugéo de
formaldeido a 9% em soro fisiolégico por dois dias e conservado em &lcool
70%. As laminas utlizadas para aderéncia dos cortes foram previamente
submetidas ao processo de silanizagdo (organosilano 2% em acetona PA).
Seccdes finas de 5 um foram montadas e numeradas em laminas.

O procedimento de imuno-histoquimica foi realizado pela p6s-graduanda
no Laboratério da Profa. Dra. Terezila Machado Coimbra, Departamento de
Fisiologia, Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao
Paulo, conforme técnica ja descrita.®” Os fragmentos foram submetidos as
reagOes para nitrotirosina, a-SMA (alfa-actina) e vimentina.

Foram usados 0s seguintes anticorpos primarios:

- anti-nitrotirosina policlonal, Upstate, Lake Placid, NY, USA;

- anti-a-SMA e anti-vimentina, monoclonal, Dako, Dinamarca.

A parafina dos fragmentos foi eliminada por imersédo em trés banhos

sucessivos de 5 minutos cada em xilol. Em seguida, os fragmentos foram
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hidratados com imersdes consecutivas: 5 minutos em alcool 100%, 4 minutos
em alcool 95%, 1 minuto em alcool 75% e 1 minuto em agua destilada.

O bloqueio da peroxidase endogena foi induzido procedendo-se ao
preparo de uma solu¢do de 196 ml de 4gua destilada adicionada de dois ml de
azida sddica 10% e dois ml de Agua oxigenada 30%. Esta solugdo foi
preparada imediatamente antes do uso, sendo os fragmentos mergulhados na
mesma por 10 minutos. Ao final, os fragmentos foram imersos em solucéo de
PBS por 5 minutos.

Para a andlise de nitrotirosina, utilizou-se uma etapa prévia com adsorgéo
dos fragmentos em soro de cabra antes da incubagdo com o anticorpo
primério. Para tanto, cada fragmento de tecido foi incubado 30 minutos em
temperatura ambiente com 50 pl de soro de cabra diluido 1:10 em solucdo PBS
+ BSA 1% + saponina 2%. Na etapa de adic&o do anticorpo primario, a solu¢éo
com soro de cabra néo é lavada do fragmento.

A incubacdo do anticorpo primario foi obtida com a adigdo de 50 ul de
anticorpo primario em cada fragmento de tecido. A diluicdo dos anticorpos foi
em solugéo PBS + BSA 1%, conforme abaixo:

- 1/400 para nitrotirosina;

- 1/500 para vimentina;

- 1/1000 para a-SMA.

As reacdes nitrotirosina e vimentina foram incubadas por 60 minutos em
camara Umida a temperatura ambiente. A reacdo da a-SMA foi incubada

durante a noite a 4°C (em geladeira). Ao término destes periodos, o0s
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fragmentos foram submersos duas vezes consecutivas em PBS por 5 minutos
cada.

O préximo passo foi a incubacdo dos cortes das reacdes de a-SMA e
vimentina com 50 pl de anticorpo secundario monoclonal biotinado de coelho
anti-lgG de camundongo (Dako, Dinamarca), diluido 1/200 em solu¢do PBS +
BSA 1%, por 30 minutos em camara Umida & temperatura ambiente. Para a
reagdo da nitrotirosina utilizou-se 50 pl de anticorpo policlonal de coelho (Dako,
Dinamarca), diluido em solugdo PBS + BSA 1% a 1/800, por 30 minutos em
camara Umida & temperatura ambiente. Ao término, os fragmentos foram
novamente submersos duas vezes consecutivas em PBS por 5 minutos cada.

Trinta minutos antes do uso, foi preparado um complexo avidina-biotina
(Vector Laboratories, CA, USA) na proporgéo de 15 ul de avidina e 15 ul de
biotina para 1000 ul de PBS + BSA 1%. Cinquenta pul deste complexo foi
colocado sobre os cortes, com incubagdo por 30 minutos em camara Umida a
temperatura ambiente. Ao término, os fragmentos foram imersos duas vezes
consecutivas em PBS por 5 minutos cada.

O corante utilizado foi o DAB (3,3-diaminobenzidina, Sigma): 10 mg
diluidos em um ml de solu¢do tampéo Tris-HCI (0,05 M, pH 7,6). A solucéo foi
mantida protegida da luz (com papel aluminio), e se preparada no dia anterior,
conservada em congelador. Ao manipula-la, tomou-se a precaucdo de usar
luvas de protecéo e avental, uma vez que a solugéo é carcinogénica.

Uma segunda solugéo foi preparada com 20,4 ml da solugéo de DAB de
10 mg/ml, adicionada de 219 ml de tamp&o Tris-HCI (0,05 M, pH 7,6) e 1,32 ml

de cloreto de niquel 8%. Esta solugdo foi colocada em 900 pl de agua
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oxigenada 3%, e dentro de um minuto os cortes foram mergulhados e
incubados a 37°C por 10 minutos. A solugcdo de &gua oxigenada 3% foi
preparada protegida da luz (com papel aluminio) somente pouco antes do uso.
Ao término, os cortes foram imersos em agua destilada por 2 minutos.

Em seguida, procedeu-se a contra-coloragéo, mergulhando os fragmentos
em corante metilgreen por 1 minuto. Apds, foram mergulhados em etanol 95%
por duas vezes e depois uma vez em etanol 100%. Procedeu-se entdo com um
primeiro banho de xilol por 1 minuto, seguido de dois banhos de xilol de 2
minutos cada.

Finalizando, os fragmentos receberam solucdo Permount e laminulas,
sendo mantidos dentro do banho de xilol durante a montagem para evitar o
ressecamento. Depois da montagem, aguardou-se 15 minutos para a secagem
e leitura.

Os fragmentos foram analisados de modo semi-quantitativo, por um unico
avaliador que desconhecia o tratamento dos animais, conforme método
anteriormente descrito.®” Na objetiva de 40 vezes (0,245 mm?), atribuiu-se
score 0 a 4 para a zona cortical renal. Cada score foi atribuido analisando-se a
alteracdo de coloracdo quanto a extenséo do tecido (ndo por sua intensidade),
dependendo da porcentagem de campos afetados (coloragéo positiva), sendo:

0 = coloragéo ausente ou extensdo menor que 5%;

1 =5-25%;
2 = 25-50%;
3 = 50-75%;

4 =75-100%.
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No caso da analise da o-SMA, as areas periglomerulares foram
analisadas separadamente das regides intersticiais. O resultado para cada
animal foi obtido pelo calculo da média das leituras em toda a extensdo da area
cortical de cada fragmento.

Este método de analise semi-quantitativo tem sido largamente empregado

e é reproduzivel entre diferentes observadores.

2.11. Andlise Estatistica

Os resultados foram submetidos previamente a analise descritiva para
determinacdo da normalidade. Para amostras com distribuigdo normal, utilizou-
se Analise de Variancia (ANOVA) para amostras néo repetidas, seguida de
teste de Newman-Keuls. Utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste
de Dunn para amostras com distribuicdo ndo normal. O nivel sanguineo de
CsA nos grupos com fumo e sem fumo foi comparado pelo teste t bicaudal de
Student para amostras independentes. O nivel de significancia estabelecido foi

de 5%.
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3. RESULTADOS

Os resultados obtidos dos animais tratados com VH (expostos ou néo ao
fumo) foram similares (p>0,05) e apresentados num grupo Unico. As médias

individuais dos grupos estédo apresentadas no apéndice.

Tabela 1. Fungéo e Hemodinamica renal.

Grupos
Parametros
VH CsA/S CsA/F

FGR (ml/min/100g) 0,83+0,15 0,53 £+ 0,05*** 0,39 +0,03*** *
FSR (ml/min) 6,7+1,0 3,8 + 0,6*** 3,9 + 0,4***
RVR (mmHg/ml/min) 16,8 + 3,1 26,7 + 3,2%** 26,1 + 2,5%**
PA (mmHg) 138 +12 118 + 13*** 123 + 9***
VU 24 h (ml) 10,6 £5,2 17,6 + 5,2%** 19,5 + 5,3***

Valores apresentados como média + desvio padréo.

VH = soma dos grupos veiculo + fumo e veiculo sem fumo, CsA/S = grupo ciclosporina sem
fumo, CsA/F = grupo ciclosporina + fumo.

Valor-p conforme abaixo:

*p<0,05; ** p<0,01 e *** p<0,001, CsA/S vs VH e CsA/F vs VH

* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, CsA/F vs CsA/S

FGR = filtragdo glomerular renal; FSR = fluxo sanguineo renal; RVR = resisténcia vascular
renal; PA = pressao arterial; VU 24h = volume urinario em 24 horas.

3.1. Filtragdo Glomerular Renal (Tabela 1)

Os grupos CsA apresentaram queda da FGR em relagdo ao veiculo
(CsA/F 0,39+0,03 vs VH 0,83 £ 0,15 vs CsA/S 0,53+0,05; ***p<0,001). A queda
na FGR foi agravada pelo fumo (CsA/F 0,39+0,03 vs CsA/S 0,53+0,05;

*p<0,05).



25
Resultados

3.2. Hemodinamica Renal: Fluxo Sanguineo Renal (FSR), Resisténcia
Vascular Renal (RVR), Pressado Arterial Média (PAM) e VU (24h)

(Tabela 1)

Os animais tratados com CsA tiveram o FSR diminuido (CsA/F 3,91 + 0,41
vs VH 6,68 £ 1,0 vs CsA/S 3,81 = 0,59; p < 0,001). Quando comparados 0s
grupos CsA com fumo e sem fumo, os resultados ndo foram significantes
(CsA/F 3,91 £ 0,41 vs CsA/S 3,81 £ 0,59; p > 0,05).

A RVR comportou-se de forma semelhante ao FSR, com diferenca
significante comparando os grupos CsA e VH (CsA/F 26,08 + 2,47 vs VH 16,75
+ 3,13 vs CsA/S 26,72 + 3,17; p < 0,001), porém sem interferéncia do fumo
(CsA/F 26,08 + 2,47 vs CSA/S 26,72 £ 3,17; p > 0,05).

A PAM apresentou diferenca significante nos grupos CsA vs VH, com
gueda nos grupos CsA (CsA/F 122,67 + 9,22 vs VH 137,9 + 11,6; p<0,01 e
CsA/S 11851 + 12,70 vs VH 137,9 + 11,6; p<0,001). Porém, ndo houve
diferenca entre os grupos com e sem o fumo (CsA/F 122,67 + 9,22 vs CsA/S
118,51 + 12,70; p>0,05).

O volume urinario (VU) em 24 horas foi maior nos grupos que receberam
CSA, com ou sem fumo, comparado ao que recebeu veiculo: CsA/F 19,5+1,7
vs VH 10,6 = 5,22, p < 0,001 e CsA/S 17,6x1,6 vs VH 10,6 + 5,22, p < 0,01.

N&o houve diferenca entre os grupos CsA/F vs CsA/S (p>0,05).
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Tabela 2. Peso, analises bioquimicas e hematdcrito.
Grupos

Parametros VH CSA/S CsAIF
PIF (g) 271+ 22 263 + 16 261,4 £ 23
PIC (g) 325+ 23 326 + 20 313+ 28
PDE (g) 324 + 26 313+25 308 + 25
Osmy (MOsm/Kg) 383 +£131 192 + 36*** 191 + 36***
Fena (%) 0,02 + 0,03 0,02 +£0,01 0,01+0,0
Fek (%) 25+33 04+1,0 4,3+ 34
CsA sanguinea (ng/ml) - 1.601 £ 577 1.888 + 334
Hematocrito (%) 45+3 42 £ 4 44 £ 5

Valores apresentados como média + desvio padréo.

VH = soma dos grupos veiculo + fumo e veiculo sem fumo, CsA/S = grupo ciclosporina sem fumo,

CsA/F = grupo ciclosporina + fumo.
Valor-p conforme abaixo:

*p<0,05; ** p<0,01 e *** p<0,001, CsA/S vs VH e CsA/F vs VH
* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, CsA/F vs CsA/S
PIF = peso no inicio do fumo ou sham; PIC = peso no inicio do tratamento com CsA ou VH; PDE =
peso no dia do experimento; Osm, = osmolalidade urinaria; Feyn, = fracao de excrecao de sodio; Fey

= fracdo de excrecdo de potassio.

3.3. Peso (Tabela 2)

Houve perda de peso durante o periodo de tratamento, independente do

fumo ou da CsA. No entanto, ao comparar 0S grupos entre si, ndo houve

diferenca significante entre o peso no inicio e no final do tratamento com CsA

ou VH (p>0,05).
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3.4. Dosagem de Ciclosporina no Sangue (SCsA) (Tabela 2)

A concentracdo sanguinea da ciclosporina foi semelhante entre os grupos
com fumo e sem fumo (CsA/F 1.600,93 + 577,39 vs CsA/S 1.887,50 + 333,84,

ng/ml; p>0,05).

3.5. Analises Bioquimicas e Hematocrito (Tabela 2)

A osmolalidade urinaria (UOsm) foi menor nos grupos CsA comparados
ao grupo veiculo, independente do fumo (CsA/F 190,7+36 vs VH 382,59 *
130,8 vs CsA/S 191,6+35; p < 0,001. Nao houve diferengca entre 0s grupos
CsA/F vs CsA/S (p>0,05).

A fracdo de excrecdo de sbédio (FeNa) foi similar em todos os grupos
analisados (p>0,05).

A fracdo de excrecdo de potassio (Fex) apresentou diferenca apenas
quando comparados os grupos CsA/S vs CsA/F, sendo que o grupo que fumou
excretou mais potassio do que o grupo que ndo fumou (CsA/F 4,3 £+ 3,4 vs
CsA/S 0,39 + 1,05, p<0,05).

O Hematdcrito foi similar nos grupos estudados (CsA/F 44,38 + 4,9 vs

CsA/S 42,2 £ 3,6 vs VH 45%2,7; p>0,05).
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3.6. Fibrose Intersticial (Figura 1)

Na andlise histoldgica, a porcentagem de fibrose intersticial (FI) foi similar
nos dois grupos tratados com CsA: CsA/F 17+3 vs CsA/S 21 + 8; p>0,05.
Houve diferengca significante quando comparados os grupos CsA vs VH,
independente do fumo (CsA/F 17+3 vs VH 312 e CsA/S 21 + 8 vs VH 3+2;

p<0,001).
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VH CsA/S CsA/F

(p<0,001*** CsA/S vs VH e CsA/F vs VH)

Figura 1. Fibrose Intersticial Renal (FI), apés 20 semanas de Fumo ou Sham e
28 dias de CsA ou VH.
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3.7. Imuno-histoquimica (Figuras 2-8)

A expresséao de a-SMA tubulo intersticial (TI) foi maior nos grupos CsA do
qgue no grupo VH, independente do fumo (CsA/F 1,8+0,3 vs VH 0,77+0,3 vs
CsA/S 1,7+0,4; p<0,001 e CsA/F 1,8+0,3 vs CsA/S 1,7+0,4; p>0,05) (Figuras 2

e 4).

A expressdo de a-SMA periglomerular apresentou-se maior nos grupos
CsA em relacao ao veiculo (CsA/F 1,0+0,4 vs VH 0,27+0,3, p < 0,001, CsA/S
0,52+0,1 vs VH 0,2740,1; p<0,05). Quando comparado fumo e sem fumo, o
grupo fumo teve uma expressdo maior (CsA/F 1,0£0,4 vs CsA/S ; p<0,01)

(Figuras 3 e 4).
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VH CsA/S CsA/F

(p<0,001*** CsA/S vs VH e CsA/F vs VH)

Figura 2. Expressao de a-SMA tabulo intersticial apds 20 semanas de Fumo ou
Sham e 28 dias de CsA ou VH.
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Figura 3. Expresséo de a-SMA periglomerular apés 20 semanas de Fumo ou

Sham e 28 dias de CsA ou VH.

VH

Figura 4. Imunolocalizagdo da Alfa -actina no coértex renal de ratos tratados

com VH, CsA ou CSA+F (objetiva de 40 x).
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A expressao da nitrotirosina foi maior no grupo que associou ciclosporina
e fumo quando comparado aos demais grupos (CsA/F 3 £ 0,3 vs VH 2 + 0,4;
p<0,01 e CsA/F 3 + 0,3 vs CsA/S 2 £ 0,2; p<0,05). Houve, portanto, um
aumento na expressao da nitrotirosina nos animais fumantes. N&o houve

diferenca entre CsA/S 2,4 + 0,2 vs VH 2,3 + 0,4; p>0,05. (Figuras 5 e 6).

3,50 - oo
3,00 -
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2,00 -

escore

1,50
1,00 ~

0,50 ~

0,00

VH CsA/S CsA/F

(p<0,01** CsA/F vs VH e p< 0,05°, CsA/F vs CsA/S)

Figura 5. Expressao de nitrotirosina apés 20 semanas de Fumo ou Sham e 28
dias de CsA ou VH.

Figura 6. Imunolocalizagdo da nitrotirosina no coértex renal de ratos tratados
com VH, CsA ou CSA+F (objetiva de 40 x).
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A expressao de vimentina foi observada apenas nos grupos CsA, sem
interferéncia do fumo (CsA/F 0,44+0,4 vs CsA/S 0,49+0,6; p > 0,05, CsA/F
0,44%0,4 vs VH 0,0 £0,0; p < 0,05 e CsA/S 0,49+0,6 vs VH 0,0 £0,0; p < 0,01)

(Figuras 7 e 8).
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Figura 7. Expressao de Vimentina apos 20 semanas de Fumo ou Sham e 28
dias de CsA ou VH
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Figura 8. Imunolocaliza¢@o da Vimentina no cortex renal de ratos tratados com
VH, CsA ou CSA+F (objetiva de 40 x).
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4. DISCUSSAO

A exposicdo ao fumo passivo prévio em um modelo de nefrotoxicidade
crbnica em ratos potencializou a lesé@o renal funcional, estrutural e o estresse
oxidativo induzidos pela ciclosporina. De fato, a associacdo do cigarro e da
CsA causou queda mais acentuada da FGR e intensificou a expressao renal da
nitrotirosina e da a-SMA periglomerular comparado a CsA sozinha.

O efeito nefrotoxico em ratos, semelhante aos pacientes tratados com

3,31

CsA, é conseguido utilizando-se a dieta hipossédica.®*” Uma das acgdes da

@

CsA sobre o rim é a ativagéo do sistema renina-angiotensina® e a dieta pobre

em sal potencializa essa ativagdo, uma vez que a deplecdo de sédio também é

33,58)

um gatilho para a ativagdo do SRA.( Assim, a associacdo da dieta

hipossddica ao tratamento de CsA permite que os efeitos do farmaco sobre o

31.58) Neste

rim possam ser visualizados num perfodo mais curto de tratamento.’
estudo também foi utilizada a dieta hipossddica com arroz cozido em agua e
suplementado com aminoacidos e vitaminas. A baixa osmolalidade urinéria e a
diminuicdo da Fey, dos animais comprovou a eficacia da dieta, como em outras
publicacdes utilizando o mesmo modelo.®%%

Varios estudos experimentais demonstram que a utilizagdo de CsA causa
queda da FGR e do FSR®%17 e desenvolvimento de fibrose intersticial.*%
Neste estudo, a CsA foi administrada por 28 dias em ratos, e também foi
observado fibrose tubulointersticial relacionada ao uso da CsA, queda da FGR
e do FSR e aumento da RVR.

A nefrotoxicidade induzida pela CsA pode manifestar-se com declinio

progressivo e severo da taxa de filtragcdo glomerular, com vasoconstricao
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arteriolar aferente, em pequenas artérias adjacentes e dos capilares

16-17)

glomerulares.| O wuso cronico da CsA determina alteragbes renais

caracterizadas por atrofia tubular e fibrose intersticial irreversivel,

comprometendo os raios medulares e o cortex renal, geralmente acompanhado

por alteracdes na fungéo renal.?%3°

A nefrotoxicidade causada pelo uso da CsA foi descrita em transplantados

renais ou nao renais, e em pacientes com doenga auto-imune que receberam a

(29-30

droga por periodos que variam de seis meses ou mais. ) Muitos pacientes

que apresentam faléncia renal cronica tém outros fatores de risco associados,

tais como idade, diabets mellitus, hipertensao, dislipidemia e o tabagismo.®®

z

O tabagismo € considerado um fator de risco renal independente,

38-39)

presente em muitos pacientes que utilizam a CsA, e esti implicado na

(42,49,51-52

progresséo de doencas renais cronicas. ) Foi constatado que colabora

para a perda do enxerto do transplantado renal, %%

para a reducéo da taxa de
filtracdo glomerular, 0 aumento da resisténcia vascular renal, deteriorando a
fungdo renal,“? induzindo a proteintria.®® Existe uma correlagdo entre a
diminuicdo da sobrevivéncia do paciente ap6és o0 transplante e o
tabagismo.®%®?

No presente estudo associou-se CsA e fumo passivo, por meio de camara
de fumo com cigarros, em ratos, para verificar a influéncia do fumo na
nefrotoxicidade causada pela CsA. Pode-se observar que o fumo foi fator
agravante na queda da funcdo renal, com diminuicdo da FGR nos animais
tratados com CsA. Estes resultados s&o consistentes aos observados em

estudos anteriores. #4369
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Em recente estudo foi associado CsA e nicotina em tecido renal, e
concluiu-se que ambos possuem efeitos nocivos independentes sobre a fungéo
renal, e que a interagdo CsA-nicotina causa dano adicional sobre a resposta
vasodilatadora renal induzida pela isoprenalina.®? Estes resultados,
associados aos observados no presente estudo, permite inferir que a acéo
deletéria do cigarro sobre a acdo da CsA possivelmente esteja relacionada a
mecanismos vasoconstritores adicionais sobre a funcéo renal.

A nicotina, um dos componentes do cigarro, relaciona-se a proliferagao de
células mesangiais, aumenta a sintese de fibronectina, esta envolvida na
progresséo da doenca renal cronica e aumenta a producéo de radicais livres,®
induzindo estresse oxidativo e inflamac&o vascular com formagédo de placas
ateroscleroticas.®®
Existem inUmeras evidéncias da participacdo do estresse oxidativo na

67-71

nefrotoxicidade da CsA.®”"Y A nitrotirosina é um metabélito da nitragdo da

tirosina produzido na formagédo de peroxinitrito em reacdes de estresse

72-74)

oxidativo, consistindo também numa indicacdo indireta da presenca de NO

e da presenca de estresse oxidativo, e sua producdo estd aumentada na
exposicdo & CsA."2747

Neste estudo também foi avaliado o estresse oxidativo por meio da
expressdo de nitrotirosina, sendo observado o aumento de sua expressdo na
exposicdo a CsA, confirmando os resultados observados em estudos

anteriores. ("t 727477

Os animais expostos ao fumo associado a CsA
apresentaram maior expressdo de nitrotirosina, demonstrando que o fumo

potencializa o estresse oxidativo causado pela CsA.
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Vimentina e a-SMA sé&o proteinas do citoesqueleto celular. A vimentina é
integrante dos filamentos intermediarios que compdem um sistema de
estruturas filamentosas, formando a rede estrutural que conecta as membranas
celulares, organelas citoplasmaticas e o niicleo.™ No tecido renal sadio, a
vimentina pode ser visualizada em células musculares lisas arteriais, nos
glomérulos e nos poucos fibroblastos presentes no intersticio renal, ndo se
observando vimentina nos tubulos. A a-SMA é um microfilamento de actina, e
no tecido renal sadio é encontrada somente em células musculares lisas

(577982 Em situactes de lesdo, a expressdo destes fatores é alterada.

arteriais.
Assim, a célula tubular renal pode modificar o seu fenoétipo, adotando
caracteristicas de células mesenquimais, como miofibroblastos (principais
células envolvidas na producdo de matriz), por meio de um processo
denominado transicédo epitélio-mesenquimal ou EMT.798%) A EMT ocorre
normalmente em células embrionarias e tumorais, mas também pode acontecer
durante as alteragbes estruturais observadas na nefrotoxicidade da CsA. As
células tubulares proximais sdo alvos diretos deste farmaco, alterando o seu
fenotipo e adquirindo caracteristicas de fibroblastos, o que contribui para o
desenvolvimento da fibrose intersticial.®® Ocorre alongamento celular,
fragmentagdo e rearranjo do citoesqueleto e rompimento juncional, mediados
por TGF-pB,.%8"

Vimentina e a-SMA séo alguns dos fatores usados como marcadores no
desenvolvimento deste processo. A vimentina € considerada um marcador de

célula mesenquimal, e passa a se expressar em células tubulares, indicando

dano tubular proximal, podendo também aumentar no intersticio renal. A o-
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SMA é considerada um marcador de miofibroblasto e passa a se expressar em
miofibroblastos do intersticio renal e em células mesangiais ativadas.®"79%2

No presente estudo, a expressdo renal de vimentina e de a-SMA
aumentou na exposi¢do a CsA, em conformidade ao j& observado em estudos

anteriores, 6771758891

) Estes dados confirmam a agressdo da CsA as células
tubulares proximais, evidenciada pelo aumento da expressao de vimentina, € 0
desenvolvimento de fibrose intersticial também observado neste estudo.

A exposicdo ao fumo ndo alterou a expressdo destes fatores, com
excecdo do aumento da expressdo da a-SMA periglomerular. E possivel que

este dano glomerular adicional causado pelo fumo tenha contribuido para a

filtracdo glomerular menor observada nos animais expostos ao cigarro.
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5. CONCLUSOES

Conclui-se que a exposicdo ao fumo agrava a nefrotoxicidade causada
pela CsA. Esta agdo parece estar relacionada aos efeitos vasoconstritores e
indutores de estresse oxidativo do fumo, potencializando a vasoconstricdo e o
estresse oxidativo causados pela CsA. Estes efeitos associados ao dano
adicional causado pelo fumo & estrutura glomerular, agravam a queda da
funcdo renal causada pela CsA.

Com isso, pacientes que receberdo ou ja estdo em tratamento com este

farmaco deveré&o ser intensamente advertidos para abandonar o cigarro ou ndo

iniciar o habito, além de evitar a exposi¢do ao fumo passivo.
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Apéndice 1. Médias individuais dos grupos VH/S e VH/F.
Tabela 3. Fungéo e hemodinamica renal.
Grupos
Parametro
VH/S VH/F
FGR (ml/min/100g) 0,8+0,1 0,8+0,2
FSR (ml/min) 6,5+1,0 6,8+1,1
RVR (mmHg/ml/min) 16,8 +2,3 16,7+ 4,0
PA (mmHg) 134,5+ 12,9 141,4 + 9,6
VU 24 h (ml) 10,3 +4,7 11,0 +6,1

Valores apresentados como média + desvio padréo. (p>0,005)

VH/S = veiculo sem fumo; VH/F = veiculo com fumo; FGR = filtragdo glomerular renal; FSR =
fluxo sanguineo renal; RVR = resisténcia vascular renal; PA = pressao arterial; VU 24h =
volume urinario em 24 horas.
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Tabela 4. Peso, analises bioquimicas e hematdcrito.
Grupos
Parametro VH/S VHIF
PIF (g) 267 + 14 275 + 28
PIC (g) 327,01+ 17 325,0+ 29
PDE (g) 323 +17 325 + 34
Osmy (MOsm/KQ) 399,4 + 125 363,62 + 143
Fena (%) 0,25 + 0,04 0,017 + 0,01
Fek (%) 22+29 2,7+39
Hematdocrito (%) 45,1+29 45,0+2,7

Valores apresentados como média + desvio padréo. (p>0,05)

VH/S = veiculo sem fumo; VH/F = veiculo com fumo; PIF = peso no inicio do fumo ou sham;
PIC = peso no inicio do tratamento com CsA ou VH; PDE = peso no dia do experimento;
Osmu = osmolalidade urinaria; FeNa = fracdo de excrecdo de sddio; Fek = fracdo de
excrecao de potassio.
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Tabela 5. Andlise histolégica e imunohistoquimica.
Grupos
Parametro VH/S VHIF
FI (%) 1+0,9 3+2
a-SMA tubulo intersticial 0,7+0,3 0,9+0,3
a-SMA periglomerular 0,2+0,1 0,3+0,1
Nitrotirosina 2,2+0,3 2,5+0,5
Vimentina 0,0+0 0,0+0

Valores apresentados como média + desvio padrdo. (p>0,05)
VH/S = veiculo sem fumo; VH/F = veiculo com fumo; Fl = fibrose intersticial;
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8. ANEXO

Anexo 1. Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa.

Comissdo de Efica na |

Esermentssio s | Eaculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto |

l:EEA Comisséao de Etica na Experimentacdo Animal CEEA
FAMERP

FAMERE Autarquia Estadual — Av. Brig. Fana Lima 53416 CEP 15090 000 FAX 2276404 51R P - 51

COMISSAD DE ETICA NA EXPERIMENTAGAD ANIMAL i

O projeto de pesquisa intitulado “Efeito do cigarmo na nefrotoxicidade
causada pela Ciclosporina A" (Prot. FAMERP 630308) scb responsabilidade do
Prof. Dr. Emmanuel de Almeida Burdmann, por cumprir com os principios éticos
exigidos em experimentacio animal, fol aprovado pela CEEA-FAMERP.

Lembramos ao senhor pesquisador a necessidade de relatdrio completo ao {
final do estudo.

Sio José do Rio Preto, 18 de Janeiro de 2008.

(.. Wi,

i’
Profa. Dra. Paticlé Waluf Cury
Presidente CEEA - FAMERP




