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RESUMO

SANTIN,F. O papel da ciclooxigenase-2, da apoptose, do fator de necrose
tumoral-a e da pressao arterial na lesdao renal de ratos submetidos a
infusao continua de angiotensina Il .Botucatu, 2008. 61p.Thesis (Doutorado)
— Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, campus de Botucatu,

Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

A angiotensina Il (ANGII) é um vasoconstritor, no entanto, sua atuacéo na
inflamacao tem sido estudada. A ANGII pode regular a expressao celular de
citocinas e moléculas envolvidas no processo de apoptose. Objetivos: verificar
o estimulo da ciclooxigenase-2, a indugado de apoptose, a influéncia do TNF-a
e pressao arterial na lesdo renal por ANGIIl. Foram utilizados ratos Wistar, nos
grupos: Grupo 1: controle, Grupo 2: ANG II, Grupo 3: ANG Il + infliximabe,
Grupo 4: ANG Il + celecoxibe, Grupo 5: infliximabe e Grupo 6: celecoxibe. A
ANGII foi administrada via mini-bomba no subcutaneo dos animais durante 72
horas, sendo entdo realizada a eutanasia. A pressao arterial foi aferida antes
da administracdo dos farmacos e na eutanasia. Os rins dos animais foram
colhidos para histopatologia e imunoistoquimica, avaliando-se a expressao de
COX-2 e presencga de caspase-3 ativa. O sangue dos animais foi colhido para
dosagem de TNF-a. Concluiu-se que a ANGII promove lesdes renais,
independentemente dos valores da pressao arterial; ANGIl associada ao
celecoxibe, leva ao aumento da pressao arterial. O celecoxibe e o infliximabe
nao protegeram os rins contra as agdes da angiotensina Il. O Infliximabe causa
lesdes no intersticio renal, e a ANGII ndo promove a apoptose da células

renais.

Palavras- chave: angiotensina Il, celecoxibe, infliximabe, ratos Wistar, rins
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ABSTRACT

SANTIN, F. The role of cyclooxigenase-2, apoptosis, tumor necrosis
factor-a. and blood pressure at the kidney damage in rats in response to
angiotensin Il. Botucatu, 2008. 61p. Thesis (Doctorate) — School of Veterinary

Medicine and Animal Science, Botucatu campus, Sdo Paulo University.

ABSTRACT

The angiotensin 1l (ANGII) is a vasoconstrictor, however, her action in
inflammation have been studied recently. The ANGII can regulate the cellular
expression of cytokines and molecules involved in apoptosis. Objectives: to
verify the stimulation of cyclooxigenase-2, the presence of apoptosis, the
influence of TNF-a and blood pressure in renal damage by ANGII. Wistar rats
were used in the following groups: Group 1: control, Group 2: ANGII, Group 3:
ANGII + infliximib, Group 4: ANGII + celecoxib, Group 5: infliximab and Group
6: celecoxib. The ANGII was infused in the animals by subcutaneous osmotic
mini-pumps during 72 hours. After that, euthanasia was performed. The blood
pressure was recorded before drugs administration and before the euthanasia.
Histopathological and immunohistochemistry were performed in kidneys to
evaluate the expression of COX-2 and the expression of active caspase-3.
TNF-a. concentration was determined in the blood of the animals. It was
concluded that the ANGII caused renal damage, independently of blood
pressure values. ANGII associated with celeboxib created a blood pressure
increasing. Celecoxib and infliximab did not protect the kidneys against ANGII
activities. Infliximab caused renal intersticium damage and ANGII did not

caused apoptosis in kidney cells.

Keywords: angiotensin Il, celecoxib, infliximab, kidney, Wistar rats.
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1. INTRODUGCAO

A angiotensina Il (ANGIl) é o principal componente do sistema renina
angiotensina aldosterona, sendo um peptideo com potente agdo vasoconstritora.
Entretanto, outras propriedades inerentes a ANGIl tém sido recentemente
estudadas, tais como a sua atuacdo como fator chave na inducédo da inflamacéao
(SUZUKI et al., 2003; DAS, 2005). A ANGII pode regular a expressao celular de
diversas substéncias, incluindo fatores de crescimento, citocinas e moléculas
envolvidas nos processos de crescimento celular, inflamacdo e apoptose
(ORTEGA et al, 2001; ORTEGA et al., 2006).

Dentre as possiveis citocinas moduladas pela angiotensina Il encontra-se
o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a). Foi demonstrado que o TNF-a induz a
disfuncéo endotelial, inflamagao e apoptose, sendo participante na fisiopatogenia
de doencas cardiovasculares e renais (YOUNG et al., 2000; ARENAS et al., 2004,
AKBULUT et al., 2005).

No rim, as prostaglandinas sdo importantes mediadores do ténus
vascular, do balango de sal e agua e da liberagdo de renina. A enzima
ciclooxigenase (COX), a qual possui duas isoformas a COX 1 e a COX2, inicia a
conversdao do acido aracdbénico em prostaglandinas e tromboxano (CHENG e
HARRIS, 2004). A isoforma COX2 é induzida em processos inflamatorios e de
carcinogénese, entretanto, tem sua expressdo detectada também em tecido
normal de rim (HARRIS, 2002; MUNGAN, et al., 2006).

Estudos in vitro demonstraram que tanto o TNF-a como a COX-2 tiveram
aumento na sua produgao e expressao, respectivamente, quando estimulados por
angiotensina Il (FERRERI et al., 1997; JAIMES et al., 2005), tornando necessario
o desenvolvimento de estudos para se analisar as possiveis interagoes entre estes

fatores.



2. REVISAO DE LITERATURA

O Sistema Renina Angiotensina Aldosterona (SRAA) desempenha
diversas fungdes sobre os sistemas cardiovascular e enddcrino, além de exercer
papel fundamental no controle da composigcdo e do volume do fluido extracelular
(BOIM et al., 2000).

A angiotensina Il (ANGII) é o principal polipeptideo do SRAA e exerce
multiplos efeitos fisioldgicos, pela ativagcao de receptores especificos presentes
nos vasos, coragao, rins, adrenal, cérebro, bem como no figado (JACKSON &
GARRISON, 1996). A ANGII promove aumento da pressao arterial sistémica de
forma direta e indireta, uma vez que promove vasoconstrigdo periférica e aumento
no volume circulante (ROBINS&COTRAN, 2005). Por serem responsaveis pela
producdo da renina, com a subsequente formacao da ANGII, os rins tém papel
importante no controle da pressao arterial (PA) (GYTON,1991; BOIM, et al., 2000).

A acdo hipertensora sistémica da ANGII pode levar a hipertensao
glomerular e também a isquemia secundaria a vasoconstrigdo intra-renal, com
consequente diminuigdo do fluxo sanguineo, lesionando os rins. Esta lesdo renal
podera levar a ativagcdo dos nervos aferentes renais, que entdo estimulam a
liberagdo de componentes -adrenérgicos do sistema nervoso central, que por sua
vez estimulam a liberag&o de renina, com consequente aumento da ANGII (LONG
et al., 2004).

Os rins doentes também promovem a continuidade da lesdo devido a
perda da capacidade de manter o mecanismo de auto-regulagdo, que
normalmente atenua a transmissédo direta da PA aos glomérulos (BIDANI &
GRIFFIN, 2004). Como consequéncia do aumento na pressao intracapilar, ocorre
a ruptura dos capilares glomerulares que permitem a passagem de proteinas, as
quais lesionam os proprios glomeérulos, bem como os tubulos renais, perpetuando
a doenca renal (GRAUER, 2005)

Duas alteragdes histolégicas caracterizam os vasos sanglineos na
hipertensdo maligna: necrose fibrindide e espessamento da intima das artérias,
chamado de “casca em cebola”, devido a sua aparéncia concéntrica. A necrose

fibrindide caracteriza-se pela deposigdo patologica de material proteinaceo, no



intersticio e/ou na espessura da parede de pequenas artérias e capilares. O termo
advém da semelhanca histolégica que esse material apresenta sob a coloragéo de
hematoxilina-eosina (HE) com a fibrina. Esta alteracdo representa um processo
agudo e pode estar acompanhada por um infiltrado inflamatério limitado dentro da
parede, entretanto, este padrdo de necrose geralmente n&o esta acompanhado de
inflamacgao proeminente (ALPERS, 2005; CAMARGO & ELGUI, 2007).

O endotélio vascular também exerce papel fundamental no controle da
PA, sintetizando endotelinas (vasoconstritores potentes), o6xido nitrico e
prostaciclina (importantes vasodilatadores), todos exercendo papel fundamental
na regulacdo do ténus vascular. As prostaglandinas atuam como hipotensoras,
uma vez que reduzem a vasoconstricdo induzida pela ANGIlI e aumentam a
natriurese (METZE, 2006). A ANGII regula diversos processos envolvidos na
fisiopatogenia vascular, tais como crescimento celular, apoptose das células
vasculares, estimulo da producgéo de células musculares lisas e mesangiais, o que
provavelmente a torna um importante mediador de processos inflamatérios tanto
sistémicos, como locais, sendo que os rins podem sofrer estas alteracbes
(NORONHA et al., 2002; ORTEGA et al., 2006). Estas propriedades inerentes a
ANGiII, como fator chave na indugéo da inflamacgéo, tém sido recentemente mais
estudadas (SUZUKI et al., 2003; DAS, 2005).

A reacgao inflamatéria € uma resposta de protegao do organismo a um
agente ou lesdo considerada nociva pelo mesmo. A reagao pode ser localizada ou
generalizada, e seu curso pode ser agudo ou crénico (JERICO & ANDRADE,
2008). A ANGII exerce efeitos celulares diretos e indiretos, os quais contribuem
para o desenvolvimento do processo de inflamagao e fibrose tecidual, e participam
da patogenia de doencas renais (NORONHA et al., 2002; SUZUKI et al., 2003;
RUPEREZ et al., 2005).

A via enzimatica da ciclooxigenase (COX) participa da indugcdo do
processo inflamatério, onde a enzima ciclooxigenase atua quebrando o acido
aracdbnico e convertendo-o em prostaglandinas, prostaciclinas e tromboxanos
(NIE & HONN, 2004; HETU & RIENDEAU, 2005). A COX existe em duas

isoformas a COX 1 e a COX2, sendo que a primeira tem sua expressao em



tecidos normais, e a segunda, tem sua expressao induzida principalmente em
processos de inflamagdo (GONCALVES et al., 2004; SAKURAI et al., 2005),
entretanto, HARRIS (2002), RICHTER et al.(2004) e BRATER et al. (2001)
demonstraram que a COX2 também é constituinte do tecido renal normal, tendo
sua expressao na macula densa, algas de Henle e células intersticiais da regiao
medular renal.

Os produtos da COX podem ter importante papel na patogénese de
nefropatias, uma vez que estudos experimentais demonstraram um aumento na
expressao renal da isoforma COX-2 em ratos com hipertensado arterial, em rins
apos ablagao, e em tumores nestes 6rgaos (GONCALVES et al, 2004; JAIMES, et
al., 2005; SAKURAI et al., 2005).

As prostaglandinas sao importantes mediadores do tébnus vascular, do
balango de sal e agua e da liberacéo de renina no rim. Tanto a cortex renal quanto
a regiao medular renal sintetizam prostaglandinas, entretanto, a capacidade de
sintese de prostaglandinas da medula é significativamente maior que a cortex
(FOEGHT & RAMWELL, 2006). Trabalhos experimentais em ratos demonstraram
que a atividade de producéo de prostaglandinas vasodilatadoras renais, encontra-
se aumentada em resposta a ANGII através da via enzimatica COX-2 (YOUNG et
al., 2000; QI et al., 2006).

Os anti-inflamatérios nao esteroidais (AINES) encontram-se entre os
farmacos mais utilizados em todo o mundo, foram desenvolvidos para tratar
condicbes dolorosas e inflamatodrias, agudas e crénicas (COSTA et al.,2007;
JERICO e ANDRADE, 2008). A atividade antiinflamatéria dos AINES é mediada
principalmente pela inibicdo da biossintese das prostaglandinas. Os inibidores
seletivos da COX-2 ou os denominados coxibes, foram desenvolvidos na tentativa
de inibir a sintese das prostaciclinas produzidas pela isoenzima COX-2, induzida
em locais de inflamacdo. Estes medicamentos ligam-se seletivamente ao sitio
ativo da enzima COX-2 para bloquear sua agao. Eles exercem efeitos analgésicos,
antipiréticos e antiinflamatorios semelhantes aos AINES nao especificos, porém
com menor efeito colateral gastrointestinal, sendo o celecoxibe um exemplo desta
classe de farmacos (FITZGERALD & PATRONO, 2001; WAGNER et al., 2006).



Uma vez que ha a expressao da COX-2 de forma constitutiva nos rins
normais, atencao € voltada para possiveis acdes deletérias dos coxibes nestes
orgaos (BREYER & HARRIS, 2001; BRATER, 2002). BREYER et al. (2001) e
FOSSLIEN (2005) chamam a atencdo para a capacidade dos coxibes em
promoverem diminuicdo da excrecao renal de sddio, com respectivo aumento na
retencdo de agua, edema celular e ganho de peso, além da diminuicdo de
prostaciclinas, fatores que promovem hipertensao arterial.

O mecanismo final de agressao tissular por mediac¢ao inflamatoria envolve
processo complexo que inclui a quimiotaxia de leucécitos, liberacdo de proteases,
efeito toxico celular e apoptose. Durante os ultimos anos, tem se tornado evidente
tanto em humanos quanto em modelos experimentais, o papel da apoptose como
uma importante forma de morte celular em processos de doenca renal
(THURMAN, 2006; TERUYA et al., 2008). Tao et al. (2005) demonstraram que
ratos apresentando rins policisticos, ao serem tratados com um inibidor de
caspase, tiveram o numero de células em apoptose diminuido, bem como tiveram
diminuigdo na formacao de cistos renais, em relagéo ao grupo controle, o qual ndo
recebeu o inibidor da caspase. YANG et al. (2006) demonstraram aumento do
indice de apoptose, por intermédio da expressao da caspase-3, em rins de ratos
lesionados por meio de isquemia e reperfusdo experimental.

A apoptose, também conhecida como morte celular programada, € um
fendbmeno em que a célula é estimulada a acionar mecanismos que culminam com
sua morte (FILHO, 1998; CHEVILLE, 2002). Uma caracteristica especifica da
apoptose € a hidrdlise de proteinas envolvendo a ativacdo de varios membros de
uma familia de cisteina-proteases, denominadas caspases. A clivagem por
caspases, das proteinas do citoesqueleto e da estrutura nuclear, produz as
estruturas nucleares e citoplasmaticas distintas, vistas nas células apoptéticas
(COTRAN, KUMAR e COLLINS, 2000). Morfologicamente, algumas das principais
alteragdes celulares observadas na apoptose incluem a condensagao da
cromatina, formagdo de pregas ou bolhas na membrana plasmatica, além da
fragmentacdo celular em corpusculos apoptéticos, os quais podem ser

identificados em cortes corados pelo método de rotina com coloracdo de



hematoxilina- eosina. Por métodos de analise por imunoistoquimica, pode ser
detectada a forma ativa da caspase-3, que demonstra que a célula entrou em
estagio irreversivel de morte celular (BENETONE, 2005, SHIHAB et al., 2005). A
caspase-3 pode ser detectada em tecidos renais normais, devido a um “turn-over”
fisiologico destas células, detectando-se sua expressao de forma dispersa pelo
orgao (ALVES et al., 2004).

Acredita-se que o fator de necrose tumoral-a (TNF-a), tenha importante
papel na inducao de apoptose das células renais (MELDRUM et al., 2001; ROSS,
2002). O TNF-a é uma citocina produzida principalmente por macrofagos ativados,
que participa na inducdo da inflamacdo (WANG et al., 2003; TIZARD, 2002). E
atribuida ao TNF-a, a capacidade de participar na indugdo de hipertensao arterial,
bem como na promocdo de doencas renais, como por exemplo, nhas
glomerulonefrites e nefropatia diabética (ELMARAKBY et al., 2007). Também se
atribui ao TNF-a a capacidade de induzir um aumento na expressdo da COX-2 nos
rins (GAMBARO & PERAZELLA, 2004). A produgdo continua do TNF-a também
contribui para a caquexia, um estado patolégico caracterizado pela perda de peso
e anorexia (ROBINS & COTRAN, 2005). O TNF-a pode ser liberado apds lesao
celular, bem como pelo estimulo da ANGII (YOUNG et al., 2000, NESTORIDI et
al., 2008).

Medicamentos antagonistas do TNF-a tém sido empregados com o intuito
de verificar sua possivel acdo na melhora do processo inflamatério, e de suas
consequéncias deletérias ao organismo (FITCHTLSCHERER et al., 2001). Dentre
estes medicamentos, o infliximabe é um farmaco de utilizacdo recente e que
possui meia-vida de aproximadamente 10 dias, quando administrado por via
intravenosa, em seres humanos (BLAM & STEIN, 2001). Ele se liga aos
receptores celulares do TNF-a, impedindo que este ultimo interaja com eles
(ELMARAKBY et al., 2007). MORIWAKI et al. (2007) e KAGAWA et al. (2008)
observaram efeitos benéficos do infliximabe no tratamento de doencgas renais
como nefropatia diabética e carcinoma renal, respectivamente, justificando a
necessidade de estudos adicionais sobre os possiveis mecanismos de leséo via
TNF-a.



3. OBJETIVOS

- Verificar se a lesdo renal induzida pela angiotensina Il (ANGII) em
infusdo continua de 72 horas tem como mecanismo de agdo o estimulo da
ciclooxigenase-2.

- Verificar se a ANGII administrada em infusdo continua de 72 horas induz
a apoptose em tecido renal.

- Verificar a influéncia do fator de necrose tumoral-a na indugao de lesao
renal.

- Avaliar o comportamento da presséo arterial da infusdo continua de
ANGII em 72 horas na pressao arterial

- Avaliar a relagdo entre pressao arterial e magnitude e tipo de lesao

renal.



MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar, machos, adultos, com aproximadamente
250 g de peso corpoéreo, provenientes do CEMIB- Unicamp, Campinas-SP. Os
animais foram mantidos no biotério de experimentacdo do Departamento de
Clinica Médica da Faculdade de Medicina de Botucatu, em ambiente com controle
de luz (ciclos de 12 horas) e temperatura constante (25° C), recebendo dieta
padrao e agua ad libitum. Os procedimentos realizados nos animais foram
executados no Centro de Pesquisa da Faculdade de Medicina — Laboratério
Experimental do Departamento de Clinica Médica — UNESP -Botucatu. As
técnicas utilizadas e o manejo dos animais foram aprovados pela Camara de Etica
em Experimentacdo Animal da FMVZ- UNESP- Botucatu, como protocolo de
numero 109/07.

4.2 Delineamento experimental

Os animais foram divididos aleatoriamente em seis grupos:

e  Grupo 1: ratos controle (n = 10)

e  Grupo 2: ratos tratados com ANGII (n = 11)

e Grupo 3: ratos tratados com iCOX-2 (Celecoxibe, CELEBRA®) 10
mg/kg/dia, via gavagem); n =9

e Grupo 4: ratos controle antagonista TNF-a (Infliximabe,
REMICADE®) 4 mg/kg, IP (n = 12)

e Grupo 5: ratos tratados com ANGIl + iCOX-2 (Celecoxibe,
CELEBRA®) 10 mg/kg/dia, via gavagem); n = 9

Grupo 6: ratos tratados com ANGIl + antagonista TNF-a (Infliximabe,
REMICADE®) 4 mg/kg, IP (n = 11)

Apés a divisdo dos animais seguiu-se o seguinte protocolo experimental

(Figura 1):



Inicio terapia:
Selegéo e Procedimento %ﬁi%ﬁﬁgi}g Mini-bombas Procedimentos
alocagao PA G3 G2,G5eG6 PA, E
dos animais eG5=iCOX2
Dia -7 Dia -1 Dia 0 LDia 3 Dia 6

ANGII- 150ng/min

FIGURA 1 - Protocolo experimental de avaliagdo dos ratos controle e tratados
(Remicade® - antagonista TNF-a ou Celebra® — inibidor COX2) que foram
submetidos a infusdo continua de angiotensina Il (ANGII) por 3 dias. PA=pressao

arterial, iCOX2=inibidor da COX2, E=eutanasia, G=grupo experimental.

4.3 Administragao de angiotensina ll

A les3o renal foi induzida por meio de infusdo continua de angiotensina II'
(150 ng/min/SC). Essa dosagem foi descrita por causar lesédo renal de aspecto
inflamatério (VAILATI et al., 2001).

A Infusdo continua de ANGII foi administrada por meio de mini-bombas
osmaticas (modelo #2002)? (Figura 2), implantadas no subcutaneo do animal
(RUPEREZ et al., 2003; RUPEREZ et al., 2005; JAIMES et al., 2005). Os ratos
foram anestesiados com a associagéo de quetamina® (50 mg/ Kg IM) e xilazina®
(10 mg/ Kg IM) e a mini bomba foi implantada por meio de pequena incisdo no
dorso dos animais. Esse dispositivo libera 0,5 yL/ hora de solugdo. Assim, as mini-
bombas foram preenchidas com solugado contendo ANGII, para oferecer ao animal

a dose de 150 ng/min.

! Sigma®- Missouri-USA
2 Alza Corp®

® Katamin® Lab Cristalia
* Rompum®- Bayer
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FIGURA 2 - Rato preparado para colocagao da mini-bomba contendo All.

4.4 Administragcao do inibidor seletivo da cicloxigenase-2

O inibidor seletivo da cicloxigenase-2 (iCox2) utilizado foi o celecoxibe®,
na dose de 10 mg/kg/dia, via gavagem (PINHEIRO & CALIXTO, 2002;
HOLZHAUSEN et al., 2002). A administracdo do iCox2 foi iniciada trés dias antes
do inicio da infusdo continua de All, e continuo a ser ministrada até o final do
experimento, com o objetivo de observar a influéncia da inibigdo da Cox-2 no

aparecimento de lesdes induzidas pela ANGII.

4.5 Administragao do antagonista do TNF-a

O antagonista do TNF-a utilizado foi o infliximabe® na dose de 4mg/kg, por
via intraperitoneal (OLMARKER et al., 2003; MURATA et al., 2005). A primeira, e
unica aplicagao deste produto, foi realizada trés dias antes da colocagao da mini-
bomba (dia 0), com o objetivo de observar a influéncia do antagonismo do TNF-a

no aparecimento de lesdes induzidas pela ANGII.

® Celebra®- Pfizer
® Remicade®- Shering - Plough
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4.6 Animais do grupo controle
Os animais do grupo controle foram submetidos ao mesmo protocolo
anestésico e também sofreram uma incisdo no subcutaneo, tendo passado por

condicdes idénticas aos animais que receberam o implante das mini-bombas.

4.7 Pressao Arterial Sistélica Caudal

A pressao arterial sistélica caudal foi obtida aproximadamente vinte e
quatro horas antes do inicio dos tratamentos, com o intuito de ser obtido o valor da
pressao arterial basal dos animais, € no dia do sacrificio, com o intuito de se
observar a influéncia de cada tratamento na pressado arterial dos animais,
utilizando-se o sistema de pressado caudal com poligrafo modelo RS3200-Gould e
o esfigmomanémetro Narco Bio-Systems PE-300 (Figura 3).

FIGURA 3 - Sistema de pressao caudal com poligrafo modelo RS3200-Gould e o
esfigmomandmetro Narco Bio-Systems PE-300.
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4.8 Eutanasia e coleta dos rins
A eutanasia foi efetuada 72 horas apds o implante das mini-bombas
osmoéticas, por meio da utilizacdo de pentobarbital soédico’ intraperitoneal e

posterior toracotomia e celiotomia para retirada e coleta de ambos os rins.

4.9 Estudo histolégico

Apds a excisdo dos rins pelo método acima descrito, um fragmento de
ambos os rins foi destinado ao estudo histolégico. O tecido renal foi fixado em
solugdo tamponada de formol a 10% por periodo de 24 horas. Apos a fixagao,
foram inclusos em bloco de parafina, obtendo-se a partir dai, cortes histoldgicos
renais de cinco micras para coloragao com Hematoxicilina-eosina (HE).

As laminas foram examinadas sem conhecimento prévio dos grupos
experimentais. As alteragdes histologicas dos glomérulos, tubulos, intersticio e
vasos foram graduadas semiquantitativamente segundo escala de 0 a 3+, a saber:
auséncia de lesdo = 0, lesao discreta = 1+, lesdo moderada = 2+, lesdo intensa =
3+. Em relacdo as lesbes vasculares foi considerada lesao discreta = 1 a 5 vasos
comprometidos, lesdo moderada = lesdo em 6 a 10 vasos e lesdo intensa = mais
de 10 vasos com les&o.

As alteragdes semiquantificadas foram avaliadas em glomérulos quanto a
proliferacao epitelial, mesangial e endotelial, matriz mesangial, necrose, esclerose
e aderéncias do tufo glomerular com a capsula de Bowman. Os tubulos foram
avaliados quanto a degeneracao celular, necrose, regeneragcao e atrofia. No
intersticio foi avaliada presenca de edema, infiltrado inflamatério e fibrose, e os
vasos foram avaliados quanto a presenca de fibroelastose das artérias,
arteriolosclerose hialina, endarterite proliferativa, necrose fibrindide e congestao.
Definiu-se como indice de lesdo glomerular (ILG), tubulo-intersticial (ILT-1) e
vascular (ILV) a somatéria dos sinais positivos (+) atribuidos a cada uma das
alteracdes acima mencionadas. A soma destes indices foi o indice de lesao renal
total (ILR).

"Tiopental® Lab Cristalia
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4.10.imunoistoquimica

4.10.1 Expressao da Ciclooxigenase-2

Foi avaliada a expressdo de COX2 renal, utilizando-se o kit Monoclonal
Mouse Anti-Human COX-2 (Cyclooxygenase-2) Clone: CX-294 (Dako®). Estas
reacbes foram realizadas no laboratério de imunoistoquimica do Servigo de
Patologia Veterinaria da Faculdade de Medicina Veterinaria de Botucatu, sob a
orientacdo da professora Dra. Renée Laufer Amorim. Para realizagdo da técnica
de imunoistoquimica, os blocos de parafina foram novamente cortados em
microtomo com espessura de trés uym e distendidos em laminas histolégicas
previamente preparadas com Organosilano (Sigma-Aldrich A3648) com o intuito
de promover maior aderéncia dos cortes as laminas, evitando a perda do material
durante o procedimento imunoistoquimico. As laminas foram colocadas em estufa
com temperatura entre 55 e 58°C por 24 horas, e transferidas para cubas de vidro
vertical para iniciar a técnica de imunoistoquimica.

A técnica de imunoistoquimica seguiu o protocolo do Laboratério de
Imunoistoquimica do Servigo de Patologia da FMVZ — UNESP - Botucatu. A
desparafinizacdo foi realizada com dois banhos em xilol de 30 minutos e
20minutos em temperatura ambiente. O processo de desidratacdo foi realizado
com passagens em alcool 95° em alcool absoluto, alcool 95° e alcool 85° (trés
minutos).

A recuperagao antigénica pelo calor € a etapa que tem como objetivo a
liberacdo dos epitopos antigénicos do tecido, bloqueados pela solugao fixadora
(formol 10%). Procedeu-se a recuperagdo antigénica na qual, para o anticorpo
primario anti-COX-2 (Dako M3617, clone CX-294), padronizou-se a solugao de
citrato 10mM, pH 6,0, pré-aquecida em banho-Maria a 96°C. Apds o pré-
aquecimento as laminas foram introduzidas na solugdo e mantidas por 25 minutos.
Apos o resfriamento do material seguiu-se com dez lavagens em agua destilada.
O bloqueio da peroxidase enddgena foi realizado com agua oxigenada 10 volumes
por 20 minutos e em seguida, lavou-se o material em agua destilada e

posteriormente em solugdo tampao de TRIS HCI (Trizma base, Sigma, T1503;
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NaOH P.A Merck, 106404.1000) por 10 minutos em duas trocas de cinco minutos
cada.

As laminas foram retiradas das cubas de vidro e foram depositadas em
camara umida para incubagdo com BSA 1% (Albumina sérica bovina — Sigma
A7906) durante uma hora em temperatura ambiente. Este procedimento tem a
finalidade de reduzir as marcacgodes inespecificas (“fundo®). O excesso de BSA 1%
foi retirado e procedeu-se a incubagdao com os anticorpos primarios monoclonais
em camara umida por 18 horas (“over-night”) a 4°C.

Apés este periodo, as laminas foram lavadas em TRIS (dois banhos de
cinco minutos) para iniciar a proxima etapa. Para o processo de incubagdo com o
anticorpo secundario foi utilizado o Kit Envision (Dako K4065) durante uma hora
em temperatura ambiente. Apds incubacao as laminas foram lavadas em solugao
tampéo de TRIS por cinco minutos. Para a revelagao da reagao foi empregada
solugao pronta para uso de DAB, seguindo as recomendacgdes do fabricante (Dako
K34466) por cinco minutos, em seguida lavou-se o material em TRIS e agua
destilada, procedendo-se a contra-coloragdo com Hematoxilina de Mayer por 1
minuto. Foi realizada nova lavagem em agua corrente por 10 minutos e passagem
em bateria de desidratacdo com alcoois 85%, 95% e absolutos.

As laminas foram montadas (Permount — Fischer Scientific —SP 15-500)
com laminulas e levadas ao microscopio para avaliacdo da imunomarcacao. Nas
baterias de imunoistoquimica foi feita uma lamina de controle negativo onde foi
suprimido o anticorpo primario na incubacao, e substituido por BSA 1% e
imunoglobulina de mouse (Dako®). As andlises imunoistoquimicas de COX-2
foram realizadas avaliando o percentual de células marcadas em toda extensao da
ldmina, em aumento de 40x com auxilio do programa de analise de imagens QWin
v3,0 Leica e uma camera digital Leica DFC acoplada a um microscopio Leica
DMLD.
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4.10.1 Avaliagao do indice apoptético

Para a identificacdo de células apoptéticas renais foi utilizada a técnica de
imunoistoquimica para a deteccdo da proteina caspase — 3 clivada (também
denominada caspase-3 ativa), utilizando anticorpo anti-caspase-3 clivada®,
sintetizado em coelho. Estas reagdes foram realizadas no laboratério de
imunoistoquimica do departamento de patologia veterinaria da Faculdade de
Medicina Veterinaria de Botucatu/SP.

Cortes histolégicos de trés pum em Ilaminas silanizadas foram
desparafinados com banhos sucessivos de xilol e alcool etilico absoluto. A
recuperagao dos epitopos foi realizada com o aquecimento do tecido renal
embebido em solucdo EDTA 1Mm pH 8.0 utilizando-se vapor®,durante 15 minutos.
Em seguida os fragmentos foram tratados com perdxido de hidrogénio a 10% por
10 minutos para o adequado bloqueio da atividade da peroxidase enddgena
tecidual. Em seguida, os cortes foram incubados overnigth a 4° C com os
anticorpos anticaspase-3 clivada, no titulo de 1:50. Apds a adequada retirada dos
anticorpos excedentes com solucao de tris, o tecido foi incubado em temperatura
ambiente por uma hora, com o kit Envision. A presenca de caspase- 3 clivada foi

detectada com o kit Envision.

4.11 Concentragao Sérica do TNF-a

A concentragao sérica do TNF-a foi realizada a partir da coleta do sangue
dos ratos, realizada por puncao intra-cardiaca no momento da eutanasia dos
animais. O sangue foi colhido utilizando-se o anticoagulante EDTA, sendo entdo
centrifugado por 20 minutos, a 10xg, apds 30minutos da coleta. O TNF-a foi entdo
dosado no plasma, utilizando-se o kit rat TNF-a/ TNFSF1A Immunoassay'’,
utilizando-se as normas do fabricante, incluindo os valores normais da

concentracao plasmatica de TNF- a de 12,5pg/mL.

8 Anticorpo Cell Signalling Technology®,BeverIy,MA, USA.
o Aqua Timer®,Arno
'% Quantikine®, R&DSystems, Inc
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4.12 Analise Estatistica

Os indices de lesdes glomerular (ILG), tubulo-intersticial (ILT-1), vascular
(ILV) e renal total (ILRT), bem como a marcagdo positiva para COX2, foram
analisadas pelo teste de Kruskal-Wallis, com teste de comparacdes multiplas de
Dunn (DeMUTH, 1999). A variavel pressao arterial final foi avaliada através de
analise de covaridncia com a pressao inicial utilizada como covariavel
(SNEDECOR & COCHRAN, 1989). Também foi determinado o grau de correlagéao
entre a variavel pressao arterial final e indice de lesdo renal no exame
histopatologico, pela analise de correlagao simples de Sperman (DeMuth, 1999),
para determinar a relagdo entre pressao arterial e grau de lesdo renal. A

probabilidade de significancia minima foi estabelecida em 5% (p<0,05).
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5. RESULTADOS

5.1 Pressao sistolica arterial caudal

Houve aumento significante da pressao arterial final (mmHg) nos animais
do grupo de tratamento 5 (ANGII+ celecoxibe). Os grupos controle, ANGII,
Celecoxib, ANGII+Infliximabe e Infliximabe apresentaram valores semelhantes

entre si, e menores do que o grupo ANGlII+Celecoxibe.
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FIGURA 4 — Valores da presséo arterial final dos ratos em cada tratamento.

5.2 Avaliagao Histologica
A analise morfolégica mostrou fundamentalmente lesdes vasculares

associadas as lesdes degenerativas e/ ou de necrose dos tubulos. As lesbes
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vasculares ocorrem tanto em artérias de médio como de pequeno calibre, e mais
raramente comprometem as arteriolas. As lesbes sao focais no rim, e
segmentares na parede dos vasos. Caracterizam-se principalmente por necrose
fibrindide da camada média dos vasos (Fig. 9, 10 e 11), associada a sinais de
reatividade das células musculares, hemorragia com fragmentagao de hemacias,
hiperplasia e inflamacédo da adventicia. Nao foram observados trombos nestes
vasos. Também nao foram observadas lesdes de endarterite proliferativa na intima
dos vasos. Ao nivel dos tubulos observa-se lesdes degenerativas caracterizadas
por vacuolizagao citoplasmatica e, por vezes, focos de necrose com coagulagéo
do citoplasma. Alguns casos mostraram sinais de atrofia e, raramente havia
cilindros hialinos de proteinas em grande quantidade, indicando possivelmente
proteinuria (Figura 12). As lesbes glomerulares foram ocasionais e devem ser
secundarias as lesbes arteriolares de necrose, caracterizaram-se por areas
segmentares do tufo glomerular com proliferagdo mesangio-endotelial e necrose.
O intersticio raramente esteve afetado. O conjunto dos achados é compativel com
microangiopatia trombotica com lesbes predominantemente arteriais. As lesdes
sdo agudas, ndo se observando nenhum sinal de cronicidade (Tabela 1, Figura 5,
figura 6, Figura 7).

Na analise da variavel ILG (indice de lesdo glomerular), ndo houve
diferenca estatistica entre os grupos. Em relacéo a variavel ILT-I (indice de les&o
tubular intersticial), houve diferenca estatistica entre os grupos 6 € 3, e entre 6 e 1
(p= 0,003). Os grupos 6 e 3, e 2 e 3, apresentaram diferenga estatistica quanto a
variavel ILV (indice de lesdo vascular) (p<0,001). Na andlise da variavel ILRT
(indice de lesao renal total), houve diferenga estatisticamente significante entre os
grupos6e 3,6e1e,2e 3 (p<0,001). O grupo 1 refere-se ao controle, o grupo 2 a
ANGII, o grupo 3 ao celecoxibe, o grupo 4 ao infliximabe, o grupo 5 ao

ANGll+celecoxibe e o grupo 6 ao ANGlII+infliximabe.
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TABELA 1 — Porcentagem de alteragdes histologicas de rins (HE) de ratos Wistar

nos diferentes grupos de tratamento.

Necrose Degeneragdao Necrose Cilindros

TRATAMENTOS Atrofia
Vascular tubular tubular  tubulares
CONTROLE 0 30 10 20 10
ANGII 80 80 30 50 60
iCOX2 0 50 10 50 20
AntiTNF 8,33 91,7 33,3 58,3 36
ANGII +iCOX2 66,7 66,7 111 66,7 44 4

ANGII + antiTNF 72,7 100 36,4 72,7 88
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FIGURA 5 — Porcentagem de necrose dos vasos de rins de ratos Wistar nos

diferentes grupos de tratamento.
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FIGURA 6 — Porcentagem de degeneragao tubular em rim de ratos Wistar nos

diferentes grupos de tratamento.
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FIGURA 7 - Porcentagem de atrofia tubular em rim de ratos Wistar nos diferentes

grupos de tratamento.
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5.3 Correlacao entre pressao arterial final e alteragoes
histopatolégicas

A anadlise estatistica ndo demonstrou diferenga significante entre os

grupos estudados, portanto ndo houve correlagdo entre a presséao arterial final e

ocorréncia de lesao renal.

5.4 Imunoistoquimica

5.5 Expressao da COX2

As figuras 13 e 14 ilustram a imunomarcagao positiva para a expressao
da COX-2 em rim. Nao houve diferenca estatistica significante entre os seis

grupos estudados.

5.6 Marcacgao para Caspase -3
Nao foi observada imunomarcagao para caspase-3 nos rins de nenhum

dos animais dos diferentes grupos de tratamento (figs15 e 16).

5.7 Concentragao sérica de TNF-a
Na analise dos valores da concentragdo sérica de TNF-a, ndo houve

diferenca estatistica significante nos diferentes grupos estudados (Figura 8).
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FIGURA 8- Concentragdo sérica de TNF-a (pg/mL) nos diferentes grupos de

tratamento.

FIGURA 9 — Rim de rato Wistar tratado com ANGII: presenca de necrose

fibrindide segmentar em artéria.
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FIGURA 10 — Rim de rato Wistar tratado com ANGII: presenca de necrose
fibrindide segmentar (—) e presenca de necrose com hemorragia ( --» ) em artéria
(HE-400x).

FIGURA 11 - Rim de rato Wistar tratado com ANGII+Infliximabe: presenca de

necrose fibrindide segmentar em artéria (HE- 400x).



FIGURA 12 - Rim de rato Wistar tratado com ANGII+Infliximabe: presenca
cilindros (HE-400X).
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FIGURA 13 - Marcagéo positiva (~®)para COX-2 em rim de rato Wistar tratado
com ANGII (400x).
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FIGURA 14 - Marcagao positiva (#¥para COX-2 em rim de rato Wistar tratado com
ANGII+ Celecoxibe (200x).

FIGURA 15 - Auséncia de marcacao para caspase-3 em rim de rato Wistar tratado
com ANGII+ Celecoxibe (400x).
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FIGURA 16 - Auséncia de marcacao para caspase-3 em rim de rato Wistar tratado
com Infliximabe(400x).
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6. DISCUSSAO

6.1 Pressao arterial sistolica caudal

A infusdo subcutanea continua de ANGII ndo causou hipertensao arterial
significante neste protocolo experimental. Apenas seis animais, dentre os 30 dos
grupos que receberam ANGII, apresentaram valor maior que 150 mmHg, ver
Tabela 2 em anexo, contrariando os achados de HENEGAR et al. (1995) e
VAILATI (2001), que com esta mesma dose, obtiveram elevacdo na pressao
arterial sistolica caudal. Uma possivel explicagdo para estes achados, consiste no
mecanismo de acdo pressoérica da ANGII, que é dose e tempo dependente
(LEVER et al.,1992; EDGLEY et al., 2003), sendo assim a dose deste protocolo
experimental, poderia potencialmente promover aumento dos valores de PA, caso
fosse administrada durante um periodo maior de dias.

Os animais 19 e 44 dos grupos de tratamentos ANGII e ANGII+celecoxibe,
obtiveram os mais altos valores de PA, ver tabela 2, sendo que os animais do
grupo ANGII+Celecoxibe tiveram valores de pressdo arterial caudal final
significamente mais elevadas. Os achados do presente estudo sao corroborados
por BREYER et al. (2001) e FOSSLIEN (2005), que descrevem sobre a
capacidade dos antiinflamatorios seletivos COX-2 de promover hipertensao
arterial. Esta seria induzida, provavelmente, pela retencédo tubular de sédio que
estes medicamentos promovem, com o conseqlente aumento de volume
circulante (KUMMER & COELHO, 2002), ou pela diminuicdo de prostaciclinas
responsaveis pela vasodilatagdo arterial (HORCHEL et al.,2002; CONSTANZO,
2004) Podemos entao afirmar que a administragdo de celecoxibe a pacientes que
apresentam estado aumentado de ANGII, deve ser realizada com extrema cautela,

ou até mesmo evitadas.
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6.2 Avaliacao histolégica do rim

Neste estudo experimental houve a indugdo de lesdes renais como era
esperado, uma vez que a dose de 150 ng/min ja havia sido utilizada em outros
trabalhos, que também obtiveram lesdo renal (VAILATI, 2001). Os grupos que
receberam ANGII apresentaram o maior indice de lesédo renal total (ILT= de 9 a
11). A analise morfolégica mostrou fundamentalmente lesdes vasculares
associadas as lesdes degenerativas e de necrose dos tubulos, sendo o conjunto
de achados compativel com microangiopatia tromboética. Essas lesbes sao
comumente observadas em casos de hipertensdo arterial maligna, como descrito
por LINDER (2000) e CAMARGO & ELGUI (2007). KOBORI et al. (2007)
descreveram que o aumento da PA pode ter sido o responsavel pela inducdo de
lesbes renais, caracterizadas por glomeruloesclerose e atrofia tubular. Trabalhos
que estao de acordo com essa relagao entre PA e leséo renal foram realizados por
LONG et al. (2004) e NAKAMURA et al. (2005), que administraram anti-
hipertensivos, como inibidores da enzima de conversédo de angiotensina (iECA), e
obtiveram melhora progressiva das lesdes renais, a medida que a PA foi
normalizada.

Entretanto, os achados do presente estudo demonstram a capacidade da
ANGII em promover lesbes renais, independentes de valores pressoricos,
concordando com SOROOSHIAN (2000) e RUPEREZ et al.(2003), que
descreveram sobre a indugcdo de alteracbes renais por meio de mecanismos
independentes de ANGII. Estes achados sao compreendidos ao se comparar os
dos ratos 14,16 e 20 na tabela 4 em anexo, que apresentaram lesdes vasculares
que variaram de 2 a 3+ de intensidade, em até16 vasos observados, e tiveram
valores normais de PA, ver tabela 2 em anexo.

BIDANI & GRIFFIN (2004) e WOLF & RITZ (2005) observaram em
diversos trabalhos experimentais uma prote¢cao renal mais consistente em grupos
de animais que receberam iECA em relacdo a outros tipos de anti—hipertensivos,
embora todos os medicamentos tenham obtido sucesso no controle da pressao

arterial, corroborando com a afirmagcdo sobre a lesdo renal via ANGII ser
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independente de acéo pressorica. Assim, da mesma maneira que o bloqueio do
sistema renina € capaz de proteger os rins de forma independente da reducao
pressorica, no presente estudo ficou demonstrado uma lesdo direta da ANGII,
também independente de sua agao pressorica.

Ao contrario do esperado, ndo foram observadas lesdes de carater
inflamatdério, como por exemplo, endarterite. VAILATI (2001) realizando trabalhos
em protocolo experimental semelhante, obtiveram alteragées predominantemente
de origem inflamatoria, caracterizados por arterite e infiltrado inflamatorio
mononuclear. Esses achados estdo ligados a capacidade de promocgao de
inflamacao da ANGII, descrita anteriormente (NORONHA et al., 2002; LEMUS, et
al., 2008). Entretanto, no presente estudo, as lesdes encontradas tém
caracteristicas que sugerem um mecanismo de toxicidade direta da ANGII,
independente de processo inflamatdrio inicial, corroborando com SIMON (2004)
que descreve sobre a toxicidade renal da ANGII ser multifatorial. MYATA et al
(2008) e BLOCK et al. (2008), analisaram o estimulo da ANGII sobre o processo
de stress oxidativo (ROS), que promoveu lesdes renais, sendo este entdo, um dos
mecanismos lesivos da ANGII.

Em relagdo as alteracdes avaliadas no ILT-I, houve degeneragao tubular
em 100% dos animais do grupo ANGII+infliximabe, apresentando também um alto
percentual de necrose tubular, formacdo de cilindros e também atrofia,
estatisticamente significativos. Interessante observar que a excegédo do rato 59,
todos os outros animais n&o tiveram aumento de PA, corroborando com os
achados de lesdo vascular, que demonstram capacidade lesiva da ANGII
independente de fator pressorico.

O infliximabe é um medicamento antagonista do TNF-a, que vem sendo
recentemente estudado como agente terapéutico em algumas afecg¢des renais,
como por exemplo glomerulonefrites, nefropatia diabética e carcinomas
(HARRISON et al., 2007; YAMAMOTO et al., 2007). Por ser um medicamento
recente, sua principal via de excregao ainda nao esta bem estabelecida (MYCET,
2006; WAGNER et al., 2006) e até o presente momento, ndo foi encontrado na

literatura estudo onde se avalia a acéo do infliximabe, neste modelo experimental.
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Os animais do grupo ANGII+Infliximabe, como ja mencionado, apresentaram
alteragbes tubulares importantes, e, os animais do grupo Infliximabe, também
apresentaram percentuais altos de degeneracgao tubular, necrose e cilindros. Estas
alteragées demonstram que o infliximabe, além de n&o ter promovido protegéo
renal em resposta a sua associacdo com ANGII, comprovado pela diferenca
estatisticamente significante entre os grupos ANGII+Infliximabe e controle, ele por
si s6 demonstrou ter poder lesivo renal. Com os resultados obtidos, pode ser
afirmado que a utilizacdo deste medicamento deve ser cautelosa em pacientes
com insuficiéncia renal e/ ou pacientes hipertensos, uma vez que ele sozinho ou
em associagao com a ANGII mostrou ter potencial de lesdo renal, de acordo com
YIE e POCHAPIN (2001), que descreveram um caso de insuficiéncia renal aguda
associada a administragao deste farmaco a um paciente humano em tratamento

para artrite reumatoide.

6.4 Expressao de COX-2

Um achado interessante deste trabalho foi que dos nove animais do grupo
ANGII+Celecoxibe, quatro tiveram imunomarcagao positiva para a COX-2, embora
este aumento ndo tenha sido estatisticamente significante, em relagdo ao grupo
controle. Este achado € um paradoxo, pois este grupo recebeu um antiinflamatério
inibidor seletivo de COX-2, e o esperado seria a ndo expressdo dessa enzima.
Uma possivel explicacao para este fendbmeno é que como houve a associacao da
ANGII, esta promoveu vasoconstricdo local, que leva a hipdxia, com consequente
dano celular. Estudos in vitro com AINES, em situagdes de hipoxia, demonstraram
um aumento da COX-2 nos mondcitos estudados, sendo que este fendmeno foi
atribuido a inibicdo da prostaglandina PGE2, que estimulou a producédo de TNF-q,
o qual estimulou a expressdo da COX-2 (FOSSLIEN, 2005). Observa-se também
que os quatro animais tiveram lesdo detectada no exame histopatologico,
demonstrando necrose vascular variando entre 1+ até 3+, até 5 vasos, sendo
assim, pode-se sugerir que houve uma provavel lesdo por hipoxia nestes animais,

tendo sido induzida pela ANGII. Entre os dez animais do grupo celecoxibe, cinco
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deles tiveram expressdo da enzima COX-2, também de forma paradoxal ao
esperado, mas também ndo estatisticamente significante. Uma possivel
explicagao para este achado, seria um comportamento bioquimico semelhante ao
que ocorre no coragdo quando ha a administragdo de medicamentos (-
blogueadores, pois quando administrados, estes medicamentos acabam
promovendo uma “up-regulation” dos seus receptores (BATLOUNI & RAMIRES,
1999).

Dos 43 animais dos grupos controle, ANGIl, infliximabe e
ANGII+Infliximabe, apenas sete tiveram imunomarcagao positiva para a COX-2,
marcacgao esta que pode ser justificada pela presenca da enzima COX-2 de forma
constitutiva nos rins de ratos, como demonstrado por LIM et al. (2003) e HARRIS
(2008)

6.5 indice de apoptose

No presente trabalho ndo houve a imunomarcacgao para a caspase-3 nos
rins dos animais de nenhum dos diferentes grupos de tratamento. Uma possivel
explicagdo para este fato € que a indugdo da apoptose €& dose e tempo
dependente, como demonstrado por CAO et al. (2000), que obtiveram aumento da
expressdao de caspase-3 com a administracdo de ANGIl durante 14 dias.
BHASKARAN et al. (2002) também atribuiram a tempo e dose dependente, o
aumento no indice de apoptose de células tubulares renais em experiéncias “in
vitro”. Sendo assim, devido a este protocolo experimental ser de infusdo aguda da
ANGII, pode-se sugerir que o periodo de administracdo da ANGII pode néo ter
sido suficiente para estimular a indugéo do processo de apoptose.

Os animais do grupo controle também n&o tiveram imunomarcagao
positiva para caspase-3, como ja mencionado. Isto poderia ser creditado a um erro
de técnica durante a realizagcao desta imunoistoquimica, entretanto, CHAO et al.,
(2007) também relataram sobre a ndo existéncia de células renais em apoptose

nos rins normais, devido a prépria fisiologia do mecanismo de apoptose.
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6.3 Concentragao sérica de TNF-a

Varios autores tém refor¢cado o papel relevante do TNF-a no mecanismo
de agressao renal (NAVARRO & FERNANDES, 2006; HARRINSON, et al., 2007),
um deles sendo sua capacidade de promover aumento dos efeitos vasculares da
ANGII (FERRERI et al., 1997; ELMARAKBY et al. 2007). No presente estudo, nao
houve influéncia do TNF- a na inducdo de leséo renal, nos diferentes grupos de
tratamento. Os achados de valores dentro da normalidade podem ter aqui duas
explicagdes. A primeira seria que devido a resposta fugaz do TNF-a, bem como
sua rapida degradacéo, justificaria ter sido encontrado valores tdo baixos desta
citocina. Esta hipotese é corroborada por WANG et al. (2003) que explicam que o
TNF-a pode ser produzido em cerca de apenas noventa minutos apos diversos
estimulos, tendo uma queda abrupta em seus valores, até mesmo sendo
indetectaveis, logo apds quatro horas.

A outra explicacido reside na relagao direta entre o TNF-a e processos
inflamatorios. EGIDO et al. (1993) e NESTORIDI et al. (2008) falam sobre a
importancia desta citocina como promotora de processos inflamatérios.
ELMARAKBY et al. (2007) demonstraram que a administragdo de um antagonista
do TNF-a, contribuiu para a diminuicdo dos valores de PA, em um modelo de
hipertensao arterial dependente de sal. Entretanto, as alteragbes encontradas na
analise histologica deste trabalho, ndo demonstraram predominancia de lesdes de
carater inflamatério, como a endarterite, achado comum em processos de
hipertensao arterial. Sendo assim, ndo houve estimulo a producéo e liberagao
desta citocina, neste protocolo experimental, justificando os valores de TNF-a

deste estudo nao terem influenciado as lesdes renais.
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7. CONCLUSOES

- 0 celecoxibe ndo promove protegao renal contra as agdes da ANGII,
portanto o mecanismo de acao de lesédo renal € independente da expressao da
COX-2

- A ANGII em infusdo continua de 72 horas, ndo promove a apoptose da
células renais

- As lesdes renais ocorrem independentemente da acdo do TNF-a

- A associagao de angiotensina Il e celecoxibe tém agao hipertensora

- A angiotensina Il promove lesdes renais, independentemente dos
valores da pressao arterial

- O Infliximabe sozinho, promove lesdes no intersticio renal

- Os mecanismos de acéo responsaveis pela inducado das lesdes renais
promovidas pela ANGII devem ser outros, além dos estudados neste protocolo

experimental.
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TRABALHO CIENTIFICO

O papel da ciclooxigenase-2 e da pressio arterial na lesido renal de ratos submetidos a
infusdo continua de angiotensina II.

The role of cyclooxigenase-2 and blood pressure at the kidney damage in rats in
response to angiotensin Il infused continuously.

Flavia Santin'; Maria do Carmo Fernandez Vailati", Marcela Marcondes"; David

Miqueluccim, Luiz Cuadrado Martinw, Denise Saretta Schwartz'.

RESUMO

A angiotensina II (ANGII) ¢ um vasoconstritor, entretanto, sua atuacdo na
inflamagdo tem sido estudada. Objetivos: verificar o estimulo da ciclooxigenase-2 e pressao
arterial na lesdo renal por ANGII. Foram utilizados ratos Wistar, nos grupos: Grupo 1:
controle, Grupo 2: ANG II, Grupo 3: ANG II + celecoxibe, Grupo 4: celecoxibe. A ANGII
foi administrada via mini-bomba no subcutidneo dos animais durante 72 horas, sendo entdo
realizada a eutanasia. A pressdo arterial foi aferida antes da administracdo dos farmacos e
na eutandsia. Os rins dos animais foram colhidos para histopatologia, para
imunoistoquimica, avaliando-se a expressdo de COX-2. Concluiu-se que a ANGII
promoveu lesdes renais, independentemente dos valores da pressdo arterial; ANGII
associada ao celecoxibe, levou ao aumento da pressao arterial. O celecoxibe ndo protegeu
os rins contra as agdes da angiotensina II.
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The angiotensin II (ANGII) is a vasoconstrictor, however, her action in
inflammation have been studied recently. Objectives: to verify the stimulation of
cyclooxigenase-2 and blood pressure in renal damage by ANGII. Wistar rats were used in
the following groups: Group 1: control, Group 2: ANGII, Group 3: ANGII + celecoxib,
Group 4: celecoxib. The ANGII was infused in the animals by subcutaneous osmotic mini-
pumps during 72 hours. After that, euthanasia was performed. The blood pressure was
recorded before drugs administration and before the euthanasia. Histopathological and
immunohistochemistry were performed in kidneys to evaluate the expression of COX-2. It
was concluded that the ANGII caused renal damage, independently of blood pressure
values. ANGII associated with celeboxib created a blood pressure increasing. Celecoxib did
not protect the kidneys against ANGII activities.

Keywords: angiotensin II, celecoxib, kidney.

A angiotensina II (ANGII) é o principal polipeptideo do sistema renina
angiotensina aldosterona (SRAA) e exerce multiplos efeitos fisiologicos, pela ativagdo de
receptores especificos presentes nos vasos, no cora¢ao, nos rins, na adrenal, no cérebro,
bem como no figado (JACKSON & GARRISON, 1996). A ANGII promove aumento da
pressdo arterial sistémica de forma direta e indireta, uma vez que promove vasoconstricao
periférica e aumento no volume circulante (ROBBINS,2005). Este aumento no volume ¢
atribuido ao efeito direto da ANGII sobre os tibulos e sobre a estimulagdo da secre¢dao de
aldosterona, pela cortex da adrenal. Esses dois efeitos levam a reabsor¢do de sodio, com
subseqiiente reabsorc¢ao de dgua, que tendem a elevar o volume sanguineo, e este ¢ um fator
importante na regulagdo da pressdo arterial a longo prazo (GUYTON, 1991). Por serem
responsaveis pela producao da renina, com a subseqiiente formag¢ao da ANGII, os rins t€ém
papel importante no controle da pressao arterial (PA) (BOIM, et al., 2000).

Nos rins, o balanco de sal e agua e a liberagdo de renina sofrem influéncia de
substancias denominadas prostaglandinas, que atuam como importantes mediadores do
tonus vascular. O 4cido aracdonico ¢ o mais abundante e importante precursor das
prostaglandinas, produzidas por duas vias enzimaticas: a ciclooxigenase ¢ a lipoxigenase
(JERICO & ANDRADE, 2008). A enzima ciclooxigenase (COX), a qual possui duas

isoformas a COX 1 e a COX2, inicia a conversao do acido aracdonico em prostaglandinas e
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tromboxano (CHENG e HARRIS, 2004). A isoforma COX2 ¢ principalmente induzida em
processos inflamatorios e de carcinogénese, entretanto, tem sua expressdo detectada
também em tecido normal de rim (HARRIS, 2002; MUNGAN, et al., 2006). Os produtos
da COX podem ter importante papel na patogénese de nefropatias, visto que em doencgas
como lupus eritematoso sist€émico e glomeruloesclerose, ocorre um aumento na expressao
das isoformas COX-1 ¢ COX-2 (GONCALVES et al, 2004; JAIMES, et al., 2005).

Os anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES) encontram-se entre os farmacos
mais utilizados em todo o mundo, foram desenvolvidos para tratar condigdes dolorosas e
inflamatorias, agudas e cronicas (COSTA et al.,2007). A atividade antiinflamatoria dos
AINES ¢ mediada principalmente pela inibicdo da biossintese das prostaglandinas. Os
inibidores seletivos da COX-2 ou os denominados coxibes, foram desenvolvidos na
tentativa de inibir a sintese das prostaciclinas produzidas pela isoenzima COX-2, induzida
em locais de inflamacdo. Estes medicamentos ligam-se seletivamente ao sitio ativo da
enzima COX-2 para bloquear sua acdo. Eles exercem efeitos analgésicos, antipiréticos e
antiinflamatorios semelhantes aos AINES ndo especificos, porém com menor efeito
colateral gastrointestinal, sendo o celecoxibe um exemplo desta classe de farmacos
(FITZGERALD & PATRONO, 2001; WAGNER et al., 2006). Uma vez que ha a expressao
da COX-2 de forma constitutiva nos rins normais, atencao ¢ voltada para possiveis agoes
deletérias dos coxibes nestes orgdos (BREYER & HARRIS, 2001; BRATER, 2002).
BREYER et al. (2001) e FOSSLIEN (2005) chamam a atengdo para a capacidade dos
coxibes em promoverem diminui¢do da excregdo renal de sddio, com respectivo aumento
na retencao de dgua, edema celular e ganho de peso, além da diminui¢do de prostaciclinas,
fatores que promovem hipertensdo arterial.

O protocolo experimental de infusdo continua de ANGII durante 72 horas tem
como objetivos: avaliar se a lesdo renal induzida pela ANGII tem como mecanismo de agdo
o estimulo da ciclooxigenase-2 e, avaliar a relagdo entre pressao arterial, intensidade e tipo

de lesdo renal.

MATERIAL E METODOS
Foram utilizados ratos Wistar, machos, adultos, com aproximadamente 250 g de

peso corporeo, provenientes do CEMIB- Unicamp, Campinas-SP. Os animais foram
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mantidos no biotério de experimentagdo do Departamento de Clinica Médica da Faculdade
de Medicina de Botucatu, em ambiente com controle de luz (ciclos de 12 horas) e
temperatura constante (25° C), recebendo dieta padrdo e agua ad libitum. Os procedimentos
realizados nos animais foram executados no Centro de Pesquisa da Faculdade de Medicina
— Laboratorio Experimental do Departamento de Clinica Médica — UNESP —Botucatu, e
foram aprovados pela Camara de Etica em Experimentagdo Animal como protocolo de
namero 109/07. A lesio renal foi induzida por meio de infusdo continua de angiotensina 11"
(150 ng/min/SC). Essa dosagem foi descrita por causar lesao renal de aspecto inflamatdrio
(VAILATI et al., 2001).

A Infusdo continua de ANGII foi administrada por meio de mini-bombas
osmoticas (modelo #2002, ALZA Corp) implantadas no subcutaneo do animal (RUPEREZ
et al., 2005; JAIMES et al., 2005). Os ratos foram sedados com a associacdo de
quetamina’ (50 mg/ Kg IM) e xilazina'" (10 mg/ Kg IM) e a mini- bomba foi implantada
por meio de pequena incisao no dorso dos animais. Esse dispositivo libera 0,5 pL/ hora de
solugdo, assim, as mini-bombas foram preenchidas com solugdo contendo ANGII, para
oferecer ao animal a dose de 150 ng/min.

O inibidor seletivo da cicloxigenase-2 (iCox2) utilizado foi o celecoxibe’, na dose
de 10 mg/kg/dia, via gavagem (PINHEIRO & CALIXTO, 2002; HOLZHAUSEN et al.,
2002). A administracao do iCox2 foi iniciada trés dias antes do inicio da infusdo continua
de ANGII, e continuou até o final do experimento, com o objetivo de observar a influéncia
da inibi¢do da Cox-2 no aparecimento de lesdes induzidas pela ANGII.

A pressao arterial sistolica caudal foi obtida aproximadamente 24 horas antes do
inicio dos tratamentos, com o intuito de ser obtido o valor da pressdo arterial basal dos
animais, ¢ no dia do sacrificio, para observar a influéncia de cada tratamento na pressao
arterial dos animais, utilizando-se o sistema de pressdo caudal com poligrafo modelo
RS3200-Gould e o esfigmomandmetro Narco Bio-Systems PE-300.

As alteragdes histologicas dos glomérulos, tibulos, intersticio e vasos foram

graduadas semiquantitativamente segundo escala de 0 a 3+: auséncia de lesao = 0, lesdo
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discreta = 1+, lesdo moderada = 2+, lesdo intensa = 3+. Em relagdo as lesdes vasculares foi
considerada lesao discreta = 1 a 5 vasos comprometidos, lesao moderada = lesdo em 6 a 10
vasos e lesdo intensa = mais de 10 vasos com lesao.

As alteracdes semiquantificadas foram avaliadas em glomérulos quanto a
proliferagdo epitelial, mesangial e endotelial, matriz mesangial, necrose, esclerose e
aderéncias do tufo glomerular com a capsula de Bowman. Os tibulos foram avaliados
quanto a degeneracao celular, necrose, regeneracdo e atrofia. No intersticio foi avaliada
presenca de edema, infiltrado inflamatorio e fibrose, e os vasos foram avaliados quanto a
presenca de fibroelastose das artérias, arteriolosclerose hialina, endarterite proliferativa,
necrose fibrindide e congestdo. Definiu-se como indice de lesdo glomerular (ILG), tibulo-
intersticial (ILT-I) e vascular (ILV) a somatoria dos sinais positivos (+) atribuidos a cada
uma das alteragdes acima mencionadas. A soma destes indices foi o indice de lesdo renal
total (ILR). A expressao de COX2 renal foi avaliada em cortes histologicos de rins,
preparados por técnica de imunoistoquimica, utilizando-se o kit Monoclonal Mouse Anti-
Human COX-2 (Cyclooxygenase-2) Clone: CX-294 (Dako®).

Os indices de lesoes glomerular (ILG), tibulo-intersticial (ILT-I), vascular (ILV),
renal total (ILRT), e a marcagdo positiva para COX2, foram analisadas pelo teste de
Kruskal-Wallis, com teste de comparagdes multiplas de Dunn (DeMuth, 1999). A variavel
pressdo arterial final foi avaliada através de andlise de co-varidncia com a pressao inicial
utilizada como covariavel (Snedecor & Cochran, 1989). Também foi determinado o grau de
correlagdo entre a varidvel pressdo arterial final e indice de lesdo renal no exame
histopatologico, pela analise de correlacdo simples de Sperman (DeMuth, 1999), para
determinar a relacdo entre pressdo arterial e grau de lesdo renal. A probabilidade de
significancia minima foi estabelecida em 5% (p<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A infusdo subcutidnea continua de ANGII ndo causou hipertensdo arterial neste
protocolo experimental, sendo que apenas o grupo ANGII+Celecoxibe teve valores de PA
estatisticamente significantes. Contrariando os achados de HENEGAR et al. (1995) e
VAILATI (2001), que com esta mesma dose, obtiveram elevacdo na pressdo arterial
sistolica caudal. Uma possivel explicacdo para estes achados, consiste no mecanismo de

acao pressorica da ANGII, que ¢ dose e tempo dependente (LEVER et al.,1992; EDGLEY
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et al., 2003), sendo assim a dose deste protocolo experimental, poderia potencialmente
promover aumento dos valores de PA, caso fosse administrada durante um periodo maior
de dias. Os achados do presente estudo sdo corroborados por BREYER et al. (2001) e
FOSSLIEN (2005), que descrevem sobre a capacidade dos antiinflamatérios seletivos
COX-2 de promover hipertensao arterial. Esta seria induzida, provavelmente, pela retencao
tubular de sodio que estes medicamentos promovem, com o conseqiiente aumento de
volume circulante (KUMMER & COELHO, 2002), ou pela diminui¢do de prostaciclinas
responsaveis pela vasodilatagio arterial (HORCHEL et al..2002; CONSTANZO, 2004)
Podemos entdo afirmar que a administracdo de celecoxibe a pacientes que apresentam
estado aumentado de ANGII, deve ser realizada com extrema cautela, ou até mesmo
evitadas.

Houve a inducdo de lesdes renais como era esperado, uma vez que a dose de 150
ng/min ja havia sido utilizada em outros trabalhos, que também obtiveram lesdo renal
(VAILATI, 2001). Os grupos que receberam ANGII apresentaram o maior indice de lesdo
renal total (ILT=de 9 a 11). A andlise morfoldgica mostrou lesdes vasculares associadas as
lesdes degenerativas e de necrose dos tibulos, sendo o conjunto de achados compativel

com microangiopatia trombotica (figl).

FIGURA 1 — Rim de rato Wistar tratado com ANGII: presenca de necrose fibrindide

segmentar (—) e presenga de necrose com hemorragia ( --4) em artéria (HE-400x).
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Essas lesdes sdo comumente observadas em casos de hipertensao arterial maligna,
como descrito por LINDER (2000) e CAMARGO e EUGUI (2007). KOBORI et al. (2007)
descrevem que o aumento da PA pode ter sido o responsavel pela indugdo de lesdes renais,
caracterizadas por glomeruloesclerose e atrofia tubular. LONG et al. (2004) e
NAKAMURA et al. (2005), concordantes com essa relagdo entre PA e lesdo renal,
administraram medicamentos anti-hipertensivos, inibidores da enzima de conversdo de
angiotensina (iIECA), observando melhora progressiva das lesdes renais, a medida que a PA
foi normalizada.

Entretanto, os achados do presente trabalho demonstram a capacidade da ANGII
em promover lesdes renais, independentes de valores pressoricos, indo de acordo com
SOROOSHIAN (2000) e RUPEREZ et al.(2003), que descreveram sobre a inducdo de
alteragdes renais através de mecanismos independentes de ANGII.

BIDANI & GRIFFIN (2004) e WOLF & RITZ (2005) observaram em diversos
trabalhos experimentais uma protecdo renal mais consistente em grupos de animais que
receberam iECA em relagdo a outros tipos de anti-hipertensivos, embora todos os
medicamentos tenham obtido sucesso no controle da pressao arterial, corroborando com a
afirmagao sobre a lesdo renal via ANGII ser independente de acdo pressorica.

Assim, da mesma maneira que o bloqueio do sistema renina € capaz de proteger
os rins de forma independente da redugdo pressorica, no presente estudo ficou demonstrado
uma lesao direta da ANGII, também independente de sua acdo pressorica. Vale ressaltar
que, exceto um animal, todos os outros nao tiveram aumento de PA, concordando com os
achados de lesdo vascular, que demonstraram a capacidade de induzir lesdo da ANGII
independente de fator pressorico.

Um achado interessante deste trabalho foi que dos nove animais do grupo
ANGII+Celecoxibe, quatro tiveram imunomarcagdo positiva para a COX-2, embora este
aumento ndo tenha sido estatisticamente significante, em relagdo ao grupo controle (fig2).
Este achado ¢ um paradoxo, uma vez que este grupo recebeu um antiinflamatorio inibidor
seletivo de COX-2, e o esperado seria a nao expressao dessa enzima. Uma possivel
explicacdo para este fenomeno € que como houve a associacdo da ANGII, esta promoveu

vasoconstri¢do local, que levou a hipoxia, com conseqiiente dano celular. Estudos in vitro
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com AINES, em situagdes de hipoxia, demonstraram um aumento da COX-2 nos
monocitos estudados, sendo que este evento foi atribuido a inibi¢do da prostaglandina
PGE2, que estimulou a producdo de TNF-a, o qual estimulou a expressio da COX-2
(FOSSLIEN, 2005). Observou-se também que os quatro animais tiveram lesdo detectada no
exame histopatoldgico, demonstrando necrose vascular variando entre 1+ até 3+, em 1 até 5
vasos, sendo assim, pode-se sugerir que houve uma provavel lesdo por hipdxia nestes

animais, tendo sido induzida pela ANGII.

FIGURA 2 - Marcacao positiva ( »)para COX-2 em rim de rato Wistar tratado com
ANGII+ Celecoxibe (200x).

Entre os dez animais do grupo celecoxibe, cinco deles tiveram expressdo da
enzima COX-2, de forma paradoxal ao esperado, mas também ndo estatisticamente
significante. Uma possivel explicagdo para este achado, seria um comportamento
bioquimico semelhante ao que ocorre no coracdo quando ha a administragdo de
medicamentos B-bloqueadores, pois quando administrados, estes medicamentos acabam
promovendo uma “up-regulation” dos seus receptores (BATLOUNI & RAMIRES, 1999).
Dos 20 animais dos grupos controle e ANGII apenas cinco tiveram imunomarcacao
positiva para a COX-2, marcacdo esta que pode ser justificada pela presenca da enzima
COX-2 de forma constitutiva nos rins de ratos, como demonstrado por LIM et al. (2003) e

HARRIS et al. (2008).
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Considerando o protocolo experimental e condi¢des do estudo, os resultados
permitiram concluir que: a angiotensina Il promoveu lesdes renais, independentemente dos
valores da pressdo arterial; a associacdo de ANGII e celecoxibe levou ao aumento da
pressdo arterial; o celecoxibe ndo protegeu os rins contra as acdes da angiotensina II e,

portanto, o mecanismo de agao da ANGII foi independente da expressdao da COX-2.
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APENDICE

Quadro 1 — valores individuais da pressao arterial caudal.

TRATAMENTOS

CONTROLE

ANIMAIS PA inicial PA final

RATO 1 120 120
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RATO 2 110 130
RATO 3 100 110
RATO 4 130 140
RATO 5 110 100
RATO 6 150 150
RATO 7 150 120
RATO 8 140 100
RATO 9 - -
RATO 10 130 150
ANGIOTENSINA II
RATO 11 120 130
RATO 12 120 150
RATO 13 110 110
RATO 14 140 130
RATO 15 100 120
RATO 16 130 120
RATO 17 130 100
RATO 18 100 120
RATO 19 80 200
RATO 20 130 140
RATO 21 100 170
CELECOXIBE
RATO 22 110 120
RATO 23 150 140
RATO 24 140 140
RATO 25 120 120
RATO 26 100 130
RATO 27 120 120
RATO 28 90 170
RATO 29 118 150
RATO 30 150 130
Continua
TRATAMENTOS
INFLIXIMABE

ANIMAIS PA inicial PA final
RATO 31 130 160
RATO 32 130 120
RATO 33 140 130
RATO 34 150 130
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RATO 35 140 120
RATO 36 140 120
RATO 37 70 120
RATO 38 130 150
RATO 39 130 140
RATO 40 140 110
RATO 41 140 140
RATO 42 130 150
ANGIOTENSINA Il + CELECOXIBE

RATO 43 140 160
RATO 44 100 190
RATO 45 - -

RATO 46 130 180
RATO 47 120 140
RATO 48 140 180
RATO 49 110 150
RATO 50 120 140
RATO 51 120 120

ANIGIOTENSINA Il + INFLIXIMABE

RATO 52 140 110
RATO 53 160 140
RATO 54 130 120
RATO 55 140 150
RATO 56 130 150
RATO &7 150 130
RATO 58 130 110
RATO 59 150 210
RATO 60 140 110
RATO 61 120 110
RATO 62 130 150

Quadro 2- Valores individuais do percentual de expressao da COX-2 em rim.

TRATAMENTOS

CONTROLE

ANIMAIS

% COX2

RATO 1

0,00

RATO 2 0,00
RATO 3 0,00
RATO 4 0,00
RATO 5 0,00
RATO 6 25,68
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RATO 7 0,00 RATO 40 20,08
RATO 8 0,00 RATO 41 0,00
RATO 9 12,77 RATO 42 23,94
RATO 10 7761 ANGIOTENSINA Il + CELECOXIBE
ANGIOTENSINA I RATO 43 0,00
)
RATO 12 0.00 RATO 46 66,44
RATO 13 0,00
RATO 47 91,71
RATO 14 0,00 RATO 48 0,00
RATO 15 0,00 RATO 49 799
RATO 16 0,00 RATO 50 0.00
RATO 17 80,25 RATO 51 0,00
RATO 18 0,00 ANIGIOTENSINA II + INFLIXIMABE
RATO 19 0,00 RATO 52 0.00
RATO 20 0,00 RATO 53 0,00
RATO 21 RATO 54 0,00
CELECOXIBE RATO 55 0,00
RATO 22 71,49 RATO 56 0,00
RATO 23 0,00 RATO 57 0,00
RATO 24 80,75 RATO 58 0,00
RATO 25 0,00 RATO 59 0,00
RATO 26 0,00 RATO 60 0,00
RATO 27 73,68 RATO 61 0,00
RATO 28 0,00 RATO 62 0,00
RATO 29 75,59
RATO 30 32,45
TRATAMENTOS
INFLIXIMABE
ANIMAIS % COX2
RATO 31 0,00
RATO 32 0,00
RATO 33 0,00
RATO 34 0,00
RATO 35 0,00
RATO 36 0,00
RATO 37 0,00
RATO 38 0,00
RATO 39 0,00
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Quadro 3 — lesdes histopatoldgicas (HE) em vasos de rim de cada animal.

TRATAMENTOS
CONTROLE
ANIMAIS Lesoes histopatolégicas HE em vasos de rim
Fibroelastose | Arteriolosclerose | Endarterite | Necrose | Congestao
RATO 1 0 0 0 0 2+
RATO 2 0 0 0 0 0
RATO 3 0 0 0 0 1+
RATO 4 0 0 0 0 1+
RATO 5 0 0 0 0 1+
RATO 6 0 0 0 0 1+
RATO 7 0 0 0 0 1+
RATO 8 0 0 0 0 1+
RATO 9 0 0 0 0 1+
RATO 10 0 0 0 0 1+
ANGIOTENSINA I
RATO 11 0 0 0 1+4vasos 1+
RATO 12 0 0 0 1+3vasos 1+
RATO 13 0 0 0 1+2vasos 0
RATO 14 0 0 0 3+14vasos 2+
RATO 15 0 0 0 1+3vasos 2+
RATO 16 0 0 0 3+16vasos 3+
RATO 17 0 0 0 0 1+
RATO 18 0 0 0 0 1+
RATO 19 0 0 0 1+1vaso 1+
RATO 20 0 0 0 2+8vasos 1+
RATO 21 1+ 1 1+ 1 0
CELECOXIBE

RATO 22 0 0 0 0 1+
RATO 23 0 0 0 0 0
RATO 24 0 0 0 0 1+
RATO 25 0 0 0 0 1+
RATO 26 0 0 0 0 1+
RATO 27 0 0 0 0 1+
RATO 28 0 0 0 0 1+
RATO 29 0 0 0 0 1+
RATO 30 0 0 0 0 0

Continua
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TRATAMENTOS

INFLIXIMABE

Lesoes histopatolégicas HE em vasos de rim

ANIMAIS Fibroelastose | Arteriolosclerose | Endarterite | Necrose | Congestao
RATO 31 0 0 0 0 1+
RATO 32 0 0 0 0 1+
RATO 33 0 0 0 0 1+
RATO 34 0 0 0 0 1+
RATO 35 0 0 0 0 1+
RATO 36 0 0 0 0 1+
RATO 37 0 0 0 0 1+
RATO 38 0 0 0 0 1+
RATO 39 0 0 0 0 1+
RATO 40 0 0 0 0 1+
RATO 41 0 0 0 1+1vaso 1+
RATO 42 0 0 0 0 1+
ANGIOTENSINA Il + CELECOXIBE
RATO 43 0 0 0 0 1+
RATO 44 0 0 0 0 2+
RATO 45 0 0 0 1+5vasos 1+
RATO 46 0 0 0 1+3vasos 1+
RATO 47 0 0 0 1+3vasos 1+
RATO 48 0 0 0 0 0
RATO 49 0 0 0 1+5vasos 1+
RATO 50 0 0 0 3+13vasos 1+
RATO 51 0 0 0 2+9vasos 1+
ANIGIOTENSINA Il + INFLIXIMABE
RATO 52 0 0 0 0 1+
RATO 53 0 0 0 2+8vasos 2+
RATO 54 0 0 0 3+22vasos 1+
RATO 55 0 0 0 1+3vasos 1+
RATO 56 0 0 0 0 1+
RATO 57 0 0 0 1+4vasos 1+
RATO 58 0 0 0 0 1+
RATO 59 0 0 0 2+7vasos 1+
RATO 60 0 0 0 2+7vasos 1+
RATO 61 0 0 0 2+8vasos 1+
RATO 62 0 2+10vasos 1+
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Quadro 4 — Lesdes histopatoldgicas (HE) em tubulos de rim de cada animal.

TRATAMENTOS
CONTROLE
ANIMAIS Lesdes histopatolégicas HE em tubulos de rim
Degeneragdo Necrose Regeneragdo | Atrofia | Cilindros
RATO 1 0 0 0 0 ot
RATO 2 0 0 0 0 0
RATO 3 0 0 0 0 0
RATO 4 2+ 2+ 0 0 0
RATO 5 0 0 0 0 0
RATO 6 1+ 0 0 0 0
RATO 7 0 0 0 1+ 0
RATO 8 0 0 0 0 14
RATO 9 1+ 0 0 0 0
RATO 10 0 0 0 0 0
ANGIOTENSINAII
RATO 11 1+ 0 0 1+ 0
RATO 12 2+ 0 0 0 0
RATO 13 0 0 0 0 0
RATO 14 2+ 1+ 0 1+ 0
RATO 15 1+ 1+ 0 1+ ot
RATO 16 1+ 0 0 1+ o4
RATO 17 0 0 0 0 14
RATO 18 2+ 24 0 1+ 0%
RATO 19 1+ 0 0 0 0
RATO 20 2+ 0 0 1+ ot
RATO 21 0 0 0 ot 5
CELECOXIBE

RATO 22 1+ 0 0 0 0
RATO 23 0 0 0 0 0
RATO 24 0 0 0 0 0
RATO 25 0 0 0 0 1+
RATO 26 1+ 0 0 1+ 1+
RATO 27 1+ 0 0 0 1+
RATO 28 1+ 1+ 0 0 0
RATO 29 0 0 0 0 14
RATO 30 0 0 0 0 0

Continua
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TRATAMENTOS
INFLIXIMABE
ANIMAIS Lesoes histopatolégicas HE em tubulos de rim
Degeneracao Necrose Regeneracao | Atrofia Cilindros
RATO 31 0 0 0 0 0
RATO 32 1+ 0 0 0 1+
RATO 33 1+ 1+ 0 0 0
RATO 34 1+ 0 0 0 1+
RATO 35 2+ 1+ 0 0 1+
RATO 36 1+ 0 0 0 1+
RATO 37 1+ 0 0 0 1+
RATO 38 1+ 1+ 0 0 1+
RATO 39 2+ 0 0 0 0
RATO 40 2+ 0 0 1+ 1+
RATO 41 2+ 1+ 0 1+ 1+
RATO 42 1+ 0 0 1+ 0
ANGIOTENSINA Il + CELECOXIBE
RATO 43 0 0 0 1+focal 0
RATO 44 0 0 0 1+ 1+
RATO 45 1+ 0 0 0 1+
RATO 46 1+ 0 0 0 1+
RATO 47 1+ 0 0 0 0
RATO 48 0 0 0 0 0
RATO 49 1+ 0 0 0 1+
RATO 50 1+ 2+ 0 2+ 1+
RATO 51 1+ 0 0 1+ 1+
ANIGIOTENSINA Il + INFLIXIMABE

RATO 52 1+ 0 0 0 0
RATO 53 2+ 1+ 0 1+ 2+
RATO 54 2+ 0 0 2+ 3+
RATO 55 1+ 1+ 0 0 1+
RATO 56 1+ 0 0 1+ 0
RATO 57 1+ 0 0 1+ 1+
RATO 58 2+ 0 0 0 0
RATO 59 2+ 1+ 0 1+ 1+
RATO 60 2+ 0 0 1+ 1+
RATO 61 2+ 2+ 0 1+ 3+
RATO 62 1+ 0 0 1+ 2+
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