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RESUMO

O envelhecimento € um processo fisiolégico que apresenta consequéncias
deletérias para a funcéo renal, as quais podem ser exacerbadas na presenca
de co-morbidades, como a dislipidemia. Portanto, o objetivo do presente estudo
foi determinar o papel da hipercolesterolemia e do processo de envelhecimento
na fungcdo renal de murinos. Camundongos machos espontaneamente
hipercolesterolémicos deficientes de apolipoproteina E (ApoE, n=18) e seus
respectivos controles C57BL/6 (C57, n=18) de mesma idade foram estudados
aos 2, 4 e 8 meses de idade. Em cada um destes momentos, os animais foram
alocados em gaiolas metabdlicas por 24 horas para afericdo do volume urinario
e determinagdo de creatinina urinaria. Amostras de sangue foram coletadas
para a determinagao de colesterol, uréia e creatinina no plasma. A taxa de
fitracdo glomerular (TFG) foi estimada através da depuragdo de creatinina.
Amostras de urina foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida
para verificacdo da ocorréncia de albuminuria e a senescéncia renal foi
avaliada pela técnica de senescéncia associada a atividade da beta-
galactosidase. Medidas morfométricas glomerulares foram avaliadas em 10
cortes (10 um) corados com hematoxilina-eosina e a expansdo mesangial foi
verificada pela coloracdo com Acido Periddico de Schiff. A expressdo da
enzima nNOS foi avaliada através de Western Blotting. Para analise estatistica
foi realizada ANOVA de 2 vias, seguida pelo post hoc de Fisher. As diferencas
foram consideradas estatisticamente significantes quando p<0,05. O colesterol
plasmatico total mostrou-se elevado aproximadamente 5 vezes nos animais
ApoE em todas as idades, comparados aos respectivos controles C57 (C57 2
meses: 94,0+5,1; ApoE 2 meses: 606,0+91,3; C57 4 meses: 97,1+7,2; ApoE 4
meses: 493,7+44,0; C57 8 meses: 116,0+10,0 e ApoE 8 meses: 636,1+76,4).
Aos 2 meses, a TFG ja se mostrou significativamente reduzida nos animais
ApoE (187+28) comparados aos camundongos C57 (358+92). O incremento da
idade promoveu significativa reducéo da TFG em camundongos C57 (4 meses:
211160 e 8 meses: 81+14) mas nédo piorou este parametro nos animais ApoE
(4 meses: 128t42 e 8 meses: 93+18). Em adigdo, os niveis séricos de uréia
mostraram-se elevados nos animais ApoE ja aos 2 meses de idade e este

parametro ndo varia em fungdo do curso temporal (C57 2 meses: 39,815,2;



ApoE 2 meses: 64,5+7,6; C57 4 meses: 41,1+7,8; ApoE 4 meses: 73,5£17,9;
C57 8 meses: 49,1+3,5; ApoE 8 meses: 77,317,5). Somente os animais ApoE
aos 8 meses apresentam albuminudria. O curso temporal leva a senescéncia
renal, que € precoce em animais hipercolesterolémicos. Nenhuma diferenca foi
encontrada no numero de glomérulos e na area do tufo glomerular. Significante
expansdo mesangial foi observada nos camundongos ApoE ja aos 2 meses de
idade (ApoE: 35,3+0,8 vs. C57: 29,8+0,9) e esta condigao foi temporalmente
agravada neste animais (4 meses: 40,4+1,2 e 8 meses: 41,5+2,7) e induzida
nos controles C57 (4 meses: 37,8%1,3 e 8 meses: 37,4+0,7). Nao foram
observadas alteragbes significativas na expressdo da enzima nNOS. Estes
achados demonstram que a hipercolesterolemia é capaz de exacerbar a perda

de fungao renal decorrente do processo de envelhecimento.



ABSTRACT
Aging is a physiological process with deleterious consequences for renal
function, which could be exacerbated when concurrent with pathological
situations, such as dyslipidemia. The aim of this study was to determine
whether hypercholesterolemia and aging could affect the renal function in mice.
Male hypercholesterolemic apolipoprotein E-deficient (ApoE, n=18) mice and
their age-matched C57BL/6 (C57, n=18) control mice were studied at 2-, 4- and
8-month-old. At each time point, animals were placed in metabolic cages for 24
hours in order to analyze urine volume and urinary creatinine determination.
Samples of blood were collected for serum cholesterol, urea and creatinine
determination. Glomerular filtration rate (GFR) was estimated by the creatinine
clearance. Urine samples were submitted to polyacrilamide gel electrophoresis
to verify the presence of albuminuria and renal senescence was evaluated by
senescence associated beta-galactosidase activity technique. Glomerular
morphometric measurements were evaluated in 10 hematoxilin-eosin stained
sections (10 um-thickness) and mesangial expansion was evaluated by Periodic
Acid Schiff staining. Expression of nNOS was measured by Western Blotting.
For statistical analysis, 2-way ANOVA was used followed by Fisher’s post hoc.
Differences were considered statistically significant when p<0.05. Total plasma
cholesterol was increased about 5-fold in ApoE mice at both time points
compared with C57 animals (C57 2 months: 94.0+5.1; ApoE 2 months:
606.0+91.3; C57 4 months: 97.117.2; ApoE 4 months: 493.7+44.0; C57 8
months: 116.0£10.0 and ApoE 8 months: 636.1£76.4). At 2-month-old, GFR
was already markedly reduced in ApoE (187+28) when compared to C57 mice
(358+92). Aging caused a significant reduction of GFR in C57 mice (4 months:
211160 and 8 months: 81+14) although did not worse this parameter in ApoE
mice (4 months: 128+42 and 8 months: 93t£18). In addition, serum urea was
significantly increased in ApoE animals already at 2-month-old compared with
C57 mice and this difference is not time-dependent (C57 2 months: 39.8+5.2;
ApoE 2 months: 64.51£7.6; C57 4 months: 41.1+7.8; ApoE 4 months: 73.5£17.9;
C57 8 months: 49.1+3.5; ApoE 8 months: 77.3+7.5). Only ApoE mice at 8-mont-
old presented albuminuria. Aging promoted markedly renal senescence in C57
animals and this occurred earlier in ApoE. No differences were found in

glomeruli number nor glomerular tuft area. A significant mesangial expansion



was already observed at 2-month-old ApoE mice (ApoE: 35.3+0.8 vs. C57:
29.810.9) and this condition was aggravated by aging in ApoE mice (4 months:
40.4+1.2 and 8 months: 41.5+2.7) and induced in age-matched C57 animals (4
months: 37.8+1.3 and 8 months: 37.4£0.7). No differences were found in nNOS
expression due to neither aging nor hypercholesterolemia. These data show

that hypercholesterolemia can enhance the age-related loss of renal function.
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1. INTRODUGAO

1.1. Anatomia e Fisiologia Renal

Os rins desempenham importante papel na manutengdo da homeostasia
corporal, na medida em que sao responsaveis pela manutencido da
osmolaridade e volume dos fluidos corporais, regulagdo do balancgo eletrolitico
e do equilibrio acido-base, além de realizarem fungbes de remocao de
substancias indesejadas e produgdo de horménios. Constituem-se de um par
de orgaos localizados na parede posterior do abdome, lateralmente a coluna
vertebral, na cavidade retro-peritoneal. Apresentam cor marrom-avermelhada e
sdo revestidos por uma camada de tecido fibroso denominada capsula renal.
Em sua face medial encontra-se a regido denominada hilo, aonde chegam aos
rins as artérias e nervos renais e de onde partem as veias renais e a pelve.
Cada rim humano pesa aproximadamente 150 gramas e recebe cerca de 25%
do débito cardiaco, perfazendo um fluxo sanguineo renal de 1250 mL/min. Sob
a perspectiva da demanda metabdlica, pode-se dizer que o fluxo sanguineo
renal é excessivo. Tal fluxo, contudo, serve ndo somente a perfusdo necessaria
para a nutricdo do 6rgao, mas também a formacéo do ultrafiltrado plasmatico e

formacgao de urina (Guyton e Hall, 2006; Aires et al., 2008).

Cada rim humano possui aproximadamente um milhdo de néfrons. Cada um
deles, como pode ser visto na figura 1, é formado basicamente por estruturas
vasculares representadas pelos capilares glomerulares e por estruturas
tubulares (capsula de Bowman, tubulo proximal, alga de Henle, tabulo distal e
ducto coletor). O capilar glomerular € o responsavel pela filtragdo do sangue
formando o ultrafiltrado plasmatico e os tubulos recolhem o liquido filtrado e
processam-no reabsorvendo e secretando substancias para que seja formada
a urina, que € encaminhada a pelve renal e desta aos ureteres e bexiga, para
finalmente ser eliminada pela uretra. Os rins apresentam duas redes capilares
dispostas em paralelo: os capilares glomerulares, onde ocorre a filtragdo e os
capilares peritubulares, os quais participam dos processos de reabsorcdo e

secrecao tubular de substancias (Guyton e Hall, 2006; Aires et al., 2008).
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Figura 1: Representagdo esquematica dos néfrons cortical e justamedular. (Adaptado de

<http://academic.kellogg.cc.mi.us/herbrandsonc/bio201_McKinley/Urinary%20System.htm>)

O metabolismo celular normal leva a produg¢ao de substancias que devem ser
excretadas do organismo, como uréia, acido urico e creatinina. Para tanto, os
rins desempenham o papel crucial de depurar o sangue das moléculas que, em
acumulo, inviabilizariam a vida. Desta forma, o glomérulo apresenta estrutura
perfeitamente adaptada para a realizagdo das fungdes de filtragado. Consiste de
uma rede de capilares fenestrados, que recebem sangue da arteriola aferente
e drenam para a eferente (figura 2). S&o livremente permeaveis a agua,
pequenos solutos e até pequenas proteinas, mas nao a células. Os capilares
sao recobertos por uma camada de células epiteliais modificadas, os poddcitos,
que formam a camada visceral da capsula de Bowman. As células epiteliais
dos capilares glomerulares, juntamente com sua membrana basal e os
poddcitos formam a barreira de filtragdo as substancias presentes no sangue. A

membrana basal constitui-se de uma matriz porosa formada por proteinas



extracelulares como colageno tipo IV, laminina e fibronectina e serve como
barreira a filtracdo de proteinas plasmaticas. Desta forma, em condi¢cdes
fisiologicas, o liquido filtrado tem basicamente a mesma composicdo do
sangue, exceto pela auséncia de células e proteinas de alto peso molecular
(Guyton e Hall, 2006; Aires et al., 2008).

«+— Fluxo de Sangue
4 «+— Fluxo do Filtrado

Copyright £ The MeGraw-Hill Companies, Inc. Permission required lor reproduction or display.

Figura 2: Representacdo esquematica do glomérulo. 1 — Arteriola Aferente. 2 — Arteriola
Eferente. 3 — Pdélo Vascular. 4 — Camada Parietal da Capsula de Bowman. 5 — Espaco de
Bowman (espago urinario). 6 — Pélo Tubular. 7 — Tubulo Contorcido Proximal. 8 — Glomérulo. 9
— Podécitos (Camada Visceral da Capsula de Bowman). 10 — Pediculo. 11 — Endotélio do
Glomérulo. 12 — Tubulo Contorcido Distal. 13 — Macula Densa. 14 — Célula Justaglomerular.
(Adaptado de <http://academic.kellogg.cc.mi.us/herbrandsonc/bio201_McKinley/Urinary%20
System.htm>).

No glomérulo também se encontram as células mesangiais, cuja estrutura &
semelhante a de mondcitos, apresentando forma irregular e processos
citoplasmaticos que podem se posicionar ao redor dos capilares. Sao
responsaveis por fornecer suporte estrutural as algas capilares glomerulares,
além de apresentarem propriedades contrateis frente a agentes vasoativos
como angiotensina ll, vasopressina, norepinefrina, tromboxano, leucotrienos e
fator ativador plaquetario, o que as torna capazes de participar ativamente do
processo de regulagao da filtracdo. Acredita-se que a contragdo das células
mesangiais reduza a filtragdo glomerular por reduzir o fluxo sanguineo a
determinadas alcas capilares, eliminando assim sua participagdo no processo

de filtragédo. Por outro lado, exibem resposta relaxante frente a prostaglandina



E2, peptideo atrial e dopamina, na maioria das vezes pelo aumento das
concentragdes intracelulares de monofosfato de guanosia ciclico (cGMP).
Ainda, as células mesangiais sdo capazes de secretar prostaglandinas,
citocinas e matriz extracelular e por isso estdo envolvidas no processo de

resposta as injurias glomerulares (Brenner, 2008).

O processo de filtragdo nos capilares glomerulares, assim como nos demais
capilares sistémicos, € determinado pelo balango entre as resultantes de
pressdo oncaotica e hidrostatica dentro e fora do capilar (forgas de Starling). O
conjunto da pressao hidrostatica no capilar (cerca de 60 mmHg), que favorece
a filtragdo, e das pressdes hidrostatica da capsula de Bowman (18 mmHg) e
oncotica do capilar glomerular (32 mmHg), que se opdem a filtragédo, perfazem
um saldo de cerca de 10 mmHg a favor do fluxo de liquido do capilar
glomerular para o interior da capsula de Bowman. A insignificadncia de presséo
oncotica no interior da capsula é explicada pela quase auséncia de proteinas
neste compartimento, devido ao impedimento oferecido pela barreira de
fitracdo a passagem destas moléculas. Assim como nos demais capilares
corporais, qualquer alteragdo na resultante destas for¢cas de Starling pode levar
a alteragdes do processo de filtragdo (Guyton e Hall, 2006; Aires et al., 2008).

Os rins apresentam ainda mecanismos auto-regulatérios para controle do fluxo
sanguineo renal e da taxa de filtragdo glomerular a despeito de alteragdes na
pressao arterial, de modo que as alteragdes normais nos valores de pressao
entre 80 e 160 mmHg nao se refletem em mudangas significativas no fluxo
sanguineo renal e na taxa de filtragdo glomerular. O mecanismo miogénico,
que nao € exclusivo dos rins, baseia-se na resposta constritora dos vasos
frente a aumento na tensdo de parede. O incremento da pressado arterial
promove estiramento na parede dos vasos, cuja resposta se da pela
vasoconstricdo, prevenindo grandes alteragées no fluxo sanguineo renal e na
taxa de filtragdo glomerular. Entretanto, o principal mecanismo envolvido na
auto-regulacdo é o feedback tubuloglomerular. Neste caso, o aumento da
filtracdo decorrente da elevacao da pressao arterial se reflete em aumento do
fluxo tubular na regido da macula densa e aumento da carga de sédio e cloreto.

Essa regido é sensivel a concentragdo destes ions e de maneira paracrina



sinaliza para as células justaglomerulares a necessidade de constricao da
arteriola aferente e reducéo na liberagdo de renina. Desta forma, os rins séo
capazes de manter em niveis estaveis, dentro de faixas de variagdo normais de
pressdo arterial, o fluxo sanguineo renal e a taxa de filtragdo glomerular
(Guyton e Hall, 2006; Aires et al., 2008).

Por outro lado, os rins sao responsaveis pela manutengdo do volume e
composicao do fluido extracelular através do controle preciso da reabsorgéo e
secrecao de agua e eletrdlitos a partir do ultrafiltrado formado pelos glomérulos.
Para tanto, os diferentes segmentos das estruturas tubulares do néfron sdo
adaptadas para a realizagdo de fungbes de transporte especificas, que sao
ativadas na medida das necessidades do organismo (figura 3). Brevemente, as
células dos tubulos proximais tém a superficie de sua membrana apical
(luminal) extensamente ampliada, chamada de borda em escova, e a superficie
basolateral rica em mitocondrias e invaginagbes. As ceélulas dos segmentos
finos da alca de Henle possuem as superficies apical e basolateral pouco
desenvolvidas e pobre em mitocondrias. Ao contrario, as células do ramo
ascendente espesso da alga de Henle e do tubulo distal apresentam
abundancia de mitocondrias e extensas invaginagcbes na membrana
basolateral. Os ductos coletores sdo formados por células intercaladas (que
possuem bastantes mitocondrias) e células principais (membrana basolateral
com invaginagdes moderadas e poucas mitocdndrias). A medida que flui da
capsula de Bowman pelos diferentes segmentos tubulares, o ultrafiltrado sofre
processos de reabsorg¢ao e secregao seletivas de substancias, de acordo com
as necessidades do organismo para a manutengdo da homeostase (Guyton e
Hall, 2006; Aires et al., 2008).

Ndo obstante, os rins desempenham importante papel enddcrino, ao
secretarem horménios responsaveis pela sintese e amadurecimento de
eritrocitos (eritropoetina), formagdo da angiotensina (renina) e absorgcdo de
calcio (calcitriol). Os rins participam, ainda, da regulagdo do equilibrio acido-
basico através do controle preciso da excre¢cdo de ions hidrogénio e

reabsorgao de bicarbonato (Guyton e Hall, 2006; Aires et al., 2008).
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Figura 3: Representacdo esquematica dos diferentes tipos celulares que compde os

tubulos renais (Adaptado de Junqueira e Carneiro, 2004).

Esta claro, entdo, que os rins desempenham fungdes importantes na
manutencido da homeostasia corporal. Assim sendo, qualquer doenca ou
alteracdo do estado fisiologico normal renal implicam no comprometimento de
diversos outros 6rgéos e sistemas. Desta forma, os fatores que possam levar a
quaisquer tipos de comprometimento funcional dos rins devem ser
extensivamente estudados, a fim que de se possa compreender melhor seus

mecanismos, visando uma maior eficiéncia nos tratamentos empregados.



1.2. Envelhecimento e Funcao Renal

O processo natural de envelhecimento pode ser considerado o mais complexo
fendmeno observado em um organismo. Trata-se de um conjunto de
modificagdes fisioldgicas decorrentes de alteragdes na expressao e regulacéo
de diversos genes ao longo do tempo. Usualmente ha um acumulo temporal de
danos celulares que afeta negativamente diversos 6rgaos e sistemas, os quais
normalmente tém sua fungdo comprometida (Amelina e Cristobal, 2009). O
grau de comprometimento funcional pode vir a se refletir em prejuizo na
manutengdo da homeostasia do individuo. Tal prejuizo sera proporcionamente
maior a medida que aumenta a participagdo do érgédo acometido no processo
homeostatico. Além disso, a presengca de co-morbidades corrobora com a

aceleragcao das modificagdes, podendo levar a prejuizo funcional precoce.

Muitas teorias desenvolvidas recentemente se propdem a explicar as
alteragbes observadas durante o processo de envelhecimento. Acredita-se que
diversos fatores tais como os danos ambientais e possiveis rearranjos
genéticos possam estar envolvidos no estabelecimento da idade celular (Martin
e Sheaff, 2007(a)). A teoria mitocondrial propde que o mecanismo basico do
envelhecimento nos mamiferos reside na disfuncdo mitocondrial observada
com a idade, a qual leva a um aumento do estresse oxidativo, ou seja,
desbalangco entre agentes oxidantes e antioxidantes, que leva a acumulo de
espécies reativas de oxigénio (EROs), culminando com dano oxidativo em
lipidios, proteinas e DNA e consequente comprometimento funcional (Barja,
2002; Choksi et al., 2007).

A senescéncia celular (ou replicativa) trata-se na incapacidade de divisdo
indefinida das células (Dimri et al., 1995), que nao esta necessariamente
relacionada ao tempo de vida do organismo. Fenbmenos como o estresse, que
podem causar a danos no DNA ou lesdes oxidativas, podem levar a
senescéncia celular antes que o limite replicativo tenha sido alcancado
(Dmitrieva e Burg, 2007). A técnica de coloragdo SA-B-gal (beta galactosidase
associada a senescéncia) desenvolvida por Dimri (1995) permite a avaliagéao

da senescéncia tissular a partir da atividade da enzima beta-galactosidase



sobre o substrato X-Gal, em pH 6,0. Recentemente, a atividade da enzima
telomerase e o tamanho dos teldbmeros (regides de DNA nado codificantes
presentes nas extremidades dos cromossomos) tém tido papel de destaque na
literatura. Suspeita-se que o comprimento dos teldbmeros pode servir como um
marcador de senescéncia celular, que ndo mantém relagcdo com a idade
temporal da célula, mas sim com sua capacidade de divisdo (Shay e Wright,
2007).

Independente do fator considerado, atualmente sabe-se que muitos deles
dividem mecanismos comuns com processos patologicos de alta incidéncia,
como diabetes, hipertensao e dislipidemias. O entendimento destes processos
permite inferir sobre quais seriam os efeitos aditivos que certas doencas
poderiam provocar sobre a perda temporal de funcionalidade naturalmente
observada em determinados tipos celulares e tecidos. Além disso, pode-se
vislumbrar a oportunidade de intervengdes direcionadas a cada um dos fatores
envolvidos (ou mais de um deles), a fim de modificar a velocidade do processo
de envelhecimento (Martin e Sheaff, 2007(a); Jiang et al., 2005).

Desvendar os mecanismos envolvidos nas alteragdes temporais € importante
devido ao fato de que nas ultimas décadas o fendmeno de incremento da
longevidade da populacdo passou a ser notoriamente reconhecido e
documentado. Segundo a Organizagao Mundial de Saude (OMS), a proporgéo
de pessoas idosas esta aumentando mais rapidamente que qualquer outra
faixa etaria, na maioria dos paises. O grupo formado por pessoas com mais de
60 anos da América Latina € o que apresenta crescimento mais rapido no
mundo. Esse fenbmeno deve-se tanto ao aumento da expectativa de vida da
populacdo quanto a queda nas taxas de natalidade, ambos associados a
fatores socio-culturais e econémicos diversos. Em termos numéricos, no ano
de 2000 havia no mundo cerca de 600 milhdes de pessoas com mais de 60
anos. As projegdes sugerem que havera 1,2 bilhdes em 2025 e 2 bilhdes em
2050 (OMS). No Brasil, o desenvolvimento alcangado nos ultimos anos esta
relacionado com melhorias nos programas nacionais de saude publica, o que
se reflete no aumento do indice de Envelhecimento (nimero de individuos
idosos/100 pessoas jovens) (DATASUS).



Devido ao aumento da propor¢ao de individuos idosos, as doengas associadas
ao envelhecimento tém se tornado mais prevalentes, e consequentemente os
custos relativos aos respectivos tratamentos tém tido um significativo impacto
econdmico em todos os paises (Martin e Sheaff, 2007(a)). No Brasil, enquanto
a expectativa de vida ao nascimento beira os 72 anos, a expectativa de vida
saudavel em 2003 era de 60 anos. Isso implica que o aumento da longevidade
deve ser irrefutavelmente acompanhado de politicas de saude publica que
visem garantir ampla assisténcia e que proporcionem uma qualidade de vida

satisfatdria aos idosos.

Dentre os 6rgdos mais afetados pelo incremento da idade, podem-se destacar
os rins (Csiszar et al., 2007). Observa-se que, durante o processo de
envelhecimento, a fungado e a morfologia destes importantes 6rgaos alteram-se
significativamente (Martin e Sheaff, 2007(b)). O curso temporal leva a
alteragdes tanto funcionais quanto estruturais no parénquima renal.
Modificagdes estruturais também podem comprometer a funcionalidade do
orgao, haja vista a intensa relagéao estrutural-funcional observada nos rins. As
alteracdes funcionais incluem reducdo do fluxo plasmatico renal, da taxa de
filtracdo glomerular e da disponibilidade de fatores vasodilatadores no tecido
renal. Por outro lado, as modificagcbées estruturais englobam redugdo da massa
renal, redu¢cdo do numero de glomérulos corticais, expansdo mesangial e
acumulo de matriz extracelular levando a fibrose tubulointersticial (Brenner,
2008).

Embora estudos demonstrem que as alteragbes fenotipicas associadas a idade
possam representar causas de insuficiéncia renal (Csiszar et al., 2007), as
alteragdes temporais de funcionalidade ndo costumam ser responsaveis por
grande prejuizo na manutengdo da homeostasia, na auséncia de uma co-
morbidade. Contudo, ha perda de “reserva renal” o que implica que o 6érgao
torna-se mais suscetivel ao dano na presenga de patologia associada, como
hipertensdo, diabetes e aterosclerose. Curiosamente, sugere-se que a
glomerulosclerose e a fibrose tubulointersticial ndo s&o consequéncias
necessariamente inevitdveis do processo de envelhecimento. Diversas

moléculas, tais como angiotensina Il, produtos finais de glicosilagao, espécies



reativas de oxigénio (EROs) e Oxido nitrico podem desempenhar papéis
importantes na doencga renal associada ao envelhecimento e a modulagao das
vias que envolvem estes fatores pode representar uma alternativa viavel para a
prevencao e atenuagao da piora de fungao dos rins associada a idade (Jiang et
al., 2005).

Adicionalmente, o envelhecimento €& considerado um fator de risco ao
desenvolvimento de doencga renal crbnica, a qual pode ser definida, segundo a
Sociedade Brasileira de Nefrologia (2007), como um processo de perda lenta,
progressiva e irreversivel da fungdo dos rins, que se estabelece normalmente
apo6s uma injuria renal inicial e que culmina com a incapacidade dos 6rgaos em
realizar suas fungdes regulatérias, excretérias e enddcrinas. A fungédo renal
representa um dos fatores de inclusdo ou exclusdo de individuos em cirurgias
de transplante renal, tanto como doadores quanto como receptores. De
maneira assustadora, atualmente no Brasil mais de 70.000 pacientes sao
dependentes de Terapia Renal Substitutiva (TRS), seja ela o transplante renal
ou a didlise, perfazendo um gasto anual de 2 bilhées de reais (Sociedade
Brasileira de Nefrologia, 2007). Tal situagédo torna-se ainda mais preocupante
quando se considera que o envelhecimento leva a redugédo de fungao renal e
que o aumento do numero e proporg¢ao de individuos idosos € uma tendéncia
demografica global (Martin e Sheaff, 2007(b)).

Além disso, a perda de fung&o renal eleva grandemente o risco cardiovascular.
Os mecanismos envolvidos incluem hipertensao, aumento do ténus simpatico,
acumulo de moléculas inibidoras da produgédo de éxido nitrico (como ADMA),
dislipidemia e estresse oxidativo. Na insuficiéncia renal, costuma-se atribuir ao
aumento no estresse oxidativo a aceleracdo da formagdo de placa
aterosclerdtica e a hipertrofia ventricular esquerda, mesmo na auséncia de
hipertensao (Piecha et al., 2008).



1.3. Hipercolesterolemia e Fungao Renal

A despeito dos consideraveis avangos terapéuticos alcangados nos ultimos
anos, as doengas cardiovasculares ainda estdo entre as principais causas de
morte no mundo. Isso se deve principalmente ao aumento da prevaléncia de
aterosclerose, sobretudo na crescente populagao idosa atual. (Sanz e Fayad,
2008). Apesar de autores sugerirem que, mesmo na auséncia de outros fatores
de risco, o envelhecimento per se pode ser responsavel pelo incremento no
numero de mortes devido a eventos cardiovasculares (Csiszar et al., 2007),
sabe-se que o0 mais notavel fator de risco para o desenvolvimento de
aterosclerose (e, consequentemente, doengas cardiovasculares) € a

hipercolesterolemia.

A hipercolesterolemia caracteriza-se pelo acumulo de lipoproteinas no plasma,
que podem ser oxidadas e migrar para o espago subendotelial de vasos,
comprometendo a fungdo do endotélio, sobretudo devido ao decréscimo da
producdo de Oxido nitrico (figura 4). Segue-se entdo o processo de
desenvolvimento da placa aterosclerdtica, com aumento da expressao de
moléculas de adesdo e diapedese de mondcitos. A fagocitose dos lipidios
oxidados leva a formagéao de células espumosas. Ha a liberacao de fatores pro-
inflamatdrios e recrutamento de células musculares lisas, além do aumento da
produgcdo de matriz extracelular. Por fim, tem-se a formagdo de uma capa
fibrética no local de acumulo de gorduras, que compromete o lumem vascular.
Esporadicamente pode ocorrer o rompimento da placa, com a exposigao de
fatores teciduais que levam a formagéo de trombos no local da lesdo, os quais
podem seguir pela corrente sanguinea e atuar como émbolos, levando ao
infarto do miocardio ou ao acidente vascular cerebral, por exemplo (Libby,
2002; Sanz e Fayad, 2008).
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Figura 4: Representagédo esquematica da formagao de uma placa aterosclerética com
a presencga de um trombo. (Adaptado de Sanz e Fayad, 2008).

Deve-se destacar que a presenca de dislipidemias e aterosclerose é notavel na
populagédo idosa. No Brasil, estima-se que 35% da populagdo acima de 60
anos possua niveis elevados de colesterol plasmatico (Pereira et al., 2008),
justificando toda a atencao prestada ao estudo desta desordem, assim como
suas principais causas e potenciais tratamentos. A hipercolesterolemia é um
fendtipo cujas causas podem ser relacionadas tanto a predisposigéo genética
quanto a influéncia ambiental. Os fatores genéticos envolvidos normalmente
relacionam-se a alteragbes no metabolismo e transporte de lipoproteinas, ao
passo que os fatores ndo gendémicos englobam principalmente habitos fisicos e
alimentares (Ross, 1999; Jawien et al., 2004; Roy et al., 2009).

Além de sua relagdo com os eventos cardiovasculares, a hipercolesterolemia
pode ser considerada tanto um fator que contribui substancialmente para a
piora da funcdo desempenhada pelos rins em pacientes com comprometimento
renal prévio, quanto como preditora da proporgéo de queda da depuragéo (ou
clearance) de creatinina (Muntner et al., 2000; Bruneval et al., 2002), um
parametro normalmente utilizado na pratica clinica para inferéncia sobre a taxa
de filtracdo glomerular e, por conseguinte, sobre a fungéao renal. As doengas

cardiovasculares, incluindo a aterosclerose, perfazem complicacoes



comumente observadas em pacientes renais crbnicos, que realizam

hemodialise (Vazquez-Pérez et al., 2001).

Somam-se aos estudos realizados em humanos os ensaios em animais
experimentais, os quais submetidos a dieta hiperlipidica ou manipulagéo
genética demonstraram que a dislipoproteinemia esta associada com alteragéo
de funcgéo e estrutura renal (Scheuer et al., 2000; Lambert et al., 2001; Buzello
et al., 2004). Demonstrou-se que a redugéo das lipoproteinas circulantes por
meio de dieta ou intervengao farmacolégica minimiza o nivel de lesao renal
(McCarthy et al., 2000; Vazquez-Pérez, 2001; Buzello et al., 2004).

Considerando que os individuos que apresentam dislipidemia e
hipercolesterolemia normalmente desenvolvem complicagdes cardiovasculares,
poucos estudos tém como objetivo principal a investigagcdo do potencial
desenvolvimento de comprometimento renal nestes pacientes. Por outro lado, é
dificil determinar os exatos efeitos da hipercolesterolemia per se neste
processo, devido a presenca de multiplos fatores envolvidos na progressao da
doenca. O uso recente de animais experimentais permite a dissecgao dos
efeitos diretos da hiperlipidemia na injuria glomerular (Wen et al., 2002).

Conforme ja mencionado, o envelhecimento apresenta mecanismos
moleculares comuns a determinadas doengas, como a hipercolesterolemia.
Gendron e colaboradores (2007) demonstraram que a disfungdo endotelial
observada com o incremento da idade é acelerada quando associada a
dislipidemia e que tal disfungdo deve-se basicamente a reducdo da
biodisponibilidade de vasodilatadores como o 6xido nitrico (NO). Visto que o
NO tem importante papel na manutencdo da homeostasia renal, podemos
sugerir que o comprometimento funcional renal que acomete individuos mais
velhos seja, ao menos em parte, relacionado a reducao deste vasodilatador. De
fato, ja foi demonstrado que ratos machos velhos tém menor excreg¢do de
produtos nitrosilados e reducao na espressao da isoforma neuronal da enzima
oxido nitrico sintase (NNOS) (Baylis, 2005), o que indica menor produg&o de
NO. Por outro lado, a aterosclerose esta associada a aumento do estresse

oxidativo e incremento do conteudo de colageno na placa ateromatosa



(lIvanovski et al., 2007), o que podemos inferir que ocorra também nos capilares

glomerulares de animais idosos hipercolesterolémicos.

1.4. Modelos Experimentais

Recentemente, o uso de modelos experimentais animais tem demonstrado ser
uma ferramenta extremamente util para estudo e compreensao de processos
fisiopatolégicos observados em humanos. A grande vantagem do uso de
animais reside na possibilidade de dissociagado do fator a ser investigado dos

demais que também estejam envolvidos na progressédo da doenca.

Os primeiros modelos animais para estudos de dislipidemias e aterosclerose
datam do inicio do século XX, quando Ignatowski relatou espessamento da
camada intima da aorta de coelhos, com a formagao de grandes células claras
(Jawien et al., 2004). O desenvolvimento das lesbes, contudo, estava
condicionado a uma dieta especial hiperproteica. Por outro lado, seu conteudo
era mais abundante em lipidios e macréfagos que as humanas, além da
presenca de um nivel absurdamente elevado de colesterol plasmatico, muito
além do que é, proporcionalmente, observado em humanos. A partir de entao,
os modelos animais mais utilizados neste tipo de estudos restringiam-se a
animais relativamente grandes, como suinos, primatas e coelhos. Os ratos néo
se apresentavam como alternativas viaveis devido a sua relativa resisténcia ao
desenvolvimento das lesbes e a necessidade de modificagdes drasticas na
dieta (Jawien et al., 2004). Em vista disso e das dificuldades de se trabalhar
com coelhos e primatas, novos modelos de hiperlipidemia e aterosclerose

experimental foram desenvolvidos.

A despeito da resisténcia de camundongos ao desenvolvimento de
aterosclerose, os animais da linhagem C57BL/6 (C57) mostraram-se
suscetiveis ao desenvolvimento de lesdes vasculares quando alimentados com
dieta rica em colesterol e contendo acido célico, apesar de diferirem das
humanas no que diz respeito a localizag&o e avaliagdo histologica. Infelizmente
o modelo de camundongo aterosclerdtico condicionado a dieta mostrou-se

ineficiente, visto a reduzida area de leséo e a toxicidade da dieta adotada, que



por si s6 ja promovia ativacdo de sistemas pré-inflamatérios. Além disso, o
conteudo das placas mostrava-se rico em células espumosas, mas pobre em
células musculares lisas, limitando-se a presenca de estrias gordurosas, sem
progredir para lesdes intermediarias similares as humanas (Jawien et al.,
2004).

Durante muito tempo, a criagdo de um modelo experimental murino de
aterosclerose foi o objetivo de muitos pesquisadores, assim como a
identificacdo de genes-alvo que poderiam modificar a aterogénese e a
progresséo da lesdo. Em 1992, foi criado por Piedrahita um modelo cujo gene
da apolipoproteina E foi silenciado. Trata-se de uma glicoproteina determinante
para o catabolismo mediado por receptor de todas as lipoproteinas ricas em
triglicerideos (quilomicrons e VLDL) e seus remanescentes (LDL) (Mahley e
Huang, 1999). Outro grupo (Plump et al., 1992) demonstrou que estes animais

desenvolviam hipercolesterolemia severa e lesdes aterosclerdticas (Figura 5).
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Figura 5: Fotografias demonstrando areas de lesdo nas principais artérias de

camundongos ApoE knockout (pontos claros). (Adaptado de Hartley et al., 2000).



Apesar de camundongos normalmente apresentarem altos niveis de HDL
(lipoproteina de alta densidade) em relagdo ao LDL (lipoproteinas de baixa
densidade), ao contrario de seres humanos, cujo perfil lipoprotéico € o inverso,
os animais ApoE knockout (ApoE) exibem fendtipos comparaveis aos
humanos. Além disso, a analise cronoldgica do desenvolvimento de lesdes
aterosclerdticas neste modelo animal revela que a sequéncia de eventos
envolvidos no estabelecimento do ateroma é extremamente semelhante a
observada em humanos, sem a necessidade de adocdo de uma dieta com
suplementagao lipidica. Ainda, o conteudo celular da placa é similar ao
humano, consistindo de macréfagos, células T e musculo liso, assim como a
presenga de lipoproteinas oxidadas (Ang et al., 2008). A principal diferenca
relatada consiste na auséncia de ruptura de placa nos animais ApoE, o que é
bastante comum em humanos e, na verdade, trata-se de um dos maiores
complicadores da aterosclerose. A ruptura de placa leva a formagao de
trombos que podem migrar e formar émbolos, os quais s&o grandemente
responsaveis pelos processos isquémicos associados ao evento. Em
camundongos, o pequeno diametro das artérias faz com que a tenséo
superficial no vaso seja proporcionalmente grande, potencialmente sendo este

0 mecanismo que impede a ruptura nestes animais.

Ishibashi, em 1993, desenvolveu outro modelo experimental geneticamente
modificado de aterosclerose que consistia de camundongos knockout para o
receptor de LDL. O incremento do colesterol plasmatico, contudo, mostrou-se
moderado em relagdo aos animais ApoE, o que n&o leva ao desenvolvimento
de placa aterosclerética espontaneamente. Por outro lado, os animais séo
extremamente sensiveis a manipulacdo da dieta, desenvolvendo placas

quando sao submetidos a ragao rica em lipidios.

Além de ser mostrarem excelentes modelos experimentais para o estudo de
hipercolesterolemia e aterosclerose, os camundongos ApoE também podem
ser considerados modelos preciosos para estudos de fendtipos relativos ao
envelhecimento. Esses fenotipos que, além do desenvolvimento de
aterosclerose, incluem perda de pélos, prejuizo na regeneragao capilar

acinzamento dos pélos e atrofia de tubulos seminiferos, sdo observados



mesmo na auséncia de dieta rica em lipidios, embora tal dieta acelere seu

aparecimento (Ang et al., 2008).



2. JUSTIFICATIVA

Dado o importante papel desempenhado pelos rins na manutencdo da
homeostasia corporal, € imprescindivel que sua fisiologia seja conhecida e,
mais ainda, os processos envolvidos no estabelecimento de estados

patolégicos sejam desvendados.

Visto que o comprometimento temporal da fungdo renal pode implicar em
questdes de saude publica, torna-se importante que os mecanismos envolvidos
nestas alteragbes funcionais sejam esclarecidos. Isto proporciona a
possibilidade de interferéncias, a fim de preservar a funcionalidade do 6rgéao,
de modo que a doenga renal crénica possa ser prevenida. Por outro lado, o fato
de o comprometimento funcional renal apresentar mecanismos comuns a
determinadas manifestagdes recorrentes, inclusive entre individuos jovens,
como a hipercolesterolemia, implica no potencial envelhecimento precoce do

orgao na presencga de co-morbidades.

Desta maneira, os estudos que correlacionem hipercolesterolemia e
envelhecimento com alteragdes funcionais renais justificam-se na medida em
que auxiliam na constituicdo da base tedrica de conhecimento que permite
intervengdes precoces, a fim de se evitar o estabelecimento de

comprometimento funcional renal em individuos idosos.



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos Gerais

e Avaliar a influéncia do processo de envelhecimento e da

hipercolesterolemia na fungao renal de camundongos.

3.2. Objetivos Especificos

Em camundongos espontaneamente hipercolesterolémicos ApoE knockout e
seus respectivos controle C57, avaliar temporalmente:
e Parametros metabdlicos (consumo de agua e ragéo e produgao de urina
em 24 horas) e niveis de colesterol total;
e A taxa de filtragdo glomerular;
e Possiveis alteragbes na capacidade de excregao de uréia;
e O estabelecimento de lesao glomerular;
e A senescéncia renal,
e Possiveis alteragbes no numero de glomérulos;
¢ Modificagdes na area glomerular;
e O curso do processo de expansao mesangial;
¢ Modificagdes na expressao da isoforma neuronal da enzima éxido nitrico
sintase (nNOS).



4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais experimentais

Neste estudo foram utilizados camundongos machos, isogénicos, knockout
para apolipoproteina E (ApoE) que nascem hipercolesterolémicos e
desenvolvem aterosclerose espontaneamente e seus respectivos controles da
linhagem C57BL/6 (C57).

Os animais foram mantidos no biotério do Laboratorio de Transgenes e
Controle Cardiovascular da Universidade Federal do Espirito Santo, até o
momento da realizacdo dos experimentos, em um ciclo claro/escuro de 12/12
horas, com temperatura (23°C) e umidade (55%) controladas, onde receberam

agua e ragao (Labina®) ad libtum.

A criagdo e o manuseio experimental dos animais foram realizados de acordo
com as normas estabelecidas pela Comissdo Técnica Nacional de
Biossegurancga (CTNBIO) e sociedades de biologia e fisiologia experimentais.

4.2. Grupos experimentais

Os animais de cada linhagem foram avaliados em 3 idades diferentes: 2,4 e 8

meses (n=6 em cada grupo), divididos conforme o organograma abaixo:

ApoE C57

| | ' | }
2 meses 4 meses 8 meses 2 meses 4 meses 8 meses
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)

Organograma 1: Organograma esquematizando a divisdo dos grupos experimentais utilizados

no trabalho.



Os protocolos realizados foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Escola Superior de Ciéncias da Santa Casa de
Misericérdia (EMESCAM) (Protocolo numero 003/2009).

4.3. Parametros metabdlicos — Avaliagao da ingestdo de agua e ragao,

excrecao de 24 horas e peso corporal

Foram avaliados os seguintes parametros metabdlicos para cada grupo:
ingestao de agua e ragédo de 24 horas e volume urinario do mesmo periodo.
Para tanto, os animais foram alocados em gaiolas metabdlicas para
camundongo (Tecniplast®) (Figura 6) por um periodo inicial de adaptagao de
24 horas, ap6s o qual a urina produzida foi descartada. Seguiu-se o periodo
experimental de 24 horas. A urina produzida durante este tempo foi mensurada
e armazenada em refrigerador para analises posteriores (Figura 7). As
quantidades de agua e ragdo consumidas durante o periodo experimental
foram medidas, assim como o peso corporal do animal ao ser retirado da gaiola

metabdlica.

Figura 6: A: Animal alocado em gaiola metabdlica durante a realizacdo do
experimento. B: Detalhe dos compartimentos da gaiola metabdlica que permitem a separagéo

de fezes e urina.



24 horas 24 horas

Periodo Adaptativo Periodo Experimental
Animais alocados Eutanasia.

em gaiolas
metabdlicas.

Avaliagdo do consumo
de agua e ragao e
produgao de urina.

Coleta de amostras de

sangue e urina

Figura 7: Representacao esquematica do protocolo de utilizagdo da gaiola metabdlica.

4.4. Parametros Bioquimicos

O plasma armazenado foi utilizado para medida de colesterol total, creatinina e

uréia (todos se utilizando de Kits Bioclin®) por espectrofotometria (Figura 8).

Figura 8: Espectrofotémetro no qual as dosagens bioquimicas foram realizadas.

4.4.1. Colesterol Plasmatico

A determinagdo do colesterol plasmatico baseia-se na formagao de um
cromoforo cereja a partir da reagéo do fenol e 4-aminoantipirina e da agéo da
peroxidase sobre o peréxido de hidrogénio liberado pela agdo da enzima
colesterol oxidase sobre o colesterol desesterificado. A absorbancia do produto
final foi medida no espectrofotdbmetro a um comprimento de onda de 500 nm. A

intensidade da coloracédo observada é diretamente proporcional a concentragéo



de colesterol na amostra estudada, que pode ser calculada a partir da

utilizagdo de um padréo conhecido, segundo a Lei de Lambert-Beer:

[1 = Abs amostra x P
Abs P

Onde:

[ 1 (mg/dL) = Concentragao de colesterol na amostra (mg/dL)
Abs amostra = absorbancia da amostra a 500 nm

P = Concentrac&o do padréo (mg/dL)

Abs P = Absorbancia do padrdo a 500 nm

Devido aos altos niveis de colesterol encontrados nos animais ApoE, seu
plasma foi diluido em 1:5 com solucao salina antes da realizagdo das medidas
para garantir que os valores mensurados estivessem dentro da linearidade da
curva de absorbancia do kit, e o resultado final encontrado foi multiplicado por
5.

4.4.2. Creatinina sérica, urinaria e clearance de creatinina

A urina de 24 horas coletada na gaiola metabdlica foi utilizada para medida de
creatinina, assim como o plasma. A determinacédo da creatinina baseia-se na
formagao de um complexo amarelo-avermelhado quando esta reage com acido
picrico. Nas dosagens realizadas no plasma, houve a necessidade de
acidificagcdo do meio apdés a primeira medida espectrofotométrica devido a
formagdo de produtos cromogenos derivados de elementos plasmaticos. A
acidificacao desfaz o complexo derivado da creatinina e, por diferenga entre as
duas medidas, é possivel estabelecar a absorbancia devida somente a reacgao
com a creatinina. Os calculos para as concentragbes de creatinina também
seguem a lei de Lambert-Beer, e foram realizados a partir da absorbéancia de

um padrao conhecido, seguindo a férmula:

[1 = Abs amostra x P
Abs P




Onde:

[ 1 (mg/dL) = Concentragao de creatinina na amostra (mg/dL)
Abs amostra = absorbéancia da amostra a 510 nm

P = Concentracéo do padrao (mg/dL)

Abs P = Absorbancia do padrdo a 510 nm

Para as amostras de urina, foi realizada uma diluicdo de 1:25 e o resultado final

calculado foi multiplicado por 25.

Utilizando-se dos valores de creatinina urinaria e plasmatica, foi possivel
calcular a depuragao ou clearance de tal substéncia, a partir da seguinte

féormula:

Depuragio = [U] x Vr

[P] x 1440

Onde:

Depuragao = Depuragao de creatinina (mL/min)

[U] = Concentrac&o urinaria de creatinina (mg/dL)
VT = Volume total de urina em 24 horas (mL)

[P] = Concentracao plasmatica de creatinina (mg/dL)

1440 = Tempo de coleta relativa as 24 horas (min)

Na pratica clinica, o clearance de creatinina costuma ser utilizado como
inferéncia sobre a taxa de filtragcdo glomerular, por ser uma substancia
livremente filtrada no capilar glomerular, ndo reabsorvida e cuja taxa de

secrecgao pode ser considerada desprezivel.

4.4.3. Uréia Sérica

A uréia é o principal produto resultante do catabolismo de proteinas e
aminoacidos excretado na urina e sua concentragao sérica pode apresentar-se
aumentada em caso de insuficiéncia renal. A determinagao espectrofotométrica
da uréia baseia-se em sua hidrélise enzimatica pela atuagao da enzima urease,

liberando ions aménio, os quais em pH alcalino e na presenca de salicilato e



hipoclorito de sddio reagem dando origem a um composto esverdeado, cuja
concentracdo pode ser determinada quando a absorbancia da solugcéo é
medida a 600 nm, utilizando-se de um padrdo com concentragao conhecida de

uréia, segundo a lei de Lambert-Beer:

[1 = Abs amostra x P
Abs P

Onde:

[ 1 (mg/dL) = Concentragao de uréia na amostra (mg/dL)
Abs amostra = absorbancia da amostra a 600 nm

P = Concentrac&o do padréo (mg/dL)

Abs P = Absorbancia do padrdao a 600 nm

4.4.4. Albuminduria

A urina coletada foi submetida a uma eletroforese em gel de poliacrilamida a
10% com SDS (SDS-PAGE). Aliquotas de urina foram diluidas na propor¢ao de
1:1 em solugé&o tampao de Laemmli (Tris-HCI — 62,5 mM, pH 8,0; SDS — 2%;
glicerol — 25%; azul de bromofenol — 0,01%; DTT — 6%; uréia — 39 yM). Em
seguida, colocadas em banho-maria a 99°C por 4 minutos para desnaturagéo
das proteinas até sua estrutura primaria. As amostras foram, entédo, aplicadas
nos pogos presentes no gel de entrada em duplicata, assim como um controle
positivo e um marcador de peso molecular que permite a visualizacdo temporal
da dinédmica da eletroforese (RPN 800E, GE Health Care, Sao Paulo, Brasil).
Finalmente, o sistema foi submetido a uma corrente constante de 85 V
(PowerPac 300, BioRad) por aproximadamente 1 hora e 30 minutos, até que
houvesse a desejada separacdo das bandas observada pelo marcadore de

peso molecular cromaoforo (Figura 9).

O gel foi corado com solugdo de Comassie, e verificou-se a presenga ou
auséncia de bandas na faixa da banda do controle de albumina
(aproximadamente 69 kDa).



Figura 9: Eletroforese para a separagao de proteinas de acordo com o peso molecular.

4.5. Senescéncia Renal

Para a deteccado de senescéncia renal, utilizou-se a técnica de coloragao por
medida de atividade enzimatica da (-galactosidase em pH 6,0 (Takaki et al.,
2004). As amostras de rins previamente fixados em paraformaldeido 4% foram
cortadas ao meio longitudinalmente com bisturi e lavadas com PBS.
Posteriormente foram expostas a uma solugdo contendo 1 mM de MgCl,, 4,9
mM de KszFe(CN)g, 4,7 mM de K4Fe(CN)s, e 2,4 mM de X-gal (Sigma-Aldrich)
em PBS por 4 horas a 37° C, em pH 6,0. Em tecidos senescentes, o X-gal é
hidrolisado pela B-galactosidase e produz um indoliol que € oxidado e emite a
coloragédo azul. A analise da senescéncia foi realizada através da intensidade
da coloragdo azul. As imagens foram adquiridas usando uma camera digital
(Canon Power Shot A530).

4.6. Analises Histolégicas

Os rins fixados foram utilizados para a realizagao de morfometria da area do
tufo capilar glomerular e da capsula de Bowman e a contagem do numero total
de glomérulos em laminas coradas com Hematoxilina e Eosina. Além disso, foi
realizada coloragdo com acido periédico de Schiff (PAS) para avaliacdo da
porcentagem de expansdao mesangial e ainda coloragdo com tricbmio de

Masson, para averiguagao da deposicao de colageno tubular e glomerular.



4.6.1. Preparacao das Amostras

Apos a eutanasia, os animais foram perfundidos com solugdo de tampao
fosfato em pH fisiolégico (PBS; pH 7,4) utilizando-se de pressao similar a
fisiologica (100 mmHg) e em seguida com solugéo de paraformaldeido 4% em
PBS, para fixagdo dos tecidos. Os rins foram retirados e congelados para
realizacao de analise de expressao protéica ou fixados em paraformaldeido
por, no minimo, 24 horas até a realizagdo do processamento para a realizagao

dos cortes histoldgicos.

As pecas foram desidratadas utilizando-se concentragdes crescentes de etanol
(70%, 96%, 100%) por duas horas em cada solugdo. Em seguida, embebidas
em xilol (3 banhos de 15 minutos) e finalmente em parafina liquida a 58°C (3
horas). Em seguida, os blocos foram solidificados em formas de aluminio, para
posterior microtomia (Presnell et al., 1997). Foram realizados cortes de 10 ym
de espessura, ao longo de todo o rim, com uma distancia de 200 um entre eles.
De cada rim foram feitos cerca de 20 cortes os quais foram montados em
laminas albuminizadas, apds abertura dos mesmos em banho-maria a 37°C.
Para a realizagdo das coloragdes, os cortes foram desparafinizados em xilol (3
banhos de 3 minutos cada) e hidratados em concentragdes crescentes de
alcool etilico (alcool 50% em xilol, alcool 96% em meio aquoso e alcool 100%,
banhos de 3 minutos em cada solugdo) e agua corrente (5 minutos). Em
seguida as coloragdes, os cortes foram desidratados em concentragdes
crescentes de alcool (96% em meio aquoso, 100% e 50% em xilol, banhos de 2
minutos em cada solugéo), e xilol (3 banhos de 2 minutos) e, finalmente,

montados em meio permanente com o uso de verniz.

4.6.2. Coloragdao com Hematoxilina e Eosina

Foi realizada coloragdo com HE para realizagao de morfometria e contagem do
numero total de glomérulos. Apds a desidratagéo os cortes foram corados com
hematoxilina de Mayer por 10 minutos e eosina por 5 minutos. Em seguida,
foram desidratados e montados em meio permanente com o uso de verniz.

Para analise morfométrica, foram fotografados 10 glomérulos ao longo de 10



cortes selecionados, perfazendo um total de 100 glomérulos por animal, em um
aumento de 400X (Microscépio AX70, Olympus, Center Valley, PA, EUA;
Camera Digital VKC150, Hitachi, Tokyo, Jap&o). A analise foi realizada com o
auxilio do programa Image J (National Institute of Health, USA). Foram
medidas a area do tufo capilar glomerular e da capsula de Bowman. A area do
espaco de Bowman foi calculada através da subtracdo da area do tufo da area
da capsula. A média dos 100 valores da area mensurada foi considerada como
a area média para cada um dos animais. Os 10 cortes selecionados foram

totalmente visualizados para a contagem do numero total de glomérulos.

4.6.3. Coloragao com PAS

Foi realizada a coloragdo com PAS para indicativo de expansao mesangial,
uma alteragéo histopatologica renal precoce. Apos desparafinizagéo, os cortes
foram tratados com acido periédico, seguido por Reagente de Schiff e solugao
de metabissulfito de sddio. Em seguida, os cortes foram desidratados e
montados em meio permanente (Presnell et al., 1997). Um total de 50
glomérulos por animal foram aleatoriamente selecionados e fotografados. Com
o auxilio do programa Image J (dominio publico), foi determinada a
porcentagem de area corada em cada glomérulo. A média dos valores
encontrados foi considerada a percentagem média de expansdo mesangial

para cada animal.
4.7. Analise de Expressao Protéica
Para a analise da expressdo da isoforma neuronal da enzima oxido nitrico

sintase (NNOS) renal foi utilizada a técnica de Western Blotting, conforme

descrito por Pereira et al (2009).



4.7.1. Extracao e Determinagao da Concentragao Protéica

Imediatamente apds perfusdo com solugdo tampao gelado (PBS, pH 7,4), os
rins foram congelados (-20°C) até o momento do processamento. Para a
extragao de proteinas do rim total, inicialmente as pecgas foram limpas em placa
de gelo para a retirada de tecido conjuntivo e pesadas. Entdo foram maceradas
em com o auxilio de um bisturi e, em seguida, vertidas em homogeneizador de
vidro contendo 350 uL de tampéo de lise hipotdénico a 60°C (TrisHCI pH 7,4 —
10 mM, NaVO3; - 1 mM, SDS - 1%, DTT - 0,5 mM, EDTA — 5 mM, PMSF —
1mM, NaF — 10 mM e inibidor de protease — 1:100 (0.1 pL/mg- Sigma Aldrich
P2714)). Ap6s a maceragdo, as amostras foram centrifugadas a 11000 rpm,
por 20 minutos a 4°C em centrifuga refrigerada (Eppendorff ®). O
sobrenadante foi recolhido, aliquotas foram retiradas para a dosagem de

proteinas e o restante foi armazenado a -20°C.

A determinacdo da concentragdo de proteinas em cada amostra foi realizada
pelo método de Bradford (1976). A construgdo de uma curva padrao com
albumina sérica bovina permitiu o calculo das concentragbdes a partir da

absorbancia medida a 595 nm, utilizando-se da lei de Lambert-Beer.

4.7.2. Eletroforese

De posse dos valores de concentragao protéica previamente determinados, foi
possivel a diluicdo de todas as amostras para a aplicagdo de 100 pg de
proteina em gel de poliacrilamida com dodecilsulfato de sddio (SDS-PAGE), em
condigbes desnaturantes. A acrilamida permite a preparagdo de géis que
formam malhas que separam proteinas de acordo com o peso molecular. A
polimerizagao do gel foi preparada em sistema Mini-Protean Il (BioRad), que &
composto de um gel de entrada menos concentrado (3%) e um gel de
separacao eletroforética mais concentrado, de acordo com o peso molecular da

proteina que se deseja separar (no caso deste estudo, 8%) (Figura 10).



Figura 10: Representacdo esquematica simples demonstrando a separagao protéica
de acordo com o peso molecular em SDS-PAGE. A linha tracejada representa a divisdo entre o
gel de entrada e o gel de separagdo. Os pontos coloridos representam o marcador de peso
molecular. (Adaptado de Pereira, 2005).

Aliquotas do homogeneizado com a concentragédo de proteina pré-determinada
(10 pg/uL) foram diluidas na proporgéo de 1:1 em solugao tampao de Laemmli
(Tris-HCI — 62,5 mM, pH 8,0; SDS — 2%; glicerol — 25%; azul de bromofenol —
0,01%; DTT — 6%; uréia — 39 uyM). Em seguida colocadas em banho-maria a
99°C por 4 minutos para desnaturacdo das proteinas até sua estrutura
primaria. As amostras foram, entédo, aplicadas nos pogos presentes no gel de
entrada em duplicata, assim como um controle positivo e um marcador de peso
molecular que permite a visualizagdo temporal da dindmica da eletroforese
(Sigma, C1992). Finalmente, o sistema foi submetido a uma corrente constante
de 85 V (PowerPac 300, BioRad) por aproximadamente 1 hora e 30 minutos,
até que houvesse a desejada separagédo das bandas observada pelo marcador

de peso molecular cromoforo.

4.7.3. Blotting

ApoOs a eletroforese, as proteinas foram transferidas do gel para uma
membrana de nitrocelulose (Hybond ECL, RPN 203D, GE-Healthcare)
previamente embebida com solugéo de transferéncia (Tris-25 mM, Glicina-190
mM, Metanol-20%, SDS-0,1%) por 45 minutos. Para a transferéncia, o gel, a
membrana e o Blot Paper (#1703966, BioRad) foram colocados em um sistema

de sandwich (Figura 11) dentro de um Trans-Blot Semi-dry (BioRad). O sistema



foi submetido a uma corrente constante de 25 V (Power Pac 300, BioRad)

durante 60 minutos.
A transferéncia foi confirmada pela presenga de coloracdo das bandas do

marcador de peso molecular na membrana, pela auséncia de bandas no gel

através da coloragdo com Coomassie Blue, além da coloracdo da membrana

S

com Ponceau 0,1 % em acido acético.

Blot Paper

Gel | |

Blot Paper @

Pereira

Figura 11: Representacdo esquematica da transferéncia de proteinas do gel para a
membrana de nitrocelulose. As setas indicam o sentido da migragdo das proteinas (catodo
para o anodo) previamente separadas durante a eletroforese (SDS-PAGE), de acordo com o

peso molecular. (Adaptado de Pereira, 2005).

Para descoloracédo da membrana, foi utilizado acido acético 1% por 5 minutos.
Em seguida, agua deionizada durante 5 minutos e por fim, PBS-T (Na;HPO,4 —
80 mM, NaH,PO4 — 20 mM, NaCl — 100 mM, Tween 20 — 0,1%) durante 5
minutos. A seguir, o bloqueio n&o especifico da membrana foi realizado com
10% de leite desnatado em PBS-T por um periodo de 1 hora sob agitagao
constante. Apds isso, a membrana foi lavada com PBS-T durante 15, 5 e 5
minutos, respectivamente. Apos lavagem, a membrana foi dividida em duas
partes para incubacao devida com os anticorpos primarios anti-nNOS (Santa
Cruz Biotechnology — SC-648, policlonal, diluicao 1/250 em PBS-T + albumina
bovina a 3%) e anti-GAPDH como housekeeping (Abcam 8245, monoclonal,

diluicdo 1/5000 em PBS-T + albumina bovina a 3%), ambos em overnight a 4°C



sob agitacdo constante. O corte da membrana possibilita a exposicéao
simultanea dos 2 tipos de anticorpos, ja que as proteinas avaliadas possuem
pesos moleculares de 136 kDa e 37 kDa, respectivamente.

Em seguida, a membrana foi lavada cuidadosamente lavada com PBS-T 3
vezes durante 20 minutos, também sob agitacdo. Apds lavagem, foi feita a
incubagdo do anticorpo secundario anti-rabbit e anti-mouse (ECL GE
Healthcare — RPN 2108, diluicdo 1/2000 em PBS-T + 3% de leite desnatado)
durante 1 hora sob agitagcdo em temperatura ambiente. Mais uma vez, a
membrana foi lavada com PBS-T em 3 momentos de 20 minutos, também sob

a mesma agitacao.

4.7.4. Revelagao e Anadlise dos Resultados

Para revelagdo da membrana, foi usado o sistema para ECL (GE Healthcare -
RPN 2108). A membrana foi envolvida com plastico e fixada no hipercassete.
Rapidamente, numa sala escura, o filme de raio X (IBF - Medix) foi adicionado
sobre esta membrana. Apds exposicdo de 2 minutos (ou mediante a
intensidade de luz emitida), o filme foi revelado (revelagao-fixagdo-lavagem,
IBF-filmes, Brasil, Sdo Paulo). A seguir, as imagens respectivas foram
digitalizadas com o auxilio do scanner e em seguida, a densitometria das
bandas foi feita com o auxilio do software “Image J” (dominio publico - National
Institute of Health, USA).

4.8. Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando-se Analise de Variancia de duas
vias (ANOVA), seguida do post hoc de Fisher, utilizando-se o programa GB-
Stat versdo 6.5 (Dynamic Microsystems, Inc.). O nivel de significancia foi

estabelecido em 95%.



5. RESULTADOS

5.1. Parametros Metabodlicos — Peso corporal, consumo de agua e ragao e

excregao de 24 horas

Os animais foram alocados em gaiolas metabdlicas para avaliagdo de
parametros metabdlicos. A tabela 1 sumariza os resultados obtidos durante as
analises dos seguintes parametros: peso corporal, consumo de agua e ragao

de 24 horas e volume urinario de 24 horas.

Nado foram observadas alteragbes significativas de peso corporal entre os
animais C57 e ApoE de mesma idade aos 2, 4 e 8 meses de idade. Entretanto,
0s animais de 8 meses de ambos 0s grupos apresentam-se mais pesados que

os respectivos camundongos de mesma linhagem aos 2 meses.

Em relagdo ao consumo de ragdo, alteragcbes significativas nao foram
observadas entre os animais C57 e ApoE aos 2, 4 ou aos 8 meses de idade.
Quando comparados aos respectivos camundongos de mesma linhagem aos 2
meses, tanto os animais C57 quando os ApoE de 8 meses apresentam queda

no consumo alimentar.

O consumo de agua mensurado no periodo de 24 ndo apresenta-se alterado
em fungado da idade e tampouco da hipercolesterolemia, de forma que n&o ha

diferenga estatisticamente significante em qualquer dos grupos estudados.

De maneira semelhante, a producao de urina nédo é afetada pelo incremento da
idade nos animais normocolesterolémicos, tampouco na presenca de

hipercholesterolemia.



Tabela 1 — Pardmetros Metabdlicos

2 meses 4 meses 8 meses
Parametro
C57 ApoE C57 ApoE C57 ApoE
Peso
25,6+0,4 24,8+1,0 26,9+0,8 26,8+0,6 29,1+1,2** 28,1+0,8*
Corporal (g)
Consumo de
3,7+0,4 4,0+0,2 3,240,2 3,610,3 2,2+0,2** 2,8+0,3**
Racéo (9)
Consumo de
) 8,2+1,6 7,6+0,8 7,7+0,8 7,1+£0,7 6,3+0,9 5,4+0,6
Agua (mL)
Producao de
2,7+0,3 2,604 2,3+0,3 2,0+0,3 2,2+0,4 1,7+0,2

Urina (mL)

Valores estdo expressos como média + erro padrdo da média. **p<0,01 e *p<0,05 vs. mesma

linhagem aos 2 meses.



5.2. Colesterol Total

Conforme esperado, os animais ApoE apresentam niveis de colesterol no
minimo 5 vezes maiores que seus respectivos controles de mesma idade,
conforme demonstrado pela figura 12 (C57 2 meses: 94,015,1; ApoE 2 meses:
606,0+£91,3; C57 4 meses: 97,1+7,2; ApoE 4 meses: 493,7t44,0; C57 8 meses:
116,0+£10,0 e ApoE 8 meses: 636,1+£76,4). O processo de envelhecimento nao
influencia tal parametro nos animais normocolesterolémicos e tampouco nos
hipercolesterolémicos, visto que nado ha diferengas entre os animais de mesma

linhagem em idades distintas.

800
5% %ok
)
o
o) B
£ 600 s
(@]
O
©
& 400 F
©
o
°
Q
E 200
(@]
O
0
2 meses 4 meses 8 meses

Figura 12: representacao grafica dos resultados encontrados para as medidas de

colesterol sérico total. **p<0,01 vs. respectivo controle C57.



5.3. Depuracgao de Creatinina

A depuracdo de creatinina, calculada a partir das concentragbes desta
substancia no plasma e na urina de 24 horas, serve como uma inferéncia sobre
a taxa de filtragdo glomerular e, deste modo, como um indicativo de fungéo
renal nos animais estudados. A figura 13 sumariza os resultados encontrados
para este parametro. Observa-se uma reducado temporal da taxa de filtracdo
glomerular nos animais C57 (2 meses: 358192, 4 meses: 211+60 e 8 meses:
811£14). Interessantemente, aos 2 meses o0s animais ApoE ja apresentam
filtracdo reduzida em relagdo ao respectivo controle (187+28). Como aos 4 e 8
meses a filtragcdo dos animais C57 reduz-se, tal diferenca € abolida (ApoE 4
meses: 128142 e ApoE 8 meses: 93+18).
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Figura 13: representagéo grafica dos resultados obtidos para depuragdo de creatinina.
*p<0,05 vs. respectivo controle C57; #p<0,05 e ##p<0,01 vs. animais de mesma linhagem aos 2

meses de idade.



5.4. Uréia Sérica

O incremento na concentragdo sérica de uréia serve como indicativo de
comprometimento renal devido a incapacidade dos rins de excretar tal
substancia. Os animais ApoE apresentam elevacao da uréia sérica em relagéo
aos respectivos controles C57 em todas as idades (C57 2 meses: 39,8+5,2;
ApoE 2 meses: 64,5+7,6; C57 4 meses: 41,1+7,8; ApoE 4 meses: 73,5+17,9;
C57 8 meses: 49,1+3,5; ApoE 8 meses: 77,317,5), conforme demonstrado pela

figura 14. A idade nao influencia este parametro em ambas as linhagens

estudadas.
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Figura 14: representacdo grafica dos resultados obtidos para dosagem de uréia
plasmatica. *p<0,05 vs. respectivo controle C57.



5.5. Albuminuria

A presenga de albuminuria, que serve como indicativo de severa injuria
glomerular, foi realizada através de eletroforese de amostras de urina.
Conforme demonstrado na figura 15, somente os animais ApoE de 8 meses
apresentam bandas coradas de mesmo peso molecular que a albumina,

indicando les&o glomerular nestes animais.
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Figura 15: foto de gel de poliacrilamida com SDS, corado com Comassie Blue, no qual
foi realizada eletroforese de amostras de urina. Verifica-se a presenca de albumina na urina

dos animais ApoE aos 8 meses.



5.6. Senescéncia Renal

A ocorréncia de senescéncia renal foi verificada através da técnica SA-B-gal
(senescéncia associada a [-galactosidase). Neste caso a intensidade da
coloracédo azul é diretamente proporcional ao indice de senescéncia do tecido
estudado. Como controle positivo, foi utilizado rim de camundongo transgénico

Lac-Z, o qual superexpressa a enzima [3-galactosidase.

A figura 16 demonstra os resultados obtidos para este parametro nos rins dos
animais de 2, 4 e 8 meses de ambos os grupos, corados en face com a técnica
SA-B-gal. A intensidade da coloragédo azul aumenta temporalmente nos animais
controle, indicando que o envelhecimento leva a senescéncia renal (os pontos
mais corados nos animais de 2 e 4 meses tratam-se de artefatos produzidos
pela fixagado do tecido em suporte durante a coloragao). Observa-se claramente
que a hipercolesterolemia leva a senecéncia renal precoce aos 2 meses de
idade, que permanece ao longo das idades estudadas nos animais ApoE.
Interessantemente, a medula ndo se apresenta corada em nenhum dos rins

utilizados.
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Figura 16: Fotografia dos rins de animais C57 e ApoE aos 2, 4 e 8 meses corados com
a técnica de SA-B-gal para demonstragdo de senescéncia. Como controle positivo foi utilizado

rim de camundongo Lac-Z macho.



5.7. Contagem de Glomérulos

As possiveis alteracbes temporais e decorrentes da hipercolesterolemia no
numero de glomérulos foram avaliadas. A figura 17 sumariza os resultados
encontrados para a contagem do numero total de glomérulos em 10 cortes de
cada animal. A idade parece nao influenciar este paramento no curso temporal
estudado, uma vez que nao ha diferencas entre os animais de mesma
linhagem em idades diferentes (C57 2 meses: 15931270; C57 4 meses:
1472197 e C57 8 meses: 1410+71). A hipercolesterolemia nao foi capaz de
alterar significativamente este parametro nas idades estudadas (ApoE 2
meses: 1663+147; ApoE 4 meses: 1663+121 e ApoE 8 meses: 1668+186).
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Figura 17: representacdo grafica dos resultados obtidos para a contagem de

glomérulos.



5.8. Morfometria Glomerular

A morfometria do tufo capilar glomerular foi avaliada para verificar a ocorréncia

de possivel hipertrofia glomerular. As fotos tipicas de glomérulos de animais

C57 e ApoE séo representadas na figura 18.

Figura 18: fotos tipicas de glomérulos de animais C57 e ApoE corados com
hematoxilina-eosina. Em preto esta representada a delimitagdo da area do tufo glomerular
mensurada. Aumento de 40x.



Conforme representado pela figura 19, nem a idade e tampouco a
hipercolesterolemia foram capazes de provocar alteragdes significativas neste
parametro (C57 2 meses: 2617+330; C57 4 meses: 3062+276; C57 8 meses:
3278+351; ApoE 2 meses: 2869+308; ApoE 4 meses: 3566+90; ApoE 8 meses:
33871478).
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Figura 19: representacado grafica dos resultados obtidos para analise da area do tufo

glomerular.



5.9. Expansao Mesangial

A avaliagdo da expansdo mesangial foi feita através da analise da intensidade

de coloragdo dos glomérulos com Acido Periédico de Schiff (PAS), conforme

fotos tipicas mostradas na figura 20.

ApoE

Figura 20: fotos tipicas de glomérulos de animais C57 e ApoE corados com Acido
Periodico de Schiff. Aumento de 40x.



Interessantemente, a hipercolesterolemia promove marcante expansao
mesangial nos animais ApoE aos 2 meses de idade, quando comparados ao
respectivo controle de mesma idade (35,3+0,8 vs. 29,84+0,9; Figura 21). O
curso temporal exacerba esta condigdo nos animais hipercolesterolémicos
(ApoE 4 meses: 40,411,2 e ApoE 8 meses: 41,51£2,7) além de estabelecer
significativa expansdo mesangial nos animais controle (C57 4 meses: 37,8+1,3
e C57 8 meses: 37,410,7).
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Figura 21: representacdo grafica dos resultados obtidos para avaliagdo da expansao
mesangial através da coloragdo com PAS. *p<0,05 vs. respectivo controle C57; #p<0,05 e

##p<0,01 vs. animais de mesma linhagem aos 2 meses de idade.



5.10. Expressao da nNOS

A expressao da enzima nNOS foi verificada através da técnica de Western
Blotting. Conforme verificado na figura 22, aparentemente o curso temporal ndo
€ capaz de modificar significativamente a expressdo da enzima nos animais
controle (C57 2 meses: 0,53+0,16; C57 4 meses: 1,05+0,2 e C57 8 meses:
1,09+0,13). Este parametro ndo parece ser influenciado pela presenca da
hipercolesterolemia (ApoE 2 meses: 0,88+0,25; ApoE 4 meses: 0,7910,14 e
ApoE 8 meses: 0,89+0,12).
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Figura 22: representagao grafica dos resultados obtidos para analise da expresséo da

enzima nNOS. Os resultados estdo expressos em relagdo a expressdo da proteina
housekeeping GAPDH.



6. DISCUSSAO

O manejo do processo de envelhecimento constitui-se em um dos maiores
desafios da humanidade. A ciéncia moderna ja é capaz de compreender que,
para que se possam manipular os eventos associados ao processo de
envelhecimento, é preciso desvendar seus mecanismos. A partir dessa
concepcao, varias teorias complementares entre si foram criadas visando
explicar as alteragdes fisioldgicas e morfoldgicas observadas nos individuos a

medida que envelhecem.

A teoria mitocondrial propde que o aumento do estresse oxidativo promovido
pela ocorréncia de disfungcdo mitocondrial seria o mecanismo basico
responsavel pelo envelhecimento em mamiferos, uma vez que estas organelas
sdo as principais fontes produtoras de espécies reativas de oxigénio (EROs),
incluindo os radicais livres. Esses radicais altamente reativos podem associar-
se a polimeros de maior estabilidade, como proteinas, acidos nucléicos e
lipidios. Desta interagdo surgem moléculas alteradas, que servem como
marcadores moleculares de estresse oxidativo e que podem apresentar
alteracbes funcionais, até mesmo envolvendo a aquisicdo de propriedades
téxicas (Choksi et al., 2007). Deste modo, ha um acumulo temporal de danos

celulares, que compromete a fungéao fisiolégica normal da célula.

De fato, em animais C57 observou-se um incremento na senescéncia renal a
medida que os animais envelhecem. Conforme ja mencionado, a senescéncia
nao guarda necessariamente relagdo com a idade celular, estando mais
intimamente relacionada a injuria sofrida pelo tecido (Dmitrieva e Burg, 2007).
Deste modo, é natural se esperar que o acumulo temporal de danos celulares
leve a senescéncia tecidual, com perda de funcionalidade representada pela

reducao da filtragdo glomerular, discutida adiante.

Conforme ja mencionado, modificacées observadas durante o incremento da
idade compartilham mecanismos comuns a determinados disturbios. Neste
caso, a hipercolesterolemia torna-se um agravante as perdas funcionais

temporais, na medida em que também promove aumento do estresse oxidativo



(Wever et al.,, 1998). Ja foi descrito que a hipercolesterolemia aumenta a
producao de radicais superoxido (uma das espécies reativas de oxigénio mais
ativas e danosas) em células endoteliais (Ohara et al., 1993). Corroborando
para essa teoria, sabe-se que a oxidacgao de lipidios pode gerar um ciclo auto-
sustentavel de producdo de radicais de oxigénio e oxidagcdo de proteinas
(Scheuer et al., 2000). Uma vez que alteragdes no balango entre agentes
oxidantes e antioxidantes determinam o estado de oxidagao de um dado tecido
e que qualquer falha na compensagao antioxidante ou aumento da atividade
das enzimas oxidantes podem contribuir para 0 aumento do estresse oxidativo
tecidual (Gwinner et al., 1997), pode-se inferir que seja por isso que animais
geneticamente hipercolesterolémicos, como o ApoE, tratem-se de modelos

interessantes para estudos de aceleragao do envelhecimento.

Constatou-se que os animais ApoE apresentam senescéncia do tecido renal ja
aos 2 meses de idade, quando comparados aos respectivos controle C57.
Estes dados indicam que a hipercolesterolemia presente nestes animais €&
capaz de promover o estabelecimento precoce de um processo de senescéncia
renal, de acordo com o que é descrito pela literatura no que tange a influéncia
dos altos niveis de colesterol sobre 0 aumento do estresse oxidativo.

A apolipoproteina E € um constituinte das moléculas de VLDL (lipoproteinas de
densidade muito baixa), sintetizado no figado e em outros tecidos que atua
como ligante de alta afinidade para os receptores de LDL (lipoproteinas de
baixa densidade) e participa do processo de captagao celular do LDL. Desta
forma, a auséncia de apolipoproteina E determina altos niveis séricos de

colesterol (Jawien et al., 2004).

Como esperado, os animais do grupo ApoE apresentaram niveis no minimo 5
vezes maiores de colesterol plasmatico quando comparados a seus respectivos
controles C57. Este achado esta de acordo com a literatura desde que esse
animal geneticamente modificado foi desenvolvido por Piedrahita e
colaboradores em 1992, e que foi demonstrado por Plump e colaboradores
(1992) que desenvolvia hipercolesterolemia e deposicdo de placa

aterosclerdtica espontaneamente. Ainda de acordo com a literatura, estes



niveis ndo se alteraram com o incremento da idade (Jawien et al., 2004). Os
animais ApoE knockout, portanto, representam um modelo plenamente
estabelecido de hipercolesterolemia genética, que independe da administragédo
de dieta rica em lipidios e que desenvolve placas ateroscleréticas

espontaneamente (Meir e Leitersdorf, 2004).

De acordo com a teoria de que o envelhecimento leva a um aumento do
estresse oxidativo e que os animais hipercolesterolémicos apresentem uma
exacerbacao da producédo de radicais livres (Chade et al., 2002), pode-se inferir
que nestes animais haja um comprometimento da biodisponibilidade de éxido
nitrico. Na presenga de anions superdxido, ha a formacédo de radicais
peroxinitrito, a partir do NO (Wever et al.,, 1998). Estes radicais ligam-se a
residuos de tirosina nas proteinas, servindo como marcador de estresse
oxidativo tecidual (Upmacis et al., 2007). Se os animais ApoE apresentam,
entdo, comprometimento do sistema NO, podem ser comparados a
camundongos nos quais 0 gene do receptor de bradicinina B foi inativado (B>

knockout).

A bradicinina trata-se de um peptideo de 9 residuos de aminoacidos formada
pela acdo da protease calicreina sobre o substrato cininogénio. Tal
nonapeptideo exerce sua acdo através da ativacdo de receptores
transmembrana acoplados a proteina G denominados B4 e B,. Os receptores
B, sdo constitutivamente expressos e sao responsaveis pelas principais acdes
conhecidas da bradicinina, ao passo que os receptores By sdo fracamente
expressos em condigdes fisioldgicas, mas estdo regulados positivamente
(upregulated) em estados patologicos e sao ativados pelo metabdlito
proveniente da degradagcdo da bradicinina por uma carboxipeptidase
(normalmente a enzima conversora da angiotensina, também envolvida na
formacao de angiotensina Il a partir de angiotensina |). No rim, os efeitos mais
pronunciados da bradicinina devem-se a ativacdo dos receptores Bo,
promovendo redugdo da resisténcia vascular renal e aumento no fluxo
sanguineo renal, sem alteragbes na taxa de filtragdo glomerular. Além disso,

estimulam a diurese e a natriurese. Tais a¢des da bradicinina devem-se, ao



menos em parte, pelo aumento da produgdo de NO estimulada pelo agonismo

dos receptores B, (Schanstra et al., 2003).

Visto isso, poderia ser esperado que animais knockout para receptores B2
apresentassem reducgao de diurese. Interessantemente, isso nao foi observado
por Schanstra e colaboradores (2003), apesar da redugao de nitritos urinarios,
que reflete a reducdo da producdao de NO. Esses dados corroboram para a
teoria de que, mesmo com o comprometimento da biodisponibilidade de NO, os
animais ApoE nao apresentam alteragdo de fluxo urinario a medida que
envelhecem, de maneira similar a seus respectivos controles, uma vez que nao
foram observadas alteragdes significativas no volume urinario de 24 horas nos
grupos estudados. Em paralelo, também nao foi observado aumento no fluxo
urinario de 24 horas em ratas Wistar fémeas, com o incremento da idade
(Casadevall et al., 1995).

Em humanos e roedores € comum a reducdo do consumo de alimento a
medida que envelhecem (Kmiec, 2006). O mesmo foi observado nos animais
de 8 meses de ambos os grupos. Provavelmente nesta idade os animais ja
estdo em processo de reducao das fungdes organicas normais, o que explicaria

a reducao na ingestao de racéo.

Em relacdo ao consumo de agua, observou-se uma tendéncia ao mesmo
padrao encontrado para a ragdao, embora sem diferencas estatisticamente

significantes.

Por outro lado, houve aumento do peso corporal aos 8 meses, em ambos 0s
grupos. Isso se deve ao crescimento normal do animal, conforme previamente
descrito em ratos (Reckelhoff et al., 1998) e camundongos C57 (Jiang et al.,
2005).

O envelhecimento pode promover, contudo, marcante comprometimento
funcional em diversos o6rgaos além das alteragbes metabdlicas ja descritas.
Segundo Berg (2006), a melhor maneira de se medir a funcionalidade dos rins

€ através da taxa de filtracdo glomerular. Essa medida é importante porque



visa nao somente a caracterizagao de diferentes doencgas renais, mas também
o ajuste de dose de diversos medicamentos, a avaliagao do efeito de terapias e
garante que potenciais doares de rins para transplante apresentem fungéo

renal normal.

Observou-se que o processo natural de envelhecimento leva a perda de funcéo
renal, conforme demonstrado pela reducédo da taxa de depuragao de creatinina

dos animais C57 a medida que envelhecem.

A creatinina é uma substancia endogena, produzida a partir do metabolismo de
proteinas, sobretudo em células musculares. Devido ao fato de ser uma
substancia livremente filtrada no glomérulo, que ndo é reabsorvida e cuja taxa
de secrecgao € baixa, a depuracao (clearance) da creatinina costuma ser usada
na pratica clinica para inferir sobre a taxa de filtragcdo glomerular e, desta
maneira, sobre a fungéo renal (Margarida et al., 2008).

Embora Qi e colaboradores (2003) critiquem o uso do clearance de creatinina
como indicativo da taxa de filtragdo glomerular em camundongos devido a
presenga de cromogenos endogenos diferentes da creatinina, o que poderia
ocasionar erros de leitura espectrofotométrica, a utilizagdo do método de Jaffé
modificado assegura que a cor devida aos cromodgenos seja descontada nos

calculos de concentracao plasmatica de creatinina.

Considerando isso, a reducao temporal na depuragado de creatinina observada
nos camundongos normocolesterolémicos € um indicativo de perda de funcao
renal nestes animais. Este achado esta de acordo com o que é relatado pela
literatura. Foi demonstrado que homens tém reducdo significativa da taxa de
filtracdo glomerular em relagdo ao incremento da idade, embora tal redugcao
nao seja tdo acentuada em mulheres, potencialmente devido ao efeito protetor

do estrogénio e prejudicial da testosterona (Baylis, 2005; Berg, 2006).

Em animais experimentais, foi relatado que ratos apresentam reducéo temporal
de filtracdo, embora a velocidade com que a injuria ocorre varie conforme a

linhagem estudada (Baylis e Corman, 1998). Interessantemente, afirma-se que



a reducgao funcional observada com o incremento da idade esta associada a
uma prévia redugdo do fluxo sanguineo para o rim, devido a vasoconstricdo
renal observada em individuos normotensos e, mais ainda, em hipertensos
(Schmieder et al., 1994; Fliser et al., 1997), potencialmente provocada pela
reducdo da disponibilidade de moléculas vasodilatadoras ou acumulo de

vasoconstritoras.

Estudos demonstram que as mudancgas temporais observadas em rins de ratos
sao acompanhadas pelo incremento de estresse oxidativo e peroxidagao
lipidica e que tais modificagdes podem ser parcialmente prevenidas pela
administracao de vitamina E, um poderoso agente antioxidante (Reckelhoff et
al.,, 1998). Considerando que o aumento do estresse oxidativo reduz a
disponibilidade de vasodilatadores, esse pode ser um provavel mecanismo pelo

qual o envelhecimento leva ao prejuizo de fungéo renal.

A perda temporal de funcionalidade renal em condigdes normais é lenta o
suficiente para que ndo haja grande prejuizo na auséncia de co-morbidade.
Entretanto, ha perda de “reserva renal’, de maneira que o 6rgado se torna
altamente suscetivel a dano, caso haja alguma doenga associada, como

hipercolesterolemia, diabetes ou hipertensao.

Surpreendentemente, observou-se que os animais ApoE apresentam reducao
da filtracdo glomerular em relagdo aos respectivos controles aos 2 meses.
Assim, podemos afirmar que a hipercolesterolemia genética provoca perda
precoce de fungao renal. Por partir de valores mais baixo de depuragao de
creatinina, o incremento na idade durante o curso temporal estudado nao é
capaz de alterar de maneira significante esse paradmetro, que ja se encontra
prejudicado nos animais jovens. Aos 8 meses, ambos 0s grupos apresentam
severo comprometimento, de modo que ndao ha diferenga entre os animais

hipercolesterolémicos e seus controles.

Questiona-se que os danos renais provocados pela aterosclerose possam ser
devidos a outros fatores além da prépria estenose arterial renal, visto que esta

associada a somente pequenas alteragbes de pressao arterial e fungao renal



(Chade et al., 2002). O presente estudo demonstra que a hipercolesterolemia,
per se, contribui para o comprometimento da filtragcdo glomerular em animais

jovens.

Sabe-se que a estenose arterial renal, normalmente provocada pela
hipercolesterolemia, pode estar envolvida com a redugao da biodisponibilidade
de Ooxido nitrico e exacerbagdo do sistema renina-angiotensina intra-renal,
levando a inflamacdo e predominédncia de agentes vasoconstrictores e
promotores de crescimento (Sigmon e Beierwaltes, 1993; Barton et al. 2001;
Napoli e Ignarro, 2001). Isto explica o notavel prejuizo na fungao renal dos
animais hipercolesterolémicos, visto que o NO constitui-se no principal
vasodilatador renal cujos efeitos se opdem justamente aqueles promovidos

pela angiotensina Il (Ren et al., 2002).

Além de apresentar-se como um fator de risco para a progressao de doenga
renal (Samuelson et al., 1997; Muntner et al., 2000; Scheuer et al., 2000;
Bruneval et al., 2002; Wen et al, 2002; Buzello et al., 2004), a
hipercolesterolemia promove aumento na geragdo de espécies reativas de
oxigénio e outros radicais livres, culminando com aumento do estresse
oxidativo sistémico (Chade et al., 2002), que compromete a disponibilidade de
vasodilatadores enddgenos e promove aumento da resisténcia vascular renal

com consequente reducao de fluxo.

Surpreendentemente, ndo foram observadas alteragdes temporais significativas
na expressao da isoforma neuronal da enzima éxido nitrico sintase (nNOS) nos
animais controle e tampouco naqueles hipercolesterolémicos, como seria
esperado durante o processo de envelhecimento, conforme descrito para ratos
machos (Baylis C., 2005). Este achado esta de acordo com outro estudo
utilizando camundongos ApoE machos com 20 e 35 semanas de idade, no qual
também nao se observou alteragdes nos marcadores de produgdo de NO em
aorta (Villeneuve et al.,, 2003). Nestes animais, observou-se aumento da
atividade da enzima NADPH oxidase, levando a uma maior producao de anions
superéxido. Deste modo, ainda que a expressdao da enzima encontre-se

inalterada, pouco provavelmente o 6xido nitrico produzido esta disponivel para



realizar suas acbes. A ocorréncia de senescéncia renal associada ao
envelhecimento e, mais ainda, a hipercolesterolemia sugere que o potencial

envolvimento do estresse oxidativo neste processo.

Como previamente mencionado, o envelhecimento e a hipercolesterolemia
guardam mecanismos comuns que levam a perda de funcdo de diversos
orgaos. Por isso, os animais geneticamente hipercolesterolémicos ApoE
constituem-se em valiosos modelos para estudos de aceleragdo dos danos
observados com o incremento da idade. Por outro lado, a presenca de
multiplos fatores que potencialmente influenciam a progressao de doenga renal
em humanos torna dificil a determinacdo dos mecanismos pelos quais a
hipercolesterolemia exerce seu papel neste disturbio. Desta maneira, o modelo
murino cujo gene codificante da apolipoproteina E foi inativado torna-se
poderosa ferramenta para o estudo dos efeitos dissociados das dislipidemias
na perda progressiva de fungao renal.

O incremento na uremia € um marcador de insuficiéncia renal, por demonstrar
a incapacidade dos rins em excretar uréia, que se acumula no plasma (Gagnon
and Gallimore, 1988).

O fato de os animais ApoE de todas as idades apresentarem aumento da
concentragdo plasmatica de uréia em relagdo aos respectivos controles de
mesma idade corrobora com a teoria de que a hipercolesterolemia causa
prejuizo de funcédo renal nestes animais. Os valores obtidos neste trabalho
estdo de acordo com o que é demonstrado pela literatura, sem alteragéo

temporal (Massy et al., 2005).

E desconcertante o achado de que nos animais C57, apesar de se observar
uma reducgao temporal da fungéo renal, ndo houve aumento de uremia. Uma
hipétese para explicar tal situacdo é o fato de ocorrer uma reducdo na
expressado de transportadores de uréia nos rins, com o incremento da idade
(Bagnasco, 2005). Desta forma, ha redugdo na reabsor¢do e o conteudo

filtrado de uréia é excretado na urina. Como os animais ApoE ja apresentam



uremia elevada desde jovens, a redugdo na reabsor¢gdo nao se reflete em

reducdo da uremia.

Por outro lado, somente os animais hipercolesterolémicos de 8 meses
apresentaram presenga de albumina na urina, indicando severa lesao
glomerular. A dislipidemia parece contribuir substancialmente para a
progressao da lesdo, uma vez que a desordem do perfil lipidico plasmatico
contribui para a glomerulosclerose em ratas albuminurémicas (Baylis e
Corman, 1998). Aparentemente, no modelo murino C57 a progressdao do
prejuizo renal € lenta o suficiente para que aos 8 meses 0s animais ainda nao

apresentem lesdo glomerular severa com consequente albuminuria.

O numero de glomérulos nao foi afetado temporalmente nos animais da
linhagem C57 nas idades estudadas e tampouco nos camundongos
hipercolesterolémicos da linhagem ApoE. Deste modo, ndo se estabeleceu a
hipertrofia que costuma acompanhar a redu¢gado no numero de glomérulos e por
isso também n&o foram observadas alteragdes na area do tufo capilar
glomerular nos grupos estudados. Em acordo com estas observagdes, estudos
demonstram que o numero de néfrons ndo necessariamente reduz-se com o
incremento da idade em roedores e que tal achado depende grandemente da

linhagem e género dos animais estudados (Baylis e Corman, 1998).

Neste aspecto, os animais ApoE diferem dos animais knockout para o receptor
de bradicinina By, os quais apresentam reducgéo da area do tufo glomerular aos
2 meses de idade, provavelmente devido a auséncia de producdo de o6xido
nitrico a partir da bradicinina para se opor aos efeitos de vasoconstritores
endogenos, como a angiotensina Il (Schanstra et al., 2003).

Yabuki e colaboradores (2003) relatam que as alteracbes morfoldgicas
temporais observadas em rins de camundongos podem ser influenciadas pela
microbiota do meio onde os animais sdo criados. Por isso, avaliam as
modificagdes decorrentes do envelhecimento em animais C57BL/6 livres de
patogenos especificos (specific pathogen free, SPF). A auséncia de alteragdes

no didmetro dos corpusculos renais esta de acordo com o que observamos em



nosso estudo, apesar da utilizagado de animais que nao sdo SPF, indicando que
as condi¢cdes de nosso biotério encontram-se adequadas para a criagcdo e

manuseio dos animais.

A proliferacdo anormal de células mesangiais € um achado comum em
diversas desordens que podem levar a doencga renal cronica. Esse processo
leva ao aumento da deposicdo de matriz extracelular e a glomerulosclerose,
resultando em reducéo da filtragdo devido ao comprometimento dos néfrons

funcionantes (Cove-Smith e Hendry, 2008).

Conforme observado pelo incremento da coloracdo com acido periodico de
Schiff nos animais controle, o processo de envelhecimento leva a expanséao
mesangial. Os resultados encontrados neste trabalho estdo de acordo com o
que foi observado por Jiang e colaboradores (2005) em um estudo utilizando
camundongos C57 com 3, 6, 12, 19 e 23 meses. Observou-se aumento da
coloragcdo com PAS nos glomérulos dos animais a medida que envelhecem,
sobretudo a partir dos 12 meses. Tal expansao mesangial esta associada com
aumento na deposi¢ao de colageno tipo IV no cortex renal e severa lesdo renal
aos 23 meses, demonstrada pelo aumento significativo da relagéo

albumina/creatinina urinaria (Jiang et al., 2005).

As alteragbes temporais no mesangio dos animais C57 independem da
presencga de patdgenos especificos no ambiente onde os animais sdo criados,
visto que camundongos SPF C57 também apresentam aumento temporal
gradual de lesao glomerular até os 12 meses, a partir dos quais esse aumento

torna-se mais marcante (Yabuki et al., 2003).

Baylis e Corman (1998) em revisao sobre envelhecimento renal afirmam que a
matriz mesangial expande-se significativamente ao longo da vida, em ratos. A
presenca de horménios sexuais masculinos, por si s0, ja pode ser considerada
como um fator agravante ao desenvolvimento de comprometimento renal, uma
vez que as doencgas renais costumam acometer primeiro e de maneira mais
agressiva machos que fémeas. O papel protetor dos estrogenos é atribuido a

seus efeitos diretos anti-proliferativos e inibidores do acumulo de matriz



extracelular mesangial, que sédo eventos tipicos de injuria glomerular, como
descrito adiante (Berg, 2006).

Apesar da presengca de hormdnios sexuais femininos ser notoriamente
documentada como um fator de protegdo para o sistema cardiovascular,
aparentemente nos rins a participagcdo dos estrogenos € pequena, pois fémeas
castradas tendem a permanecer protegidas de danos renais temporais. Os
horménios sexuais masculinos, por outro lado, mostram-se altamente
prejudiciais a fisiologia renal na medida em que machos castrados
desenvolvem marcante protecdo ao dano temporal (Baylis, 2005). Pode-se
supor entdo que, para a fisiologia renal, o papel deletério dos andréginos

sobreponha-se a protecao oferecida pelos estrégenos.

Algumas espécies mostram-se mais suscetiveis ao estabelecimento de
expansao mesangial que outras, como €& o caso dos hamsters sirios da
linhagem APA. Mesmo nestes animais, a idade constitui-se em um fator que
influencia de maneira prejudicial esse parametro (Nishida et al., 1996). A
analise por microscopia eletrbnica das células mesangiais destes animais
demonstra desenvolvimento temporal de organelas citoplasmaticas, sobretudo
do complexo de Golgi. Isso indica que a produgédo de matriz extracelular pelas
células mesangiais, sobretudo de colageno tipo 1V, progride com o avango da
idade, o que pode se refletir no estabelecimento de quadros de

glomerulosclerose.

Diversos mecanismos podem estar envolvidos na injuria renal advinda do
processo natural de envelhecimento. O tratamento de camundongos com
enalapril (20 mg/L) desde o desmame até os 12 meses de idade previne a
expansdo mesangial e a expressao de a-actina de musculo liso pelas células
mesangiais (Romano et al., 1994). A proliferagao de células mesangiais com a
aquisicao de um fendtipo comparavel ao de musculo liso pela expressao de a-
actina pode ser considerada como um marcador de injuria glomerular. A
satisfatoria prevengdo dessa injuria promovida pelo tratamento com enalapril
revela que o sistema renina-angiotensina tem importante papel nas alteragdes

temporais da morfologia renal, mesmo em animais normotensos.



Interessantemente, os animais ApoE além de desenvolverem expansao
mesangial influenciada pelo incremento da idade ja descrito para nos animais
normocolesterolémicos, aos 2 meses ja demonstram incremento da coloragao
com PAS quando comparados aos respectivos controles de mesma idade.
Esses dados demonstram que a hipercolesterolemia genética, mesmo na
auséncia de placas aterosclerdticas estabelecidas, influencia de maneira

nociva a homeostasia renal.

Wen e colaboradores (2002) demonstraram a ocorréncia de lesdo renal em
animais ApoE aos 6 e aos 9 meses de idade. Embora ndo tenham sido
realizadas avaliagbes funcionais, os animais apresentam marcante expansao
mesangial, com proliferagdo celular de macréfagos e formacgédo de células
espumosas. A idade é um fator crucial no desenvolvimento de lesbes, visto que
ha marcante progressao temporal da severidade das alteragdes morfologicas.
Além disso, observa-se acumulo de matriz formada por laminina e colageno
tipo IV. Esses componentes da matriz extracelular normalmente sdo produzidos
no mesangio e tendem a acumular-se em caso de injuria, servindo como
marcadores de lesdo renal. Neste estudo, também foram observados trombos
lipidicos no lumen dos capilares glomerulares por microscopia eletrénica (Wen
et al.,, 2002). Provavelmente tratam-se de diminutas placas ateroscleréticas
obstruindo o lumen vascular glomerular, cuja progresséo ja esta bem descrita
em grandes vasos (Libby, 2002; Sanz e Fayad, 2008) e que normalmente
encontra-se associada a disfungdo endotelial, visto que nas idades utilizadas
0s animais ja apresentam placas plenamente estabelecidas. Isso reitera a
importancia do nosso trabalho ao demonstrar o prejuizo renal precoce
observado nos animais dislipidémicos, ocasionado pela hipercolesterolemia

mesmo na auséncia de lesdes ateromatosas.

A expansao mesangial esta associada a reducgédo da filtragcdo glomerular na
medida em que as células mesangiais apresentam resposta contratil frente a
acao de moléculas vasoconstritoras (Cove-Smith e Hendry, 2008).
Considerando-se a predominancia de agentes vasoconstrictores tanto devido

ao incremento da idade (Schmieder et al., 1994; Fliser et al., 1997) quanto a



presenga de hipercolesterolemia (Sigmon e Beierwaltes, 1993; Barton et al.
2001; Napoli e Ignarro, 2001), pode-se inferir que a expansao mesangial esta

diretamente associada ao prejuizo funcional renal nos animais estudados.

Por outro lado, a expansdao mesangial também contribui para a expansao da
matriz extracelular, que afeta a taxa de filtragcdo na medida em que promove

redugéo da permeabilidade glomerular (Cove-Smith e Hendry, 2008).

Ao que tudo indica, a formagao glomerular de células espumosas nao se
restringe as células mesangiais ja presentes na regido. A hipercolesterolemia
promove a migracdo de mondcitos nos capilares glomerulares, do mesmo
modo que nos grandes vasos. Apés a diapedese, os mondcitos transformam-se
em macréfagos e a fagocitose de grandes quantidades de lipidios, incluindo
LDL oxidado transforma-os em células espumosas. De fato, ja foi demonstrado
que o tratamento de culturas de células endoteliais glomerulares com LDL
oxidado estimula a expressao de molécula de adesao intracelular tipo 1 (ICAM-
1), a principal molécula de adesédo envolvida no processo de adesao de
monocitos. A adesdo destas células ao endotélio € o primeiro passo no
processo de diapedese e a expressdo de moléculas de adeséo indica injuria e
disfuncdo endotelial, que levam a ativacdo de processos inflamatérios. Além
disso, a capacidade das lipoproteinas aterogénicas ativarem as células
mesangiais a produzirem peptideos quimioatrativos para mondcitos incrementa
a relagédo entre os mondcitos e as células endoteliais, favorecendo a migragéo
e consequentemente o processo de expansdo mesangial. De maneira
intrigante, aparentemente as moléculas de LDL nao oxidadas nao apresentam
a mesma eficiéncia no desencadeamento do processo inflamatério e de
incremento da regido do mesangio (Kamanna et al., 1999). Desta forma, o
incremento do estresse oxidativo advindo do processo de envelhecimento,
segundo a teoria mitocondrial, desempenha papel crucial na leséo renal

induzida pela hiperlipidemia.

Corroborando com essa teoria, estudos em porcos tratados com dieta
hipecolesterolémica demonstram disfungdo endotelial e redugdo da

vasodilatagdo dependente do endotélio em artérias renais. Esse quadro foi



revertido quando os animais foram tratados cronicamente com uma mistura de
vitaminas C e E, perfazendo um tratamento antioxidante (Stulak et al., 2001).
Além disso, a hiperresponsividade compensatéria observada nos vasos de
animais hipercolesterolémicos desprovidos de endotélio e tratados com doador
de NO foi abolida com o tratamento antioxidante, revelando a potencial

preservacao da biodisponibilidade do vasodilatador NO nestes animais.

Conforme ja discutido, o estresse oxidativo promove reducédo do éxido nitrico
disponivel devido a reagdo com radicais livres e espécies reativas de oxigénio.
Ainda, o tratamento com vitaminas preserva a expressdo da enzima Oxido
nitrico sintase endotelial (eNOS), a qual estava diminuida na presenga de
hipercolesterolemia. Mais uma vez, somente LDL oxidado esta envolvido na
regulacdo da atividade da eNOS, reiterando a participacdo do estresse
oxidativo na injuria renal, desta vez através da promogédo de disfungéo
endotelial (Stulak et al., 2001).

Pode-se inferir, assim, que a pratica clinica deve dedicar-se ndo somente ao
controle das dislipidemias, mas também ao manejo do balango oxidativo nos
individuos jovens, sobretudo aqueles que apresentem potenciais fatores de
risco ao desenvolvimento de les&o renal, visando garantir a funcionalidade do

orgao durante a vida adulta.



7. CONCLUSAO

O presente estudo demonstra a perda temporal de fungdo renal em
camundongos normocolesterolémicos aos 2, 4 e 8 meses de idade. Tal
prejuizo estd associado ao processo de expansao mesangial, ainda que nao
tenham sido observadas alteragdes significativas no numero de glomérulos ou
na area do capilar glomerular. Surpreendentemente, aos 2 meses de idade, os
camundongos hipercolesterolémicos da linhagem ApoE knockout ja
apresentam comprometimento funcional renal quando comparados aos
respectivos controles. Tal situagcdo tende a agravar-se com o curso temporal,
culminando com severa lesdo glomerular aos 8 meses. Os potenciais
mecanismos envolvidos incluem o aumento do estresse oxidativo promovido
pelo processo de envelhecimento e pela hipercolesterolemia, que resultam em
reducdo da biodisponibilidade de moléculas vasodilatadores e excesso de
agentes vasoconstritores, que podem atuar sobre as células mesangiais,

agravando o quadro.

Transpondo estes resultados para a pratica clinica, este estudo enfatiza a
necessidade de se tratar pacientes dislipidémicos em sua fase precoce,
visando nao apenas a reducdo do risco de eventos cardiovasculares, mas
também a prevengao de desenvolvimento de doenga renal cronica. A terapia
aplicada a tais pacientes deve vislumbrar, além da redugéo dos niveis lipidicos,
o controle do balango oxidativo.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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