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Abstract]|iv

BARROS, G. B. Influéncia do acetato na ativacdo de macrofagos na lesdo renal aguda
induzida por cisplatina em zebrafish. 2019. Dissertacdo de Mestrado - Instituto de Ciéncias

Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2019.

Os rins sao 6rgdos responsaveis por gerir um conjunto de tarefas fisioldgicas que mantém a
homeostase do organismo, dentre elas a remocdo de metabdlitos toxicos do sangue, producdo de
hormonios e a regulacdo do balanco de eletrélitos. As lesdes renais agudas (LRA) levam a uma
rapida perda das func¢des do 6rgdo, em horas ou dias. Durante o processo de lesdo tecidual, o
sistema imune atua, muitas vezes, de forma prejudicial ao 6rgdo. Uma das principais células
envolvidas nesse processo de lesdo tecidual sdo os macréfagos, que participam durante a
primeira fase da LRA, ja diferenciados em um perfil mais pré inflamatdrio, descritos como
macrofagos M1, e, também, durante a fase de reparo do tecido, diferenciados em macroéfagos M2.
Produtos como o acetato, um dos os acidos graxos de cadeia curta (AGCC) mais abundantes,
oriundos do metabolismo de bactérias pertencentes a microbiota intestinal sdo capazes de
modular a resposta inflamatéria em modelos de lesdo tecidual, porém a influéncia desses
produtos, na funcdo, migracio e diferenciagdo dos macroéfagos no contexto da LRA ainda néo foi
bem descrita. Desta forma o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do acetato nas fungdes
biolégicas dos macréfagos na LRA. Para isso, desenvolvemos um modelo de LRA induzida por
cisplatina em peixes Danio rerio adultos, injetando intraperitonealmente (ip) diferentes doses de
cisplatina e avaliando sobrevida e progressdo da doenga por histologia, imunofluorescéncia e
andlise do infiltrado celular. Em seguida para avaliar o efeito do acetato na LRA, os animais
foram submetidos ao tratamento com acetato, por gavagem, e depois, injetados com cisplatina
para analise de sobrevida, extensdo da lesdo renal por histologia e infiltrado de células do
sistema imune no rim. Os resultados mostraram que a injecao de cisplatina (0,1275 mg/g) induz
lesdo tecidual no rim 24 hrs pés-injecdo com perda de estrutura tubular, levando a morte de
80% dos animais. Porém, os animais sobreviventes foram capazes de regenerar o tecido lesado
oito dias apds a injecdo. Também se observou aumento do infiltrado inflamatério e alta taxa de
morte celular, concomitantes a altas taxas de proliferacdo de células ndo imunes. O acetato foi
capaz de aumentar a sobrevida dos animais injetados com cisplatina e reduzir o dano induzido
pela droga no rim, por outro lado, ndo alterou a atuagdo das células inflamatérias do sistema
imune. Em conclusdo, o modelo de injecdo intraperitoneal de cisplatina foi capaz de induzir uma
LRA em zebrafish adulto, com o maximo de prejuizo as 24 hpi e com recuperacao e regeneracao
do tecido renal em uma semana, demonstrando ser um O6timo modelo para o estudo da
regeneracdo no rim. O acetato parece ser promissor no tratamento da LRA experimental, pois

diminui a taxa de morte induzida pela cisplatina.

Palavras chave: Lesdo Renal Aguda, Acetato, Zebrafish, Macro6fagos
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BARROS, G. B. The influence of acetate on the activation of macrophages in acute renal
injury induced by cisplatin in zebrafish. 2019. Dissertation - Institute of Biomedical Sciences,

University of Sdo Paulo, Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2019.

The kidneys are organs responsible for managing a set of physiological tasks that maintain the
homeostasis of the organism, among them the removal of toxic metabolites from the blood,
production of hormones and the regulation of electrolyte balance. Acute kidney injury (AKI)
leads to a rapid loss of organ function in hours or days. During the process of tissue injury, the
immune system often initially acts in a detrimental way to the organ. One of the main cells
involved in this process of tissue injury are macrophages, which participate during the first
phase of AKI, already differentiated in a more proinflammatory profile, described as
macrophages M1, and then during the tissue repair phase, differentiated into macrophages M2.
Products derived from the metabolism of bacteria belonging to the intestinal microbiota, such as
acetate, one of the main short chain fatty acids (SCFA), are able ofmodulating the inflammatory
response in tissue injury models, but the influence of these products on the function, migration
and differentiation of macrophages in the context of the AKI has not yet been well described.
Thus the objective of this work was to evaluate the effect of acetate on the biological functions of
macrophages in AKI. First, we developed a cisplatin-induced AKI model in Danio rerio adult fish,
injecting different doses of cisplatin intraperitoneally (ip) and evaluating the survival and
progression of the disease by histology, immunofluorescence and analysis of the cellular
infiltrate. Subsequently, the animals were treated with acetate by gavage and then injected with
cisplatin and analyzed for survival, the extent of the renal lesion by histology and the immune
cell infiltrate in the kidney. The results showed that the injection of cisplatin (0,1275 mg/g)
induced tissue damage in the kidney 24 h post-injection with loss of tubular structure, leading to
the death of 80% of the animals. However, the surviving animals were able to regenerate the
injured tissue eight days after the injection. There was also an increase in inflammatory infiltrate

and a high rate of cell death, concomitant with high rates of proliferation of non-immune cells.
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The acetate was able to increase the survival of the animals injected with cisplatin and reduce
the damage induced by the drug in the kidney, on the other hand, did not alter the performance
of inflammatory cells of the immune system. In conclusion, the intraperitoneal cisplatin injection
model was able to induce AKI in adult zebrafish, with maximum damage at 24 hpi and recovery
and regeneration of renal tissue in one week, proving to be a good model for the study of
regeneration in the kidney. Acetate appears to be promising in the treatment of experimental
AK], as it decreases the rate of cisplatin-induced death.

Keywords: Acute Kidney Injury. Acetate. Zebrafish. Macrophages
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1. INTRODUCAO

1.1 Lesao Renal

Os rins sdo os 6rgdos responsaveis por diversas tarefas fisioldgicas que mantém o balanco do
organismo. Estas incluem a excrecdo urinaria de metabdlitos, a conservacdo de nutrientes,
regulacdo hidroeletrolitica e o balango acido/base. As lesdes no tecido renal podem ocorrer de
diversas modos, que dependendo da gravidade podem levar a uma rapida perda das fun¢des em
horas ou dias, causando o que se conhece como lesdo renal aguda (LRA) (1). Clinicamente, a LRA
¢ definida como uma queda na taxa de filtracdo glomerular e consequente comprometimento da
depuracdo do sangue, e é, clinicamente, diagnosticada pela deteccdo de niveis elevados séricos
de creatinina e sanguineos de ureia (2). As caracteristicas morfolégicas da LRA estabelecidas
incluem a obliteragdo e perda da borda em escova do tibulo proximal, areas focais de dilatacao
tubular proximal e presenca de cilindros tubulares. A necrose é discreta e restrita as regides

medulares altamente suscetiveis a hipoxia (3, 4).

As doencas renais (DR) sdo tipicamente classificadas como agudas ou cronicas (DRC).
Enquanto as LRA sdo mais comumente associadas com infec¢des bacterianas, sepse, exposicio a
drogas potencialmente nefrotéxicas e dano causado por isquemia-reperfusdo (I/R), podendo
progredir para forma crénica (5-7), a forma cronica, mais comumente, resulta de complicacdes
relacionadas a diabetes, hipertensdo e glomerulonefrites (7). As lesdes agudas tém sido palco
para diversas pesquisas uma vez que sua incidéncia tem aumentado nos tltimos anos chegando
a 200 a 300 pessoas por milhdo de habitantes precisando de métodos de substituicdo do 6rgao
(8). Dentre as LRA, uma importante porcentagem dos casos se deve a nefrotoxicidade e por isso
um dos modelos de maior importancia para os estudos de lesdo renal usam a cisplatina como

indutor da lesao.
1.1.1 Lesao Renal Induzida por cisplatina

A cisplatina é um farmaco usado para o tratamento de diversos tipos de neoplasias, como
testiculo, ovario e garganta. Seu mecanismo de acao se baseia na ligacdo ao DNA e a consequente
inducdo de vias de morte celular. Porém, devido ao seu baixo peso molecular, sendo sua massa
igual a 300g/mol, e dissociado de carga, a cisplatina é facilmente filtrada pelos glomérulos e
acumula nas células parenquimais renais. A concentragao da cisplatina nessa regido chega a ser
cinco vezes maior que a concentracio no soro, e esse acuimulo no rim contribui de forma
fundamental para a nefrotoxicidade. Por esse motivo, a nefrotoxicidade decorrente do

tratamento com cisplatina chega a 30% dos pacientes, sendo que tal marca foi atingida somente
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apés o desenvolvimento de técnicas de diadlise e hidratacdo, uma vez que antes desses

mecanismos de prevencado, a nefrotoxicidade atingia 100% dos pacientes (9).

A incorporacao da cisplatina pelas células renais é feita de maneira ativa por transportadores,
dentre os quais os principais sdo os Ctrl e a familia dos “Organic cation transporters” (OCTs)
(10, 11). Uma vez dentro das células, a cisplatina se torna altamente reativa e pode se ligar a
moléculas como a glutationa, ao RNA, ao DNA e, também, a proteinas. A ligacdo com o DNA inibe
a replicacdo e transcricdo de genes, tornando, assim, o dano ao DNA um dos principais
componentes da toxicidade da cisplatina (12, 13). A fisiopatologia da LRA induzida por
cisplatina envolve quatro principais mecanismos: o primeiro é o dano ao tubulo proximal, o

segundo decorre do estresse oxidativo, o terceiro mecanismo provém do processo inflamatério

e, por fim, o quarto se deve ao dano vascular no rim (14).

0 dano ao tubulo proximal ocorre principalmente em decorréncia da ativagdo de vias
apoptéticas nas células, como por exemplo, a ativacdo de Bax e de p53. Estudos mostraram que
em concentracoes baixas, a cisplatina leva a morte celular por apoptose, porém, em altas

concentragdes, ela pode levar a morte por necrose (14).

Ja o estresse oxidativo pode acontecer de duas principais formas, a primeira se deve a ligacao
da cisplatina com a glutationa, levando a sua deple¢do e impossibilitando sua oxidacdo, o que
gera um processo pro-estresse oxidativo (12). A segunda maneira acredita-se ser decorrente de
alteracdes na cadeia transportadora de elétrons da mitocdndria, levando a uma alta produgao de

espécies reativas de oxigénio (15).

0 processo inflamatério por sua vez, deriva da producao de diversas citocinas como IL-1,
TNF-a, IL-6, IL-33 e IL-18. A producio de citocinas proé-inflamatoérias pode ser decorrente dos
processos de estresse oxidativo e/ou da necrose secundaria durante o dano ao tubulo proximal

(16).

0 dano vascular, por fim, tem sido atribuido a vasoconstricio causada pela disfuncao
endotelial, gerada principalmente por um acimulo de calcio nas células mesangiais nos

glomérulos, o que gera uma lesdo tecidual por baixa perfusdo com hipoéxia (17).

Experimentalmente, a lesdo renal induzida por cisplatina envolve diversos mecanismos.
Recentemente, Watanabe e colaboradores (18) relacionaram uma proteina envolvida na
coagulacdo, chamada Protease-activated receptor 2, com o dano no tecido renal induzido pela
cisplatina. Em seu experimento, o grupo utilizou camundongos knockout para a proteina e
identificaram uma reducdo no processo inflamatério apods o insulto téxico. A relacido entre a

lesdo renal por cisplatina e os efeitos inflamatérios envolvidos no processo também foi discutino


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Watanabe%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30672316
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por Magaiver e seus colaboradores (19), em artigo publicado recentemente, os autores discutem
o papel de dois receptores fundamentais para o sistema imunoldgico, Toll like receptor 2 e Toll
like receptor 4. O grupo identificou que os receptores teriam papeis diferentes no processo da
lesdo, sendo que o TLRZ teria um papel protetor, uma vez que ele estimula o processo de

autofagia.

1.2 Zebrafish como modelo bioldgico

Durante muitos anos as pesquisas cientificas se estabeleceram utilizando mamiferos como
modelos experimentais, como ratos e camundongos, pela sua proximidade genética com os seres
humanos e pela facil manipulacdo. Porém, nos ultimos 15 anos, o zebrafish, um pequeno peixe
teledsteo tropical, tem surgido como uma excelente ferramenta para estudar algumas doengas

humanas (20).

O zebrafish possui o sequenciamento completo do genoma, com uma semelhanca de 70% com
genoma humano (21). Além disso, o zebrafish é ideal para trabalho experimental por
caracteristicas como: tamanho pequeno do adulto (*4-5 cm), alta fecundidade (um s6
cruzamento pode gerar mais de 200 ovos), gestacdo ex Utero, transparéncia dptica da larva
durante seu desenvolvimento e a rdpida organogénese, permitindo a aplicacdo de técnicas de
imagem, para andlises in vivo em tempo real. Além disso, o custo de manutencdo do zebrafish é

menor que outros animais de experimentacao.

O zebrafish tem vida média de 5 a 6 anos e é caracterizado como um peixe de agua doce.
Sendo assim, os animais ficam imersos em um meio hipoténico, com baixa concentracio de sais,
0 que faz com que por osmose eles absorvam uma grande quantidade de dgua. Portanto, é uma
das principais fun¢des do rim desses animais filtrar essa d4gua e ndo deixar que ela acumule no

interior do peixe.
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Figura 1: A morfologia do rim é conservada entre os vertebrados. A. Rim de um mamifero. B. Pronefros da
larva de zebrafish, composto por apenas dois néfrons, sendo este, um glomérulo, o tibulo proximal, o distal e um
ducto coletor. C. O rim do zebrafish adulto apresenta a complexidade funcional similar ao dos mamiferos, apesar de
sua diferenca anatdmica, o rim possui diversos glomérulos ligados aos tibulos que por sua vez se ligam ao ducto.

[lustracdo obtida de McKee, et.al Current Pathobiology Reports 3:2 (2015).

A formacdo do rim do zebrafish se inicia nas larvas, que geram um par de nefrons bilaterais e
sem o segmento intermediario do tibulo (Figura 1 B). Conforme o peixe se desenvolve, novos
nefrons surgem para suprir a necessidade de filtracdo do animal adulto até que passa do estagio
de pré-néfron para mesonéfron, que se caracteriza por um Unico 6rgdo central aplanado
localizado na regido dorsal do corpo (Figura 1 C). Este tem funcdes de filtracdo de agua e do

sangue e de 6rgdo hematopoiético, equivalente a medula ossea em mamiferos.

Anatomicamente, o rim de um peixe adulto consiste em trés partes principais: a cabega, o
tronco e a cauda, que tem organizacdo funcional como a do cértex e da medula renal em
humanos. Os néfrons apresentam conservacdo anatomica dos segmentos e da composi¢io
celular, sdo altamente bifurcados e drenam para um unico ducto coletor (22-24). Entretanto, o
rim do zebrafish possui algumas propriedades interessantes que nao sdo encontradas em

mamiferos, como a capacidade de regeneracdo do d6rgdo sem a formacdo de uma cicatriz
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fibrotica e a habilidade de gerar néfrons durante toda sua vida (neonefrogénese), o que faz este
animal ser muito usado em estudos de processos de recuperagio e regenerag¢io poés lesdo renal.
Apesar das vantagens desse modelo de estudo, o zebrafish ainda é pouco utilizado no pais, e
estudos acerca do papel dos macroéfagos no percurso da lesdo renal ainda caminham, tendo sido

caracterizados no zebrafish os perfis de macrofagos M1 e M2, apenas recentemente (25).

1.3. Macroéfagos e Lesdo Renal

Os macroéfagos sdo classificados como fagécitos mononucleares e sdo considerados
originarios de um progenitor mieléide comum na medula éssea no adulto. Macréfagos sao
responsaveis por uma ampla gama de papéis criticos a homeostase do organismo, como:
vigildncia e resposta imune, reconhecimento de agentes patogénicos, agressoes, inducdo de
inflamacao e reparo tecidual (26,27). Estas células estdo presentes no inicio do desenvolvimento
renal, e, experimentalmente, a adicdo de colony stimulating factor 1 (CSF-1), impulsionam o
desenvolvimento de néfrons, sugerindo a participacdo dos macréfagos no desenvolvimento

renal embrionario (28).

Eles sio um componente essencial da imunidade inata e também, por serem células
apresentadoras de antigenos, fazem a comunicagdo com o sistema imune adaptativo, recrutando
outras células como os linfécitos. Macroéfagos sao células altamente heterogéneas e sio divididos
em subpopulacdes com base em distintas fung¢des e localizacdo anatémica (29). Os macroéfagos
podem alterar seu fenétipo e funcdo em resposta a sinais microambientais durante infec¢des ou
lesdes teciduais (30). A diversidade de fun¢des dos macrofagos levou a diferentes sistemas de
classificacdo, sendo comumente referidos como macréfagos clasicamente ativados (macroéfagos
M1), diferenciados apo6s exposicdo a LPS ou IFN-y, e macréfagos ativados alternativamente

(macrofagos M2), induzidos por citocinas, como IL-4 e IL-10 (31)(Figura 2).

Os macro6fagos M1 produzem grandes quantidades e um grande nimero de mediadores
pro-inflamatdrios que medeiam respostas antimicrobianas e a imunidade antitumoral. Em
contraste, os macréfagos M2 tém fungdes prd-resolutivas e estdo envolvidos na contencido de
parasitas, na cicatrizacdo de feridas e na fibrose (30,32). Os macrdfagos ativados
alternativamente podem ser subdivididos em pelo menos trés subgrupos: macréfagos M2a
induzidos por IL-4 e/ou IL-13, macr6fagos M2b induzidos por complexos imunes e macrofagos
MZ2c induzidos por IL-10, TGF-f3 ou glicocorticéides (33). No entanto, essas classificacdes in vitro
de macrofagos nao refletem necessariamente seus verdadeiros fenétipos in vivo. Acredita-se que
os macrofagos apresentam um espectro de fenoétipos ativados, ao invés de subpopulagdes

estaveis (34, 35).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/1435
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Em relacdo ao processo da lesdo renal, os macréfagos, dependendo do seu perfil de
ativacdo, podem exacerbar a inflamacdo ou auxiliar na regeneracio renal (36, 37). Macréfagos
M1 secretam citocinas pro-inflamatérias e ROS, que amplificam a resposta inflamatéria e
agravam a lesdo renal (36-38). Inversamente, macr6fagos M2 liberam moléculas anti-
inflamatérias como IL-10 e TGF-3 e fatores de crescimento que atenuam a inflamacado renal e
promovem a regeneracdo tecidual. Dessa forma, a polarizacdo dos macréfagos é um

determinante decisivo no desfecho da DRC e LRA (36, 37).

Numerosas pesquisas durante esta ultima década evidenciam que os macréfagos M1
agravam a doenga renal. Alguns estudos, por exemplo, reportaram um grau de correlacdo entre
infiltracdo destas células e severidade da doenca renal, tanto em humanos quanto em
camundongos (39-45). Posteriormente, ensaios pré-clinicos, utilizando a deplecdo de
macréfagos observaram a reducdo do infiltrado no parénquima renal e melhora nos parametros
de fungdo renal (37). Por esses motivos, frequentemente os macrdfagos tém sido associados com
o papel patogénico durante a inflamacdo renal. Porém, esta mesma célula pode ter um papel
oposto na lesdo renal. Os macréfagos caracterizados como M2 ji foram identificados como
células envolvidas no reparo e na remodelacdo do tecido renal ap6s a lesdo tecidual (27,46).
Wang et al. mostraram que a injecdo da subclasse M2a em camundongos com glomerulonefrite
reduzia o dano renal, com menor disfuncdo renal, proteintria e dano tubular (47). Ainda, a
transferéncia dos M2a reduziu a expressio de moléculas pro-inflamatérias, e,

consequentemente, menor infiltracao renal de macréfagos.
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Figura 2: Diferenciacio de Macrdfagos. Os macrofagos sio células plasticas que podem se diferenciar para
determinado perfil de ativagdo dependendo do estimulo que recebe. Seus perfis no geral atuam de forma antagénica
sendo um considerado pré inflamatério e o outro anti inflamatério. O perfil M1 é ativado por sinais como PAMPs, IFN-
y e alguns componentes do sistema complemento e por essa razdo sdo estimulados a exacerbar o processo de
inflamacdo, principalmente pela liberagdo de citocinas como IL-1f3 e de espécies reativas de nitrogénio. Ja o perfil M2,
atua no reparo dos tecidos, sendo estimulado por IL-4, mas também por IL-10. Sendo assim o macréfago M2 é
responsavel pela limpeza do microambiente, removendo células mortas e moléculas potencialmente ativadoras das

células do sistema imune. Adaptado de Bohlson SS,. et al. Front. Immunol. (2014)

1.4. Impacto da Microbiota na Lesao Renal

A literatura vem elucidando uma relagdo estreita entre o intestino e o rim (50, 51). Ja existem
dados que revelam que modificacbes na composicio da microbiota podem afetar o
desenvolvimento de doengas renais e que a inflamacdo gerada durante o processo de uma
doenca renal estd associada a produgio de toxinas e metabdlitos e ao aumento de

permeabilidade intestinal (52, 53).

Os acidos graxos de cadeia curta (AGCC) sdo produtos da fermentacdo de carboidratos
complexos proveniente da dieta, pela microbiota intestinal, especialmente por bactérias

anaerdbicas (54). Acetato, butirato e propionato sdo os principais AGCC e eles ja foram
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relacionados a melhoria em varios modelos experimentais de doencas inflamatérias em diversos
orgdos (55-57). A administracdo desses acidos graxos em camundongos diminui a lesdo renal,
apés o insulto desencadeado pela I/R (54). Neste trabalho, a administracdo de bactérias
produtoras de AGCC culminaram na protecio tecidual similar a administracdo direta dos acidos
graxos. Qutro artigo, publicado por Wu e colegas identificou que, em modelo animal, uma dieta
rica em fibras pode induzir a tolerancia ao transplante de rim. No mesmo artigo, os autores
atribuiram o fendmeno a capacidade dos AGCC de induzirem uma subpopulacdo de células T
reguladoras (58). A relagdo entre os acidos graxos e o rim tem estado cada vez mais clara e
confirmando a influéncia dos produtos originarios da microbiota na lesdo renal. Recentemente, o
grupo do Prof. Hamid Rabb publicou uma revisdo que elucida a conversa entre a microbiota
intestinal e a LRA (59), enfatizando diversos aspectos importantes da atuacdo deles no sistema
imunolégico, como a inducio de células T reguladoras e a polarizacdo de macro6fagos para um

perfil mais reparador.

Uma vez que a LRA esta envolvida com um importante processo inflamatério e os AGCC
possuem propriedades antiinflamatdrias, nosso intuido foi investigar se o microambiente anti-
inflamatério induzido por um AGCC, o acetato, poderiam levar a diferencacdo de macréfagos

para um perfil mais reparador, melhorando o prognéstico da doenca.
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2. OBJETIVO
Estudar a influéncia do acetato na protecdo contra a lesdo renal aguda induzida por cisplatina e

sobre o infiltrado inflamatério no rim.

2.3.  Objetivos especificos

e Desenvolver um modelo de LRA induzida por cisplatina em adultos de zebrafish;

e Verificar a eficiéncia do tratamento com acetato na LRA;

e (aracterizar o infiltrado miel6ide na LRA por cisplatina; e

e Identificar o papel dos macr6fagos na lesdo e se o tratamento com acetato influéncia no
perfil de ativa¢do dessas células.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Sintese do delineamento experimental

Peixes controles (CTL) e peixes transgénicos com marcadores fluorescentes para a molécula
de mieloperoxidade e lisozima foram utilizados nos experimentos propostos buscando
identificar populagdes celulares do sistema imune inato, como macréfagos e neutréfilos (Figura
3A). Resumidamente, os peixes em estagio adulto do desenvolvimento (a partir de 3 meses)
foram submetidos a injecdo intraperitoneal (ip) de diferentes doses de cisplatina até
identificarmos a dose adequada para o projeto (Figura 3B). O rim dos animais foi coletado e
direcionado para os diferentes experimentos (Figura 3B). Para os experimentos com acetato os

peixes foram submetidos ao processo de gavagem e apds dois dias receberam a injecdo de

cisplatina (Figura 3B)
A) Descricdo dos grupos experimentais
Peixe Background Sexo Idade
genético (meses)

Controle AB Fémeas 5-9
Tg(MPO:GFP) AB Fémeas 5-9
Tg(Lyz:dsRed) AB Fémeas 5-9
Tg(MPO:GFP;Lyz:dsRed AB Fémeas 5-9
Tg(MPEG:Mcherry; TNF-a:GFP AB Fémeas 5-9

B)

l I Acompanhamento de Sobrevida

-2d od 1d 2d 3d ad 5d 6d 7d 8d 9d 1od

Figura 3. Delineamento experimental. A. Tabela com descri¢cdo das linhagens de peixes e dos grupos experimentais
utilizados até o momento. B, Esquema de indu¢do de lesdo renal aguda por cisplatina e do tratamento com acetato.
Dias em vermelho representam coleta de material para histologia. Os demais experimentos foram realizados um dia
apds a injecdo de cisplatina.
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3.2. Animais

Os experimentos foram realizados com peixes Danio rerio fémeas das linhagens AB
(selvagem), adultos (entre 5 a 9 meses), Tg(BAC-MPO:GFP) (marca neutro6filos com
fluorescéncia verde), Tg(Lyz:dsRed) (marca células mieloides com fluorescéncia vermelha) e o
duplo trangénico Tg(BAC-MPO:GFP;Lyz:dsRed)(células mieloides em vermelho e neutroéfilos em
verde) (Figura 3A).

Os animais foram mantidos em tanques de 3L (15 animais por tanque), com fotoperiodo
14/10 e temperaturas controlados e recebendo dieta balanceada duas vezes por dia, indicados
como padrdes para manter a saude dos peixes (https://zfin.org/zf info/zfbook/zfbk.html).
Todos os procedimentos realizados foram de acordo com os principios propostos pela Sociedade
Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério/Colégio Brasileiro para Experimentacdo
Animal (SBCAL/COBEA) e foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais do Instituto
de Ciéncias Biomédicas da USP (protocolo n°42/2017).

3.3. Lesaorenal aguda induzida por cisplatina

0 modelo de LRA foi induzido pela administracao de cisplatina (C-PLATIN, Blau Farmacéutica
- Cotia, SP), uma droga antitumoral com efeitos adversos para os rins quando atinge doses mais
altas que o recomendado. Experimentos que utilizam cisplatina como indutor de lesdo renal ja
foram descritos em camundongos e larvas de zebrafish (37, 38), porém ainda ndo existem dados
em adultos de zebrafish. Por tanto, a partir das informacgdes extraidas da utilizacdo em
camundongos e em larvas, nds testamos diferentes doses e concentracdes, injetadas no
peritbnio, até chegar a dose de 0,1275 mg/g de peso do animal. Controles receberam NaCl 0,9%
no mesmo volume dos peixes tratados. Para a injecdo, nds anestesiamos os animais, utilizamos
um papel filtro para remover a umidade e pesamos os animais, apds a pesagem os animais foram
posicionados em uma esponja umida com o ventre voltado para cima, de forma a facilitar a
injecdo. Ap0s a injecdo os animais foram colocados em um tanque oxigenado de recuperacgdo e

aguardamos a retomada dos movimentos do animal.

3.4. Curvade Sobrevida

O primeiro parametro para avaliacio do efeito biolégico da dose de cisplatina foi o
estabelecimento de uma curva de sobrevida. Para isso injetamos (i.p.) 0,1275 mg/g em um
grupo e o volume compativel de NaCl (0,9%) em outro grupo que foi utilizado como controle.
Para os experimentos com acetato, os animais foram submetidos a gavagem com 4ulL de acetato
1M dois dias antes da injecdo intraperitoneal. Para a gavagem os animais foram anestesiados e

posicionados verticalmente com a cabeca voltada para cima, e para a aplicagdo do acetato


https://zfin.org/zf_info/zfbook/zfbk.html
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utilizamos uma pipeta acoplada a uma ponteira microloader (Eppendorf). Apds a inje¢do os
animais foram acompanhados durante 10 dias. As curvas foram feitas com 10 animais por grupo

e repetidas duas vezes cada.

3.5. Analise histologica

Para os cortes histolégicos, os adultos de zebrafish foram eutanasiados em diferentes tempos
e fixados com paraformaldeido 4%/1xPBS/0,1% DMSO e deixados overnight a 4°C. Os rins foram
dissecados, lavados em etanol 70% e mantidos a 4°C. Posteriormente, os rins foram processados
para sua inclusdo em parafina, cortados em espessura de 5-8um e corados com hematoxilina e

eosina.

3.6. Analise de integridade tubular

Para analisar a integridade tubular, nés injetamos cisplatina (i.p.) ou NaCl e apds 14 horas foi
injetado 20uL de Dextran-FITC (500kD) (Sigma - FD500S) também intraperitoneal. Os animais
foram eutanasiados 24h apés a injecao de cisplatina. Dessa forma o FITC-Dextran se manteve no
organismo durante 10 horas, tempo necessario para ser filtrado pelo rim. Os rins foram

coletados e em seguida visualizados em microscépio de fluorescéncia.

3.7. Ensaio de TUNEL

0 ensaio de TUNEL foi realizado em laminas parafinizadas utilizando o kit enzimatico (Roche
Diagnostics - 11684795910). As laminas foram tratadas com uma solucdo de proteinase K para a
permeabilizacdo, para isso foram incubadas com a solucdo por 30 minutos a 37°C. Em seguida
foram lavadas duas vezes com PBS 1x. Por fim foram incubadas com o mix de Enzyme Solution e

Label Solution na proporg¢ao de 1:10 por duas horas.

3.8. Imunofluorescéncia

A imunofluorescéncia foi realizada em corte de tecido congelado. Para a preparacdo do
tecido, apds a eutanasia dos animais o rim foi coletado, mantendo sua integridade e fixado em
Paraformaldeido 4% + DMSO 1% overnight. Os rins foram lavados em Dimetilsulféxido e logo em
PBS 1 X, e foram transferidos para sucrose 30% overnight a 4°C e logo em Sucrose 30% + O.C.T
na propor¢do de 1:1 overnight a 4°C e por ultimo em Tissue Tek O.C.T. overnight a
4°C.Posteriormente os rins foram congelados em O.C.T puro e levados para corte de 5-8um no
criostato. Para a imunofluorescéncia as laminas foram colocadas em camara umida e os cortes
separados com caneta hidrofébica e hidratados com PBS 1x. Em seguida foram permeabilizadas

e bloqueadas com Triton 1,5% + SFB 10% + PBS 1x por 45 minutos a temperatura ambiente. Em



Material e Métodoys |26

seguida foram incubados com os anticorpos primarios para Histona H3 fosforilada (Abcam -
ab14955) (1:200) e anti-GFP (Invitrogen - ma5-15256) (1:200) por 36 horas. Apo6s a lavagem
com PBS as laminas foram incubadas com os respectivos anticorpos secundarios por duas horas
e entdo marcadas com 4'6'-diamino-2-fenil-indol (1:500) por 5 minutos. Por fim foram
montadas em meio hidrofilico e seladas com esmalte. A quantificacdo da imunofluorescéncia foi
feita pela média do ntimero total de células positivas em cada campo de 20x do microscopio.

Trés campos por amostra foram computados, sendo trés amostras por grupo.

3.9. Citometria de fluxo

Para avaliagdo do infiltrado celular por citometria de fluxo, as células renais de animais
transgénicos (BAC-MPO:GFP) foram dissociadas do rim apds passarem pelo cellstrainer e em
seguida incubadas com marcador de viabilidade (LIVE&DEAD, Life Technologies, USA) por 30
minutos a 42C. Em seguida, as células foram lavadas com PBS 1x, centrifugadas por 5 minutos a
300xg e levadas para leitura em citometro de fluxo. A aquisicdo das células marcadas foi
realizada em citdometro de fluxo (FACSCanto II, BD Bioscience, EUA) e as analises realizadas pelo
software Flow]o (Tree Star, Ashland, OR, EUA). Para as analises, o posicionamento das sele¢des
(gates) foram inicialmente feitas em FSC-H vs. FSC-A, seguida da selecdo de todas as células na

avaliacdo FSC-A vs. SSC-A e depois em células negativas para a marcacdo Live&Dead.

3.10. Analise estatistica

Os graficos e as andlises estatisticas foram realizados com auxilio do software Graphpad
Prism® 6. Em todas as variaveis foram testadas a distribuicdo normal e a varidncia homogénea.
Quando a distribuicdo foi considerada normal e com varidncia homogénea utilizou-se testes
paramétricos. Nos casos em que a distribuicdo nao foi Gaussiana ou em que as variancias foram
estatisticamente significativas entre os grupos utilizou-se testes ndo paramétricos. Os resultados
foram expressos em média * erro padrdo da média (EPM). As diferencas observadas foram
consideradas significativas quando p < 0,05 (5%). Para analises de mortalidade foram utilizados
teste de LogRank e Gehan-Breslow-Wilcoxon. As diferencas observadas foram consideradas

significativas quando p < 0,05 (5%).



Reswltadoy |27

4. RESULTADOS
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4. RESULTADOS
4.1. Determinacao da dose de cisplatina e induc¢ao da Lesdo Renal Aguda

Nosso primeiro experimento mirava identificar uma concentracdo de cisplatina que
induzisse lesdo renal aguda, tendo como leitura de falha renal, a retenc¢do de liquidos pelo animal
(inchaco abdominal) e morte. Para isso diferentes doses e concentragdes foram testadas,
buscando aquela que levasse a um processo em que a morte dos animais ocorresse de modo
gradual. Dentro das doses testadas, a dose de 0,1275mg/g foi a que apresentou resultados mais
adequados. Na curva de sobrevida podemos observar que a morte dos animais tratados com
cisplatina é continua durantes os primeiros dias, causando mortalidade mais acentuada nas
primeiras 24 horas e progredindo até 80% de morte no quinto dia, no qual os animais parecem
se estabilizar e seguem vivos até o fim da andlise (Figura 4A). Os animais controles foram
tratados com NaCl (0,9%) e receberam o mesmo volume/peso que os animais do grupo
cisplatina, mostrando que a morte dos peixes ndo esta relacionado com o volume injetado mas
com o efeito toxico da cisplatina. Ainda a fim de padronizar nosso tratamento nés testamos se o
género dos peixes poderia influir na sobrevida, por isso comparamos o mortalidade em fémeas
com a mortalidade em machos. Nossa escolha inicial de utilizar fémeas se deu devido a estas
possuirem um maior espago peritoneal, para carregar os ovos e, portanto, maior facilidade na
manipulacdo e injecdo de maiores volumes. Ao compararmos a sobrevida de fémeas com os
peixes machos, ndo observamos diferencas, ambas as curvas progridem de modo similar ao
longo do tempo (Figura 44A).

Em seguida, n6s questionamos se a morte observada na curva de sobrevida estaria, de
fato, relacionada com lesdo no rim. Para verificar a lesdo e acompanhar sua progressdo nés
injetamos cisplatina nos animais e realizamos uma cinética da progressdo da doenga coletando
tecido renal em diferentes dias. Foi possivel observar que enquanto os animais controles
apresentaram tdbulos bem delimitados (Figura 4B - seta em preto), e estrutura do tecido
preservada, apés 24 horas da injecdo de cisplatina a arquitetura dos tibulos renais se vé afetada
e suas células possuem caracteristicas de células em apoptose como encolhimento da célula,
hipercromasia e picnose nuclear (Figura 4B - seta em amarelo). Quatro dias apds a injecdo
observamos que a estrutura do tecido renal parece estar se remodelando e ja é possivel observar
tubulos integros. Aos oito dias, o rim parece estar retomando sua arquitetura, e pode-se
encontrar evidéncias de neo-formag¢do de tubulos (Figura 4B - seta verde) e mais uma vez,
tubulos integros similares aos dos animais controles.

Uma vez que a histologia evidenciou a lesdo tubular, decidimos avaliar a fun¢do renal. Em
modelos animais mamiferos e em humanos é comum a mensuracdo de produtos residuais do

metabolismo como indicativo da filtracdo glomerular, equivalente a funcdo renal. Para isso, sdo



Resultados| 29

dosados os niveis de creatinina e ureia no sangue. No entanto, no zebrafish a extracao de sangue
envolve uma dificuldade técnica muito grande e estes métodos em particular estdo ainda sendo
adaptados em nosso laboratoério. Por esse motivo, aplicamos outra técnica que evidencia a
capacidade de filtragio de sangue pelo rim. Para isso injetamos FITC-dextran, uma
macromolécula acoplada a um marcador fluorescente, nos animais tratados com cisplatina ou
com NaCl, para avaliar sua filtracdo pelo rim. A marcag¢do com FITC-dextran nos mostrou que, de
fato, ap6s 24 horas, os animais injetados com cisplatina apresentam rins nos quais os ttbulos
perdem sua forma e deixam extravasar o conteddo filtrado (Figura 4C). Esse fendmeno ja havia
sido descrito na literatura, porém em um tratamento com gentamicina (Diep, Cuong Q., et al.
2011). Com a comprovacdo de que a concentragdo e regime de cisplatina escolhido eram
adequados como modelo de LRA nosso préoximo objetivo foi caracterizar esse modelo e entender

os eventos celulares por tras da lesio renal.
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Figura 4. Cisplatina induz morte e lesdo renal. A. Curva de sobrevida: animais controles (CTL) injetados com Nacl
0,9% e animais injetados com cisplatina (Cisplatin); a esquerda comparacao de doses; a direita comparagdo dos sexos;
n=20 por experimento; B. Corte histoldégico corado em HE de rim de zebrafish (40x): setas pretas indicam tibulos
integros, setas amarelas lesdo tubular e seta verde indica neoformacédo tubular; C. Microscopia fluorescente: filtracdo
tubular de Dextran-FITC (500kD) - 520 nm; 24 horas ap6s injecdo de NaCl (CTL) ou cisplatina (Cisplatin 1dpi).
(*p<0.05 vs Controle - Log-rank (Mantel-Cox) test (conservative)).
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4.2. Determinacio da taxa de morte e de proliferacio celular apds inducio de lesiao

Nossos resultados iniciais indicam que a lesdo renal por cisplatina parece causar pico de
dano em 24 horas e que a partir de 4 dias ja é possivel observar estruturas regeneradas, em
seguida, realizamos um ensaio para verificar os niveis de morte celular e uma
imunofluorescéncia para identificar a taxa de proliferacdo, uma vez que esse processo poderia
estar relacionado com o de regeneracgdo. O ensaio de TUNEL revelou que a taxa de morte das
células dos animais que foram injetados com cisplatina progride até o quarto dia e entdo comeca
a decrescer, foi ainda possivel identificar que muitas células mortas se apresentam proximas a
regides tubulares, principalmente nas primeiras 24h e no grupo de quatro dias (Figura 5A e 5B).
Para verificar a taxa de proliferacdo celular nés realizamos uma imunofluorescéncia para o
marcador de mitose Histona H3 fosforilada. Os resultados revelaram um pico na taxa de
proliferacdo 24 horas apéds a injecdo de cisplatina, que regride ap6s quatro dias e com seis dias
tem um novo aumento, reduzindo oito dias apods a indu¢do da lesdo renal (Figura 5C e 5D). Assim
como as células mortas, muitas das células em proliferacdo se apresentavam na regido tubular.
Tal fato nos indicou que possivelmente a marca¢do de proliferacdo indicava o processo de
regeneracdo tubular. Porém faltava-nos identificar a atuagdo do sistema imune no processo e

por tanto, esse foi 0 nosso préximo passo.
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Cell number/ 20x field

Figura 5. Cisplatina induz morte e proliferacdo celular no rim de zebrafish. A. Ensaio de TUNEL para marcagdo
de morte celular; B. Média do ndmero de células positivas no ensaio de TUNEL por campo de 20x; C.
Imunofluorescéncia para histona H3 fosforilada como marcador de proliferacdo celular; D. Média do nimero de
células positivas para histona H3 fosforilada por campo de 20x. (*p<0.05 vs Control - 1way Anova)
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4.3. Avaliacdo do infiltrado inflamatdrio apds 24 horas de lesdo

Apos observar um grande aumento da proliferacdo 24 horas apds injegao de cisplatina
hipotetizamos que com o dano tecidual causado pela cisplatina, as células do rim poderiam
iniciar uma resposta proliferativa frente a lesdo. Porém, uma vez que a morte celular libera
DAMPs, que poderiam recrutar células do sistema imune para o 6rgao, precisdvamos descartar a
possibilidade de a proliferacdo ser uma resposta das células do sistema imunolégico. Sendo
assim, para comprovar ou descartar esta idéia, primeiro caracterizamos o infiltrado mieléide no
rim, utilizando peixes duplo transgénico que possuem marcadores fluorescentes para células
mieléides em vermelho e neutroéfilos positivos para mieloperoxidase em verde. Os peixes
Tg(BAC-MPO:GFP;Lyz:dsRed) foram injetados com cisplatina ou NaCl e apds 24 horas foram
eutanasiados e seus rins foram observados diretamente ao microscopio de fluorescéncia. Pela
microscopia foi possivel distinguir trés populagdes diferentes de células, as que expressam
ambos os marcadores e as que expressam individualmente cada um dos marcadores (Figura 6A).
Porém, pela contagem de células, a populacdo que expressa ambos os marcadores se mostrou
aumentada no grupo que recebeu a cisplatina quando comparado ao grupo controle (Figura 6B).
Apesar de ndo conseguirmos definir com precisdo a populagdo, podemos dizer que essas células
provavelmente sao neutrofilos e macréfagos que migraram para o rim.

Para confirmar os dados obtidos pela microscopia, decidimos utilizar animais transgénicos
apenas para uma das populacdes e repetir o experimento, porém agora analisando por
citometria. A citometria do rim dos animais Tg (BAC-MPO:GFP) mostrou que, de fato, hd um
aumento significativo no ntimero total de células que expressam MPO no rim 24 horas apés a
inducdo da lesdo renal. Com esse resultado faltava-nos identificar se essas células seriam as

responsaveis pela alta taxa de proliferacao identificada apds 24 horas de indugao da lesao.
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Figura 6. Formacio de infiltrado 24 horas apds injecdo. A. Microscopia de fluorescéncia (aumento de 20x) do rim
de animais tg(Lyz:dsRed;MPO:GFP) 24 horas apds injecdo de NaCl (CTL) ou Cisplatina (Cisp), n=3 animais por grupo;
B. Numero total de células transgénicas no rim dos animais tratados; C. Estratégia de gate utilizada para analise da
citometria. Porcentagem de células MPO+ por citometria de fluxo do rim de animais tg(MPO:GFP) 24 horas apds
injecdo de NaCl (CTL) ou Cisplatina; D. Quantificagdo da porcentagem e do numero total de células MPO+ por
citometria de fluxo do rim de animais tg(MPO:GFP) 24 horas ap6és inje¢do de NaCl (CTL) ou Cisplatina. n=5 animais

por grupo; (*p<0.05 vs Control).
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4.4. Avaliacio da proliferacio de células MPO+

Uma vez que identificamos uma populagio MPO+ infiltrante no rim 24 horas apds a
injecdo de cisplatina, avaliamos se se essas células poderiam estar proliferando no rim e
consequentemente agravando o processo da lesdo. Para isso realizamos uma
imunofluorescéncia utilizando os animais Tg (MPO:GFP) e injetamos cisplatina em um grupo e
NaCl no grupo controle. 24 horas ap6s a injecdo nos realizamos a eutanasia e coletamos os rins
preparando-os para o ensaio de imunofluorescéncia. Nossos resultados confirmaram, mais uma
vez, um aumento no infiltrado de células MPO positivas no grupo que recebeu cisplatina (Figura
7A e 7A’) e também a alta taxa de proliferacido celular indicado pela marca¢do da Histona H3
(Figura 7B e 7B’). Porém, a sobreposicdo das imagens revelou que nido sdo as células MPO

positivas que estdo proliferando, mas sim outra populacio celular (Figura 7C e 7C’).

Histone H3

Figura 7. Proliferacdo induzida apds lesdo por Cisplatina ocorre em células nido imunes. A e A’. Infiltrado de
células MPO+ apds injecdo de cisplatina ou NaCl por imunofluorescéncia do rim de zebrafish tg(MPO:GFP); B e B'.
Marcagdo histona H3 fosforilada como indicativo de proliferacdo celular; C e C’. Merge das imagens indicando a
proliferacdo das células MPO+. N=4 animais por grupo. (aumento de 20x).
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4.5, Sobrevida dos animais tratados com acetato

Uma vez que nosso modelo de inducao de LRA estava bem estabelecido e a participacao
do sistema imune foi confirmada, decidimos tratar os animais com um &cido graxo de cadeia
curta para tentar reduzir os efeitos da inflamacdo no processo de lesdo renal. Para isso
primeiramente realizamos testes com dois regimes de tratamento com acetato, tratando os
animais no mesmo dia da injecdo com cisplatina ou pré-tratando dois dias antes. O tratamento
dos animais com acetato 1M, por gavagem, no mesmo dia da injecdo com cisplatina nao foi capaz
de melhorar significativamente a sobrevida dos animais (Figura 8A), entretanto,observamos que
os animais tratados com acetato morreram apenas nos dois primeiros dias ao contrario do
grupo ndo-tratado que continuou apresentando mortes. Devido a esse resultado, decidimos
tratar os animais de forma profilatica e para isso aplicamos o acetato 1M dois dias antes da
inducao da lesdo. A curva de sobrevida mostra que o tratamento apenas com acetato parece nao
ter efeitos adversos, visto que ndo houve alteracdes na sobrevida. Os animais nido-tratados com
acetato que receberam a cisplatina tiveram comportamento similar com o que ja haviamos
descrito, tendo uma queda na sobrevida nas primeiras 24 horas e uma morte continua nos dias
subsequentes. Porém aqueles animais que foram pré-tratados com acetato apresentaram
melhora significativa, se mostrando resistentes nos dois primeiros dias e apesar de
apresentarem morte nos dias seguintes, tiveram aproximadamente 30% a mais de sobrevida

quando comparados com o grupo que ndo recebeu o acetato (Figura 8B).
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Figura 8. Tratamento com acetato aumenta a sobrevida dos animais injetados com cisplatina. A. Sobrevida dos
animais tratados com acetato no mesmo dia da inje¢do de cisplatina. N=10 animais por grupo. B. Sobrevida de animais
submetidos a gavagem com acetato 1M dois dias antes das inje¢des de NaCl (CTL) ou Cisplatina; n=20 animais por
grupo. (***p<0.05 vs Controle - Log-rank (Mantel-Cox) test (conservative)).

4.6. Avaliacdo dalesido renal apds o tratamento com acetato

Tendo em vista que o tratamento profilatico com o acetato reduziu a mortalidade dos
animais, restava-nos avaliar se a menor mortalidade era acompanhada de uma melhora na lesdo
renal. Portanto, nds realizamos o tratamento com acetato e mais uma vez eutanasiamos os
animais em diferentes dias para analisar a progressao da lesdo renal.

Foi possivel observar que o acetato se mostrou capaz de preservar as estruturas,
mantendo os tdbulos integros comparado ao grupo nao-tratado em 24 horas (Figura 9).
Acompanhando os dados da curva de sobrevida, é possivel verificar a melhora na arquitetura
renal ap6s quatro dias, para os animais tratados apenas com cisplatina, e por outro lado, uma
piora nos animais que foram tratados com acetato. Porém, apds seis dias, ambos os grupos

parecem ter recuperado o tecido e se assemelham com os animais controle.
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Acetato

Figura 9: Acetato reduz lesdo renal nas primeiras 24 horas. Corte histolégico corado em HE de rim de zebrafish
(40x). Animais tratados com NaCl (Controle) ou com Cisplatina (Cisplatina e Acetato). Grupo Acetato foi tratado por
gavagem com acetato 1M. Setas pretas indicam estruturas integras; setas amarelas indicam estruturas lesionadas. N =
4 animais por grupo

4.7. Infiltrado de células MPO+ apds o tratamento com acetato

Uma vez que haviamos identificado um aumento no infiltrado de células pro-
inflamatdrias ap6s o tratamento com cisplatina e haviamos hipotetizado que essas células
poderiam, de alguma forma, agravar a lesdo, imaginamos que a melhora na lesdo renal poderia
estar relacionada com uma diminuicdo no infiltrado dessas células. Por essa razao nés tratamos
os animais com cisplatina, dividindo-os em dois grupo, tratados ou ndo com acetato, em
eutanasiamos no pico de inflamacdo, apds 24 horas da injecdo. O rim foi coletado e levado
integro ao microscdpio de fluorescéncia.

Ao analisarmos os resultados, foi possivel observar que ambos os grupo tiveram um
aumento no infiltrado de células quando comparados ao controle, principalmente préximo a
regido dos tubulos (Figura 10 setas amarelas). Ao compararmos os grupos que foram tratados
com cisplatina, ndo foi possivel identificar clara diferenca na quantidade de células infiltrantes

nos animais que foram ou ndo tratados com o acetato. Sendo assim, concluimos que nas
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primeiras 24 horas o acido graxo ndo foi capaz de inibir o aumento de células MPO+ na LRAs. Tal
fato abriu caminho para investigarmos se de alguma forma aquele microambiente poderia estar
sofrendo algum tipo de regulacdo. E por isso decidimos checar o perfil de ativacdo das células

responsaveis pela lesdo e reparo do tecido, os macro6fagos.

50 um

Figura 10: Acetato nio reduz infiltrado de células MPO+ apo6s 24 horas da inducio da lesdo. Microscopia de
fluorescéncia de rim integro de zebrafish. Animais transgénicos expressando o marcador GFP na proteina MPO. Rim
foi dissecado cuidadosamente e observado diretamente no microscopio de fluorescéncia. Setas amarelas indicam

concentragdo de células na regido tubular. N = 3 animais por grupo

4.8. Avaliacao do perfil das células infiltrantes

Para avaliarmos os macrdfagos utilizamos um peixe duplo transgénico, expressando o
marcador mCherry na molécula MPEG, uma proteina de membrana especifica de macrofagos, e
também expressando o marcador GFP acoplado ao promotor do gene para a citocina proé

inflamatéria TNF-a. Dessa forma, nés poderiamos avaliar trés diferentes popula¢des: Os
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macrofagos ativados e direcionados para um perfil pré inflamatério (expressando ambos os
marcadores), os macrofagos que nio sio pro inflamatérios e as células que nio sdo macréfagos
mas que estdo atuando de forma inflamatéria no tecido (expressando apenas o TNF-a). Sendo
assim, animais injetados com cisplatina tratados ou ndo com acetato foram eutanasiados apos 24
horas, para acompanharmos a atua¢do do sistema imunoldgico durante o pico da lesdo nos
animais. O rim dos animais foi removido cuidadosamente e levado para o microscépio confocal.
Ao analisarmos as imagens podemos identificar que os animais sadios, sem LRA,
possuem poucas células expressando TNF-a e que seus tdbulos estdo marcados em vermelho,
indicando a presenca de macréfagos circulantes (Figura 11 - seta azul). H4 também alguns
macrofagos fora da area do tibulo, podendo ser caracterizados como macréfagos residentes do
tecido renal. Por outro lado, nos animais tratados com cisplatina ha um grande aumento na
quantidade de células expressando TNF-a, que é acompanhado pelo aumento na quantidade de
macroéfagos, além disso, surgem células duplo positivo (Figura 11 - setas amarelas), indicando
macréfagos M1, proé-inflamatérios. Nesses animais ndo foi possivel identificar a estrutura
tubular, o que nos indica que a lesdo induzida pela cisplatina permitiu uma quantidade maior de
macréfagos extravasar para o tecido renal. J& nos animais tratados com acetato antes de
receberem a cisplatina é possivel identificar novamente os tubulos (Figura 11 - setas azuis),
indicando a preservacdo da estrutura, porém, vemos um maior nimero de macréfagos nesses
tubulos. Nesses animais ha também o aumento de células expressando TNF-a e o surgimento de

macrofagos proé inflamatérios.
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Figura 11: Acetato preserva estrutura tubular, mas ndo modula atuag¢do do sistema imune. Microscopia
confocal de rim integro de zebrafish transgénico. Os animais expressam a proteina MPEG em vermelho e a citocina
proé-inflamatoéria TNF-a em verde. Os animais foram tratados com cisplatina ap6s terem ou ndo recebido o acetato por
gavagem. Grupo controle recebeu apenas NaCl. Na figura: setas azuis indicam tubulo integro; setas amarelas indicam

células duplo positivo. N = 3 animais por grupo
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5. DISCUSSAO
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5. DISCUSSAO

A Lesao Renal Aguda (LRA) é caracterizada por levar a perda da fun¢do do rim em horas ou
dias, devido a perda da borda em escova do tdbulo proximal e perda irregular de células
tubulares. Diversos modelos indutores de lesdo renal ja foram criados e utilizados, sendo que, os
modelos que utilizam camundongos sdo extremamente consolidados. Optamos nesse projeto
pelo desafio de utilizar um novo modelo animal, pouco estabelecido no Brasil, mas com diversas
vantagens. O zebrafish tem surgido como um exelente modelo para manipulacdo genética e isso
abre caminho para explorar novas técnicas pouco utilizados em nosso laboratério. Em modelos
de lesdo renal é bem estabelecido, para zebrafish, tanto em adultos quanto em larvas, o uso de
gentamicina como indutor, porém, um dos objetivos do nosso projeto foi estudar a participacao
do acetato, e, por este ser um produto da microbiota, ndo achamos valido o uso de um
antibiético como o indutor da lesao.

Nosso modelo de injecdo intraperitoneal de cisplatina em peixes Danio rerio adultos foi
capaz de induzir lesdo renal uma vez que foi observada a perda da arquitetura do 6rgdo, com
caracteristica perda da estrutura do tubulo proximal, e também a perda de funcdo, demonstrada
pelo ensaio de filtragdo do FITC-dextran evidenciando uma menor capacidade de filtracdo que os
controles.

A progressdo da lesdo renal ao longo dos dias é comparavel com o modelo ja descrito por
Robert A. McKee e colaboradores (60) utilizando gentamicina como droga indutora da lesdo. Em
ambos os modelos analisando a histologia dos rins vemos uma lesdo intensa nas primeiras 24
horas e com o inicio do processo de regeneracdo iniciando apdés o terceiro dia. Como
consequéncia do intenso dano gerado pela inducdo da lesdo renal, os peixes progridem
rapidamente para morte, esse processo persiste por cinco dias e, a partir desse ponto, os animais
que sobreviveram ao serem eutanasiados apresentam pontos de regenerac¢do tecidual, com a
formacdo de novos tubulos integros. A perda da arquitetura e de células tubulares parece ser
evidente quando utilizamos marcadores de morte celular e identificamos altas taxas de morte
nos primeiros dias apds a injecdo de cisplatina, o que pode explicar o desarranjo do érgdo e a
perda de fungio deste.

Tal experimento foi escolhido devido ao fato do processo de apoptose ser um bom indicador
de lesdo renal, Huang e colaboradores (61) a partir de técnicas de citometria caracterizaram a
lesdo renal em camundongos utilizando marcadores de apoptose. Uma vez que os sinais de dano
e morte celular podem ser o gatilho para ativar mecanismos compensatérios as células podem
comegar a proliferar para repor aquelas que estdo se perdendo. Esse mecanismo poderia
explicar o comportamento das células que apresentam logo nas primeiras 24 horas o maior pico
de proliferacao, apesar de ndo ser o maior pico de morte celular. A elevada morte nas primeiras

24 horas pode estar relacionada com a subita lesdo gerada pelo modelo, desorganizando a
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estrutura do tecido e gerando um processo inflamatério no qual células comegam a migrar
enquanto outras recebem sinais de proliferacdo. Por esse motivo vemos na histologia das
laminas de 24 horas ap6s a indu¢do da lesdo um sistema desorganizado, com espagos
intersticiais e células obliteradas. Nos dias seguintes o 6rgdo parece iniciar um processo de
recuperagdo, porém os efeitos da cisplatina continuam atuando e as células continuam
morrendo até o quarto dia. Quando os niveis de morte celular come¢am a diminuir também se
inicia o processo de reorganizacdo e recuperacdo do tecido, e podemos identificar a formacao de
novas estruturas tubulares. A regenerag¢do do rim em zebrafish é algo amplamente estudado e ja
foram criados peixes transgénicos com células reporters para a caracterizacdo do processo de
regeneracdo (62,63). A regeneracdo apds os trés primeiros dias da inducao da lesdo também foi
observada em modelo de gentamicina (64), na qual o grupo induzia diferentes intensidades de
lesdo, e assim, puderam identificar que a regeneracdo ocorre apenas a partir de determinado
nivel de destruicao tecidual.

Nossos dados nos levam a concluir que a cisplatina na concentracdo de 0,025mg/g de peso
do animal é capaz de levar a morte de aproximadamente 80% dos animais em oito dias, além
disso a morte parece estar relacionada com a destruicdo de estruturas fundamentais no rim,
como a perda da borda dos tdbulos que, por sua vez, perdem sua capacidade de filtragdo. O
processo de morte celular reforca os dados da lesdo tubular identificada por histologia e pela
analise de filtracdo de FITC-Dextran e, por outro lado, o processo de proliferacido celular parece
estar atrelado ao processo de regeneracdo do rim.

Durante o processo de DR diversos trabalhos ja descreveram que o sistema imune atua
inicialmente contribuindo para o agravamento da lesdo, uma vez que a morte celular libera no
meio externo DAMPs e ativa células residentes como macréfagos e mastocitos que sido capazes
de rapidamente recrutar outras células para o local. Recentemente Singbartl e colaboradores
publicaram uma revisdo que relaciona diversos componentes do sistema imunolégico com o
processo de lesdo renal aguda (65), reforcando nossa ideia de que o sistema imune tem
participacdo crucial no progresso da lesdo. O infiltrado de células do sistema imune em um
ambiente pro-inflamatoério induz a liberacdo de mediadores como espécies reativas que acabam
por interagir com as préprias células do organismo e levar a destruicdo destas. Em nosso modelo
o sistema imunoldgico parece atuar também, verificamos o surgimento do infiltrado de células
positivas para marcadores de neutréfilos e macréfagos. Tais células nesse meio poderiam
receber sinais para proliferarem por isso nosso objetivo foi entender se a alta taxa de
proliferacdo vista 24 horas ap6s a induc¢do da lesdo estava relacionada com uma resposta
compensatoéria do organismo, proliferando as células renais, ou se seria parte do processo de
agravamento da lesdo por a¢do do sistema imune. A resposta proliferativa frente a lesdes renais

ja havia sido descrita por Benjamin D. Humphreys e seu grupo em 2008 (66), quando utilizando
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o marcador de proliferacdo Ki67 ele identificou em modelo murinho a proliferacdo das células
epiteliais dos tubulos ap6s uma injuria. Com nossos dados de imunofluorescéncia noés
reforcamos o resultado de que a proliferacdo é uma resposta do organismo frente a lesao,
buscando se reorganizar para regenerar o 6rgdo. O compilado desses resultados comprova a
importancia da atuagdo do sistema imunoldgico no processo de lesdo renal, dessa forma,
concluimos que as células mieldides e os neutroéfilos presentes no infiltrado sdo pilares no
processo da doenga.

Uma vez que identificamos o sistema imune como atuante no processo da lesdo, nossa
estratégia foi pensar em uma forma de manipular o microambiente pré-inflamatério para
diminuir o sinal de ativacido para essas células de forma que elas ndo exacerbassem a lesdo. Em
nosso laboratério ja haviamos utilizado produtos oriundos da microbiota, como os AGCC, para
melhorar o progndstico de lesdes renais associadas a isquemia e reperfusdo em camundongos
(57), por isso utilizamos o acetato que é descrito como um potente mediador anti-inflamatoério,
podendo atuar diretamente nas células do sistema imunolégico.

Nossa primeira abordagem foi de tratar os animais com acetato e logo em seguida injetar
a cisplatina, porém o que observamos foi que ndo houve diferenca na mortalidade dos dois
primeiros dias para os dois grupos que receberam a cisplatina, porém que apds esse periodo o
acetato diminuiria a taxa de morte dos animais. Por esse motivo decidimos tratar os animais
dois dias antes da injecao de cisplatina, supondo que o acetato precisaria de um tempo de
aproximadamente dois dias para agir e modificar o ambiente de forma a influenciar no processo
dalesdo. De fato, com esse protocolo conseguimos diferenca nas curvas de sobrevida, mostrando
que dois dias apds a injecdo de cisplatina ndo tinhamos animais mortos no grupo tratado com
acetato, enquanto no grupo que nao recebeu o tratamento a sobrevida ja era menor que 50%.

Em seguida, como haviamos confirmado que a morte induzida pela cisplatina se dava
devido a uma grave lesdo no rim dos animais, que deixava de cumprir suas fung¢des, nés
precisdvamos confirmar que o carater protetor do acetato era proveniente de uma menor lesdo
renal. Nossos dados mostraram que, de fato, o acetato é capaz de induzir uma maior preservagao
do tecido renal e com isso, um maior nimero de animais pode sobreviver. Restava-nos entdo
caracterizar a atuacdo do sistema imunoldgico frente ao acetato.

Os acidos graxos te cadeia curta tem ganhado forg¢a nos ultimos anos por serem parte dos
produtos da microbiota intestinal. Porém, em 2008 Sofia Tedelind e colaboradores (67) ja
descreviam o importante papel anti-inflamatério desses componentes, que se mostravam
capazes de inibir importantes vias da inflama¢ao como a via do NF-kB. Mais recentemente, em
2016, Michelle G. Rooks e seu grupo de Harvard (68) publicaram uma revisdo elucidando a
relacdo entre a microbiota, seus produtos e o sistema imune, mais uma vez descrevendo o

potente papel anti-inflamatério dos acidos graxos de cadeia curta. Portanto, tudo indicava que o
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acetato seria um importante modulador da resposta inflamatéria em nosso modelo de lesido
renal.

Nossos resultados, porém, ndo identificaram um menor infiltrado de células
inflamatérias nos animais que foram tratados, a quantidade de células infiltrantes ainda é alta
quando comparado ao controle e para conseguirmos diferenciar do grupo tratado apenas com
cisplatina precisariamos de um método mais especifico como a citometria de fluxo para
identificarmos a quantidade de células infiltrantes. Além disso, nds hipotetizamos que as células
poderiam estar atingindo diferentes estigios de ativacdo e que o acetato talvez fosse capaz de
inibir vias inflamatérias como a do TNF-a. Por essa razdo utilizamos os peixes transgénicos que
nos dariam a informacio de ativacdo das células e participacdo de macro6fagos. Mais uma vez os
resultados caminharam para o oposto do esperado e ndo encontramos grandes diferencas na
ativacdo das células, uma vez que a expressdo de TNF-a e o infiltrado de macréfagos se mostrou
similar nos grupo tratados. Esses dados nao vao de encontro com o observado por Andrade e
colaboradores (57) que em modelo de I/R em camundongos observou redugdo de diversos
marcadores e células pré-inflamatdrios, tanto da imunidade inata quanto adaptativa. 0 mesmo
foi observado por Kobayashi (69) e seu grupo, que observaram que AGCC poderiam, via
receptores GPR41 e GPR43, inibir a empressdao de TNF-a ao modular as vias p38 e JNK em
células corticais do rim de humanos. Por outro lado, em macréfagos de tecido adiposo foi visto
que o acetato, via o mesmo receptor GPR43, seria capaz de induzir um macréfago M2 a
expressar TNF-a (70). Apesar de nao terem sido desenvolvidos em zebrafish, esses trabalhos
demonstram a variabilidade que pode-se ter em resposta aos acidos graxos de cadeia curta,
sendo provavel que cada célula responda de uma forma diferente. Em nosso trabalho nao
conseguimos identificar a acdo do acetato em células como os macroéfagos e neutrofilos que
parecem nao deixar de expressar TNF-a. Porém, foi possivel reforcar a hipdtese de integridade
do tubulo renal, j4 que os macréfagos dos animais tratados com acetato pareciam manter-se
dentro dos tubulos.

Tais resultados abrem caminhos diversos para o surgimento de novas hipoteses, nosso
grupo acredita que o acetato possa estar induzindo células regulatérias, que ndo foram
analisadas no projeto ou que esse acido graxo tenha acdo direta nas células do rim, reduzindo
sua mortalidade ou aumentando sua taxa de proliferacdo. Em modelos de tumor, associados com
metformina, o acetato se mostrou uma molécula energética, sendo usada como um substrato
lipogénico e fornecendo energia para as células tumorais proliferarem(71). Sendo assim, tais

hip6teses ainda precisariam ser testadas em nosso modelo.
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6. CONCLUSAO

Com os resultados obtidos no presente trabalho e ap6s andlise e comparacdo com dados da
literatura, concluimos que o protocolo desenvolvido ao longo do projeto para a inducdo de LRA
em zebrafish foi eficaz, mostrando resultados consistentes e reprodutiveis, compativeis com o
encontrado na literatura e inovador. O tratamento com acetato (1M) se mostrou capaz de
reduzir a mortalidade observada ap6s a injecdo de cisplatina, protegendo o rim dos animais que
foram tratados. Por outro lado, o acido graxo ndo foi capaz de reduzir a infiltracdo de células
inflamatérias ou alterar seu perfil de ativacdo, ndo deixando clara a participacdo do sistema

imune no processo.

6.1 Conclusdes Especificas

o Nosso trabalho foi capaz de desenvolver um modelo de lesdo renal aguda em adultos de
zebrafish, uma vez que constatamos a lesdo por diversas técnicas diferentes.

o O acetato se mostrou capaz de proteger os animais da LRA, preservando a integridade
do 6rgao e aumentando a sobrevida.

o 0 trabalho identificou que ha um aumento na infiltracdo de macré6fagos apos a inducao
da lesdo, mostrando que essas células possuem participa¢do no processo. Porém, o acetato nao

foi capaz de alterar a ativagdo dos macroéfagos.
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UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

I COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
( INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS

ICBUSP

CEUA-ICB/USP - Telefone (11) 3081-7733 - e-mail: cep@icb.usp br

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado "Influéncia da microbiota no papel dos macréfagos durante a
lesdo renal aguda induzida por cisplatina em zebrafish", registrado sob o protocolo ne 42/2017, que envolve a
produgdo, manutencdo e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o
homem), para fins de Pesquisa Cientifica, encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n? 11.794, de 8 de outubro
de 2008, do Decreto n? 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle e Experimentacdo Animal (CONCEA). Ante esta conformidade, o referido projeto foi avaliado e aprovado
em 11/04/2017 pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de S3o0 Paulo (CEUA-ICB/USP), outorgando esta licenga de uso de animais com validade de 4 ano(s) a
partir da data de aprovagdo.
- Investigador Principal: Dr.(a.) Niels Olsen Saraiva Camara
- Departamento: Imunologia ‘
- Membros da Equipe: Guilherme José Bottura de Barros, Camila Morales

Ao final do periodo outorgado por esta licenga, o pesquisador responsavel devera encaminhar a esta
comissdo, até o Ultimo dia de validade da atual proposta, relatério final de acordo com a Resolugdo Normativa
CONCEA ne 30/2016 - Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizagdo de Animais em Atividades de Ensino ou de
Pesquisa Cientifica (DBCA), conforme modelo constante no endereco eletrénico www.ich.usp.br/ceua. Havendo
interesse na renovagdo do projeto, a solicitacdo deverd ser protocolada pela Secretaria da CEUA-ICB/USP até o
ultimo dia de validade da atual proposta. Apds esta data uma nova proposta devera ser encaminhada.

CERTIFICATE

We hereby certify that the project entitled "Influence of microbiota on the role of macrophages
during acute renal injury induced by cisplatin in zebrafish", protocol ne 42/2017, which involves the production,
maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human), for
Scientific Research Purposes, is in accordance with the provisions of the Law n2 11.794 passed on October 8"‘, 2008,
Decree n? 6899 passed on July 15‘", 2009, and the rules issued by the National Council for Control and Animal
Experimentation (CONCEA). According to this legislation, the project was evaluated and approved on 4/11/2017 by
the ETHICS COMMITTEE ON ANIMAL USE, Institute of Biomedical Sciences, University of Sao Paulo (CEUA-ICB/USP),
and the license for animal use is valid for 4 year(s) from the date of approval.

- Principal Investigator: Dr.(a.) Niels Olsen Saraiva Camara
- Team members: Guilherme José Bottura de Barros, Camila Morales.

At the end of the period granted by this license, the Principal Investigator must submit a final report of
the project to this committee, according to the Rule n2? 30 and the Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizagdo de
Animais em Atividades de Ensino ou de Pesquisa Cientifica (DBCA) issued by the CONCEA. If a renewal of the project
is intended, the request must be submitted to the CEUA-ICB/USP secretary before the expiration of the current
proposal. After this date, a new proposal must be prepared.

Espécie/Species Linhagem/Strain Sexo/Gender Idade-Peso/ Age-Weight Total
Danio rerio Wild type AB Macho/male 03g 93
Tg(Lys:DSRED) Macho/male 03g 48
Tg(mpeg-1:mCherry) Macho/male 59
Sdo Paulo, 18 de abril de 2017.
8 :
Prof. Dr. Anderson de S& Nunes ' Eliane Aparecida Gomes de Nascimento

Coordenador CEUA-ICB/USP Secretario CEUA-ICB/USP

Cidade Universitéria “Armando de Salles Oliveira’, Butanta, Sao Paulo, SP - Av. Professor Lineu Prestes, 2415 - ICB IIl - 05508 000
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Sigla Mome da Disciplina Inicio Término ('-‘”.q" Cred. Freq. Conc. Exc. Situacao
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9. Atividades Académicas e Cientificas

9.1 Formacao complementar

- Organizador do “VII Encontro de Pds-Graduagdo em Imunologia”. Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo. Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil. 19-21/02/2018.

- Avaliador de Poster na Disciplina BMI 296 - Imunologia, Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sdo Paulo. Sao Paulo, Sao Paulo, Brasil. 13/11/2017.

- Congresso XLII Congress of the Brazilian Society of Immunology. The influence of acetate on
the activation of macrophages in acute renal injury induced by cisplatin in zebrafish. 2017.

- Congresso “VI Encontro de Pds-Graduagdo em Imunologia”. Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo. Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil. 13-14/02/2017.

- Mini-curso “Biosseguranga em Biotérios”. Dr. Joel Majerowicz da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéria (ANVISA). Instituto de Ciéncias Biomédicas. Carga horéria: 8 horas. 26/02/2016.

- Curso “Uso de Animais em Experimentagdo”. Instituto de Ciéncias Biomédicas. Carga horaria: 10
horas. 24/02/2016.

- Curso “Armazenamento, Manuseio e Descarte de Produtos Quimicos”. Instituto de Ciéncias
Biomédicas. 23/02/2016.

- Curso “Biosseguranga e Boas Prdticas de Laboratorio do ICB”. Instituto de Ciéncias Biomédicas.

Carga horaria: 6 horas. 22/02/2016.

9.2 Capitulo de livros
- Terra, FF; Barros, GJB; Camara, NOS.Imunologia dos Transplantes. Livro: Imunoensaios:

Fundamento e Aplica¢des. (aguardando publicacdo).

9.3 Prémios

- Mencio honrosa pelo desempenho de terceira melhor apresentacio oral no nivel Mestrado no
“VII encontro de P6s-Graduacdo em Imunologia”. Titulo do trabalho: The influence of acetate on
the activation of macrophages in acute renal injury induced by cisplatin in zebrafish. Instituto de

Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo. Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil. 02/2018



