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FARIAS, C. Estudo da correlacdo entre o receptor P2X;e marcadores
inflamatorios na progressdo da nefropatia diabética em ratos. 2018. 45f.
Trabalho de Conclusdo de Curso (Bacharelado em Biomedicina) — Centro
Universitario Sdo Camilo, Sdo Paulo, 2018.

O diabetes mellitus é uma doencga cronica e metabdlica caracterizada pela
hiperglicemia, a qual ocorre devido a auséncia da secrecdo ou por deficiéncia na
acao da insulina. A hiperglicemia, entre outras acdes, é responsavel pelo aumento
da sintese de ATP; este interage com o receptor P2X7, e sua ativagdo promove a
abertura de poros na membrana plasmatica das células, podendo liberar diversas
substancias como as citocinas e levar a morte celular. A presenca de citocinas
inflamatorias no DM pode ter relagdo com a expressdo e ativacdo do P2X;. O
objetivo deste trabalho foi estudar a correlagéo entre o receptor P2X; e o perfil
inflamatorio em ratos diabéticos durante a progressédo da nefropatia diabética. Para
isso, ratos Wistar machos foram nefrectomizados unilateralmente, apdés uma semana
metade dos animais foi submetida a administracdo de estreptozotocina (60 mg/kg)
para inducdo do diabetes constituindo o grupo diabético (DM); a outra metade
recebeu o veiculo da droga, formando o grupo controle (CTL). No final das 52, 62, 72
e 82 semanas apos a inducdo do DM, foi aferida a glicemia e a massa corporal dos
animais, em seguida estes foram eutanasiados sob anestesia, e 0 rim remanescente
foi coletado para realizacdo do Western blot para analise do conteudo proteico de IL-
6, IL-10 e P2X;. Os resultados foram descritos como média +EP, com significancia
para p<0,05; a analise de variancia realizada pelo teste T de Student ndo pareado, e
as correlacbes foram realizadas pela analise de Spearman, utilizando o software
GraphPad Prisma 5.0. Os niveis de glicemia dos animais DM estavam
significantemente elevados nas 52, 62, 72 e 82 semanas de protocolo, assim como a
massa corporal estava significantemente reduzida em todas as semanas. Em
relagdo as citocinas, verificou-se que a IL-6 aumentou progressivamente até a 8°
semana, enquanto a IL-10 mostrou uma diminuicdo gradativa com o avan¢co da
doenca. O conteudo proteico do receptor P2X; encontrava-se aumentado no grupo
DM, em todas as semanas analisadas. Os dados de correlacdo indicaram
associacao significante durante as 72 e 82 semanas de diabetes, sendo que entre o
receptor P2X; e a glicemia houve uma correlacéo forte e positiva; entre o receptor e
a massa corporal houve uma correlacdo forte e negativa; e entre o receptor e a
citocina IL-6 uma correlagdo moderada e positiva; sem demonstrar correlagao
significante para a citocina IL-10. Concluimos que ha uma participacéo do P2X7 no
quadro inflamatério da nefropatia diabética, uma vez que observamos a elevacao e
correlacdo desse receptor e da citocina IL-6, acompanhado da reducéo da citocina
IL-10, sugere-se que o controle do estado inflamatério pode retardar e/ou amenizar
os danos causados pelo receptor, tornando-o um potencial alvo terapéutico na
doenca.

Palavras-chave: Diabetes Mellitus. Inflamac&o. Ratos. Receptores purinérgicos
P2X7. Rim



FARIAS, C. Study of correlation between the P2X; receptor and inflammatory
markers in the progression of diabetic nephropathy in rats. 2018. 45f.
Completion coursework (Bachelor degree in Biomedicine) - Centro Universitario S&o
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Diabetes mellitus is a chronic and metabolic disease characterized by
hyperglycemia, which occurs due to lack of secretion or deficiency in insulin action.
Hyperglycemia, among other actions, is responsible for increase ATP synthesis; this
interacts with the receptor P2X7, and its activation promotes the opening of pores in
the plasmatic membrane of cells, leading to death and/or release of cytokines. The
presence of inflammatory cytokines in DM may be related to the expression and
activation of P2X7. The objective of this study was to study the correlation between
the P2X; receptor and the inflammatory profile in diabetic rats during the progression
of diabetic nephropathy. For this, male Wistar rats were unilaterally nephrectomized,
after one week, a group of the animals were submitted to the administration of
streptozotocin (60 mg / kg) for induction of diabetes constituting the diabetic group
(DM); the other group received the drug vehicle, forming the control group (CTL). At
the end of the 5™, 6™, 7" and 8™ weeks after diabetes induction, the blood glucose
and weight of the animals were evaluated, then the animals were euthanized under
anesthesia, and the remaining kidney was collected for Western blot analysis for
protein content of IL-6, IL-10 and P2X;. The results were described as mean + SD,
with significance for p <0.05; the analysis of variance was performed by unpaired
Student T test, and correlations were performed by Spearman’'s analysis using
GraphPad Prisma 5.0 software. The glycemia levels of DM animals were significantly
elevated at the 5", 6™, 7" and 8™ weeks, as weight was significantly reduced at all
weeks. Regarding the cytokines, it was verified that IL-6 increased progressively until
the 8™ week, while IL-10 showed a gradual decrease with the disease progression.
The protein content of the P2X; receptor was increased in the DM group, in all
analyzed weeks. The correlation data indicated a significant association during the
7" and 8" weeks of diabetes, and between the P2X; receptor and glycemia there
was a strong and positive correlation; between receptor and weight there was a
strong and negative correlation; and between the receptor and the IL-6 cytokine a
moderate and positive correlation; without showing a significant correlation for IL-10
cytokine. We concluded that there is a participation of P2X7 in the inflammatory
picture of diabetic nephropathy, since we observed the elevation and correlation of
this receptor and IL-6 cytokine, accompanied by the reduction of the IL-10 cytokine, it
is suggested that the inflammatory state control can delay and / or ameliorate the
damage caused by the receptor, making it a potential therapeutic target in the
disease.

Keywords: Diabetes Mellitus. Inflammation. Rats. Purinergic receptors P2X;. Kidney.
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1 INTRODUCAO

1.1 Diabetes

O diabetes mellitus € uma doenca crénica e metabdlica caracterizada pela
hiperglicemia, a qual ocorre devido a auséncia de insulina ou por deficiéncia na acao
deste hormdnio, resultando em menor captacéo de glicose pelas células e reduzindo
a fonte de energia para os tecidos (Ministério da Saude, 2015). E uma doenca com
incidéncia e prevaléncia cada vez maior, isso se deve ao envelhecimento
populacional e principalmente ao estilo de vida atual caracterizado por alimentagao
inadequada e falta de atividade fisica, resultando em sobrepeso e obesidade
(Ferreira e Pititto, 2014).

Dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) indicam que em 1995 havia
135 milhBes de pessoas com diabetes; em 2005, 240 milhdes e, em 2014, 422
milhdes de pessoas estavam convivendo com essa doencga; sendo que destes, 13
milhdes séo brasileiros. Isso mostra que apesar dos avanc¢os na saude, a estatistica
dessa doenca s6 aumenta com o passar dos anos. Em 2015, cerca de 1,6 milhdo de
Obitos foram causados diretamente pelo diabetes ou pela hiperglicemia (Who,
2017).

Existem dois tipos principais de DM, tipo 1 e tipo 2. No tipo 1, fatores
genéticos associados a ambientais levam a resposta autoimune nas ilhotas de
Langerhans, culminando em destruicdo destas células e como resultado a
interrupcdo da producao de insulina (Forbes e Cooper, 2013). No tipo 2, ha alteracao
na sinalizacdo de moléculas intracelulares do receptor de insulina, a qual pode ser
ocasionada por fatores como estilo de vida, sobrepeso, hipertensédo, inflamagéo,
entre outros. A auséncia de captacao de glicose no organismo provoca danos que
contribuem para a lesdo de varios tecidos e 6rgéos; sendo a disfuncdo endotelial
uma dessas principais alteracdes. Os problemas vasculares relacionados ao
diabetes resultam em complicacbes como retinopatia e nefropatia diabética (ND)
(Forbes e Cooper, 2013).

A hiperglicemia é também responsavel pelo aumento na concentracdo

extracelular e liberagdo de adenosina trifosfato (ATP), principal fonte de energia
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celular; isto ocorre principalmente porque a glicose leva a uma reducédo do
catabolismo do ATP por meio da inibicdo de enzimas ectonucleotidases (enzimas
que degradam os nucleotideos) (Costa et al., 2009). O ATP encontrado no meio
extracelular torna-se mediador de diversas funcdes celulares, através de sua acdo

agonista nos receptores purinérgicos (Rang et al., 2007).

As principais complicagdes diabéticas como retinopatia e nefropatia vém cada
vez mais sendo relacionadas com 0s receptores purinérgicos, em pacientes
diabéticos foi observado aumento na expressédo do receptor purinérgico P2X; no rim
provocando lesdes inflamatdrias e ocasionando a glomeruloesclerose. Foi sugerido
ainda, que este receptor tem a capacidade de atrair macréfagos para a regiao
lesionada, agravando o quadro, visto que quando foi utilizado inibidor do receptor,
houve diminuicdo no numero de macrofagos e na deposicdo de colageno IV
(Menzies et al., 2017). No estudo de Sugiyama et al., (2004) foi demonstrado que
houve aumento do P2X; e da formacdo de poros nos microvasos retinianos em

animais diabéticos que desenvolveram a retinopatia.

1.2 Receptores Purinérgicos

O estudo da sinalizacdo purinérgica teve inicio com um projeto dos
pesquisadores Drury e Szent-Gyorgyi (1929) que observaram o efeito dos
compostos nucleosideos extraidos de muasculo cardiaco na diminuicdo dos
batimentos cardiacos de animais. A partir deste achado diversos estudos foram
realizados a fim de compreender a acdo dos nucleosideos. Em 1948, Emmelin e
Feldberg aplicaram ATP em cérebro de gatos e observaram que estes apresentaram
fragueza muscular, ataxia e sedagdo, nestes animais ocorreram alteracoes
bioquimicas e eletrofisiologicas que foram relacionadas a agdo neurotransmissora
do ATP.

Porém somente em 1972 Burnstock prop6s o primeiro modelo da sinalizagéo
purinérgica; que foi assim chamado devido a presenca das bases purinas dos
nucleotideos; neste modelo, foi contemplada toda a teoria de como o ATP era
armazenado, liberado, ligando-se aos receptores e sendo por fim hidrolisado (Figura

1) (Burnstock, 2006a).
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Inicialmente, a liberacdo do ATP para o meio extracelular foi relacionada a

situacdes patologicas onde ocorria lise celular e todo o conteido do interior da

célula era liberado. Atualmente, sabe-se que essa liberacdo pode ser decorrente de

um mecanismo fisiolégico ou fisiopatoldégico, como em situacbes de estresse

mecanico, hipdxia e inflamacdo, sem necessidade de morte celular (Burnstock,

2006b). O ATP intracelular fica armazenado em vesiculas no citoplasma em

concentracbes entre 2 e 5 mM, podendo ser liberado através de canais de

conexina, panexina, aniénico ou por exocitose das vesiculas. Além do ATP, outros

nucleotideos podem ser armazenados como adenosina difosfato (ADP), adenosina
monofosfato (AMP), diadenosina tetrafosfato (Ap4A), e trifosfato de guanosina

(GTP), porém em menores concentracdes (Burnstock, 2007).

Figura 1 - Representacdo do modelo de sinalizagdo purinérgica proposto por

Burnstock
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Quando livre no meio extracelular, o ATP pode atuar de maneira autocrina ou
paracrina ligando-se a receptores e gerando estimulos para diversas fungdes como
transmissao neurologica, modulacdo da dor, relaxamento muscular, entre outras
(Burnstock, 2007). Pode ainda, ser metabolizado por enzimas da classe das
ectonucleotidases em suas formas di- ou monofosfato (ADP ou AMP) e por fim em
adenosina, podendo esta ser reutilizada para formacdo de mais ATP, esta etapa é
importante para controlar os niveis de ATP e para a renovacdo do estoque

citoplasmatico (Zimmermann, 2001; Abbracchio et al., 2009).

Em 1978, Burnstock formalizou a existéncia de receptores de membrana
plasmatica especificos para 0s nucleotideos extracelulares, sendo denominados
receptores purinérgicos (P2), passando a serem alvos de varios estudos (Burnstock,
2006b). Com as novas descobertas 0s receptores purinérgicos passaram a receber
novas classificacées, sendo primeiramente classificados em dois subtipos: P1 e P2,
sendo que o receptor P1 tem como agonista a molécula de adenosina e o P2 é
responsivo as moléculas de ATP e ADP. Os receptores P2 foram ainda divididos em
duas subfamilias: receptor P2Y e P2X, sendo que o P2Y ¢ acoplado a proteina G e
o P2X ligado a canais iénicos. Dentro da familia P2Y ja foram identificados oito
subtipos (P2Yi, P2Y,, P2Y,, P2Ye, P2Y11, P2Y1s, P2Y13, P2Y1,), € da familia P2X
sete subtipos (P2X;.7) (Ralevic e Burnstock, 1998). Estruturalmente os receptores do
tipo P2X sdo muito semelhantes, apresentam duas regides transmembranas com as
terminacées N- e C- localizadas no meio intracelular e uma alga extracelular, onde

se localiza o sitio de ligagdo para o ATP (Jiang et al., 2000).

Os receptores P2X sdo acoplados a canais idnicos seletivos para os cations
Na*, K* e Ca®*, ap6s a ligacdo do agonista no receptor ocorre uma rapida abertura
do canal (menos de 10 milissegundos) levando a despolarizagdo da membrana e ao
aumento na concentracdo de Ca?* no meio intracelular, desencadeando a ativagéo
da proteina quinase ativada por mitégeno (MAPKS), proteina quinase C (PKC) e
calmodulina, gerando a resposta celular. Essa familia de receptores ja foi
identificada em diversos tecidos como: nervoso, 0sseo, muscular, endotelial,

urinario e hematopoiético (Erb et al., 2006; Yan et al., 2008).

Dentre os receptores do tipo P2X, o P2X; € o mais divergente, pois possui

uma porcédo C-terminal intracelular mais longa, a qual esta relacionada a formacéao
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de poros na célula (Burnstock, 2006a). Esses poros sao formados frente a altas
concentracbes do agonista (ATP) ou exposi¢ao prolongada ao receptor, permitindo
assim, a passagem de moléculas de alto peso molecular de até 900Da,
caracterizando aumento da permeabilidade celular. Pelo fato do receptor P2X7; néo
sofrer dessensibilizagéo, o poro permanece aberto enquanto o ATP estiver ligado ao
receptor e, quando esse tempo de abertura é prolongado (cerca del5 a 30 minutos),
a célula pode sofrer danos irreversiveis, podendo culminar em morte celular (Yan et
al., 2008).

O P2X7 j& foi também relacionado a quadros inflamatdrios, nessa situacéo,
ocorre intensa liberacdo de ATP das células lesionadas e das células imunolégicas
presentes e, este ATP atuard como molécula sinalizadora de perigo e ativadora do
receptor purinérgico. Além disso, a formacgéo do poro provocada pelo receptor P2X5;
parece ser necessaria para ativar a cascata do inflamassoma (Burnstock, 2016). O
inflamassoma € um complexo multiproteico que impulsiona a maturacdo de
citocinas pro-inflamatdrias em resposta a infecgdes e lesdes nos tecidos (Scarpioni
et al., 2016).

O principal inflamassoma ativado pelo P2X; é o NLRP3 (Proteina da familia
do receptor NOD-like contendo dominio pirina 3), este tem importante papel na
producao e liberacdo da interleucina (IL) IL-1B. Mariathasan et al. (2006), mostraram
gue o P2X; estimula a cascata de sinaliza¢do do inflamassoma, ativando a caspase-
1 e, consequentemente induzindo a producdo de IL-18 e IL-18. Além disso, a
diminuicdo na concentracdo citoplasmatica de K* provocada pelo P2X; também
contribui para a maturagédo de IL-1B, ou seja, a mudancga na concentracéo de K* leva
ao estimulo da enzima caspase-1 para clivagem da pré-IL-18 em IL-1B, que é entéo
secretada para o meio extracelular (Figura 2); isto sugere que a inibicdo da ativacéo
do inflamassoma por antagonista do P2X; poderia interferir nessa cascata

inflamatoria (Lister et al., 2007).
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Figura 2 - Modelo de ativagédo do inflamassoma NLRP3 na producéo de IL-1B e IL-18
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Fonte: (Adaptado de Scarpioni et al., 2016)

1.3 Receptor P2X7 no rim

No tecido renal saudavel, inicialmente foi visto que a expressao do receptor
P2X; era reduzida, porém, com o avanco dos estudos notou-se alteracdo na
expressao desse receptor em todo sistema urinario principalmente nos poddcitos,
células mesangiais, epitélio do ducto coletor e ureter. Contudo, as funcdes
bioldgicas, o potencial patolégico e a cascata sinalizadora do receptor P2X;
especificamente no rim, ainda nédo foram totalmente esclarecida (Hillman et al.,
2005).

Um estudo elaborado por Harada et al., (2000) mostrou que 0s receptores
P2X; estdo pouco expressos no tecido renal em condigbes normais, porém, quando
cultura de células mesangiais foram expostas a mediadores inflamatorios como
lipopolissacarideo (LPS), interferon gama (IFN-y) ou fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) ocorreu aumento na expressado desses receptores, indicando que estéo

envolvidos em processos patologicos.
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Para ocorrer ativacdo do receptor P2X7 no rim, € necessaria a presenca de
ATP nesse tecido. Dentro desse contexto, estudos mostraram que o ATP é
constitutivamente liberado no epitélio tubular normal em concentracdes
micromolares (Burnstock e Knight, 2004), e que essas concentracdes encontravam-
se aumentadas quando analisadas em células epiteliais cisticas anormais,
provenientes de rins policisticos (Wilson et al., 1999). Além disso, a diminuicdo da
acao das ectonucleotidases poderia resultar em aumento dos niveis de ATP em
condi¢cbes como inflamacéo e hipoxia, contribuindo para ativacao desse receptor no

rim comprometido (Hillman et al., 2005).

O aumento na liberacdo de ATP, induzida pela hiperglicemia pode
contribuir para a elevacdo da expressdao dos receptores P2X; em células
mesangiais, como foi mostrado em modelo de rato diabético, induzido por
estreptozotocina no estudo de Vonend et al. (2004) demonstrando que essa
expressdo foi crescente com a progressdo do diabetes; observando-se também
maior grau de apoptose renal. Nesse mesmo estudo, notaram-se efeitos similares

em animais hipertensos.

Utilizando células mesangiais cultivadas em meio com elevada concentracédo
de glicose, avaliou-se o papel do sistema purinérgico na modulacao da producéo de
matriz mesangial extracelular e do fator transformador de crescimento beta (TGF-f3),
demonstrando que as células em meio com elevada glicose liberavam muito mais
ATP em comparagdo ao meio com concentragdo normal de glicose, contribuindo
para maior expressdo dos receptores purinérgicos, principalmente do tipo P2X. No
meio com glicose elevada, também se observou maior producédo de proteinas de
matriz e TGF-B, mesmo quando foram utilizados inibidores de ectonucleotidases
(Solini et al., 2005).

Uma relagdo positiva entre os receptores purinérgicos e a ND foi observada
no estudo de Elsherbiny et al., (2012), neste estudo notou-se que o tratamento com
agonistas de receptores de adenosina (Al) protegeram os ratos diabéticos das
complicagbes da nefropatia, reduzindo a albumindria e 0s niveis séricos de
creatinina e ureia, inibindo vias de ativacdo apoptoética, obtendo ainda efeitos

antioxidantes, além de reduzir a expressao génica de citocinas pré-inflamatérias.
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Diante das evidéncias da presenca do receptor P2X; em varios tipos
celulares, inclusive no trato urinério, e dos efeitos ainda ndo elucidados dos
receptores purinérgicos, torna-se cada vez mais importante, estudos que relatem
como seria o funcionamento desse receptor no rim qual seria o seu efeito biologico
e, ainda se poderia ser um futuro alvo terapéutico (Hillman et al., 2004). Por esse
motivo, procurou-se investigar os possiveis efeitos do receptor P2X; em animais

diabéticos e sua associacdo com marcadores inflamatorios.
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2 OBJETIVO

Estudar a correlagdo entre o receptor P2X; e o perfil inflamatorio em ratos
diabéticos durante a progressao da nefropatia diabética.
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3 METODOLOGIA

3.1 Animais

O projeto foi desenvolvido no Laboratério de Oxido Nitrico e Estresse
Oxidativo na Universidade Federal de Sao Paulo, sob aprovagdo do CEUA n°
2063030317.

Foram utilizados 32 ratos Wistar machos com 7 semanas de idade obtidos do
Biotério do Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais (CEDEME), da
Universidade Federal de Sdo Paulo — UNIFESP. Em seguida, a massa corporal (g)
dos animais foi aferida em balanca digital, os quais pesavam entre 170-210g; e
permaneceram em caixas coletivas, sendo dividido 4 animais por caixa, no Biotério
do Laboratério da Disciplina de Nefrologia, com temperatura controlada de 22 + 2°C,
em ambiente com periodos regulares de claro e escuro de 12:12 horas. Os animais
receberam racdo padrdo (Nuvital CR-1, Nuvilab, PR, Brasil) e agua ad libitum,

permanecendo em adaptacdo ao ambiente durante a 12 semana do protocolo.

3.2 Nefrectomia unilateral

Apbés o término da semana de adaptacdo dos animais ao Biotério, foi
realizada a nefrectomia unilateral do rim esquerdo a fim de acelerar o
desenvolvimento da nefropatia diabética. Apos tricotomia e limpeza da pele com
alcool etilico a 70% e solugdo a 50% de polivinilpirrolidona (Povidine), os animais
foram anestesiados com cloridrato de quetamina (65mg/kg) e cloridrato de xilazina
(9mg/kg), ambas i.m. A seguir, foi realizada uma pequena incisdo de + 2 cm na
regido lombar e o rim esquerdo foi removido. Os animais receberam analgésico
(Meloxicam) poés-cirargico no periodo de 48hs, via s.c. Todo o procedimento foi
realizado em condicdes estéreis e 0s animais permaneceram em repouso durante

uma semana (Rodrigues et al., 2014).



24

3.3 Inducéo ao diabetes tipo 1

ApOs a recuperagdo da cirurgia, os animais foram distribuidos em 2 grupos,
um grupo recebeu estreptozotocina (Sigma-Aldrich, S&o Paulo, Brasil) na veia
caudal, na dose de 60mg/kg dissolvida em 0,1M de tamp&o citrato com pH 4,5,
formando assim o grupo diabético (DM, N=16). O outro grupo recebeu apenas o
veiculo da droga (tampdo citrato) na veia caudal, sendo caracterizado como grupo
controle (CTL, N=16). O diabetes foi confirmado apo6s 48 horas da indugdo, com o
uso de um glicosimetro, sendo definido como glicemia de jejum =200mg/dL, e os
animais que falharam nesse critério foram excluidos do protocolo (Punaro et al.,
2014).

3.4 Controle glicémico e massa corporal

No final de cada semana estudada, isto é a 5% 62, 72 e 8% semanas de
diabetes, os animais permaneceram em jejum por periodo de 3 horas para afericéo
da glicemia, a qual foi obtida através de glicosimetro em pequenas aliquotas de
sangue, coletadas da veia caudal (sem necessidade de anestésico); em seguida, 0s

animais foram pesados em balanca digital para afericdo da massa corporal.

3.5 Eutanasia e dissecacéo renal

Os animais foram eutanasiados em diferentes semanas para analise da
progressdo da doenca, sendo esse procedimento realizado nas 5%, 62 72 e 82
semanas, apoés a confirmacdo do DM (N= 4 animais por semana e por grupo).

A eutanasia foi realizada com uma supra dose de anestésicos, cloridrato de
guetamina (90mg/kg) e cloridrato de xilazina (12mg/kg), ambos via i.m. e, apds ser
observada a completa sedagdo do animal, realizou-se a perfuracdo do diafragma.
Em seguida, a cavidade abdominal foi exposta e o rim direito remanescente foi
extraido. Com o auxilio de um bisturi, o rim foi cortado transversalmente e o cortex
renal foi separado da medula renal, ambos foram armazenados em freezer a -80°

para analise posterior.
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3.6 Western Blotting

O cortex renal foi homogeneizado em tampédo K-HEPES (200mM manitol;
80mM HEPES; 41mM KOH; pH 7,5) contendo coquetel de inibidores de proteases
(Millipore Corporation, Sao Paulo, Brasil); este homogenato foi centrifugado em 2000
g por 15 minutos a 4°C e o sobrenadante foi coletado para a técnica de Western
blotting. As proteinas totais obtidas no sobrenadante foram determinadas pelo
meétodo de Bradford. O equivalente a 40ug de proteinas de cada amostra foi utilizado
em gel de poliacrilamida a 10%. Em seguida, foi realizada a transferéncia das
proteinas para uma membrana de nitrocelulose (BioRad, S&o Paulo, Brasil).
Subsequentemente, as membranas foram bloqueadas com leite desnatado a 10%
em tampao TBS-T (20mM Tris; 50mM NaCl; 1,2mM EDTA,; tween20 a 0,1%) por 1
hora. As membranas foram incubadas overnight a 4°C com os anticorpos contra IL-
6, IL-10, P2X7 ou actina, diluidos em TBS-T. Em seguida, as membranas foram
lavadas com TBS-T e incubadas com os respectivos anticorpos secundarios durante
1 hora, em temperatura ambiente. ApGs realizada lavagem com TBS-T, as bandas
foram visualizadas utilizando-se immobilon (Millipore Corporation MA, EUA) pelo
método de quimioluminescéncia em um fotodocumentador (Alliance 4.7 Uvitec
Cambridge, Londres, Reino Unido). A quantificacdo proteica foi realizada no

programa Image J e a actina foi utilizada como um normalizador enddgeno.

3.7 Anadlise Estatistica

Os resultados foram descritos como média e erro padrédo (EP); com
significancia estatistica para p<0,05. Para a comparacao entre os dois grupos foi
realizado o Teste T nao pareado. As correlacbes foram realizadas pela analise de

Spearman, utilizando o software GraphPad Prisma 5.0 (San Diego, EUA).
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4 RESULTADOS

4.1 Glicemia e massa corporal dos animais

Os niveis de glicemia de jejum (mg/dL) dos animais do grupo DM estavam
significantemente elevados nas 52, 62, 72 e 82 semanas de protocolo (453 + 30,4,
512 +45,9; 536 + 18,9; 519 * 32,5, respectivamente) em relacdo ao grupo CTL (104
+2,4;106 £ 4,8; 104 £ 3,5; 96 + 5,3), revelando um aumento em média de 4,9 vezes
em todas as semanas analisadas (Figura 3).

A massa corporal (g) dos animais do grupo DM (188 + 21,3; 206 + 15,9; 211 +
11,7; 192 + 16,2) respectivamente nas 5%, 62, 72 e 82 semanas de protocolo, foi
significantemente menor do que o dos animais CTL (344 + 12,6; 342 + 7,9; 358 +
9,2; 374 + 15,5) em todas as semanas analisadas (Figura 4).

A diferengca da massa corporal entre os animais DM e CTL pode ser
visualizada na Figura 5.

Figura 3 — Valores de glicemia dos animais nas 52, 62, 72 e 82 semanas de diabetes
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CTL: grupo controle; DM: grupo diabético. Dados sao expressos em média e EP, avaliados
por Teste T ndo pareado. N=4 por semana e por grupo. P<0,05: *vs. CTL da mesma
semana.
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Figura 4. Massa corporal dos animais nas 5%, 62, 72 e 82 semanas de diabetes
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CTL: grupo controle; DM: grupo diabético. Dados sdo expressos em média e EP, avaliados
por Teste T ndo pareado. N=4 por semana e por grupo. P<0,05: *vs. CTL da mesma

semana.

Figura 5. llustracdo da massa corporal referente aos animais controle (esquerda) e
diabético (direita).




28

4.2 Analise protéica de IL-6, IL-10 e P2X;

A citocina IL-6 aumentou progressivamente no grupo DM durante as semanas
do diabetes (0,91 + 0,06; 1,09 + 0,09; 1,00 + 0,04; 1,86 + 0,11), sendo esse aumento
significante em relacdo a respectiva semana do grupo CTL (0,70 + 0,06; 0,85 * 0,06;

0,80 £ 0,02; 0,84 + 0,05) (Figura 6).
Figura 6 - Avaliacdo do conteudo proteico de IL-6 no cOrtex renal dos animais
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Figura (A) Imagem representativa do Western blotting da citocina IL-6 e actina. (B)
Quantificacdo proteica da IL-6 nas 52, 62, 72 e 82 semanas de diabetes. CTL: grupo controle;
DM: grupo diabético. Dados sédo expressos em média e EP, avaliados por Teste T ndo

pareado. N=4 por semana e por grupo. P<0,05: *vs. CTL da mesma semana.
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A citocina IL-10 mostrou uma diminuicdo gradativa no grupo DM com o
avanco do diabetes (1,44 + 0,07; 1,25 £+ 0,10; 0,83 = 0,09; 0,88 + 0,08), sendo essa
reducdo significante na 5%, 72 e 8% semanas de diabetes quando comparada a
respectiva semana do grupo CTL (1,27 + 0,05; 1,18 £ 0,03; 1,16 = 0,04; 1,26 + 0,07)
(Figura 7).

Figura 7 - Avaliacdo do conteudo proteico de IL-10 no cortex renal dos animais
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Figura (A) Imagem representativa do Western blotting da citocina IL-10 e actina. (B)
Quantificacdo proteica da IL-10 nas 52 62 72 e 82 semanas de diabetes. CTL: grupo
controle; DM: grupo diabético. Dados sdo expressos em média e EP avaliados por Teste T

ndo pareado. N=4 por semana e por grupo. P<0,05: *vs. CTL da mesma semana.

O conteudo proteico do receptor P2X; encontrava-se significantemente
elevado em todas as semanas no grupo DM (1,24 + 0,08; 1,28 + 0,08; 0,99 * 0,04,
1,19 + 0,08) em comparacao as respectivas semanas do grupo CTL (0,95 + 0,14;
0,83 + 0,09; 0,80 £ 0,06; 0,85 + 0,04) (Figura 8).
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Figura 8 - Avaliacdo do conteludo proteico do P2X; no cértex renal dos animais
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Figura (A) Imagem representativa do Western blotting do receptor P2X; e actina. (B)
Quantificacdo proteica do P2X;na 52, 62, 72 e 82 semanas de diabetes. CTL: grupo controle; DM:
grupo diabético. Dados sdo expressos em média e EP, avaliados por Teste t ndo pareado.

N=4 por semana e por grupo. P<0,05: *vs. respectiva semana do CTL.

4.3 Correlacao entre P2X;, glicemia, massa corporal e citocinas

As correlagdes foram realizadas entre o receptor P2X; e a glicemia, a massa

corporal e as citocinas IL-6 e IL-10 em todas as semanas de diabetes,

demonstrando que houve significante associagdo nas 72 e 82 semanas de diabetes

em todos os parametros, com excec¢ao da IL-10.
Para a glicemia, foi demonstrada uma significante, forte e diretamente

proporcional correlagdo com P2X; em ambas as semanas (r= 0,6406 e r = 0,7207,

respectivamente), observadas na Figura 9.
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Figura 9 - Correlagéo linear do receptor P2X; com a glicemia dos ratos nas 72 e 82

semanas de diabetes
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CTL: grupo controle; DM: grupo diabético. Teste de Spearman, coeficiente r = 0,6406 e r =
0,7207. P < 0,05.

Na andlise da massa corporal, houve significante, forte e inversa correlacao
com o P2X; em ambas as semanas (r= -0,6098 e r = -0,6193, respectivamente),

conforme observado na Figura 10.

Figura 10 - Correlacéo linear do receptor P2X; com a massa corporal dos ratos nas 72

e 82 semanas de diabetes
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CTL: grupo controle; DM: grupo diabético. Teste de Spearman, coeficiente r = - 0,6098 e r =
-0,6193. P < 0,05.
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Para a IL-6, houve uma significante, moderada e diretamente proporcional
correlacdo com o P2X; (r = 0,4676 e r=0,5453, respectivamente), conforme

demonstrado na Figura 11.

Figura 11 - Correlagéo linear do receptor P2X; com a citocina IL-6 dos ratos nas 72 e 82
semanas de diabetes
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CTL: grupo controle; DM: grupo diabético. Teste de Spearman, coeficiente r =0,4676 e r =
0,5453. P < 0,05.

N&o houve diferenca estatistica na correlacédo entre P2X7 E IL-10 (dados ndo

apresentados).
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5 DISCUSSAO

No presente trabalho podemos considerar que o diabetes tipo 1 foi
reproduzido nos animais, visto que apds a administracao de estreptozotocina o valor
de glicemia encontrado estava significantemente elevado quando comparado ao dos
animais controles. Além disso, a reducdo da massa corporal nos ratos diabéticos
corrobora com o esperado nesta doenca, devido a deficiéncia no metabolismo da
glicose e do catabolismo proteico, ambos resultantes da hiperglicemia (Delfino et al.,
2002).

Verificamos que no grupo de animais diabéticos ocorreu um aumento nos
niveis do receptor P2X; e, este foi acompanhado pela elevacdo dos niveis proteicos
de IL-6, com reducdo simultdnea da IL-10. A IL-6 € uma citocina pro-inflamatoria,
assim é possivel que haja envolvimento do receptor P2X; no quadro inflamatério da
ND. A relacdo dessa citocina com o receptor P2X5 ja foi vista em situacfes de artrite
reumatoide e aterosclerose (Lister et al., 2007).

Os resultados demonstraram significante, forte e direta correlagdo entre os
niveis glicémicos e o receptor P2X; evidenciando que o aumento na concentracao
proteica desse receptor é proporcional a elevacdo da glicemia. Isto pode ser
explicado pelo aumento nos niveis de ATP extracelular provocado pela inibicdo das
ectonucleotidases pela glicose (Costa et al.,, 2009). O ATP além de ser o agonista,
atua estimulando a expressao do receptor P2X7; assim como foi visto no estudo de
Sathanoori et al., (2015) células expostas a altas concentracbes de glicose
resultaram em aumento na concentracdo de ATP extracelular e na expressao do
P2X5.

Observou-se ainda uma significante, forte e inversa correlacdo entre o
receptor e a massa corporal dos animais, revelando que ao aumentar os niveis de
P2X; ocorre reducdo na massa corporal desses animais, como consequéncia do
catabolismo proteico do DM. Estudos recentes tém demonstrado que ao utilizar
antagonistas do receptor ocorre uma reducdo na perda de peso em camundongos
com esclerose lateral amiotréfica (ELA) ou com doenca do enxerto contra o
hospedeiro (DECH), mais estudos sdo necessarios para explicar essa relacdo
(Zhong et al., 2016; Bartlett et al., 2017).
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Verificou-se também que houve significante, moderada e direta correlacdo
entre o0 P2X; e a citocina IL-6, demonstrando correlacdo positiva, ou seja, quando
um parametro estd aumentado, o outro aumenta proporcionalmente. A ativacdo do
receptor P2X; pode ser responsavel pelo aumento na liberacdo de IL-6, ja que essa
resposta é inibida quando o receptor € bloqueado (Xu et al., 2013). Uma via que vem
sendo estuda para explicar essa relacao entre IL-6 e P2X7 € a via da p-38 MAPK, no
estudo de Sathanoori et al. (2015) cultura celular enriquecida com glicose estimulou
a fosforilacdo de p-38, e quando aplicado o inibidor de P2X; neste meio houve
reducdo da fosforilagcdo bem como diminuicdo na liberacdo de IL-6, indicando que
esta via esta envolvida no mecanismo molecular que permeia a liberacdo de IL-6

mediada por P2X5.

Cada vez mais, vem sendo demonstrada a participagdo do processo
inflamatorio no desenvolvimento da ND, com grande destaque para a acdo das
citocinas, as quais aumentam a sintese e a expressdo de moléculas de adesao,
provocam alteracdes hemodinamicas intraglomerulares, induzem a proliferacdo de
células mesangiais e a producdo de espécies reativas de oxigénio (Navarro-

Gonzalez e Mora-Fernandez, 2008; Carvalho e Domingueti, 2016).

A citocina IL-6 foi relacionada com a ND no estudo de Suzuki et al. (1995).
Este grupo analisou biépsias renais de pacientes com ND e por hibridizag&o in situ
observaram a presenca de RNA mensageiro (RNAm) de IL-6 em células epiteliais,
mesangiais e glomerulares, verificando uma correlagcdo positiva entre a expressao
dessa citocina e as alteracdes histoloégicas encontradas (expansdo mesangial,
atrofia tubular e infiltracdo intersticial). A IL-6 € secretada por diversas células como
macrofagos, monadcitos, ceélulas epiteliais e até células mesangiais, 0 que pode
contribuir ainda mais para o agravamento da lesdo. Outro estudo com pacientes
diabéticos, também mostrou resultados semelhantes, associando lesbes de
glomerulopatia com niveis plasmaticos de IL-6 e microalbuminuria (Dalla Vestra et
al., 2005).

Estudo realizado com fibroblastos de pacientes diabéticos revelou que a
incubacgao dessas células com ATP provocava maior absor¢do do corante YO-PRO,
um corante considerado especifico para P2X;, esse achado foi associado ao

aumento da permeabilizacdo da membrana induzida por esse receptor. A liberacéo
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de IL-6 nos fibroblastos desses pacientes estava excessivamente elevada, porém,
quando se utilizou o antagonista do P2X; (ATP oxidado), o nivel de IL-6 foi
consideravelmente reduzido (Solini et al., 2004). Esse estudo in vitro foi realizado
com uma concentracdo normal de glicose o que nado alterou significantemente a
expressdo do receptor P2X;. Contudo, em nosso estudo, observou-se que o
conteldo proteico desse receptor acompanhou o0s niveis de IL-6 nos ratos

hiperglicémicos.

O processo de liberacdo da IL-6 em situacbes em que o receptor P2X; se
encontra elevado, ainda ndo esta elucidado. Sabe-se que a ativacdo de
inflamassomas, como o NLRP3, via estimulo de receptores purinérgicos esta
fortemente envolvida na liberagdo de IL-1B e IL-18, mas parece néo influenciar a
liberacdo de outras citocinas, como a IL-6 (Gicquel et al., 2015), sendo assim, outras
vias de ativacdo devem acontecer para que ocorra o estimulo para a liberacédo dessa

citocina, sendo a via da p-38 uma possivel candidata.

A IL-10 é uma citocina anti-inflamatdria e imunorreguladora, sua secrecao
geralmente procede a de fatores pro-inflamatérios, isso garante que qualquer
resposta inflamatoria seja seguramente regulada apés algum tempo (Stenvinkel et
al., 2005). Em doencas renais, a acdo anti-inflamatoria da IL-10 amenizou as
lesbes glomerulares e a proliferagéo celular, demonstrando que o tratamento com
administracdo dessa citocina em camundongos reduziu o nivel de proteinaria e

atenuou a progressao da glomeruloesclerose (Kitching et al., 2002).

Em pesquisa com pacientes diabéticos com e sem ND, foi verificado que os
gue possuiam a ND tinham niveis séricos de IL-10 muito superior aos que nao eram
nefropatas, revelando que esses pacientes tinham a funcdo renal relativamente
preservada, o que poderia ser atribuido ao papel protetor da IL-10. Contudo, a
expressao excessiva de IL-10 pode contribuir indiretamente para a progressédo da
ND, uma vez que pode mascarar os efeitos deletérios a longo prazo (Mysliwska et
al., 2005). Entretanto, em nosso estudo, observou-se aumento significante de IL-10
apenas na 52 semana do diabetes, sugerindo que houve uma tentativa de protecéo
renal somente nesse periodo da doenca; uma vez que, na 72 e 82 semanas foi

observada reducdo significante desse marcador anti-inflamatério.
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Por outro lado, a liberagédo de ATP no meio extracelular provoca um sinal de
alerta para as células imunologicas, pois, geralmente é um indicativo de lesao
celular. Porém, dependendo da concentracdo de ATP liberado, pode ocorrer um
direcionamento no tipo de resposta gerada; ou seja, em baixas doses de ATP com
exposi¢do prolongada, algumas células como as dendriticas e os macrofagos sdo
ativados e produzem citocinas anti-inflamatorias, como IL-10 e antagonista do
receptor IL-1 (IL-1RA), que atuam suprimindo a resposta pro-inflamatoria e
favorecem o desenvolvimento de uma resposta mediada por linfécitos Th2 (La Sala
et al., 2003). Esse achado vai ao encontro de resultados obtidos em nosso estudo,
visto que durante a 52 e 62 semanas do diabetes, observou-se elevada expressédo de
IL-10, provavelmente por se tratar da fase inicial da doenca, onde os niveis de ATP

ainda estariam reduzidos.

Em resumo, verificou-se que o receptor P2X; estd envolvido no processo
inflamatoério presente na ND, sugerindo participagcdo tanto no estado anti-
inflamatorio, por meio da indugéo da citocina IL-10 no inicio da doenca, quanto no
estado pro-inflamatério demonstrado pela elevacao de IL-6, a qual tende a progredir

simultaneamente com o avango da doenca.
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6 CONCLUSAO

Dado o exposto, concluimos que ha uma participacdo do P2X; no quadro
inflamatério da ND, uma vez que observamos a elevacdo e correlacdo desse
receptor e da citocina IL-6, acompanhado da redugédo da citocina IL-10, com a
progressao da doenca. Esses resultados sugerem que o controle da glicemia e do
estado inflamatério podem retardar e/ou amenizar os danos causados pelo receptor,
tornando o P2X; um potencial alvo terapéutico para controlar o diabetes e suas

complicagodes.
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "EFEITO DO P2X7 SOBRE MARCADORES DE INFLAMACAO NA PROGRESSAQ DA NEFROPATIA
DIABETICA EXPERIMENTAL", protocolada sob o CEUA n2 2063030317, sob a responsabilidade de Elisa Mieko Suemitsu Higa e
equipe; Camila Farias - que envolve a producao, manutencao e/ou utilizacao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - estd de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de
outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal
de Sao Paulo (CEUA/UNIFESP) na reunido de 26/05/2017.

We certify that the proposal "EFFECT OF P2X7 ON INFLAMMATION MARKERS IN THE PROGRESSION OF EXPERIMENTAL DIABETIC
NEPHROPATHY", utilizing 0 Heterogenics rats (), protocol number CEUA 2063030317, under the responsibility of Elisa Mieko
Suemitsu Higa and team; Camila Farias - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the
phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance
with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for
Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University
of Sao Paulo (CEUA/UNIFESP) in the meeting of 05/26/2017.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)

Vigéncia da Proposta: de 06/2017 a 06/2018 Area: Nefrologia/medicina
Vigéncia da Proposta: de 06/2017 a 06/2018 Area: Nefrologia/medicina
Origem: CEDEME - Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Medicina e Biologia

Espécie:  Ratos heterogénicos sexo: Machos idade: 7 a 8 semanas N: O
Linhagem: Wistar Peso: 170a200¢g

Resumo: RESUMO Introducdo: Dados de 2008 divulgados pela Organizacao Mundial da Sadde afirmam gue o diabetes mellitus foi
diagnosticado em aproximadamente 347 milhoes de pessoas, o qual pode ser duplicado até 2030. O diabetes é uma doenca
crénica que ocorre quando ha insuficiéncia na producao de insulina ou quando a mesma nao consegue ser utilizada de maneira
eficiente pelo organismo. O receptor P2X7 (P2X7R) € sintetizado em situagdes em que altas quantidades de ATP sdo liberadas,
particularmente em condigdes patoldgicas, tais como no diabetes. Estudo anterior realizado em nosso laboratdrio demonstrou que
a producao e a ativacao do P2X7R estavam associadas ao estresse oxidativo no diabetes; entretanto, nao foi analisado se esse
receptor poderia estar associado a fatores inflamatérios na progressao dessa doenca. Objetivo: analisar o efeito do P2X7 sobre
marcadores inflamatérios na nefropatia diabética em ratos. Metodologia: ratos Wistar machos serao nefrectomizados
unilateralmente. Metade dos animais serd submetida a Unica aplicacdo de estreptozotocina (60 mg/kg, i.v.) para inducao do
diabetes constituindo o grupo diabético (DM) e a outra metade recebera o veiculo da droga, formando o grupo controle (CTL). Os
animais serdo eutanasiados na 52, 62, 72 e 82 semanas do diabetes e o rim sera removido e cortado longitudinalmente; parte do
tecido sera utilizada para a analise de proteinas via Western blotting, com anticorpos contra IL-6, IL-10, TNF-?, NFkBp65, TGF-? e
P2X7, todos normalizados pela actina . A outra parte do tecido renal sera utilizada para as andélises histolégicas (HE e PAS). Os
resultados serao descritos como média + erro padrao, com significancia estatistica de p<0,05. Palavras chave: diabetes mellitus
experimental; inflamacdo; rins; P2X7. ANIMAIS Serdo utilizados: 0 ratos heterogénicos Wistar, machos, de 170 a 200 g, de 7 a 8
semanas Procedéncia: Biotério da Disciplina de Nefrologia Manutencao: Biotério da Disciplina de Nefrologia Cronograma do estudo,
inicio previsto para: 06/2017 com término previsto para: 06/2018

Local do experimento: Laboratério de Hipertenséo e Laboratério de Oxido Nitrico
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