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AVALIACAO IN VITRO DO P-CRESOL SOBRE O METABOLISMO
OXIDATIVO E APOPTOSE DOS NEUTROFILOS DE CAES

RESUMO — Em humanos, a imunossupressao que ocorre em pacientes
urémicos estd associada com a disfuncdo dos neutréfilos causada pelas
toxinas urémicas. O p-cresol se acumula no sangue de pacientes com
insuficiéncia renal crénica (IRC) promovendo a inibicdo do metabolismo
oxidativo dos neutroéfilos. O presente trabalho teve como objetivo mensurar as
concentracfes plasmaticas de p-cresol em cées higidos e com IRC e testar a
hipétese de que o p-cresol livre causa disfuncdo neutrofilica. Para tal, foi
quantificada a concentracdo plasmatica de p-cresol por cromatografia de fase
liguida (HPLC) em cées higidos e com IRC no estagio IV. Também foi avaliado
in vitro o efeito especifico do p-cresol sobre o metabolismo oxidativo e a taxa
de apoptose de neutréfilos de cées higidos, considerando-se a maior
concentracdo plasmatica desta toxina observada in vivo em cdes com IRC.
Neutrofilos isolados de 20 cées saudaveis foram incubadas em meio de RPMI
puro ou enriquecido com p-cresol e com plasma de cdes com IRC. O
metabolismo oxidativo dos neutrdfilos foi avaliado por citometria de fluxo capilar
utilizando as sondas hidroetidina e 2',7'- diacetato de diclorofluoresceina com
ou sem estimulos de acetato miristato de forbol e n-formil-metionil-leucil-
fenilalanina. A apoptose e a viabilidade dos neutréfilos foi quantificada em
citometro de fluxo capilar utilizando sistema Anexina V-PE, com ou sem
estimulo de camptotecina. Caes com IRC apresentaram in vivo o quadro de
estresse oxidativo e aumento do p-cresol plasmatico. A maior concentracdo do
p-cresol causou disfungdo neutrofilica in vitro. Conclui-se que p-cresol pode
estar envolvido com quadro de estresse oxidativo in vivo e que sua alta
concentracdo diminua a viabilidade e leve a uma redugdo da producao de
espécies reativas de oxigénio.

Palavras-Chave: explosao respiratéria, leucocitos, morte celular, uremia.



IN VITRO EVALUATION OF P-CRESOL ON THE OXIDATIVE METABOLISM
AND APOPTOSIS OF NEUTROPHILS FROM DOGS

SUMMARY - In humans, the immunosuppression observed in uremic
patients is associated with the neutrophil dysfunction caused by uremic toxins.
P-cresol accumulates in the blood of patients with chronic renal failure (CRF)
promoting the inhibition of neutrophil oxidative metabolism. This study aimed to
measure the plasma concentrations of p-cresol in dogs with CRF and test the
hypothesis that free p-cresol causes neutrophil dysfunction. To this end, plasma
concentration of p-cresol was determined using high pressure liquid
chromatography (HPLC) in dogs presenting stage IV of CRF. The in vitro
specific effect of p-cresol on the oxidative metabolism and apoptosis rate of
neutrophils from healthy dogs was also evaluated, considering the highest
plasma concentration of this toxin observed on the in vivo measurement of dogs
with CRF. Isolated neutrophils from 20 healthy dogs were incubated in RPMI
medium alone, supplemented with p-cresol or plasma from dogs with CRF.
Neutrophil oxidative metabolism was assessed by capillary flow cytometry using
the probes hydroethidine and 2',7'- dichlorofluorescein diacetate with or without
stimulus with phorbol myristate acetate and N-formyl-methionyl-leucyl-
phenylalanine. Apoptosis and viability of neutrophils were quantified also in
capillary flow cytometry using Annexin V-PE system with or without stimulus
with camptothecin. Dogs with CRF presented oxidative stress and increased
plasma levels of p-cresol, the higher concentration of p-cresol caused in vitro
neutrophil dysfunction. It can be concluded that p-cresol may be involved with in
vivo oxidative stress that its higher concentration decreases the viability and

lead to a reduced production of reactive oxygen species.

Keywords: respiratory burst, leukocyte, cell death, uremia.



Capitulo 1



13

CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

1 Contextualizac&o do problema

A relagdo entre o estresse oxidativo e seus efeitos deletérios na resposta
imune de pacientes com insuficiéncia renal cronica (IRC) esta bem
estabelecida em humanos, porém sO recentemente foi evidenciado que a
condicdo urémica também altera o metabolismo oxidativo e a apoptose dos
neutréfilos de cdes com IRC. Tem sido postulado que as toxinas urémicas
promovam inicialmente uma ativacdo do metabolismo oxidativo e que o
excesso de espécies reativas de oxigénio geradas, numa segunda etapa,
promovam o0 aumento da apoptose e consequente diminuicdo da producdo de
superoxido dos neutréfilos. Para evitar as infecgdes por imunossupressao em
pacientes com IRC é fundamental desenvolver estratégias que minimizem os
efeitos deletérios das toxinas urémicas que comprovadamente afetam a funcéo
dos neutrofilos. Para tal € essencial investigar quais das dezenas de toxinas
urémicas descritas aumentam suas concentracfes plasmaticas durante o
guadro de imunossupressao da IRC. Conforme as diretrizes do grupo Europeu
de Toxinas Urémicas, ndo menos importante € comprovar in vitro o efeito
isolado de cada uma dessas toxinas sobre a disfuncao celular. O p-cresol, por
nao ser filtrado durante a hemodidlise, € uma das varias toxinas urémicas que
se acumulam em pacientes com IRC e que, em humanos, comprovadamente
inibe 0 metabolismo oxidativo dos neutrofilos, predispondo tais pacientes a
infeccbes secundarias. Os mecanismos pelos quais o p-cresol afeta o
metabolismo oxidativo dos neutréfilos humanos ainda estd em construcéo e

ndo hé& estudos sobre o efeito dessa toxina na espécie canina.

2 Pesquisa bibliografica
Antes e durante a realizacdo do presente estudo foi realizada uma
revisdo de literatura sistematica sobre o tema em alguns bancos de dados

eletrbnicos de interesse disponiveis no portal da Pesquisa (Pubmed, Web
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Science, Scielo). As perguntas para a realizacdo da revisao foram estruturadas
com trés elementos conceituados na Medicina Baseada em Evidéncias,
conforme preconizado por Castro (2001):

Pergunta 1: Situacdo: cromatografia; Intervencéo: p-cresol; Desfecho:
uremia. Tal pergunta gerou a seguinte estratégia para busca na base de dados
da Pubmed: (("chromatography'[MeSH Terms] OR "chromatography"[All
Fields]) AND ("4-cresol"[Supplementary Concept] OR "4-cresol"[All Fields] OR
"p cresol"[All Fields]) AND ("uraemia"[All Fields] OR "uremia"[MeSH Terms] OR
"uremia"[All Fields])) AND ("animals"[MeSH Terms:noexp] OR "humans"[MeSH
Terms]). A busca resultou quinze trabalhos na espécie humana sendo
utilizados apenas cinco destes trabalhos, nao foi encontrado nenhum trabalho
na espécie canina.

Pergunta 2: Situacdo: neutrofilo; Intervencdo: p-cresol; Desfecho:
espécie reativa de oxigénio. Tal pergunta gerou a seguinte estratégia para
busca na base de dados da Pubmed: (("neutrophils"[MeSH Terms] OR
"neutrophils"[All Fields] OR  "neutrophil"[All Fields]) AND  ("4-
cresol"'[Supplementary Concept] OR "4-cresol"[All Fields] OR "p cresol"[All
Fields]) AND species[All Fields] AND reactive[All Fields]) AND ("animals"[MeSH
Terms:noexp] OR "humans"[MeSH Terms]) foi encontrado apenas um trabalho
e devido a escassez dos resultados foi expandida para a seguinte estratégia de
busca (immunef[All Fields] AND response[All Fields] AND ("4-
cresol"'[Supplementary Concept] OR "4-cresol"[All Fields] OR "p cresol"[All
Fields]) AND species[All Fields] AND reactive[All Fields]) AND ("animals”"[MeSH
Terms:noexp] OR "humans"[MeSH Terms]) que resultou em mais dois
trabalhos.

Pergunta 3: Situacao:neutrophil; Intervencéo: p-cresol; Desfecho:
apoptose. Tal pergunta gerou a seguinte estratégia para busca na base de
dados da Pubmed: (("neutrophils"[MeSH Terms] OR "neutrophils"[All Fields]
OR "neutrophil"[All Fields]) AND ("4-cresol"[Supplementary Concept] OR "4-
cresol"[All Fields] OR "p cresol"[All Fields]) AND ("apoptosis"'[MeSH Terms] OR
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"apoptosis"[All  Fields])) AND ("animals"[MeSH Terms:noexp] OR
"humans"[MeSH Terms]) resultando em apenas um trabalho.

Devido a escassez de artigos localizados (n=9) no PubMed a revisao foi
expandida para outros bancos de dados (Portal da Pesquisa, Web Science,
Scielo e Google Académico). Nao foi utilizado limite de busca quanto ao
idioma, data de publicacdo e espécie. O periodo da pesquisa bibliografica se
estendeu até o dia 15/2/2014.

3 Importancia dos neutréfilos para a defesa imune inespecifica

Os neutréfilos sé@o células que integram a primeira linha de defesa do
organismo (KAUFMANN, 2008). Estes polimorfonucleares possuem meia-vida
curta, cerca de 12 horas na corrente sanguinea, periodo apds o qual migram
para os tecidos normais ou sdo atraidos por estimulos quimiotaticos para os
tecidos inflamados, onde em poucas horas sofrem apoptose e séo fagocitados
(KUMAR; SHARMA, 2010). Quando efetivos, os neutroéfilos sdos considerados
“fagocitos profissionais”, pois possuem enzimas proteoliticas e um metabolismo
oxidativo produtor de grandes quantidades de espécies reativas de oxigénio
(ERO) que exercem importantes fungdes microbicidas (ARAZNA et al., 2013).

Segundo Swain et al. (2002) existem trés fendtipos distintos de
neutrofilos: quiescente, estimulado e ativado. Os neutréfilos quiescentes
circulam na corrente sanguinea, ndo expressam receptores de membrana e
possuem morfologia arredondada. Os neutréfilos estimulados ou também
conhecidos como primed sdo considerados as células "prontas" por
expressarem moléculas de adesdo e apresentarem alteracbes em sua
morfologia que permite a diapedese, porém difere do neutrofilo ativado por
produzir pouca ERO e por poder voltar ao estagio de repouso. Varios agentes
podem atuar como estimuladores de neutrofilos, com o formil peptideo met-leu-
phe (fMLP), lipopolissacarideo (LPS), fator de agregacao plaquetaria (PAF),
acetato miristato de forbol (PMA) (EI-BENNA et al., 2008)

Os neutrdfilos quando estimulados podem expressar e secretar IL-8, que

€ essencial para a quimiotaxia e ativacéo de outros neutrofilos (FU et al., 2004).
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Duas vias metabdlicas sédo ativadas durante a fagocitose, uma envolve o
metabolismo da glicose via hexosemonofosfato e outra a via adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH-oxidase) que produz ERO, incluindo o
superéxido e o peroxido de hidrogénio (HUIMIN et al., 2000). O NADPH ¢é
oxidado pela ativagdo da enzima NADPH-oxidase que transfere dois elétrons
para cada duas moléculas de oxigénio, gerando anion superoxido, essencial
para a funcéo bactericida dos neutrofilos (BABIOR, 2002).

A NADPH oxidase € formada por complexo enzimatico que contém trés
subunidades presentes no citosol (p40phox, p47phox e p67phox) e um
complexo protéico de membrana p22phox - p91lphox (WITKO-SARSAT et al.,
2000). Devido a ativacéo dos neutrofilos ocorre fosforilagdo da subunidade p47
e as subunidades enzimaticas presentes no citosol migram para a membrana
plasmatica. Esta associacao torna o complexo enzimético ativo capaz de gerar
anion superoxido (O2) a partir da forma molecular comum do oxigénio (Oy).
(BABIOR, 2002).

O anion superoxido € substrato para a geracdo do peroxido de
hidrogénio (H»O;) e outros oxidantes mais importantes por meio da reacdo
envolvendo a enzima superéxido dismutase. Dentre as ERO que séo geradas a
partir de H,O, encontram-se o acido hipocloroso cuja formacédo depende da
acao da mieloperoxidase (MPO) juntamente com anion cloro. Este acido é um
potente oxidante citotoxico e possui uma grande importancia na destruicdo de
virus, fungos e bactérias (SMITH, 2000). Ja a hidroxila pode ser produzida via
reacao de Fenton independentemente de H,O, e O, (BEUTLER, 2004).

Para evitar o extravasamento excessivo de ERO e danos oxidativos, 0s
neutrofilos entram rapidamente em apoptose apés ativacdo e migracdo aos
tecidos (DUPRE-CROCHET et al., 2013). As caspases sd0 enzimas presentes
no processo de apoptose celular e atuam inibindo proteinas essenciais para a
sobrevida celular, levando assim a morte celular e acarretando alteracdes
morfoldgicas tipicas do processo (SALVESEN; DIXIT, 1999). As ERO também
sdo controladas pelas defesas antioxidantes enddgenas e exdgenos

provenientes da dieta como vitaminas E e C, carotenoides e selénio
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(HALLIWELL et al., 2011). Uma incapacidade celular em conter a produgéao ou
mesmo remogdo destas ERO resulta em um acumulo anormal dessas
substancias gerando o chamado estresse oxidativo (CHATTERJEE, 2007).

O estresse oxidativo pode comprometer a funcéo celular e desempenhar
importante funcdo na patogénese de varios processos bioldgicos (REUTER et
al., 2010), além de também estar envolvido na patogenia de inUmeras doencgas
como anemia hemolitica (FIBACH; RACHMILEWITZ, 2008), aterosclerose
(BONOMINI et al., 2008), lesdes de reperfusdo teciduais (PARK; LUCCHESI,
1999) e tem também potencial carcinogénico (WEINBERG; CHANDEL, 2009).

Existem uma gama de métodos para avaliagdo do metabolismo oxidativo
dos neutrdéfilos, como o teste de reducédo do tetrazolio de nitroazul (NBT), a
reducdo do ferrocitocromo C, a quimiluminescéncia e a determinacdo da
mieloperoxidase. (DUPRE-CROCHET et al., 2013). Recentemente a citometria
de fluxo vem sendo a metodologia mais utilizada para quantificar os produtos
do metabolismo oxidativo, sendo um método mais simples e capaz de
mensurar a atividade de centenas de neutréfilos em um periodo muito curto de
tempo (ELBIN; LIZARD et al.,, 2009). As diferentes metodologias utilizadas
podem ser responséveis por resultados conflitantes da producéo de ERO vistos
na literatura (SARDENBERG et al., 2006).

4 Relagao entre a uremia, 0 estresse oxidativo, 0 metabolismo oxidativo e
apoptose de neutrofilos

A uremia é um termo genérico usado para definir e caracterizar o estado
de IRC em que os rins perdem capacidade de exercer suas funcfes primordiais
como eliminar substancias toxicas que seriam filtradas em condi¢bes normais.
Os principais sinais clinicos encontrados em casos de uremia sdo perda de
apetite, vomito, diarreia, letargia e perda de peso, gastrite urémica e Ulceras
orais (POLZIN, 2011). Pacientes com IRC séo considerados grupo de risco por
desenvolverem frequentes casos de infecgées (COHEN; HORL et al., 2012),

A IRC é diagnosticada com frequéncia em pequenos animais (LUND et

al.,1999) e a alta mortalidade desta afeccéo ainda néo esta esclarecida, porém
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sabe-se que em humanos a disfuncdo neutrofilica € uma das principais causas
(COHEN; HORL et al., 2012). A presenca da imunossupressdo em pacientes
com IRC tem sido comumente atribuida a toxinas urémicas, ma nutricao,
excesso de ferro, aumento do calcio citosolico e deficiéncia de zinco no
organismo (HORL, 1999; IBS; RINK, 2003).

Entretanto, os resultados de estudos envolvendo a uremia ainda s&o
contraditorios, principalmente envolvendo o metabolismo oxidativo dos
neutrofilos. Enquanto alguns autores verificaram aumento do metabolismo
oxidativo neutrofilico (KLEIN et al., 1999; MCLEISH et al., 1996) outros
observaram diminui¢cdo das ERO (COHEN et al., 2011; HIRAYAMA et al., 2000;
SARDENBERG et al., 2006) e até mesmo auséncia de alteracdo (HUGHES et
al.,, 1996). Tais divergéncias podem ser atribuidas a diferenca entre as
metodologias utilizadas para avaliar o metabolismo oxidativo neutrofilico ou
devido a fase da IRC avaliada (SARDENBERG et al., 2006). J4 se sabe que as
toxinas urémicas possuem efeitos distintos sobre as células, num estagio inicial
essas toxinas podem causar aumento do metabolismo oxidativo causando
estresse oxidativo nas células (CENDOROGLO et al., 1999), dessa forma
ocorre um efeito pro-inflamatério que pode predispor inclusive a doencgas
cardiacas (COHEN; HORL et al., 2012). Enquanto outras toxinas tem efeito
inibidor sobre a producdo de ERO (CARVALHO et al., 2011; HIRAYAMA et al.,
2000), o que poderia favorecer quadros infecciosos.

A taxa de apoptose dos neutréfilos é elevada em pacientes humanos
com uremia, esta maior apoptose € responsavel pela menor producdo de
superéxido e consequentemente pela menor capacidade bactericida dos
neutrofilos (CENDOROGLO et al.,199). Uma possivel explicacdo para esse
efeito pré-apoptético em paciente com IRC pode ser devido a maior expressao
do Fas nesta afeccdo, (JABER, 2001) que € um ativador das caspases
(ELMORE, 2007). Estudo realizado por Majewska et al. (2003), in vivo,
apontam uma aceleracdo da apoptose dos neutrofilos em pacientes urémicos
gue era dependente do aumento do fator de expressao Fas/Apop-1 gerados

durante a uremia.
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Em cées ja existem evidéncias que altas concentracdes plasméaticas de
ureia promovem in vitro a aceleracdo da apoptose dos neutrofilos (TREVELIN
et al., 2008), sugerindo que a IRC nessa espécie também pode contribuir para
a imunossupressao. Nessa espécie também ja foi observado que as toxinas do
soro urémico diminuem a producdo de superoxido de neutréfilos de cées
saudaveis (BARBOSA et al., 2010). Recentemente foi relatado que o estresse
oxidativo em caes com IRC estéa associado a maior (ALMEIDA et al., 2013) ou
menor (SILVA et al., 2013) producéo neutrofilica de superoxido. Segundo Silva
et al. (2013), durante o estresse oxidativo da IRC canina o aumento da taxa de
apoptose diminui o numero de neutrofilos vidveis e a producéo neutrofilica de
superoéxido. Entretanto, ainda € necessario determinar os mecanismos de como
0 estresse oxidativo da uremia acelera a apoptose e diminui 0 metabolismo

oxidativo dos neutréfilos em cées.

5 A relacdo da toxina urémica p-cresol com o metabolismo oxidativo e
apoptose dos neutrofilos

Existem mais de 100 outras toxinas urémicas que podem contribuir para
alteracdo do metabolismo oxidativo e apoptose dos neutréfilos (SARDENBERG
et al., 2006). O p-cresol, as guanidinas e a leptina representam alguns dos
solutos urémicos identificados em pacientes com IRC e que podem modificar a
funcdo neutrofilica (HIRAYAMA et al., 2000; OTTONELLO et al, 2004
SCHEPERS et al., 2007; VANHOLDER et al., 2008).

O p-cresol (4-metilfenol) é uma das principais toxinas urémicas
estudadas atualmente, sendo um metabdlito da fenilalanina e tirosina produzido
principalmente pelas bactérias intestinais (De SMET et al., 2003). Esta toxina
urémica é caracterizada por possuir uma proteina de forte ligacdo, tornando
sua remocéao dificil na maioria das técnicas de didlise atualmente disponiveis,
incluindo a dialise de alto fluxo (CARVALHO et al., 2011), por isso vem sendo
associada com a alta taxa de mortalidade em pacientes hemodialisados
(BAMMENS et al., 2006).
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No soro de pacientes com IRC, a concentracdo de p-cresol é 10 vezes
maior do que em pessoas saudaveis (CERINI et al., 2004). O p-cresol se
encontra no plasma na forma livre e ligada a proteina, principalmente a
albumina, sendo estas duas formas juntas consideradas o p-cresol total
(VANHOLDER; De SMET et al.,1999). Esta toxina urémica também &
transformada no figado em seu conjugado p-cresilsulfato por meio de
sulfatacdo (VANHOLDER; De SMET et al.,1999). Ja foram desenvolvidos
métodos sensiveis para determinar o p-cresol total e livre, sendo a
cromatografia de fase liquida (HPLC) a metodologia mais utilizada nestes
estudos. Bammens et al. (2006) encontraram concentracdes de 1mg/L p-cresol
livre e 10mg/L de p-cresol total em humanos com IRC, sendo o p-cresol total 10
vezes maior nestes pacientes que pacientes sem IRC, a mesma diferenca
relatada anteriormente por De Smet et al. (1998).

Entretanto, estudo realizado por De Smet et al. (2003) verificaram que a
hipoalbuminemia presente em pacientes com uremia favorece um aumento da
porcao livre do p-cresol e que este fato esta relacionado com alta frequéncia de
pacientes internados por quadros infecciosos. O mesmo estudo demonstrou in
vitro que a concentracdo encontrada de p-cresol livre levou a uma inibicdo do
metabolismo oxidativo dos neutrofilos, o que sugere que o efeito téxico do p-
cresol possa estar relacionado com fracao livre presente na circulacdo. Este
estudo estd de acordo com os resultados de Bammens et al. (2006) que
sugerem que 0s niveis séricos do p-cresol livre estejam ligados com a alta
mortalidade de pacientes urémicos durante o tratamento com hemodialise.
Além disso, num estudo recente realizado por Brocca et al. (2013) foi
comprovado que a fracdo livre do p-cresol provoca uma reagdo toxica em
células tubulares renais, o que leva a morte celular, principalmente em altas
concentracbes do p-cresol, podendo ocorrer apoptose ou necrose celular e
agravando ainda mais o quadro urémico.

Héa evidéncia de que a imunossupressao causada pelo p-cresol deve-se
a uma menor producdo de ERO (SCHEPERS et al., 2007) e a uma menor
capacidade de migracdo dos neutrofilos (CARVALHO et al.,, 2011). Existem
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poucos relatos do efeito do p-cresol sobre a fun¢éo neutrofilica, conforme pode
ser observado na Tabela 1. J& foram descritas diferentes metodologias para
avaliar in vitro o efeito do p-cresol em neutrofilos humanos, resultando de
maneira geral na inibicdo no metabolismo oxidativo sem alteracdo da apoptose

dos neutroéfilos.

Tabela 1 - Resumo das metodologias e principais resultados de estudos sobre efeito in vitro do p-cresol no
metabolismo oxidativo e apoptose dos neutréfilos em humanos.

Autores Vanholder et al. De Smet et al. Scherpes et al. Carvalho et al.
(1995) (2003) (2007) (2011)
Num_ero de 6 13 8 o5
pacientes
Quimiluminescéncia, ) .
. . ~ o T Citometria de Citometria de fluxo
Método de analise producdo CO, e Quimiluminescéncia
_ _ fluxo (sonda DCFH)
citometria de fluxo
Tempo de 10, 60 e 120min 10min 10min 10min, 4h, 18h e
incubacéo 24h
Concentracéo de 0,5, 10,30e50 P-cresol livre: 7,5 e
p-cresol mg/mL 40,0 mg/L 40,7 mg/L 40,7 mg/L
Diluente do
Metanol Metanol Metanol Metanol
p-cresol
Estimulos Latex, zymosan e Zvmosan fMLP, PMA e PMA e
PMA Y S. aureus S. aureus
Efeito no Inibicdo nas provas Inibicio apenas na Inibicdo apenas Inibico apenas no
metabolismo espontaneas e & P na prova I P
. . prova estimulada . estimulo com PMA.
oxidativo estimuladas estimulada
Efeito na
viabilidade e N&o avaliado N&o avaliado Sem efeito Sem efeito
apoptose

*DCFH- 2',7'- diacetato de diclorofluoresceina; PMA-acetato miristato de forbol; fMLP- n-formil-metionil-leucil-

fenilalanina.

Carvalho et al. (2011) e Schepers et al. (2007) verificaram que o p-cresol
causa uma inibicdo apenas do metabolismo oxidativo de neutréfilos humanos
ativados, sem alteracdo nas células quiescentes. Dessa forma, Carvalho et al.
(2011) sugeriram que o0 p-cresol agiria inibindo a proteina quinase C,

diminuindo a “exploséo respiratoria” apos estimulo com o acetato miristato de
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forbol (PMA). Quando os neutrofilos sdo expostos ao PMA, a ativacdo da
proteina quinase C leva a uma forte ativagdo da NADPH oxidase e
consequente aumento da producéo de superéxido dos neutréfilos (GABLER et
al., 2003). Entretanto, contrariando tal hipotese Vanholder et al. (1995)
verificaram acao inibitoria do p-cresol também em neutrofilos quiescentes.

Diferentemente do p-cresol, 0 seu conjugado p-cresilsulfato aumenta o
metabolismo oxidativo dos neutréfilos humanos quiescentes (SCHEPERS et
al., 2007), o p-cresilsulfato agiria por ser desulfatado, voltando a forma de p-
cresol, isso porque os neutrofilos humanos sdo uma fonte rica de arisulfatases
gue catalisam a hidrélise de ésteres aromaticos de sulfato. Dessa forma o p-
cresol continuaria agindo nas imediacfes dos leucécitos prejudicando a
resposta de pacientes urémicos a infec¢des. Entretanto, mais estudos devem
ser realizados para um melhor entendimento da cinética desta toxina.

O mecanismo que seria responsavel pela disfun¢do neutrofilica em
pacientes humanos com IRC parece estar associado a aceleracdo da apoptose
dos neutrdéfilos com consequente diminuicdo do metabolismo oxidativo dessas
células (CENDOROGLO et al., 1999). Entretanto, Carvalho et al. (2011) e De
Smet et al. (2003) ndo observaram alteragdo na apoptose e viabilidade de
neutrofilos de pacientes humanos saudaveis incubadas com p-cresol. Sdo
escassos 0s estudos relacionando o efeito do p-cresol sobre a taxa de
apoptose dos neutrdfilos, dificultando a investigacdo do assunto.

Além das altas concentragBes de p-cresol estarem associadas com a
alta frequéncia de infeccbes em pacientes urémicos, existe também aumento
da ocorréncia de doencas cardiovasculares (MEIJERS et al., 2008; PENG et
al., 2013), inibicdo da agregacéo plaquetéria (CHANG et al., 2011), alteragbes
hepéticas (ABREO et al., 1997) e disfungbes endoteliais (CERINE et al., 2004)
associadas ao acumulo desta toxina.

Métodos terapéuticos para diminuir a concentracdo desta toxina urémica
estdo sendo investigados em humanos, Vanholder; De Smet et al., (1999)
citam que a concentracdo sérica de p-cresol em pacientes urémicos pode ser

diminuida adotando-se uma dieta com baixos teores de proteina. Métodos
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alternativos sdo necessarios uma vez que a hemodidlise é ineficaz em filtrar o
p-cresol de forma eficiente, sendo o acumulo desta toxina entdo atribuida a
maior quantidade de 6bitos em pacientes com IRC (BAMMENS et al., 2006;
MARTINEZ et al., 2005). De acordo com Faure et al. (2006), € grande a
necessidade de desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para
otimizar a eliminag&o do p-cresol em pacientes humanos urémicos.

Apesar de a insuficiéncia renal cronica ser uma das enfermidades
comumente diagnosticadas em cdaes, existem poucos relatos na medicina
veterinaria quanto a disfuncdo neutrofilica na doenca renal, entretanto, ja
existem evidencias que a uremia em cdes, a semelhanca que ocorre em
humanos, também afeta funcédo neutrofilica (ALMEIDA et al., 2013; SILVA et
al., 2013). Embora had muito tempo a eliminacdo do p-cresol tenha sido
investigada em caes (BRAY et al., 1950), at¢é o momento ndo ha registros
sobre a concentragcdo plasmética dessa toxina durante a uremia e seu efeito

sobre os neutrofilos nesta espécie.

6 Objetivos

Com base nas evidéncias obtidas na revisdo de literatura sistematica
algumas hipoteses foram formuladas com o objetivo de estabelecer e melhor
compreender a relacdo da toxina p-cresol e a disfuncdo dos neutrofilos:

Testar a hipétese de que, in vivo, a semelhanca do que ocorre em
humanos, as concentragfes plasméaticas de p-cresol aumentam em caes com
IRC.

Testar a hipotese de que, in vivo, o aumento das concentracfes
plasmaticas de p-cresol em cdes com IRC no estagio IV estd associado com a
alteracdo do metabolismo oxidativo e taxa de apoptose dos neutrofilos
circulantes.

Testar in vitro a hipotese que o p-cresol em concentragdes semelhantes
as que ocorrem no plasma de caes com IRC alteram o metabolismo oxidativo e

a taxa de apoptose dos neutrofilos isolados de cées saudaveis.
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Testar in vitro a hipétese de que as alteracdes do metabolismo oxidativo e
da taxa de apoptose dos neutréfilos de caes sadios incubados com o plasma
urémico de caes com IRC sao similares as alteracbes dos neutrofilos

incubados em meio enriquecido com p-cresol.
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CAPITULO 2 - O P-CRESOL LIVRE ALTERA A FUNCAO NEUTROFILICA
DE CAES

BOSCO, A.M.Y: PREVE, P.P.:: ALMEIDA, B.F.M.}; NARCISO, L.G.}; SANTOS
NETO?, A.; FERREIRA, W. L.%: CIARLINI, P.C.2

Resumo - Objetivando uma melhor compreensdo dos mecanismos
responsaveis pela disfuncdo neutrofilica recentemente descrita em cédes com
insuficiéncia renal crbonica (IRC), foi feita uma comparacdo entre a
concentracdo plasmatica do p-cresol livre em cades controles (n=20) e no
estagio IV da IRC (n=20). Foi determinado o grau de correlacdo entre os
valores plasmaticos do p-cresol e os marcadores de estresse oxidativo,
metabolismo oxidativo e apoptose dos neutréfilos de cdes urémicos. O efeito
deste composto sobre o metabolismo oxidativo e apoptose foi avaliado em
neutrofilos isolados de 20 cées saudaveis incubados em meio RPMI
enriquecido com p-cresol (0,405 mg/L) e comparado com meio enriquecido
com plasma urémico. Para tal, a concentracdo plasmatica de p-cresol foi
guantificada por cromatografia de fase liquida (HPLC). O metabolismo oxidativo
dos neutrofilos foi avaliado por citometria de fluxo capilar quantificando a
producdo de superéxido com uso da sonda hidroetidina (HE) e a producao de
peroxido de hidrogénio com a sonda 2',7'- diacetato de diclorofluoresceina
(DCFH), com ou sem estimulos de acetato miristato de forbol (PMA) e n-formil-
metionil-leucil-fenilalanina (fMLP). A apoptose e a viabilidade dos neutrofilos foi
quantificada em citdmetro de fluxo capilar utilizando sistema Anexina V-PE,
com ou sem estimulo de camptotecina (CAM). O p-cresol livre induziu em

neutrofilos de cées sadios um aumento da apoptose e a diminuicdo da
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producdo de ERO. Conclui-se que o quadro apresentado durante a uremia
concomitante com aumento do p-cresol livre plasmatico pode contribuir para a

presenca da imunossupressado em caes com IRC.

Palavras-Chave: explosao respiratéria, morte celular, superdxido, uremia.

1 Introducéo

A imunossupressado descrita na insuficiéncia renal cronica (IRC) em
humanos (CHONCHOL, 2006; COHEN; HOLL et al., 2012) provavelmente
ocorre em caes urémicos. Recentemente foi relatado que o estresse oxidativo
em caes com IRC esta associado a maior (ALMEIDA et al., 2013a) ou menor
(SILVA et al., 2013) producdo neutrofilica de superoxido. A producdo de
superoxido e seus derivados exercem importante fungcéo bactericida, entretanto
uma producdo excessiva desses oxidantes pode resultar em lesdo de varios
componentes orgéanicos devido ao estresse oxidativo (KAO et al., 2010) e
aumentar a taxa de apoptose neutrofilica (CAPEILLERE-BLANDIN et al.,
2006).

O estresse oxidativo desempenha importante funcdo na patogénese de
uma ampla gama de processos bioldgicos, incluindo a apoptose (GALLI et al.,
1999). Os neutrofilos em apoptose apresentam reducdo da taxa quimiotética,
fagocitose e producédo de superoxido (WHYTE et al., 1993), consequentemente
menor capacidade de combater microrganismos (ANDING et al., 2003;
SARDENBERG et al., 2006). Os mecanismos pelos os quais a disfuncédo dos
neutrofilos ocorre na uremia esta em construcdo. Uma das hipoteses seria que
as toxinas urémicas promovam inicialmente uma ativagdo do metabolismo
oxidativo e que 0 excesso de espécies reativas de oxigénio, em uma segunda
etapa, promova 0 aumento da apoptose e consequente diminuicdo da
producdo de superéxido dos neutrofilos (ALMEIDA et al., 2013a;
CENDOROGLO et al., 1999).
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Existem mais de 100 toxinas urémicas que podem contribuir para
alteracdo do metabolismo oxidativo e apoptose dos neutréfilos (SARDENBERG
et al., 2006). O p-cresol (4-metilfenol) € um metabdlito da fenilalanina e tirosina
que é produzido especialmente pelas bactérias intestinais (De SMET et al.,
2003). No soro de pacientes humanos com IRC, a concentragdo de p-cresol é
10 vezes maior do que o normal (De SMET et al., 1998). A hipoalbuminemia
presente em pacientes com IRC favorece um aumento da porcéo livre do p-
cresol e este fato parece estar relacionado com a alta frequéncia de pacientes
internados por quadros infecciosos (De SMET et al.,, 2003), provavelmente
devido a imunossupressao.

Os poucos estudos que avaliaram o efeito do p-cresol sobre a funcéo
dos neutrofilos demonstraram que esta toxina urémica pode contribuir para a
iImunossupressdo de pacientes urémicos, inibindo o metabolismo oxidativo
(CARVALHO et al., 2011; SCHERPERS et al., 2007) sem acelerar a apoptose
dos neutréfilos (CARVALHO et al., 2011; De SMET et al., 2003).

Embora a IRC seja comum em céaes, 0os estudos sobre o efeito das
toxinas urémicas na fungéo neutrofilica desta espécie sdo escassos. Barbosa
et al. (2010) observaram que o0s compostos presentes no plasma de caes
urémicos diminuem in vitro a producéo de superoxido de neutrofilos isolados de
cées sadios. Até o0 momento ndo se conhece qual a concentracdo plasmatica
de p-cresol em cdes com IRC e se 0 aumento dessa toxina, a semelhanca do
gue ocorre em humanos, afeta o metabolismo oxidativo dos neutrofilos.

Objetivando ampliar o conhecimento sobre os mecanismos envolvidos
com a disfuncao dos neutréfilos de cdes com IRC, o presente estudo testou a
hipotese de que a semelhanca do que ocorre em humanos, o0 aumento da
concentragdo plasmatica do p-cresol livre estd associado com estresse
oxidativo e a alteracdo do metabolismo oxidativo dos neutrofilos de cdes com
IRC. Aditivamente foi comparada a producdo de superoxido e apoptose de
neutréfilos de cdes urémicos com os de caes sadios incubados com plasma

urémico e p-cresol.
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2 Material e Métodos

O experimento ocorreu de acordo com 0s principios éticos em uso de
animais do Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade
Estadual Paulista (Protocolo FOA-00762/2012).

2.1 Selegao dos animais

Foram selecionados 60 cées adultos de diferentes racas e sexo, sendo
40 controle e 20 urémicos. Para tal, todos caes foram submetidos a exames
clinicos e laboratoriais como hemograma completo, urinalise tipo | e
concentracdo plasmatica de proteina total, fibrinogénio, albumina, ureia,
creatinina, bilirrubina total, acido durico, colesterol, glicose, célcio, fésforo,
capacidade antioxidante total (TAC) e peroxidacao lipidica mensurada pelas
substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS).

Com base nos exames supracitados, considerou-se como critério de
inclusdo no grupo urémico o cao ter IRC no estagio IV (2440 pmol/L de
creatinina) com sinais clinicos sistémicos (hipertenséo, gastrite, Ulcera bucal,
anemia normocitica normocrémica, baixa densidade urinaria, dentre outros)
de acordo com o sistema de estadiamento da International Renal Interest
Society (INTERNATIONAL RENAL INTEREST SOCIETY, 2006). No grupo
controle foi incluido apenas cédes sem qualquer alteracdo nos exames clinico e
laboratoriais.

Animais de ambos 0s grupos experimentais recentemente tratados com
vacina ou medicamento que sabidamente afetem a funcéo leucocitaria e o
estado antioxidante ndo foram incluidos no estudo. Cées soro positivos para
leishmaniose visceral pelo método ELISA (LIMA et al.,, 2003) também nao

foram incluidos no estudo.

2.2 Delineamento
Os indicadores de estresse oxidativo no plasma (TAC, TBARS, albumina,

acido urico e bilirrubina), a producéo de superoxido, viabilidade e apoptose dos
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neutréfilos dos cdes dos grupos controle (n=20) e urémicos (n=20) foram
quantificadas e correlacionados com a concentracao plasmética de p-cresol.

Para avaliar o efeito isolado do p-cresol sobre o metabolismo oxidativo,
utilizando-se sondas especificas, foi quantificada a producédo de superoxido e
de peréxido de hidrogénio em neutrdfilos isolados de caes saudaveis do grupo
controle (n= 20), com e sem a ativagdo com acetato miristato de forbol (PMA) e
n-formil-metionil-leucil-fenilalanina (fMLP). Para fins de controle, todos os
ensaios foram comparados com meios enriquecidos com e sem plasma
urémico e o solvente metanol utilizado para diluir o p-cresol.

Conforme recomendacdes do grupo europeu de toxinas urémicas
(COHEN et al., 2007) nos ensaios in vitro foi utilizada a maior concentragéao de
p-cresol encontrada no plasma de cdes do grupo urémico (0,405 mg/L).
Resumidamente, de 20 cées saudaveis do grupo controle, uma suspensao de
neutréfilos isolados (10%/mL) foi submetida a trés diferentes tratamentos:
incubacdo em meio RPMI 1640 puro (Controle); incubacdo em RPMI com 0,8%
de metanol (Controle diluente); incubacdo em RPMI enriquecido com “pool” de
plasma de 20 caes do grupo urémico e incubagdo com RPMI enriquecido com
0,405 mg/L de p-cresol (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, USA). A solucdo mae de
p-cresol diluida em metanol foi preparada imediatamente antes do uso. Todos
0s ensaios foram realizados pareados, sendo os neutrofilos incubados por 3

horas em termociclador & 37°C.

2.3 Colheita das amostras e analises laboratoriais
ApoOs um jejum alimentar de 8 a 12 horas, 10 mililitros de sangue total
foram colhidos de cada animal por puncdo da veia jugular, sendo 9 mL
acondicionados em tubos heparinizados estéreis para isolamento dos
neutréfilos e obtencdo de plasma para analises bioquimicas e dosagem da
toxina urémica p-cresol. O restante do sangue foi acondicionado em tubo com
EDTA-K; para realizacdo do hemograma.
As andlises bioquimicas plasmaticas foram realizadas em

espectrofotometro automatizado (BS 200, Shenzhen Mindray Bio-Medical
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Eletronics Co., Nanshan, China) previamente calibrado com calibrador e soros
controles niveis | e |l e utilizando reagentes comerciais (Biosystems, Barcelona,
Espain). Foi determinado o teor de ureia (método enziméatico UV
urease/glutamato desidrogenase); creatinina (método cinético do picrato
alcalino); albumina (método do verde de bromocresol); colesterol (método
enzimatico oxidase/peroxidase); proteina plasmatica total (método do biureto);
bilirrubina (método sulfanilico diazotado); acido arico (método enzimatico
uricase/peroxidase); célcio total (método colorimétrico da cresolftaleina
complexona), fésforo inorganico (método colorimétrico do molibdato); AST e
ALT (método cinético IFCC) e proteina urinaria (método vermelho de pirogalol).
Todas as reacdes bioquimicas foram processadas a 37°C conforme
orientacdes dos fabricantes.

O hemograma foi realizado em contador automatizado de células
veterinario (BC-2800Vet, Shenzhen Mindray Bio-Medical Eletronics Co.,
Nanshan, China). A urina foi colhida por cistocentese para realizacdo do exame
de urina tipo | e determinacdo da relacdo proteina/creatinina urinaria (UPC). A
densidade urinéria foi obtida por refratometria, 0 exame quimico foi realizado
utilizando tiras reagentes comerciais (ComburlO test®, Roche, Mannheim,
Germany), a andlise do sedimento foi realizada segundo recomendacdes de
Osborne et al. (1995).

A TAC plasmaética foi determinada pelo método colorimétrico do cation
ABTS (2,2’-azino-bis 3-ethylbenz-thiazoline-6-sulfonic acid) em que substancias
antioxidantes presentes no plasma inibem a oxidacéo dos substratos presentes
nos reagentes, impedindo a mudanca de cor do meio e, assim, determinando a
capacidade antioxidante do plasma. Os resultados foram expressos em mmol
de equivalente de Trolox/L apds comparagdo das amostras com uma curva
padrdo com diversas concentracdes de Trolox (EREL, 2004).

A peroxidacdo lipidica plasmatica foi determinada a partir da
quantificacdo das substancias reativas ao &cido tiobarbitdrico utilizando
reagente comercial (TBARS Assay Kit, ZeptoMetrix Corporation, USA) e leitora
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automética de placas de 96 pocos (Readwell Touch, Robonik PVT LTD, Thane,
India) em 545 nm, segundo recomendacgdes do fabricante.

2.4 Dosagem cromatografica do p-cresol livre

As analises foram realizadas em um sistema de cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC) Shimadzu, série Prominence 20A com detector UV/Vis
em 278 nm, seguindo o método proposto por De Smet et al. (1998).
Resumidamente, as amostras de plasma de caes foram centrifugadas por 10
minutos a 10.000 rpm, sendo retirada uma aliquota de 250uL do sobrenadante.
Em seguida as amostras foram submetidas a ultra filtracdo a 6.000 rpm em um
dispositivo de ultra filtracdo Centrifree de 30.000 Da. Uma aliquota de 100 pL
do filtrado foi transferida para um microtubo adicionando-se 15 L de solucéo
dos padrdes internos 2,6-dimetilfenol (padréo interno do p-cresol, concentragéo
de 500 pg/L), 5,6 pL de KOH 6,5 mol/L e 9,1 pL de solugéo de ninidrina 1,8
mol/L. Apos o tempo de reacdo de 15 minutos, foram adicionados 49,9 uL de
solucdo de acido ascorbico 10% (m/v) e 6,45 uL de H3PO, 10 mol/L. As
amostras foram submetidas a aquecimento em forno a 90°C por 30 minutos,
resfriadas a temperatura ambiente e injetadas no sistema HPLC Shimadzu
Proeminence 20A com detector de fluorescéncia Shimadzu RF-10AXL,
utilizando como fase movel agua com 0,1% de acido féormico e acetonitrila.
Para a detec¢ao do p-cresol foi utilizado o comprimento de onda de excitacao
de 270 nm e emissdo em 300 nm. Foi utilizado o método de elui¢cdo gradiente,
com composicdo da fase moével variando de 5-23% de acetonitrila em 9
minutos, 23-50% de acetonitrila em 3 minutos, 50-5% em 1 minuto e constante
em 5% de acetonitrila por 4 minutos, totalizando o tempo de andlise
cromatografica de 17 minutos. O volume de injecdo das amostras foi de 10 L

e a temperatura do forno 45°C.

2.5 Isolamento dos neutréfilos
Os neutréfilos foram isolados do sangue total heparinizado conforme

protocolo descrito por Silva et al. (2013). Resumidamente quatro mililitros de
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sangue heparinizado foram utilizados para o isolamento dos neutréfilos em
duplo gradiente de separacdo contendo 3 mL de Histopaque-1119° e 3 mL de
Histopaque-1070® (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, USA). As células isoladas
foram entdo lavadas duas vezes com solucdo aquosa de cloreto de amonio
(0,14 M) e uma vez com Solugéao Salina Balanceada de Hanks (Sigma-Aldrich
Co., St. Louis, USA). Ap6s contagem em hemocitbmetro, as células foram
diluidas em meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, USA) na
concentracdo 10°/mL. A viabilidade foi estimada pelo método de exclusdo do
azul de tripan e a pureza foi determinada por citologia. Apenas os isolamentos
gue obtiveram viabilidade e pureza acima de 95 e 93%, respectivamente, foram

incluidos no estudo.

2.6 Avaliacdo do metabolismo oxidativo dos neutréfilos

O metabolismo oxidativo foi avaliado determinando-se a producéo de
superéxido com a sonda hidroetidina (HE) e a producdo de peroxido de
hidrogénio com a sonda diacetato de diclorofluoresceina (DCFH). Para
determinacdo com HE foi utilizada metodologia descrita por Almeida et al.
(2013b). Resumidamente, em um volume de 180 pL de suspensdo de
neutréfilos (10%mL) em meio RPMI 1640 foram acrescidos 20 pL de solucéo
tamponada de HE (0,1 mmol/L). Esta suspensdo de neutréfilos, com e sem o
estimulo de 0,55 uM de PMA e 100 nM de fMLP (Sigma-Aldrich Co., St. Louis,
USA) foi incubada em um termociclador a 37°C por 10 minutos. Apdls a
incubacédo a suspensao de neutrofilo foi mantida em banho de gelo e protegida
da luz até o momento da leitura. A média de fluorescéncia vermelha de
brometo de etidio gerada pela oxida¢do do HE pelo superdxido foi quantificada
em um citdbmetro de fluxo capilar (Guava EasyCyte Mini®, Guava Technologies,
Industrial Boulevard Hayward, USA).

Para determinacdo com DCFH (fluorescéncia verde) a metodologia foi
similar & da HE, variando apenas na concentracao final da sonda que foi de 5
mol/L, também foram utilizados os mesmos estimulos com PMA e fMLP.
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2.7 Avaliacéo da viabilidade e indice apoptotico dos neutrofilos

A viabilidade e a apoptose total foram estimadas por citometria de fluxo
capilar utilizando o sistema Anexina V-PE (Guava Nexin Kit, Guava
Technologies, USA), conforme descrito por Silva et al. (2013). Resumidamente,
uma solucéio de neutréfilos (10°/mL) dos diversos tratamentos foi incubada com
e sem o indutor camptotecina 6 mM (CAM) (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, USA).
ApoOs incubacéo por 4 horas a 37°C, com agitacdo por um minuto (600 rpm) a
cada 15 minutos em termociclador microprocessado (Thermomixer, Eppendorf,
Mod. Comfort, Hamburg, Germany), a suspenséo de células foi aliquotada em
100 pL e acrescida de 100 pL de Anexina V-PE, com posterior incubacdo por
20 minutos em temperatura ambiente sob protecdo da luz. Utilizando-se
citometro de fluxo capilar, os resultados de 10.000 eventos foram analisados
em programa computacional especifico apds a compensacao do citbmetro para
o fluorocromo vermelho para reacao positiva de 7-AAD e fluorocromo amarelo
para reacdo positiva da Anexina V. Foi possivel quantificar as seguintes
populacdes celulares: células viaveis (anexina V— e 7-AAD-); apoptose inicial
(anexina V+ e 7-AAD-) e apoptose final (anexina V+ e 7-AAD+). A apoptose
total foi obtida ap6s soma das popula¢gbes de células em apoptose inicial e

final.

2.8 Andlise estatistica

Nos ensaios in vivo, todas as variaveis foram testadas quanto a
normalidade (teste de Shapiro-Wilk) e homocedasticidade (teste Bartlett) e para
verificar as diferencas entre os grupos analisados foram utilizados os testes de
Mann-Whitney e teste t ndo pareado. As correlacdes entre os teores de p-
cresol com os parametros bioquimicos e metabolismo oxidativo e apoptose dos
neutrofilos foram realizadas utilizando teste de Spearman. Nos ensaios in vitro
para verificar o efeito do p-cresol sobre metabolismo oxidativo e viabilidade dos
neutréfilos, as variaveis foram testadas quanto a normalidade (teste de
Shapiro-Wilk) e a diferenca entre os grupos foi determinada pelos testes de T

pareado ou Wilcoxon. Foram consideradas significantes as diferencas entre os
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grupos quando p<0,05. Toda a analise estastisitca foi realizada com o
programa GraphPad Prism (GraphPad software, versédo 5.01, 2007).

3 Resultados

Comparado ao grupo controle, os cées urémicos apresentaram
caquexia, halitose urémica, ulceragdo oral e na lingua, desidratacdo, intensa
azotemia, baixa densidade urinaria, elevado UPC, anemia normocitica e
normocromica e hipoalbuminemia (Tabela 1). Estes achados laboratoriais
confirmam que todos os caes urémicos selecionados se encontravam no
estagio IV da IRC (INTERNATIONAL RENAL INTEREST SOCIETY, 2006).

3.1 Aumento da concentracdo plasmatica de p-cresol e do estresse
oxidativo em c&es urémicos

O p-cresol livre plasmatico em cades urémicos foi significativamente
maior que do Grupo controle (0,024 + 0,008 vs 0,07 + 0,091 mg/L) (Figura 1A),
sendo que a concentragcdo maxima observada foi de 0,405 mg/L.

Os caes urémicos, comparados aos controles, apresentaram aumento
da peroxidagéo lipidica e diminuigdo dos antioxidantes plasmaticos (TAC, acido
arico e albumina), confirmando que ocorreu um aumento do estresse oxidativo
durante a uremia (Figura 1). Porém, ndao houve correlacdo significativa entre o
p-cresol livre e qualquer marcador de estresse oxidativo e alteracdes do perfil

bioquimico.



Tabela 1 - Frequéncia de sinais clinicos, hemograma, perfil bioquimico e urinalise (média e
desvio-padrdo) de cdes do grupo controle e urémico no estagio IV da insuficiéncia
renal crénica.

Parametro Controle (n=40) Urémico (n=20)

Caquexia Ausente 70%

Ulceracéo oral e na lingua Ausente 96%

Exames laboratoriais

Volume globular (%) 47,7 +3,3 24,56 +9,03

Hemoglobina (g/dL) 15,9+1,0 8,06 £2,73

CHCM (%) 33,3+0,2 33,08 £2,22

Bioquimica

ALT (UI/L) 44,29 £13,2 61,76 £ 55,42

Colesterol (mg/dL) 178,3+51,4 265,40 £71,96

Glicose (mg/dL) 94,9 +£10,7 101,71 £ 33,43

Ureia (mg/dL) 32,6+8,1 362,75 £ 105,58

Densidade urinaria 1,043 + 0,003 1,016 £ 0,004

VCM — Volume corpuscular médio; CHCM — Concentragdo hemoglobinica corpuscular média;
UPC - Relacao proteina/creatinina urinéria.
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FIGURA 1 - Concentragdo plasmatica de p-cresol livre (A) e marcadores de estresse oxidativo como acido
arico (B), albumina (C), bilirrubina (D), peroxidacdo lipidica mensurada pelas substancias
reativas ao acido tiobarbiturico-TBARS (E) e capacidade antioxidante-TAC (F) de caes controle e

urémicos. * p<0,05 indica diferenca estatistica.

3.2 Correlacdo entre o p-cresol plasmatico, 0 metabolismo oxidativo e a

apoptose dos neutréfilos de cdes urémicos

A producdo espontanea de superoxido de cdes urémicos foi apenas

discretamente maior que a do grupo controle (Figura 2A). Sob estimulo do

PMA, os neutréfilos de cées urémicos produziram uma quantidade superdxido

significativamente maior (Figura 2B).
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FIGURA 2 - Boxplot do metabolismo oxidativo neutrofilico avaliado pela fluorescéncia média do
brometo de etidio em neutréfilos de cdes controle e urémicos, na auséncia
(esponténea, A) ou presenca do estimulo com PMA (estimulado, B). Os valores
para o primeiro quartil, mediana e terceiro quartil sdo indicados em cada caixa, e as
barras fora da caixa indicam valores minimos e maximos. Estatisticas: *p=0,002

Concomitante ao aumento do metabolismo oxidativo dos neutrdéfilos

(Figura 2B) e ao quadro de estresse oxidativo (Figura 1), ocorreu uma

diminuicdo da viabilidade e aumento da apoptose dos neutréfilos de caes

urémicos sob indu¢cdo com CAM (Tabela 2).

A concentracdo de p-cresol plasmatica apresentou uma forte correlagédo

(r=0,71, p=0,005) com a producdo espontanea de superoxido em neutroéfilos de

cées urémicos, porém sem correlacdo com a apoptose.

Tabela 2- Taxa de apoptose neutrofilica avaliada por citometria de fluxo capilar e sistema
Anexina V-PE (média e desvio-padrao) de cées controle e urémicos.

Controle Urémico p-valor

Viabilidade NE (%) 98,77 £0,29 98,42 +0,61 0,1500
Viabilidade CAM (%) 85,5+ 2,96 78,05 + 4,30* 0,0001
Apoptose total NE (%) 0,29 £0,12 0,36 £ 0,12 0,4307
Apoptose total CAM (%) 7,51+2,43 16,39 + 4,80* 0,0001

CAM- Camptotencina
NE-N&o estimulado

*p<0,05 indica diferenca estatistica.
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3.3 Efeito do p-cresol livre sobre o0 metabolismo oxidativo e apoptose dos
neutréfilos de caes saudaveis

A possivel interferéncia do metanol no metabolismo oxidativo e
apoptose dos neutréfilos foi investigada. Na mesma concentracdo utilizada
para dissolver o p-cresol, o0 metanol promoveu um aumento na producdo de
superoéxido espontanea dos neutrofilos (Figura 3A), ja nas provas estimuladas o
metanol diminuiu o metabolismo oxidativo em neutrofilos estimulados com o
PMA (Figura 3A), porém um efeito inverso foi observado sob o estimuldo do
fMLP (Figura 3A). Ja a producao de peroxido de hidrogénio quantificada com a
sonda DCFH néo se alterou em neutroéfilos incubados com metanol (Figura 3B).
Um aumento da taxa de apoptose total de neutrofilos induzida com CAM foi
observada na presenca do metanol (Tabela 3).

No presente estudo os neutrdfilos foram incubados com a maior
concentracédo de p-cresol livre encontrada em cées do grupo urémico (0,405
mg/L) e o seu efeito sobre o metabolismo oxidativo variou de acordo com a
sonda e o estimulo utilizado. A producdo espontanea de superéxido em
neutréfilos caninos (Figura 3A) incubados com plasma urémico (243,06 *
120,85) e p-cresol (125,03 = 21,92) foi maior do que a do grupo controle (98,32
+ 22,65) e metanol (115,08 + 24,71). Quando estimulados com o PMA, a
producdo de superdxido dos neutrofilos incubados com plasma urémico
(349,55 + 124,76) e com o p-cresol (657,60 + 190,36) foi significativamente
menor que a do controle (907,34 £ 239,60), ndo diferindo do efeito do metanol
(Figura 3A). De modo contrario, sob o efeito de outro ativador, o fMLP, a
producdo de superoxido de neutrofilos incubados com plasma urémico (291,29
*+ 43,67) e p-cresol (128,08 + 23,51) foi maior que a do controle (102,29 +
21,53), nao diferindo do efeito do metanol (Figura 3A).

A producao de peréxido de hidrogénio (Figura 3B) quantificada com a
sonda DCFH em neutrdfilos incubados com o p-cresol (41,35 £ 21,97) foi
menor que a do grupo controle (44,722 + 19,98) na auséncia de estimulo e na
presenca do PMA (141,12 + 34,58 vs 126,57 + 51,31) e do fMLP (50,181 *
20,34 vs 44,83 £ 20). O plasma urémico também promoveu uma diminuicdo da
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producdo de peréxido de hidrogénio em neutrofilos ativados com PMA, porém
tal reducdo ndo ocorreu na auséncia de estimulo ou diante da ativagdo com
fMLP.

HE DCFH
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w
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FIGURA 3 - Avaliacdo do metabolismo oxidativo neutrofilico de caes saudaveis incubados em
meio RPMI puro, com metanol (0,8%), com p-cresol livre (0,405 mg/L) e com
plasma urémico na auséncia ou presenca do estimulo com PMA ou fMLP utilizando
sonda hidroetidina-HE (A) e diacetato de diclorofluoresceina-DCFH (B). Estatisticas:
* p<0,05 vs controle; « p<0,05 vs metanol.

A diminuicdo da viabilidade e aumento da apoptose neutrofilica
observada em cées com uremia (Tabela 2) na presenca do indutor CAM
também ocorreu em neutroiflos incubados com p-cresol livre e com plasma
urémico (Tabela 3). Assim como verificado em relacdo ao metabolismo
oxidativo, o efeito pré-apoptético do plasma urémico foi mais intenso quando

comparado ao do p-cresol livre.

TABELA 3 - Viabilidade e apoptose total (valor médio + desvio-padrdo) de neutrofilos caes
saudaveis incubados em meio RPMI 1640 puro (Controle), com Metanol (0,8%) ou
com p-cresol (0,405 mg/L), sem (NE) ou com o indutor camptotecina (CAM).
Estatisticas: *p<0,05 vs controle; Tp<O,05 vs metanol.

Parametro Controle Metanol 5?;223 P-cresol
Viabilidade NE (%) 98,36 + 0,34 98,34 +0,29 99,40 +0,25* 98,60 +0,61
Viabilidade CAM (%) 45,89 + 4,83 44,00 + 3,69 31,58 +2,68* 42,65 +5,22*
Apoptose total NE (%) 0,27 £ 0,27 0,25 + 0,35 0,10 £ 0,06* 0,24 +0,29
Apoptose total CAM (%) 53,94 + 4,60 56,69 £ 4,48* 68,23 +2,69* 57,32 £5,04*

Estatisticas: *p<0,05 vs controle.
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4 Discussao

Os exames hematolégicos e bioquimicos de cdes sadios do grupo
controle (Tabela 1) corresponderam aos valores de normalidade da espécie
(KERR et al. 2002; THRALL, 2007) e certificam a higidez dos animais
selecionados como doadores de neutrofilos para os ensaios in vitro. As
alteracdes laboratoriais e clinicas observadas nos cdes urémicos foram
similares aos descritos recentemente em caes nos estagios finais da IRC
(ALMEIDA et al., 2013a; SILVA et al.,, 2013) e equivalem ao estagio IV da
doenca renal segundo o critério da International Renal Interest Society
(INTERNATIONAL RENAL INTEREST SOCIETY, 2006).

4.1 O estresse oxidativo em cdes urémicos ndo esta associado com
aumento do p-cresol livre plasmético em cédes urémicos

O aumento do p-cresol livre plasméatico em caes com IRC foi similar ao
descrito em humanos (De SMET et al., 2003), sendo esta, provavelmente, a
primeira evidéncia de que a elevacdo dessa toxina durante o quadro urémico
coincide com o aumento do estresse oxidativo e a disfungdo dos neutréfilos em
cdes. Em cées urémicos, o aumento da peroxidacdo lipidica estimada pela
concentracdo plasmatica de TBARS associada a uma diminui¢cdo plasmatica de
antioxidantes (acido urico, albumina e TAC) confirmam que durante a uremia
ocorre 0 estresse oxidativo ja descrito em humanos (BIANCHI et. al., 2009),
felinos (KEEGAN; WEBB, 2010) e cées (ALMEIDA et al., 2013a; SILVA et al.,
2013). Entretanto, ndo foi possivel estabelecer uma boa correlacdo entre os
indicadores de estresse oxidativo analisados no presente estudo e 0 p-cresol
livre plasmatico, sugerindo que esta toxina € apenas uma dentre varias que

afetam a relagao oxidante e antioxidante em caes com IRC.
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4.2 Em cdes urémicos o aumento do metabolismo oxidativo dos
neutrofilos esta associado a maior concentracdo plasmatica de p-cresol
livre

Como a maior parte do p-cresol (90%) esta ligado a albumina
(VANHOLDER et al., 1995), o p-cresol livre é considerado a forma biologica
mais relevante, especialmente na IRC devido a hipoalbuminemia que ocorre e
pela sua comprovada acéo citotoxica sobre as células renais (BROCCA et al.,
2013). O aumento do p-cresol livre tem sido associado a elevadas taxas de
infecgOes e alta mortalidade em pacientes humanos com insuficiéncia renal
(BAMMENS et al., 2006; De SMET et al., 2003).

No presente estudo, a producdo espontanea de superoxido de caes
urémicos foi apenas discretamente superior ao do grupo controle, porém muito
maior apos estimulo com PMA, caracterizando o estado primed dos neutrofilos
de cdes urémicos recentemente descrito (ALMEIDA et al., 2013a). E postulado
que os neutrdéfilos neste estado de ativacéo, a longo prazo, podem causar um
estresse oxidativo capaz de acelerar a apoptose (MAZOR et al., 2008). O
aumento na producdo de superéxido e de seus derivados nos neutrofilos pode
causar consumo excessivo de antioxidantes, peroxidacgao lipidica e aumento da
apoptose devido ao estresse oxidativo (COHEN et al., 2012; SELA et al., 2012).
Colaborando com esta hipotese, a presenca de neutréfilos primed em cées
urémicos ocorreu concomitante ao aumento do estresse oxidativo e da

apoptose.

4.3 O p-cresol livre afeta o metabolismo oxidativo e a apoptose dos
neutrofilos de cédes saudaveis

Ja havia sido evidenciado que as toxinas presentes no soro de caes
urémicos in vitro aceleram a apoptose e diminuem a producdo de superéxido
dos neutrdfilos (BARBOSA et al., 2010). Comprovar in vitro quais dentre as
muitas toxinas urémicas plasmaticas contribuem para a disfungéo neutrofilica &
fundamental para entender 0s mecanismos responsaveis pela

imunossupressao que acomete pacientes com IRC (COHEN et al., 2012). Os
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poucos trabalhos sobre o tema séo concordantes quanto ao fato de que in vitro
0 p-cresol total (CARVALHO et al., 2011; SCHEPERS et al., 2007) e livre (De
SMET et al., 2003) inibem o metabolismo oxidativo dos neutréfilos humanos.
No presente estudo o efeito do p-cresol livre no metabolismo oxidativo
variou de acordo com a sonda e o estimulo utilizado. Embora a producao
espontanea de superdxido tenha aumentado em neutrdéfilos caninos incubados
com plasma urémico e p-cresol, apés o estimulo com o PMA a producéo
diminuiu. Esta inibicdo do metabolismo oxidativo diante do estimulo com PMA
também foi observado com neutréfilos humanos (CARVALHO et al.,, 2011,
SCHERPES et al.,, 2007; VANHOLDER et al., 1995). Diferentemente, sob a
ativacdo do fMLP os neutrdfilos caninos produziram mais superéxido quando
incubados com plasma urémico e p-cresol. Esta diferenca deve ser
considerada com reserva, pois a producdo espontanea de superoxido foi
similar a gerada ap0s a ativacdo com fMLP, comprovando que o PMA
comparativamente foi um ativador mais potente. Este aumento na producao de
superoéxido induzida com fMLP, além de discreta, ndo condiz com a diminuicéo
da producéo de seu derivado peroxido de hidrogénio observado nos demais
ensaios. A producdo de peroxido de hidrogénio quantificada com a sonda
DCFH em neutrofilos incubados com o p-cresol livre diminuiu tanto sob a
ativacdo com PMA quanto com fMLP. O plasma urémico também promoveu
uma diminui¢cdo da producéo de perdxido de hidrogénio em neutroéfilos ativados
com PMA, porém tal redu¢do ndo ocorreu na auséncia de estimulo ou diante
da ativacdo com fMLP. Carvalho et al. (2011) também observaram que 0 p-
cresol total inibe a producéo do peroxido de hidrogénio em neutrofilos humanos
ativados com PMA, porém ndo obteve o mesmo efeito quando utilizou um
ativador similar ao fMLP. Outros estudos in vitro também tém relatado
respostas contraditorias dos neutrofilos humanos diante de diferentes sondas e
estimulos. E sabido que a sonda HE é mais especifica para verificar a
producdo superoxido e o DCFH para quantificar o peréxido de hidrogénio
(MYHERE et al., 2003) oriundo da transformacgédo do superoxido por meio da

acao da enzima superéxido dismutase (BABIOR, 2000). Segundo Hirayama et
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al. (2000), o estimulo do PMA se diferencia do fLMP por promover o aumento
da producéo de superéxido, via ativagcdo da proteina quinase C, que independe
do aporte de adenosina trifosfato (BURKEY et al., 1993).

Parte dos resultados obtidos no presente estudo colaboram com a
hipotese de Schepers et al. (2007) de que a diminuicAo do metabolismo
oxidativo em neutrofilos € na realidade um efeito inibidor do metanol utilizado
para diluir o p-cresol nos ensaios in vitro. De fato, no presente estudo foi
possivel comprovar que o metanol interefere na producdo de superoxido de
neutrofilos de cées. Entretanto este solvente nédo interferiu na producdo do
peréxido de hidrogénio quantificada com a sonda DCFH, assim como ja havia
sido relatado por Carvalho et al. (2011).

Independentemente do tipo de sonda e estimulo utilizado, de modo geral
no presente estudo o p-cresol livre promoveu o mesmo efeito do plasma
urémico na apoptose e no metabolismo oxidativo dos neutréfilos de céaes,
porém a intensidade foi menor em todos o0s ensaios realizados. Este fato
permite especular que outros compostos presentes no plasma urémico
amplificam o efeito isolado gerado pelo p-cresol livre sobre o metabolismo
oxidativo e apoptose dos neutréfilos.

Ha necessidade de se considerar as limitagbes dos ensaios in vitro
realizados no presente estudo. Por exemplo, o estado primed dos neutrofilos
isolados de caes urémicos ndo se reproduziu nos ensaios in vitro. O estado
primed de neutrofilos incubados com o p-cresol livre, embora tenha sido
observado em caes urémicos no presente estudo e por Almeida et al. (2013a),
diverge da inibicdo do metabolismo oxidativo relatado por Silva et al. (2013).
Tais conflitos de resultados sobre o efeito das toxinas urémicas sobre a fungéo
dos neutrdfilos em parte podem ser explicados pelas diferentes metodologias
empregadas para avaliar o metabolismo oxidativo, como comprovado no
presente estudo.

Outra explicacdo seria que tanto ativagdo quanto a inibicdo do
metabolismo oxidativo dos neutréfilos ocorrem na dependéncia da variagdo de

diversos fatores que compdem in vivo e in vitro o complexo mecanismo
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responsavel pela imunossupressdo de pacientes urémicos. Segundo
Cenderoglo et al. (1999), em humanos a uremia promove um quadro inicial de
ativacdo dos neutréfilos que contribui para o aumento do estresse oxidativo e
apoptose neutrofilica, sendo que numa segunda etapa ocorre uma inibicdo do
metabolismo oxidativo das células apoptéticas. Colaborando com esta
hipotese, no presente foi observado que o aumento do estresse oxidativo em
cées urémicos ocorreu concomitante ao aumento do metabolismo oxidativo e
apoptose dos neutroéfilos. Também foi observada uma forte correlacéo entre a
concentracdo plasmética de p-cresol livre e a producdo espontanea de
superéxido em neutroéfilos de caes urémicos.

Estudos realizados nos ultimos anos em relacdo as toxinas urémicas tém
contribuido para o desenvolvimento de diferentes estratégias de tratamento e
assim evitar as complicacdes na presenca da uremia (VANHOLDER et al.,
2008). Terapias que inibem a sintese intestinal do p-cresol podem ter
resultados promissores em humanos (GOTO et al., 2011). E provavel que os
resultados do presente sejam a primeira evidéncia de que em cdes urémicos
ocorre 0 aumento plasméatico do p-cresol livre e que esta toxina é capaz de
inibir o metabolismo oxidativo e a acelerar a apoptose dos neutrofilos, podendo
dessa maneira contribuir para um quadro imunossupressor. Entretanto os
mecanismos pelos quais o p-cresol livre afeta a funcdo dos neutrofilos
necessitam ser melhor elucidados a fim de orientar novas estratégias de

tratamentos em caes urémicos.

5 Concluséao

O aumento da concentracdo plasmética de p-cresol livre, o estado
primed dos neutrofilos circulantes e o aumento do estresse oxidativo ocorrem
de modo concomitante durante a uremia e potencialmente podem contribuir
para o quadro de imunossupressao em caes com IRC. Os neutrdfilos primed
observados em caes urémicos ndo sédo formados quando células quiescentes
de caes sadios séo incubados com o p-cresol livre, entretanto a capacidade

dessa toxina em inibir o0 metabolismo oxidativo e acelerar a apoptose pode
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contribuir para imunossupresséo que ocorre na IRC canina. O efeito in vitro do
p-cresol livre sobre o metabolismo oxidativo e a viabilidade dos neutréfilos de

cées saudaveis foi semelhante ao do plasma urémico, porém menos intenso.
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