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Efeito do octreotide no estresse oxidativo em eritrocitos e no
tecido renal no modelo de sindrome nefrética experimental

induzida por adriamicina

Effect of octreotide on oxidative stress in the erythrocyte
and kidney tissue in adriamycin-induced experimental
nephrotic syndrome model

Resumo

-

Introducao: Sindrome nefrética (SN) ¢é
uma das causas de doenga renal em estdgio
terminal. E importante elucidar a patogénese e
oferecer novas op¢oes de tratamento. Estresse
oxidativo pode desencadear a patogénese
sistemicamente ou isoladamente nos rins. O
octreotide (OCT) tem efeitos antioxidantes
benéficos. Nosso objetivo foi investigar a
fonte de estresse oxidativo e efeito do OCT
no modelo experimental de SN. Métodos:
Dividimos 24 ratos albinos Wistar nio
urémicos em 3 grupos. Grupo controle, 2
mL de solu¢io salina intramuscular (im);
grupo SN, adriamicina 5 mg/kg intravenosa
(iv); grupo tratamento SN, adriamicina
5 mg/kg (iv) e OCT 200 mcg/kg (im) foram
administrados no inicio do estudo (Dia
0). Aos 21 dias, mediram-se os niveis de
creatinina e proteina em amostras de urina
de 24 horas. Mediu-se a catalase (CAT)
eritrocitdria e renal e a substancia reativa
ao 4cido tiobarbittrico (TBARS). Avaliou-
se também histologia renal. Resultados:
Nio houve diferencga significativa entre os
trés grupos em termos de CAT e TBARS
em eritrocitos. O nivel de CAT renal foi
menor no grupo SN e significativamente
menor que no grupo controle. No grupo
tratamento, o nivel de CAT aumentou
significativamente em compara¢io com
o grupo SN. Quanto a histologia renal,
as avaliacbes tubular e intersticial foram
semelhantes em todos os grupos. O escore
glomerular foi significativamente maior no
grupo SN em comparagio com O grupo
controle e diminuiu significativamente no
grupo de tratamento em comparagio com
o grupo SN. Conclusdes: Estresse oxidativo
na SN pode ser devido a diminui¢io do
mecanismo de protecio antioxidante
nos rins. O octreotide melhora niveis de
antioxidantes e histologia do tecido renal e
pode ser uma opgao de tratamento.

ABSTRACT

Introduction: Nephrotic syndrome (NS)
is one of the reasons of end-stage kidney
disease, and elucidating the pathogenesis
and offer new treatment options is
important. Oxidative stress might trigger
pathogenesis systemically or isolated
in the kidneys. Octreotide (OCT) has
beneficial antioxidant effects. We aimed
toinvestigate the source of oxidative stress
and the effect of OCT on experimental
NS model. Methods: Twenty-four non-
uremic Wistar albino rats were divided
into 3 groups. Control group, 2 mL
saline intramuscular (im); NS group,
adriamycin § mg/kg intravenous (iv); NS
treatment group, adriamycin S5 mg/kg
(iv) and OCT 200 mcg/kg (im) were
administered at baseline (Day 0). At the
end of 21 days, creatinine and protein
levels were measured in 24-hour urine
samples. Erythrocyte and renal catalase
(CAT) and thiobarbituric acid reactive
substance (TBARS) were measured. Renal
histology was also evaluated. Results:
There was no significant difference among
the 3 groups in terms of CAT and TBARS
in erythrocytes. Renal CAT level was
lowest in NS group, and significantly lower
than the control group. In treatment
group, CAT level significantly increased
compared with NS group. In terms of
renal histology, tubular and interstitial
evaluations were similar in all groups.
Glomerular score was significantly higher
in NS group compared with control
group and it was significantly decreased
in treatment group compared to NS
group. Conclusions: Oxidative stress
in NS might be due to the decrease in
antioxidant protection mechanism in
kidney. Octreotide improves antioxidant
levels and histology in renal tissue and
might be a treatment option.
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INTRODUGAO

A sindrome nefrética (SN) é uma das causas da
doenga renal em estdgio terminal, e os mecanismos
fisiopatolégicos sdo importantes para novas opgoes de
tratamento'. Embora os mecanismos imunoldgicos, a
autoimunidade e a predisposicao genética desempenhem
um papel na patogénese da SN, ela também pode se
desenvolver como resultado do estresse oxidativo,
que é um desequilibrio entre a producdo de espécies
reativas do oxigénio (EROs) e os mecanismos de defesa
antioxidante?. Acredita-se que as EROs desempenhem
um papel importante também na patogénese da
proteindria, causando aumento da permeabilidade da
parede glomerular e migracio de poddcitos®*.

E possivel produzir a SN experimentalmente com
diferentes métodos para estudar a fisiopatologia
da SN°. A adriamicina (cujo nome genérico ¢
doxorrubicina (DOX)) é um agente antineoplasico
do grupo das antraciclinas que induz a nefropatia
experimentalmente®’. No modelo de sindrome
nefrotica induzida por adriamicina, a adriamicina
estimula o dano oxidativo nos glomérulos, aumenta
o dano aos poddcitos, causa alteracdes na membrana
basal glomerular e provoca danos semelhantes a
doenga de alteracido minima/glomeruloesclerose
segmentar focal®’. Um modelo de nefropatia induzida
por adriamicina é induzido por uma tnica inje¢do na
veia caudal de 5-7,5 mg/kg de adriamicina®. Apds
a administracdo intravenosa (iv), a adriamicina é
rapidamente eliminada do plasma e se acumula
nos tecidos, principalmente nos rins''. Por esse
motivo, sua caracteristica nefrotoxica € evidente. A
adriamicina causa glomeruloesclerose grave, fibrose
intersticial e inflamacdo, lesdo das células endoteliais
glomerulares e dos poddcitos'?. Além disso, sugeriu-se
que o estresse oxidativo é responsavel pela patogénese
da proteindria nesse modelo'.
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Em seres humanos, os produtos oxidantes
sdo constantemente formados como resultado do
metabolismo aerdbico normal. Em condicoes
fisioldgicas normais, a produg¢do de oxidantes é
equilibrada por mecanismos antioxidantes, evitando
assim danos oxidativos®. Sob estresse, o equilibrio
entre as EROs e o sistema antioxidante é interrompido
em favor das EROs, resultando em estresse
oxidativo e citotoxicidade!'®'”. O estresse oxidativo
causa danos celulares por peroxidag¢ao lipidica,
oxidagdo de proteinas, mutagdes e quebras do dcido
desoxirribonucleico (DNA), efeitos citotoxicos e
interrupgdes na sinaliza¢io!”.

A somatostatina é um neuro-hormoénio
tetradecapeptideo inibitdrio geral que apresenta diversos
efeitos imunomoduladores e anti-inflamatérios!®?.
O octreotide (OCT), um andlogo sintético da
somatostatina, possui uma estrutura octapeptidica
e € resistente a degradagdo metabdlica?’. Além disso,
sua duracdo de a¢ao é maior do que a do horménio
natural®. As propriedades antioxidantes do OCT
também foram relatadas em alguns estudos clinicos e
em vdrios modelos experimentais?!?2,

No presente estudo, o objetivo foi investigar a
fonte de estresse oxidativo e se 0 OCT é um agente
terapéutico util para o modelo de SN induzida por
adriamicina em ratos, por meio de radicais livres de
oxigénio.

MEeTtopos

ProTtocoLo be EsTubo

Vinte e quatro ratos Wistar albinos machos nio
urémicos (n: 24; peso 180-220 gramas) obtidos
do Centro de Pesquisa e Aplicagio de Animais de
Laboratorio da Ege University (Izmir, Turquia) foram
divididos aleatoriamente em trés grupos iguais. Eles
foram alojados em gaiolas de policarbonato sob



temperatura ambiente de 24°C com um ciclo claro/
escuro de 12 horas, alimentados com uma dieta
padrdo de laboratério (40 g/dia) e tiveram livre
acesso a 4gua da torneira. O Comité de Etica Animal
do Hospital Universitario Ege aprovou o desenho
do estudo (Numero de Aprovacio Etica: 2010-33).
Foram seguidas as diretrizes institucionais e nacionais
para o cuidado e uso de animais de laboratério.

TRATAMENTOS

Todas as injecdes foram administradas no inicio do
estudo (Dia 0). Nenhuma outra inje¢io foi aplicada
em nenhum grupo nos dias seguintes até o dia do
sacrificio. Os tratamentos e procedimentos aplicados
estio resumidos na Tabela 1. Os grupos foram
formados da seguinte maneira.

1) Grupo 1: Grupo controle (n = 8): 2 ml de
solugdo salina foram administrados por via
intramuscular (im);

2) Grupo 2: Grupo sindrome nefrética (SN)
(n = 8): Foram administrados 5 mg/kg de
adriamicina (Doxorrubicina Hexal®; Sandoz,
Basileia, Suiga) (iv via veia caudal);

3) Grupo 3: Grupo de tratamento da sindrome
nefrética (TSN) (SN + OCT) (n = 8): Foram
administrados 5§ mg/kg de adriamicina (iv
via veia caudal) e 200 mcg/kg de octreotide
(Sandostatin LAR®; Novartis, Basel, Suica).

No 20° dia apds as injecdes, todos os ratos foram

colocados em gaiolas metabdlicas para coleta de urina
de 24 horas. As gaiolas metabdlicas permitem a coleta
separada de urina e fezes de animais experimentais.
No 21° dia, os ratos foram anestesiados com injeciao

OCT vs. estresse oxidativo na sindrome nefrética

intraperitoneal de anestesia com cetamina HCL
(Ketalar®; Pfizer, Istambul, Turquia) (60 ml/kg
de peso corporal) e as amostras de sangue foram
imediatamente coletadas por meio de pungio
cardiaca direta nos ratos sacrificados. A avaliagio
semiquantitativa dos rins foi realizada pelo mesmo
patologista, que desconhecia os grupos.

PARAMETROS FUNCIONAIS

Os niveis séricos de proteina total, colesterol
total, triglicerideos e creatinina foram medidos
espectrofotometricamente  com  kits comerciais
(Biolabo Reagents, Maizy, Franga).

A concentragdo total de proteina urindria
(miligramas por decilitro) foi determinada usando o
método de Lowry.

DETERMINACAO DE ESTRESSE OXIDATIVO

Os niveis de EROs em amostras bioldgicas podem
ser medidos diretamente ou pela avaliacio do dano
oxidativo e do status antioxidante. O exame de danos
relevantes em proteinas, lipidios e DNA pode ser
usado indiretamente para estimar os niveis de EROs".

Os lipidios sao altamente sensiveis ao ataque
oxidante. O malondialdeido (MDA) é um dos
principais biomarcadores para a avaliacio da
peroxidagio lipidica, e os produtos da peroxidacdo
lipidica, como a substancia reativa ao Aacido
tiobarbitirico (TBARS, por sua sigla em inglés), é um
método comumente usado para sua detecgio?.

Os antioxidantes sio examinados como dois
grupos, enzimaticos e nao enzimdticos. A catalase
(CAT) é um dos antioxidantes enzimaticos®, e foi

TaBELA 1 TRATAMENTOS E PROCEDIMENTOS UTILIZADOS NOS GRUPOS
. Dia da colocacéo Dia do sacrificio, injecao
N Dia das . i i
Substéancias injetaveis o dos ratos em gaiolas  de cetamina, anestesia
injecoes .
metabdlicas com HCL

Grupo 1: 2 ml de solugéo salina (im) 20 21
Grupo controle
(n=28)
Grupo 2: DOX 5mg/kg (iv) 20 21
Grupo SN
(n=8)
Grupo 3: DOX 5mg/kg (iv) 20 21
Grupo TSN OCT 200mcg/kg (im)
(n=28)

SN: sindrome nefrotica; TSN: tratamento da sindrome nefrotica; DOX

: doxorrubicina; OCT: octreotide.

Braz. J. Nephrol. (]. Bras. Nefrol.) 2024,46(1):19-29

21



22

OCT vs. estresse oxidativo na sindrome nefrética

selecionada para o nosso estudo, uma vez que foi
demonstrado que as doencas glomerulares aumentam
o per6xido de hidrogénio (H,0,) no rim e a enzima
chave no metabolismo do H,0, é a CAT"*,

Os niveis de TBARS e CAT foram medidos no
tecido renal e nos eritrdcitos plasmaticos.

EriTROCITO

Preparo do hemolisado: ap6s a separacao do plasma,
os eritrocitos foram lavados duas vezes com solugio
de NaCl (cloreto de sédio) 9 g/L e hemolisados pela
aplicagdo de agua gelada (1/5, v/v). A atividade da
CAT no hemolisado foi imediatamente estudada. Os
niveis de TBARS foram estudados apds a diluigio
do hemolisado em solugio salina fisioldgica. Apds a
diluicdo, foi adicionado 4cido tiobarbitirico (TBA)
(Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemanha) e fervido a 95
graus por 30 minutos.

TECIDO RENAL

Os tecidos foram pesados e homogeneizados com
tampao fosfato (1/10: p/v) em gelo. As analises foram
feitas ap6s centrifugagdo a 2000 rpm por 10 minutos.

MEbicAo pE maLonDIALDEIDO (MIDA)

O TBA (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemanha) foi
adicionado ao homogeneizado. Apos ferver por 20
minutos a 100°C e centrifugar a 2000 rpm por 10
minutos, foram feitas medi¢des colorimétricas no
sobrenadante em um comprimento de onda de 532
nm. O MDA (nmol/mL) foi calculado com base no
grafico padrio (1.1.1.3 tetraetoksipropan, Sigma-
Aldrich, Darmstadt, Alemanha). Os resultados foram
apresentados como nmol/gHb.

MEDICAO DA CATALASE

Os homogenatos foram diluidos em tampdo fosfato
(50 mM, pH = 7) na propor¢do de 1:10 e as atividades
da catalase foram determinadas pelo método
espectrofotométrico ultravioleta (UV) com base na
degradacio do perdxido de hidrogénio pela catalase?.
Uma amostra foi adicionada a uma solu¢io tampio
de fosfato recém-preparada contendo 30 mM de
peroxido de hidrogénio (H,O,, Carlo Erba, Val de
Reuil, Franga). A diminuicdo da absorbancia a um
comprimento de onda de 240 nm foi lida durante
2 minutos em intervalos de 15 segundos. O valor de k e
a quantidade de enzima foram calculados encontrando-
se as absorbancias mais adequadas para cada analise
de acordo com as regressoes lineares.
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PARAMETROS ESTRUTURAIS

Para a avaliagio histopatoldgica, a cdpsula foi
removida dos rins, que foram entdo seccionados
transversalmente. Os rins foram deixados em solug¢io
de formalina a aproximadamente 4% e, em seguida,
processados para inclusio em parafina. Secdes de
parafina de 3 a 5§ mm de espessura foram cortadas
dos blocos, preparadas rotineiramente, coradas com
hematoxilina e eosina e, em seguida, avaliadas em um
microscopio optico (BX, Olympus, Toquio, Japao) por
um unico patologista sem conhecimento dos grupos. A
esclerose glomerular, a necrose tubular e a inflamagio
intersticial foram avaliadas semiquantitativamente
de 0 a 4. O escore histopatologico esta resumido na
Tabela 2.

EscLErose GLOMERULAR (EG), DEFINIDA COMO ADESOES,
ESCLEROSE E PROLIFERACAO QUE AFETAM A DISTANCIA DE
BOWMAN E OS GLOMERULOS

Escore: Glomérulos

0. Comum, auséncia de EG.

1. Suspeita de adesio glomerular e esclerose nio
pode ser determinada com clareza. A distancia
de Bowman € estreita e a bola glomerular toca
a capsula.

2. Menos de 5% de esclerose segmentar e/ou adesdo
a capsula de Bowman. Afeta menos de 5% dos
glomérulos e menos de 10% do glomérulo.

3. Mais de 10% de esclerose glomerular e adesdes.

4. Mais de 25% de esclerose glomerular e adesdes.

INFLAMACAO INTERSTICIAL (Il), DEFINIDA COMO INFILTRACAO
DE CELULAS INFLAMATORIAS EM AREAS PERIVASCULARES E
INTERSTICIAIS
Escore: Intersticio
0. Comum, auséncia de II.
1. Infiltrado inflamatério em um campo
microscOpico na area cortical.
2. Infiltrado inflamatério mais pronunciado na
area cortical, focal, nao excedendo 10%.
3. 10-25% de infiltrado inflamatoério.
4. Mais de 25% de infiltrado inflamatério.

NEecrose TuBuLAR (NT), DEFINIDA COMO PERDA DE CELU-
LAS EPITELIAIS DO NUCLEO, CITOPLASMA ACIDOFILO ESCURO,
PERDA DE CELULAS EPITELIAIS TUBULARES NO LUMEN TUBULAR
E SECOES ACELULARES DE TUBULOS

Escore: Tabulos
0. Comum, auséncia de NT.
1. Alteracoes vacuolares tubulares.



TABELA 2 ESCORES HISTOPATOLOGICOS

OCT vs. estresse oxidativo na sindrome nefrética

Escores para
avaliacao
histopatolégica

Esclerose glomerular (EG)

Inflamagao intersticial (ll)

Necrose tubular (NT)

0 Comum. Auséncia de EG.

1 Suspeita de adeséo glomerular,
esclerose nao pode ser determinada
com clareza. A distancia de Bowman
€ estreita e a bola glomerular toca a
capsula.

2 Menos de 5% de esclerose
segmentar e/ou adesao a cépsula de
Bowman. Afeta menos de 5% dos
glomérulos e somente menos de 10%
do glomérulo.

3 EG: 10%-25%

4 EG > 25%

Comum. Auséncia de Il

Infiltrado inflamatoério em
um campo Microscopico
na area cortical.

Infiltrado inflamatorio
mais pronunciado na
area cortical, focal, ndo
excedendo 10%.

Comum. Auséncia de NT.

Alteracdes vacuolares
tubulares.

Caracteristicas regenerativas
tubulares - hipercromasia
tubular e alteracao no padrao
da cromatina.

[I: 10-25% Degeneragao/regeneracao
tubular, bem como
agrupamento de cilindros
tubulares.

Il >25% Necrose tubular difusa.

EG: Esclerose glomerular; II: Inflamacao intersticial; NT: Necrose tubular.

2. Caracteristicas regenerativas tubulares,
hipercromasia tubular e altera¢do no padrio
da cromatina.

3. Degeneragdo e regeneragao tubular, bem como
agrupamento de cilindros tubulares.

4. Necrose tubular difusa.

ANALISE EsTATISTICA

Para a andlise estatistica, foi utilizado o programa
SPSS 22.0 (IBM Corp., Armonk, NY, EUA). As
variaveis continuas sdo relatadas como médias =
desvios padrdo (DP). Os testes nio paramétricos
Kruskal Wallis e U de Mann-Whitney foram usados
para comparar diferencas de grupos independentes,
uma vez que as suposicoes do teste paramétrico
ndo foram atendidas. O teste de Kruskal Wallis foi
aplicado para comparar as médias dos trés grupos. O
teste U de Mann-Whitney foi usado para comparar
grupos bindrios. Um valor de p < 0,05 foi considerado
significativo.

ResuLTADOS

A excregido de proteina na urina foi maior no grupo
SN em comparag¢do com o grupo controle (p < 0,05)
e com o grupo TSN (p < 0,05). Os niveis séricos
de proteina total foram menores no grupo SN em
comparagdo com o grupo controle e com o grupo
TSN (p < 0,05; p < 0,05). Nao houve diferenca
estatisticamente significativa nos valores de creatinina

plasmatica no grupo SN e no grupo de tratamento da
SN em comparagdo com o grupo controle. Os niveis
de creatinina foram semelhantes em todos os trés
grupos. Embora o valor de triglicerideos séricos no
grupo SN tenha sido maior do que no grupo controle
(p < 0,05), ndo foi observada diferenca significativa
entre os grupos TSN e SN (p > 0,05). Também nao
houve diferenga significativa entre os grupos em
termos de valores séricos de colesterol total (p >
0,05). As medicdes bioquimicas de plasma e urina
dos grupos sio mostradas na Tabela 3 e no Grafico 1.

Nio houve diferenca significativa nos niveis de
CAT e TBARS dos eritrocitos entre os 3 grupos
(Tabela 3, Grifico 2). No tecido renal, os niveis de
TBARS aumentaram no grupo SN em comparagio
com o grupo controle (p > 0,05) e diminuiram no
grupo de tratamento em comparagio com O grupo
SN (p > 0,05). No entanto, essa diferenca nio foi
estatisticamente significativa (Tabela 3, Grafico 3). O
nivel de catalase no tecido renal diminuiu no grupo SN
em comparag¢io com o grupo controle (p < 0,05), e um
aumento estatisticamente significativo foi encontrado
no grupo de tratamento em comparagiao com 0 grupo
SN (p < 0,05) (Tabela 3, Grafico 3). Na avaliacdo
histologica do rim, ndo foi encontrada diferenca
significativa entre os trés grupos nas estruturas tubular
e intersticial (p > 0,05 para todas as comparagoes). O
escore de patologia glomerular aumentou no grupo
SN em comparagio com o grupo controle (p < 0,05)

Braz. J. Nephrol. (]. Bras. Nefrol.) 2024,46(1):19-29
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TABELA 3 ACHADOS CLINICOS, LABORATORIAIS E HISTOLOGICOS
Grupo controle Grupo,S.mdrome Grupo de Tratame’nlto
n=8) Nefrética (SN) da Sindrome Nefrética
(n=28) (TSN) (n = 8)
meédia + DP meédia + DP meédia + DP
Rato Peso (gr) 217 =17 235+ 12 209 £9
Urina Volume (cc) 3,8+0,3 8,6+ 1a 6+1
Proteindria (mg/dL/dia) 12,7+ 0,4 227 + 60a 52 + 20b
Plasma Creatinina (mg/dL) 0,6 + 0,06 0,4 +0,07a 0,4 + 0,04a
Proteina total (g/dL) 5,8 + 0,02 3,7 +0,6a 5,9 + 0,05b
Colesterol (mg/dL) 188+ 5 248 £ 19 222 + 28
Triglicerideos (mg/dL) 91«5 138 + 13a 135 + 24
Eritrécitos CAT (U/gHb) 2464 + 500 2547 + 660 1442 + 556
TBARS 116 = 14 95+ 6,3 105+ 8
(nmol/gHb)
Tecido Renal CAT (U/mL) 53 +2 35+4,3a 50 + 2,47b
TBARS (mmol/mag) 0,35 + 0,03 0,38 + 0,02 0,36 + 0,01
Histologia Renal Glomerular 0+0 1,1 +0,3ba 0+0b
Intersticio 06+04 02+0,2 0,3+0,2
Tubular 0,34 £ 0,3 0,50 + 0,27 1,.3+04

Os valores numéricos sao apresentados como média + DP e o teste de Kruskal Wallis foi usado para a comparacao média dos trés grupos. O teste
U de Mann-Whitney foi usado para comparar as médias de dois grupos independentes.

CAT: catalase; TBARS: substancia reativa ao acido tiobarbiturico; DP: desvio padrao.
a: versus controle; b: versus grupo sindrome nefrética; (p < 0,05).
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Grafico 1. Desenvolvimento de sindrome nefrética. 1a: Alteracdo do volume urinério e proteinuria; 1b: Alteracdo da proteina total plasmética e

triglicerideos. O desenvolvimento da sindrome nefrética foi demonstrado por alteracdes no volume urindrio, proteinuria, proteina total plasmatica
e niveis de triglicerideos. SN: Sindrome nefrética; OCT: Octreotide.

Braz. J. Nephrol. (]. Bras. Nefrol.) 2024,46(1):19-29



OCT vs. estresse oxidativo na sindrome nefrética

3500

3000

2500

2000

1500

1000

500

140

120

100

80

60

40

| 20
ihais’ 0

CAT (U/gHb)
m Controle mSN mSN+OCT

- 105
b=

TBARS (nmol/gHB)

m Controle mSN = SN+OCT

Grafico 2. Alteracoes na CAT e TBARS em eritrocitos. N&o ha alteracoes significativas na CAT e TBARS em eritrécitos do grupo controle, do grupo
SN e do grupo SN + OCT (p > 0,05). CAT: catalase; TBARS: substancia reativa ao acido tiobarbiturico; SN: sindrome nefrotica; OCT: octreotide.

& & &8 8

10

p<0,05 p<0,05
A A 1,00
[ \l | I
I 0,80
| I 0,70
0,60
3 ! 0,50
0,40
i [ 0,30
| | 0,20
2 0,10
[ 5QL‘ | 0,00

CAT (U/mL)

m Controle WSN mSN+OCT

0,36

RS ==

TBARs (mmol/mg)

m Controle WSN uSN+OCT

Grafico 3. Alteracoes de CAT e TBARS no tecido renal. CAT: catalase; TBARS: substancia reativa ao acido tiobarbittrico; SN: sindrome nefrética;

OCT: octreotide.

14
12

0,8
0,6
04

0,2

1,00
0,90
0,80
0,70
0,60
0,50
0,40
0,30
0,20
0,10
0,00

p<0,05 p<0,05

o

(=]

Glomerular

4 Controle mMSN mSN+OCT

L

Intersticio

m Controle WSN mSN+OCT

Grafico 4. Efeito do OCT na histologia renal. p < 0,05 para glomérulos, p > 0,05 para intersticio. SN: sindrome nefrética; OCT: octreotide.

Braz. J. Nephrol. (]. Bras. Nefrol.) 2024,46(1):19-29

25



OCT vs. estresse oxidativo na sindrome nefrética

Figura 1. Patologia Renal. 1a. Grupo controle, 1b. Grupo SN, 1¢. Grupo TSN (SN + OCT). Visdo de microscopia 6ptica dos rins dos grupos controle,
SN e TSN (SN + OCT). (H&E, X40). SN: Sindrome nefrotica; TSN: Tratamento da sindrome nefrotica; OCT: Octreotide; H&E; Hematoxilina e eosina.
1a. Histologia normal é observada no grupo controle. 1b. No grupo SN, observam-se adeséo, esclerose e proliferacdo concomitante na capsula de
Bowman. 1e. No grupo TSN (SN + OCT), a disténcia de Bowman é observada como normal, esclerose e proliferagdo ndo sado observadas.

e diminuiu significativamente no grupo de tratamento
em comparacdo com o grupo SN (Figura 1, Tabela 3,
Grifico 4).

Discussao

A sindrome nefrdtica engloba etiologicamente uma
variedade de doencas e é caracterizada por proteintria,
hipoalbuminemia, hiperlipidemia e edema'. A
proteinuria é um importante fator de risco para a
progressio da insuficiéncia renal cronica e existe
uma forte relagdo entre o nivel de proteina urinaria
e o estresse oxidativo no rim?%?7, Além disso, a
SN ¢é uma causa importante de doenga renal em
estagio terminal'. Por esse motivo, é extremamente

importante elucidar a patogénese da SN e da
proteindria para o desenvolvimento de novas op¢des
de tratamento. Portanto, modelos experimentais de
SN estio sendo desenvolvidos, e os estudos sobre
esse assunto prosseguem. Neste estudo, 3 semanas
ap6s a administracdo de uma dose unica de 5 mg/kg
de adriamicina iv, a SN se desenvolveu com aumento
da proteintria na urina de 24 horas, diminui¢io
da proteina total sérica e alto escore de esclerose
glomerular na avaliagdo histolégica.

Embora as etiologias subjacentes e a patogénese da
SN sejam diferentes, as EROs podem desempenhar um
papel importante na etiopatogenia da proteinuria®’->’,
A formacio de EROs é desencadeada na maioria
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das doengas renais, incluindo a SN?”. Embora isso
sugira que a forma¢io de EROs seja o resultado
da SN, outros experimentos em animais também
demonstraram que as EROs causam a SN ao afetar
os podocitos?’?’, que sdo altamente vulnerdveis a
danos oxidativos®. As EROs podem estar envolvidas
na patogénese da lesio glomerular por mecanismos
toxicos, isquémicos e imunoldgicos®. O aumento dos
niveis de EROs dentro das células pode levar a eventos
de oxidagdo aleatorios e irreversiveis, causando danos
permanentes as macromoléculas, como DNA, lipidios
e proteinas, contribuindo, em ultima analise, para a
morte celular e/ou o desenvolvimento de doengas'. A
lesdo glomerular é diretamente mediada pelo aumento
da geragdo de EROs, como H,0,, OH’, radicais de
anion superdxido e produtos de peroxidagdo lipidica’.

Nio estd claro se a fonte de estresse oxidativo na
patogénese da SN estd no nivel sistémico ou renal.
Alguns estudos demonstraram que o desequilibrio
entre as EROs e o sistema antioxidante na SN
estd relacionado a reacdo oxidativa originada dos
neutrofilos circulantes?!. Além disso, o actimulo
cronico de produtos proteicos de oxidacdo avancada
(AOPPs, por sua sigla em inglés) no plasma tem
sido associado a perda de poddcitos, proteinuria e
glomeruloesclerose®. Por outro lado, em um estudo
realizado em criancas com SN, no qual o estresse
oxidativo foi avaliado, ndo foi encontrada diferenca
significativa entre os grupos remissio e controle
quanto aos niveis de MDA nos eritrdcitos*. Em nosso
estudo, quando o grupo SN, o grupo de tratamento
da SN e o grupo controle foram comparados, ndo
foi observada nenhuma altera¢do significativa nos
niveis de TBARS e CAT medidos em eritrdcitos.
Esse achado pode indicar que a SN induzida por
adriamicina estd relacionada a patologia renal isolada,
e ndo a uma rea¢io oxidativa sistémica. Baud et al.*°
também relataram que, em doengas glomerulares, os
macrofagos isolados dos glomérulos produzem mais
radicais do que os mondcitos no sangue periférico.
Isso sustenta a ideia de que o equilibrio comprometido
do sistema ERO-antioxidante na SN resulta do tecido
renal, e nio de uma reacio oxidativa sistémica.

O estresse oxidativo na doenca renal estd ligado
tanto a deple¢do de antioxidantes quanto ao aumento
da produgido de EROs*. Em nosso estudo, os niveis
de TBARS no tecido renal aumentaram no grupo SN
em comparac¢do com o grupo controle e diminuiram
no grupo de tratamento em comparagio com o grupo
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SN, mas essas diferencas nio foram estatisticamente
significativas. Isso pode estar relacionado a meia-vida
curta do MDA e de outros produtos de peroxidacdo
lipidica?34. No entanto, o ensaio de TBARS é
geralmente considerado um bom indicador dos
niveis gerais de estresse oxidativo em um material
biolégico®. Além disso, sabe-se que os produtos
de oxidagio de proteinas, que tém uma meia-vida
mais longa, estio associados a danos poddcitarios,
proteinuria e desenvolvimento de glomeruloesclerose
segmentar focal, bem como fibrose tubulointersticial®.

Estudos para novas opgdes de tratamento para a
SN estdo em andamento, e estudos sobre EROs, que se
acredita desempenharem um papel na etiopatogenia
da SN e da proteintria, podem ser um passo acertado.
Evitar fatores que causam estresse oxidativo é muito
importante na preven¢do da formagdo e progressdo
de muitas doengas®*. Devido ao envolvimento do
estresse oxidativo na fibrose renal, as terapias que
visam o estresse oxidativo sdo promissoras®’. Até
onde sabemos pela literatura, o OCT, que foi testado
em diversas doencgas e demonstrou influenciar as
EROs?*%, nunca foi testado na SN.

Estudos
antioxidantes, anti-inflamatdrias, imunomoduladoras

clinicos  relataram  propriedades
e antiapoptoticas do OCT e seu efeito inibitorio
geral®. No estudo realizado por Niedermiihlbichler
e Wiedermann®, os peptideos relacionados a
somatostatina tiveram um papel regulador no
metabolismo dos radicais de oxigénio. Acreditamos
que o OCT possa ser uma op¢do de tratamento na
SN com seus efeitos anti-inflamatdrios, antifibroticos,
antioxidantes e inibitorios gerais. Em nosso estudo, o
nivel de CAT no tecido renal foi significativamente
menor no grupo SN em comparagio com 0 grupo
controle e aumentou significativamente no grupo de
tratamento em comparagio com o grupo SN. Em
outras palavras, a capacidade antioxidante do grupo
SN diminuiu em compara¢do com o grupo controle e,
apos a aplicagdo do OCT, a capacidade antioxidante
aumentou e atingiu o nivel do grupo controle. As
avaliagoes histopatologicas também corroboraram
esses dados. O escore de esclerose glomerular
aumentou no grupo SN em compara¢dao com o grupo
controle e diminuiu no grupo de tratamento da SN
em comparacdo com o grupo SN, indicando que o
tratamento com OCT melhorou tanto a capacidade
antioxidante deteriorada quanto os parametros
histopatolégicos no tecido renal.
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A proteindria danifica o glomérulo e o
tubulointersticio. O estresse oxidativo tem um papel
importante na fibrose tubulointersticial pela ativagao de
miofibroblastos e na glomeruloesclerose pela esclerose
mesangial, anormalidade de poddcitos e lesdo de células
epiteliais parietais?’. O dano tubulointersticial é comum
em doengas glomerulares e estd correlacionado ao grau
de proteindria e a funcdo renal®. A nefropatia induzida
por adriamicina causa lesdo poddcitaria seguida de
glomeruloesclerose, inflama¢do tubulointersticial e
fibrose’. Nao foi observada nenhuma diferenca nas
estruturas tubulointersticiais em todos os trés grupos
e isso pode estar relacionado a dura¢io do nosso
estudo. Na literatura, as alteracdes tubulointersticiais
foram geralmente observadas nas semanas 4 a 67. A
duragdo de 3 semanas do nosso estudo pode nio ter
sido suficiente para danificar os tubulos.

Os resultados deste estudo sugerem que os
mecanismos comprometidos de prote¢io antioxidante,
em vez do aumento da produ¢do de EROs no rim,
desempenham um papel na etiopatogenia da SN.
O OCT pode ser uma opg¢io de tratamento ao
melhorar a capacidade antioxidante e as estruturas
histopatolégicas nos rins.

ConcLusAo

Oestresse oxidativo desempenha um papel na patogénese
da SN. Nossos achados foram consistentes com diversos
estudos na literatura. O estresse oxidativo na SN pode
ser devido ao comprometimento do mecanismo de
prote¢do antioxidante no rim. O efeito antioxidante e
antifibrotico do octreotide, demonstrado em diversos
estudos na literatura, também foi corroborado por
nosso estudo. Mostramos pela primeira vez que o OCT
pode melhorar a capacidade antioxidante reduzida e a
esclerose glomerular no tecido renal.

Limitacoes po EsTupo

Nao se sabe se 0 OCT tem um efeito na sobrevida. Por
essa razdo, um estudo mais longo deve ser planejado
no futuro. Se os produtos de oxida¢do de proteinas e
EROs, como o H,0O, tivessem sido medidos juntamente
com o MDA, a mudanca nos radicais livres na SN
poderia ter sido mais clara. Nao foram avaliados
os efeitos do OCT nos parametros antioxidantes,
como vitamina E, vitamina C, glutationa, glutationa
peroxidase e super6xido dismutase, o que poderia
demonstrar de forma mais ampla a capacidade
antioxidante total. Além disso, ndo houve um grupo

Braz. J. Nephrol. (]. Bras. Nefrol.) 2024,46(1):19-29

de OCT para examinar o efeito da OCT isoladamente.
Ao planejar estudos futuros, essas deficiéncias devem
ser consideradas para que estudos expandidos e
aprimorados possam ser realizados.
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