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RESUMO

A aceleracao da apoptose dos neutrofilos em pacientes humanos nefropatas e sua relagdo com
as toxinas urémicas tém sido, nos ultimos anos, amplamente investigada devido sua
importancia como elemento imunossupressor. A insuficiéncia renal crénica (IRC) é a
nefropatia mais comum observada em cées, no entanto, ndo ha relatos na literatura quanto ao
efeito da uremia na apoptose para esta espécie. Considerando que a uréia é a toxina mais
rotineiramente quantificada na abordagem clinica da IRC, propde-se testar a hipétese de que a
uréia é capaz de alterar a morfologia dos neutrofilos de cées e acelerar seu processo de morte
celular programada e que este efeito € dependente do tempo de exposicdo. Para tal, plasma
sanglineo de dez cdes sadios foi substituido por plasma homdélogo enriquecido com duas
diferentes concentragBes de uréia (114,6 e 62,9 mmol/L) e incubado a 37° C por quatros
horas. A concentracdo de uréia foi determinada pelo método enziméatico UV e o indice
apoptético por morfometria. A taxa de neutrofilos apoptoticos aumentou apds duas e quatro
horas de incubacdo (p<0,05), independente da adicdo de uréia. O indice apoptdtico de
neutrdfilos incubados com plasma rico em uréia foi maior do que aquelas com plasma nédo
enriquecido, entretanto tal diferenca ndo foi significativa. Conclui-se que o aumento da
concentracdo de uréia plasmatica “ex vivo” isoladamente ndo promove a aceleragdo da
apoptose de neutrofilos de cées. E possivel que o efeito imunossupressor da uréia “in vivo”, a
semelhanca do que ocorre em humanos, tambeém estd associado a outros mecanismos e em
sinergismo com outras toxinas urémicas.

Palavras-chave: morte celular programada, toxina urémica, uremia, polimorfonuclear,
disfuncao leucocitéria.

EFFECT OF RICH UREA PLASMA IN APOPTOSIS OF NEUTROPHILS IN DOGS
ABSTRACT

The acceleration of neutrophil apoptosis in human patients with kidney disease and its
relationship with the uremic toxins have been, in recent years, widely investigated due to its
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importance as an immunosuppressant. Chronic renal failure (CRF) is the most common
nephropathy observed in dogs, however, there are no reports in the literature about the effect
of uremia in the apoptosis for this species. Considering that urea is the most routinely uremic
toxin measured in the CRF clinic addressing, it is proposed to test the hypothesis that urea is
able to change the morphology of dog’s neutrophils and to accelerate their programmed cell
death and that this effect is dependent on the time of exposure. Blood plasma of ten healthy
dogs was replaced by homologue plasma enriched with two different concentrations of urea
(114.6 and 62.9 mmol/L) and incubated at 37°C for four hours. The concentration of urea was
determined by UV enzimatic method and the apoptotic index evaluated by morphometry. The
rate of apoptotic neutrophils increased after two and four hours of incubation (p<0.05),
regardless of the addition of urea. The apoptotic index of neutrophils incubated with plasma
rich in urea was higher than those containing non-enriched plasma, but this difference was not
significant. In conclusion, the increase of plasmatic urea concentration “ex vivo” alone does
not promote the acceleration of dog’s neutrophils apoptosis. It is possible that the “in vivo”
immunossupresor effect of urea, is similar to that observed in humans, where it is also
associated with other mecanisms and in synergism with others toxins.

Key-Words: programmed cell death, uremic toxin, polymorphonuclear, leukocyte
dysfunction.

EFECTO DEL PLASMA RICO EN UREA EN LA APOPTOSIS DE
NEUTROFILOS DE PERROS

RESUMEM

La aceleracion de la apoptosis de los neutréfilos en pacientes humanos nefropatas y su
relacién con las toxinas urémicas han sido en los Gltimos afios ampliamente investigadas
debido su importancia como elemento inmunosupresor. La insuficiencia renal cronica (IRC)
es la nefropatia mas comun observada en perros, mientras tanto, no hay relatos de literatura en
cuanto al efecto de la uremia en la apoptosis para esta especie. Considerando que la urea es la
toxina mas rutinariamente cuantificada abordando en el diagndstico de IRC, se propone
probar la hip6tesis de que la urea es capaz de alterar la morfologia de los neutréfilos de perros
y acelerar su proceso de muerte celular programada y que este efecto es dependiente del
tiempo de exposicién. Para esto, el plasma sanguineo de diez perros sanos fue substituido por
plasma homologo enriquecido con dos diferentes concentraciones de urea (114,6 e 62,9
mmol/L) e incubado a 37°C, por cuatro horas. La concentracion de urea fue determinada por
el método enzimatico UV vy el indice apopt6tico fue determinado por morfometria. La taza de
neutrofilos apoptéticos aumentd después de dos a cuatro horas de incubacion (p<0,05),
independientemente de la adicion de urea. El indice apoptético de neutréfilos incubados con
plasma rico en urea fue mayor de aquellas con plasma no enriquecido, por tanto tal diferencia
no fue significativa. Se concluye que el aumento de la concentracion de urea plasmatica "in
vivo" aisladamente no promueve la aceleracién de la apoptosis de neutrofilos de perros. Es
posible que el efecto inmunosupresor "in vivo™ de la urea es semejante a lo que ocurre en
humanos, donde estd asociado a otros mecanismos Yy en sinergismo con otras toxinas
urémicas.

Palabras-clave: muerte celular programada, toxina urémica, uremia,
polimorfonuclear, disfuncién leucocitaria.
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INTRODUCAO

Os neutrofilos podem ser considerados a primeira linha de defesa do organismo,
movendo-se rapidamente em direcdo ao patégeno para destrui-lo (1). Contudo, estas células
sdo programadas a sofrer a apoptose, 0 que limita seu potencial em exterminar os micro-
organismos patogénicos (2). A apoptose, ou morte celular programada, pode ser iniciada por
estimulos fisioldgicos ou patoldgicos, como exposicdo as toxinas, danos no DNA ou sinais
extracelulares (3,4). A regulacdo anormal da apoptose pode iniciar uma desordem, como um
cancer, deplecdo de linfécitos (como na AIDS) e doencas degenerativas (5), tendo uma
significante implicag&o na imunodeficiéncia observada em pacientes urémicos (4).

A apoptose é caracterizada pela contracdo e rompimento da arquitetura do citoesqueleto
da célula, formagdo de vesiculas na membrana plasmatica, fragmentacdo da membrana
nuclear e condensacao cromatinica (5,6). Inicialmente as fungdes mitocondriais e ribossomais
sd0 mantidas enquanto o ndcleo se condensa. Por ultimo, os fragmentos celulares
transformam-se em aglomerados de membrana (corpos apoptoticos), os quais sdo removidos
por células fagocitérias, principalmente os macréfagos (3,7-10). Caso ndo ocorra a fagocitose
pelos macrofagos, os corpos apoptoticos eventualmente iniciam uma necrose secundaria (10).

A aceleracdo da morte dos neutréfilos é o principal fator da imunodeficiéncia de
pacientes urémicos, uma vez que ocorre reducdo das funcdes neutrofilicas (fagocitose,
metabolismo oxidativo e quimiotaxia) durante o processo apoptotico (11,4,12). Estudos feitos
em humanos relatam o aumento da apoptose de polimorfonucleares (PMN) de pacientes
urémicos e de PMN de individuos saudaveis incubados em soro urémico (13-15). Entretanto,
Cohen e colaboradores (16) nao encontraram diferencas na apoptose dos PMNSs de pacientes
urémicos e do grupo controle.

A uréia, o p-cresol, a PB2-microglobulina modificada, as guanidinas e a leptina
representam alguns dos mais de 100 solutos identificados em pacientes com nefropatias
graves e que potencialmente alteram a fungdo neutrofilica. Aqueles que exercem funcao
bioquimica/biologica sdo definidos como “toxinas urémicas” (17). A mistura de varias
toxinas no soro urémico parece resultar no aumento da morte celular programada dos PMN, e
0 processo de dialise pode reduzir esta aceleracdo da apoptose (15). Cendoroglo et al. (18)
observaram um aumento do indice apoptético de neutréfilos em pacientes com uremia e
demonstraram que o plasma urémico, quando incubado com neutréfilos de pacientes sadios,
também acelera a apoptose. Tais resultados sugerem a existéncia de algum(s) determinado(s)
fator(es) solavel(s) no plasma urémico que induz (em) a apoptose, resultando em uma
disfuncdo similar aquela observada em neutréfilos de pacientes com insuficiéncia renal.

A elevacdo da uréia em cdes pode ocorrer em situacdes pré-renais, renais e pos-renais
(19). Contudo, a razdo mais comum para a mensuracdo das concentracdes plasmaticas da
uréia é o diagnostico de insuficiéncia renal. Valores de uréia plasmatica inferiores a 20
mmol/L em pacientes com IRC indicam bom progndstico, pois as chances de resposta a uma
terapia alimentar sdo grandes, entretanto, valores superiores a 60 mmol/L indicam mau
prognostico (19). Embora a IRC seja a nefropatia mais comum em cées (19), ndo héa relatos na
literatura quanto ao efeito da azotemia sobre a apoptose nesta espécie. Enquanto a
concentracdo da uréia é bem aceita como marcador para a severidade da faléncia renal, o
papel isolado da mesma na patogénese da sindrome urémica é controverso (20,21). A fim
preencher esta lacuna de conhecimento, foi testada a hipdtese de que o plasma enriquecido
com uréia acelera a apoptose dos neutrofilos de cées sadios ex vivo.
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MATERIAL E METODOS
Selecdo dos animais

Foram selecionados 20 cdes adultos e sadios das racas Pastor Alemao, Rotweiller e
Labrador, com idade entre trés e cinco anos, provindos do canil da Policia Militar do
Municipio de Aracatuba — SP, todos sem alteracbes no exame clinico geral (22), com
hemograma e concentracdo sérica de uréia normal, sem recente vacinagdo ou tratamentos com
medicamentos antimicrobianos, antinflamatdrios e imunossupressores.

Preparacao do plasma homoldgo enriquecido e ndo enriquecido

Utilizando-se seringas e agulhas descartaveis realizou-se flebocentese da jugular de 10
caes. O sangue colhido foi acondicionado sob refrigeragdo em tubos de vidro siliconizados
(10 mL) contendo 10 U heparina sédica’/ml e posteriormente submetido & centrifugacdo a
700 g durante 15 minutos para a obtencdo do plasma. O plasma foi utilizado para formar um
“pool” de plasma homologo normal (PHN) com concentracdo 5,62mmol/l de uréia e
enriquecido com uréia ultra-pura’ em duas diferentes concentragdes PHU1 (62,93mmol/l) e
PHU2 (114,6 mmol/L). O PHN, PHU 1 e PHU 2 foram armazenados em tubos de
polipropileno a -20° C até o momento do uso.

O sangue total dos outros 10 cdes foi submetido a quatro diferentes tratamentos:
incubagdo com plasma autdélogo (PA), homdlogo normal (PHN), homdélogo enriquecido com
baixa (PHU1) e alta concentracédo de uréia (PHUZ2), conforme protocolo descrito quadro 1.

Quadro 1. Protocolo experimental

. Homogeneizacédo

PROTOCOLO PA PHN PHU1 PHU2
1. Acréscimo do sangue total heparinizado 1,5mi 1,5mi 1,5mi 1,5 ml
2. Centrifugacdo 700g durante 15 minutos.
3. Retirada do plasma 0,5mi 0,5mi 0,5mi 0,5ml
4. Acréscimo de plasma aut6logo obtido na etapa 3 0,5 ml _ _ _
5. Acréscimo de plasma homdlogo (5,62 mmol/l) _ 0,5 ml _ _
6. Acréscimo de plasma homélogo rico em uréia (62,93 mmol/l) _ _ 0,5 ml _
7. Acréscimo de plasma homdlogo rico em uréia (114,6 mmol/l) _ _ _ 0,5 ml
8
9

. Retirada 0,5ml do sangue de cada tubo para determinagéo da concentragdo de uréia e indice apoptdtico
10. Incubagdo em banho-maria 37°C por 2 horas

11.Homogeneizacdo e retirada de 25 pl para determinagdo do indice apoptético

12. Incubagdo em banho-maria 37°C por mais 2 horas

13. Homogeneizagao e retirada de 25 pl para determinacédo do indice apoptotico

! Heparina sédica HEPTAR®, EUROFARMA, Brasil.
2 Uréia ultra puré, GibCobril, Lifetecnologies, USA
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Determinacdo da uréia plasmatica

Utilizando-se um analisador bioquimico semi-automatizado®, ajustado com controle e
conjunto de reativo comercial®, a concentracéo sérica de uréia foi determinada pelo método
enzimatico UV (urease/ glutamato desidrogenase). Todas as reagdes bioquimicas foram
processadas em duplicada a 37°C conforme orientacéo dos fabricantes.

indice apoptético

Em cada momento foram realizados dois esfregacos por amostra corados com pandtico
rapido®. Para a determinacdo do indice apoptético, um nimero minimo de 100 neutréfilos
foram analisados morfol6gicamente por microscopia 6ptica em aumento de 1.000X, conforme
protocolo descrito por Campos et al. (23) e Batista et al. (24). Para a quantificacao das células
apoptdticas, foram contadas somente as que apresentaram pelo menos trés das seguintes
caracteristicas morfoldgicas peculiares do processo: condensacdo do citoplasma (intensa
coloracdo citoplasmatica), condensacdo nuclear (compactacdo da cromatina nuclear em
massas densas e uniformes, alinhadas no lado interno da membrana nuclear), fragmentacédo
nuclear (convolugdo e fragmentacdo da membrana nuclear sem cariorrexe ou ruptura),
fragmentacdo celular (formacdo de corpos apoptdticos). Os corpos apoptdticos em grande
namero e proximos uns dos outros foram quantificados como o resultado de uma Unica célula
em apoptose. Quando distantes entre si, foram considerados como resultados de apoptose em
celulas diferentes e contabilizados como tal.

A fim de excluir corpos apoptéticos de linfécitos na avaliacdo em questdo, levou-se em
consideracdo as informagOes descritas por Nagami e colaboradores (25), em que corpos
apoptoticos de linfocitos apresentam citoplasma basofilico (coloragdo azulada), menor
tamanho e fragmentos nucleares mais irregulares, enquanto os de neutrofilos possuem
citoplasma eosinofilico e sdo de tamanho maior.

Andlise estatistica dos dados

Com auxilio de um programa estatistico computadorizado” e conforme preconizado por
Zar (26), ap6s os estudos das distribuicfes das varidveis quanto a normalidade (teste KS) e
homocedasticidade (teste Bartlett), para as compara¢fes entre momentos em cada ensaio
experimental foram utilizadas as provas de Friedmann e ANOVA, das varidveis nao
paramétricas e paramétricas, respectivamente, ao nivel de 5% de significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As meédias de uréia plasmatica dos animais ap6s acréscimo de plasma autélogo e plasma
homologo sem enriquecimento ficaram dentro da faixa de normalidade (19) para a espécie,
enquanto as amostras acrescidas de plasma homadlogo rico em uréia na menor (PHU1) e na
maior (PHUZ2) concentracdo corresponderam a de um cdo portador de insuficiéncia renal
crénica e aguda (Tabela 1), respectivamente.

O fato de ndo ter ocorrido alteracdo significativa (P>0,05) na apoptose dos neutréfilos
imediatamente apds o acréscimo do plasma autologo, homdélogo enriquecido ou ndo com
uréia (Tabela 1), confirmam que as manipulagdes realizadas com as amostras durante 0s

! Espectrofotdmetro E-205, CELL-M, Brasil.

2Uréia enzimatica, Katal, Katal Biotecnolégica IndUstria e comércio LTDA, Belo Horizonte- MG, Brasil .
* NewProv, Maringa-PR

* SAS Institute Inc., SAS OnlineDoc®, Version 8, Cary, NC: SAS Institute Inc., 1999.
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diferentes ensaios do protocolo ndo afetaram a morte celular programada dos neutréfilos. Este
resultado também revela que no momento inicial a taxa de apoptose dos neutréfilos dos
diferentes ensaios era baixa e semelhante, certificando que todas as amostras selecionadas
para estudo nao estavam sob efeito prévio de qualquer fator indutor de apoptose “in vivo”.

Tabela 1. Valores médios e desvios-padrdo da concentracdo plasmatica final de uréia pré-
incubacdo, do indice apoptético de neutrofilos (%) de cées sadios incubados (37° C) com
plasma autélogo (PA); homdlogo normal (PHN) e enriquecido com duas diferentes
concentracdes de ureia (PHU1 e PHU?2), antes e apds duas e quatro horas de incubacéo.

Concentracao indice apoptético
Amostra final de uréia Pré-incubacio 2 horas de 4 horas de
(mmol/L) ¢ incubacao incubacao
PA 6,41+1,28 1,4 +0,84™ 3+1,05™ 8,2 + 4,89°°
PHN 6,11+1,12 2,3+1,25" 3,5 +2,79" 9,07 + 5,585
PHU, 26,55 + 2,79 2,1+1,85 5,7 + 3,777 16,7 + 9,78
PHU, 52,23 + 6,23 2,3+ 1,64 4,2 + 3,23 13,3+ 8,452

* Letras mailsculas ndo coincidentes na mesma linha indicam diferenca estatistica significante (P < 0,05); letras
minusculas ndo coincidentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica significante (P < 0,05).

A semelhanca entre a taxa de apoptose dos neutrofilos incubados com soro autélogo e
com soro homoldgo ndo enriquecido com uréia (Tabela 1) indica que as diferencas na
composicédo sérica dos individuos sadios utilizados no ensaio ndo promoveram uma variagéo
importante na morte programada desses poliformonucleares.

Apo0s duas horas de incubagdo a taxa de apoptose elevou-se discretamente em todos 0s
ensaios, porém ndo foram verificadas diferencas significativas entre 0s ensaios com soro
autologo, homélogo com ou sem enriquecimento de uréia (Tabela 1), provavelmente pelo
curto periodo de tempo de incubacdo. Nas condi¢Ges experimentais adotadas, em ensaio
piloto, foi verificado o surgimento de hemolise a partir de quatro horas de incubacdo do
sangue total de cdes. Os eritrocitos de cdes sabidamente sdo mais frageis que outras espécies
(27), o que dificulta o desenvolvimento de ensaios prolongados sem o isolamento celular
nesta espécie. A hemolise promove a ativacdo do metabolismo oxidativo dos neutrofilos,
gerando espécies reativas de oxigénio que aceleram a apoptose (28). Embora seja fato que os
protocolos com sangue total podem sofrer interferéncia da hemolise, a resposta celular com
esse modelo aproxima-se mais das condigdes in vivo do que aqueles realizados com
isolamento celular. H4 muita divergéncia quanto aos resultados obtidos em ensaios feitos com
neutrdfilos isolados (18,15). Isto se deve a maior ou menor agressao sofrida pela célula
durante os processos de filtracdo, lavagens, centrifugac6es e meios de cultura (15).

Segundo Tizard et al. (29), o neutrdfilo desenvolve répida apoptose, tendo uma meia
vida de aproximadamente 12 horas in vivo. Em condic¢des ex vivo a taxa de apoptose sofre
influéncia da temperatura e tempo de incubagdo das amostras (30), tipo e concentragdo do
anticoagulante (31), bem como do estimulante utilizado nos ensaios (18). Mesmo na auséncia
de sinais de hemolise, tanto em plasma auto6logo, como homologo enriquecido ou ndo com
uréia (Tabela 1) ocorreu um aumento significativo (p < 0,05) da taxa de apoptose apds quatro
horas de incubacdo, sugerindo que o estresse da manipulacdo e maior tempo de incubacéo
acelerou a morte celular dos neutrofilos

O aumento da taxa de apoptose, embora néo significativo, foi evidentemente maior nos
ensaios com soro homologos enriquecidos, porém tal aceleracdo da morte dos neutrofilos ndo
foi diretamente proporcional a concentracdo de uréia plasmatica (Tabela 1). Deve ser
ressaltado que no presente estudo considerou-se células positivas apenas aquelas que
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apresentavam trés ou mais alteracdes morfoldgicas compativeis com a apoptose. Entretanto,
verificou-se uma elevacdo do numero de células com pelo menos duas alteracGes apoptéticas
apos 4 horas de incubacdo, sugerindo a necessidade de realizar outras investigacGes com
maior tempo de observacdo a fim de melhor evidenciar um possivel efeito apoptotico tardio
da uréia sobre os neutrofilos.

N&o hé estudos anteriores que avaliaram o efeito isolado da uréia sobre a apoptose.
Sabe-se que a uréia, embora seja considerada per se de baixa toxicidade, € um pequeno soluto
hidrossolGvel que age sob o influxo de K™ alterando o potencial da célula (32). Entretanto, ha
indicios de que em condicGes fisiologicas o cianato é gerado espontaneamente a partir da
uréia e que este composto reage com 0s grupos thiol e amino das proteinas (33), de modo que
a albumina carboxilada “in vitro” a partir do cianato inibe a producdo de superoxido por
neutrofilos isolados de humanos sadios (21). De forma semelhante, Kraus et al. (20)
observaram que ha um decréscimo na geracdo de superoxido quando neutrofilos de humanos
sadios sdo incubados com cianato, sendo a redugdo no metabolismo oxidativo diretamente
proporcional ao tempo de exposicao e concentracdo desta substancia. E provéavel que a maior
taxa de apoptose verificada nos ensaios com soros homologos enriquecidos com uréia (Tabela
1) deva-se a outros fatores que ndo o cianato gerado pela uréia uma vez que neste caso
haveria uma menor producdo de espécies reativas de oxigénio que aceleram a morte celular
por oxidacdo.

CONCLUSAO

Plasmas enriquecidos com altas concentracdes de uréia isoladamente ndo promovem ex
vivo a aceleragdo da apoptose dos neutrofilos de cédes sadios.
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