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RESUMO  
  

CORREA-­‐‑COSTA,   M.   Envolvimento   da   Heme   oxigenase-­‐‑1   nos   mecanismos  
celulares  de  resposta  ao  estresse  em  um  modelo  de  lesão  renal  aguda.  2013.  176  f.  
Tese   (Doutorado  em   Imunologia)  –   Instituto  de  Ciências  Biomédicas,  Universidade  
de  São  Paulo,  São  Paulo,  2013.  

A   lesão   de   isquemia   e   reperfusão   (IRI)   continua   a   ser   um   problema   clínico  
desafiador,   especialmente   em   pacientes   hospitalizados.   Um   dos   principais  
agravantes   desse   insulto   é   a   inflamação,   sendo   que   o   estresse   do   retículo  
endoplasmático   (ERS)   parece   ser   um   importante   mediador   desse   processo.   Um  
interessante  agente  protetor  nesse  caso  seria  a  heme  oxigenase-­‐‑1  (HO-­‐‑1),  enzima  com  
propriedades   anti-­‐‑inflamatória,   anti-­‐‑apoptótica   e   imunomoduladora.   Um   dos  
subprodutos  da  HO-­‐‑1,  o  monóxido  de   carbono   (CO),  parece   contribuir  de  maneira  
especial  para  proteção  a  IRI,  onde  receptores  de  adenosina  parecem  contribuir  para  a  
estabilização   do   fator   induzido   por   hipóxia   (HIF-­‐‑1α),   normalmente   induzido   na  
injúria.  O  objetivo  do  nosso  trabalho  foi  avaliar  a  capacidade  da  HO-­‐‑1  em  atenuar  o  
ERS   induzido   pela   IRI   renal,   bem   como   o   papel   do   CO   e   suas   implicações   na  
sinalização   purinérgica   e   na   produção   de   eritropoietina   (EPO)   na   lesão   renal  
isquêmica.   Para   tal,   foi   utilizado   o   modelo   experimental   de   IRI   e   um   grupo   de  
camundongos  C57Bl/6  foi  tratado  com  Hemin  (um  indutor  de  HO-­‐‑1)  ou  exposto  ao  
CO   antes   da   cirurgia.   Além   disso,   células   tubulares   renais   foram   submetidas   ao  
modelo  de  hipóxia/reoxigenação  (HR).  A  indução  da  HO-­‐‑1  promoveu  uma  proteção  
na   IRI   renal,   com  melhora  da   função  renal,  menos   inflamação  e  atenuação  do  ERS.  
Ainda,  o  mecanismo  envolvido  nessa  proteção  parece  ser  mediado  pela  via  p38  da  
MAPK.   Ao   avaliarmos   um   dos   subprodutos   da   HO-­‐‑1,   o   CO,   verificamos   que   há  
também  menor  ativação  de  ERS  na  presença  desse  gás,  seguido  de  menor  disfunção  
renal,   infiltração   celular   reduzida,   diminuição   da   produção   de   TNF-­‐‑α   e   menor  
hipóxia   e   estresse   oxidativo.   Além   disso,   houve   uma   regulação   positiva   da  
sinalização  purinérgica  anti-­‐‑inflamatória  após  a   exposição  ao  CO.  Ainda,  no  grupo  
tratado  houve  uma  maior  estabilização  de  HIF-­‐‑1α.  Observou-­‐‑se  ainda  maiores  níveis  
séricos  de  EPO  e  maior  expressão  de  EPOR  no  tecido  renal  nos  animais  expostos  ao  
CO.   Ao   tratar   os   animais   com   um   anticorpo   neutralizante   para   EPO,   observou-­‐‑se  
uma  perda  da  proteção  conferida  após  o   tratamento  com  CO.  Quando  avaliamos  a  
atividade  metabólica  após  o  tratamento  com  CO,  observamos  uma  maior  biogênese  
de  mitocôndrias,   com  maior   produção   de   ATP,   aumento   da   proliferação   celular   e  
consequente   aumento   da   viabilidade   celular.   Enfim,   podemos   concluir   que,   na  
presença  da  HO-­‐‑1  ou  do  CO,  há  uma  melhora  da   lesão   isquêmica,  através  de  uma  
maior  ativação  de  vias  citoprotetoras,  com  atenuação  do  ERS,  redução  da  inflamação  
e  consequente  melhora  da  função  renal.  

Palavras-­‐‑chave:   Lesão   renal   aguda.   Heme   oxigenase-­‐‑1.   Monóxido   de   Carbono.  
Inflamação  renal.  Sinalização  purinérgica.  Eritropoietina.  



               ABSTRACT  

CORREA-­‐‑COSTA,   M.   Involvement   of   Heme   oxygenase-­‐‑1   in   the   cellular  
mechanisms  of  stress  response  in  a  model  of  acute  kidney  injury.  2013.  176  f.  Tese  
(Doutorado  em  Imunologia)  –  Instituto  de  Ciências  Biomédicas,  Universidade  de  São  
Paulo,  São  Paulo,  2013.  

Ischemia   and   reperfusion   injury   (IRI)   remains   a   challenging   clinical   problem,  
especially  in  hospitalized  patients.  Inflammation  is  a  major  aggravating  of  this  insult,  
and   the   endoplasmic   reticulum   stress   (ERS)   seems   to   be   an   important  mediator   of  
this  process.  An  interesting  protective  agent  in  this  case  would  be  heme  oxygenase-­‐‑1  
(HO-­‐‑1),  an  enzyme  with  anti-­‐‑inflammatory,  anti-­‐‑apoptotic  and   immunomodulatory  
properties.   One   of   its   byproducts,   carbon  monoxide   (CO),   seems   to   play   a   special  
protection   for   the   IRI,   where   adenosine   receptors   appear   to   contribute   to   the  
stabilization  of  hypoxia   inducible   factor   (HIF-­‐‑1α),  usually   induced  with   the   injury.  
The   aim   of   our   study  was   to   evaluate   the   ability   of   HO-­‐‑1   in   attenuating   the   ERS  
induced  by  renal  IRI,  as  well  as  the  role  of  the  CO  and  its  implications  for  purinergic  
signaling  and  production  of   erythropoietin   (EPO)   in   ischemic   renal   injury.  For   this  
purpose,  we  used  an  experimental  model  of   IRI  and  a  group  of  C57Bl/6  mice  were  
treated   with   Hemin   (an   inducer   of   HO-­‐‑1)   or   exposed   to   CO   before   surgery.  
Moreover,   renal   tubular   cells   were   subjected   to   the   hypoxia/reoxygenation   (HR)  
model.  The  induction  of  HO-­‐‑1  promoted  a  protection  in  renal  IRI  with  improvement  
of   renal   function,   less   inflammation   and   attenuation   of   ERS.   Still,   the   mechanism  
involved  in  this  protection  appears  to  be  mediated  via  p38  MAPK.  When  evaluating  
a  byproduct  of  HO-­‐‑1,  CO,  we   found   that   there   is  also   less  activation  of  ERS   in   the  
presence   of   the   gas,   followed   by   minor   renal   dysfunction,   reduced   cellular  
infiltration,   decreased   TNF-­‐‑α   and   less   hypoxia   and   oxidative   stress.   Furthermore,  
there   was   an   up   regulation   of   anti-­‐‑   inflammatory   purinergic   signaling   after   CO  
exposure.  Moreover,   the   treated  group   showed  a  greater   stabilization  of  HIF-­‐‑1α.   It  
was  also  observed  higher  serum  levels  of  EPO,  and  increased  expression  of  EPOR  in  
kidney  tissue  in  animals  exposed  to  CO.  By  treating  the  animals  with  a  neutralizing  
antibody   to  EPO,   there  was  a   loss  of  protection  conferred  after   treatment  with  CO.  
When  we  evaluated   the  metabolic  activity  after   treatment  with  CO,  we  observed  a  
higher   mitochondrial   biogenesis,   with   greater   ATP   production,   increased   cell  
proliferation  and  consequent   increase   in   cell  viability.  Finally,  we  conclude   that,   in  
the   presence   of   HO-­‐‑1   or   CO,   there   is   an   better   outcome   of   the   ischemic   lesion,  
through   greater   activation   of   cytoprotective   pathways,   with   reduced   ERS,   less  
inflammation  and  consequent  improvement  in  renal  function.  

Keywords:   Acute   kidney   injury.   Heme   oxygenase-­‐‑1.   Carbon   monoxide.   Kidney  
inflammation.  Purinergic  signaling.  Erythropoietin.  
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1  INTRODUÇÃO     
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A   lesão   renal   aguda   (LRA)   é   definida   como   uma   perda   abrupta   da   função  

renal,  frequentemente  acompanhada  de  oligúria,  e  está  fortemente  associada  com  um  

aumento   da   morbidade   e   mortalidade   a   curto   e   longo   prazo,   além   de   ser   um  

importante   fator   de   risco   para   o   desenvolvimento   de   doença   renal   crônica   [1].  

Clinicamente,  a  LRA  é  confirmada  quando  há  uma  das  seguintes  condições:  aumento  

mínimo  dos  níveis  séricos  de  creatinina  em  0,3  mg/dL    (≥  26,5  µμmol/L)  em  48  horas,  

aumento  dos  níveis  séricos  de  creatinina  em  1,5  vezes  em  relação  aos  valores  basais  

(o   qual   presume-­‐‑se   que   tenha   ocorrido   no   período   de   uma   semana),   ou   volume  

urinário  menor  que  0,5  mL/kg  por  hora  por  6  horas  [2].  

Além   do   preocupante   problema   da   alta   mortalidade   associada   à   LRA,   tal  

condição   gera   uma   série   de   outras   consequências.   Pacientes   com   LRA   consomem  

uma   maior   quantidade   de   recursos   hospitalares,   além   de   ficarem   mais   tempo  

internados,   em   parte   pelos   efeitos   deletérios   da   LRA   no   funcionamento   de   outros  

órgãos.  Por  exemplo,   tais  pacientes  possuem  maior  dificuldade  em  serem  retirados  

da  ventilação  mecânica  [3]  e  são  mais  propensos  a  edema,  com  subsequente  elevação  

da  mortalidade  e  comprometimento  da  recuperação  renal  [4].  Além  disso,  quando  os  

pacientes  deixam  o  hospital,  eles  geralmente  levam  mais  tempo  para  se  recuperarem,  

além  de  em  muitos  casos  necessitarem  de  ajuda  profissional  especializada  e  muitas  

vezes  não  terem  a  função  renal  completamente  restabelecida    [5].  

Para  corroborar  tais  informações,  um  estudo  feito  nos  EUA  com  mais  de  4000  

pacientes   com   diabetes   tipo   2   demonstrou   que   aproximadamente   metade   desses  

foram  hospitalizados  pelo  menos  uma  vez,  e  dentro  desse  grupo,  29%  sofreram  um  

caso   de   LRA.   Do   mesmo   modo,   o   mesmo   estudo   indicou   que   a   LRA   era   um  

importante   e   independente   fator   de   risco   para   a   doença   renal   crônica   (DRC)   de  

estágio   4,   e   cada  novo   episódio  de  LRA  dobrava   esse   risco   [6].  Coletivamente,   tais  

dados   denotam   o   alto   custo   pessoal   e   governamental   de   um   episódio   de   LRA   e  

evidenciam  a  urgente  necessidade  de  resolver  tal  problema  de  uma  maneira  efetiva.  
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1.1  Lesão  de  Isquemia  e  Reperfusão  Renal  

  

Dentre  as  causas  de  LRA,  a  lesão  de  isquemia  e  reperfusão  renal  (IRI,  do  inglês  

ischemia   and   reperfusion   injury)   é   a  mais   comum,   sendo   observada   em   situações   nas  

quais   o   paciente   sofre   um   transplante   de   órgãos,   choque   séptico,   problemas  

cardiovasculares,  dentre  outras  [7].  A  IRI  pode  causar  necrose  e  apoptose  das  células  

epiteliais   tubulares   e   a   disfunção   renal   aguda   causada   por   insultos   tóxicos   ou  

isquêmicos  é  normalmente  classificada  como  necrose  tubular  aguda  (NTA),  um  termo  

derivado   da   aparência   histológica   dos   rins   [7].   Os   túbulos   renais   são   suscetíveis   a  

lesão   por   hipóxia   devido   a   diversos   fatores,   porém   caso   haja   uma   remoção   dos  

elementos  deletérios,   tais   estruturas  possuem  a   capacidade  de   rápida   regeneração  e  

recuperação  funcional  [8].    

Vários  estudos  com  modelos  animais,  bem  como  algumas  análises  patológicas  

de   biópsias   humanas,   demonstraram   que   a   LRA   isquêmica   é   marcada   por   uma  

resposta   inflamatória   robusta   [9,10].   Além   disso,   estudos   com   roedores   têm  

demonstrado   que   a   resposta   inflamatória   à   hipóxia   contribui   para   a   lesão   tecidual  

resultante.   Em   modelos   experimentais,   terapias   que   inibem   células   específicas   ou  

moléculas  efetoras  da  resposta  inflamatória,  como  proteínas  do  sistema  complemento,  

quimiocinas  e  moléculas  de  adesão  resultam  numa  melhora  da  LRA  isquêmica  [11].  

Já   é   bem   estabelecido   que   além   do   efeito   citotóxico   direto   da   hipóxia,   a   IRI  

renal   leva   a  uma   reação   inflamatória  no  parênquima   renal   [9].  Tal   insulto  promove  

também   a   síntese   de   citocinas   pró-­‐‑inflamatórias   como   IL-­‐‑1β,   IL-­‐‑6   e   TNF-­‐‑α,  

aumentando  a  infiltração  de  leucócitos  nos  rins  [11-­‐‑13].  É  importante  destacar  que  as  

células   epiteliais   tubulares   desempenham   um   papel   ativo   no   início   da   resposta  

inflamatória,  com  aumento  da  expressão  de  receptores  do  tipo  Toll-­‐‑like  (TLR)  2  e  4,  da  

síntese  de  proteínas  do  sistema  complemento  e  da  produção  de  quimiocinas   [11].  A  

ativação   dos   TLRs   leva   à   translocação   nuclear   do   fator   nuclear   kappa   B   (NF-­‐‑κB),  

induzindo  assim  à  produção  de  citocinas  e  moléculas  de  adesão  [14].  
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Durante   um   episódio   de   LRA   isquêmica,   uma   série   de   mediadores  

inflamatórios   é   capaz   de   recrutar   os   leucócitos   para   os   tecidos,   e,   portanto,   causar  

uma   inflamação   local   entre   as   células   teciduais   residentes.   Tal   processo   ocorre  

inicialmente  pela  clivagem  da  fosfolipase  A2,  resultando  numa  produção  elevada  de  

ácido   araquidônico,   o   qual   é   metabolizado   em   prostaglandinas,   eicosanóides,   ou  

leucotrienos   –   importantes  mediadores   da   resposta   inflamatória.   Além   disso,   a   IRI  

induz   a   produção   de   espécies   reativas   de   oxigênio   (ROS,   do   inglês   reactive   oxygen  

species),   os   quais   podem   causar   a   liberação   de   proteases,   padrões   moleculares  

associados   a   perigo   (DAMPs,   do   inglês   danger-­‐‑associated   molecular   patterns)   e   até  

mesmo   TNF-­‐‑α.   Todos   esses   fatores   já   foram   descritos   como   capazes   de   iniciar   e  

manter  o  processo  inflamatório,  pela  ativação  do  NF-­‐‑κB  [15].  

Um   estudo   realizado   em  um  modelo  de   IRI   cardíaca  mostrou   que  durante   a  

fase   aguda   da   lesão   isquêmica,   a   produção   de   citocinas   representa   uma   resposta  

intrínseca   à   injúria[16].   Ainda,   dentro   de   15   minutos   após   a   reperfusão,   ocorre   a  

degranulação   de   mastócitos   residentes,   liberando   numerosos   mediadores   pró-­‐‑

inflamatórios,  os  quais  ativam  uma  série  de  alvos,  incluindo  endotélio,  células  imune  

residentes   ou   neutrófilos   infiltrantes.   Como   consequência,   há   ativação   de   outras  

células   infiltrantes,   como   macrófagos   e   linfócitos,   sendo   que   as   primeiras   são   a  

principal   fonte   de   produção   de   citocinas.   Completando   esse   milieu   inflamatório,  

estudos  têm  demonstrado  que  as  próprias  células  estromais  são  capazes  de  produzir  

citocinas  pró-­‐‑inflamatórias,  colaborando  para  a  exacerbação  desse  processo  [17,18].  

Todas   essas   condições   previamente   descritas   são   importantes  mediadores   da  

LRA   e   um   melhor   entendimento   dos   mecanismos   intracelulares   que   levam   a   tais  

efeitos  podem  ser  benéficos  na  busca  por  novos  alvos  terapêuticos.  

  

1.2  Estresse  Do  Retículo  Endoplasmático  

  

O  retículo   endoplasmático   (RE)   é  uma  organela   intracelular   responsável  pela  

biossíntese  de  esteróides,  colesterol  e  outros  lipídios.  Além  disso,  é  local  de  síntese  e  
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empacotamento   de   proteínas   de  membrana   e   secretada   [19].  As   funções   do  RE   são  

sensíveis  a  insultos  ambientais  como  isquemia,  restrição  de  glicose,  estresse  oxidativo  

ou  mutações  genéticas,  que  podem  causar  um  empacotamento  aberrante  de  proteínas.  

O  acúmulo  dessas  proteínas  aberrantes  e  mal  empacotadas  na  luz  do  RE,  por  sua  vez,  

induz  uma  série  de  disfunções  nessa  organela,  coletivamente  chamadas  de  estresse  do  

retículo   endoplasmático   (ERS   -­‐‑   do   inglês   endoplasmic   reticulum   stress)   [20-­‐‑22].   Para  

assegurar   a   fidelidade   de   proteínas   empacotadas   e   evitar   o   acúmulo   de   peptídeos  

disformes,   as   células   que   passam   pelo   ERS   lançam   mão   de   um   mecanismo   bem  

conservado   de   resposta   adaptativa,   conhecido   como   resposta   às   proteínas   mal  

empacotadas   (UPR   -­‐‑   do   inglês  unfolded   protein   reponse),   a   qual   inicialmente   objetiva  

atenuar  a  agressão,  mas  que  pode,  eventualmente,  levar  a  morte  celular  se  o  ERS  for  

muito  severo  ou  prolongado  [23].  

O  propósito  primário  da  UPR  é  facilitar  a  adaptação  ao  ambiente  alterado  que  

a  ativou  e  restabelecer  as  funções  normais  do  RE.  Algumas  vias  da  UPR  aumentam  a  

capacidade   de   empacotamento   de   proteínas   através   da   transcrição   de   genes   alvos,  

como  das  chaperonas  moleculares  dependentes  de  Ca2+,  incluindo  a  proteína  regulada  

por  glicose-­‐‑78  (GRP78,  também  conhecida  como  BiP),  GRP94  e  a  calreticulina  [24].    

  

1.2.1  Vias  de  adaptação  celular  na  UPR  

  

Existem   basicamente   3   vias   que   promovem  o   retorno   às   funções   normais   do  

RE:  a)  via  da  IRE1,  b)  via  da  proteína  quinase  do  RE  semelhante  à  proteína  quinase  

ativada  por  RNA  de  dupla   fita   (PERK)  e   c)   a  via  do   fator   ativador  de   transcrição  6  

(ATF6),  os  quais  podem  ser  vistos  na  Figura  1.  Todas  essas  vias  são  responsáveis  por  

mecanismos   únicos   ou   em   comum   que   visam   reduzir   a   quantidade   de   proteínas  

aberrantes  ou  mesmo  evitar  a  formação  de  novas.  A  via  de  IRE1  induz  principalmente  

a   expressão   de   genes   alvos   da   UPR,   os   ERAD   (degradação   associada   ao   RE)  

responsáveis  pela  degradação  de  proteínas  mal  empacotadas   [25].  A   IRE1  é  ativada  

pela   dimerização   após   dissociação   da   GRP78,   e   sua   atividade   de   RNAse   promove  
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splicing  no  X-­‐‑box-­‐‑binding-­‐‑protein-­‐‑1   (XBP1),  com  conseqüente  formação  de  um  potente  

ativador   transcricional   de   genes   que   formam   componentes   do   ERAD.   A   via   IRE1-­‐‑

XPB1  também  induz  a  transcrição  de  genes  que  formam  as  chaperonas  do  RE  como  

BiP  GRP94  e  calreticulina  [26].  

A   via   da   PERK   alivia   a   disfunção   do   RE   pela   redução   da   freqüência   de  

iniciação  da   tradução  de  RNAm  e,  assim,  diminuir  o   influxo  de  novas  proteínas  no  

RE.   A   PERK   é   uma   Ser/Thr   proteína   quinase,   e   seu   homodímero   ativo   fosforila   e  

inativa   o   fator   de   iniciação   eucariótico   2α   (eIF2α),   e   então   desligando   a   tradução  

global  de  proteínas  e  reduzindo  a  entrada  de  proteínas  no  RE  [21].  A  via  do  PERK  não  

apenas   atenua   a   tradução,  mas   também   ativa   seletivamente   a   transcrição   de   genes  

induzidos   pela   UPR,   incluindo   chaperonas   do   ER   e   enzimas   antioxidantes,   como    

glutationa-­‐‑S-­‐‑tranferase   e  heme  oxigenase,   para  proteger   as   células   tanto  do   estresse  

oxidativo  quanto  do  estresse  do  RE  [27].  

Por   sua   vez,   a   ATF6   é   uma   proteína   regulatória   que   promove   expressão   de  

genes   induzidos   pela   UPR.   Após   dissociação   da   GRP78,   a   ATF6   se   desloca   para   o  

Golgi,  onde  é  clivada  por  proteases.  O  fragmento  citosólico  clivado  transloca-­‐‑se  para  

o   núcleo,   aonde,   subseqüentemente,   ativa   a   transcrição   de   genes   alvos,   como  

chaperonas  e  os  componentes  do  ERAD  [26,28].  

  

1.2.2  Apoptose  induzida  pelo  estresse  do  RE  

  

A  via  de  resposta  ao  estresse  do  RE  está   intimamente  associado  a   indução  de  

morte   celular   por   apoptose.   Quando   as   células,   sob   estresse   do   RE   prolongado   ou  

excessivo,   falham   em   resolver   os   defeitos   no   empacotamento   protéico   e   restaurar   a  

homeostase,   é   ativada   a   via   de   apoptose   [29].  Uma  das   principais   formas  de   ativar  

essa  via  é  pela  proteína  homóloga  da  proteína  ligadora  do  enhancer/CCAAT  (CHOP).  

Essa   proteína   é   um   fator   de   transcrição,   que   induz   vários   fatores   pró-­‐‑apoptóticos,  

além  de  diminuir   a   expressão  de  moléculas   anti-­‐‑apoptóticas,   como  Bcl-­‐‑2,   levando  a  

maior   lesão   oxidante   e   apoptose.   A   atividade   do   CHOP   em   induzir   apoptose   é  
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dependente   da   duração   e   do   grau   de   estresse   do   RE.   Um   estresse   severo  

preferencialmente  induz  expressão  pró-­‐‑apoptótica  do  CHOP  quando  comparado  com  

um  estresse  moderado   [23].  Além  disso,   o  domínio   citoplasmático  da   IRE-­‐‑1   ativada  

interage   com  o   fator   associado   2  do   receptor  do   fator   de   necrose   tumoral   (TRAF2),  

promovendo  apoptose.  O  complexo  IRE-­‐‑1-­‐‑TRAF2  ativa  a  via  da  c-­‐‑Jun  quinase  (JNK)  

através   da   fosforilação   da   quinase-­‐‑1   reguladora   de   sinal   de   apoptose   (ASK1).   IRE-­‐‑

TRAF2  também  ativa  a  via  de  apoptose  dependente  de  caspase-­‐‑12  [23].  

Somando   a   esses   mecanismos,   há   também   a   presença   de   fatores   pró-­‐‑

apoptóticos,  Bax  e  Bak,  na  membrana  do  RE.  Sob  condições  de  estresse,  esses  causam  

liberação   de   Ca2+   do   RE,   resultando   em   aumento   desse   cátion   no   citosol,   com  

conseqüente   ativação   de   calpaína,   que   cliva   pró-­‐‑caspase-­‐‑12   na   sua   forma   ativa,  

induzindo  assim  o  processo  apoptótico  [23],  conforme  observado  na  Figura  1.  

  

Figura  1  –  Vias  de  sinalização  ativadas  após  a  indução  de  ERS.  

  
No  painel  da  esquerda,  observa-­‐‑se  as  vias  de  adaptação  celular  da  UPR.  No  painel  da  direita,  vias  de  
apoptose  mediada  pelo  ERS.      
Fonte:  Inagi  (2009)  [23].  

  

1.2.3  Estresse  do  RE  associado  a  doenças  renais  

  

O  estresse  do  RE  desempenha  um  papel  patogênico  em  doenças  associadas  ao  

acúmulo   de   proteínas   aberrantes,   como   nas   Doenças   de   Parkinson,   Huntington   e  
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Alzheimer.  Além  disso,  o  estresse  do  RE  está  associado  também  a  uma  série  de  outras  

condições,  como  IRI,  diabetes  e  aterosclerose  [22,30-­‐‑33].  

A   taxa   de   renovação   de   proteínas   no   rim   é   muito   alta   e   as   proteínas   de  

membrana  parecem  desempenhar   um  papel   importante   nessa   função.   Estudos   com  

humanos  submetidos  a   infusões  de  aminoácidos  marcados  radioativamente   indicam  

um   turnover   protéico   de   aproximadamente   42%   [34].   Sendo   assim,   as   proteínas  

transportadoras,  canais  e  receptores  envolvidos  nesse  processo  são  sintetizados  no  RE  

e   facilitam   a   reabsorção   de   glicose,   água,   aminoácidos,   eletrólitos   e   pequenas  

moléculas   [35].  Além  disso,   a   síntese   de   proteínas   renais   diminui   com   a   idade.   Em  

ratos  Fischer  F344  este  declínio  é  inversamente  proporcional  à  proteinúria,  sugerindo  

que   a   renovação   protéica   desempenha   um   papel   fundamental   na   manutenção   da  

função  renal  [36].  Em  camundongos  com  mutação  heterozigota  da  GRP78  (a  mutação  

homozigota   é   letal),   para   retirar   os   efeitos   da   UPR,   observou-­‐‑se   um   declínio  

progressivo  da   função   renal,   caracterizado  por  glomeruloesclerose,   atrofia   tubular   e  

fibrose  intersticial  [37,38].  

Estudos  anteriores  demonstraram  também  que  lesão  podocitária  mediada  pelo  

complemento   induziu   uma   resposta   adaptativa   com   aumento   de   expressão   de  

chaperonas   (GRP78   e   GRP94)   em   ratos   com   nefropatia   membranosa   [39].   Outro  

estudo   realizado   por   Inagi   e   colegas   mostrou   que   o   modelo   experimental   de  

glomerulonefrite   mesângio-­‐‑proliferativa   leva   à   indução   da   via   de   UPR,   incluindo  

aumento  de  chaperonas  do  RE  e  atenuação  da  tradução  protéica  pela  via  PERK-­‐‑eIF2α  

[40].  

Assim,   uma  modulação   dos   efeitos   causadores   desse   processo   (por   exemplo  

hipóxia,   inflamação   e   estresse   oxidativo)   pode   trazer   um   efeito   protetor,   levando   à  

rápida  recuperação  do  órgão  lesado.    
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1.3  Heme  Oxigenase-­‐‑1  

  

As   lesões   teciduais   podem   ocorrer   como   uma   consequência   a   diversos  

insultos,   como   hipóxia,   toxicidade   a   drogas,   hiperglicemia,      ativação   do   sistema  

renina-­‐‑angiotensina,   entre   outros.   A   maioria   dessas   lesões   são   caracterizadas   por  

aumento   da   quantidade   de   estresse   oxidativo,   por   um   ambiente   inflamatório   e  

estímulos  pró-­‐‑fibróticos.  Estes  fatores  influenciam  na  homeostase  local,  aumentando  

a  injúria,  a  morte  e/ou  transdiferenciação  celular.  Caso  o  tecido  lesado  seja  capaz  de  

atenuar   os   danos   celulares,   este   pode   então   promover   um  melhor   prognóstico   da  

doença,   e,   deste  modo,   a   enzima   citoprotetora   heme   oxigenase   (HO)   pode   ser   um  

importante  mediador  dessa  proteção  tecidual  [41].  

O   heme   (ferro   protoporfirina   IX)   é   parte   do   grupo   prostético   de   várias  

proteínas  e  enzimas,  incluindo  a  hemoglobina,  a  óxido  nítrico  sintase,  o  citocromo  P-­‐‑

450,   ciclooxigenase,   e   catalase,   entre   outros.   Por   esse   motivo,   esta   molécula   está  

envolvida   em   funções   críticas,   como   suprimento   de   oxigênio,   a   respiração  

mitocondrial   e   transdução   de   sinais   [42,43].   Neste   sentido,   a   HO,   previamente  

descrita  por  Tenhunen  em  1968  [44]  é  a  enzima  responsável  pela  degradação  final  do  

heme  livre.  A  HO  cliva  o  anel  do  heme  e,  como  resultado,  é  produzido  biliverdina,  

numa   reação   em   que   são   liberados   ferro   livre   e   monóxido   de   carbono   (CO)   em  

quantidades  equimolares.  Posteriormente,  a  biliverdina  é  convertida  em  bilirrubina  

por  uma  enzima  chamada  biliverdina  redutase  [45,46].  

O   sistema   da   HO   consiste   em   duas   isoformas   distintas,   HO-­‐‑1   (induzível)   e  

HO-­‐‑2   (constitutivo),   que   são  produtos  de   genes  diferentes.  A  HO-­‐‑1   está   localizada  

em  microssomos   e   se   encontra   amplamente   distribuída   em   tecidos   de   mamíferos.  

Além  disso,  em  condições  fisiológicas,  a  sua  expressão  é  relativamente  baixa.  A  única  

exceção   vem   do   baço,   onde   a   HO-­‐‑1   é   importante   para   a   reciclagem   do   ferro   dos  

eritrócitos  senescentes.  Estudos  recentes  mostraram  que  a  deficiência  de  HO-­‐‑1  afeta  a  

eritropoiese  e  leva  a  redução  da  função  e  viabilidade  de  macrófagos  fagocitadores  de  

eritrócitos,  resultando  em  danos  nos  tecidos  e  de  redistribuição  de  ferro  [47,48].  
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Por  outro   lado,   a  HO-­‐‑2,   isoforma  que  possui   cerca  de  40%  de  homologia  de  

aminoácidos  com  a  HO-­‐‑1,  parece  funcionar  como  um  regulador  fisiológico  da  função  

das   células.   Ela   está   presente   na   mitocôndria,   e   é   constitutivamente   expressa   no  

cérebro,   testículos,   endotélio,   segmentos   distais   dos   nefróns,   no   fígado   e   no   trato  

gastrointestinal  [49].  Finalmente,  anteriormente  conhecida  como  uma  isoforma,  HO-­‐‑3  

é  agora  reconhecido  como  um  pseudogene  [50].  

Destas  duas  isoformas,  a  HO-­‐‑1  é  o  mais  estudado  e  parece  proporcionar  maior  

citoproteção.   Por   exemplo,   a   HO-­‐‑1   pode   agir   como   um   antioxidante   de   maneira  

direta  ou  indireta.  Diretamente,  a  enzima  contribui  para  retirar  o  excesso  de  molécula  

heme  que  é  um  agente  pró-­‐‑oxidante  [51].  Indiretamente,  o  ferro  livre  liberado  a  partir  

da  sua  reação  estimula  a  expressão  de  ferritina,  um  reservatório  de  ferro  intracelular,  

diminuindo   a   geração   de   radicais   hidroxilas   [52].   Além   disso,   a   biliverdina   e,  

consequentemente,   a   bilirrubina   exibe  um   importante   efeito   antioxidante,   uma  vez  

que  ambas  as  moléculas  são  scavengers  de  radicais  livres  [53].  

A   HO-­‐‑1   também   pode   atuar   como   uma   enzima   imunomoduladora,  

especialmente  em  doenças  mediadas  por  linfócitos  T  [54].  Um  trabalho  propôs  que  a  

HO-­‐‑1  de  células  T  contribui  para  a  sua  homeostase,  mantendo  esses   linfócitos  num  

estado  não  ativado  e  a  inibição  farmacológica  de  HO-­‐‑1  leva  à  ativação  e  proliferação  

de  células  T  [55].  A  importância  da  HO-­‐‑1  nas  células  T  reguladoras  foi  descrita  por  

estudos  que  indicaram  que  células  T  reguladoras    constitutivamente  expressam  HO-­‐‑

1,  e  que  esta  enzima  pode  ser  induzida  após  expressão  de  FoxP3  das  células  T  naive,  

conferindo  um  fenótipo  regulador  para  estas  [56,57].  Outro  estudo  mostrou  que,  num  

modelo  murino  de   colite,   o   tratamento   com  Hemin,  um   indutor  de  HO-­‐‑1,   resultou  

numa   expansão   de   células   T   reguladoras   e   diminuição   dos   níveis   de   moléculas  

relacionadas   ao   perfil   Th17.   Por   outro   lado,   a   inibição   da   HO-­‐‑1   levou   a   efeitos  

opostos,  com  agravamento  da  doença  [58].  Além  disso,  o  efeito  imunomodulador  de  

HO-­‐‑1  também  influencia  o  priming  de  células  T,  uma  vez  que  já  foi  demonstrado  que  

a   deleção   do   gene   da   HO-­‐‑1   ou   a   utilização   de   siRNA   em   células   dendríticas  

promoveu  um  aumento  da  expressão  do  complexo  de  histocompatibilidade  principal  
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de   classe   II,  melhorando   a   apresentação  de   aloantígeno  para   os   linfócitos  T  CD4   +  

[59].  

Finalmente,   a   propriedade   anti-­‐‑inflamatória   da   HO-­‐‑1   pode   ser   devido   a  

degradação  enzimática  da  molécula  pró-­‐‑inflamatória  heme,  assim  como  a  produção  

de   seus   derivados,   que   têm   a   capacidade   de   suprimir   o   processo   inflamatório.  No  

primeiro  caso,  o  heme  livre  é  um  composto  altamente  tóxico  e  pode  causar  o  estresse  

oxidativo  –  importante  ativador  da  inflamação.  Em  adição,  já  foi  demonstrado  que  a  

presença   de   heme   leva   a   um   aumento   do   influxo   de   leucócitos   para   os   órgãos  

durante   uma   inflamação   experimental   [60].  Além  disso,   o   heme   é   parte   de  muitas  

enzimas   pró-­‐‑inflamatórias,   como   a   citocromo   P450   mono-­‐‑oxigenase,   óxido   nítrico  

sintase  induzível  e  ciclooxigenase[61].  Portanto,  uma  vez  que  a  HO-­‐‑1  remove  o  heme  

livre   excessivo,   pode-­‐‑se   sugerir   que   isso   vai   prejudicar   a   atividade   ótima   destas  

enzimas,   atenuando   o   processo   inflamatório   [62].   Por   outro   lado,   alguns   estudos  

demonstraram   que   a   regulação   positiva   da   HO-­‐‑1   pode   inibir   diretamente   a  

inflamação.  Um  trabalho  recente  indicou  que,  quando  a  HO-­‐‑1  é  induzida,  existe  uma  

modulação   negativa   de   inflamação,   com   a   diminuição   da   expressão   de   genes   e  

produção   das   proteínas   de   TNF-­‐‑α,   IL-­‐‑6   e   IL-­‐‑1β,   com   concomitantes   níveis  

aumentados  da  citocina  imunomoduladora  IL  -­‐‑10  [63].    

Uma   das   vias   envolvidas   neste   supressão   pode   estar   relacionada   com   a  

proteína  p38  MAPK.  Um  estudo  demonstrou  que,  quando  ocorre  uma  inibição  dessa  

proteína,  a  indução  de  HO-­‐‑1  fica  diminuída  e,  como  consequência,  a  proteção  sobre  

células  epiteliais  tubulares  proximais  humanas  é  revogada  [64].  

A   ausência   da   HO-­‐‑1   em   humanos   ou   camundongos   leva   a   uma   inflamação  

sistêmica   crônica,   enfatizando   a   necessidade   crucial   dessa   enzima   para   a   regulação  

fisiológica  no  organismo,  bem  como  sua  importância  na  modulação  das  respostas  ao  

estresse  e  imunes  [65,66].  

Como  a  HO-­‐‑1  é  uma  enzima  de  resposta  ao  estresse,  estudos  têm  indicado  que  

a   sua   indução   confere   citoproteção   anti-­‐‑apoptótica   contra   sinais   de   morte   celular  

originados   do   estresse   do   compartimento   do  RE   [33].  Além  disso,   foi   demonstrado  
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que  a  HO-­‐‑1  inibe,   in  vitro,  as  vias  de  apoptose  intrínseca  e    extrínseca  induzidas  por  

estresse  [67].  

  

1.3.1  Heme  oxigenase-­‐‑1  nas  doenças  renais  

  

O  primeiro  trabalho  que  descreveu  o  papel  da  HO  nos  rins  foi  publicado  por  

Pimstone  et  al.  em  1971,  sendo  assim  fornecidas  evidências  de  que  a  indução  de  HO-­‐‑

1  poderia  contribuir  para  a  citoproteção  renal  [68].  A  imunolocalização  de  HO-­‐‑1  em  

rins   de   ratos   demonstrou   que   esta   enzima   está   presente   nos   túbulos   proximal   e  

distal,   bem   como   na   região   medular   e   alças   de   Henle   [69].   Além   disso,   em   um  

modelo  de   nefropatia   diabética   induzida  por   estreptozotocina,   a  HO-­‐‑1   foi   também  

expressa   nos   glomérulos   [49].   A   localização   da   expressão   de   HO-­‐‑1   em   diferentes  

doenças   poderia   ser   importante   para   o   desenvolvimento   de   medicamentos  

terapêuticos  específicos.  

Em  um  estudo,   o   qual   foi   utilizado  um   inibidor  de  HO-­‐‑1  no  modelo  de   IRI  

renal  unilateral,  observou-­‐‑se  um  aumento  do  heme  microssomal,  aumentando  assim  

a   toxicidade   celular.   Diferente   dos   animais   não   tratados,   os   níveis   de   heme   se  

mantiveram  elevados  nos  animais  que  receberam  o  inibidor  de  HO-­‐‑1  e  a  lesão  renal  

foi   agravada  neste  grupo   [70].  Em  contrapartida,   o   tratamento   com  um   indutor  de  

HO-­‐‑1,   levou   a   uma   proteção   na   IRI   [70,71],   e   promoveu   uma   melhora   da  

microcirculação   e   menor   rejeição   no   modelo   de   transplante   de   rim   [72].   Nesse  

sentido,   a   administração   de   cloreto   de   cobalto,   outro   indutor   da   HO-­‐‑1,   também  

protegeu  ratos  da  IRI  renal,  com  o  aumento  do  fator  induzido  por  hipóxia-­‐‑1α  (HIF-­‐‑

1α),   HO-­‐‑1,   eritropoietina   (EPO),   transportador   de   glicose   (GLUT)-­‐‑1,   o   fator   de  

crescimento  endotelial  vascular  (VEGF)  [73].  Mais  recentemente,  um  estudo  mostrou  

que  o  tratamento  com  metil  bardoxolone  aumentou  os  níveis  de  HO-­‐‑1,  protegendo  os  

animais   da   IRI   renal   [74].   A   indução   da   HO-­‐‑1   também   parece   ser   protetora   no  

modelo   de   LRA   subsequente   à   rabdomiólise,   o   tratamento   dos   animais   com  

hemoglobina   levou   uma   proteção   do   tecido   lesado,   enquanto   que   o   uso   de   um  
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inibidor  da  HO-­‐‑1  exacerbou  o  dano  renal  [75].  Nesse  mesmo  modelo,  a  utilização  de  

camundongos   geneticamente   deficientes   para   HO-­‐‑1   levou   a   uma   piora   da   função  

renal   e   consequente   aumento   da  mortalidade   [76],   o   que   reforça   a   importância   da  

HO-­‐‑1  para  diminuir  o  acúmulo  de  heme  tóxico.  

  

1.4  Monóxido  de  Carbono    

  

   Apesar   de   que   hoje   em   dia   há   uma   grande   quantidade   de   evidências   que  

indicam  efeitos  benéficos  do  CO,  durante  décadas  o  CO  foi  visto  como  um  “matador  

silencioso”,   por   causa   de   sua   forte   afinidade   pela   hemoglobina,   como  um  poluente  

ambiental  ou  como  uma  ferramenta  usada  por  fisiologistas  para  estudar  a  distribuição  

de  oxigênio  nos  leitos  teciduais  [77].  Realmente,  altas  doses  de  CO  (>  10  000  ppm)  são  

extremamente   tóxicas,   porque   inibem   a   respiração   celular   e   interagem   fortemente  

com  a  hemoglobina,  restringindo  a  distribuição  de  oxigênio  [78].  Porém,  contra  esse  

dogma  tem-­‐‑se  o  fato  de  que  toda  célula  em  um  organismo  de  mamífero  expressa  HO-­‐‑

1   [44],   e   portanto,   tem   a   capacidade   de   gerar   CO   continuamente,   tendo   um   papel  

fisiológico  crucial  no  ritmo  circadiano,  memória  e  regulação  hemodinâmica  [79-­‐‑81].  A  

vantagem   de   se   usar   CO   como   ferramenta   terapêutica   deriva   de   sua   propriedade  

química   de   interagir   exclusivamente   com   metais   de   transição,   sendo   assim   uma  

molécula  estável  [82].  

   O   mecanismo   pelo   qual   o   CO   funciona   é   similar   ao   de   outras   moléculas  

sinalizadoras,  como  óxido  nítrico  e  sulfeto  de  hidrogênio  –  através  da  amplificação  de  

sinais   intracelulares   que   levam   a  mudanças   na   função   da   célula.   Além   disso,   uma  

característica  particular  do  CO  é  sua  capacidade  em  se  propagar  para  tecidos  remotos,  

devido   a   sua   alta   difusividade,   portabilidade   (via   hemoglobina)   e   estabilidade  

bioquímica.  Outra  propriedade  do  CO  diz  respeito  a  sua  facilidade  em  atravessar  as  

membranas  lipídicas  e  se  ligar  aos  seus  alvos,  condição  favorecida  pelo  seu  pequeno  

tamanho  molecular  [83].  
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Apesar  da  via  inalatória  ser  a  forma  de  administração  terapêutica  mais  simples  

do  CO,  esse  campo  de  estudo  tem  desenvolvido  duas  formas  adicionais  de  distribuir  

esse  gás  –  através  de  1)  moléculas  liberadoras  de  CO  (CORMs,  do  inglês    CO  releasing  

molecules)  e  2)  carreador  de  CO  baseado  em  hemoglobina  (HBCOC)  [84,85].  

   A   tecnologia   na   qual   o   CORM   ou   HBCOC   se   baseiam   deriva   da   idéia   de  

administrar   o   CO   conjugado   a   uma   molécula   fazendo   com   que   esse   possa   ser  

distribuído   sistemicamente   ou   mesmo   especificamente   para   um   tecido.   Estudos  

recentes   em   modelos   murinos   têm   demonstrado   que   todas   essas   formas   de  

administração   de   CO   possuem   efeitos   que   se   sobrepõem,   e   provavelmente   os  

resultados   dos   ensaios   clínicos   determinarão   a  melhor   forma   a   ser   liberada   para   a  

prática  médica  [77].  

   O   papel   imunomodulador   do   CO   tem   recebido   bastante   destaque  

recentemente  por  causa  de  suas  potentes  funções  anti-­‐‑inflamatórias.  Por  exemplo,   já  

foi  demonstrado  que  o  CO   suprime  a   sinalização  de  TLR4   e  bloqueia   a   indução  de  

citocinas   pró-­‐‑inflamatórias      mediadas   por   LPS,   através   da   modulação   de   vias   das  

MAPK  [86].  

   Além  disso,  já  foi  descrito  que  o  CO  exerce  efeitos  anti-­‐‑inflamatórios  através  da  

indução   de   PPARγ   (do   inglês   peroxisome   proliferator-­‐‑activated   receptor   gamma),   um  

receptor   nuclear   cuja   ativação   tem   sido   ligada   a   inúmeras   vias   fisiológicas.   Nesse  

contexto,   já   foi  demonstrado  que  a  administração  de  CORM-­‐‑2  e  a   indução  de  HO-­‐‑1  

aumentou  significativamente  a  ativação  de  PPAR,  de  uma  forma  MAPK  dependente,  

com  subsequente  atenuação  do  processo  inflamatório  [87].  

Confirmando   tal   hipótese,   um   estudo   indicou   que   o   pré-­‐‑tratamento   com  CO  

(antes  da  estimulação  com  LPS)  aumentava  a  translocação  de  PPARγ  para  o  núcleo  de  

macrófagos   [88].   É   importante   salientar   que   os   efeitos   do   CO   na   modulação   do  

PPARγ  não  envolvem  diretamente  a  interação  física  entre  essas  moléculas,  mas  sim  o  

fato  de  que  o  CO  leva  a  uma  produção  mínima  e  não  deletéria  de  ROS  mitocondrial,  

que  direcionam  uma  regulação  positiva  de  PPARγ  [89].  
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Já   os   efeitos   protetores   de   CO   em   relação   à   morte   celular   já   foram  

caracterizados  em  inúmeros  tipos  celulares,   incluindo  células  epiteliais  e  endoteliais.  

Uma  série  de  vias  de  sinalização  já  foram  relacionadas  à  proteção  mediada  pelo  CO,  

incluindo   p38  MAPK,   guanilato   ciclase   solúvel   e   outros   fatores   de   transdução   [90].  

Para   ilustrar   tal   fato,   um   estudo   recente   indicou   que   o   CO   pode   potencializar   o  

turnover  mitocondrial   ao   estimular   tanto   a  degradação  de  mitocôndrias  danificadas,  

como  aumentando  a  biossíntese  de  novas  mitocôndrias  [91].    

Na  malária  cerebral  experimental,  um  modelo  na  qual  a   inflamação  contribui  

bastante   para   a   morbidade   e   mortalidade,   a   administração   de   CO   3   dias   após   a  

infecção   parasitária   preveniu   completamente   o   edema   cerebral,   sendo   que   todos   os  

animais  doentes  sobreviveram,  ao  contrário  do  grupo  não  tratado,  em  que  a  taxa  de  

sobrevida  foi  de  0%  [92].  

   O   aumento   do   acúmulo   de   neutrófilos,   expressão   de   moléculas   de   adesão  

intercelular  e  ativação  de  NF-­‐‑κB  em  camundongos  sépticos  também  estava  atenuado  

após  administração  sistêmica  de  CORM2,  um  efeito  que  parece  estar  associado  com  

produção   diminuída   de   espécies   reativas   de   oxigênio   e   óxido   nítrico   [93].  Ainda,   a  

presença   aumentada   de   CO   parece   melhorar   a   inflamação   em   diferentes   modelos  

experimentais   de   doença,   como   artrite   reumatóide,   colite,   asma   [94-­‐‑96].   Assim,   a  

presença   desse   gás   parece   desempenhar   um   papel   fundamental   no   combate   ao  

processo  inflamatório,  atenuando  assim  a  progressão  da  doença.      

     

1.5  Sinalização  purinérgica  e  inflamação  

  

   A  adenosina  e  a  HO-­‐‑1  exercem  uma  série  de  ações  imunomoduladoras,  sendo  

consideradas   duas   importantes   moléculas   regulatórias.   Pelo   fato   de   ambas  

compartilharem  propriedades  anti-­‐‑inflamatórias  –  como  habilidade  de  inibir  a  iNOS  e  

TNF-­‐‑α,   e   aumentar   a   produção   de   IL-­‐‑10   –   acredita-­‐‑se   que   ambas   possam   estar  

molecularmente  interligadas.  



 37 

Durante   um   insulto   celular,   por   exemplo   devido   a   uma   injúria   tecidual   ou  

inflamação,   ocorre   liberação   de   ATP   para   o   meio   extracelular,   por   liberação   da  

própria   célula,   ou   principalmente   por   liberação   do   conteúdo   citoplasmático  

proveniente   de   células  mortas.   Esse   ATP   extracelular   pode   sinalizar   via   receptores  

purinérgicos  P2  e  mediar  uma  série  de  eventos  cujos  efeitos  finais  é  a  ativação  de  vias  

pró-­‐‑inflamatórias   [97-­‐‑99].   No   entanto,   a   presença   das   chamadas   ectoenzimas   na  

superfície   das   células   é   capaz   de   regular   e   metabolizar   a   quantidade   de   ATP   e  

adenosina  presente  no  espaço  extracelular[100].  

Em   condições   inflamatórias,   a   adenosina   extracelular   é   derivada  

predominantemente   da   conversão   enzimática   de   precursores   nucleotídeos   ATP   e  

ADP  através  da  atividade  enzimática  da  ectonucleotidase  difosfohidrolase  1  (CD39)  e  

da  subsequente  conversão  de  AMP  em  adenosina  pela  ecto5'ʹnucleotidase   (CD73).  A  

adenosina   extracelular   pode   então   sinalizar   através   de   4   receptores   de   adenosina  

distintos:  Adora1,  Adora2a,  Adora2b  e  Adora3.  Um  exemplo  do  papel   funcional  da  

sinalização  extracelular  de  adenosina  via  receptor  Adora1  pode  ser  descrito  pelo  fato  

de   que   sua   ativação   é   utilizada   para   o   tratamento   da   taquicardia   supraventricular.  

Ainda,   estudos   experimentais   mostram   que   a   ativação   do   receptor   Adora2a   é  

importante   para   a   atenuação   da   inflamação.   Outros   estudos   experimentais  

forneceram  evidências  de  que  a  sinalização  de  eventos  via  receptor  Adora2b  favorece  

a  adaptação  à  hipóxia  e  atenuação  da  IRI.  Por  fim,  um  ensaio  clínico  mostrou  que  um  

agonista   oral  do   receptor  Adora3  pode   ser  útil   no   tratamento  da   síndrome  do  olho  

seco  [101].  

Nos   rins,   a   adenosina   regula   a   liberação   de   renina,   o   ritmo   de   filtração  

glomerular  e  o  tônus  vascular  renal.  A  adenosina  também  é  um  regulador  crítico  do  

feedback   túbulo-­‐‑glomerular.   Os   níveis   de   adenosina   estão   aumentados   durante  

estados   de   balanço   negativo   de   energia,   quando   a   taxa   de   hidrólise   de   ATP   está  

aumentada  em  relação  a  taxa  de  síntese  do  ATP.  Além  disso,  o  aumento  do  consumo  

de   ATP,   uma   perfusão   renal   comprometida   e   hipóxia   rapidamente   aumenta   a  
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formação   de   adenosina   no   rim.   Portanto,   a   adenosina   se   acumula   nos   rins   durante  

insultos  patológicos  [102].    

Estudos   recentes   têm   demonstrado   que   a   sinalização   via   CD39   -­‐‑   Adora2   é  

protetora  contra  a  LRA.    Animais  nocautes  para  CD39  exibiram  uma  maior  disfunção  

renal  após  a  IRI,  sendo  que  tal  lesão  foi  atenuada  com  a    administração  de  adenosina  

[103].  Além  disso,  Crikis  e  colaboradores  mostraram  que  a  superexpressão  de  CD39  

em   camundongos   promoveu   uma   proteção   contra   a   LRA   isquêmica   e   o   uso   de  

antagonistas  do  receptor  Adora2  levou  a  uma  perda  da  proteção  observada  [104].  Por  

sua   vez,   os   receptores   Adora2a   foram   detectados   na   microvasculatura   renal,   bem  

como  nas  células  mesangiais  e  epiteliais  tubulares  [105-­‐‑107].  A  ativação  dos  receptores  

Adora2a   por   adenosina   endógena   ou   agonistas   exógenos   produziu   uma   redução  

dramática  da   injúria   renal  provocada  pela   IRI   [108-­‐‑111].  De  modo  geral,   acredita-­‐‑se  

que  os  receptores  Adora2a  são  protetores  na  LRA  por  modularem  a  inflamação  renal  

mediada   por   leucócitos,   enquanto   que   a   ativação  de   receptores  Adora2b   é   benéfica  

por  estes  terem  um  efeito  direto  nas  células  parenquimatosas  renais  [102].  

  

1.6  Mecanismos  de  Resposta  à  Hipóxia  

     

   Uma   vez   que   a   LRA   isquêmica   é   a   principal   causa   de   morbidade   e  

mortalidade   no   curso   das   doenças   renais,   um   objetivo   terapêutico   importante   tem  

sido   reduzir   o   dano   que   ocorre   nos   tecidos   isquemiados.   Uma   maneira  

potencialmente  atrativa  para  conseguir  tal  fato  seria  ativar  o  complexo  transcricional  

denominado  fator  induzido  por  hipóxia  (HIF-­‐‑1α,  do  inglês  hypoxia-­‐‑inducible  factor-­‐‑1)  

[112-­‐‑114].  É  sabido  que  o  HIF-­‐‑1α  pode  ser  ativado  por  baixas  tensões  de  oxigênio  em  

todas   as   células   de   mamíferos   e   induz   uma   grande   variedade   de   mudanças  

transcricionais.  A  maioria  dos  genes  cujas  expressões  estão  aumentadas  pela  HIF  são  

aqueles  que  procuram  aumentar  a  capacidade  adaptativa  da  célula  ou  tecido  quando  

o  suprimento  de  oxigênio  está  reduzido  [112,115],  como  por  exemplo  eritropoietina  
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(EPO),   transportadores   de   glicose,   enzimas   glicolíticas,   fatores   de   crescimento  

angiogênico,  óxido  nítrico  sintases  e  HO-­‐‑1  [116-­‐‑120].  

   É,  portanto,  plausível  pensar  que  a  ativação  de  HIF  aumentaria  a  sobrevida  de  

células  isquêmicas  e  promoveria  mudanças  adaptativas  benéficas,  como  aumento  da  

angiogênese.  Esse  conceito  é  baseado  em  observações  de  que  a  exposição  à  hipóxia,  

num  protocolo  de  pré-­‐‑condicionamento,  protegeu  tecidos  -­‐‑  cardíaco,  cerebral  e  renal  

-­‐‑  de  uma  subsequente  injúria  isquêmica  [121-­‐‑123].    

   Dentre  os  genes  alvos  de  HIF,  a  EPO  surge  em  uma  posição  de  destaque.  Tal  

molécula  é  um  hormônio  hematopoiético  produzido  na  vida  adulta  principalmente  

pelos   rins   e   tem   sido   rotineiramente   utilizado   na   prática   clínica   por  

aproximadamente   20   anos   no   tratamento   da   anemia.   Além   de   seus   efeitos   em  

promover  a  eritropoiese  a  EPO  também  exibe  um  poderoso  efeito   tecidual  protetor  

contra   IRI  em  uma  vasta  gama  de  órgãos,   incluindo  rins,   coração,   fígado  e   sistema  

nervoso   central   [124-­‐‑127].  Na   condição  de   isquemia,   o   receptor  de  EPO  é   regulado  

positivamente  [128-­‐‑131]  e  após  a  ligação  de  seu  ligante  ocorre  a  ativação  de  uma  série  

de   cascatas   de   sinalização   intracelular,   incluindo   MAPK,   JAK-­‐‑STAT,   PI3K   e   AKT  

[132-­‐‑134],   induzindo   a   subsequente   trancrição   de   genes   anti-­‐‑apoptóticos   e   anti-­‐‑

oxidantes   [135,136].   Assim,   a   EPO   surge   como   um   eficiente   agente   renoprotetor  

contra  a  disfunção  renal  e  a  injúria  causada  pela  hipóxia,  estresse  oxidativo  e  choque  

hemorrágico.  

   Dessa   forma,   formulamos  a  hipótese  de  que  a   indução  da  HO-­‐‑1  promoveria  

uma   atenuação   do   ERS   nas   células   renais,   causado   pelo   insulto   isquêmico,   com  

subsequente  proteção  da  LRA.  Para  tal,  resolvemos  usar  modelos  in  vivo  e  in  vitro  de  

lesão   renal   isquêmica   e/ou  hipóxica,   e   promover   o   tratamento   com  um   indutor   da  

HO-­‐‑1,  o  Hemin.  Além  disso,  avaliamos  também  o  papel  do  CO,  um  dos  subprodutos  

da  HO-­‐‑1,  como  mediador  dessa  proteção.    
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6  CONCLUSÕES     
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   Tendo  como  base  nossos  resultados,  podemos  concluir  que  a  indução  da  HO-­‐‑1  

é  benéfica  em  modelos  in  vivo  e  in  vitro  de  LRA,  através  da  modulação  negativa  do  

ERS,  por  atenuar  a  inflamação,  a  hipóxia  e  o  estresse  oxidativo.  

  

Especificamente,  podemos  concluir  que:  

- Animais  tratados  com  Hemin  exibiram  uma  melhora  da  função  renal,  com  níveis  

séricos  menores  de  creatinina  e  uréia;  

- Após  a  lesão  renal,  há  um  aumento  da  expressão  gênica  de  TNF-­‐‑α,  BiP  e  CHOP,  

fato  revertido  pelo  tratamento  com  Hemin;  

- A   indução   de   HO-­‐‑1   nas   células   renais   atenuou   o   processo   de   ERS,   sendo  

mediado  pela  ativação  da  p38  MAPK;  

- O  tratamento  com  CO  promove  uma  melhora  da  função  renal,  acompanhado  de  

menos  inflamação  e  uma  preservação  da  histologia  renal;  

- A   exposição   ao   CO   leva   a   um   aumento   da   sinalização   purinérgica   anti-­‐‑

inflamatória;  

- O   tratamento   com   CO   promove   uma   maior   expressão   de   Per2,   levando   à  

estabilização   de   HIF-­‐‑1α.   Como   consequência,   há   maior   proteção   de  

eritropoietina,  a  qual  gera  um  importante  efeito  protetor  nas  células;  e  

- A  exposição  ao  CO  leva  a  um  aumento  da  biogênese  mitocondrial,  gerando  mais  

energia  para  a  célula,  colaborando  para  uma  rápida  recuperação  após  o   insulto  

isquêmico.  
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