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RESUMO

Amano MT. O papel da heme oxigenase-1 na modulacdo de células dendriticas
levando a protecdo da lesdo por isquemia e reperfusdo [Tese (Doutorado em
Imunologia)]. S&o Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o
Paulo; 2011.

A insuficiéncia renal aguda (IRA) atinge um grande numero de pacientes
hospitalizados e sua principal causa é a lesdo de isquemia e reperfusdo (IR).
Algumas evidéncias recentes mostram a participacdo de linfécitos T CD4" e células
dendriticas (DC) no desenvolvimento da lesdo por IR. Entretanto, 0S mecanismos
efetores envolvidos na participacdo destas células ainda ndo estdo claros, o que
dificulta o desenvolvimento de estratégias para diminuir a lesdo tecidual. Estudos
mostram que a enzima heme oxigenase-1, responsavel pela quebra de heme em
subprodutos, esta relacionada a diminuicdo de respostas inflamatorias, como na
IRA. No entanto, pouco se sabe sobre a participacdo de linfocitos T e DC neste
modelo. Neste trabalho visamos investigar mais a fundo o papel do linfécito T CD4"
e DC na lesado renal e a possivel participacdo destas células na protecédo da lesao
por IR induzida pela HO-1. Para realizar este estudo, injetamos em camundongos a
protoporfirina Hemin, um indutor de HO-1, e realizamos a IR. A lesao renal foi
avaliada pelos niveis de uréia e creatinina no soro. Para ver a expressao génica de
citocinas utilizamos o RT-PCR quantitativo e a dosagem de proteinas foi feita por
bioplex. A fenotipagem celular foi feitas por FACS. Observamos que a indu¢do HO-1
levou a protecdo da lesdo por IR, acompanhada da diminuicdo das quimiocinas
MCP-1 e RANTES. Confirmamos o envolvimento de linfécitos T CD4" na les&o por
IR utilizando animais deficientes deste tipo celular, e vimos in vitro a inibicdo de
proliferacdo de linfécitos CD4+ na presenca do Hemin. A diminuicdo de INF-g em
animais tratados com Hemin sugeriu uma menor ativacao de linfécitos T. Embora a
transferéncia de esplendcitos tratados com Hemin tenha conferido protecdo a
animais CD4 deficientes, a transferéncia de células CD4" purificadas tratadas com
Hemin ndo apresentou diferenga. Confirmamos entdo a participacdo de DC na IR
com animais depletados das mesmas e a sua modulacdo por Hemin n vitro.
Observamos que o tratamento com Hemin in vivo alterou o fenotipo das DC apos a
reperfusdo, apresentando mais CD86 e menos CD80. Por ser a principal célula
produtora de TNF-a nesta leséo, verificamos os niveis de TNF-a e a expressao local
da mesma e em ambos os casos o tratamento com Hemin suprimiu a producéo de
TNF-a. Em conjunto, concluimos que ha protecdo associada a HO-1, que nao
envolve linfocitos T diretamente, mas é capaz de modular a resposta inflamatéria de
DC, levando a uma menor producdo de TNF-a.

Palavras- chave: Isquemia. Rim. Células dendriticas. Linfécitos T. Imunossupresséo.
Citocinas.



ABSTRACT

Amano MT. The role of heme oxygenase-1 in dendritic cells modulation leading to
ischemia and reperfusion injury protection [Ph.D. thesis (Immunology)]. Sdo Paulo:
Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo; 2011.

The acute kidney injury (AKI) reaches a large number of patients in hospitals and it is
mainly caused by ischemia and reperfusion (IR). Some recent evidences have
shown the role of CD4" T cells and dendritic cells (DC) in the IR injury development.
However, the effectors mechanisms involved in the participation of these cells are
still not clear, which makes more difficult the development of strategies to diminish
the tissue damage. Studies have shown that the heme oxygenase-1 enzyme,
responsible for breaking heme in byproducts, is associated to a decrease in
inflammatory responses, as in AKI. Besides, little is known about the involvement of
T cells and DC in this model. In this work, we aim to further investigate the role of
CD4" T cells and DC in renal injury and the possible role of these cells in the IR
injury protection induced by HO-1. To perform this study, we injected in mice the
protoporphyrin Hemin, a HO-1 inducer, and we did the IR. The renal injury was
evaluated by serum levels of urea and creatinine. To analyze cytokines gene
expression we used quantitative RT-PCR and proteins dosage was done by bioplex.
Cell phenotyping was performed by FACS. We observed that HO-1 induction lead to
IR injury protection combined with MCP-1 na RANTES chemokines decrease. We
confirmed the CD4" T cell involvement in IR injury using T cell deficient animals, and
we saw in vitro, the proliferation inhibition of CD4" T cells in Hemin presence. The
IFN-g decrease in Hemin treated animals suggested less T cells activation. Although
the transfer of hemin treated splenocytes had conferred protection to CD4 deficient
mice, the transfer of hemin treated CD4" purified cells did not differ from the other
group. We confirmed the role of DC in IR with depleted mice and its modulation by
Hemin in vitro. We observed that Hemin treatment in vivo altered the DC phenotype
after reperfusion, presenting CD86 increase and CD80 decrease. Because DC is the
main source of TNF-a in this lesion, we verified TNF-a levels and its local gene
expression, and in both cases Hemin treatment suppressed TNF-a production.
Taken together these results, we concluded that there is a protection associated to
HO-1, which do not involves T cells directly, but is able to modulate DC inflammatory
response, leading to lower TNF-a production.

Keywords: Ischemia. Kidney. Dendritic cells. T cells. Immunosuppression. Cytokines.



1 INTRODUCAO

1.1 Lesao Renal Aguda Induzida por Isquemia e Reperfuséo

A leséo por isquemia e reperfusdo (IR) se desenvolve a partir da interrupgao
do fluxo sangtiineo e consequiente privagdo do suprimento de oxigénio para o rim
[1]. E considerara a principal causa de insuficiéncia renal aguda (IRA). Embora os
estudos sobre a IR tenha aumentado nas ultimas décadas, pouco se mudou nos
dados estatisticos dos hospitais com relacdo a IRA. Nos ultimos 50 anos, as taxas
de mortalidade de pacientes com IRA mantiveram-se semelhantes, em torno de 50%
[2]. A IRA isquémica esta associada a faléncia de multiplos 6rgdos e também a
sepse [3], o que dificulta ainda mais o tratamento. A IRA pode prolongar a estadia de
pacientes no hospital, 0 que consequentemente leva ao aumento de custos,

mortalidade e morbidade [4].

No transplante renal (TxR), o 0Orgdo é inevitavelmente isquemiado e
reperfundido. Na prética clinica, a forma mais comum de avaliar a extensdo da lesédo
de IR é através da incidéncia de necrose tubular aguda p6s TxR, que pode ser
definida como a perda de funcdo imediata do rim transplantado, levando a
necessidade de dialise logo na primeira semana ap0s a cirurgia, sendo também em

alguns casos um importante fator da perda do enxerto a longo prazo [5, 6].

A patofisiologia da lesdo renal aguda por IR pode ser explicada pelas

seguintes etapas [3, 4]:

1- INICIO: Durante a isquemia, ocorre uma deplecdo de ATP que leva a quebra
da homeostase de Na*, K" e Ca®* nas células do tibulo proximal, afetando a
reabsor¢cdo de nutrientes e levando ao acumulo de metabdlitos fosfolipidicos,
desfosforilacédo, redistribuicdo e agregacao generalizada de proteinas.

2- DURANTE: A queda de ATP também leva a perda da polaridade das células
no epitélio do tubulo proximal, ocorrendo perda das microvilosidades da borda
em escova, acompanhada de morte celular, por necrose e apoptose. Além
disso, ha uma maior geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO). Nesta
fase inicial também ocorre uma intensa vasoconstriccdo, acompanhada da

diminuicdo de vasodilatadores. H4 aumento de moléculas de adesdo como a



intercelular-1 (ICAM-1), P-selectina e E-selectina no endotélio, acompanhado
de uma infiltracdo de neutréfilos e mondcitos. Citocinas proé-inflamatérias
como IL-1 e TNF-a sdo expressas logo apés a isquemia, bem como proteinas
do sistema complemento como Cb5a, que age como fator quimiotatico de
neutréfilos e mondécitos. Outras quimiocinas (MCP-1, IL-8, RANTES e
CXCR3) também estdo associadas ao complexo processo que decorre da
isquemia, indicando uma resposta inflamatoria.

3- REPARO: Em um momento mais tardio ha a remocéo de restos apoptoticos e
ocorre a diferenciacdo de células viaveis, que neste caso ndo apresentam as
microvilosidades, mas sao capazes de proliferar para entdo sofrerem nova

diferenciacéo e reconstituir o epitélio normal (Figura 1).
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Figura 1. Alteracdes da estrutura celular do tibulo proximal apos IR. O rim é submetido a
isquemia e as células do tdbulo sofrem despolarizacdo e perda das
microvilosidades da borda em escova. Em casos de insulto leve, pode haver
reconstituicdo imediata. Em insultos graves, ha morte celular por apoptose ou
necrose, descamacao para retirada de restos celulares, diferenciacéo de células
viaveis, proliferacdo celular e diferenciacao para reconstituicdo do epitélio.



1.2 O Sistema Imune na IR Renal

A hipoxia leva a inflamacao rins isquemiados. A resposta inflamatéria comeca
durante a isquemia e € acelerada durante a reperfusdo com ativacdo endotelial,
aumento da expressdo de citocinas, quimiocinas, ativacdo de complemento e
recrutamento de leucécitos [7]. Estes, ao se aderirem, liberam ERO, que por sua vez
pode levar a inducéo de ligantes de Toll-like receptors (TLRs) endégenos como heat
shock protein (HSP), acido hialurénico e fibronectina [8]. A expressédo de TLRs é
aumentada apos a IR, bem como a expressao da HSP 70 que é um ligante de TLR2
e TLR4 [9]. Além disso, animais deficientes de TLR2 e a inibicdo da sintese do
mesmo levam a protecdo da lesédo por IR [10]. Animais TLR4 deficientes também
apresentaram protecdo na lesdo por IR de forma MyD88 dependente e TRIF
independente [11]. Na clinica, observou-se que TLR4 é constitutivamente expresso
em todos os rins doados, mas esta expressao € aumentada em 6rgaos de doadores
falecidos [12]. Uma vez que a ativacdo de TLRs induz a maturagdo de DC, estes
trabalhos sugerem a participacdo da imunidade inata interligando a imunidade
adaptativa neste modelo de lesdo. Além de TLRs, o sistema complemento também
faz parte da imunidade inata e parece contribuir fortemente no processo inflamatorio
que leva a injuria renal induzida pela isquemia. O fragmento C5a é um poderoso
fator quimiotatico de neutréfilos, mondcitos e linfécitos T. No rim, ele é
continuamente expresso por células tubulares renais e macréfagos [13] e tem sua
expressdo aumentada apos a IR. Além disso, a inibicdo de Cb5a pelo uso de
anticorpos monoclonais leva a protecdo da leséo [14]. A via das lectinas também
parece estar envolvida no processo de lesdo por IR, pois a isquemia leva ao
aumento de deposicao de MBL no rim, seguida de deposicao de C3, C6 e C9 [15].
Além da participacdo de proteinas do complemento, outros componentes sollveis
estdo envolvidos no processo de lesdo por IR, como as citocinas e quimiocinas.
Citocinas proé-inflamatérias como fator de necrose tumoral (TNF-a), interleucina (IL)-6
e IL-1B, e quimiocinas como MCP-1, IL-8 e “regulated on activation normal T cell

expressed and secreted” (RANTES) sdo aumentadas apés a IR [16].

As primeiras células a serem associadas a leséo por IR foram os neutrofilos.
Por serem células de rapida migracdo ao tecido inflamado, era esperado encontrar

um grande infiltrado deste tipo celular apds a IR. No entanto, sua participagdo na



lesdo é controvérsia. Coelhos e ratos depletados de neutréfilos ndo apresentaram
nenhuma protecédo [17, 18]. Por outro lado, outros grupos observaram um papel
fundamental dos neutrofilos apos IR na producéo de IFN-g, IL-17 e na regulacéo de
NKT [19, 20]. J4 as células NK parecem participar principalmente da inducdo de
apoptose neste modelo. Além do aumento deste tipo celular nos rins apés IR, ha
também o aumento da expressdo da molécula Rae-1 que interage com NKGD2
promovendo a citotoxicidade [21], além disso, animais depletados de NK foram
protegidos da lesdo por IR [22]. Linfécitos B também estdo, de certa forma,
envolvidos na injuria por IR, uma vez que animais deficientes de linfécitos B séo
protegidos [23]. No entanto, a transferéncia adotiva de linfocitos B para animais BKO
nao restaura a lesédo [23]. Sabe-se apenas que linfocitos B limitam o reparo tecidual
[24].

Mondcitos e macrofagos estdo presentes em rins pos-isquemia [25, 26]. A
migracdo de mondcitos neste modelo € dependente dos receptores de quimiocinas
CCR2 e CX3CR1 [26]. A expressao das citocinas IL-6, TNF-a, IL-1b e TGF-b no rim
sdo dependentes de macréfagos [27, 28], porém o aumento da expressao de IL-10

também, o que sugere que estas células tenham um papel na regeneracéo [29].

Assim, notamos que uma complexidade de eventos acontece durante a
isquemia e a reperfusdo que culminam na lesdo renal aguda. A dependéncia de
varios tipos celulares e moléculas sollveis, mostra que se trata de um sistema

interligado e ndo de uma Unica via de ativacdo para a lesao.

1.3 Linfécitos na IR Renal

Inicialmente, a patogénese renal decorrente da lesédo por IR tinha como foco
principal a participacdo dos neutrofilos [30]. No entanto, ha evidéncias de que o

linfocito T poSsui um papel nesse modelo, pois estudos



mostram que essa célula participa do processo inflamatorio da lesdo por IR em
outros orgdos como figado [31], pulmdo [32] e intestino [33]. Além disso,
observou-se a presenca de linfécitos em rins humanos pés IR [34] e que o
blogueio da via de co-estimulacdo CD28-B7 diminui a disfuncéo renal apos IR
em ratos [35, 36]. Também foi observado aumento de expressao de moléculas
de adesédo de leucocitos CD11/CD18 [18] e da ICAM-1 [37-39], e a produc¢do
de citocinas relacionadas a linfocitos na IRA [40-43] em camundongos.

Nosso grupo demonstrou que animais depletados de linfocitos T CD4",
tanto animais MHC classe Il KO, quanto camundongos tratados com anticorpos
monoclonais anti-CD4", GK1.5, apresentaram melhor recuperacio da funcgéo
renal apos a IR, comparados com animais C57BI/6 isquemiados [44]. De forma
inversa, a transferéncia de linfocitos T CD4" em animais atimicos (nude), que
sao protegidos da leséo por IR, restaurou o fendtipo de lesédo, evidenciando a
participacdo destas células na IRA. No entanto, a transferéncia de linfécitos T
CD4", deficientes de CD28 ou incapazes de produzir a IFN-g, ndo foram

capazes de restaurar tal fenotipo [45].

Embora alguns estudos [46, 47] indiguem uma associacdo entre a
resposta Thl e o desenvolvimento da lesédo apés IR, ainda ndo é esta claro se
0 mecanismo envolvido depende da acao dos linfécitos ou das citocinas. Outro

guestionamento seria qual antigeno enddgeno estaria primando estas células.

Schackleton ja em 1998 mostrou que linfécitos T CD4" eram auto-
reativos apos a leséo de IR, ou seja, quando incubados com células tubulares

pré-ativadas com IFN-g proliferavam [48].

Outro dado importante foi publicado por Savransky et al., onde animais
deficientes para as cadeias o/p ou y/6 do TCR eram parcialmente protegidos da
leséo de IR, ainda que a producgédo de IFN-g ndo tenha sido diferente [49]. Além
disso, a transferéncia de linfécitos TCR especifico para OVA (D0O11.10), para
animais nude que normalmente sdo protegidos, levou ao aumento de leséao e
células de animais OVA transgénicos com fundo genético RAG KO, levaram a
uma pior lesdo em comparacdo com as células dos animais apenas
transgénicos para OVA, o que indica uma dependéncia de TCR, mas ndo uma

especificidade [50].



Recentemente, foi relatada a participacdo de linfocitos T CD4" no
controle da lesédo, pela atuacédo de Tregs [51-53]. A tranferéncia deste tipo
celular em animais selvagens levou a melhora da lesdo por IR [53], enquanto

animais deficientes de Treg apresentaram piora na lesao [52].

O conjunto desses dados indica a contribuicdo de linfocitos T CD4" no
desenvolvimento e controle da lesdo por IR, confirmando mais uma vez a

complexidade da série de eventos envolvidos.

1.4 Células Dendriticas na IR Renal

Células dendriticas sdo células derivadas de mondcitos, e consideradas
células apresentadoras de antigeno (APC) sendo de grande importancia para a
ativacdo de lifocitos [54]. Na forma imatura, as DCs apresentam alta
capacidade de fagocitose, baixa expressdo de MHC de classe Il e proteinas co-
estimulatorias e baixa capacidade de estimular proliferacdo de linfocitos T.
Apoés a maturacdo, essas caracteristicas tornam-se opostas [54]. Os sinais que
levam a maturacdo das DCs e ativam a resposta de linfocitos T, derivam de
produtos de leséo tecidual. Na auséncia destes estimulos, as DCs atuam como
controladoras da toleréncia imune induzindo células reguladoras [55].

As DCs renais apresentam expressao de MHC classe Il e proteinas co-
estimulatérias, e estdo localizadas no intersticio peritubular, onde ficam em
contato com o epitélio e capilares peritubular [56]. Embora a especificidade de
antigenos dos linfocitos T ainda ndo tenha sido determinada, sabe-se que o
blogueio dos ligantes CD80/CD86 diminui a IRA [35]. Wu et al. [57] sugeriram
que a inducdo da lesdo por IR era capaz de aumentar o numero de DC
derivadas de células mononucleares de sangue periférico e a expressao de
moléculas MHC de classe Il no modelo de IR em ratos. Além disso, essas
células seriam capazes de produzir mais IL-12 in vitro e de ativar melhor os
linfécitos T levando a maior producédo de IFN-g. O mesmo grupo [57] também
mostrou que ratos submetidos a IR renal apresentavam menor diferenciacédo de
DC derivadas de células da medula 0ssea, mas a capacidade de ativacao

destas DC nao era alterada. Estes trabalhos mostram uma influéncia sistémica



da lesdo por IR. Aléem de influenciar DC de maneira sistémica, a leséo por IR
também atua sobre células intra-renais. Dong et al. [58] mostraram que a IR
unilateral era capaz de aumentar a ativagdo de linfocitos T mediada por DC nos
linfonodos renais, tanto no linfonodo do lado isquemiado, quanto no lado nao
isquemiado, mais uma vez mostrando a influéncia sistémica e o envolvimento
de DC renais na ativacdo de linfécitos T CD4*. Também demonstraram que as
DCs renais fagocitam particulas filtradas e ndo filtradas da circulagdo e migram
do rim para o linfonodo [58]. Este mesmo grupo, caracterizou as DC renais em
CD11c'F4/80" e CD11c'F4/807, dentre elas, o primeiro grupo apresenta
expresséao elevada de moléculas de ativacdo (MHC Il, CD80, CD86 e CD40) e
das proteinas IL-6, MCP-1 e RANTES apéds IR e sédo as principais células

produtoras de TNF-a no rim nesta lesdo [59].

Desta forma, a IR parece levar as DC a um perfil ativado pro-

inflamatorio, possivelmente, orquestrando a ativacdo de outras células.

1.5 Heme-Oxigenase-1 na IR

A HO-1 é uma enzima cliva pontes de carbono da molécula heme na
dependéncia de oxigénio e nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
(NADPH), levando a producdo de biliverdina, monoéxido de carbono (CO) e
ferro [60]. Existem 3 isoformas de heme oxigenase: HO-1, HO-2 e HO-3, no
entanto, s6 a primeira é induzivel [61]. Os estimulos capazes de induzir a HO-
1, que é uma HSP32, sdo diversos estimulos, dentre eles a hipoxia,
endotoxinas e ERO. O papel protetor da HO-1 pode ser uma combinacéo de
acbes que envolvem a reducdo de heme livre, considerado toxico, e a
producdo de moléculas protetoras (biliverdina, CO e ferro) [62]. Acredita-se
gue a molécula Heme livre possa gerar uma resposta inflamatéria moderada

seguida de uma reposta regulatoria atribuida a agédo de HO-1 [63].

Biliverdina é convertida pela biliverdina redutase a bilirrubina. Esta age
como potente antioxidante sendo um dos principais no soro [64]. Bilirrubina

também esta associada ao aumento de Treg e promove maior aceite em



modelo alogénico [65]. Na IR renal, a injecao de bilirrubina leva a protecao da

les&o renal [66].

Embora o CO seja conhecido por ser um gas téxico a certas
concentracbes na atmosfera, também tem um papel anti-oxidante, capaz de
estimular genes anti-oxidantes e apresentar efeitos anti-apoptoticos [67].
Exatamente por ser toxico em altas quantidades, o uso terapéutico deste
produto torna-se limitado. Para tanto, Motterlini desenvolveu componentes que
liberam CO (CORMSs). Um dos tipos de CORM (CORM-2) levou a protecéo da
lesdo da IR hepatica, acompanhada da diminuicdo de TNF-a e IL-6 [68]. A
inibicdo de HO-1 com a posterior adicio de CORM foi capaz de levar a
protecdo da lesdo por IR renal, indicando um papel de protecdo de CO
independente da agcéo da HO-1 [69].

O ferro também € um potente antioxidante, mas esta acdo é mais eficaz
se 0 mesmo se encontra desligado do anel de heme. A ferritina é uma
proteina capaz de sequestrar ferro, retirando-o da molécula heme. Viu-se que
a adicao de ferritina levou a protecdo da lesdo por IR renal [70], corroborando

mais uma vez os dados de protecao pela HO-1.

Tullius et al.,[71] mostraram que com uma unica dose (5 mg/mL)
intraperitoneal de outra porfirina indutora de HO-1: cobalto de protoporfirina IX
(CoPPIX), ratos eram protegidos da lesdo pdés IR com menor expressado de
TNF-a, IFN-g e bcl-x e maior infiltracdo de mondcitos/macrofagos e linfocitos T
CD8+. Nosso grupo demonstrou a protecdo por CoPPIX no modelo de lesao
por IR e pela toxicidade da droga ciclosporina em camundongos [72]. A
metaloporfirina sintética Hemin é capaz de aumentar a expressao de HO-1 e
consequentemente apresentar uma acéo citoprotetora, anti-inflamatoria e anti-
apoptotica em diversos modelos. Na lesdo renal aguda induzida por IR, o
Hemin teve um papel protetor, apresentando niveis de creatinina, uréia e
malonaldeido similares ao controle [73]. No modelo de leséo renal crénica
induzida por IR também foi amenizada, apresentando menor proteindria,
albumindria, inflamacé&o e proteinas pro-fibréticas [74]. Estes estudos sugerem
a aplicacdo do hemin como um bom indutor de HO-1 para possivel uso

terapéutico.
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A lesédo de IR € o principal fator etiologico da necrose tubular aguda
pés-transplante, e leva a menor sobrevida do enxerto, a curto e longo-prazo,
além de ser a principal causa da IRA. Portanto, o entendimento dos
mecanismos da lesdo por IR é crucial para o desenvolvimento de terapias. Os
linfocitos T CD4" e as células dendriticas desempenham um papel importante
nesta fisiopatogenia e sdo modulaveis em diversos modelos de lesdo. Nossa
hipotese é de que o aumento da HO-1 seja capaz de inibir a ativacdo de

linfocitos T CD4" ou das DC, levando & menor leso induzida por IR.
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6 CONCLUSAO

No modelo de IR renal as DC participam do desenvolvimento da lesao
renal, contribuindo com a producdo de TNF-a. Na inducdo da HO-1, a lesdo
pode ser amenizada através da modulacdo das DC renais que passam a ser
menos ativadas e a produzir menos TNF-a, podendo afetar de maneira

generalizada outras células para um perfil mais protetor.
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