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Resumo

A lesao renal induzida pela I/R é a principal causa de IRA nos rins nativos e nos
rins transplantados e estudos enfatizam a participacao de células inflamatorias na sua
patogénese, através da caracterizacao de lesao endotelial, infiltracao leucocitéria e a ger-
acao de mediadores inflamatorios pelas células epiteliais tubulares. Evidéncias recentes
mostram que as células T CD4+ exercem um papel fundamental como mediadoras da
agressao renal na I/R, ressaltando-se o envolvimento do paradigma Thl/Th2 como um
possivel mecanismo efetor.

O presente estudo foi realizado com o objetivo de estudar a participagao de algu-
mas citocinas Thl e Th2 no desenvolvimento da lesdo de I/R renal. Para tanto, nos
nos propusemos a desenvolver um modelo experimental de I/R renal em camundongos
deficientes em IL-12, IFN-v, e duplo deficientes em IFN-vy e IL-12 (representando de-
feito da via de ativagado Thl), camundongos deficientes em I1.-4 e 11.-10 (representando
defeito da via de ativacdo Th2) e duplo deficientes em I1-10 e IL-12, tendo como con-
troles camundongos normais (selvagens). Todos os animais foram submetidos a uma
lesdo de I/R por ligadura reversivel do pediculo renal por 45 minutos seguidos de 24
horas de reperfusao. Apo6s a inducao da isquemia, nés analisamos as alteracoes fun-
cionais (creatinina e uréia por método bioquimico colorimétrico) e morfologicas renais
(morfometria renal), além de investigar a expressao molecular de HO-1 (um gene de
prote¢ao tecidual), de t-bet (um transcrito envolvido na diferenciagdo Thl), de GATA-3

(um transcrito envolvido na diferenciagdo Th2), citocina pro-inflamatoria I1-6 e de uma



quimiocina proé-inflamatoria MCP-1, visando caracterizar a influéncia da polarizacao
Th1/Th2 da resposta imune na lesao renal induzida pela I/R.

No6s mostramos que os camundongos deficientes em IL-4, TFN-v, 1L-10/I1-12 e
IL-10 apresentaram uma disfuncao renal importante, caracterizada por altos niveis séri-
cos de creatinina e uréia e por um alto grau de agressao morfologica renal, avaliada
pela percentagem de area de necrose tubular. Todos estes resultados foram significante-
mente mais acentuados que obtidos nos camundongos deficientes em I1-12 e IFN-v/IL-
12, sendo comparaveis aos animais selvagens. Por outro lado, a capacidade de reparacao
renal, medida pela percentagem de &rea de regeneracao tubular, foi mais precoce nos
camundongos deficientes em IFN-v, quando comparada com os camundongos deficientes
em IL-12 e TFN-v/IL-12. A andlise molecular quantitativa, utilizando-se o PCR em
tempo real mostrou uma expressao significantemente maior de RNAm de HO-1, IL-6
MCP-1 e do fator transcricional pata Th2 (GATA-3) nos camundongos deficientes em
[L-4, IFN-v, IL-10/IL-12 e IL-10, em comparacao com os camundongos deficientes em
[L-12, IFN-v/IL-12 que apresentaram baixa expressao do fator transcricional para Thl
(T-bet), em 24 horas apds a I/R renal.

Quando fomos fazer a transferéncia adotiva de médula 6ssea de animais deficientes
em [L-12 e IL-4 para animais selvagens previamente com deplecao subletal celular, esses
animais vieram apresentar resultados semelhantes aos animais deficientes em 1L-12 e
IL-4, onde os animais selvagens recontituidos com medula 6ssea dos animais IL-12 ap-
resentaram menor niveis de uréia sérica e menor eexpressao de RNAm IL-6, enquanto
que os animais selvagens recontituidos com medula 6ssea dos animais [1.-4 apresentaram
maior niveis de uréia sérica e maior expressao de RNAm IL-6, esses dados comprovam
que realmente a citocina IL-12 parece ser a principal citocina envolvida no processo
inflamatoério desencadeado pela lesao de isquemia e reperfusao renal.

Tais achados favorecem a hipotese dos efeitos deletérios das células com perfil Thl



e o papel protetor das células Th2 na lesao isquémica renal. Estes novos episddios
podem fornecer a base para uma melhor compreensao fisiopatolégicos, bem como para o
desenvolvimento de métodos preventivos e terapéuticos para a insuficiéncia renal aguda
isquémica.

Palavras-chave: Isquemia, Reperfusao, Renal, Thl, Th2, linfocitos TCD4+ e

citocinas.



Abstract

Renal ischemia/reperfusion injury (I/R) is the major cause of acute renal failure
(ARF) in the native as well as in the transplanted kidneys, with a complex pathogenesis
that involves many components of inflammatory response such as leukocyte infiltration
and generation of inflammatory mediators by tubular cells. Recent evidences show a
critical role of the CD4+ T cell, with the Th1/Th2 paradigm as a possible effectors
mechanism. The present study has the objective to investigate the participation of some
main Th1 and Th2 cytokines in the development of the renal of I/R. For that, we devel-
oped an experimental model of renal I/R in deficient in IL-12, IFN-v, double deficient
[FN-7 and IL-12 (representing defect of the pathway Th1), IL-4 and IL-10 (representing
defect of the pathway Th2) and in double deficient IL.-10 and IL-12 knockout mice, hav-
ing wild-type mice as controls. All animals were submitted to renal I/R by reversible
ligation of the renal pedicles for 45 minutes followed by 24 hours of reperfusion. After
induction of the ischemia, we analyzed renal function and morphometric histological an-
alyzes. Furthermore, we quantified the expression of HO-1 (cytoprotection gene), t-bet
(transcription factor involved in the differentiation Thl), GATA-3 (transcription factor
involved in the differentiation Th2), and cytokine pro-inflammatory IL-6 and chemokine
pro-inflammatory MCP-1, aiming to characterize the influence of Th1/Th2 polarization
in the immune response driven by the renal I/R. We showed that the IL-4, IFN-v, IL-10
and IL-10/IL-12-deficient mice presented an important kidney dysfunction, character-

ized by higher levels serum creatinine and tubular necrosis, being comparable to the



wild-type animals. The molecular analyses, utilizing the real-time PCR, showed a sig-
nificantly higher expression of HO-1, IL-6, MCP-1 and transcription factor involved in
the differentiation Th2 (GATA-3) in the in IL-4, IFN-v, IL-10 and IL-10/IL-12-deficient
mice, in comparison with the in 11-12, IFN-~/IL-12-deficient mice showed lower expres-
sion transcription factor involved in the differentiation Thl (T-bet) . Moreover, the
renal dysfunction seen in Th2-deficient mice was followed by a higher expression of I1.-6.

When we make the transfer adoptive of bone marrow of animals deficient in IL-12
and IL-4 to wild animals previously with sublethal cell depletion, these animals produce
similar results to animals deficient in IL-12 and IL-4, where the animals reconstituted
wild animals with bone marrow IL-12 showed lower levels of serum urea and lower
expression mRNA of IL-6, while the wild animals reconstituted with bone marrow of
animals IL-4 showed higher levels of serum urea and greater expression of mRNA IL-6

These data show that really the cytokine IL-12 appears to be the main cytokine
involved in the inflammatory process triggered by the injury of ischemia and reperfusion
kidney.

Such findings favor the hypothesis of the deleterious effects of Th1 cells with profile
and the protective role of Th2 cells in ischemic renal injury. These novel insights may
provide basis for the better pathophysiological understanding, as well as for development
of preventive and therapeutic methods for the ischemic acute renal failure.

Key Words: Ischemia, Reperfusion, Renal, Th1l, Th2, Lymphocyte TCD4+ and

cytokines.
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Introducao




Participacao das citocinas Thl e Th2 na lesao de isquemia e reperfusao renal

1.1. Les3ao de Isquemia e Reperfusao Renal

A lesao de Isquemia e Reperfusao (I/R) renal [1] é uma causa comum da falén-
cia renal aguda (Insuficiéncia Renal Aguda, IRA). A I/R ¢ a maior causa de IRA em
rins transplantados e nativos [1]. Atualmente ndo se conhece nenhum tratamento para
essa doenca [2|, por isso é importante um melhor entendimento de sua fisiopatologia.
Nos tltimos anos a Sociedade Americana de Nefrologia redefiniu o conceito de TRA
(Acute Kidney Injury Network, AKIN, ASN). Assim, hoje, instituiu-se o termo Lesao
Renal Aguda (LRA) para definir uma entidade que apresenta intimeros estagios de lesao
tecidual, sendo o dltimo associado com perda da funcgao renal, a TRA.

Nos altimos anos, a Sociedade Americana de Nefrologia redefiniu o conceito de IRA
(Acute Kidney Injury Network, AKIN, ASN). Assim, hoje, instituiu-se o termo Lesao
Renal Aguda (LRA) para definir uma entidade que apresenta inimeros estagios de lesao
tecidual, sendo o ultimo associado a perda da funcao renal, a IRA.

A TRA acomete cerca de 5% de todos os pacientes hospitalizados, estando associada
a uma taxa de mortalidade superior a 50% nos que requerem tratamento dialitico, apesar
dos recentes avancos nas medidas terapéuticas de prevencao e de suporte clinico |3, 4],
inalterada nas ultimas décadas [5]. Em um estudo de 1997, apenas 27% dos pacientes
com IRA estavam vivos ap6s 5 meses. Além disso, eles permaneciam com numerosas
limitacoes funcionais e o custo do procedimento era extremamente alto [6].

Da mesma forma, os enxertos renais que evoluem com Necrose Tubular Aguda
(NTA) apoés o transplante também apresentam sobrevida reduzida quando comparados
com os enxertos que funcionam imediatamente [7].

Experimentalmente, a lesao I/R renal pode ser estudada através da obstrucao dos
pediculos renais. A isquemia é definida como a falta de oxigénio e nutrientes para
determinadas areas dos tecidos por um periodo de tempo [8]. Apds o retorno do fluxo

sangiiineo para o parénquima renal, isto é, a reperfusao, ocorre o desencadeamento

Vanessa N. de Paiva 31



Participacao das citocinas Thl e Th2 na lesao de isquemia e reperfusao renal

de um conjunto de eventos fisiopatologicos, caracterizados pela producao de Espécie
Reativa de Oxigénio (ERO), infiltragao de células inflamatorias, produgao de citocinas
pro-inflamatorias e quimiocinas [9).

A inflamacao tem papel central na patogenia da lesao de I/R [10]. Inicialmente,
neutrofilos, macrofagos e as moléculas de adesao foram vistos como os principais me-
diadores da inflamacao tecidual, sendo, portanto, o maior foco de pesquisa. Contudo,
atualmente, tem-se dado muita importancia ao envolvimento de outros componentes da

resposta imune inata, assim como da resposta imune adquirida na lesdo de I/R renal.

1.2. Lesao de Isquemia e Reperfusao como um

Processo Inflamatério

1.2.1. Inflamacao

Sao crescentes as evidéncias de que a IRA é uma doenca inflamatoéria, destacando-se
as contribuicoes da lesao endotelial, a infiltracao leucocitaria e a geracao de mediadores
inflamatorios pelas células tubulares [11]. Muitos fatores que atuam na cascata da
inflamacao estao presentes logo ap6s o evento da isquemia. E esses processos ainda sao
exacerbados pela reperfusao [12]. Inicialmente, a lesao de I/R leva a uma disfuncao
e a uma ativacao das células endoteliais, implicando uma desregulacao no tonus da
vasculatura e, conseqiientemente, no aumento da permeabilidade capilar. Os leucocitos
sao ativados e passam a expressar moléculas de adesao como, por exemplo, as selectinas,
que sao responsaveis pelo rolamento inicial, e as integrinas, em sua conformagao ativa
(LFA-1, CD11a/CD18), diminuindo o fluxo sangiiineo microvascular, principalmente na
regiao da medula externa em relacdo ao cortex renal [13, 14]. O grupo do Professor
Hamid Rabb e seus colaboradores demonstrou que animais deficientes em L-selectina

(CD62L) eram protegidos da I/R renal, apresentando menores danos renais, baixos niveis
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de creatinina e uréia e um menor infiltrado de neutréfilos quando comparados com os
animais selvagens [15]. Tilney e colaboradores também estudaram a participagao da
L-selectina na lesdo de I/R. Ratos tratados com anticorpos anti-selectinas e submetidos
a lesao de I/R tiveram menor dano tecidual renal analisado por histologia e menor
expressao de IL-6, TNF-a e TGF-/ quando comparados com animais selvagens [16].

Varios investigadores demonstraram a importancia da molécula ICAM-1 (CD54),
ligante do LFA-1, na lesao renal isquémica. Em animais, foi demonstrado que a ad-
ministracdo de um anticorpo anti-ICAM-1 era protetora. Além disso, camundongos
nocaute para ICAM-1 eram protegidos da lesdo por I/R [17]. Mais ainda, outros es-
tudos mostraram que a diminui¢do ou inibi¢do da expressao de ICAM-1 [18, 19] e de
selectinas através do aumento de expressao de IL.-10 ou por uso de drogas estava associ-
ada a um aumento do fluxo sangiiineo renal pos-isquémico, o que é uma protecao para
o orgao [20, 21].

Nesse processo inflamatoério, as fosfolipases, especialmente a fosfolipases A2, sao ati-
vadas pela lesdo de I/R. Sua acao sobre fosfolipides resulta na geracao de acidos graxos,
como acido aracdoénico e lisofosfolipides. Kelly e colaboradores foram os primeiros a
demonstrar que a agao das lipoxigenases e ciclooxigenases (COX) modulava a resposta
inflamatoria vista nos tecidos isquémicos e ainda produzia ERO [22]. Nosso grupo
demonstrou que o bloqueio das COX 1/2 com endometacina tem agdo protetora na
lesao de I/R renal, uma vez que camundongos tratados previamente com endometacina
e submetidos durante 45 minutos a lesdo de I/R e apds 24, 48, 72 e 120 horas de
reperfusao apresentaram baixos niveis de uréia sérica e menor percentagem de necrose
tubular aguda quando comparados com os animais-controle [23]. Muitos trabalhos nao
vém somente enfatizando a participagao das COX 1/2 na lesao de I/R renal, mas tam-
bém a participagao da lipoxigenase (LOX-5). Matsuyama e colegas demonstraram que

COX 1/2 e LOX estava sendo altamente expresso nos rins desses ratos isquemiados apos
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diferentes tempos de reperfusido [24].

Recentemente, nosso grupo, dando continuidade aos estudos com COX, demon-
strou que a inibi¢do da COX 1/2 com indometacina no modelo de fibrose renal oca-
sionava uma diminuicao da inflamacao renal. Os animais tratados com indometacina
e submetidos a isquemia unilateral apresentaram baixa expressao de TNF-alpha, IL-1
beta e MCP-1. Esses animais também apresentaram menor grau de fibose renal quando
comparados com os animais controles sem tratamento, demonstrando o papel da COXs
na lesdo de I/R renal em modelo renal agudo e cronico [25].

Apos reperfusao, os altos niveis teciduais de O2 nao podem ser usados prontamente
pela mitocondria, ficando disponiveis, como substrato, para enzimas oxidativas, como,
por exemplo, a NADPH (Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Fosfatase), para gerar
ERO: fons hidroxila (OH™), anions superdxido (O2) e perdxido de hidrogénio (HoOs)
[26]. As ERO promovem também a expressao de uma série de genes pro-inflamatorios as-
sociados com ativacao de células endoteliais, como, por exemplo, a endotelina, citocinas,

quimiocinas para monocitos e moléculas de adesdo, entre outros [27].

1.3. A lesao de Isquemia e Reperfusdo e a Resposta
Imune Inata

A resposta imune inata ¢ um dos fatores iniciais que estao envolvidos com a lesao
de I/R. Os neutrofilos apresentam um papel importante na lesao de I/R, uma vez que
sao identificados rapidamente no tecido renal isquémico, na regiao medular e na “wvasa
recta” |28, 29| e sdo também encontrados em bidpsias de pacientes com IRA.

A agdo dos neutrofilos na lesdo de I/R pode ser feita de forma indireta, via mu-
dancas fenotipicas em outras células, como as endoteliais, ocasionando um aumento de

expressao de moléculas de adesdo, tais como ICAM-1 (CD54), VCAM (CD106) e se-

Vanessa N. de Paiva 34



Participacao das citocinas Thl e Th2 na lesao de isquemia e reperfusao renal

lectinas (CD62). Além dos neutrofilos, tem-se dado muita importancia ao estudo de
macrofagos na lesao de I/R. Os macrofagos estao relacionados a fase extensora da lesao
renal, através da producao de citocinas como ITFN-v, promovendo uma inflamacao per-
sistente, glomerular e tibulo-intersticial. Além disso, os macrofagos nao estao somente
envolvidos com a lesdo, mas também com a resolucao da injuria [30].

Recentemente, foi demonstrado que as células NKT participam da lesdo de I/R.
Huang e colaboradores demonstraram que animais depletados de células NKT ou no-
cautes para NKT apresentavam uma diminui¢ao significante de infiltracao de neutroéfilos,
uma menor disfun¢ao renal e uma menor producao de IFN-y quando analisados por cit-
ometria de fluxo em modelo de lesao de I/R renal [31].

Finalmente, existem dados na literatura mostrando o papel das células dendriti-
cas (CD) na lesao de I/R. Trabalho recente demonstrou, através de experimentos in
vitro, que as CD de rins de animais obtidos apds a lesao de I/R e mantidas em cultura
produziam citocinas pro-inflamatorias, como 11-6 e TNF-a, e outros mediadores infla-
matorios, como MCP-1 ( Proteina quimiotdtica de mondcitos), RANTES (Regulated upon
Activation of Normal T Cell Fzpressed and Secreted). Além disso, as CD foram encon-
tradas em algumas regioes do rim, entre o epitélio tubular e os capilares peri-tubulares
[32]. Wu e colegas identificaram uma alta expressao de moléculas CD11e, CD80, CD86
e MHC II no rim de animais submetidos & lesdo de I/R, 2 a 14 dias apos a reperfusao
[33].

A lesdo de I/R é um potente indutor da ativagdo do sistema complemento e isso
resulta na producao de mediadores inflamatorios. O uso especifico de inibidores do
complemento levou a uma prevencao da lesdo de I/R em estudos experimentais e clinicos
[34, 35]. Wuding e colaboradores demonstraram que animais nocautes para moléculas
C3, C5 e C6 apresentaram-se protegidos da lesao de I/R, quando analisado a histologia

e o infiltrado de neutrofilos pela dosagem de MPO [35]. Nos animais deficientes para a
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molécula C6, o bloqueio adicional da molécula Cba conferia uma protecao renal ainda
maior [35]. Outro estudo demonstrou que a inibi¢do da molécula C5 levava a uma
protecao do dano renal isquémico, com menores taxas de apoptose e menor infiltragao
celular [36].

A ativagao dos TLR (Toll-like receptor) induz a secregao de citocinas, quimioci-
nas e ao aumento na expressao de proteinas de adesao e de co-estimulagao, através de
sinalizagdo que leva a ativagdo de fatores transcricionais, como o NF-kB (fator nuclear-
kappa B) e o AP-1 (proteina ativadora-1) [37]. O perfil de producdo de citocinas e
do infiltrado inflamatério apds a reperfusao é muito parecido com aqueles observados
quando o sistema imune inato é ativado pelos PAMP (Padrdes moleculares associados
a patogenos) via TLR [38]. Usando técnicas de real time RT-PCR, Huiling et al anal-
isaram os niveis de expressao de IL-13, IL-6, MCP-1 e TNF-a em animais nocautes
para TLR-4 e Myd88 e em animais selvagens submetidos a lesdo de I/R. Observaram
que esses animais nocautes eram protegidos quando comparados com o animal controle,
pois apresentavam uma menor expressao de todos estes transcritos génicos. Na anélise
por imunohistoquimica para infiltracao de macrofagos, esses animais nocautes apresen-
tavam também um menor infiltrado. Jaklien e colegas observaram uma menor expressao
de MIP-2, MCP-1 e IL-6 nas células tubulares renais de animais nocautes para TLR-2
submetidos a lesao de I/R [39]. Todos estes dados sugerem que os receptores TLR es-
tao envolvidos diretamente com a lesdo de I/R, induzindo a produgiao de quimiocinas e
citocinas, amplificando assim a resposta inflamatoria.

Recentemente também descobriu-se um novo receptor citosdlico que reconhece
PAMP (Padroes Moleculares associados a Patogenos), chamado NOD- like receptors
(NLRs - NOD1 e NOD2). Sua principal fungao é fazer uma ligagdo entre a resposta
imune inata e adaptativa. Esse receptor contribui para processos inflamatoérios e é ex-

presso em células dendriticas, células epiteliais, monocitos/macrofagos e linfocitos T,
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levando & ativacao do fator NF-KB e, assim, induzindo a producao de citocinas pro-
inflamatorias, como IL-1 beta e IL-1 alpha. A literatura demonstra que camundongo
nocaute para o receptor NOD2 - /- apresentava-se protegido da lesdo hepatica aguda in-
duzida pela concanavalina A [40]. Contudo, ainda sdo necessarios maiores estudos com
esse novo receptor citosolico NOD na lesao de I/R renal.

As quimiocinas participam do recrutamento de leucocitos para o local inflamado
e da regulacdo das células Thl/Th2. Dessa maneira, esses mecanismos podem ter um
importante papel na lesdo de I/R renal. Estudos com animais nocautes para CXCR3
demonstraram que eles eram protegidos apds a lesao de I/R renal quando compara-
dos com os animais controles. No entanto, quando era feita a transferéncia adotiva
de linfocitos T CD3+ de animais selvagens, a injuria renal era restaurada [41]. Em
outro trabalho, o bloqueio do receptor CXCR2 prevenia a infiltracao de granulocitos e
preservava a fungao renal e enxertos isogénicos em ratos [42].

Um outro estudo, recentemente publicado, com camundongos nocaute para CCR2
- /- demonstrou que, apés 3 horas da lesao de I /R renal, esses animais apresentaram niveis
menores de creatinina sérica e infiltrado menor de macrofago, ou seja, esses animais foram
protegidos da lesao de I/R. Quando se gerou um animal quimera que recebeu medula
0ssea do animal nocaute para CCR2-/-, esses animais continuaram sendo protegidos da
lesdo de I/R, pois apresentaram niveis menores de creatinina sérica, um menor infiltrado
de macrofago e uma menor producao de TNF-alpha, IL-1 alpha, IL-12 e IL-6 pelos

monocitos presentes nos rins desses animais [43].
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1.4. A lesio de Isquemia e Reperfusao e a Resposta
Imune Adaptativa

Os linfécitos T sao responsaveis por reacoes imunolédgicas especificas, pois sao as
tnicas células do sistema imune capazes de reconhecer diferentes determinantes antigéni-
cos. Os linfocitos T sao subdivididos em duas populagoes distintas, que expressam difer-
entes proteinas de membrana: linfocito T CD4+ (T auxiliador) e o linfocito T CD8+ (T
citotoxico). Os linfocitos reconhecem peptideos antigénicos apenas quando associados
as moléculas MHC de classe IT e I (complexo principal de histocompatibilidade), re-
spectivamente, e expressos na superficie de células apresentadoras de antigenos (APC).
Em resposta a estimulacao antigénica, o linfocito T CD4+ secreta citocinas que pro-
movem proliferacao e diferenciacao de células T e de outras células, incluindo linfocito
B e macrofagos [44].

Nos ultimos anos, tém-se estudado muito a participacao dos linfécitos na lesao
de I/R. O primeiro e o mais importante grupo que descreveu a participagao dos lin-
focitos T na lesao de I/R foi o grupo do Professor Hamid Rabb e colaboradores, no
qual eles demonstraram que animais nocautes para moléculas CD4 e CD8 eram pro-
tegidos da isquemia, pois apresentavam baixos niveis de creatinina e menores indices
de lesao tubular quando comparados com animais controles. Além disso, quando eles
reconstituiram os animais com as populacoes de linfocitos T CD4+ e CD8+, os ani-
mais apresentaram uma lesao renal semelhante aos controles selvagens, demonstrando
que os linfocitos estao envolvidos na lesdo de I/R renal [45]. Esse mesmo grupo ainda
utilizou animais selvagens, fazendo timectomia e tratando-os com anticorpo anti-CD4
(GK 1.5). Conseqiientemente, os animais apresentavam menor lesdo renal e menor infil-
trado de neutrofilos apos a lesdo de I/R. Estes dados foram comprovados por um estudo

realizado no nosso grupo por Pinheiro e colaboradores [46].
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A participagao das células B na lesdo renal pela I/R também vem sendo largamente
estudada por meio da observacao de protecao do dano renal em camundongos deficientes
em células B submetidos a isquemia [47]. Corroborando isso, a transferéncia de soro
de camundongos normais para camundongos deficientes em células B restaura a lesao,
favorecendo a possivel participacao de um produto solivel, como um anticorpo, neste
processo, consistente com o achado de maior susceptibilidade de IRA em pacientes com
mieloma multiplo que apresentam altos niveis de anticorpos circulantes [1].

Evidéncia experimental recente, utilizando camundongos deficientes do gene RAG-
1 (recombination-activating gene-1), fundamental para a recombinagao dos receptores
BCR e TCR, mostrou que, enquanto a deficiéncia isolada de células B ou células T
reduzia a lesdo renal pela I/R, a deficiéncia combinada dos dois tipos de células ndo era
protetora, demonstrando que interacoes complexas entre as imunidades inata e adap-
tativa sdo importantes na determinacdo da agressao renal isquémica [48]. Mas esses
dados ainda sao muito controversos, pois outros trabalhos na literatura demonstram que
animais deficientes do gene RAG-1 s@o protegidos da lesdo de I/R renal, mas quando
esses animais sao submetidos & transferéncia adotiva de linfécitos T CD4+ a lesao re-
nal é restaurada, o que mostra a necessidade de mais estudos para demonstrar qual a
verdadeira funcdo do gen RAG-1 na lesao de I/R renal [49].

E os linfocitos T nao convencionais, que sao as células T que possuem as cadeias
gama-delta (7d) de seus receptores, sao uma populacdo menor, tanto nos 6rgaos lin-
foides quanto na circulagao, mas sao proeminentes na pele, nos intestinos e nos pulmoes
[50]. Essas células sdo capazes de modular a produgdo de citocinas por células NK [51],
estabelecendo uma importante interacao entre as respostas inata e a adaptativa. Na
literatura, também ja foi demonstrado o papel desses linfocitos na lesdo de I/R renal. O
grupo do professor Hamid Rabb e colaboradores também estudou a participacao desses

linfocitos T 0 na lesao I/R, utilizando animais deficientes para as cadeias v e aff. Apos
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a lesdo de I/R, os niveis de creatinina se apresentaram baixos e a analise por histologia
demonstrou menor dano renal quando comparados com os animais controles. Além disso,
a producao de IL-6, IL-13, IL-2, IFN-v, TNF-a e RANTES foi menor nestes animais
quando comparados com os animais selvagens. Isso nos leva a pensar que a ativagao
do linfocito via TCR seja relevante na lesao de I/R, contribuindo com a produgao de
citocinas pro-inflamatorias [52].

O 1ltimo trabalho publicado em 2008 pelo grupo do professor Hamid Rabb mostrou
a caracterizacao do repertorio de linfécitos T presentes no rim de camundongos normais
e isquemiados, comparando com a presenca de células T em outros 6rgaos como baco,
figado, pulmao e no sangue. Observou-se que ha no rim a presenca de um grande de lin-
focitos T, como os linfocito T CD4+, CD8+ e LB, ha também a presenca de populagoes
duplo negativas e duplo positiva DP (DN — CD3+CD4-CD8- e DP — CD3+CD4+CD8+),
populacoes TCR cadeia V3 semelhantes a encontrada em outros 6rgaos nos animais
normais e isquemiados. Outra populacao celular encontrada no rim desses animais foi a
NKT, por meio da anélise por citometria de fluxo por marcagao das populacoes celulares
NK1.1 e CD1d [53|. De forma interessante, o grupo do professor Rabb identificou a pre-
senca, no rim desses animais normais e isquemiados, de uma populacao celular de células
T regulatorias chamada Treg, que tem, como principais marcadores de superficie, pop-
ulagoes celulares CD4+CD25+ e o fator transcricional Foxp3+ (CD4+CD25+Foxp3+).
As células T regulatérias estao associadas ao controle da autoimunidade e sdo respon-
saveis pela manutencao da tolerancia. Com o controle da resposta imune, evidéncias
experimentais sugeriam que, em diversos modelos animais, a remo¢ao ou a inativagao
dessa populacao de células T poderia quebrar a auto-tolerancia natural do organismo e
levar ao desenvolvimento de diversas doencas auto-imunes. Sendo assim, esses resulta-
dos sugerem que o rim também pode modular a resposta imune durante um processo

inflamatorio desencadeado pela lesao de I/R renal [53, 54].
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A ativacao de células T requer duas classes de sinais: um desencadeado pelo
receptor propriamente dito (receptor de célula T — TCR) e outro “acessoério” ou co-
estimulatorio. Se apenas o estimulo via TCR acontece, ndo héa resposta ativa. A via
co-estimulatoria mais bem entendida é a via das moléculas B7-1 e B7-2, presentes nas
células APC. Elas interagem com a molécula CD28 e CTLA-4 (cytotoxic T lympho-
cyte antigen) de células T. A lesdo de I/R induz a liberacio de TNF-a e de outras
citocinas que induz a expressao de B7 no rim isquémico e, desta forma, pode facilitar
a ativacao efetiva da célula T frente a um antigeno. Takada e cols. mostraram, num
modelo de isquemia renal em ratos, aumento na expressao de B7-1 e que seu bloqueio
através de CTLA4-Ig promovia diminui¢ao do infiltrado de células T e de macrofagos,
uma diminuic¢ao na secrecao de citocinas, de quimiocinas e de fatores de crescimento. A
protecao contra os efeitos da lesdo de I/R pode ter sido mediada tanto pelo bloqueio da
ativacao dos linfocitos, decorrente do bloqueio do seu co-estimulo, como pelo bloqueio
da interacao entre a célula T e a célula endotelial que, impedindo o fluxo de células
inflamatorias (macrofagos e linfocitos T CD4+) e das substancias produzidos por eles,

melhoraram de forma significativa a lesao tecidual [16].

1.5. Resposta imune adaptativa de padrao Thl

A principal citocina envolvida para polarizacao do perfil Thl é a 11.-12. A TL-12
é produzida principalmente pelas CD, macrofagos e por monécito do sangue periférico
[55] em resposta a produtos microbianos, como LPS, por meio da sinalizacao via TLR-4
[56].

Estruturalmente, a IL-12 é um heterodimero formado por uma cadeia leve de 35
kDa (p35 ou IL-12cr) e uma cadeia pesada de 40 kDa (p40 ou IL-125) [57]. O receptor da
[L-12 (IL-12 R) também é formado por duas cadeias (IL-12R51 e IL-12Rf3) e a ligagao da

[L-12 ao seu receptor faz com que membros da familia da Janus-quinase (JAK2-TYK2)
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ativem-se. A fosforilagao do receptor de IL.-12 forma um sitio de ligagdo para a proteina
STAT. Assim, a IL-12 pode ativar tanto o STAT-1 quanto o STAT-3 e o STAT-4, mas
parece ter mais especificidade para o STAT-4 [58, 59].

Embora a IL-12 tenha sido a primeira citocina heterodimérica descrita, hoje ja
se conhece pelo menos outras quatro citocinas como 1L-23 e IL-27, que compartilham
semelhancas estruturais e funcionais com a I1.-12 [60]. A I1.-23 é uma citocina formada
pela cadeia IL-23p19, que é homologa a IL-12p35, associada a cadeia IL-12p40. Ou seja,
os animais nocautes para IL-12p40 apresentam também uma deficiéncia para a IL-23.
As funcoes exercidas pela IL-23 tém semelhancas com a IL-12 na inducao da producao de
[FN-~, na diferenciacao das células T para Thl e na ativacao das células apresentadoras
de antigenos [61].

A importancia da IL-12 no desenvolvimento das respostas imunes celular e humoral
tem sido mostrada com a administracao de IL-12 recombinante (rIL-12), assim a IL-12
induz e mantém a geracao in vivo de células Thl de memoria e efetoras, induzindo a
producao de IFN-vy por células T e células NK [62|. Camundongos deficientes em IL-
12 apresentam resposta Thl deficiente e tém susceptibilidade aumentada em relacao a
doencas infecciosas em que a protecao primaria é mediada por IFN-v, como leishmaniose
e tuberculose [63].

Uma das principais funcoes da citocina I1.-12 é a indugao da producgao de IFN-~,
j4 que a maioria dos seus efeitos pro-inflamatoérios é IFN-+y-dependente. Neste aspecto,
a IL-12 produzida pelas APC age sobre as células T e NK, induzindo a producao de
IFN-v e este, por sua vez, age sobre as APC, ativando-as. Assim, a interacao entre a
IL-12 e o IFN-v leva a um potente mecanismo de feedback positivo, importante para o
controle de infec¢oes mediado por células [64].

Outra citocina que participa da polarizacao Thi ¢ o IFN. Inicialmente, os IFN

foram descobertas devido & sua potente atividade antiviral, no caso, os interferons do
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tipo I (IFN-a e IFN-3). O IFN do tipo IT ou IFN-y é mais importante nas infec¢oes
microbianas [65, 66, 67].

O IFN-v, uma glicoproteina homodimérica, é uma citocina pleiotropica ampla-
mente envolvida na regulacao tanto da imunidade inata, quanto da imunidade adquirida.
Suas principais funcoes incluem as propriedades antivirais e antiproliferativas, ativacao
de macréfagos, controle de apoptose e promocao do processamento e apresentacao de
antigeno, “burst oridativo” e morte de microorganismos intracelulares. O IFN-vy atua
principalmente como inibidor da polarizacao da resposta Th2 ao aumentar a expressao
de IL-12R e aumenta a producao de IL-12 pelas APC. Ele promove também a mudanca
de classe de anticorpo para IgG2a e [gG3, além de aumentar a atividade das células NK,
promovendo a morte de parasitas [68, 69, 70].

A agao do IFN-vy é mediada por um receptor especifico, o receptor de IFN-v (IFN-
~vR). Este receptor é constituido por duas cadeias (a e (3). A cadeia «, também chamada
de IFN-v R1 ou CD119, é uma glicoproteina de 90 kDa, enquanto a cadeia § ou IFN-yR2
¢ uma proteina de 60-67 kDa [71]. A sinalizacao se da através dos receptores R1 e R2
pelos membros da familia de proteinas JAK1 e JAK2; JAK1 esta associada & cadeia « e
a JAK2 esta associada a cadeia 5. A ativagao das JAKSs leva a fosforilagao do receptor
STAt-1, fazendo com que ele seja translocado para o niicleo onde ocorrerd a regulagao
dos promotores para o IFN-y [71, 72, 73].

Acredita-se que a producao de IFN-y por macréfagos tenha influéncia nos estagios
iniciais da resposta imune. Sendo estas células os primeiros mecanismos de defesa do
organismo, sua ativacao influenciard nao s6 a imunidade inata, mas também o desen-
volvimento da imunidade adquirida, determinando precocemente os rumos da resposta

imune e alterando o balan¢go Th1/Th2 ja durante a apresentacdo de antigenos.
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1.6. Resposta imune adaptativa de padrao Th2

Existem véarias citocinas que participam da polarizacao da resposta imune para
um padrao Th2, tais como: IL-4, IL-10, IL-13 e IL-5. Porém, as principal citocina que
regula essa diferenciagao é a citocina I1.-4, enquanto a citocina I1.-10 regula o balango
Th1/Th2 [74].

A citocina TL-10 é uma importante citocina imunoregulatéria, ou seja, é anti-
inflamatoria em determinadas circunstancias, pois umas das suas principais funcoes é
inibir a producdo de IFN-v e IL-12, isto é, inibir a resposta Thl. E uma glicoproteina
homodimérica com dois receptores de superficie, o IL-10R1 e IL-10R2. A sinalizacao da
citocina IL-10 se d4 através dos receptores R1/R2, que fosforilam os sitios de sinalizagao
para os fatores de transcrigao STAT-1 e STAT-3 [74]. Sua principal fungao esta envolvida
com a modulagao de doencas alérgicas em humanos, pela mudanca de classe do anticorpo
para IgG4, inibicao da expressao de moléculas co-estimulatoria, como B7-1/2 e CD-28,
inibicao da produzir TFN-y por macrofagos e células NK e indugao da producao de
citocina IL-4 [75]. Além disso, a citocina IL-10 limita a producao de outras citocinas
pro-inflamatorias, tais como 1L-6, IL-18, IL-1 o e 3, TNF-a e quimiocinas, como MCP-1,
RANTES, MIP-2 e IP-10 [75].

A citocina IL-4 também esta envolvida com o desenvolvimento de doencas alérgicas.
Ela é muito importante na resposta humoral e em reagoes alérgicas das vias respiratorias,
principalmente na asma bronquica. A I1.-4 é uma glicoproteina homodiméricas com um
receptor (IL-4Ra). A via de sinalizacao também se da pelas janus-quinases, que induz
a fosforilacao do fator de transcricio STAT-6 e é essencial para diferenciacao do perfil
Th2 [76].

Por fim, durante a diferenciacao para o perfil Th2, temos a participagao das citoci-
nas IL-5 e IL-13, que estao envolvidas com asma, doencas causadas por helmintos e

hipersensibilidade causada por drogas. Elas sao uma proteina homodimérica produzida
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principalmente pelas células Th2 ap6s um estimulo causado por Mycobacterium ou um

alérgeno e faz a mudanca de classe do anticorpo para IgE [76].

1.7. Principais Fatores Transcricionais Envolvidos na

Polarizacdo Thl/Th2

Os linfocitos T CD4+ podem se diferenciar em linfocitos secretores de citocinas
de padrao Th1l ou Th2. Isso dependerd do tipo do agente patogénico responséavel pela
infeccao ou se é um processo independente de agente infeccioso, do estimulo antigénico
e, principalmente, do microambiente, onde citocinas sao produzidas [76].

Os principais fatores de transcricao envolvidos na polarizacao para um padrao Thl
sao T-bet e STAT-4, enquanto para polarizacao do perfil Th2, os fatores transcricionais
envolvidos sao STAT-6 e GATA-3. Esses fatores sao responsaveis pela manutencao e
sobrevivéncia das células Thl e Th2, respectivamente [77].

As células Th2 dependem de uma ativacao via TCR que induzird a expressao do
receptor para citocina IL-4. Uma vez o receptor ativado, ocorrera a ativacao do fator
transcricional STAT-6, que subseqiientemente ira regular a ativacao de um segundo
fator transcricional, o GATA-3. Este fator tem uma func¢ao central na remodelagao da
cromatina para diferenciacao do perfil Th2. Sua delecao resulta em uma menor produgao
de células Th2 |77].

Para as células Thl, o processo de diferenciacao é quase semelhante ao descrito
para as células Th2. Citocinas, como a IL-12 e o IFN-~v, ativam o fator transcricional
STAT-4 e, conseqiientemente, ocorrera a ativacao do fator de transcricao T-bet, que por
fim induzird uma remodelacao da cromatina com diferenciagao para um padrao Thl. Da
mesma forma, a delecao do fator transcricional T-bet leva a uma deficiéncia de resposta

Thi [78].
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1.8. Participacao citocinas e dos fatores
transcricionais relacionados a diferenciacao dos
padroes Thl e Th2 na lesao de Isquemia e
Reperfusao

Existem sub-populacoes de linfocitos T CD4-+ caracterizadas pelo perfil de citoci-
nas que secretam, entre elas, os linfocitos Thl, Th2 e Th17, sendo que o padrao de
diferenciacao é determinado por estimulos presentes logo no inicio da resposta imune.
O mais importante estimulo de inducdo da diferenciagao é constituido pelas citocinas,
sendo a IL-12 a principal citocina indutora de células Thl, a IL-4 de células Th2, como
ja descrito nos topicos acima (Figura 1).

Nas células Th17, as principais citocinas envolvidas sao IL-6 e TGF-( e o fator de
transcri¢ao envolvido para polaricao Th17 ¢ o ROR~T. As células Th17 estao envolvi-
das principalmente nas doencas auto-imunes. J& na lesdo de I/R renal, ainda nao foi
demonstrado se a populacao celular Th17 esta envolvida, mas estudos realizados até o
momento em nosso laboratorio demonstraram auséncia da citocina IL-17 no rim, por
meio da andlise por real time PCR em camundongos submetidos a lesdo de I/R apos 6
e 24 horas (dados nao publicados) |79, 80] (Figura 1.1).

Foi demonstrada também na lesdo de I/R que animais deficientes em STAT-4
eram protegidos da lesao renal e animais deficientes em STAT-6 apresentavam maior
dano renal quando comparados com animais-controle [81].

Tendo em vista a dualidade de agoes dos linfocitos com perfis Thl e Th2, e como
¢ importante sua participagao na resposta imune, nos propomos, como um dos obje-
tivos deste trabalho, avaliar o papel de citocinas Thl e Th2 na lesao de I/R renal.

Para tanto, trabalhamos com um modelo experimental com animais nocautes e duplos-
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Figura 1.1.: Diferenciacao e regulagao das sub-populagées das células T CD4+, Thi, Th2,
Th17 e diferenciacao das células T requladoras (Treg) em camundongos. Adaptado
de Lawrence Steinman, Nat. Med. 13(3):385, 2007.

nocautes para algumas citocinas cruciais para a diferenciacdo ou para o mecanismo
efetor Th1/Th2. Em nosso laboratorio, Marques e colaboradores ja demonstraram o
papel balanco Th1/Th2 na lesdo I/R, na qual os animais IL-12 nocautes apresentavam
menores niveis de uréia, de necrose tubular aguda e da expressao de MCP-1, quando
comparados com os animais IL-4 nocautes e com os controles selvagens. Tudo isso nos
levou a aprofundar e a testar a hipotese de que o perfil Thl seria deletério e o perfil

Th2, protetor para o tecido renal isquémico [82].

1.9. Heme-oxigenase e lesdo de I/R

Um crescente nimero de dados sugere que a expressao de heme-oxigenase (HO-1)
endogena inibe a lesdo de I/R [83, 84]. Respostas teciduais protetoras tém sido relatadas

em varios modelos experimentais de lesdo de I/R. O exemplo cléssico é o descrito no
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pré-condicionamento, no qual animais submetidos a pequenos periodos de isquemia sao
protegidos de futuros insultos [85]. Uma das explicagoes para esse fato relaciona-se ao
aumento da expressao de moléculas protetoras como a HO-1. As heme-oxigenases sao
enzimas que podem degradar o heme e manter a homeostasia celular, ao afetar os niveis
de hemoproteina [86, 87|. Essas enzimas foram originalmente caracterizadas em 1968
e sao conhecidas por produzirem efeitos citoprotetores em diversos modelos celulares e
de lesao tecidual in vivo e in vitro [88]. Existem trés isoformas dessa proteina: HO-1,
que é uma forma induzivel conhecida como heat shock protein-32 (Hsp-32); HO-2, que
é expressa constitutivamente em varios tipos de células, incluindo as células endoteliais;
HO-3 [89, 90|, que é atualmente homoéloga a HO-2. No entanto, varios autores tém
mostrado que HO-3 ndo estd presente em camundongos e humanos [91, 92]. Somente
HO-1 e HO-2 sao capazes de atuar como enzimas que podem catabolizar a heme em
trés produtos: monoxido de carbono (CO), biliverdina, que é rapidamente convertida
em bilirrubina pela a¢ao da biliverdina redutase [93, 94], e ferro livre, que leva & indugao
de ferritina, uma proteina ligada ao ferro [95, 96].

A biliverdina provavelmente exerce outros efeitos protetores (incluindo anti-apoptdtico),
em grande parte devido & sua propriedade anti-oxidante [97, 98]. A HO-1 também lib-
era Fe?T do niticleo da molécula heme, levando a uma rapida expressio da proteina
seqiiestradora de ferro (ferritina), assim como uma bomba de ATPase que remove ativa-
mente o Fe?t intracelular da célula [95]. Ja o CO tem sido visto como uma substancia
toxica, no entanto, esses efeitos téxicos sao vistos em concentracoes bem acima das
usadas experimentalmente |88|.

O mecanismo pelo qual HO-1 confere esse efeito protetor ainda nao esta claro e
requer uma intensa pesquisa. O que estd claro, no entanto, é que esse mecanismo nao
é s6 justificado pela habilidade da HO-1 em diminuir o ferro livre gerado durante a

lesao de I/R, mas também pela geragao de produtos finais via degradacao da heme,
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por exemplo, biliverdina, Fe* e CO [88]. Geragao de biliverdina pela HO-1 tem um
potente efeito protetor que pode também contribuir para prevenir a lesdo de I/R. A
biliverdina contribui de maneira significativa para o efeito citoprotetor da HO-1 [99]. Ela
inibe a expressao de genes pro-inflamatoérios associados & ativacao de células endoteliais
[100]. Além disso, CO pode induzir fungoes biologicas que sao habilidades em diminuir
a expressao de citocinas inflamatorias de monocito/macrofago ativados e de proteger
células endoteliais de sofrerem apoptose durante I/R [101].

Nosso grupo demonstrou que animais selvagens tratados com ciclosporina apresen-
tavam maior taxa de necrose tubular em diferentes tempos apds a lesdo de I/R renal,
mas, quando esses animais eram pré-tratados com um indutor de HO-1, apresentavam
uma melhora renal [102]. Em outro estudo, em nosso laboratorio, animais selvagens
tratados com rapamicina apresentavam uma maior disfuncao renal apos 24 e 120 horas
da lesao de I/R renal, mas, apos a indugdo de HO-1, esses animais vieram apresentar
uma melhora da disfuncao renal, demonstrando que a modulacao da expressao de HO-1
representa uma maneira flexivel de limitar a toxicidade renal aguda [103].

Dessa forma, resultados preliminares, que nao iremos apresentar nessa tese, demon-
straram que a indugao de HO-1 melhorou a funcao renal dos animais nocautes para
citocina IL-4. Esses animais tratados previamente com o indutor (Cobalto protoporfi-
rina) de HO-1 apresentaram menor necrose tubular aguda e menor expressao de RNAm

da citocina pro-inflamatoria IL-6 (dados ainda nao publicados).
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Usando um modelo experimental de lesdo de I/R em animais nocautes ou duplo-
nocautes para citocinas criticas para o desenvolvimento de uma resposta Th1/Th2, nosso

trabalho teve por objetivos:

1. Analisar as alteracoes funcionais e morfolégicas renais em camundongos normais,
deficientes em IL-12, IL-4, IFN-y e IL-10, duplo deficientes IL-10/I1-12 e em IFN-

7v/IL-12, submetidos & I/R renal com 24 horas de reperfusdo;

2. Quantificar a producao das citocinas IL-6 e da quimiocina MCP-1 nos camundon-
gos normais, deficientes em I1.-12, IL-4, IFN-v e IL-10, duplo deficientes IL-10/TL-

12 e em IFN-7/IL-12, submetidos & I/R renal com 24 horas de reperfusao;

3. Estudar a resposta protetora tecidual, pela analise molecular da expressao de
RNAm de HO-1, nos camundongos normais, deficientes em I1-12; I[.-4, TFN-~
e IL-10, duplo deficientes IL-10/IL-12 e em IFN-v/IL-12, submetidos & I/R renal

com 24 horas de reperfusao;

4. Evidenciar a polarizagao da resposta imune Th1l/Th2 apos a lesdo renal pela I/R,
nos camundongos normais, deficientes em IL-12, TL.-4, TFN-v e IL-10, duplo de-
ficientes IL-10/IL-12 e em IFN-v/IL-12 submetidos & I/R renal com 24 horas de
reperfusao, pela anélise molecular da expressao de RNAm em tempo real de T-bet

(Th1) e GATA-3 (Th2);

5. Analisar a funcao renal, analise morfologica e a expressao do RNAm da citocina
IL-6 nos animais selvagens reconstituidos com medula 6ssea de animais nocautes

em IL-12 e I1-4 e seus controles submetidos a I/R renal com 24 horas de reperfusao.
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3.1. Modelo Experimental Isquemia e Reperfusao
Renal

Os experimentos foram realizados de acordo com a Lei Federal 6638 de 1979 que
regulamenta o emprego de animais em experimentacao cientifica, apds a aprovacao da
Comissao de Etica da Universidade de Sio Paulo, com protocolo niimero 092 nas folhas
35 do livro 2, para uso de animais em experimentacao.

O modelo experimental utilizado foi o descrito por Kelly e colaboradores [104]
e adaptado por Pinheiro [46]. Foram usados camundongos C57BL/6 (H2-IAb) sel-
vagens (como controles normais) e camundongos C57BL/6 geneticamente modificados
(nocautes) e deficientes nas seguintes citocinas: I11-12p40 (aqui denominado I1.-12 no-
caute), IL-4, IFN-v, IL-10, IL-10/1L-12 e IFN-v/IL-12. Todos os animais eram machos,
com idade entre 8 e 12 semanas, pesando de 20 a 28 g e isogénicos.

Os animais foram submetidos & anestesia com ketamina e xilazina (Agribrands do
Brasil, Sao Paulo, Brasil), diluida em solucao fisiologica de cloreto de sodio a 0,9% (SF)
(Sanobiol, Pouso Alegre, Brasil) por via intraperitoneal [6], na dose de 100 mg/Kg de
peso de ketamina e 10 mg/Kg de peso de xilazina. Esta dose promovia anestesia por
cerca de uma hora. Caso necessario, era administrado dose adicional de 20% da inicial
[105]. Uma vez anestesiados, os animais eram fixados na mesa cirirgica em dectbito
dorsal e procedia-se a anti-sepsia do abdome com alcool iodado a 2%. Durante o pro-
cedimento cirargico, os animais foram aquecidos por iluminagao indireta. Utilizando o
microscopio cirtargico (DF Vasconcellos, Sdo Paulo, Brasil), que permite aumento de 6 a
30 vezes, procedeu-se a incisao xifopubiana mediana, expondo assim as visceras abdom-
inais. Em seguida, as visceras eram rebatidas para o térax, protegidas por compressa de
gaze umedecida em SF. Exposto o retroperitdonio, os pediculos renais eram dissecados

e isolados. Promovia-se entao a isquemia renal por ligadura do pediculo com clamps
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Procedimento Ciuirgico Leséo de Isquemia e Reperfusdo Renal

l Coleta de material para andlises

[o] [1] Dias

Figura 3.1.: Esquema do protocdlo de estudo de I/R.

microvasculares (Rocca, Sao Paulo, Brasil) durante 45 minutos. Antes do fechamento
da cavidade, o animal recebia 0,5 mL de SF aquecido intraperitoneal. Reaberta a cavi-
dade abdominal, os clipes eram retirados e observava-se a completa reperfusao dos rins
e a auséncia de trauma nos pediculos. Os animais-controle “sham” foram submetidos
aos mesmos procedimentos cirirgicos, mas sem a ligadura bilateral dos pediculos re-
nais. O fechamento da cavidade foi feito com pontos cirirgicos continuos em dois planos
(aponeurose e pele) com fios de seda tamanho 4-0, (Technofio®), Goiania, Brasil). Os
animais foram mantidos em aquecimento por iluminacao indireta até a completa re-
cuperacao da anestesia. A seguir, os animais foram mantidos na estante ventilada do
laboratoério, acondicionados em gaiolas coletivas, contendo no maximo cinco animais,
com ciclo artificial claro/escuro de 12 horas, em uma temperatura ambiente constante
de 22°C e com suprimentos de dgua autoclavada e alimentos disponiveis o tempo todo.

O protocolo experimental é detalhado na figura 3.1. Fotos representativas do pro-
cedimento cirtargico e do aspecto macroscopico dos rins reperfundidos por 24 horas sao

demonstradas na figura 3.2.
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Figura 3.2.: Fotos representativas do procedimento cirirgico (A) e do aspecto macroscépico dos
rins isquemiados e reprefundidos por 24 horas (B).

3.2. Grupos Experimentais

Os camundongos foram divididos em varios grupos, a saber:

1. Grupo dos camundongos C57BL/6 normais (selvagens) submetidos ao pro-

cedimento cirtrgico;

2. Grupo dos camundongos C57BL /6 deficientes em IL-12 (IL-12 nocautes)

submetidos ao procedimento cirturgico;

3. Grupo dos camundongos C57BL/6 deficientes em IL-4 (IL-4 nocautes)

submetidos ao procedimento cirtirgico;

4. Grupo dos camundongos C57BL /6 deficiente em IFN-v (IFN-v nocautes)

submetidos ao procedimento cirtirgico;

5. Grupo dos camundongos C57BL /6 deficiente em IL-10/IL-12 (IL-10/IL-

12 duplo nocautes) submetidos ao procedimento cirargico;

6. Grupo dos camundongos C57BL/6 deficiente em IFN-v/IL-12 (IFN-

v/IL-12 duplo nocautes) submetidos ao procedimento cirtargico.

7. Grupo dos camundongos C57BL/6 deficiente em IL-10 (IL-10 nocautes)

submetidos ao procedimento cirtargico.
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Em todos os grupos foram feitos animais-controle (sham), nos quais eles eram submetidos
ao procedimento cirargico, com exposicao das visceras e dissecamento dos pediculos
renais, mas sem a ligadura reversivel das artérias renais.

Vinte e quatro horas apds a cirurgia, os camundongos foram anestesiados com
ketamina e xilazina, na mesma dose descrita anteriormente, e colhidas amostras de
sangue e tecido renal para posterior anédlise. Em seguida a coleta, os camundongos eram
sacrificados por deslocamento cervical.

Os grupos-controle possuiam 4 animais e o grupo isquemiado, cinco. Para as
analises, animais normais, nado manipulados, foram também estudados (N=3). Para
titulo de comparagao, sempre que foram realizados os experimentos de I/R, animais

selvagens e nocautes eram usados de forma pareada.

3.3. Modelo Experimental de Transferéncia Adotiva

de Medula Ossea

Células totais da medula 6ssea foram obtidas do fémur e da tibia dos camundongos
nocautes para citocinas IL-12, IL-4 e de animais-controle C57BL/6. Apods a dissecgao
desses ossos com um bisturi, eles foram mantidos em PBS e, em seguida, em um fluxo
laminar, com ajuda de uma seringa de 10 ml acoplada a uma agulha de insulina. O
contetddo dos ossos foram removidos com a ajuda de meio RPMI de cultura contendo
5% de soro bovino fetal. O osso foi lavado varias vezes com meio de cultura até ficar
completamente sem a medula 6ssea. Essas células foram centrifugadas a 4 oC durante
dez minutos a 13.000 rpm e, em seguida, as células foram ressuspensas em 3 mL de
tampdao de lise ACK (solugdo de lise eritrocitaria: NH4CI - cloreto de amoénio 0,15M;
KHCOS3 - bicarbonato de potéassio ImM; Na2EDTA - EDTA sodico 0,1mM; pH 7.2-7.4)

e mantidas no gelo. Apds 10 minutos, a suspensao celular foi centrifugada novamente e
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as células ressuspensas em 10 mL de meio de cultura RPMI contendo 5% soro bovino
fetal. A viabilidade celular foi aferida por meio do uso de corante Azul de Tripan
(Trypan Blue, Sigma, St. Louis. USA). As células vivas foram contadas na camara de
Neubauer (0,0025 mm2, Reichert, Buffalo,USA) e injetadas intraperitonealmente (20 x
106 células por animal). Porém, antes os camundongos receptores da medula 6ssea foram
submetidos a irradiagao por cobalto durante vinte minutos a 1200 rads para deplecao
subletal da medula 6ssea. Durante seis semanas, esses camundongos foram mantidos no
biotério da Universidade de Sao Paulo do ICB IV com suprimento de dgua autoclavada
e racao. ApoOs seis semanas, esses animais foram submetidos ao processo cirdrgico de
ligadura bilateral dos pediculos renais e, 24 horas apds a cirurgia, os animais foram
sacrificados e coletados rins e sangue para analise funcional. O bago e os linfonodos
foram removidos para anélise das populacoes celulares reconstituidas, especificamente

os linfocitos T CD3+, CD4+ e CD8+, por citometria de fluxo.

3.4. Os animais foram agrupados da seguinte forma

1. Grupo dos camundongos deficientes em IL-12 (IL-12 -/- nocautes —

C57BL/6) submetidos ao procedimento cirtirgico;

2. Grupo dos camundongos C57BL/6 (WT — IL-12 -/-) submetidos ao pro-

cedimento cirtargico;

3. Grupo dos camundongos deficientes em IL-4 (IL-4 - /- — WT) submetidos

ao procedimento cirurgico;

4. Grupo dos camundongos deficientes em IL-4 (WT — IL-4 -/-) submetidos

ao procedimento cirtirgico;

5. Grupo dos camundongos deficientes em IL-4 (WT — WT) submetidos ao

Vanessa N. de Paiva 57



Participacao das citocinas Thl e Th2 na lesao de isquemia e reperfusao renal

procedimento cirirgico;

Em todos os grupos foram feitos animais-controle (sham), nos quais eles eram submetidos
ao procedimento cirirgico, com exposicao das visceras e dissecamento dos pediculos
renais, mas sem a ligadura reversivel das artérias renais.

Vinte e quatro horas apés a cirurgia, os camundongos foram anestesiados com
ketamina e xilazina, na mesma dose descrita anteriormente, e colhidas amostras de
sangue e tecido renal para posterior anélise. Em seguida a coleta, os camundongos eram
sacrificados por deslocamento cervical.

Os grupos-controle possuiam 3 animais e o grupo isquemiado, trés. Para as anélises,
animais normais, nao manipulados, foram também estudados (N=3). Para titulo de
comparagao, sempre que foram realizados os experimentos de I/R, animais selvagens e
nocautes eram usados de forma pareada.

Esquema do protocolo de estudo da transferéncia adotiva de células totais da

medula 6ssea, sao ilustrados nas figuras 3.3 e 3.4.

3.5. Pardmetros Estudados

Nos animais de todos os grupos, foram estudados os parametros funcionais e his-

tologicos.

3.5.1. Peso

O peso, em gramas, dos camundongos foi verificado no dia do procedimento cirtir-
gico e no dia do sacrificio, a fim de avaliar as médias de perda de peso dos camundongos
entre os dois tempos no periodo do experimento, analisando-se as variacoes entre os

grupos sham e isquemiados.
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1 - Grupo animais quimericos
IL-12 -/-
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IL-4-/-

_.

C57BL/6
g

Separacao de células

C57BL/6

Células MO IL-12 4-

Células M.O IL4 J-

2

Células M.O C57BL/6

|

Apos 6 semanas de
; Deplecdo subletal Transferéncia adotiva Pt o e
2:?;: :: :::;::Ias dad'::dal::iamﬁzea das células totais da submetidos a lesao de UIR
medula 6ssea dos renal em 24 horas.
nocaute IL-12, IL4 e controle C57BL/6 animais
C57TBL6. por for fonte de Nocaute IL-4, IL-12 e
cobalto (1200 rads}) animais controle
CS57BL/6 via

intraperitoneal (20 x
10%células por
animal).

Figura 3.3.: 1° esquema do protocélo do estudo de transferéncia adotiva de células totais da

médula dssea dos animais nocaute para citocinas IL-4 e IL-12 para os animais
controle-selvagem.
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Figura 3.4.: 1° esquema do protocdlo do estudo de transferéncia adotiva de células totais da mé-

dula dssea dos animais controle-selvagem para 0s animais nocautes para citocinas

IL-4 e IL-12.
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3.5.2. Funcao renal Creatinina

Para a medida da funcao renal, a creatinina foi aferida nos soros dos animais pelo
método de Jaffé modificado. Os soros foram homogeneizados em Vortex e centrifugados
por 6 minutos, a velocidade de 10000 rpm. Apds este procedimento, procedeu-se a
desproteinizacao com acido sulftrico 1,84% e tungstato de s6dio 10%. Posteriormente,
adicionou-se acido picrico a 2% e hidroxido de s6dio a 10%. Agitou-se durante uma
incubagao de 15 minutos a 25° C e a leitura foi feita no aparelho de ELISA (Spectra
Max 190, Molecular Devices, EUA) numa absorbancia de 520 nm.

O célculo da concentragdo de creatinina sérica (em mg/dL) foi feito através da
formula:

Cr = absorbancia a 520 nm x fator calculado (F)

Sendo que F = média dos fatores calculados a partir dos fatores dados pelos padroes
de creatinina de 0,5, 1,0 e 2,0.

O valor normal de creatinina ¢ 0,5 mg/dL.

3.5.3. Uréia

A funcao renal também foi avaliada pelos valores de uréia sérica coletada nos pontos
do estudo 24 horas apo6s a I/R renal. Foram colhidos 500 ul de sangue por animal pela
puncao da veia cava inferior ou pelo plexo ocular. O sangue foi centrifugado por 15
minutos a 15.000 g para separagao do soro. Utilizou-se o kit Uréia, (Labtest Diagnostica
SA, Brasil).

Adicionou-se em tubos eppendorfs 1000 pL. de urease tamponada a 10 ul. de soro,
sendo depois homogeinizados em Vortex e incubados a 37°C por 5 minutos em banho
maria. Apos isso, adicionou-se a cada tudo 1000 pL. do oxidante de uso que contém

hidréxido de sodio 2,8 mol/L e hipoclorito de sddio (Uréia Ce — Labtest), homogeinizou-
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se e incubou-se novamente a 37°C, por 5 minutos.
A leitura da absorbéancia foi feita no aparelho de ELISA (Spectra Max 190, Molec-
ular Devices, EUA) por meio do programa Max pro em uma absorbancia de 620 nm.

O célculo da concentracao de uréia sérica (em mg/dL) foi feito através da formula:

U = (absorbancia 620 nm teste/absorbancia 620nm padrao) x 70

O célculo também foi feito no programa excel.

O valor normal de uréia é 50-70 mg/dL.

3.6. Analise Histomorfomeétrica

Sob anestesia com ketamina e xilazina, os animais foram submetidos a incisao
xifopubiana mediana apos anti-sepsia da pele com &lcool iodado 2%. O rim esquerdo
foi retirado para andlise de transcritos génicos pela reacao de polimerizacao em cadeia
(PCR). O rim direito foi retirado e, ap6s seccionada e retirada a capsula renal, foi cor-
tado na vertical em trés fragmentos aproximadamente simétricos. O material foi fixado
em formol 10% tamponado até a montagem em blocos de parafina. Apds processa-
mento habitual, foi estudado pelo menos um corte de cada fragmento, na coloragao de
hematoxilina-eosina.

O estudo histomorfométrico avaliou a presenca e a quantificacao de necrose tubular
(NT) e regeneracao tubular (RT) na medula externa (ME) na colora¢do hematoxilina-
eosina. Utilizou-se o programa KS300 (Zeiss) e um microscopio de luz comum.

Apos a digitalizacao da imagem dos campos, era feita a selecao das areas com
caracteristicas de necrose ou regeneracao tubular, que eram entao contabilizadas pelo
programa. Os resultados eram expressos em percentagem de area acometida em relacao

a area total do campo avaliado (145.846,7 ym?). Eram avaliados 25 campos de aumento
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de 835X por lamina, escolhidos aleatoriamente, que praticamente cobriam toda a medula
externa dos cortes. Com este niimero de campos, avaliou-se uma area de 3.646.167,5 m?
ou 3,65 mm? em cada animal por lamina.

A anélise era feita sem que o observador tivesse acesso a identificacao de qual grupo
pertencia o material analisado. Os resultados encontrados foram validados na totalidade
dos casos por andlise quantitativa feita por patologista, também sem identificacao dos
Casos.

Foram consideradas alteracoes compativeis com necrose tubular: perda da borda
em escova, perda da integridade citoplasmatica e nuclear, perda de células tubulares
individuais, presenca de cilindros hialinos preenchendo a luz tubular em substituicao as
células tubulares perdidas. Como alteracoes regenerativas foram consideradas: ntcleos
com cromatina nao condensada, de tamanhos e formas nao uniformes, presenca de vérios
nucléolos e citoplasma menos basofilico [106, 107].

Os resultados obtidos da analise histomorfometria de necrose e regeneragao tubular
eram entao correlacionados entre si nos tempos analisados.

A andlise morfométrica foi realizada pela Profa. Marlene Antonia dos Reis, do

Departamento de Patologia da Universidade Federal do Triangulo Mineiro.

3.7. Analise dos Transcritos Génicos

3.7.1. Amostras para biologia molecular

Enquanto o rim direito foi retirado, fixado e montado em blocos de parafina (re-
alizados cortes na espessura de 3 ym e montados em laminas sinalizadas como descrito
no item acima), o rim esquerdo foi retirado em técnica asséptica e seccionado transver-
salmente em fragmentos, estocados a —80°C para posterior extracdo de RNA total e

realizacao de RT-PCR.

Vanessa N. de Paiva 63



Participacao das citocinas Thl e Th2 na lesao de isquemia e reperfusao renal

Amostras de tecido renal foram analisados em relacao a presenca de transcritos
génicos de HPRT (hipoxantina-guanina fosforibosil-transferase), como controle da pre-
senca de RNA nas amostras, HO-1, como gene de protegao, t-bet, como marcador da via
Thl da resposta imune, GATA-3, como marcador da via Th2 da resposta imune, IL-6,

como marcador de citocinas pro-inflamatorias, e MCP-1, gene marcador de quimiocina.

3.7.2. Obtencao de fragmentos Renais

Os fragmentos foram retirados em técnica asséptica com animais sob anestesia
com ketamina e xilazina. Procedeu-se a incisao xifopubiana mediana e & exposi¢ao dos
rins depois de rebatidas as visceras abdominais para o torax. Um fragmento do rim
esquerdo foi retirado (aproximadamente 50 mg), colocado em tubo de poliestireno de
1,5 mL e imediatamente congelado em nitrogénio liquido. A seguir, as amostras foram
homogeneizadas e manipuladas segundo o método de extragao de RNA total TRIZOL

LS Reagent (Life Technologies, New York, EUA), que sera descrito posteriormente.

3.7.3. Extracao e purificacio de RNA total - método TRIzol

Um pequeno fragmento do rim, cerca de 50 mg, que estava estocado no freezer —
80°C, foi colocado em um eppendorf 1,5 mL contendo 1 ml de Trizol LS Reagent. O
método utiliza solugao monofasica de fenol e guanidina isotiocianato que lisa e dissolve
componentes celulares, mantendo a integridade do RNA. As amostras de tecido renal
suspensas em TRIZOL LS Reagent foram trituradas no homogenizador POLYTRON
(Marconi, Brasil) e a estas foi adicionado cloroférmio (MERCK, Rio de Janeiro, Brasil)
(0,2 mL de cloroférmio/1 mL de TRIZOL). Centrifugou-se a 4°C e a 12000 g por 15
minutos para a obtencao de duas fases, uma organica e outra aquosa, onde se encontra
todo o RNA. Na fase aquosa, foi coletada cerca de 250/300ul. O RNA foi reconstituido

através da adicao de isopropanol 80% do volume coletado (MERCK, Rio de Janeiro,
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Brasil) (0,24 mL de isopropanol/1 mL de TRIzol) seguida de centrifugagao a 4°C e a
12000 g por 10 minutos, obtendo-se 0 RNA precipitado. Apés o isolamento, o RNA foi
lavado com etanol a 75% (MERCK, Rio de Janeiro, Brasil) (ImL de etanol /1mL de
TRIzol) e novamente centrifugado a 4°C e a 12000 g por 10 minutos. O “pellet” de RNA
formado foi ressuspenso em 50 L de Agua bidestilada livre de RNAse e DNAse (GIBCO
BRL - Invitrogen, New York, EUA). Apoés esta etapa, quantificou-se o RNA diluido,
utilizando-se o espectofotometro nanodrop RNA/DNA /Proteina Calculator (ND1000,
Cambridge, Inglaterra). Além da concentragdo de RNA das amostras, calculou-se a
relagdo de medidas de densidade 6ptica nos comprimentos de ondas de 260/280 nm,
sendo considerado ideal quando entre 1,6 e 1,8. O RNA total foi estocado a -80°C até o

uso.

3.7.4. Sintese do DNA complementar (cDNA)

A partir do RNA total extraido, procedeu-se a sintese do cDNA utilizando-se 2 ug
de RNA total de cada amostra estudada, tratado com 2,15 ul. de DNAse Buffer e 1L
de DNAse, para eliminacdo de DNA contaminante, acrescido de dgua bidestilada livre
de RNAse e DNAse, com um volume final de 21,5 ul de solugao.

Para a reagao de transcricao reversa, preparou-se uma solucao contendo 10 pL de
tampdo para a enzima transcriptase reversa cinco vezes concentrado (“5xRVT buffer”,
GIBCO BRL - Life Technologies, Gaithersburg, EUA), 10 uL. de desoxinucleotideos
(ANTP), com 10 mM de cada base (A, T,C e G), 2 uL de oligo-dT 100 ug/mL (Amersham
Pharmacia Biotech Inc, Piscataway, EUA), 1 ul. de BSA (“bovine serum albumin” —
Promega, Madison, EUA) inativada por acetilagdo (1 mg/mL), 10 uL de inibidor de
RNAse (“RNAsin”, Promega, Madison, EUA) e 10 uL: da enzima Transcriptase Reversa
(“RVT-MMLV”, GIBCO BRL - Life Technologies, Gaithersburg, EUA). A solugao de

volume final 60 pL foi mantida a 37°C por 1 hora e em seguida a 65uC por 10 minutos,
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"Primer" ‘ Sequéncia ‘ Concentragao
HPRT Sense 5CTC ATG GAC TGA TTA TGG ACA GGA C¥ 25 nM
HPRT Antisense | 5’GCA GGT CAG CAA AGA ACT TAT AGC C3 25 nM
HO-1 Sense 5TGA CAC CTG AGG TCA AGC ACAY 25 nM
HO-1 Antisense 5GTT CCT CTG TGA GCA TCA CCT G¥ 25 nM
GATA-3 Sense 5’AAG AGA ATC ACC AGC AGC AGG T3 25 nM
GATA-3 Antisense 5TTC TGG ACC CAT TCC TTA TTG G3’ 25 nM
T-bet Sense 5’CCA GTA TCC TGT TCC CAG CC¥ 25 nM
T-bet Antisense 5’CAT AAC TGT GTT CCC GAG GTG TC3 25 nM
IL-6 Sense 5"TTT CTCATTTCCACGATTTCCC3” 25 nM
IL-6 Antisense 5" AGGATACCACTCCCAACAGACCTS3” 25 nM
MCP-1 Sense 5" TAGAGATTGAGCTGTCTGCTCATTC3” 25 nM
MCP-1 Antisense 5" CCTAAAGTATGGGCTGGACTGTTTS3” 25 nM

Tabela 3.1.: Sequéncia (sense/antisense) e concentracao dos "primers" utilizados no estudo
na reacao de Real Time PCR.

para inativar a transcriptase reversa. Foi estocada a seguir a -80°C até seu uso na reacao

em cadeia da polimerase.

3.7.5. Sintese dos “primers”’

Os “primers” utilizados no estudo foram: HPRT, como controle da presenca de
RNA, HO-1, como gene de citoprotecao, t-bet, como marcador de ativacao da via Thl,
GATA-3, como marcador de ativacao da via Th2, citocinas IL-6, como marcador de
citocinas pro-inflamatorias, e MCP-1, como marcador de quimiocina. Os “primers”
estudados foram desenhados por meio do uso do programa Primer Express (Applied
Biosystems, USA), a partir das seqiiéncias génicas obtidas no GenBank, utilizando-se
o “Nucleotide-Nucleotide Blast” para encontrar o par que apresentasse maior especifi-

cidade. As seqiiéncias e as concentragoes dos “primers” utilizados sao apresentadas na

Tabela 3.1.
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Reagentes | Tubo teste (uL)
SyBr Mix 5,0
Forward Primer 50 mM 0,4
Reverse Primer 50 mM 0,4
cDNA pg/uL 1,0
Agua DEPC 3,8

Tabela 3.2.: Reagoes (em triplicatas) de Real Time PCR com SyBr Green PCR Master Mix
Kit (Applied Biosystems, USA). Volume final da reagao: 10uL.

3.7.6. Reacao de Real Time — PCR

Apo6s a determinacdo da melhor temperatura de anelamento para cada “primer”
que foi padronizada pelo laboratoério, foi feita a reacao de PCR em tempo real com a
quantificagao relativa do nimero de copias de cada gene alvo em relacao aos transcritos
do gene controle HPRT. Como meio de se reduzir a variabilidade dependente de erros de
pipetagem nos resultados, foram feitas pré-misturas contendo “primers”’, PCR Master
Mix e agua Milli Q em quantidades proporcionais ao nimero de amostras programadas
em cada experimento. Apés homogeneizacao em Voértex, aliquotas desta mistura foram
transferidas aos tubos onde, posteriormente, as amostras de cDNA seriam depositadas.
As amostras foram, entdao, submetidas, em triplicatas, a 40 ciclos térmicos no ABI
PRISM 770 Sequence Detector. Utilizou-se também o programa ADS v1.9 (Applied
Biosystems, USA) para analisar as curvas de dissociagdo. As reacoes foram feitas com
0 SyBr Green PCR Master Mix kit (Applied Biosystems, USA) (Tabela 3.2).

As temperaturas em cada fase de execugao do Real Time PCR foram entao deter-
minadas para todos os “primers” estudados, em um ntmero de 45 ciclos no total, e sao
apresentadas na Tabela 3.3.

Nas analises, foi utilizado o valor do CP (“Crossing Point”). O CP consiste no ciclo
em que o nimero de copias de gene de interesse amplificado alcancou um ponto inicial
acima da fluorescéncia padrao. O CP é determinado a fim de quantificar valores a partir

de um ponto inicial. A quantificacao relativa da expressao de RNAm foi calculada com
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Fases do Real Time PCR ‘ Temperatura/Tempo

Iniciacao 95°C por 10 minutos
Desnaturacao 95°C por 20 segundos
Anelamento do "primer" | 58°C por 20 segundos
Extensao 72°C por 20 segundos

Tabela 3.3.: Temperaturas e tempos utilizados nas fases sequénciais do Real Time PCR.

a formula [108].

CPalvo (controle-teste)
gene alvo
CPhousekeeping (controle-teste)
housekeeping

Ratio =

Sendo: E = eficiéncia do Real Time PCR CP = “Crossing Point” D = diferenca
de controle interno versus teste.

Para a comparacao da expressao génica dos genes estudados acima entre todos os
animais do grupo, os genes foram normalizados com o uso de cDNA de animais normais

C57BL/6, no qual o valor de expressao do gene era sempre igual a 1.

3.8. Geracao do Controle Positivo

Para obtencao do controle positivo para os genes estudados, fragmentos de baco
de camundongo, foram macerados entre as bordas foscas de lamina histolégica, lavando-
se com 15-20 mL de meio de cultura celular RPMI (GIBCO BRL - Life Technologies,
Rockville, EUA) em capela de fluxo laminar. Centrifugou-se por 6 minutos a 400 g e
desprezou-se o sobrenadante. O “pellet” resultante foi ressuspenso em 3 mL de solucao de
lise de hemécias/bago e entdo se centrifugou a solu¢do por 6 minutos a 400 g. Seguindo-
se a essa etapa, foram feitas duas lavagens que consistiam de retirada de sobrenadante,
ressuspensao em RPMI 1640 (GIBCO BRL - Life Technologies, Rockville, EUA) e cen-

trifugacao a 400 g por 3 minutos. Nesta etapa, apos as lavagens, foi feita a contagem
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de células viaveis presentes na amostra, utilizando-se camara de Neubauer e o corante
vital azul de Tripan (Sigma Chemical Company, St. Louis, EUA).

Centrifugou-se novamente a solugao contendo as células obtidas e ressuspendeu-se o
“pellet” em 45 mL de meio RPMI (GIBCO BRL - Life Technologies, Rockville, EUA), su-
plementado com soro bovino fetal 10% (GIBCO BRL - Life Technologies, Gaithersburg,
EUA), Penicilina-100 U/mL (GIBCO BRL - Life Tecchnologies, Gaithersburg, EUA)
e Estreptomicina-100 ug/mL (GIBCO BRL - Life Technologies, Gaithersburg, EUA),
colocados em garrafa de cultura de 75 cm? (Corning, New York, EUA). Acrescentou-se,
entdo, fitohemaglutinina (PHA - 5 pg/mL, GIBCO BRL - Life Techonologies, Gaithers-
burg, USA) e forbol miristato (PMA, 10 ng/mL, Sigma Chemical Company, St. Louis,
EUA). Incubou-se por 48 horas a 37°C em estufa (5% COs), permitindo-se a proliferagao
celular até a formacao de agregados celulares "em cachos”.

Apo6s o cultivo, procedeu-se a uma nova contagem do ntmero de células em ca-
mara de Neubauer, seguida de centrifugacao a 400 g por 3 minutos. Descartou-se o

sobrenadante e iniciou-se a extracao de RNA total pelo método TRIzol LS Reagent.

3.9. Genotipagem das diferentes linhagens de
camundongos

Os camundongos deficientes em 1L-12, IL-4, I1-10, IFN-7/IL-12, IFN-y e IL-10/IL-
12 foram genotipados através da reacao de PCR.

Para realizar a genotipagem dos camundongos deficientes e duplo deficientes em
citocinas Th1/Th2, como IL-12, IFN-~, IL-10 IFN-v/IL-12, IL-4 e IL-10/IL-12, foi ex-
traido DNA da cauda dos camundongos descritos acima. Utilizamos PCR, na qual
eram adicionados 100ng de DNA, tampao taq DNA polymerase (Invitrogen); 1,5 mM
de MgCL2; 100mM de dNTPs; 50 ng dos primers descritos a seguir e 1,25U Taq Dna
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polymerase (Invitrogen) no volume final de 50ul. As reagoes foram incubadas em 40
ciclos de 95°C por 1 minuto, 50°C por 1 minuto e 75°C por 30s e 5 minutos a 72°C. Os
produtos foram novamente analisados apds a migracao eletroforética em gel de agarose
1%, seguida por coloracao com brometo de etidio.

Para a realizacao dos PCR, varios primers foram utilizados, a saber: 1L-12: Primer
457: 5 AGT GAA CCT CAC CTG TGA CAC G 37, Primer 458: 5° TCT TTG CAC
CAG CCA TGA GC 3 | Primer 13: 5 CTT GGG TGG AGA GGC TAT TC 3,
Primer 14: 5> AGG TGA GAT GAC AGG AGA TC 3’ . TFNg; Primer 126: 5" AGA
AGT AAG TGG AAG GGC CCA GAA G 3, Primer 127: 5" AGG GAA ACT GGG
AGA GGA GAA ATA T 3, Primer 128: 5° TCA GCG CAG GGG CGC CCG GTT
CTT T 3, Primer 129: 5 ATC GAC AAG ACC GGC TTC CAT CCG A 3. IL-4;
oIMRO77 5°GCA CAG AGC TAT TGA TGG GTC3’, oIMR78 5'GCT GTG AGG
ACG TTT GGC 37, oIMRO79 5" TCA GGA CAT AGC GTT GGC37; IL-10 5'GTG
GGT GCA GTT ATT GTC TTC CCG3”, 5°GCC TTC AGT ATA AAA GGG GGA
CC37, 5°CCT GCG TGC AAT CCA TCT TG3".

3.9.1. Citometria de Fluxo para verificacao da deplecado e
reconstituticio dos animais com transferéncia adotiva de

medula 4ssea

Os linfonodos e baco foram coletados para anélise de animais reconstituidos com
medula 0ssea ap0s seis semanas e preparados para citometria. Cada 6rgao foi macerado
separadamente em 5 mL de meio de cultura celular RPMI (Sigma, USA). A suspensao
celular foi colocada em tubos Falcon de 15 mL novos em um fluxo laminar. Esses tubos
foram centrifugados a 1700 rpm, por 6 minutos, e o sobrenadante foi descartado. As
células foram incubadas com 1 mL de ACK (solugao de lise eritrocitaria: NH4CI - cloreto

de amonio 0,15M; KHCO3 - bicarbonato de potéassio ImM; Na2EDTA - EDTA so6dico
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0,1mM; pH 7.2-7.4), por 10 minutos. Posteriormente, lavou-se as células com 9 mL
de R10 (RPMI contendo 10 % de soro fetal bovino). Apo6s mais uma lavagem com 10
mL de R10, ressuspendeu-se o pellet em 1 mlL de R10 e as células foram diluidas e
coradas com Azul de Tripan (Trypan Blue, Sigma, St. Louis. USA). As células vivas
foram contadas na cidmara de Neubauer (0,0025 mm2, Reichert, Buffalo,USA). Para a
marcacao, 1 milhdo/células vivas foram adicionadas em tubos eppendorf e mantidas no
gelo. A mistura de anticorpos monoclonais estipulada para cada grupo (diluigao 1:100
da solugao original) foi adicionada aos tubos, a saber: anti-CD4 TC, anti-CD8PE, anti-
B220 e anti-CD3, marcados com FITC (do inglés fluorescein isothiocyanate), PE (do
inglés phycoetrinin) ambos conjugados com FITC (ambos BD Pharmigen, San Diego,
USA). Os tubos controle nao continham anticorpos e a incubagao com o anticorpo foi
feita durante 30 minutos a 4°C. As células foram analisadas em citometro de fluxo (FACS
calibur-Becton Dickinson), de acordo com a intensidade de fluorescéncia dos anticorpos
monoclonais (FL1, FL2 ou FL3), e todos os dados obtidos foram analisados com o

software CELLQUEST (Becton Dickinson).

3.10. Ensaio Bioplex

Os soros coletados para analise no Bioplex foram congelados a -80 °C até o momento
de uso. O painel usado foi o Mouse Th1/Th2 (Bio Rad, Hercules, CA), analisando as
citocinas IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12 (p40), IL-12 (p70), GM-CSF (Fator estimulador
de coldnias de macofagos e granulocitos), IFN-gamma, TNF-alpha (Fator de Necrose Tu-
moral), KC (Quimiocina derevida de queratinocitos, Chamada 11-8 em camundongos),
[L-6, Rantes, IL-1 alpha, IL-1 beta, MIP-1 alpha (Proteina inflamatéria macrofagica) ,
IL-3, IL-17, VEGF (Fator de Crescimento endotelial vascular) e G-CSF (Fator estimu-
lador de colonias de granuldcitos), mas nem todas citocinas foram utilizadas nessa tese,

pois ha uma presenca grande de citocinas e apenas as mais relevantes foram utilizadas
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na tese e os resultados foram apresentado em forma de tabela, as citocinas analizadas
foram KC, IL-6 e IL-4. O ensaio foi desenvolvido de acordo com o protocélo do fab-
ricante. Brevemente, 20 pl. do soro dos animais foi diluido em 60 pl. “Bioplex Mouse
Serum Diluent” (Bio Rad, Hercules, CA). O filtro da placa multiwell 96 foi lavado com
Bioplex Assay Buffer (Bio Rad). Em seguida, foram adicionados as beads conjugados
com anticorpos anti-citocinas, lavados com Bioplex Wash Buffer, sendo posteriormente
adicionados os soros diluidos. Seguido de uma incubacao de 2 horas, a placa foi nova-
mente lavada com Bioplex Wash Buffer, sendo entao adicionado a cada well o anticorpo
biotinilado de deteccao para um epitopo diferente da citocina, formando entao um san-
duiche de anticorpos, incubado por 1 hora. Apos esse periodo, estreptavidina conjugada
com PE, que se liga ao anitcorpo biotinilado, incubagao por 30 minutos. Novas lavagens
foram realizadas com Bioplex Wash Buffer, e as beads foram resuspensas com Bioplex
Assay Buffer e analisados no Bioplex 200 Suspension Array system/Luminex (Bio Rad,
Hercules, CA) através dos Software Bio-Plex Manager, versdao 4.1 (Bio Rad, Hercules,
CA). Os dados observados sao referentes 4 no minimo 100 beads por citocina.

Foram analizadas em todos os grupos dos animais nocautes normais sem serem
submetidos ao clampeamento dos pediculos renais & presenca de todas as citocinas
citada acima, a concentracao das citocinas no soro desses animais normais foram de
0-5 Pg/mL, sendo assim, os animais sham que sofreram apenas o processo de disse-
camento do pediculo renal nao foram estudadas a concentragao das citocinas no soros
desses animais, pois os resultados estudados nos animais sham sao sempre semelhantes
aos resultados encontrado nos animais normais.

Este ensaio foi realizado pela aluna de doutorado orientanda do professor Niels
Olsen (Dra. Patricia Semedo), apenas o método cirurgio e coleta dos soros foram real-

izados por mim.
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3.11. Analise Estatistica

Os resultados foram apresentados na forma de média e desvio padrao ou mediana e
faixa de variacao dos valores, caso as variaveis apresentassem uma distribuicao gaussiana
ou nao. As diferencas foram consideradas estatisticamente significantes quando o valor
de p era menor que 0,05. Na comparacao intragrupo, as variaveis foram avaliadas através
da analise de variancia ANOVA unicaudal pelo teste de Kruskal-Wallis e, quando houve
diferenca, foram comparadas entre si pelo teste de Dunn. Na comparacao entre os
grupos, a analise das variaveis entre os diferentes pontos de tempo do estudo foi feita
através do teste de Mann-Whitney ou t de student.

Foi utilizado o programa Sigma Stat for Windows 2.0, 1999 (SSPS Inc., Chicago,
EUA) para todas as analises realizadas.

O teste de Pearson foi usado para verificar a significancia estatistica na anéalise
de correlacao. E para analise de correlacao, os valores das expressoes dos genes foram

logaritmizados.
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4.1. Peso

A les@o de I/R acarreta uma perda de agua e gera um estado de catabolismo nos
animais, que podem ser quantificados indiretamente pela perda de peso. Acreditamos
que exista uma correlagao direta entre o percentual de perda de peso e a gravidade da
lesao renal. Para tanto, calculamos um delta de perda de peso, entre o valor inicial e o
obtido no dia do sacrificio.

De uma forma geral, os animais perderam mais peso quando submetidos ao proced-
imento cirtrgico com a ligadura dos pediculos renais. Os animais selvagens submetidos
ao procedimento sham perderam o mesmo peso que os animais nocautes para todas
as citocinas estudadas (p<<0,05). Dentre os animais nocautes sham, os deficientes para
[FN-7 apresentaram a maior perda de peso e os deficientes para IFN-v/IL-12, a menor

(Figura 4.1).

P=0,42

Delta de perda de peso (g)

Ll
C57Bl6 IL-12 IFN-g IFN-g/IL-1AL-10/IL-12  1L-10

Figura 4.1.: Delta da perda de peso nos animais nocautes e nos animais selvagens submetidos
somente ao procedimento cirirgico sem ligadura do pediculo renal (Sham). Nao
houve significincia estatistica entre os valores obtidos (ANOVA, N=3), P=0,42.

Apos a reperfusdao, os animais selvagens apresentaram uma perda significativa de
peso quando comparados aos mesmos animais shams (p=0,031) (Figura 4.2).
Investigamos também se a auséncia de alguma citocina implicava uma maior perda

de peso, quando os animais eram submetidos & lesdo de I/R, em relacdo aos animais
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Figura 4.2.: Delta da perda de peso entre animais sham e submetidos a lesdo de I/R renal
apos 24 de reperfusao. (**) Houve significincia estatistica na compara¢ao entre
0s animais selvagens do grupos sham e submetidos a lesio de I/R. N= 4-6 para
os grupos I/R e N= 3 para os grupos Sham.
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selvagens, possivelmente denotando uma maior gravidade da lesao renal. Desta forma
isolada, todos os grupos foram comparados ao grupo selvagem (C57Bl1/6). Os animais
nocautes para I1.-4, I1-12, TL.-10, TFN-v e IL.-10/I1.12 apresentaram perda de peso similar
a observada nos animais selvagens, sem diferengas significativas (p=0,39, p=0,39, p=0,39
p=0,38 e p=0,39, respectivamente) (Figura 4.2). Porém, houve menor perda de peso
sem diferencas significativas nos animais nocautes para IL-12 e o duplo-nocautes em
IFN-g/IL-12 submetidos & lesao de I/R em relagao ao grupo selvagem (p=0,39)(Figura
4.2).

4.2. Funcao renal

Utilizamos a dosagem sérica de creatinina como método de avaliacao da funcgao
renal. Amostras de soro colhidas com 24 horas de reperfusao foram usadas para o
ensaio.

Os valores creatinina nos camundongos ndo manipulados (normais) selvagens foram
semelhantes aos dos camundongos deficientes em IL-4, I1-12, IL-10/11-12, IFN-v/IL-12
e IFN-v, todos com valores menores que o valor normal de referéncia 0,5 mg/dL. Por
isso, os valores dos animais normais nao foram discriminados aqui. Da mesma forma,
os animais submetidos ao procedimento cirirgico, sem a ligadura dos pediculos renais,
apresentaram niveis de creatinina sérica semelhantes entre si (p—0,41, Figura 4.3) e
também semelhantes aos valores normais de cada linhagem.

Entretanto, uma vez tendo sido submetido a lesao de I/R, os animais apresentaram
graus variados de lesdo renal. Os animais selvagens apresentaram uma elevacao da
creatinina sérica (1,6+0,6 mg/dL) superior & observada nos animais nocautes para IL-
12 (0,6+0,04 mg/dL, p=0,036) e para IFN-v/IL-12 (0,4+0,08 mg/dL, p=0,036).

Nao houve diferencas significativas em relacao aos outros grupos estudados.

Interessantemente, os animais nocautes para as citocinas 11-4 (1,424+0,33 mg/dL),
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Figura 4.3.: Fun¢ao renal nos animais nocautes e nos animais selvagens sham-operados. Nao
houve significincia estatistica entre os valores obtidos (ANOVA, N=38, p=0,41).

IFN-v (1,98+0,38 mg/dL) e IL-10/IL-12 (1,97£0,10 mg/dL) apresentaram niveis semel-

hantes ao controle selvagem (1,64+0,6 mg/dL), ilustrado na figura 4.4.
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Figura 4.4.: Fungao renal apds 24 horas de reperfusao nos animais nocautes para IL-4 (a),
IL-12 (b), IFN-y (c), IFN-y/IL-12 (d) e IL-10/IL-12 (e) em compara¢ao com os
animais selvagens. Ndo houve diferenca estatistica entre os valores obtidos nos
animais estudados (ANOVA, N=38 animais sham e N=4-6 animais 1/R).
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4.3. Analise morfométrica: Necrose Tubular (NT) e
Regeneracao tubular (RT)

Nesta andlise, avaliamos a percentagem de area da medula externa comprometida
por NT e em processo de regeneracao (RT) em relagao a area total estudada.

Os animais normais e os animais shams dos grupos selvagem e nocautes nao apre-
sentaram N'T e, portanto, estes dados nao foram discriminados aqui.

Inicialmente, analisando todos os grupos, observamos que os animais nocautes para
[1-10/1L-12, TL-4 e IFN-v apresentaram niveis de NT semelhantes aos quantificados nos
animais selvagens. Especificamente, os camundongos deficientes em IL-10/IL-12 apre-
sentaram mais NT (46,2%, 3,4-73,2), semelhante estatisticamente aquela quantificada
nos camundongos selvagens (41%, 18-67,8). Os valores obtidos na quantificacdo da NT
nos animais selvagens foram significativamente diferentes (p<0,001) dos aferidos nos
animais nocautes para IL-12/TFN-vy (0%, 0-13,5), 11-12 (0%, 0-34,6), IFN-v (33,1%,
5,1-60,3) e I1-4 (28,3%, 20-40,7)(Figura 4.5).

50_
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Figura 4.5.: Valores médios da percentagem de necrose tubular (NT) na medula externa dos an-
imais selvagens e nocautes submetidos a lesao de 1/R. (*) (**) Houve significincia
estatistica somente entre os valores encontrados nos animais selvagens e os quan-
tificados nos animais nocautes para IL-12 e IFN-y/IL-12, p—0,012. ANOVA,
N=4-6.

As alteragbes morfolégicas caracteristicas de RT na medula externa estiveram
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ausentes em todos os animais dos grupos sham e normal, tanto nos grupos selvagem
como nos deficientes nas citocinas estudadas.

Nos animais nocautes para IFN-v submetidos a lesdo de I/R, o percentual médio
de RT (4,2%, 0-22,6) foi significativamente maior (p<0,001) do que o observado nos
animais selvagens (0%, 0-23,3), IL-4 (0%, 0-0), IL-10/IL-12 (0%, 0-0,5) e IFN-v/IL-12

(0%, 0-0, ilustrado na figura 4.6).
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Figura 4.6.: Valores médios da percentagem de regeneragao tubular (RT) na medula externa dos
animais selvagens e os nocautes submetidos a lesao de I/R. Os animais nocautes
IFN-~ apresentaram maior regeneracao tubular. (*) Houve diferenca significativa
entre os valores encontrados nos animais selvagens e 0s quantificados nos animais
nocautes para IFN-y. ANOVA, N=4-6. P=0,05.

Os cortes histologicos de rins corados com hematoxilina-eosina, que ilustram os
variados graus de NT nos animais selvagens, nocautes e duplo-nocautes submetidos a

lesdo de I/R, estao discriminados na Figura 4.7.
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Sham IIR Sham IR

Figura 4.7.: Fotos ilustrativas de corte histoldgico corado com HEE, mostrando alteragoes com-
pativeis com Necrose Tubular (NT) e Regeneragao Tubular (RT) dos grupos dos
animais Sham e submetidos a lesao de I/R com 24 horas de reperfusio: Controle
Sham e I/R, b) IL-12 -/- Sham e I/R, C) IFN-y/IL-12 - /- Sham e I/R, d) IFN-y
-/- Sham e I/R, e) IL-4-/- sham e I/R e f) IL-10/IL-12 -/- sham e I/R. Objetiva
com aumento de J0X. N=4-6.

4.4. Resultados animais nocaute para citocina IL10

Apos a qualificacdo do meu mestrado, resolvemos estudar mais um grupo de an-
imais nocautes para uma citocina de padrdo Th2 (a IL-10). Entretanto, neste periodo
no laboratorio, o método de dosagem de creatinina sérica nao estava funcionando ade-
quadamente e, por isso, utilizamos o método de dosagem de uréia sérica para avaliar a
funcao renal nesses animais. Os resultados obtidos com estes animais foram comparados
as uréias aferidas nos animais selvagens.

Os animais nocautes para citocina IL-10, submetidos a lesao de I/R renal em 24
horas, apresentaram uma maior perda de peso (P=0,36, Figura 4.8) e maiores niveis
de uréia sérica (197+1,6 mg/dL, p—0,37) quando comparados com os animais-controle

selvagens também submetidos & lesdo de I/R (190+4,9 mg/dL, ilustrado figura 4.9).

Vanessa N. de Paiva 83



Participacao das citocinas Thl e Th2 na lesao de isquemia e reperfusao renal

4]
J

-3
1

Delta perda de peso (g)
¢

p—y
1

I
C57Blf6 /R IL-10 Sham IL-10 /R

Figura 4.8.: Delta da perda de peso entre animais IL-10 nocautes sham e submetidos & lesao
de I/R renal em comparagao com os animais selvagens. Nao houve diferenca
estatistica entre os grupos (ANOVA, N=8 animais Sham e N=4-6 animais I/R,

P=0,36).
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Figura 4.9.: Fung¢ao renal apds 24 horasde reperfusao nos animais nocautes para citocina IL-10
em comparacdo com os animais selvagens. Nao houve diferenca estatistica entre
0s valores obtidos nos animais selvagens e nos nocautes para IL-10 (ANOVA, N=8

animais Sham, N=4 animais I/R, P=0,37).

Estudamos as percentagens de NT e RT nestes animais. Os resultados demon-
straram que os animais nocautes para citocina IL-10 submetidos a lesdo de I/R apresen-

taram significativamente maior percentagem de NT (56%, 48-65) quando comparados ao
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animal-controle selvagem (41%, 18-67,8), 24 horas apos a reperfusdo (p=0,005) (ilustrado
na Figura 4.10). Ja a percentagem de RT nesses animais (0,9% 0-1,7) foi significativa-
mente menor do que a observada no controles selvagens (0% 0 — 23,3, p=0,003), como

ilustrado na Figura 4.11.

3

g 3

P=0,005

% Necrose Tubular (NT)
: 28

[y
g

o

T
IL-10 C57BL/6

Figura 4.10.: Valores médios da percentagem de Necrose Tubular (NT) na medula externa dos
animais selvagens e IL-10 nocautes submetidos a lesao de I/R. (*) Houve difer-
enca estatistica entre os valores (T-test, N=4-6, P=0,005).
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Figura 4.11.: Valores médios da percentagem de Regeneracao tubular (RT) na medula externa
dos animais selvagens e nocautes para IL-10 submetidos a lesio de I/R. (*)
Houve diferencga estatistica entre os valores obtidos (T-test. N=38/-6 animais

I/R, P=0,003.).

Os cortes histologicos de rins corados com hematoxilina-eosina, que ilustram os
variados graus de N'T' nos animais selvagens e nocaute para citocina IL-10 submetidos a

lesao de I/R, s@o discriminados na Figura 4.12.

Vanessa N. de Paiva 86



Participacao das citocinas Thl e Th2 na lesao de isquemia e reperfusao renal

Sham I/R

Figura 4.12.: Fotos ilustrativas de corte histoldgico corado com HEE, mostrando alteragies
compativeis com Necrose Tubular (NT) e Regenera¢ao Tubular (RT) dos grupos
dos animais sham e submetidos a lesao de I/R apds 24 horas de reperfusao :
a) Controle Sham e I/R b) IL-10 -/- sham e I/R. ANOVA. Objetiva em um
aumento de 40X.

As alteragbes morfolégicas caracteristicas de RT na medula externa estiveram
ausentes em todos os animais dos grupos sham e normal, tanto nos grupos selvagem

como nos deficientes em IL-10.

4.5. Analises dos transcritos génicos

A reacdo em cadeia da polimerase em tempo real foi empregada para amplificacao
dos seguintes genes: T-bet, como um fator de transcricdo relacionado ao perfil Thl,
GATA-3, como um fator de transcricao relacionado com o perfil Th2, IL-6, como exemplo
de citocina pro-inflamatoria, MCP-1, como exemplo de quimiocina pro-inflamatoria, e a
HO-1, como exemplo de um gene citoprotetor.

Para todas as moléculas, as andlises das reacoes empregaram os valores obtidos nos
animais selvagens nao manipulados como referéncia, ou seja, valor igual a um. Os valores

encontrados nos animais shams em todos os grupos nao diferiram significativamente dos
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valores encontrados nos animais nao manipulados e, portanto, estes dados nao foram

discriminados aqui.

4.5.1. Transcrito génico: T-bet

Utilizamos o fator de transcricao T-bet como referéncia de uma resposta imune
polarizada para o tipo Thl [82].

A amplificacao deste transcrito foi maior nos animais selvagens submetidos a lesao
de I/R (Figura 4.13) em relacdo a todos os grupos nocautes. Porém, s6 observamos
diferencas estatisticamente significativas na comparagao com os animais nocautes para

IL-4 (p=0,05) e IL-10/IL-12 (p=0,03).
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Figura 4.13.: Ezpressao do gene T-bet nos rins dos animais selvagens e nos nocautes de IL-
12 (A), IFN-y/IL-12 (B), IL-10/1L-12 (C), IFN-g (D), IL-4 (E) e IL-10 (F)
apds 24 horas de reperfusao. (*) Houve significancia estatistica entre os valores
obtidos nos animais selvagens e nos nocautes para IL-4, IL-10/IL-12 ¢ IFN-y.
T-test, N=4-6.

4.5.2. Transcrito Génico: GATA-3

De forma inversa, quantificamos o RNA mensageiro de GATA-3 como referéncia
de uma resposta polarizada para Th2 [82].
A amplificacdo de GATA-3 foi menor, porém ele foi ainda mais expressado nos an-

imais selvagens submetidos a lesdo de I/R (Figura 4.14). Quando comparamos estes val-
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ores com os quantificados nos animais nocautes, observamos que, em todas as condicoes,
com excecao dos animais nocautes para IFN-vy, houve uma menor expressao do tran-

scrito, com significancia estatistica (p=0,003) (Figura 4.14).
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Figura 4.14.: Expressao do gene GATA-3 nos rins dos animais selvagens e nos nocautes de
IL-12 (A), IFN-y/IL-12 (B), IL-10/1L-12 (C), IFN-y (D) e IL-4 (E) apds 24
horas de reperfusao. (*) Houve significincia estatistica entre os valores obtidos
nos animais selvagens e nos nocautes para IL-4, IL-12, IL-10/1L-12, IL-10 e
IFN- /IL-12, com ezce¢io dos animais nocautes para IFN-g. T-test. N=4-6.
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4.5.3. Transcrito Génico: MCP-1

Considerando a lesao de I/R como um evento inflamatorio com influxo de polimor-
fonucleares e macrofagos, quantificamos a quimiocina MCP-1 como marcador dessa re-
sposta.

Animais selvagens submetidos a lesdao de I/R apresentam uma significativa ex-
pressdo de MCP-1 24 horas apoés a reperfusao (Figura 4.15). Quando comparamos estes
valores com os obtidos nos animais nocautes, percebemos que os animais nocautes para
as citocinas IL-4, IFN-, IL-10 e IL-10/IL-12 apresentavam maior expressao desse tran-
scrito, enquanto os animais nocautes para as citocinas IL.-12 e duplo-nocautes para IFN-
~v/IL-12 apresentavam menor expressao de MCP-1 (respectivamente, p=0,45 e p=0,31).
Apenas os animais nocautes IFN-y e duplo nocaute 11-10/TL-12 apresentaram signi-
ficativamente maior expressao de MCP-1 quando comparados com os animais-controle

selvagens, p=0,048 e p=0,04.
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Figura 4.15.: Expressao do gene MCP-1 nos rins dos animais selvagens e nos nocautes de IL-
12 (A), IFN-y/IL-12 (B), IL-10/IL-12 (C), IFN-y (D), IL-4 (E) e (F), IL-10
apds 24 horas de reperfusao. (*) Houve significincia estalistica entre os valores
obtidos nos animais selvagens e nos nocautes IFN-y e duplo-nocautes IL-10/IL-
12. T-test. N=4-6.

4.5.4. Transcrito Génico: IL-6

Estudamos também a expressao de uma segunda citocina que possui propriedades
pro-inflamatorias no contexto da inflamagao renal (a 1L-6) [109].

Os animais selvagens submetidos a lesdo de I/R apresentaram uma elevacao da
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expressao da IL-6 em relagdo aos animais shams e controles (Figura 4.16). De forma

interessante, os animais nocautes para IL-12 apresentaram uma menor expressao signi-

ficativa desta citocina (p=0,027).
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Figura 4.16.: Expressao do gene IL-6 nos rins dos animais selvagens e nos nocautes de IL-
12 (A), IFN-y/IL-12 (B), IL-10/IL-12 (C), IFN-y (D), IL-4 (E) e IL-10 (F)
apds 24 horas de reperfusao. (*) Houve significincia estatistica entre os valores

obtidos nos animais selvagens e nos nocautes para IL-12 . T-test. N=4-6.

Animais nocautes para IL-4 e para IFN-v, que foram submetidos a lesdo de I/R,

apresentaram uma elevacao da expressdo do RNA mensageiro de IL-6 em relagdo aos

animais selvagens, porém sem alcancar significancia estatistica.
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4.5.5. Transcrito Génico: HO-1

Em paralelo a amplificacao de citocinas pro-inflamatoérias, quantificamos a HO-1,
um gene considerado citoprotetor e que também se relaciona a resposta do tecido ao
estresse [102].

Os animais selvagens submetidos a lesdo de I/R apresentaram uma maior expressao
da molécula em relagdo aos seus controles, shams e normais (Figura 4.10). Quando
comparamos estes valores com os obtidos nos animais nocautes, também submetidos a
cirurgia com ligadura reversivel dos pediculos renais, observamos que os animais nocautes
apresentaram expressoes similares. Animais nocautes para [FN-g apresentaram uma
maior expressao de HO-1 em relacao aos controles selvagens, porém sem significancia

estatistica (Figura 4.17).
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Figura 4.17.: Ezpressao do gene HO-1 nos rins dos animais selvagens e nos nocautes de IL-
12 (A), IL-10/1L-12 (B), IFN-y/IL-12 (C), IFN-y (D) IL-4 (E) e IL-10 (F)
apds 24 horas de reperfusio. Ndo houve significincia estatistica entre os valores
obtidos nos animais selvagens e nocautes estudados. T-test. N=4-6.

4.6. Correlacao entre os valores do RNAmM de IL-6 e
HO-1 em todos os animais de todos os grupos
estudados

Considerando que a HO-1 é uma proteina de resposta ao estresse com atividade
citoprotetoras, verificamos se existiria uma correlagao positiva entre os seus valores e os

de IL-6, que denotaria um grau de inflamacao. Conforme visto na figura 4.18, os valores
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logaritmizados da HO-1 se correlacionaram positivamente (R2=0,47, p<0,0001) com os

valores da IL-6.

v =1,0572x +0,5965 2,5 -
R2=04792 5 | *
p=<0,0001
A
A
=
T
-1,5 33 1,5

o e
IL-6 DDCT

Figura 4.18.: Correlagao entre os valores logaritimizados da expressao do RNAm dos genes
IL-6 e da HO-1 em todos os animais de todos os grupos estudados. Houve sig-
nificincia estatistisca, com p<0,0001.

4.7. Resultados Bioplex

Atualmente, a lesdo de I/R renal é considerada uma sindrome inflamatoria com
repercussoes a distancia [110]. Varias moléculas podem circular sistemicamente e oca-
sionar danos em orgaos como o pulmao, entre elas, as citocinas. Desta forma, quan-
tificamos no soro algumas citocinas 24 horas apos a reperfusao nos animais selvagens e

nocautes submetidos a cirurgia de ligadura reversivel dos pediculos renais.

4.7.1. IL-6

A TL-6 foi mensurada no tecido renal por PCR em tempo real e houve uma boa
correlacao com o grau de disfuncao. Desta forma, a quantificamos no soro dos animais,

como descrito anteriormente.
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Os animais que foram protegidos na lesdo de I/R renal, os nocautes para IL-12 e
os duplo-nocautes para IL-12/IFN-v, nao tiveram a presenca da IL-6 quantificaveis no
soro, mas os animais que nao foram protegidos da lesdo de I/R renal, como os nocautes
para IFN-y (3773+£1759 pg/mL) e os duplo-nocautes para IL-10/IL-12 (4163+1527
pg/mL), apresentaram uma maior concentragao desta citocina quando comparados com
os animais-controle selvagens (400,24+170,2 pg/mL), p>0,05. J& os animais nocautes
para 1L-4 (248,4+73,90 pg/mL) e IL-10 (283, 9+66,59 pg/mL) tiveram a presenca no
soro da IL-6 semelhantes aos animais-controle selvagens, todos submetidos & lesao de

I/R renal em 24 horas (400,2£1,027 pg/mL), p>0,05 (Tabela 4.1).

Grupo animais isquemiados 24 horas ‘ Citocina KC ‘ Citocina IL-6 ‘ Citocina 1L-4

IL-12 KO ND ND T+
IFN-v/IL-12 KO ND ND ++
IFN-y KO T+ - 4
IL-4 KO T+ 4 ND
IL-10 KO ++ ++ ND
IL-10/IL-12 KO ++ 4 ND
C57BL6 ++ 4 4

Tabela 4.1.: Concentragao (Pg/mL de citocinas e quimiocinas pré-inflamatdrias (KC e IL-
6) no soro de camundongos nocautes ou controle-selvagem. N= 3. ND = Nao
Determinado; ++ = Presenca.

4.7.2. IL-4

Anteriormente, nosso grupo observou que os animais nocautes para IL-4 apresen-
tavam um dano tecidual exacerbado, superior aos animais selvagens em relacao a duragao
da gravidade [82]. Assim, quantificamos esta citocina no soro dos animais apos a lesao
de I/R.

A T1-4 esteve presente nos animais nocautes para IL-12 (46,524+7,37 pg/mL) e os
duplo-nocautes para IL-12/IFN-vy (37,084+1,5 pg/mL) em niveis semelhante aos encon-

trados nos animais-controle selvagens (31, 67+1,027 pg/mL), p>0,05, todos submetidos
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a lesdo de I/R.

J& os animais que representam defeito para polarizacao para o perfil Th2, os an-
imais para I1-10 e IL-4 e o duplo-nocaute para I1-10/IL-12, ndo apresentaram niveis
quantificaveis da IL-4 no soro (Tabela 4.1). Os animais shams e normais também nao

apresentaram niveis quantificaveis desta citocina.

4.7.3. KC

A lesdo de I/R esta relacionada, nas suas fases precoces, a um massivo influxo
de neutrofilos. Estes neutréfilos quimioatraidos para o parénquima renal vao liberar
enzimas, ERO, entre outras moléculas, que culminarao com mais influxo e lesao celular
[111, 112|. Cientes disso, quantificamos uma quimiocina relacionada & quimotaxia de
neutréfilos, a KC [113].

A citocina KC apresentou-se em maior concentracao no soro dos animais nocautes
para I1-4 (133,5+46,75 pg/mL), IFN-y (163,3+ + 11,99 pg/mL) e IL-10 (172,3+ +
28,42 pg/mL) submetidos a lesdo de I/R, semelhante ao observado nos animais-controle
selvagens também submetidos a lesdo de I/R (126,1+ + 11,50 pg/mL), p>0,05. Os
animais nocautes para I1.-10/IL-12 (107,24+65,43 pg/mL) submetidos a lesdao de I/R
também apresentaram niveis séricos de KC semelhantes aos animais-controle selvagem
(p=>0,05).

J& os animais nocautes para IL-12 e os duplo-nocautes para IFN-v/IL-12 sub-
metidos a lesdo de I/R apresentaram uma baixa concentracao de KC no soro (25+12,7

pg/mL) e (13+8,4 pg/mL), respectivamente (Tabela 4.1).
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Seguindo a nossa hipotese inicial de que uma resposta Thl seria deletéria para o
tecido renal isquémico, nossa proxima etapa foi investigar se a protecao observada nos
animais nocautes para a [L.-12 poderia ser re-estabelecida com a transferéncia adotiva de
células totais da medula 6ssea de animais selvagens. Como controles, animais selvagens

e nocautes para IL-4 foram usados.

4.8. Caracterizacao dos esplenécitos de camundongos
irradiados antes de receber a transferéncia
adotiva de células totais da medula 4ssea

Para verificar se os animais irradiados apresentavam deplecao de suas células apos
24 horas da irradiacao, células do baco foram processadas conforme descrito nos materiais
e métodos e analisadas por citometria de fluxo (Figura 4.19). Em todos os grupos, a
populacao de linfocitos CD3+, CD4+ e CD8+ mostrou-se ausente, ou seja, negativa apds
24 horas da irradiacao por fonte de cobalto sugerindo que realmente houve deplecao dos

linfocitos.
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Figura 4.19.: Andlise fenotipica dos linfécitos (CD3+, CD4+ e CD8+) de bago de animais
wradiados por fonte de cobalto apds 24 horas da irradiacdo. As células foram
marcadas com anticorpos monoclonais fluorescentes e analisadas através de Cit-
ometria de Fluzo (FACS), confirmando a deplecio celular da medula desses an-
imais.

4.9. Caracterizacao dos esplenécitos nos
camundongos irradiados ap6s 6 semanas do
recebimento da transferéncia adotiva de células

totais da medula dssea

Para verificar se os animais irradiados que sofreram a transferéncia adotiva de
células totais da medula 6ssea de um animal doador foram reconstituidos apos 6 semanas
da transferéncia adotiva, as células do bago foram processadas conforme descrito nos
materiais e métodos e analisadas por citometria de fluxo (Figura 4.20). A populagao
celular de linfocitos CD3+, CD4+ e CD8+ mostrou-se presente e em grande quantidade,

sugerindo que os animais foram reconstituidos de forma adequada.

Vanessa N. de Paiva 101



Participacao das citocinas Thl e Th2 na lesao de isquemia e reperfusao renal

Animais Recontituidos com Medula Ossea ap6s 6 semanas

. 33,70%
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Figura 4.20.: Andlise fenotipica dos linfécitos (CD3+, CD4+ e CD8+) de bago de animais ir-
radiados por fonte de cobalto apds 24 horas da irradiacao e que sofreram transfer-
éncia adotiva de células totais de médula dssea (20 x 106 células totais de M.O) e
que permaneceram durante 6 semanas reconstituindo a medula. As células foram
marcadas com anticorpos monoclonais fluorescentes e analisadas através de Cit-
ometria de Fluzo (FACS), confirmando a reconstitui¢ao celular da medula desses
animais.

4.10. Peso

Para a analise dos pesos, nos calculamos um delta de perda de peso, entre o valor

inicial e o obtido no dia do sacrificio.

4.10.1. Peso dos grupos dos animais nocaute para citocina IL-12
quimérico

De uma forma geral, os animais perderam mais peso quando submetidos ao proced-

imento cirargico com a ligadura dos pediculos renais. Os animais IL-12 quiméricos que

receberam células totais da medula 6ssea dos animais selvagens e foram submetidos a

lesdo de I/R apresentaram perda de peso semelante aos animais selvagens que receberam
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células totais da medula éssea dos proprios animais selvagens (Figura 4.21).

Por outro lado, quando os animais selvagens quiméricos que receberam células
totais da medula 6ssea dos animais nocaute para citocina IL-12 e foram submetidos a
lesao de I/R em 24 horas apresentaram menor perda de peso significantemente menor
quando comparado com os animais controle selvagens que receberam medula 6ssea dos
proprios animais selvagens (Figura 4.21).
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Figura 4.21.: Delta da perda de peso entre animais nocautes IL-12 reconstituido com células
totais da medula dssea e sham e submetidos a lesao de I/R renal em compara-
¢do com 0s animais selvagens que também receberam transferéncia adotiva de
células totais da medula dssea . Nao houve diferenca estatistica entre 0s grupos.

ANOVA, N=4. WT- Controle selvagem- C57BL/6.

Todos os animais sham quiméricos apresentaram menores perda de peso quando
comparado aos animais selvagens quiméricos submetidos a lesdao de I/R renal em 24

horas.

4.10.2. Peso dos grupos dos animais nocaute para citocina IL-4
quimérico
Os animais nocaute para citocina IL-4 quiméricos que receberam transferéncia

adotiva de células totais da medula 6ssea dos animais selvagens e foram submetidos

a lesdo de I/Renal em 24 horas apresentaram uma perda de peso semelhante aquela
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observada nos animais selvagens quiméricos que receberam medula 6ssea dos proprios
animais selvagens que também foram submetidos & lesao de I/R renal (Figura 4.22).
No entanto, os animais selvagens quiméricos que receberam medula 6ssea dos ani-
mais nocaute para citocinas IL-4 e foram submetidos a lesdo de I/R renal em 24 horas
apresentaram também uma perda de peso semelhante aquela observada nos animais sel-
vagens submetidos a lesdo de I/R em 24 horas, esses resultados possivelmente denotou

uma maior gravidade da lesao renal nos animais quiméricos que nao foram protegidos

da lesdo de I/R renal (Figura 4.22).
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Figura 4.22.: Delta da perda de peso entre animais nocautes IL-4 reconstituido com células
totais da medula dssea e sham e submetidos a lesao de IR renal em comparacio
com 0s animais selvagens que também receberam transferéncia adotiva de células
totais da medua dssea . Nao houve diferenca estatitica entre os grupos. ANOVA,

N=3. WT- controle selvagem — C57BL/6.

Todos os animais sham quiméricos apresentaram menores perda de peso quando

comparado aos animais selvagens quiméricos.

4.11. Funcao Renal

Nos utilizamos a dosagem sérica de uréia como método de avaliacao da funcao

renal. Amostras de soro colhidas com 24 horas de reperfusao foram usadas para o
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ensaio. E em todos os grupos dos animais estudados foram injetados vinte milhdes de
células intra-peritonealmente e, apos seis semanas, esses animais foram submetidos a

lesdo de I/R renal em 24 horas.

4.12. Funcao renal dos grupos dos animais nocaute
para citocina IL-12

O primeiro grupo a ser estudado foi dos animais nocautes para a citocina IL-12 que
receberam a transferéncia adotiva de células totais da medula 6ssea dos animais controles
selvagens. Animais quimeras foram também submetidos ao procedimento cirargico sem
a ligadura dos pediculos renais.

Os animais nocaute para citocina IL-12 quiméricos apresentaram elevacao nos val-
ores de uréia sérica (1604+62,4 mg/dL) superior & observada nos animais controles sel-
vagens (85+14,9 mg/dL) que foram também reconstituidos com células da medula 6ssea
dos proprios animais selvagens. Ja os animais nocautes para IL-12 quiméricos do grupo
sham apresentaram valores de uréia sérica (49+7,0 mg/dl) semelhante aos animais sel-
vagens quiméricos apenas submetidos ao procedimento cirirgico (584+1,0 mg/dL, Figura

4.23).
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Figura 4.23.: Func¢ao renal apds 24 horas de reperfusdo nos animais selvagens reconstituidos
com células totais da medula dssea de animais nocautes IL-12 (a), 1L-12 -/- —
WT (b), WI' — IL-12 -/- . (*) Houve diferenca estatistica entre os valores

obtidos nos animais IL-12 -/- — WT. ANOVA, N=4. WT- controle selvagem-
C57BL/6.

O segundo grupo a ser estudado foram dos animais controle selvagens que sofreram
a transferéncia adotiva de células totais da medula 6ssea dos animais nocaute para
citocina IL-12.

Os animais selvagens quiméricos apresentaram menores niveis de uréia sérica (36 +
0,7 Pg/mL) quando comparado aos animais controle selvagens que foram reconstituidos
com células da medula 6ssea dos proprios animais selvagens (95 + 4,9 Pg/mL).

J& os animais selvagens quiméricos do grupo sham apresentaram valores de uréia
sérica (42,4 + 4,1 mg/dl) semelhante aos animais nocaute para citocina I1.-12 quiméricos

apenas submetidos ao procedimento cirargico (33 £+ 1,7 mg/dL, Figura 4.23).

4.13. Funcao renal dos grupos dos animais nocaute
para citocina IL-4

Da mesma forma estudada nos grupos anteriores, o primeiro grupo a ser estudado

foram os grupos dos animais nocautes para citocina IL-4 que receberam células totais
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da medula 6ssea dos animais controle selvagens.

Os animais nocaute para citocina IL-4 quiméricos apresentaram elevacao dos val-
ores de uréia sérica (152+13 mg/dL) superior a observada nos animais controles sel-
vagens quiméricos (85+12 mg/dl). Da mesma forma que descrito anteriormente, nao
houve diferencas entre os grupos shams dos animais nocautes para IL-4 (374+8,5 mg/dL)

e animais selvagens (58+1,0 mg/dL) quiméricos (Figura 4.24).
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Figura 4.24.: Funcao renal apds 24 horas de reperfusdo nos animais selvagens reconstituidos
com células totais da medula dssea de animais nocaute IL-4 (a), IL-4 -/- —
WT (b), WT — IL-4 -/- . (**) Houve diferenga estatistica entre os valores
obtidos nos animais IL-4 -/- — WT. ANOVA, N= j. WT- controle selvagem —

C57BL/6.

J& o segundo grupo a ser estudado foram dos animais selvagens que receberam célu-
las totais da medula 6ssea de animais nocaute para citocina IL-4. Os animais selvagens
quimeéricos que foram submetidos a lesdo de I/R (137£15,2 mg/dL) apresentaram valores
de uréia superior a observada nos animais selvagens quiméricos reconstituidos com as
proprias células da medula dssea também submetidos a I/R em 24 horas (95£33 mg/dL,
p>0,05). Nao observamos também diferencas entre os grupos shams doa animais sel-

vagens quimeéricos e IL.-4 quimérico (IL-4: 4448 mg/dL, Selvagem: 424+4,1 mg/dL).
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4.14. Analise do RNA mensageiro de IL-6

A reacao em cadeia da polimerase em tempo real foi empregada para amplificacao
de um tnico gene estudado nesses grupos de animais quimeras, que foi a citocina pro-
inflamatoria IL-6.

Para todas as moléculas, as anélises das reacoes empregaram os valores obtidos

nos animais selvagens nao manipulados como referéncia, ou seja, valor igual a um.

4.14.1. Expressao de IL-6 nos grupos dos animais nocautes para
citocina IL-12 quiméricos

De forma interessante, os animais selvagens que receberam a transferéncia adotiva
das células totais da medula 6ssea dos animais selvagens e que foram submetidos a
lesdo de I/R em 24 horas apresentaram maior expressio do RNAm da citocina IL-6.
Enquanto, que os animais selvagens que foram irradiados e receberam a transferéncia
adotiva de células totais da medula 6ssea dos animais nocautes para citocina IL-12 e que
foram submetidos a lesao de I/R em 24 horas apresentaram baixa expressao de RNAm

da citocina pro-inflamatoria IL-6 (Figura 4.25).
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Figura 4.25.: Expressao do gene IL-6 nos rins dos animais selvagens quiméricos e nos animais
IL-12 quiméricos (A), IL-12 -/- — WT (B), WT — IL-12 -/- apés 24 horas de
reperfusdo. Houve significincia estatistica entre os valores obtidos nos animais
WT — IL-12 -/-. ANOVA, N= 4, WT — controle selvagem — C57BL/6.

Porém, quando fizemos o experimento contrario e transferimos células totais da

medula 6ssea dos animais controles selvagens para os animais nocautes para citocina

[1-12 e esses animais foram submetidos & lesdo de I/R em 24 horas esses animais apre-

sentaram alta expressao de RNAm da citocina pro-inflamatoria IL-6 (Figura 4.25).

4.14.2. Expressao de IL-6 nos grupos dos animais nocautes para

citocina IL-4 quiméricos

Posteriormente, os animais controles selvagens que foram irradiados e receberam

a medula 6ssea dos animais nocautes para 1-4, e que em seguida foram submetidos

a lesdo de I/R, apresentaram uma alta expressdo do RNAm da citocina IL-6 (Figura).

De forma semelhante, os animais nocautes para IL-4 que foram irradiados e receberam

a transferéncia adotiva de medula 6ssea dos animais selvagens apresentaram uma alta

expressao de IL-6 (Figura 4.26).
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Figura 4.26.: FEzpressao do gene IL-6 nos rins dos animais selvagens quiméricos e nos animais
IL-4quiméricos (A), IL-4 -/- — WT (B), WT — IL-4 -/- apds 24 horas de
reperfusdo. Nao houve significincia estatistica entre todos os grupos. ANOVA,

N=/4. WT- controle selvagem — C5BL/6.

Em todos os casos, os animais shams apresentaram uma baixa expressao da citocina.

4.15. Analise morfométrica: Necrose Tubular (NT) e
Regeneracao tubular (RT)

Animais normais e os shams que receberam a transferéncia adotiva de medula 6ssea
nao apresentaram NT, nem no grupo selvagem e nem nos nocautes e, portanto, estes
dados nao foram discriminados aqui.

Os camundongos nocautes para citocina IL-4 que foram irradiados e receberam a
transferéncia adotiva de células totais da medula 6ssea dos animais selvagens e foram
submetidos a lesao de I/R em 24 horas apresentaram mais NT (39,6%, 22,7-49,3), semel-
hante estatisticamente aquela quantificada nos camundongos selvagens que sofreram a
transferéncia adotiva de células totais da medula 6ssea dos proprios animais selvagens
(29,8%, 19-24).

Os animais controles selvagens que foram irradiados e sofreram a transferéncia

adotiva de células totais da medula 6ssea dos animais nocaute para IL-4 também apre-
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sentaram alta percentagem de necrose tubular aguda (53,7%, 33-69) (Figura 4.27).
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Figura 4.27.: Valores médios da percentagem de necrose tubular (NT) na medula externa dos
animais selvagens quiméricos e nocautes IL-4 quiméricos submetidos a lesdo de
I/R com 24 horas de reperfusao. (*) Houve significincia estatistica entre todos

0s grupos. ANOVA, N= j. WT- Controle Selvagem — C57BL/6.

Os animais nocaute para IL-12 que foram irradiados e receberam células totais da
medula 6ssea dos animais controles selvagens e em seguida foram submetidos a lesao

de T/R em 24 horas apresentaram um pequeno aumento na percentagem de NT (8,7%,

5,6-13) (Figura 4.28).
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Figura 4.28.: Valores médios da percentagem de necrose tubular (NT) na medula externa dos
animais selvagens quiméricos e nocautes [L-12 quiméricos submetidos a lesao de
I/R com 24 horas de reperfusao. (*) Houve significincia estatistica entre todos

0s grupos. ANOVA, N=j. WT — Controle Selvagem — C57BL/6.

J& os animais selvagens que receberam células totais da medula 6ssea de animais
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nocaute para citocina IL-12 e em seguida foram submetidos & lesdo de I/R em 24 horas
nao apresentaram necrose tubular aguda (0% 0-0).

Quando fomos analizar a regeneragao tubular os animais nocaute para citocina
IL-12 quiméricos que receberam células totais da medula 6ssea dos animais selvagens
(17,4% 3,8-17,46) apresentou regeneracao tubular semelhante aquela apresentada pelos
animais controles selvagens quiméricos que receberam cé¢lulas totais da medula 6ssea dos

proprios animais selvagens (19,8% 12,7-12,38) (Figura 4.29).
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Figura 4.29.: Valores médios da percentagem de Regeneragao tubular (RT) na medula externa
dos animais selvagens quiméricos e nocaute IL-12 quiméricos submetidos a lesao
de I/R com 24 horas de reperfusio. (*) Houwve significincia estatistica entre
todos os grupos. ANOVA, N= J — WT — Controle Selvagem — C57BL/6.

J& os animais selvagens quimérico que receberam células totais da medula 6ssea
dos animais selvagens quiméricos apresentaram menores regeneracao tubular (3,2% 2,4-
4,3) quando comparado com os animais selvagens quiméricos todos submetidos a lesao
de I/R em 24 horas.

Por outro lado, os animais nocaute para citocina IL-4 quiméricos que receberam
células totais da medula éssea dos animais selvagens apresentaram maior regeneragao
tutubular (12,35% 0-12), enquanto que os animais selvagens quiméricos que receberam
células totais da medula 6ssea dos animais selvagens apresentaram maior regeneragao

tubular (13,8% 8-13) quando comparado com os animais selvagens quiméricos (19,8%
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12,7-12,38) (Figura 4.30).
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Figura 4.30.: Valores médios da percentagem de Regeneragao tubular (RT) na medula externa
dos animais selvagens quiméricos e nocautes IL-4 quiméricos submetidos a lesdo
de I/R com 24 horas de reperfusio. (**) Houve significincia estatistica entre
todos os grupos. ANOVA, N= 4 — WT - Controle Selvagem — C57BL /6.

As alteragbes morfoldgicas caracteristicas de RT na medula externa estiveram
ausentes em todosos grupos dos animais sham e normais, tanto nos animais selvagens
como nos nocaute para citocinas I1L-12 e IL-4 que foram irradiados e receberam a trans-
feréncia adotiva de células totais da medula 6ssea.

Os cortes histologicos dos rins com hematoxilina-eosina que ilustram os variados
graus de N'T nos animais selvagens, nocautes e duplo nocautes e submetido a lesao de

[/R s@o discriminados na Figura 4.31.
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Figura 4.31.: Fotos ilustrativas de corte histologicos corado com HEE mostrando alteragées
compativeis com Necrose Tubular (NT) e Regeneracio Tubular (RT) dos grupos
dos animais quiméricos e submetidos a lesao de I/R com 24 horas de reperfusio:
a) controle, b) IL-12 -/- — WT sham e I/R, C) WT — IL-12 -/- Sham e I/R
,d) IL-4 -/- — WT, ¢) WT — IL-/ -/- Sham e I/R. ANOVA, N=3. Objetiva

com aumento de 40X.
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A lesao renal aguda é atualmente considerada uma sindrome inflamatoria, isto é,
ela ocasiona uma resposta inflamatoria que age diretamente no rim, induzindo lesao
tecidual e, sistemicamente, afetando o6rgaos a distancia [114, 115]. O conhecimento do
papel da inflamacao na patogénese da lesao renal aguda é relativamente recente e baseado
quase que exclusivamente em dados experimentais em animais de laboratorio. Dentre as
causas de IRA, um estagio final de lesdo renal aguda, a lesdo de I/R, representa uma das
mais importantes e freqiientes na pratica clinica. Sua patogénese ¢ complexa e envolve
a presenca de inflamacao, além de distirbios hormonais que levam a desregulacao do
tonus vascular e da filtracdo glomerular [112].

Recentemente, em nosso meio, Pinheiro e colaboradores [46] estudaram o papel do
linfocito T CD4+ na lesdo de I/R renal. Utilizando camundongos geneticamente mod-
ificados, deficientes na molécula de MHC de classe II, e animais depletados desta pop-
ulacao com uso de anticorpo monoclonal, estes autores comprovaram dados prévios da
literatura de que elementos da imunidade adquirida fazem parte da patogénese da lesao
renal isquémica. Em suma, estes dados demonstraram de forma quase inequivoca que
linfocitos estavam relacionados a lesao tecidual desencadeada pela isquemia e agravada
pela reperfusao. Varios trabalhos posteriores tém tentado elucidar o mecanismo efetor
por tras desta observagao [46, 116, 117, 103, 118, 119].

Yokota e colaboradores demonstraram que animais STAT-4 nocautes eram pro-
tegidos da lesdo de I/R renal e hepéatica [120]. Posteriormente, nosso proprio grupo
demonstrou que animais deficientes da citocina I1.-12 eram completamente protegidos
da lesdo de I/R renal |82]. Estes dois trabalhos ilustram o conceito em que nos baseamos
para desenvolver este projeto de mestrado: de que as citocinas de padrao Thl sao parte
do mecanismo efetor da lesdo de I/R renal.

Baseados nestes dados, tivemos como hipotese de trabalho o fato de que a secrecao

de citocinas de perfil Thl seria deletéria para o rim isquemiado e que as citocinas de perfil
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Th2, protetoras. Para responder aos nossos objetivos, usamos um modelo ja estabelecido
de IRA experimental em animais geneticamente modificados. Para avaliar o grau de
disfuncao renal, optamos por estudar funcionalmente e histologicamente os danos renais
e correlacionéd-los com a expressao de algumas citocinas com agoes pro-inflamatorias e
uma molécula citoprotetora.

Antes de discutirmos os resultados, vale a pena discorrer brevemente sobre o mod-
elo estudado e a abordagem experimental utilizada. O modelo experimental que mime-
tiza uma lesao renal por I/R estd amplamente estabelecido na literatura e em nosso
laboratorio. Apesar de sua facil execucao, ele induz a uma lesao extremamente sev-
era com uma extensa necrose tecidual e elevados niveis de escorias renais. Quarenta e
cinco minutos de ligadura dos pediculos renais ocasionam 6bito em cerca de 50% dos
animais [104], ocorrendo geralmente 48 horas apds a agressao isquémica. Isto difere
dos achados em humanos, em que a lesao histolégica é muitas vezes segmentada e as
alteracoes funcionais sao mais brandas. No caso especifico do estudo da lesdo em 6rgaos
a serem transplantados, este modelo nao reproduz a lesao por isquemia fria, inevitavel-
mente presente no transplante de doadores falecidos [114, 121, 122|. Entretanto, como
objetivamos estudar o papel de citocinas, este modelo permite o uso de animais geneti-
camente modificados, disponiveis em nosso meio. Os camundongos isogénicos da cepa
C57BL/6 sao os mais freqiientemente utilizados como “cepa selvagem” na construgao de
animais nocautes [119]. Finalmente, vale considerar que os resultados apresentam uma
limitacao, visto que estes animais podem apresentar mecanismos compensatorios pela
falta da molécula deletada, e isso pode mascarar nossos resultados e influenciar nossa
discussao.

Ciente disso, investigamos a participacao de algumas citocinas, isoladamente ou
em conjunto, na lesdo de I/R renal. Aqui, optamos por avaliar os animais apenas em

24 horas ap6s a ligadura reversivel dos pediculos renais, correspondendo ao pico de

Vanessa N. de Paiva 117



Participacao das citocinas Thl e Th2 na lesao de isquemia e reperfusao renal

lesao tecidual e funcional, j4 demonstrado em outros trabalhos do préprio laboratoério
[116, 81, 122, 123, 10, 47, 120, 48].

Uma desvantagem da execucao deste modelo experimental é que a lesdo de I/R
renal é alcancada através do procedimento cirtrgico de laparatomia, com duragao média
de 1 hora e 15 minutos, favorecendo perdas insensiveis devido a exposicao prolongada
das visceras abdominais, determinando assim modificacoes metabolicas importantes. De
fato, em todos os grupos realizados, os animais evoluiram com uma perda de peso signi-
ficativa no dia do sacrificio. A quantidade de peso perdido nao se correlacionou com a
gravidade da lesao renal, nem com a deficiéncia especifica de uma citocina. Esperavamos
que os animais protegidos perdessem menos peso, correspondendo as perdas insensiveis
da cirurgia e, em menor grau, as decorrentes do catabolismo inerente a uma cirurgia.
Entretanto, nao observamos isso com 24 horas de acompanhamento, o que poderia sig-
nificar um tempo curto de observagao.

A determinacao dos niveis séricos de creatinina e de uréia é classicamente utilizada
como marcadores funcionais de lesao renal, guardando 6tima correlacao com a reducao da
taxa de filtracdo glomerular |1, 124], diferenciando apenas a metodologia de dosagem [10,
125, 126]. No nosso modelo, os animais apresentaram elevagao da creatinina sérica apos
a cirurgia, com uma 6tima correlacao com os achados de necrose tecidual, comprovando
a eficiéencia do modelo. Apesar de termos mostrado somente os valores de creatinina
sérica, dosamos a uréia e ela apresentou o mesmo comportamento que a creatinina em
todos os grupos (dados ndo mostrados). Somente nos animais nocautes para a I1.-10,
apresentamos os dados na forma de uréia sanguinea, visto que as dosagens de creatinina
apresentaram flutuacoes, independente do estudo, inclusive com o soro padrao.

Em nosso estudo, nao houve elevacao significante dos niveis séricos de creatinina
nos camundongos normais e nos camundongos deficientes para citocinas, submetidos ao

procedimento cirargico sem o clampeamento das artérias renais (animais sham), em com-

Vanessa N. de Paiva 118



Participacao das citocinas Thl e Th2 na lesao de isquemia e reperfusao renal

paracao com os seus respectivos controles normais no tempo de 24 horas, mostrando que
o procedimento cirtargico, com a simples manipulacao dos pediculos renais sem isquemia,
nao determinou prejuizo a funcao renal. Estes resultados reproduzem os achados de es-
tudos anteriores, enfatizando que a anestesia e a cirurgia, através das quais se promove o
episodio de I/R renal, ndo acarretam niveis detectaveis de deterioracao da fungao renal,
levando-se em conta a dosagem de creatinina [104, 127, 128, 129]|21]. Se tivéssemos es-
tudado um marcador urinério de lesao renal, talvez teriamos detectado dano renal apds
o simples procedimento cirdrgico [130].

Varios trabalhos demonstraram que intervencoes na resposta imune, apos a lesao
de I/R renal, acarretavam melhora funcional. Klausner et al mostraram que a deplegao
de mais de 90% dos neutrofilos com soro depletante de neutrofilos reduzia em 60% os
niveis de creatinina sérica em ratos submetidos a 45 minutos de isquemia renal [131].
Chiao et al observaram reducao de 75% do infiltrado neutrofilico e niveis séricos de
creatinina 50% menores em camundongos deficientes na molécula de adesao ICAM-1
submetidos a 40 minutos de isquemia renal, em rela¢do aos animais normais [127]. Estes
dados mostram que a resposta inflamatoria leva a uma disfungdo renal, que pode ser
reversivel.

Quando analisamos os valores obtidos com os animais nocautes para a IL-12, com-
provamos dados publicados anteriormente, nos quais estes animais eram protegidos da
lesao renal [82]. Tilney e colaboradores ja haviam demonstrado que, apos a lesao de
[/R, o rim apresentava aumentada a expressdo de varias moléculas que caracterizariam
uma resposta celular polarizada Thl, como IFN-vy e IL-1 {132, 133|. A prote¢ao obser-
vada nas andlises funcionais foi corroborada pelas andlises histologicas, demonstrando
menores quantidades de necrose tubular aguda. No outro extremo, observamos que o0s
animais nocautes para IL-4 e IFN-v ndo foram protegidos da lesao de I/R, apresentando

valores semelhantes ao controle selvagem. Marques e colaboradores ja demonstraram
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que uma resposta imune Th2 deficiente era relacionada & pior lesdo tecidual [82]. O
mesmo foi visto por Yokota e colegas com animais deficientes de STAT-4 [81].

A protegao observada nos animais nocautes para IL-12 demonstra claramente que
a resposta desviada para um perfil Thl é deletério na lesao de I/R renal [82]. A IL-12
é crucial para polarizar uma resposta imune Thl, sendo secretada por células apresen-
tadoras de antigenos profissionais em resposta a uma agressao [60]. Isto levanta outro
questionamento: quais células estariam produzindo a IL-12 e frente a quais antigenos.
Outro trabalho na literatura demonstrou que as células dendriticas residentes apos lesao
de I/R renal produzia citocinas como TNF-alpha, IL-6 ¢ MCP-1, que resultam no cont-
role de ativa¢ao dos linfocitos T [32], enfatizando que estas células seriam fundamentais
na resposta inflamatoéria na agressao renal aguda. Corroborando isso, trabalho realizado
in vitro demonstrou que o uso de agonista de receptores Toll-like 3 e 9 estimulava a
secrecao de IL-12 pelas células dendriticas [125].

Da mesma forma, varios estudos tém avaliado os efeitos funcionais da participacao
das células T CD4+ nos mecanismos da lesao renal induzida pela I/R. Evidéncias indire-
tas do efeito lesivo das células T CD4+ na IRA isquémica advém de estudos do bloqueio
da via co-estimulatoria B7-CD28, necessaria para a ativacao das células T CD4+. No
modelo experimental de isquemia fria em rins de ratos, Takada et al demonstraram
que o bloqueio da molécula B7 com a proteina recombinante de fusao CTLA4-Ig aboliu
completamente o aumento da creatinina sérica visto no grupo controle [16]. Da mesma
forma, Ames et al mostraram que o bloqueio da molécula CD28, especifica da célula
T, com o anticorpo monoclonal JJ319, administrado no momento da reperfusao renal,
reduziu em 76% os valores de creatinina sérica em relacdo ao grupo controle no ponto
de maior lesdo, 2 dias ap6s o insulto isquémico [134].

O papel do IFN-v na lesdo de I/R é mais controverso. Esta citocina esta classica-

mente relacionada a imunologia celular contra patogenos intracelulares e, especificamente
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no rim, a resposta inflamatoéria isquémica e toxica. Zhai e colegas demonstraram que
o IFN do tipo I, e nao do tipo II, esta criticamente envolvido na lesdo de I/R hepéatica
[135]. Em contraposi¢ao a esses dados, Day e colaboradores demonstraram um papel
protetor importante para o IFN-v produzido pelos linfocitos T CD4+ na lesdo de I/R
renal [49]. Os nossos dados nao evidenciaram um papel relevante desta citocina no nosso
modelo. Vale ressaltar que no trabalho anterior de Tilney e colegas, o IFN-v s6 foi de-
tectado de forma significativa ap6s 3 dias de insulto [115]. Talvez a protecao possa ser
observada mais tardiamente, j4 que apenas estudamos um pico precoce de reperfusao.
Novos pontos de estudo precisariam ser feitos para comprovar a participacao do IFN-~
no nosso modelo. Por outro lado, outro trabalho publicado demonstrou que animais sel-
vagens que receberam transferéncia adotiva de células totais da medula 6ssea de animais
IFN-v nocaute foram protegidos da lesdo de I/R renal em 24 horas [136].

De forma interessante, os animais duplo-nocautes IL-12 /TFN-vy apresentaram uma
protecao renal a lesdo de I/R superior a observada nos animais deficientes para IL-12 e
nos animais deficientes de IFN-v, demonstrando uma cooperacao entre as duas vias, e que
a IL-12 é mais importante em polarizar a uma resposta deletéria para o rim. Os dados
disponiveis sobre a participacao destas citocinas na lesdo de I/R sao limitados. Estudo
com modelos de infeccao bacteriana demonstrou que o IFN-y nao era necessario para a
depuragao de Pseudomonas [137]. Num modelo de inflamagao de glandulas lacrimais,
a participacao conjunta de IL-12 e IFN-y é necessaria para a destruicao da glandula
e para promover o infiltrado inflamatorio [138]. O mesmo grupo demonstrou efeito
semelhante para induzir inflamacao hepatica [139|. Dados ja publicados demonstraram
que animais nocaute para subunidade p40 da citocina IL-12 eram mais susceptiveis a
infeccoes causadas por bactérias intracelulares e esses animais apresentavam deficiéncia
na producao de IFN-v, demonstrando que a producao de IFN-vy é dependente da citocina

[L-12. Sendo assim, nossos dados apenas confirmam essa hipotese: onde esses animais
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foram protegidos da lesdo de I/R renal, apresentaram menor percentagem de necrose
tubular e expressao de RNAm de IL-6.

A deficiéncia associada de IL-10 e IL-12 levou a uma perda na protecao renal
a lesao isquémica, denotando que a IL-10 poderia ser um elemento protetor no nosso
modelo. Animais deficientes em IFN-y apresentam uma elevacao plasmatica de IL-10,
que justifica sua inabilidade em eliminar bactérias de forma adequada [137]. De forma
inversa, animais deficientes em IL-10 e infectados com P. carinii apresentam uma elevada
concentragao de IFN-vy e IL-12, demonstrando uma intima associacao entre estas duas
citocinas [140|. Nossos dados corroboram estes tltimos, em que a dele¢ao da citocina
IL-10 abole o efeito protetor da delecao da IL-12. Detectamos um aumento sérico de
IL-10 nos animais deficientes para IL-12, maior que o controle selvagem, porém sem
significincia estatistica (dados ndo mostrados). Estudos com ratos tolerantes ao LPS,
que foram submetidos a lesdo de I/R renal, apresentaram maior expressao de RNAm
da citocina IL-10, demonstrando que a citocina IL.-10 apresenta um importante papel
modulador nesse modelo [141].

Em todos os grupos, os dados de morfometria renal foram diretamente associados
aos dados bioquimicos. Em resumo, os nossos dados demonstram que as citocinas asso-
ciadas a uma resposta imune polarizada Thl seriam deletérias para o rim lesado. Para
aprofundar esta hipotese, quantificamos duas citocinas pré-inflamatoérias em amostras
de rim apé6s a reperfusao.

A interleucina-6 (I1.-6) é uma citocina pleiotropica que regula a resposta imune e a
inflamacao. Superproducao de IL-6 tem sido associada a doengas autoimunes, tais como
a artrite reumatoide [142]. A IL-6 pertence a uma familia de citocinas que divide uma
subunidade do receptor (gp130) com outras citocinas, como a IL-11 e o fator inibitorio
da leucemia (LIF). Mais recentemente, muita atencao tem sido dada pela importancia

da IL-6 na geragao de células Th17 [143]. Kaminska e colegas demonstraram a presenga
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de IL-6 em rins de transplantados renais com lesdo de I/R [144]. Animais nocautes
para a HO-1, submetidos & lesao de I/R, apresentam uma alta expressao de I1L-6 [145].
De forma interessante, Dong e colegas demonstraram que 11.-6 e IL-1b eram produzidas
pela suspensao celular oriunda de rins isquemiados [32], demonstrando uma possivel
participagao de linfocitos na lesao de I/R como mecanismo efetor.

Os animais que nao foram protegidos da lesao de I/R renal em 24 horas, como
0s animais nocaute para citocina IL-12 e os animais duplo-nocaute para citocinas IFN-
v/11-12 apresentaram baixa expressao da citocina I1.-6, enquanto que os animais que
nao foram protegidos da lesdo de I/R renal, como os animais nocaute para citocina IL-4,
[L-10 e os duplo-nocaute para IL-10/IL-12, apresentaram maior expressao da citocina
IL-6. Em outras palavras, nossos dados mostram que a I[-6 é altamente expressa nos
animais selvagens e naqueles que nao apresentaram uma protecao a isquemia.

Os dados com IL-1b nao ficaram tao evidentes como os observados com a IL-6
e, por esta razao, nao foram mostrados aqui, nos induzindo a pensar que tempos mais
tardios sejam o ideal para o seu estudo.

Outro gene estudado foi a MCP-1. Ela é uma quimiocina produzida por fagocitos
mononucleares, células endoteliais, fibroblastos e células T, ativados na vigéncia de uma
resposta inflamatoria aguda capaz de induzir a migracao e a ativacao de leucocitos, de
influenciar a hematopoiese e de modular a angiogénese no local do processo inflamatorio
[124]. O epitélio tubular renal é capaz de gerar MCP-1, favorecendo assim a lesao renal
determinada pela infiltracdo leucocitaria induzida pela I/R renal [11]. A migracao de
macrofagos para a medula externa de rim de rato foi observada em modelo experimental
de I/R renal, com hiper-regulagao MCP-1, com atracao de macrofagos [1]. Previamente,
Rice et al descreveram o papel proeminente das quimiocinas na resposta inflamatoria
aguda de doengas renais e mostraram um aumento na expressao de RNAm de MCP-1

em rins de ratos submetidos a 50 minutos de isquemia renal bilateral, correlacionada a
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intensa infiltracdo de mondcitos/macrofagos nos rins isquémicos e & excregdo urinaria
aumentada de MCP-1 [124].

Em nosso estudo, verificamos que a expressao de RNAm de MCP-1 nos camundon-
gos deficientes em IL-4, IL-10, IFN-v e duplo-deficientes em IL-10/T1-12 foi estatisti-
camente superior aquela nos camundongos deficientes em IL-12 e nos animais duplo-
deficientes em IFN-+/IL-12, porém, sem atingir significincia estatistica. Tais achados
condizem com o maior grau de disfuncao renal e de infiltracao inflamatoria celular obser-
vada na anélise histomorfométrica dos camundongos deficientes em I1.-4, IL-10, TFN-~v e
duplo-deficientes em IL-10/1L-12 quando comparada com os camundongos deficientes em
[L-12 e duplo-deficientes em IFN-v/IL-12. Idealmente, deveriamos ter mostrado maior
grau de infiltrado macrofigico nestes animais.

Em nosso estudo, fomos também investigar a infiltracao de macrofagos no rim dos
animais estudados, nocautes e controles. Através da técnica por imunohistoquimica,
utilizamos marcador F4/80, mas, ap6s varias tentativas, os resultados se mostraram
inviaveis, apresentando background e marcacao inespecifica, possivelmente pela forma
de preservacao do material.

Além disto, observamos que a expressao ascendente de RNAm de MCP-1 nos ca-
mundongos deficientes em IL-4 ocorreu de forma inversamente proporcional & expressao
decrescente de RNAm de HO-1, podendo corroborar a hipoétese aventada por alguns
autores de que exista um mecanismo de “feedback” negativo entre a expressao de MCP-1
e HO-1, onde os niveis mais elevados e precoces de HO-1 sao acompanhados pela in-
ibicao da expressao de MCP-1 [126]. Assim sendo, esses dados reforcam o argumento da
possivel influéncia protetora das células Th2 e favorecem a hipétese de que a influéncia
deletéria das células Thl na lesdo renal induzida pela I/R poderia estar relacionada com
a maior expressao de RNAm de genes pro-inflamatorios, como o da MCP-1.

O papel fundamental da inducao do gene de HO-1 na recuperagao da fungao renal
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tem sido descrito em modelos experimentais de IRA induzida pela I/R. A expressao de
HO-1 aumenta nos rins submetidos ao insulto isquémico e sua inibicao resulta em uma
piora da fun¢ao e da lesao histolégica renal, indicando que a expressao de HO-1 pode
exercer um efeito crucial no processo de citoprote¢ao do tecido renal submetido a I/R
[146].

A regulagao da expressao génica de HO-1 parece ser especifica para cada célula,
sendo estimulada em situacoes que produzem estresse tecidual e tendo a capacidade
de modular respostas protetoras e adaptativas essenciais para a homeostase celular em
condigoes desfavoraveis, como na lesao renal isquémica |86]. Estudo de Chauveau et al
(2005) mostrou que a expressao de HO-1 bloqueia a maturacao de células dendriticas e
inibe as respostas imunes alogénicas e a secrecao de citocinas pré-inflamatoérias, enquanto
preserva a producao da citocina anti-inflamatoria IL-10 [147]. Em outro estudo, Chen
e colegas em 2005 e colegas observaram que a atenuagao da inflamacao e proliferacao
neointimal em aloenxertos aorticos de ratos pela IL-10 é intermediada pela HO-1, uma
vez que a inibicao da atividade da HO-1 refez tanto a proliferacao como a inflamacao
neointimal [148|. Previamente, Ke et al (2004) demonstraram em modelo experimental
de I/R em transplante hepatico que o bloqueio da via co-estimulatoria CD40-CD154
por transferéncia génica de CD40Ig protegeu os figados de ratos da lesao isquémica,
acompanhado por um aumento da expressio de RNAm de HO-1 e 11.-4 [149].

Os camundongos deficientes em STAT-4, que foram protegidos da lesao isquemia
hepética, apresentavam expressao aumentada da proteina HO-1, mostrando que a cito-
protecao hepatica ocorria de maneira dependente deste gene citoprotetor.

Em nosso estudo, verificamos que a expressao de RNAm de HO-1 nos camundongos
deficientes em I1-4, TFN-v, TL-10/11.-12 e IL-10 foi estatisticamente superior aquela
nos camundongos deficientes em IL-12 e IFN-v/IL-12 apés a I/R renal. Tais achados

coincidem com os graus mais pronunciados de insuficiéncia renal e de necrose tubular
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aguda induzida pela I/R. Como a HO-1 é uma proteina de estresse celular, estes danos
também denotam seu papel de sensor de agressao [150]. Para demonstrar esta hipotese,
realizamos uma correspondéncia entre os niveis de I1.-6 e os de HO-1 e observamos que a
expressao de IL-6 se correlaciona positivamente com a expressao de HO-1, ou seja, onde
tivemos maior disfungao renal a HO-1 era mais expressa.

Estudamos também a expressao de RNAm de dois fatores de transcri¢ao essenciais
para diferenciacdo Thl e Th2, T-bet e GATA-3, respectivamente. A expressao de T-
bet correlaciona-se com a indugao de [FN-v e é detectada em uma variedade de células
como as células T CD4+, CD8+ e NK. Apés a diferenciagao in vitro das células T CD4-+
“naive”, o T-bet é seletivamente expresso nas células Thl e nao nas células Th2. Células
T CD4+ de camundongos deficientes em T-bet apresentam um defeito importante nas
respostas polarizadas Th1l. Sendo o mesmo observado para o fator de transcricao GATA-
3 e resposta Th2.

Observamos que as expressoes desses marcadores se apresentaram baixos em to-
dos os grupos estudados, nao correlacionando uma polarizacao Thl/Th2. O trabalho
publicado pelo nosso grupo em 2006 demonstrou que os linfécitos estavam presentes no
rim em tempos iniciais (6 horas) e retornavam para o rim em tempos mais tardios (72
horas). Por esta razao no tempo de 24 horas, nao encontramos a presenga dos linfocitos
T no rim [82]. Resultados preliminares que realizamos, mas ndo demonstramos nesta
tese, confirmaram os dados da literatura, em que animais nocautes para os linfocitos
T CD4+ e CD8+ eram protegidos da lesdo de I/R renal e os animais nocaute para
molécula principal de histocompatibilidade (MHC) de classe II, que sdo deficientes de
linfocitos T CD4+, também se apresentaram protegidos da lesao de I/R renal (dados
ndo publicados).

O modo como as células T CD4+ ativadas e suas formas fenotipicas de apresentacao

Th1/Th2 promovem seus efeitos na I/R renal permanece ainda como um ponto a ser
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esclarecido. A forma cléassica de ativacao das células T envolve a apresentacao de um
peptideo antigénico no contexto de uma molécula de MHC de classe II por uma célula
apresentadora de antigeno as células T CD4+ ou em uma molécula de MHC de classe I as
células T CD8-+. Além disto, necessita da interagao de moléculas co-estimulatorias das
superficies do linfocito T e das células apresentadoras de antigeno, seguido da produgao
de citocinas que ativam macrofagos e promovem a proliferacao clonal de linfocitos T e
B [151].

Como os linfécitos poderiam ser ativados em um processo inflamatoério renal que
¢ independente de patogenos? Alguns autores colocam a hipotese de que a lesdo de I/R
promoveria modificagoes tais na estrutura celular que fariam com que algumas moléculas
perdessem sua capacidade de serem reconhecidas como proprias e passassem a ser recon-
hecidas como estranhas [152]. Outros autores sugerem que as EROs, produzidas pelos
tecidos submetidos a I/R, possam mediar as provaveis alteracoes estruturais em molécu-
las proprias, gerando uma resposta imunologica especifica [146]. Outra possibilidade
aventada é a de que as células T possam ter sido ativadas diretamente por quimiocinas
produzidas no tecido renal apos a lesdo pela I/R [124]. Rice et al relataram o aumento
da expressao de RNAm de MCP-1 correlacionada ao aumento da infiltracido de mondci-
tos/macrofagos em modelo experimental de I/R renal [153]. Bacon et al mostraram que
o RANTES era capaz de ativar as células T, desencadeando a sintese de 11.-2 e IFN-~
sem a presenca de antigenos, sendo que esta ativacao era mediada por proteina-quinases
e que esta propriedade ndo era partilhada por outras quimiocinas [59].

Outra hipotese fisiopatologica para a ativacao das células T na lesao renal induzida
pelaI/R é a do reconhecimento do sistema imune inato a lesdo isquémica. Nesta teoria, as
respostas do sistema imune seriam desencadeadas pela agressao tecidual, reconhecendo
e iniciando uma resposta estereotipada na presenca do “perigo” [154]. Tais aspectos sao

especialmente importantes quando a I/R ocorre em enxertos renais onde a resposta a
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lesao isquémica poderia facilitar a resposta aos alo-antigenos e deflagrar rejeicao aguda
a estes enxertos [155].

Na verdade, ainda nao se sabe ao certo como esses linfocitos sao ativados na lesao
de I/R, apenas se sabe que eles participam. Ja foram identificadas diferentes populagoes
de linfocitos no rim apés a lesdao de I/R, mas ainda sao necessarios mais estudos para
saber como esses linfécitos migram e como sao ativados no rim. Um trabalho publicado
em 2007 pelo grupo do Professor Hamid Rabb descreve justamente vérios fatores que
podem estar envolvidos com a ativagdo dos linfocitos durante a lesdo de I/R renal.
Um deles seria que as células tubulares renais podem estar produzindo quimiocinas e
citocinas pro-inflamatoérias e EROs que atraem células apresentadoras de antigenos para
o foco lesionado, fagocitando as células mortas e as apresentando para os linfécitos T, ou
seja, amplificando a resposta inflamatoria [21]. Ainda animais nocautes para as cadeias
dos receptores dos linfocitos T alfa/beta e gama/delta submetidos a lesdo de I/R renal
apresentaram-se protegidos da lesao de I/R renal, demonstrando que a ativacdo via TCR
dos linfocitos apresenta um papel importante na fisiopatologia desencadeada pela lesao
de I/R.

Portanto, os achados observados em nosso estudo demonstram maior expressao de
RNAm de HO-1, T-bet e MCP-1 nos camundongos deficientes em IL-4 (representando
um defeito da via Th2 da resposta imune), diretamente relacionados a um maior grau
de comprometimento funcional e morfolégico renal neste grupo, em comparacao com os
camundongos deficientes em IL-12 (representando um defeito da via Thl).

Refor¢ando nossos dados, quando realizamos a transferéncia adotiva de células
totais da medula 6ssea de camundongos deficientes de IL-10 para animais selvagens pre-
viamente irradiados submetidos a lesao de I/R, esses animais apresentaram-se protegidos
da lesao de I/R, favorecendo a hipotese da influéncia deletéria das células Thl, como um

possivel mecanismo efetor das células T CD4+ na lesao renal induzida pela I/R. Esta
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protecao foi corroborada pelos dados histologicos e pela baixa expressao de 1L-6. Estes
dados também demonstram que as células derivadas da medula 6ssea sao as responsaveis
pela lesao e producao de citocinas na lesao renal aguda.

Poucos trabalhos demonstram resultados com animais quiméricos submetidos a
lesao de I/R. O grupo de Okusa e colegas demonstrou que animais noucates para Rag-1
eram protegidos da lesdo de I/R renal, mas, quando esses animais eram reconstituidos
com linfocitos T CD4+, a lesdo renal era restaurada [136]. Outro grupo publicou recen-
temente que animais nocautes para a quimiocina CCR2 eram protegido da lesao de I/R
renal, mas, apo6s a transferéncia adotiva de células totais da medula 6ssea de animais
selvagens, a lesdo era restaurada [43].

Por fim, fomos analisar trés citocinas importantes na lesdao renal aguda no soros
dos animais isquemiados. A IL-4, envolvida principalmente com o perfil Th2, a IL-
6, uma citocina pro-inflamatoria, e a KC, que é uma quimiocina que faz quimiotaxia
para neutrofilos e sao produzidas principalmente pelos macrofagos. Detectamos maior
concentracao da citocina IL-6 no soro dos animais que nao foram protegidos da lesao de
[/R, como os animais nocaute para I1.-4, 1L-10 e IT1.-10/IL.-12, enquanto que os animais
protegidos nao tiveram a presenca de IL-6 no soro. Esses dados corroboram com os
dados encontrados na analise pela expressao de RNAm de IL-6. A quimiocina KC se
demonstrou em maior concentragao também no soro de animais que nao foram protegidos
da lesdo de I/R renal, indicando que esses animais possam ter um maior infiltrado de
neutréfilos no rim em 24 horas.

Por outro lado, a concentracao da citocina IL-4 foi maior no soro dos animais
protegidos da lesao de I/R renal, como nos animais nocautes para IL-12 e duplo-nocautes
para IFN-v/IL12, e ausentes nos animais nocaute para IL-4, IL-10 e duplo nocaute para
[1-10/IL-12. Esses resultados apenas reforcam a idéia de que a citocina IL-12 tem um

papel importante na lesao de I/R renal.
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A nossa principal conclusao é que a IL-12 é a principal citocina responsavel pela
resposta imune que leva & ativacao de linfocitos T na lesdao de I/R renal. Nossos resul-
tados estimulam estudos sobre a ativacao de células dendriticas e sobre a participagao

isolada de linfocitos T CD4+ na agressao renal isquémica.
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Apesar dos recentes avancos cientificos, a lesao renal isquémica continua sendo um
dos principais indicadores de pior prognostico funcional tanto nos rins nativos quanto
nos rins transplantados, cursando com altas taxas de morbidade e mortalidade e altos
indices de pior sobrevida dos enxertos renais e dos pacientes acometidos.

Os efeitos deletérios da lesao renal induzida pela I/R envolvem a participacao de
uma resposta inflamatoria manifestada pelo desenvolvimento de disfun¢ao endotelial, in-
filtracao leucocitaria e geracao de mediadores inflamatorios pelas células epiteliais tubu-
lares. A ativacao endotelial promove a expressao aumentada de diferentes moléculas de
adesao, com conseqiiente recrutamento e infiltracao de células efetoras, a inducao e a ati-
vacao de genes inflamatorios como IL-1, TNF-a, TGF-3 e MCP-1. Durante o processo
de reperfusao as células endoteliais estimuladas sao propensas a adesao de leucocitos e
plaquetas, com liberacao de espécies reativas de oxigénio e uma variedade de citocinas
e quimiocinas, exacerbando a reacao inflamatoria, levando a IRA.

A infiltracao renal pelas células inflamatorias induzida pela lesao de I/R é um feno-
meno detectado nas fases de iniciacao, extensao e reparacao que se seguem a isquemia,
envolvendo a participagdo de neutrofilos, monocitos/macrofagos, linfocitos T e B e pla-
quetas, cada uma delas exercendo um papel modulador importante na patogénese da
lesao renal. Evidéncias recentes sugerem um papel fundamental das células T CD4-+ na
determinagao da agressao renal isquémica, sendo aventada a hipoétese do envolvimento
do paradigma Thl/Th2 como o mecanismo efetor direto da lesao, com o efeito deletério
das células Thl e o efeito protetor das células Th2 sobre o parénquima renal isquemiado,
dados ja publicados pelo nosso grupo |82].

Assim, em um modelo experimental de 45 minutos de isquemia renal seguida de
reperfusao, mostramos que os camundongos deficientes em IL-4, 11-10 e duplo deficiente
em IL-10/IL-12, uma citocina diretamente envolvida com a diferenciagdo e manutengao

da resposta Th2, cursaram com uma evidente e importante acentuagao da lesao renal
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induzida pela I/R, em comparagdo com os animais deficientes em IL-12, uma citocina
diretamente envolvida com a diferenciacao e manutencao da resposta Thl. A influéncia
deletéria da deficiéncia da IL-4, em relacao a deficiéncia de 1L-12, foram traduzidos
por uma maior disfuncao renal caracterizada pela elevacao significante dos niveis séricos
de creatinina, pela significancia do maior grau de necrose tubular e menor grau de
regenera¢ao tubular observados na analise histomorfométrica, e os achados moleculares
significantes da maior expressao de RNAm de HO-1 de um gene citoprotetor, e de genes
pro-inflamatorios como IL-6 e MCP-1.

Tais achados sao compativeis com a hipotese de que a influéncia das células T
CD4+ na lesao renal induzida pela lesao de I/R seja determinada pelos efeitos deletérios
da via Thl da resposta imune celular, possivelmente as custas de expressoes génicas
elevadas de citocinas IL-6 e de quimiocinas pro-inflamatoérias, como o MCP-1, em con-
traposicao aos efeitos protetores da via Th2, através da maior expressao de moléculas
citoprotetoras, como a HO-1, caracterizando a ruptura do balango fisiologico Th1/Th2
provocada pela resposta inflamatoria na I/R renal.

Em suma, os resultados obtidos em nosso estudo permitem vislumbrar um possivel
mecanismo efetor das células T CD4+ na lesdo de I/R renal, podendo contribuir para
os avancos na melhor compreensao da fisiopatogénese da IRA isquémica, bem como no

desenvolvimento futuro de novas medidas para sua prevencao e tratamento.

6.1. Perspectivas Futuras

Um grande nimero de estudos analisando o papel das respostas imunes inata e
adquirida vém demonstrando resultados promissores, tanto no entendimento da doenca
como na perspectiva de atenuacao do processo inflamatoério agudo, desencadeado pela

lesdo de I/R renal.

Uma &rea de interesse crescente na prevengao da injuria renal pela I/R é a do
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pré-condicionamento, através do qual ja foi demonstrada protecao contra um insulto
isquémico subsequente [156]. Da mesma forma, opgoes terapéuticas eficientes para a
IRA induzida pela lesdo de I/R sdo sugeridas em estudos experimentais com o uso da
CTLA-4-Ig [16, 115], com anticorpos monoclonais humanizados anti-B7 [157], e com as
preparagoes de globulinas anti-timociticas (que contém muitos anticorpos direcionados
contra varias moléculas de adesdo) [158, 159]. Por exemplo, a co-administracdo de um
agonista dos receptores de adenosina-A2A com um inibidor da fosfodiesterase do tipo IV
foi mais efetiva do que o uso isolado de cada um destes agentes para inibir a atividade
oxidativa de neutroéfilos humanos e na inibi¢ao da lesdo provocada pela I/R em rins de
camundongos [158].

A inducao terapéutica da expressao elevada de HO-1, tentada através de diversas
modalidades como com as metalo-proteinas (CoPP e FePP), e o tratamento com o
monoxido de carbono, que reproduz a protecao promovida pela HO-1, reduz a lesao
isquémica em uma série de modelos experimentais de I/R e transplantes, através do
aumento da expressao de proteinas anti-apoptoéticas, inibindo a expressao de moléculas
de adesao endotelial e a aterosclerose acelerada [160]. Constitui-se, portanto, em recurso
preventivo e terapéutico promissor na IRA isquémica e no desenvolvimento da nefropatia
cronica do transplante renal.

Na area do transplante renal, a lesdo induzida pela I/R exerce papel importante
no desenvolvimento da funcao tardia do enxerto e nas alteracoes em longo prazo sobre
o rim transplantado, que estao intimamente relacionadas com o processo de nefropatia
cronica do transplante. O aprimoramento de estratégias terapéuticas que melhorem a
disfuncao da célula endotelial e a infiltracao celular poderd prevenir o dano em longo
prazo da I/R sobre o transplante renal [161].

Assim, os resultados obtidos em nosso estudo sugerem que o paradigma Thl,/Th2

de diferenciacao das células T CD4+ exerca um papel fundamental na resposta infla-
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matoria da lesdo renal induzida pela I/R, sendo tais achados de grande importéancia para
o aperfeicoamento dos conhecimentos da complexa fisiopatologia da I/R renal. Todos
estes conceitos seriam contribuirao para o desenvolvimento de novas técnicas de pre-
vencao e de tratamento da lesao renal aguda isquémica tanto nos rins nativos e como no

transplante renal.
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1. O modelo experimental de I/R utilizado promoveu lesao renal grave confirmado
pelos niveis séricos elevados de creatinina e pela necrose tubular extensa na medula

renal comprovado pela analise histomorfométrica;

2. O maior grau de comprometimento da func¢ao renal e a maior severidade da necrose
tubular aguda foram encontrados nos camundongos nocautes para IL-4, IL-10/IL-
12 e IL-10 (representando defeito da via Th2) e IFN-y em comparagdo com os
camundongos deficientes em I1.-12 e IFN-v/IL-12 (representando defeito da via
Th1), sugerindo uma influéncia deletéria da via Thl da resposta imune e uma

influéncia protetora da via Th2 na lesao renal induzida pela I/R renal;

3. A influéncia deletéria da via Thl da resposta na lesao renal induzida pela I/R,
poderia estar relacionada a maior e mais sustentada expressao de citocinas pro-
inflamatorias como IL-6 e a persisténcia de célula T no sitio de agressao caracter-

izada pela significante expressao de T-bet;

4. A lesao de I/R esta relacionada com a expressao de proteinas citoprotetoras, como
a HO-1, e esta resposta se correlacionou com o grau com de inflamacao, aferida

pelo nivel de RNAm de IL-6;

5. A lesao de I /R se associou com elevados niveis séricos de IL-6 e KC e baixa quanti-
dade de IL-4, especialmente nos animais que apresentaram severa disfuncao renal
nos animais nocautes IFN-v, IL-10 e I1-10/IL-12; a protecao & lesdo renal obser-
vada nos animais IL-12 e IFN-v/IL-12 se associou com menores expressores de IL-6

e KC e maior de I1.-4;

6. A transferéncia de medula 6ssea de animais nocautes para IL-12 conferiu protecao
aos animais selvagens representada por menores niveis de uréia sérica, menores

taxas de necrose tubular agudar e menor expressao de RNAm de IL-6;
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