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RESUMO

Zambom FFF. Efeito da hipdxia na patogénese da leséo renal em dois modelos
experimentais de doenca renal crénica: agravamento ou protecéo? [tese]. S&o
Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2022.

A hipdxia tecidual tem sido apontada como importante fator patogénico da
Doenca Renal Cronica (DRC). Relatamos anteriormente que a exposi¢cao cronica
a baixa pO2 ambiente levou a hipdxia do tecido renal, mas ndo promoveu lesédo
renal em ratos sadios e, em ratos submetidos a ablacéo renal 5/6, atenuou
inesperadamente a lesdo renal. No presente estudo, investigamos se a hipoxia
cronica também foi renoprotetora em dois modelos adicionais de DRC: o de
nefrite tubulointersticial induzido por sobrecarga de adenina na dieta; e o de
inibicdo cronica da sintese de O6xido nitrico. Examinaremos também o0s
mecanismos celulares envolvidos nesse possivel efeito renoprotetor da hipdxia,
em particular a ativacdo da imunidade inata. Em ambos os modelos, a hipoxia
renal causada pela baixa pO2 ambiente atenuou o desenvolvimento de lesé&o
renal e inflamacé&o. Além disso, a hipoxia renal limitou a ativacdo das cascatas
do inflamassoma NF-kB e NLRP3. Os mecanismos subjacentes a esses efeitos
protetores ndo sao claros e podem envolver a atenuacdo do estresse oxidativo
local, diminuicdo dos niveis intrarrenais de angiotensina Il. Esses achados
podem contribuir para desvendar a patogénese da DRC e para o
desenvolvimento de estratégias inovadoras para deter sua progressao.

Descritores: hipoxia; nefrite tubulointersticial; hipertenséo; insuficiéncia renal
cronica; NF-kB; inflamassoma NLRP3.



ABSTRACT

Zambom FFF. Hypoxia effect on the pathogenesis of kidney injury in two
experimental models of chronic kidney disease: aggravation or protection?
[tesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2018.

Tissue hypoxia has been pointed out as a major pathogenic factor in chronic
kidney disease (CKD). However, epidemiological and experimental evidence
inconsistent with this notion has been described. We reported previously that
chronic exposure to low ambient pO2 led to renal tissue hypoxia, but promoted
no renal injury in normal rats and, in rats with 5/6 renal ablation, unexpectedly
attenuated renal injury. In the present study, we investigated whether chronic
hypoxia was also renoprotective in two additional models of CKD:
tubulointerstitial nephritis induced by models of dietary adenine overload; and the
chronic of nitric oxide synthesis. We will also examine the cellular mechanisms
involved in this possible renoprotective effect of hypoxia, in particular the
activation of innate immunity. In both models, renal hypoxia caused by low
ambient pO: attenuated the development of renal injury and inflammation. In
addition, renal hypoxia limited the activation of the NF-«xB and NLRP3
inflammasome cascades. The mechanisms underlying these protective effects
are unclear and may involve attenuation of local oxidative stress, lowering of
intrarenal levels of angiotensin Il. These findings may contribute to unravel the
pathogenesis of CKD and to the development of innovative strategies to arrest
its progression.

Descriptors: hypoxia; tubulointerstitial nephritis; hypertension; renal
insufficiency, chronic; NF-kB; NLRP3 inflammasome.
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1. INTRODUCAO

1.1 Doenca Renal Crbnica

Dados da Sociedade Brasileira de Nefrologia (SBN) demonstram que
aproximadamente 13% da populacdo mundial é atingida pela doenca renal crénica
(DRC), aumentando progressivamente a quantidade de pacientes que necessitam de
terapia renal substitutiva (TRS), como transplante renal ou dialise crbnica (1, 2).
Segundo a SBN, em 2020-2021, o Censo Brasileiro de Dialise demonstrou que a
guantidade de pacientes inscritos em programas de TRS em 2020 era superior a
148.000. Ja foram descritos na literatura inimeros fatores de risco para progressao
da DRC, tais como doencas pré-existentes e historicos familiares, além de variaveis
demograficas e de comportamento. A hipertensdo arterial, diabetes mellitus e
glomerulonefrites sdo as patologias de base que mais frequentemente levam a DRC
(1). Uma vez instalada a doenca, a diminuicdo sucessiva da filtracdo glomerular,
principal marcador da DRC, podem desencadear graves complicacbes, como
hipercalemia, retencéo de fluidos e de escérias nitrogenadas, principalmente quando

relacionadas a outras alteracoes (3).

Mesmo com avancos tecnoldgicos na deteccdo da DRC e desenvolvimento a
industria farmacéutica para seu tratamento, os mecanismos de progressdo da DRC
ainda ndo foram completamente elucidados, além de a perspectiva de poder deté-los
também estar distante. Estudos demonstram que fatores hemodinamicos (hipertenséo
sistémica/glomerular e hipertrofia glomerular) e inflamatorios, tais como a infiltracdo
do tecido renal por células imunes, producdo de mediadores e fatores de crescimento

nao associados a antigenos microbianos (4-9), contribuem para a fibrose tecidual
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generalizada e perda progressiva da funcdo renal. Mesmo na auséncia de lesdes no
compartimento glomerular, a fibrose intersticial crénica pode ser causada por
infeccbes, medicamentos, disfuncdes imunoldgicas, toxinas, distarbios metabdlicos,

doencas hereditarias(10), bem como hipoxia tecidual (11).

Essas anomalias colocam em acdo uma série de fatores patogénicos, cuja
interacdo termina por provocar alteragdes teciduais como a infiltrado de células
inflamatorias, o acimulo de fibroblastos e a deposicdo, nos espacos intersticiais, de
elementos da matriz extracelular, como colageno (tipos | e lll) e fibronectina (12-14).
Ocorre, além disso, a rarefacdo de capilares peritubulares e perda de células
tubulares, os quais, assim como fibroblastos, podem sofrer alteragdes fenotipicas,
diferenciando-se em miofibroblastos, que aumentam a sintese de a-actina (a-SMA) e
outras moléculas do citoesqueleto (15, 16). Outras células inflamatérias, como
macréfagos também séo capazes de produzir proteinas da matriz extracelular, além
da liberagéo de citocinas e de fatores de crescimento, atuando no recrutamento de

outras células inflamatorias.

1.2 Imunidade Inata e a DRC

A fibrogénese decorrente da DRC envolve a participacdo de uma série de vias
intracelulares. Bastante conservada filogeneticamente em organismos multicelulares,
a resposta imunoldgica inata € mediada pelo reconhecimento de antigenos através de
Receptores de Reconhecimento Padrdao (PRRs, Pattern Recognition Receptors),
presentes em macrofagos, linfocitos, células dendriticas e neutrofilos; responsaveis

pela deteccdo de toxinas e fragmentos de DNA (PAMP, Pathogen Associated
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Molecular Pattern) ou produtos da destruicdo/estresse de células do préprio
organismo (DAMP, Damage Associated Molecular Pattern), como HMGB1, cristais de
acido urico e ATP. Essas moléculas ativam diversas vias de sinalizacéo, induzindo um
intenso processo inflamacéo no tecido renal (17-19). Estudos recentes de nosso e
outros grupos de pesquisa demonstraram a participacéo da via do receptor do tipo
Toll-Like 4 (TLR 4) e do fator nuclear kB (NF-xB), de um lado, e do inflamassoma
NLRP3, de outro, no desenvolvimento das lesbes intersticiais e glomerulares da DRC

(18, 20-26).

Via de sinalizacdo TLRs-NF-«B (Sinal 1)

Os Toll-Like Receptors (TLRs) trouxeram diversos conhecimentos sobre a
participacdo do sistema imune inato em muitas patologias. Presentes em células
inflamatorias e de revestimento, esses receptores compdem uma diversificada familia
de PRRs superficiais (19, 27, 28), associados a proteinas localizadas na membrana
ou no citoplasma, como o MyD88, e quando ligados a PAMPs ou DAMPs ativam a via
do sistema NF-kB. Esse sistema € formado por heterodimeros estaveis, o qual se
destaca o formado pelas subunidades p50/p65 ligadas a subunidade inibidora IkBa
(29, 30). Através de estimulos, fisiolégicos ou patoldgicos, a fosforilacdo/degradacéo
da subunidade IxBa e a migragao do heterodimero p50/p65 para o nucleo promove a
ativacao do sistema NF-xB, cuja subunidade p65 é responséavel pela transcricdo de
interleucinas, como o IL-6, pro-IL-1B e pro-IL-18 (17, 29-32). A Angll, sintetizada por

células inflamatorias e que promove seus efeitos atraves da ligagdo com o receptor
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AT1, é capaz de atuar como "citocina-like", estimulando a via do NF-kB, perpetuando

0 processo inflamatorio (33-38).

Por ser um dos mais estudos mecanismos intracelular sinalizacao de doencas
inflamatoérias cronicas, a ativacdo do sistema NF-xB representa um indicador da
evolugéo de doencas reais (30, 32, 39, 40), mostrando-se ativado em pacientes com
glomerulopatia de lesbes minimas (41), nefropatia membranosa (42, 43), nefropatia
da IgA (44), sindrome nefrética (45) e nefropatia diabética (46, 47). No modelo de
ablacao renal de 5/6 (NX), um dos modelos experimentais de DRC mais amplamente
utilizado, uma maior na ativacéo do sistema NF-«B foi observado nos compartimentos
intersticial, glomerular e vascular e a inibicdo desse sistema através do composto
Ditiocarbamato de Pirrolidina (PDTC), que previne que a subunidade IkBa seja
degrada (20, 39), mostrou-se associado melhora da pressédo arterial sistémica,
diminuicdo da excrec¢do urinaria de albumina, da inflamacao renal e das les6es nos

compartimentos glomerular e intersticial (Figura 1).

r=0.88

p < 0.0001 . O Nx
- @ Nx+PDTC

% Interstitium

0 10 20 30 40 50
Interstitial p65+ cells/mm?

Figura 1. Correlagédo entre a % de intersticio e o niumero de células intersticiais positivas para p65
avaliado através de imuno-histoqumica. Resultados observados no estudo publicado por Fujihara et al
(20). Através da administracéo de PDTC aos animais Nx, foi possivel observar uma redugdo no nimero
de células intersticiais positivas para o dimero p65, que corresponde a uma das subunidades do NF-
KkB.
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Mais recentemente, observamos que, no modelo de nefrite tubulointersticial por
sobrecarga de adenina, o bloqueio do sistema NF-kB, além de reduzir a formacgéo de
granulomas no intersticio renal, reduziu o processo inflamatdério e a fibrose renal (21).
Esses achados apontam o possivel envolvimento da via TLRs/NF-kB no processo
inflamatorio e na evolugéo das lesGes do tecido renal e o provavel impacto benéfico

da inibicdo do NF-kB em diferentes modelos de DRC experimental.

Via de sinalizagao da via inflamassoma NLRP3 (Sinal 2)

N&o apenas os TLRs, mas outros receptores presentes matriz citoplasmatica
também atuam no reconhecimento dos DAMPs e sinalizam a expressao de moléculas
inflamatorias, perpetuando a inflamacédo crénica (48, 49). Apés ativados, ocorre um
processo de oligomerizagdo em seus componentes, gerando complexos moleculares
conhecidos como inflamassomas. Os mais conhecidos sdo os NLRs [Nucleotide-
binding Oligomerization Domain (NOD)-like receptors], que ao se oligomerizarem,
formam uma plataforma molecular (inflamassoma) que controlam a expresséo e/ou
clivagem de citocinas pro-inflamatorias. Tais receptores reconhecem moléculas
enddgenas de leséo celular como espécies reativas de oxigénio (EROs), acido urico
em forma de cristais ou solluvel e baixas concentracdes de potassio intracelular (50-
56). O NLR mais frequentemente associado a doencas metabdlicas e inflamatorias
cronicas, como diabetes tipo Il, obesidade, arteriosclerose e doencas intestinais é o
NLRP3, que também tem sido estudado na DRC (57, 58). Os receptores NLRPs
regulam processos pos-transcricionais da cascata de oligomerizagdo do
inflamassoma, formado pela Caspase-1 ativa e a proteina adaptadora ASC

(Apoptosis-associated Speck-like containing a CARD domain), responsaveis pela
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clivagem das interleucinas pré-IL-1B e pro-IL18, incialmente inativas, em suas formas
ativas (17, 31, 52).

Na nefropatia diabética, Wang e cols (24) observaram a maior expresséao renal
de proteinas da via do inflamassoma NLRP3, tais como ASC e Caspase-1. A auséncia
do NLRP3 (NLRP3-/-) em animais com obstrucao ureteral unilateral (UUO) foi capaz
de atenuar a lesao tubular e a inflamacao/fibrose renal (23). Recentemente, Foresto-
Neto e colaboradores (22) demonstraram que em ratos NX, a terapéutica com

Alopurinol reduziu o contetdo proteico do inflamassoma NLRP3 e atenuou o0 processo

inflamatério e a fibrose do tecido renal (Figura 2).

64 a 5- a 121
a
& 4-
E — ?
44 < 84
£ ab g el
3 T N b c ab
- £ T ) T
o ' K
o 24 A0 - S 44
| = (&)
Z
_Illl ! "—"'—
0Ly T 04—y : 0ty r
c Nx Nx+ALLO c Nx Nx+ALLO | C  Nx Nx+ALLO

Figura 2. Graficos representativos do estudo de Foresto-Neto et al (22) cuja terapéutica com Alopurinol
(ALLO) de ratos Nx apresentaram menor infiltragao intersticial de células positivas para o inflamassoma
NLRP3, menor contetido renal de IL-1B e deposi¢cao de Colageno 1 reduzida no intersticio renal.

Esses resultados sugerem o envolvimento das vias do sistema imune inato na
patogénese da DRC e o desenvolvimento de estratégias terapéuticas que atuem

inibindo essas vias correspondem a importantes alvos de investigacdo da pesquisa

experimental.
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1.3 Hipdxia renal

Em meados dos anos 90, a hipétese de que a hipoxia renal tem efeito
patogénico na DRC comecou a ser estudada. Sabia-se, ja naquela época, que, devido
a um descompasso entre oferta e demanda de oxigénio, a regido medular externa

esta frequentemente a beira da hipoxia, até em condicdes fisioldgicas (59) (Figura 3).

pO,, mmHg
(gradiente)
Cortex 50
Medular 30
externa
Medular 15
interna

Figura 3. Diagrama das regides do néfron, respectivas pressdes parciais de oxigénio. Baseado nos
dados de Shoji e col. (59).

O desequilibrio entre a oferta e demanda de Oz na regido medular externa
ocorre devido a suas caracteristicas peculiares. Essa regido apresenta dois
fragmentos do néfron, a pars recta do tibulo proximal e a por¢éo espessa da alca de
Henle, cujo transporte ativo de sodio € bastante intenso. Entretanto, devido ao efeito
da contracorrente passiva, inerente a arquitetura dos vasos retos que circundam as

alcas de Henle, dispostos em “U”, torna limitada a oferta local de oxigénio (Figura 4).
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Cortex
Tenséo de O, Oferta/demanda
tende a ser mais critica
Medular baixa
externa Constantemente &
Arranjo em “U’ beira da les&o por
hipdxia
Medmar 02 Transporte
interna iBnico pequeno

Figura 4. Diagrama do efeito da contracorrente passiva nos vasos retos presentes no parénquima
renal. Com base em dados de Shoji e col. (59).

Esse arranjo reduz gradualmente a tensdo de oxigénio direcdo a papila. O
oxigénio sanguineo do ramo descendente do vaso precocemente se difunde em
direcdo ao ramo ascendente, cuja tensdo de oxigénio € mais baixa devido a elevada
demanda das regifes mais intrinsecas (59). Com isso, a tensdao de Oz na regido
medular externa mantém-se constantemente em niveis pouco superiores ao minimo
necessario para atender a demanda metabdlica. Sdo esses segmentos os principais
a sofrerem necrose tubular em condi¢des de isquemia renal (59-61).

Embora o efeito patogénico da hip6xia na injaria renal aguda seja indiscutivel,
é controverso na DRC. A hipétese mais difundida € de que a hipoxia inicia, ou pelo
menos agrava o0 desenvolvimento de fibrose que caracteriza a DRC. Condi¢cbes
patolégicas, como glomerulopatias primarias e nefroesclerose hipertensiva,
favorecem desfechos como rarefacdo capilar, distorcdo da arquitetura renal, aumento
da demanda metabdlica e inflamacé&o/estresse oxidativo que podem contribuir para a

hipoxia (61). Mutuamente, eventos inflamatorios aumentam o consumo de Oz e a
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demanda de energia para inUmeros processos celulares, como producdo de EROs
(62, 63).

Destaca-se a possibilidade de que a hipodxia influencie de alguma forma para a
progressdo da DRC. Se a hipOxia pode resultar da doenca renal e ao mesmo tempo
contribuir para agrava-la, havera possivelmente um ciclo de realimentacdo positiva,
representando mecanismo para agravamento, propagacao e perpetuacdo do
processo. Alguns mecanismos como a perda de capilares peritubulares, a fibrose
intersticial, o estresse oxidativo e a anemia poderiam agravar a hipéxia e favorecer a
evolugédo da DRC (59, 61, 62).

Outra possibilidade seria de a hipdxia se tratar apenas um epifenébmeno, ndo
atuando efetivamente na patogénese da DRC. E possivel que a hipoxia seja
consequéncia, e ndo causa, da injuria renal progressiva. Por exemplo, em ratos NX
foi observada crescente rarefagdo de nas regides medular e cortical (64, 65).
Entretanto, a rarefacdo capilar pode resultar da propria fibrose renal e de alteracdes
estruturais decorrentes do intenso processo inflamatdério caracteristico da DRC (Figura

5) (65).
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Figura 5. Graficos representativos do estudo de Machado et al (65). Aos 7 dias, 0os animais Nx
apresentavam pequena expansdo intersticial na cortex renal, enquanto a redugdo de capilares
peritubulres foi significativa. Aos 45 dias, esses animais apresentaram intensa expansdo da area
intersticial e perda significativa de capilares peritubulares na regido cortical. S: sham; 2p<0,05 vs.
Respectivo S; ¢p,0,05 vs. Respectivo Dia 7.

1.4 Hipéxia ambiental

A composic¢ao do ar atmosférico € de 78% Nitrogénio, 21% de oxigénio e 1%
de outros gases, no entanto, o oxigénio é, sem duvidas, o componente mais
importante para a manutencao das fungdes orgéanicas e fonte de vida dos organismos
terrestres. E responsavel por fornecer energia aos processos quimicos celulares e
alteragbes na pressao parcial de oxigénio (pOz2) na atmosfera pode causar alteragdes
fisiolégicas importantes nos seres vivos (66). A baixa pO2 é chamada de hipoxia e é
definida como a deficiéncia de oxigénio no organismo, suficiente para causar
alteragoes fisiologicas, sejam elas sistémicas ou teciduais. Diferentemente da andxia,
na qual o Oz esta ausente e ndo é compativel a vida, os organismos conseguem se

adaptar a um certo grau de hipdéxia (67). Essa adaptacdo ocorre através de
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mecanismos fisioldgicos (68, 69). Agudamente a hipdxia promovera aumento da taxa
metabdlica basal, hiperventilagdo e taquicardia, com reduc¢&o do raciocinio. Exposi¢cao
a hipoxia hipobarica por maior tempo, leva ao aumento da sintese de eritropoietina
(EPO) e consequente maior produgao de hemacias, a fim de potencializar a captagao
de oxigénio nos alvéolos pulmonares(70-73).

Segundo Hurtado e col. (74) e Julian & Moore (69), cerca de 2% da populagao
mundial vive em localidades altas, ou seja, 2400m acima do nivel do mar, como os
grupos étnicos Amhara (Etiopia), Tibetanos (Tibete) e Andinos (América do Sul), os
quais possuem adaptagdes genéticas e fisiolégicas bem estabelecidas para viver
nessas regides.

Apesar de alguns estudos demonstrarem que habitantes de localidades altas
expostos cronicamente a hipoxia tenham a chamada Sindrome Renal da Alta-altitude
(High-Altitude Renal Syndrome, HARS), cujos efeitos renais s&o decorrentes da
combinacdo de policitemia, hipertensao sistémica, hiperuricemia microalbuminuria
(75-77), ha evidéncias, incluindo algumas recentemente obtidas por nosso laboratorio,
que demonstram que a hipoxia pode até mesmo promover um efeito protetor em
doencas inflamatérias, cardiovasculares e renais. Winkelmayer e col (78) compararam
pacientes renais crénicos quem viviam proximo ao nivel do mar com pacientes que
residem em diferentes estratos de altitude e observaram que a mortalidade mostrou-
se reduzida em 3% em regides de 76 a 609m, em 7% de 610 a 1218m, em 12% de
1219m a 1828m e reducgao de 15% em localidades superiores a 1828m acima do nivel
do mar.

Outros estudos também demonstraram que individuos portadores de diversas

morbidades e que vivem em localidades altas ao redor do mundo tém uma taxa de
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mortalidade menor quando comparada a daquelas que residem ao nivel do mar(74,
79-82). Diversos estudos experimentais também demonstram esses efeitos benéficos
da exposicdo a hipéxia. Em um estudo experimental com ratos diabéticos que
permaneceram em hipdxia hipobarica durante 6h/dia por 28 dias apresentaram
melhora da nefropatia e do estresse oxidativo renal (83). Resultados recentemente
publicados por nosso laboratério demonstram que ratos Nx submetidos a hipoxia por
60 dias apresentaram reducéo da glomeruloesclerose, do infiltrado de macréfagos e

da area intersticial, indicando um efeito renoprotetor da hipoxia (Figura 6) (84).
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Figura 6. Gréficos representativos do estudo de Rempel et al (84). Depois de 60 dias, 0s animais Nx
que permaneceram em condi¢cdes de normédxia (nor) desenvolveram esclerose glomerular, deposi¢éo
de Colageno 1 e infiltrado macrofagico no intersticio renal. Ap6s o mesmo periodo, 0os animais Nx
submetidos a hipéxia (hip) apresentaram reducéo significativa desses parametros, quando comparados
aos animais Nx+nor, sugerindo efeitos benéficos da hipdxia. 2p<0,05 vs. Respectivo S; °p,0,05 vs.
Nx+nor.

Por enquanto, as evidéncias em apoio a essa tese sdo escassas (85, 86). Os
mecanismos compreendidos nessa possivel renoprotegcado exercida pela hipoxia nao
foram elucidados. Um possivel mecanismo é a ativagdo do fator de transcricdo
induzido pela hipoxia (HIF, Hypoxia-inducible Factor) por citocinas e ROS (87). Esse
fator de transcricdo € composto por 3 subunidades: HIF-1a, HIF-2a e HIF-3a. A

atividade do HIF-1a tem sido apontada em células tubulares, e a do HIF-2a em células
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endoteliais e fibroblastos, porém, pouco se sabe sobre o HIF-3a (61, 88). Em
condicbes de normoxia, A subunidade a do HIF sofre hidroxilacdo pelas PHDs (do
inglés, Prolyl Hydroxylase Domain Proteins), interagindo com a proteina Von Hippel-
Lindau (pVHL) e posterior ubiquitinacdo e protedlise. As PHDs sédo hidroxilases
dependentes de Ferro e oxigénio, ou seja, sua atividade catalitica s ocorre na
presenca dessas moléculas. Suas trés principais isoformas sdo expressas em
diversos tecidos, entre eles hepatico, renal e cardiaco. Todas as PHDs (PHD1, PHD2
e PHD3) sédo expressas em células epiteliais tubulares renais. Elevados niveis de
PHDs foram observados na porcao espessa ascendente da alga de Henle, no tubulo
convoluto distal e coletor da medula interna, onde a tensdo de oxigénio é
fisiologicamente reduzida (88, 89). A PHDL1 é expressa na por¢ao nuclear, a PHD2 no
citoplasma enquanto a PHD3 é expressa em ambas as porc¢des celulares(90). As
PHDs séo responsaveis por regular a atividade do HIF, porém a PHD2 é a principal
reguladora da expressao de HIF- a e responsavel pela degradacdo do HIF-1a em
normoxia, enquanto as PHD1 e PHD3 determinam a expressao seletiva de HIF-1a e

HIF-2a (88, 91-93)

Em condi¢des de hipdxia, a subunidade aé estabilizada e, ao ligar-se com sua
subunidade constitutiva 1B, transcola-se para o nucleo da célula e atua como fator de
transcricdo de inumeros genes-alvo relacionados a angiogénese, eritropoiese,
apoptose, proliferagcdo celular, metabolismo da glicose, regulacdo de pH e
protedlise(59, 94-96). Estudos recentes demonstram que fatores induzidos por hipoxia
possuem sua atividade génica aumentada em pacientes renais crénicos que vivem
em localidades altas, sugerindo melhor eficiéncia da eritropoiese por induzir a

expressao de Eritropoietina (EPO) e regulacéo de enzimas de acdo angiogénica como
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o Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF, Vascular Endothelal Growth
Factor), Heme Oxigenase-1 (HO-1) e NO sintetase induzivel (iNOS) (74, 78).

Em tal contexto, € possivel que um ou mais desses produtos génicos exerca
um papel renoprotetor. Portanto, o efeito da hipoxia sobre a DRC ainda é uma questao
em aberto. O estudo aqui proposto busca elucidar essa questdo ja que alguns
trabalhos ja demonstraram os efeitos benéficos da ativacdo do HIF em distintos
modelos de doencas renais (85, 97-100), embora outros tenham demonstrado que
sua ativacdo em células epiteliais renais esteja associada a progresséo da fibrose

renal (101, 102).

2. OBJETIVOS

Investigar os efeitos renoprotetores da hipdxia em dois modelos experimentais
diferentes de DRC, sendo um que promove nefrite tubulointersticial pela sobrecarga
de adenina na dieta e outro a hipertensao arterial induzida da inibi¢éo cronica do éxido

nitrico.

3. METODOS

3.1 Obtencdo do modelo experimental

No presente estudo foram utilizados ratos da linhagem Munich-Wistar machos,
pesando entre 280-300g, adquiridos de uma colonia do biotério do Laboratorio de
Fisiopatologia Renal da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo. Os
animais permaneceram em condi¢cdes de temperatura ambiente de 22+1°C, umidade

relativa de 60+5% e ciclo claro/escuro de 12/12h. Todos os procedimentos
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experimentais utilizados seguiram as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentacédo Animal (CONCEA), aprovado pela Comisséo De Etica
No Uso De Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina da USP (CAPPesq

1166/2018).

Os modelos experimentais de DRC utilizados neste estudo seguem 2
protocolos. O protocolo 1 compreende na administragdo de adenina (Sigma-Aldrich,
Saint Luis, USA) adicionada a racdo ofertada aos animais (RHOSTER, Aracgoiaba da
Serra, SP, Brasil) acrescida de caseina a 15%, durante 2 semanas (ADE). A
porcentagem de adenina acrescentada a ra¢éo foi de 0,50%. Um grupo de animais foi
usado como , que recebeu a mesma racao sem a adi¢cao de adenina, foi usado como

controle ©.

O protocolo 2 compreende na administracdo de um inibidor da sintese de 6xido
nitrico, o Nw-L- nitro arginina metil ester (L-NAME, Sigma-Aldrich, USA), na dose de
20 mg/rato (aproximadamente 80 mg/kg/dia) diluido na 4gua do bebedouro. Os
animais foram acompanhados durante 4 semanas, com racdo padrao para roedores
(Nuvilab, Curitiba, PR, Brasil). Um grupo sem tratamento com L-NAME foi

acompanhado pelo mesmo periodo e utilizado como controle.

3.2 Inducéo de hipoxia

A atmosfera pobre em oxigénio (12 %), mimetizando uma altitude de
aproximadamente 6.000 metros acima do nivel do mar, foi gerada através de uma
camara de hipoxia. Os estudos a respeito da exposicéo prolongada do tecido renal a

hipéxia sdo ainda escassos. Nossos resultados preliminares demonstram que 0s
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animais sdo capazes de se manterem saudaveis durante meses nessas condi¢des
(84, 103).

Nos protocolos 1 e 2, os animais foram divididos em dois grupos: 0s que
permanecerdo sob normoxia (78 % de N2, 21 % de Oz e 1 % de outros gases) e
aqueles que permanecerdo em camaras normobaricas de hipoxia com atmosfera

pobre em oxigénio (88 % de N2 e 12 % de Oy).

Esquema experimental — Protocolo 1

Cnor: Animais C acompanhados durante 2 semanas sob normoxia (n=13);

e Cuip: Animais C acompanhados durante 2 semanas em camara normobéarica
de hipéxia com atmosfera pobre em oxigénio (n=16);

e ADEnNor: Animais ADE 0,5% acompanhados durante 2 semanas sob normodxia
(n=15);

e ADEHnr: Animais ADE 0,5% acompanhados durante 2 semanas em camara

normobarica de hipoxia com atmosfera pobre em oxigénio (n=16).

Esquema experimental — Protocolo 2

e Cnor: Animais C acompanhados durante 4 semanas sob normoxia (n=12);

e Cuip: Animais C acompanhados durante 4 semanas em camara normobarica
de hipéxia com atmosfera pobre em oxigénio (n=12);

e NAMEnor: Animais L-NAME na dose de 20mg/kg/dia acompanhados durante

4 semanas sob normoxia (n=12);
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e NAMEHP: Animais L-NAME na dose de 20mg/kg/dia acompanhados durante 4
semanas em camara normobarica de hipoxia com atmosfera pobre em oxigénio

(n=12).

3.3 Procedimentos Gerais

Apés as respectivas semanas de tratamento, avaliamos o peso corporeo, a
pressdo caudal (PC) e pela impossibilidade de coletar urina de 24 horas desses
animais, a albuminudria estimada foi feita pela relacdo albumina/creatinina
(UaLe/UcreaT) em amostras isoladas de urina. A avaliagdo da PC foi feita, apds breve
aguecimento dos animais, utilizando um método opto-eletrénico (BP 2000 Blood
Pressure Analysis System, Visitech Systems, Apex, North Carolina, Estados Unidos).
Posteriormente, os ratos foram mantidos em gaiolas metabdlicas, por até duas horas,
para coletar urina e posteriormente determinar a albuminuria e a creatindria. Para a
coletar amostras de sangue e 6rgdos, os ratos foram anestesiados com injecéo
intramuscular de Ketamina (Cristalia, 50 mg/kg) e Rompun (Bayer, 10 mg/kg). O
sangue foi coletado pela aorta abdominal para determinar as concentracdes de
Hematdcrito, Hemoglobina, K* plasmatico e creatinina (Kit Labtest Diagndstica S.A.).
Os dois rins foram perfundidos inicialmente com solucéo salina gelada, a uma presséo
igual a sistémica, sendo em seguida o rim direito removido e imediatamente congelado
em nitrogénio liquido, mantido a -80°C para futuras andlises por Western-Blot ou
ELISA de mediadores inflamatérios e componentes da imunidade inata. Em seguida,
foi usada a solucdo de Duboscq-Brasil para perfusdo e fixagdo “in situ” do rim

esquerdo preparado para analises histolégicas posteriores.
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Para marcacdo da hipoxia tecidual, 4 ratos de cada grupo de ambos os
protocolos receberdo injecdes intraperitoneais de Pimonidazol-HCI/ Hypoxyprobe™-1
(IRG Biosciences, EUA), um composto que, sob baixa pO2, liga-se a proteinas
tissulares formando adutos, ou seja, produtos de sua ligacéo direta a essas proteinas.
Esse composto foi preparado diluindo-se o Pimonidazol-HCI em na dosagem de
60mg/kg em soro fisiolégico 0,9% e os ratos receberam injecdes intraperitonias 40
minutos antes do sacrificio. Posteriormente & anestesia, foi feita a coleta dos rins, 0s
quais foram fixados com solucdo Duboscqg-Brasil e preparados para andlise
histomorfométrica e de imuno-histoquimica para deteccdo dos adutos formados.
Dessa forma, foi possivel comprovar a hipdxia nas diferentes regides do parénquima

renal.

3.4 Analises bioquimicas
Albuminuria — A concentracao de albumina urinaria (UaLg) foi avaliada pelo método de
imunodifusdo radial, utilizado um anticorpo especifico (anti-albumina de rato,

MPBiomedicals LLC, EUA) (104).

Creatinina— A dosagem urindria e sérica de creatinina (Ucreat € Screat) foi avaliada

atraveés da andlise colorimétrica utilizando kit comercial (Labtest Diagnéstica S.A.).

Potassio Plasmatico— A determinacao da concentracdo do potassio plasmatico foi
feita a partir de coleta sanguinea da aorta abdominal e dosada em um analisador de

eletrdlitos 9140 (AVL Medical Instruments).

Hematocrito e hemoglobina— Os parametros hematol6gicos basicos (hematocrito e

concentracdo de hemoglobina) foram avaliados por métodos convencionais em
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sangue venoso coletado de uma veia caudal. A hemoglobina foi dosada através de kit

comercial (LabtestDiagndstica S.A.) seguindo as instrucdes do fabricante.

KIM-1 (Kidney Injury Molecule-1) — A concentracao urinaria de KIM-1 foi feita pela
andlise colorimétrica com o método ELISA com kit comercial (R&D Systems,
Minessota, EUA). O protocolo da técnica e as concentragfes utilizadas seguiram as

recomendacdes do fabricante.

3.5 Analises histolégicas e imuno-histoquimicas

Depois da perfuséo-fixagao “in situ”, os rins foram pesados, seccionados em 2-3
segmentos coronais, fixados em tampao fosfato com formaldeido 10% e permaneceram
por 14 horas em processador automatico de tecidos (Jung Histokinette 2000, Leica
Instruments GmbH, Alemanha) para desidratacdo, diafanizacdo e impregnacdo em

parafina.

Para posteriores andalises imuno-histoquimicas, os tecidos montados em blocos
de parafina foram seccionados na espessura de 4 pm e colocados em laminas néo
silanizadas. Depois foram submetidos a um processo de desparafinizacdo, mantidos
inicialmente por 30 minutos em estufa a 60°C, para em seguida, passarem por 3 banhos
seguidos de xilol. Ap6s a desparafinizacdo, os rins foram reidratados em banhos
sucessivos em misturas etanol/agua com proporcdes decrescentes de etanol e,

finalmente, agua destilada.

Para o processo de silanizagdo, as laminas foram colocadas em um banho de

alcool 96° durante 1 minuto, seguido de banhos sucessivos de acetona PA durante 1
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minuto e silano 6% durante 5 minutos. Em seguida, as laminas foram colocadas em 2
banhos de acetona e 2 banhos de agua destilada, sendo posteriormente secadas em

estufa a 60°C durante 24 horas.

Acido Periodico de Schiff (PAS)

A Reacao PAS foi utilizada para evidenciar as lesées glomerulares. Os tecidos
foram submetidos a oxidac&o por solucdo de acido periodico 0,5% por 15 minutos e
lavadas em agua destilada. Posteriormente, as laminas foram coradas com o reativo
de Schiff (solucdo aquosa de fucsina basica a 0,5% acrescida de 15 ml de &cido
cloridrico 1N e 9g de metabissulfito de sédio a cada 100 ml da solugéo) por 20 minutos.
Em seguida, as laminas foram lavadas em agua destilada e contracoradas por 5
minutos com hematoxilina de Harris. Os cortes foram montados com lamina e laminula

com permount.

As lesdes glomerulares (% esclerose e % isquemia glomerular) foram
quantificadas através da observacdo sucessiva de cerca de 200 glomérulos de cada

animal em aumento final de 400X (105).

Tricrobmio de Massom

Para avaliar a quantidade intersticial de cristais de 2,8 dihidroxiadenina (2,8-
DHA), foi empregada a coloragédo de Tricrémio de Masson. Durante 10 minutos, as

laminas foram coradas com hematoxilina de Harris. Apds lavagem em agua destilada,
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foram coradas por 1 minuto com solucéo de escarlate de Biebrich (solu¢cdo aquosa,
0,9 % de escarlate de Biebrich, 0,1 % de fucsina acida e 0,01 % de &cido acético
glacial). Apos lavagem com agua destilada, as laminas foram coradas por 10 a 15
minutos com diferenciador de Masson (solu¢céo aquosa, 2,5 % de acido fosfotungstico
e 2,5 % de &cido fosfomolibdico), em seguida, azul de anilina 2,5 % acrescido de 2
mL de &cido acético glacial para cada 100 mL de solucdo. ApdOs coradas, as laminas
foram desidratadas e diafanizadas em banhos sequenciais de solu¢des de etanol com
concentragéo crescente, seguidos de 2 banhos em xilol. Os cortes foram montados
entre lamina e laminula com permount. A quantificacdo de cristais de 2,8 DHA foi
obtido pela contagem de 50 campos consecutivos em um aumento final de 400X e o

valor obtido foi expresso em niimero de cristais por mm?2.

3.6 Imuno-histoquimica do tecido renal

A analise de mediadores inflamatérios e fibrose foi feita através de imuno-
histoquimica. Os tecidos parafinizados cortados em espessura de 4 um e colocados em
laminas previamente silanizadas (3-Aminopropil-trietoxi-silano, Sigma-Aldrich, St.

Louis, MO, Estados Unidos).

Os tecidos renais montados em laminas silanizadas foram mantidos em estufa a
60°C durante 30 minutos. ApoOs esse procedimento, os tecidos foram submetidos a
desparafinizacdo em 3 banhos de xilol e re-hidratados em etanol (concentracdes
decrescentes) e agua destilada. A recuperagdo antigénica foi realizada em panela a

vapor por 30 minutos a temperatura de 98 °C, em solug&o de &cido citrico 10 mM de pH
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6,0. Todas as incubacbes foram realizadas em céamara Umida para evitar o

ressecamento dos cortes.

Infiltracdo de Macrofagos (M¢ total)

O método da Fosfatase Alcalina foi usado para identificar de células positivas
para M¢. Apos desparafinizacdo e recuperacdo antigénica, foi realizado o bloqueio da
biotina enddégena incubando os cortes com solucdo de blogueio de Avidina e Biotina
(Dako, Carpinteria, CA, EUA) por 15 minutos cada. Depois, incubados por 30 minutos
com soro néo imune de cavalo (Vector Lab, Burlingame, EUA) na concentragao de 1:50
diluido em solucé@o de BSA 1% em TBS. Foi feita a incubacdo com o anticorpo primario
desenvolvido em camundongo anti-CD68 (Serotec, MCA341R Oxford, Reino Unido) na
diluicdo 1:200 em temperatura de 3-8°C durante um periodo de 18 horas. Apés a
retirada do excesso de anticorpo primario, os cortes foram lavados com TBS e
incubados com o anticorpo secundario anti-Camundongo Biotinilado (Vector, #BA2001)
na diluicdo 1:200 em solucéo de BSA 1%, sob temperatura ambiente, por 45 minutos.
Depois, os cortes foram incubados durante 30 minutos com o Complexo Estreptavidina-
Fosfatase Alcalina (Vector Lab, Burlingame, EUA) por 30 minutos. Ao término desse
procedimento, os tecidos foram lavados com TBS e estavam prontos para a revelacao
em tempo variavel com substrato cromogénico Fast Red filtrado (1 mg de naftol AS-MX
fosfato (Sigma 067K5300), 100 pl de dimetilformamida, 4,9 ml de solugao Tris 0,1 M de
pH 8,2, 5 pl de levamisol 1 M e 5 mg de FastRed). A precipitacéo do produto da reacéo
da fosfatase alcalina do Complexo e do FastRed presente no substrato cromogénico
permitiu a visualizacdo das células positivas para o epitopo ED-1. Os cortes foram

colocados entre a lamina e a laminula com meio de montagem aquoso de Mayer
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(Glicergel) e em seguida devidamente etiquetados. A contagem de macrofagos foi feita
através de células marcadas no cortex renal com aumento de 400X. Foram observados
25 campos microscopicos para cada rato, o que corresponde a uma area de 1,6 mm? e

os resultados foram expressos em células por milimetro quadrado (céls/mm?).

Infiltracdo de Macrofagos com fenoétipo M2 (CD206+)

Para a identificar os macréfagos com fenétipo M2, foi empregado o método da
Fosfatase Alcalina. Apés desparafinizacdo e recuperacdo antigénica, as marcacoes
inespecificas foram bloqueadas com soro nao imune de cavalo (Vector Lab,
Burlingame, EUA) na concentracdo de 1:50 diluido em solucéo de Leite desnatado 5%
em TBS durante 50 minutos. Em seguida, foi feita a incubacdo por 18 horas com o
anticorpo primario anti-Receptor de Manose (#Ab64693) na diluicdo 1:10.000 em BSA
1%, em camara Umida. Apés lavagem em TBS, os cortes receberam 80ul de solucdo
Envision Link Rabbit/Mouse (Dako, Carpinteria, CA, EUA), por 30 minutos. Depois de
lavados com TBS, foram incubados com 80pl da solucdo Enzima AP (Dako, Carpinteria,
CA, EUA) por 30 minutos. Novamente lavados com em TBS [1X], os cortes foram
incubados com substrato cromogénico Permanet Red (Dako, Carpinteria, CA, EUA),
preparado na proporcdo de 1:100 em substrato. Os cortes foram colocados entre a
lamina e a laminula com meio de montagem aquosa de Mayer (Glicergel). A
quantificacdo de macrofagos com fendtipo M2 foi realizada pela contagem de células
marcadas no cortex renal com aumento de 400X. Foram examinados 25 campos
microscopicos para cada animal, correspondendo a uma éarea de 1,6 mm? e o0s

resultados expressos em células por milimetro quadrado (céls/mm?).
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Infiltrac&o de células intersticiais NLRP3+

As células positivas para o inflamassoma NLRP3 foram identificadas método da
Peroxidase Enddgena. Apos desparafinizacdo e recuperagéo antigénica, a Peroxidase
Enddgena foi bloqgueada com solucéo de peréxido de hidrogénio acrescida de metanol
por 30 minutos. Apés lavagem em tampéo TBS, os cortes foram incubados por 30
minutos com solucdo Dako Protein Block (Dako, Carpinteria, CA, EUA), para bloqueio
de marcacédo inespecifica. Removeu-se o0 excesso dessa solucdo e os cortes foram
incubados com o anticorpo primario anti-NLRP3 (#NovusBioNBP2-12446) na diluicao
1:400 em BSA 1%, durante 18 horas em camara umida. Apds banho de TBS, foram
incubados por 30 minutos com solucdo de Envision Flex HRP (Dako, Carpinteria, CA,
EUA). O substrato cromogénico DAB (Dako, Carpinteria, CA, EUA) foi preparado na
proporcao de 1:20 em substrato. Os cortes foram colocados entre a lamina e a laminula
com meio de montagem aquosa de Mayer (Glicergel). A quantificacdo de células
positivas para o inflamassoma NLRP3 foi realizada pela contagem de células marcadas
no cértex renal com aumento de 400X. Foram examinados 25 campos microscopicos
para cada secdo, correspondendo a uma area de 1,6 mm? Os resultados foram

expressos em células por milimetro quadrado (céls/mm?).

Identificac@o de Colageno 1 (Col-1) e Aminopeptidase Endotelial (JG-12)

O método da Peroxidase Endogena foi empregado para a identificacdo de Col-1
e JG-12. ApoOs a desparafinizacéo e recuperagcao antigénica procedeu-se o bloqueio da
Peroxidase Enddégena, como descrito anteriormente, por 30 minutos. Apds serem

lavagem com TBS, o bloqueio da marcacéao inespecifica foi feito durante 30 minutos
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com soro ndo imune de cavalo na diluicdo de 1:50 em solucéo de BSA 1% e Leite 2%,
respectivamente. Em seguida, os tecidos renais foram incubados durante 18 horas com
0s anticorpos primarios anti-Colageno tipo 1 (Abcam®, Cambridge, UK) diluido na
proporcao de 1:200 em solucdo de BSA 1% em TBS e anti-JG-12 (BenderMed System,
GmbH, Austria) diluido na proporgéo 1:100 em Leite 2%, a temperatura de 3-8°C. Apos
lavagem em TBS, os cortes de JG-12 receberam o bloqueio pOs-primario com uma
solucdo de BSA 1%+ Leite 2%. Em seguida, todos os cortes foram incubados por 30
minutos com 80ul de Envision Flex HRP (Dako, Carpinteria, CA, EUA). O substrato
cromogénico DAB (Dako, Carpinteria, CA, EUA) foi preparado na proporcéo de 1:20 em
substrato. Os cortes montados com laminula com meio aquoso de Mayer (Glicergel) e
devidamente etiquetados. A porcentagem da cortex renal ocupada por Col-1 e a % de
area de vasos positivos para JG-12 foram quantificadas pelo método de contagem de
pontos em 25 campos microscépicos consecutivos, num aumento final de 400x com

uma ocular graticulada de 144 pontos (106).

Identificacdo de células Ang Il e a-SMA positivas

Para avaliar a expressdo de Ang Il e a-SMA foi empregada a técnica da
Estreptavidina-Biotina-Fosfatase Alcalina. Apds a desparafinizacdo e exposicdo dos
epitopos, os tecidos foram submetidos ao bloqueio da biotina enddgena através da
incubacéo com solucao de bloqueio de Avidina e Biotina (Dako, Carpinteria, CA, EUA)
por 15 minutos cada. Depois, foram incubados com soro ndo imune de cavalo (Vector
Lab, Burlingame, EUA) na concentracédo de 1:50 diluido em solugéo de Leite desnatado

5% e 2% em TBS, respectivamente, por 30 minutos. Em seguida, incubados por 24
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horas com o0s respectivos anticorpos primarios; anti-All (Peninsula Laboratories
#T4007) e anti-a-SMA (Sigma-Aldrich), diluidos em BSA 1% nas proporc¢des de 1:400
e 1:800. Apods 18 horas, os cortes foram incubados com seus respectivos anticorpos
secundarios, anti-coelho biotinilado (Vector BA-1000) e anti-camundongo biotinilado
(Vector BA-2001), diluidos em BSA 1% nas propor¢des de 1:1000 e 1:200, durante 45
minutos. Posteriormente, os cortes para All foram incubados durante 30 minutos com o
Complexo Estreptavidina-Fosfatase Alcalina (Vector Lab, Burlingame, EUA) e os cortes
para a-SMA com Dako Estrepatavidina Fosfatase Alcalina (Dako Carpinteria, CA, EUA)
e por fim, revelados com substrato cromogénico Fast Red, preparado conforme descrito
anteriormente, com tempo variavel. Os cortes foram colocados entre a lamina e a
laminula com meio de montagem aquosa de Mayer (Glicergel) e foram em seguida

devidamente etiquetados.

Para quantificar o infiltrado de células intersticiais Angll positivas foi feita a
contagem de células marcadas no cértex renal, ao microscopio com aumento de 400x,
analisando-se 25 campos de cada animal, correspondendo a area de 1,6 mmz2. Os
resultados foram apresentados como células positivas por milimetro quadrado

(céls/mmg).

A expressdo de a-SMA é constitutivamente em artérias e arteriolas, porém,
diante de um processo inflamatorio cronico, passa a se instalar no intersticio renal,
indicando a presenca de miofibroblastos nesse compartimento. O percentual de area
intersticial renal ocupada pela a-SMA foi avaliada pelo método de contagem de pontos

em 25 campos microscopicos consecutivos, sob um aumento de 400x, com auxilio de
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uma ocular graticulada de 144 pontos (106). As artérias e arteriolas positivas foram

desconsideradas, ja que a positividade nessas estruturas € considerada constitutiva.

Hipoxia renal: Pimonidazol

Como mencionado anteriormente, 0s animais receberam injecOes
intraperitoneais de PimonidazolHCI / Hypoxyprobe™-1 (IRG Biosciences, EUA) diluido
em soro fisiolégico a 0,9%, um composto que, sob baixa pO2, liga-se a proteinas
tissulares formando adutos, ou seja, produtos de sua ligacéo direta a essas proteinas.
Apos os procedimentos de desparafinizacao e recuperacao dos antigenos, foi realizado
o blogueio da Peroxidase Enddgena, c. Sucedeu-se o bloqueio de marcacoes
inespecificas no tecido, incubando-os com 1 gota (cerca de 80ul) de Avidina (Dako
#X0590) por 15 minutos, lavados em TBS por 5 minutos sob leve agitacdo. Em seguida,
foram incubados com 1 gota de Biotina (Dako #X0590) também por 15 minutos. Por fim,
apos nova lavagem em TBS por 5 minutos sob leve agitacdo, aplicou-se 1 gota de
Protein Block (Dako #X0909) sobre os cortes, 0s quais foram incubados por 30 minutos.
A partir disso, os cortes foram incubados com anticorpo primario anti-Pimonidazol
(Mab1 #9.7.11, Hypoxyprobe™-1 Kit) na diluicdo 1:500 em solucdo de BSA 1%, sob
temperatura de 3-8°C durante um periodo de 18 horas. Em seguida, os cortes foram
lavados com TBS por 5 minutos sob leve agitacdo e incubados com anticorpo
secundério anti-Camundongo Biotinilado (Vector, #BA2001) na diluicdo 1:200 em
solucdo de BSA 1%, sob temperatura ambiente, por 45 minutos. Apos banho em TBS
por 5 minutos sob leve agitacao, os cortes foram incubados com 1 gota de Streptavidina

HRP por 30 minutos (Dako, #K0690) e novamente lavados em TBS por 5 minutos sob
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leve agitacdo. A revelacao foi feita com cromogeno DAB (Dako, Carpinteria, CA, EUA)
por 6 minutos e a contracoloracdo com hematoxilina de Harris por 2 minutos. Os cortes
foram avaliados apenas qualitativamente, sob um aumento de 20x, observando a

coloracdo das regides corticais e medulares.

3.7 Analises do conteudo proteico do tecido renal

Extracdo e quantificacdo de proteinas teciduais — Amostras de tecido renal pesando
entre 100-200 mg foram colocadas em tubos de polipropileno reforcado, contendo
microesferas de ceramica (OMNI 19-628), juntamente com tampdo RIPA (Thermo
Fisher Scientific, Massachusetts, EUA) e inibidores de proteases e fosfatases
(Complete-EDTA e PhosSTOP, Roche®), para serem homogeneizados no aparelho
OMNI BEAD RUPTOR 24. A concentragao proteica total foi determinada utilizando um
kit comercial (Pierce BCA Protein Assay Kit, Thermo Scientific®, Massachusetts, EUA),

seguindo as instrucdes do fabricante.

3.8 Western Blot

Conteudo proteico de TLR4, NLRP3, Caspase-1 e IL-6

De cada animal, 100 ug de proteina do extrato tecidual diluidos em tampéo de
amostra (Laemmli Sample Buffer — BIORAD) foram usados para a corrida
eletroforética em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) em concentracédo estabelecida

pelo laboratorio, durante em 90 minutos a 120 Volts. Posteriormente, a transferéncia
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dos géis (transferéncia imida e semi-umida, respectivamente) para membranas de
nitrocelulose foi realizada por 2 horas a 400mA para transferéncia imida e 45 minutos
a 20V para transferéncia semi-umida. Em seguida, para conferir a transferéncia, as
membranas foram coradas com Solucédo de Ponceau (Sigma Aldrich, USA) e lavadas
trés vezes com solucdo de TBSt (TBS [NaCl Glicina Tris-Base ,10x], Agua destilada,
Tween 20, pH 7.4). As membranas seguiram para 0 bloqueio por 2 horas a
temperatura ambiente sob leve agitacdo em solugéo de BSA 5% em TBSt para TLR4
e Leite 5% em TBSt para NLRP3, Caspase-1 e IL-6. Depois, foram incubadas com os
respectivos anticorpos primarios, diluido em BSA a 1% em TBSt, na seguinte
proporcao: anti-TLR4 (Santa Cruz) 1:250, anti-NLRP3 (NovusBio) 1:200, anti-
Caspase-1 (Santa Cruz) 1:1000 e anti-IL-6 (Sigma Aldrich)1:1000. A incubacéo foi a
temperatura de 4°C sob leve agitacao e durou 18 horas (over night). Em seguida, as
membranas foram lavadas com solucdo de TBSt por 5 minutos e incubadas com os
respectivos anticorpos secundarios (Anti-Coelho-HRP: 1:5000, Sigma-Aldrich; Anti-
Camundongo HRP: 1:15000, Sigma-Aldrich), durante 2 horas, a 4°C, sob leve

agitacdo, seguindo-se trés banhos de TBSt de 5 minutos.

Fracao Nuclear do dimero p65 do Sistema NF-xB

Para separa aa porcao nuclear da citoplasmatica, 100 mg de tecido renal foi
utulizado, adicionando-se 1000 pL da solucdo Tampao A (HEPES [10X], KCI [10X],
MgCI2 [10X], Sacarose [5X], glicerol PA, NP-40 PA e inibidores de protease e
fosfatase (Roche, Suica). A amostra foi homogeinizada em gelo com o Dounce

Homogenizer (Sigma Aldrich, USA), transferindo o contedudo para um tubo pré-
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refrigerado, centrifugando a 1000G por 10 minutos a 4 °C. Posteriormente, o
sobrenadante (fracdo citoplasmatica) foi transferido para um tubo pré-refrigerado e o
pellet ressuspendido com 1mL do tampéo A, centrifugado a 1000G por 10 minutos a
4 °C. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi novamente suspenso em 200 uL no
tampao B (Sacarose, SDS, Tris-HCI [10X], Bromo-phenol-blue e beta mercaptoetanol
PA). Por 15 minutos, a solugéo foi centrifugada al500G a 4 °C. O sobrenadante
(fracdo nuclear) foi transferido para um tubo pré-refrigerado e armazenado. As
amostras de fragdo nuclear foram submetidas a corrida eletroforética em gel de
poliacrilamida 10% (SDS-PAGE), durante 90 minutos a 120 Volts. Em seguida, o gel
foi transferido (transferéncia semi-umida) a uma membrana de nitrocelulose, durante
45 minutos a 20V. Apos a transferéncia, a membrana foi corada com Solucdo de
Ponceau conferencia da transferéncia e depois lavada trés vezes com solucdo de
TBSt (TBS [10x] 4gua destilada Tween 20, pH 7.4), foi bloqueada por 2 horas a
temperatura ambiente sob leve agitagcdo em solucéo de Leite3% + BSA3% em TBSt.
Apébs o bloqueio, foi feita a incubagdo com o anticorpo primario anti-p65 fosforilado
(CellSignaling, Massachussets, EUA) diluido em BSA a 1% em TBS na proporcéo
1:100, durante 18 horas a 4°C. Em seguida, foi lavada com solugéo de TBSt por 5
minutos e acrescentado com o anticorpo secundéario (Anti-coelho-HRP: 1:5000,
Sigma-Aldrich), por 2 horas, a 4°C, sob agitacdo, seguindo-se trés lavagens de 5

minutos com TBSt.
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Conteudo proteico de HO-1, SOD1 e SOD2

Para cada amostra, 100ug (paraHO-1 e SOD1) e 25 pg (para MnSOD) de
proteina do extrato tecidual diluidos em tampédo de amostra (Laemmli Sample Buffer
— BIORAD) foram utilizados para a corrida eletroforética em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE) em concentracdo padronizado pelo laboratério, a 120 Volts. A
transferéncia (transferéncia semi-umida) dos géis para membranas de nitrocelulose
foi feita durante 45 minutos a 20V. Apés esse processo, a Solucao de Ponceau foi
usada conferir a transferéncia. Posteriormente lavadas com solucdo de TBSt e
blogueadas por 2 horas a temperatura ambiente sob leve agitacdo em solugcédo de
Leite 5% em TBSt para as 3 moléculas alvo. Ap6s o bloqueio, as membranas foram
incubadas com os respectivos anticorpos primarios, diluidos em TBSt, na seguinte
propor¢do: anti-HO-1 (Abcam) 1:500, anti-SOD1 (Abcam) 1:50.000 e anti-SOD2
(Cayman) 1:10.000. A incubacéo foi feita durante 18 horas a 4°C. Em seguida, as
membranas foram lavadas em TBSt por 5 minutos e incubadas com os respectivos
anticorpos secundarios (Anti-Camundongo HRP: 1:15000 (Sigma-Aldrich) e Anti-
coelho-HRP: 1:5000 (Sigma-Aldrich), por 2 horas, a 4°C, sob agitacdo, seguindo-se

trés lavagens de 5 minutos com TBSt.

Identificacdo e quantificacdo das bandas

A quimioluminescéncia foi o0 método adotado para a revelar as proteinas alvo
das membranas, através de kit comercial (Pierce SuperSignal West Pico

Chemiluminescent Substrate, Thermo Scientific®), e as imagens registradas através
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de um aparelho fotodocumentador (UVITEC Cambridge®). A identificacédo, analise e
quantificacdo das bandas foram feitas utilizando o software Uvisoft-Uviband Max
(UVITEC Cambridge®, UK). A proteina constitutiva B-actina (anti-B-actina, Sigma-
Aldrich, 1:5000 em BSA 1%) foi utilizada Para a normalizacdo dos resultados das
proteinas alvo TLR4, NLRP3, Caspase-1, IL-6, HO-1, SOD1 e SOD2. Para a
normalizacdo dos resultados da proteina alvo p65 fosforilada, a proteina constitutiva
nuclear histona H2B (anti-histona H2B, Abcam, 1:1000 em BSA 1%). Para bloquear
marcacdes inespecificas das proteinas constitutivas, as membranas foram
previamente incubadas com BSA 5% e em seguida, o excesso foi retirado,
adicionando-se 0s respectivos anticorpos primarios, as quais permaneceram durante
18 horas a 4°C. Em seguida, foram lavadas com TBSt e incubadas com os respectivos

anticorpos secundarios e posteriormente reveladas.

3.9 Andlise Estatistica

A analise de variancia (ANOVA) de um fator seguida de pos-teste pelo método
de Newman-Keuls (107) foi utilizada para avaliar os resultados, considerando
significantes os valores de “p” menores que 0,05. O software GraphPad Prism®

versao 4.0 foi utilizado para realizar os calculos e os resultados apresentados no

formato média * erro padréo.
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4. RESULTADOS

Protocolo 1 — Sobrecarga de Adenina na dieta

Mortalidade, Peso corpéreo (PE) e Pressao Caudal (PC)

Todos os animais sobreviveram até o final do protocolo. Os animais que
receberam a dieta contendo ADE 0,5% apresentaram perda de peso. Essa reducao no
peso corpéreo dos animais se deu a uma baixa ingestdo da ragcéo contendo ADE 0,5%.
No entanto, mesmo com a menor ingestao, foi possivel verificar a presenca de cristais
de 2,8-DHA no tecido renal. Os animais que receberam a dieta contendo ADE 0,5%
apresentaram aumento da pressao caudal (p<0,05 vs C). Nesse modelo, a hipertenséo
pode ser atribuida a constricdo vascular renal relacionada a elevacdo da viscosidade

do sangue e ativagado do sistema renina-angiotensina-aldosterona (108).
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Figura 7. Peso corpéreo e presséo caudal dos grupos de estudo apds 2 semanas de acompanhamento. Resultados
apresentados como Média+EP.
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Relacao da Excrecéo Urinaria de Albumina e Creatinina (Uae/Ucreat) € Concentracao

Sérica de Creatinina (Screat)

Os animais ADE 0,5% que permaneceram em condicdes de normoxia

apresentaram aumento da relacdo da excrecdo urinaria de albumina e creatinina

(p<0,05 vs C). Os animais ADE 0,5% submetidos a hipdxia apresentaram reducao

numeérica da relacao UaLs/Ucreat (p<0,05 vs ADEnoR), semelhante aos animais controle

submetidos a hipodxia (p<0,05 vs Chip). Os animais ADE 0,5%, tanto em normdxia como

em hipoxia, apresentaram maior retencdo de creatinina sérica, (p<0,05 vs respectivo

C), indicando redugé&o na funcéo renal.
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Figura 8. Relagdo UaLs/Ucreatr € concentrac@o sérica de creatinina dos grupos de estudo apds 2 semanas de

acompanhamento. Resultados apresentados como Média+EP.
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Hematdcrito (Ht) e Hemoglobina (Hb)

Os animais ADEnor apresentaram aumento do hematoécrito e da hemoglobina
(p<0,05 vs respectivo C), possivelmente devido a hemoconcentracdo e ao aumento da
viscosidade sanguinea (108, 109). Sabe-se que a hipdxia é capaz de promover
aumento do numero de hemacias e da hemoglobina, uma adaptacdo destinada a
melhorar a captacdo de oxigénio pelas células. Esses aumentos foram observados em

ambos os grupos submetidos a hipoxia (p<0,05 vs respectivo C; p<0,05 vs ADENoR).
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Figura 9. Hematdcrito e hemoglobina dos grupos de estudo apds 2 semanas de acompanhamento. Resultados
apresentados como Média+EP.
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Hipertrofia Renal

A hipertrofia renal foi demonstrada através da relacéo entre o peso renal (PR) e
0 peso corporeo (PE) dos animais. Os animais ADE, tanto em norméxia como em
hipoxia, apresentaram aumento do PR/PE (p<0,05 vs respectivo C), provavelmente
devido ao edema intenso desencadeado pela sobrecarga de Adenina. No entanto, 0s
animais que permaneceram em hipoxia apresentaram reducéo dessa relacdo (p<0,05
vs respectivo C; p<0,05 vs ADEnor), sugerindo que a hipdxia possa atenuar

o0 edema tecidual.
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Figura 10. Relacdo do Peso Renal/Peso Corpéreo dos grupos de estudo apds 2 semanas de acompanhamento.
Resultados apresentados como Média+EP.
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KIM-1 urinario e Potassio Plasmatico

Os animais ADE apresentaram aumento substancial da concentracdo urinaria
de KIM-1 em relacdo aos animais C (p<0,05), sugerindo intensa leséo tubular nesses
animais. No entanto, a concentracdo de KIM-1 (ng/mL) na urina dos animais ADE
submetidos a hipdxia foi reduzida, indicando reducdo da injaria tubular nesses
animais. Em relacdo ao potassio plasmatico (mEqg/L), ndo foram observadas

alteracdes significantes entre os grupos de acompanhamento.
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Figura 11. Concentracdo urinaria de KIM-1 (ng/mL) e Potassio plasmatico (mEqg/L)dos grupos de estudo apés 2
semanas de acompanhamento. Resultados apresentados como Média+EP.
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Analise Histoldgica do Tecido Renal

Isquemia Glomerular e Esclerose Glomerular

Na Figural2 estdo apresentadas fotomicrografias das lesbes glomerulares
(ISQ e GS) observadas nos grupos de estudo. E sabido que o modelo de sobrecarga
de adenina néo intensifica as lesdes glomerulares, apenas no tubulointersticial. Apos
duas semanas, os animais ADEnor € ADEnP apresentaram algumas dessas lestes
glomerulares, no entanto, os valores obtidos neste estudo de curto prazo sdo muito

inferiores aos observados em outros estudos de longo prazo (110), por tanto foi

realizada apenas a analise qualitativa das lesdes.
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Figural2. Fotomicrografias representativas de glomérulo normal (A) do grupo C, glomérulo isquémico (B) e

glomérulo com esclerose (C) do grupo ADE. Coloragdo PAS, aumento 400X.
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Cristais de 2,8-DHA no parénquima renal

Através da coloracdo de Tricromio de Massom, foi possivel observar a
presenca de cristais no parénquima renal (intersticial, no lumen tubular, em regides
intratubulares ou até mesmo formando granulomas) dos animais ADE, sendo a
principal caracteristica desse modelo de nefrite tubulointerstial (21). N&o ouve
diferenca na densidade de cristais entre os grupos ADEnor € ADEHp, sugerindo que
a permanéncia na camara de hipoxia ndo alterou o consumo da dieta. Como esperado

0s animais C ndo apresentaram cristais de 2,8-DHA no intersticio renal.

Figura 13. Fotomicrografias representativas da presenca de cristais de 2,8 DHA apés 2 semanas de
acompanhamento. C: animal controle. ADE: animal adenina. Aumento de 400x.
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Figura 14. Numero de cristais de 2,8-DHA no intersticio renal dos grupos de estudo apés 2 semanas de
acompanhamento. Resultados apresentados como Média+EP.
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Andlise da Hipodxia Tecidual

A analise qualitativa da Hipdxia renal foi avaliada através da marcac&o imuno-
histoquimica para adutos tissulares formados em baixa pO: através da ligacéo direta
de proteinas ao composto Pimonidazol injetado. Como sabemos, a hipoxia renal esta
presente na regido medular devido ao intenso transporte ativo desses segmentos do
néfron.

Os animais C e ADE em normoOxia apresentaram marcacdo apenas nessa
regido enquanto os animais submetidos a hipdxia apresentaram marcacao positiva
nas regides corticais, sugerindo que a hipdxia se estendeu por todo o rim, com
excecao dos glomérulos (Figura 15).

Em relacdo a analise quantitativa (Figuras 16A e 16B), avaliada através da
densidade de capilares peritubulares positivos para a marcacdo da Aminopeptdase
(JG-12), observamos que houve uma reducéo significativa da densidade capilar nos
animais ADEnor, decorrente, principalmente, pela intensa fibrose intersticial do tecido
renal desses animais. Ja os animais ADEHip apresentaram menor rarefagdo capilar, o

gue sugere possivel efeito renoprotetor da hipéxia, mantendo a densidade capilar.

Cror ADEyog Curp ADEyp

Figura 15. Fotomicrografias representativas da imuno-histoguimica de Pimonidazol para detec¢do da hipdxia renal
dos grupos apés 2 semanas de acompanhamento. Aumento de 100X.
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Figura 16. A: Fotomicrografias representativas imuno-histoquimica de JG-12 dos grupos apds 2 semanas de
acompanhamento. Aumento de 400X; B: Porcentagem de JG-12 dos grupos de estudo apds 2 semanas de
acompanhamento. Resultados apresentados como Média+EP.
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Analise imuno-histoquimica do Tecido Renal

Infiltrado Intersticial de Macréfagos

A sobrecarga de ADE provocou elevada infiltracdo de macréfagos no intersticio
renal, indicando intenso processo inflamatério (p<0,05 vs C). Os animais ADE
submetidos a hipdxia apresentaram menor infiltrado intersticial de macrofagos,
sugerindo um efeito protetor contra a inflamacé&o. Em relagdo ao nUmero de macrofagos
com fendtipo M2 (CD206+), observamos que os animais ADE apresentaram aumento
significante em relagéo a seu respectivo grupo controle (p<0,05 vs C).

Entretanto, ao analisarmos a propor¢cédo entre os fendtipos dos macréfagos
intersticiais, observamos nos animais ADEnor uma menor abundancia de macréfagos
do tipo M2, um perfil anti-inflamatério, sugerindo que a maior parte dos macrofagos
presentes possui perfil M1, contribuindo para a inflamacéo intersticial nesses animais.
Nos animais ADEwp, a quantidade de macréfagos M2 foi semelhante a observada nos
animais C e significativamente elevada quando comparada aos animais ADEnNor
(p<0,05 vs ADEnor), além disso, corresponde a metade do total de macréfagos
encontrados nesse grupo, sugerindo que a hipdxia ndo apenas reduziu a infiltracédo de
macrofagos no intersticio renal, mas também favoreceu a polarizacéo para o fendtipo

M2.
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Figura 17. Fotomicrografias representativas do infiltrado de macréfagos dos grupos de estudo. Aumento de 400X.
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Figura 18. A: Infiltrado de macréfagos (M¢) dos grupos de estudo apds 2 semanas de acompanhamento. B:
Relagdo M¢$ CD206+/M¢ CD68. Resultados apresentados como MédiatEP.
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Infiltrado Intersticial de Células Angiotensina I+

Os animais ADE apresentaram aumento no numero de células Ang I+
intersticiais (p<0,05 vs Cnor), as quais exercem efeitos inflamatorios importantes no
intersticio renal. Os animais ADE submetidos a hipoxia apresentaram menor infiltrado

intersticial de células Ang I+, 0 que sugere um possivel efeito renoprotetor da hipoxia

na inflamacé&o do intersticio renal.
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Figura 19. Microfotografia representativa do infiltrado de células Ang Il+ dos grupos de estudo. Aumento de 400X.
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Figura 20. Infiltrado de células Ang ll+ dos grupos de estudo apos 2 semanas de acompanhamento. Resultados
apresentados como Média+EP.
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Apo6s 2 semanas, a sobrecarga de adenina promoveu maior deposicao intersticial

de Col-1 e maior infiltracdo de miofibroblastos, observados pela expressao dea-SMA

(p<0,05 vs Cnor), favorecendo a fibrogénese renal. Ainda que elevada em relagédo aos

animais C, os animais ADEn apresentaram menor deposicdo intersticial desses

marcadores (p<0,05 vs ADE), sugerindo que a hipdxia foi capaz de atenuar esse

processo, reduzindo a progressao da fibrose renal nesses animais.
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Figura 21. Fotomicrografias representativas da Deposicao intersticial de Colageno-1 e a-SMA (miofibroblastos) dos

grupos de estudo. Aumento de 400X.
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Figura 22. Deposicdo intersticial de Colageno 1 e a-SMA dos grupos de estudo apdés 2 semanas de

acompanhamento. Resultados apresentados como Média+EP.
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Expressao renal dos componentes da imunidade inata

Na tentativa de elucidar os mecanismos envolvidos nos efeitos renoprotetores
observados pela exposicdo de animais ADE a hipodxia durante 2 semanas, foram
avaliados os principais componentes das vias de sinalizagao do sistema NF-«B e do
inflamassoma NLRP3, ja demonstrados anteriormente estarem ativados neste

modelo.

Componentes do sinal 1 da Imunidade Inata

Apols 2 semanas, a expressao de TLR4 no tecido renal dos animais ADE
estava aumentada quando comparada aos animais C (p<0.05) e a hipoxia néo foi
capaz de reduzir a expressao desse componente em relacdo aos animais ADEnor.

A expressdao da subunidade p65 fosforilada na fracdo nuclear estava
exacerbada nos animais ADE (p<0,05 vs C), indicando ativagéo acentuada do NF-«B
na presenca da intensa nefrite tubulointersticial decorrente da sobrecarga de adenina.
A hipoxia foi capaz de atenuar a ativacdo do sistema NF-«B nos animais ADE,
sugerindo possivel mecanismo na renoprotecao da hipoxia.

Um dos produtos da ativacdo da via do NF-xB € a IL-6, portanto, era esperado
0 aumento da expressao renal de IL-6 nos animais ADE. A hipoxia foi capaz de
atenuar a expresséo de IL-6 em relagdo aos animais ADEnor (p<0,05), decorrente

da reduzida ativagéo do sistema NF-«B.
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Figura 23. Expressao proteica dos componentes do sinal 1: A: TLR4; B:NF-kB e C: IL-6 obtidos do tecido renal
dos grupos de estudo apds 2 semanas de acompanhamento. Resultados apresentados como MédiatEP.

Componentes do sinal 2 da Imunidade Inata

Ap6s 2 semanas, os animais ADEnor apresentaram maior infiltracdo de células

positivas para NLRP3 no intersticio renal e maior expresséo de Caspase-1 (p<0.05 vs

Cnor), sugerindo a formagéo do complexo do inflamassoma. A exposi¢cédo a hipoxia

atenuou o infiltrado intersticial de células NLRP3+ (p<0,05 vs ADEnor) € reduziu a

expressao de Caspase-1 (p<0,05 vs ADEnor) mesmo que ainda elevadas em relacéo

ao Cuip (p<0,05), sugerindo possivel efeito protetor da hipdxia nessa via.
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Figura 24. A: fotomicrografia representativa da infiltracao de células intersticiais NLRP3+ (setas pretas), aumento
de 400X. B: Infiltrado de células intersticiais NLRP3+ apds 2 semanas de acompanhamento. Expressao proteica
de Caspase-1 (C) dos grupos de estudo apds 2 semanas de acompanhamento. Resultados apresentados como
Média+EP.

Expressao renal de marcadores anti-oxidantes

A fim de verificar os efeitos protetores da hipdxia sobre o estresse oxidativo, foi
avaliado o conteudo renal de Heme oxigenasse-1 (HO-1), Cobre Superéxido Dismutase
(SOD1 ou CuSOD) e Manganés Superoxido Dismutase (SOD2 ou MnSOD) apés 2

semanas de acompanhamento.
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Figura 25. Expressdo de HO-1 (A), SOD1 (B) e SOD2 (C) dos grupos de estudo apdés 2 semanas de
acompanhamento. Resultados apresentados como Média+EP.
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Protocolo 2 — Inibic&o do Oxido Nitrico

Mortalidade, Peso corporeo (PE) e Pressédo Caudal (PC)

Ao final das 4 semanas de acompanhamento, ndo houve mortalidade entre os
grupos, porém os animais NAMEnor apresentaram menor ganho de peso nos animais
em relagéo ao seu respectivo Controle. Nao houve diferencas relevantes em relagao ao

peso dos animais nos demais grupos de estudo.

O bloqueio da sintese de NO promoveu hipertensdo sistémica acentuada
(p<0.05 vs respectivo C), corroborando os dados dos trabalhos anteriores do nosso
laboratorio. A hipertensédo foi atenuada nos animais que receberam L-NAME e foram
submetidos a hipdxia (p<0,05 vs NAMEnor), sugerindo um efeito anti-hipertensivo

dessa condicao.
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Figura 26. Peso corporeo e da pressdo caudal dos grupos de estudo apds 4 semanas de acompanhamento.
Resultados apresentados como MédiatEP.
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Relacdo da Excrecdo Urinaria de Albumina e Creatinina (Uas/UcreaT) € dosagem
sérica de Creatinina

Houve aumento na relacdo Uais/Ucreat dos animais NAMEnor (p<0,05 vs Cnor).
Esse parametro foi atenuado nos animais NAME que permaneceram em condi¢cfes de
hipoxia (p<0,05 vs NAMEnor). Ap0s 4 semanas de acompanhamento, 0s animais
NAMEnNor apresentaram retencdo sérica de creatinina, sugerindo uma redugédo da
funcdo renal. A hipoxia ndo exerceu efeito significativo na reducédo da retencdo de
creatinina, no entanto, cabe lembrar que a creatinina ndo é um bom marcador de funcao

renal em ratos, pois existe secrecéo tubular desse composto.
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Figura 27. Relacdo Uas/Ucrear € da creatinina sérica (ng/dL) dos grupos de estudo ap6s 4 semanas de
acompanhamento. Resultados apresentados como Média+EP.
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Hematdcrito (Ht) e Hemoglobina (Hb)

Como citado anteriormente, a baixa concentracéo de Oz promove o0 aumento de
glébulos vermelhos e da concentracdo de Hemoglobina. Portanto, como esperado, 0s
animais submetidos a hipoxia apresentaram elevacao do Ht e da Hb apds 4 semanas

de acompanhamento (p<0,05 vs respectivo C; p<0,05 vs NAMERNoR).
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Figura 28. Hematdcrito e hemoglobina dos grupos de estudo apos 4 semanas de acompanhamento. Resultados
apresentados como Média+EP.
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Analise Histoldgica do Tecido Renal

Isquemia Glomerular e Esclerose Glomerular

Como demonstrado anteriormente por nosso grupo, a lesdo glomerular tipo
isquémica é a mais frequente nesse modelo (p<0,05 vs Cnor), provavelmente em
decorréncia do predominio de agentes vasoconstritores. Apesar da % de lesdes do
tipo esclerose ser inferior a do tipo isquémico, ainda foi significativamente maior que

no grupo Cnor (P<0,05).

Figura 29. Fotomicrografias representativas de glomérulo normal (A) do grupo C, glomérulo isquémico (B) e
glomérulo com esclerose (C) do grupo ADE. Coloracdo PAS, aumento (400X).
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Figura 30. Porcentagem de glomérulos isquémicos (ISQ) e escleréticos (GS) dos grupos de estudo apos 4
semanas de acompanhamento. Resultados apresentados como Média+EP.
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Andlise Hipdxia Tecidual

Assim como no Protocolo 1, a analise qualitativa da hipoxia renal foi avaliada
através da marcacdo imuno-histoquimica para o composto Pimonidazol injetado.
Como sabemos, a hipdxia renal esta presente na regido medular devido ao intenso
transporte ativo desses segmentos do néfron.

Nos animais em normoéxia, apenas as regides medulares apresentaram
marcacao positiva para os adutos de Pimonidazol, demonstrando que a hipoxia se
restringiu a essa regido. Entretanto, foram observadas marcacfes positivas nas
regides corticais, além das medulares, dos animais que permaneceram em hipéxia,
sugerindo que a hipoxia tecidual foi generalizada (Figura 31).

Em relacdo a analise quantitativa (Figuras 32A e 32B), avaliada através da
densidade de capilares peritubulares positivos para a marca¢do da Aminopeptdase
(JG-12), observamos que uma reducdo importante na marcacao positiva para JG-12
nos animais NAMEnor, sugerindo uma menor densidade capilar decorrente,
principalmente, da inflamacéo e fibrose intersticial do tecido renal desses animais. A
hipdxia preveniu a rarefacéo capilar nos animais NAMEwp, sugerindo possivel efeito

protetor da hipoxia nos capilares peritubulares do tecido renal.

Cnor NAME o, Cup - - NAME,p

i |

para deteccao da hipdxia renal

Figura 31. Fotomicrografias representativas da imuno-histoquimica de Pimonidazol
dos grupos apos 4 semanas de acompanhamento. Aumento de 100X.
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Figura 32. A: Fotomicrografias representativas da imuno-histoquimica de JG12 dos grupos de estudo. Aumento de
400X; B: Porcentagem de JG-12 dos grupos de estudo apds 4 semanas de acompanhamento. Resultados
apresentados como MédiatEP.
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Analise imuno-histoquimica do Tecido Renal

Infiltrado Intersticial de Macrofagos

O bloqueio do NO provocou infiltracdo de macrofagos no intersticio renal,
indicando intenso processo inflamatorio (p<0,05 vc Cnor). Os animais NAME
submetidos a hipdxia apresentaram menor infiltrado intersticial de macrofagos,
sugerindo um efeito protetor contra a inflamacéo. Quando avaliamos o perfil inflamatério
dos macrdéfagos infiltrados, observamos que os animais NAMEnor apresentaram menor
abundéancia de macréfagos com perfil anti-inflamatério (M2). J& os animais NAME
submetidos a hipoxia apresentaram aumento dessa quantidade quando observamos o
namero total dessas células, o que sugere que a hipoxia foi capaz de influenciar o perfil

inflamatorio dos macroéfagos para M2, o qual possui um papel de reparo e benéfico.
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Figura 33. Fotomicrografias representativas da infiltracdo de macroéfagos totais (ED-1) e CD206+ (M2) dos grupos
de estudo. Aumento de 400X.
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Figura 34. A: Infiltrado de macrofagos (M¢) dos grupos de estudo apds 4 semanas de acompanhamento. B:
RelacdoM¢$ CD206+/M¢ CD68. Resultados apresentados como Média+EP.

Infiltrado Intersticial de Células Angiotensina I+

A inibicao crénica do NO desencadeou um aumento no niumero de células Ang

[I+ no intersticio renal (p<0,05 vs Cnor). Os animais NAMEHnir apresentaram menor

infiltrado de células Ang IlI+ no intersticio renal, sugerindo que a hipdxia promoveu

efeito renoprotetor e que pode estar associado aos efeitos da Angiotensina Il.

CHIP

Figura 35. Fotomicrografias representativas da infiltragéo de células Angiotensina Il+ dos grupos de estudo. Aumento

de 400X.
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Figura 36. Infiltrado de células Ang Il+ dos grupos de estudo apés 4 semanas de acompanhamento. Resultados
apresentados como Média+EP.

Deposicéo intersticial de Colageno-1 e a-SMA

Apébs 30 dias, intensos depdsitos intersticiais de Col-1 e a-SMA nos animais
NAMEnor (p<0,05 vs Cnor), participando do desenvolvimento da fibrogénese renal. A
hipoxia foi capaz de impedir esse processo no intersticio renal (p<0,05 vs NAMEnNoR),

reduzindo a progresséo da fibrose renal nos animais NAMEHp.

Figura 37. Fotomicrografias representativas da deposicao intersticial de Col-1 e a-SMA dos grupos de estudo.

Aumento de 400X.
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Figura 38. Deposicdo intersticial de Colageno le a-SMA dos grupos de estudo apds 4 semanas de
acompanhamento. Resultados apresentados como MédiatEP.

Expressao renal dos componentes da imunidade inata

Para entender os mecanismos envolvidos na renoprotecéo proporcionada pela
exposicdo a hipdxia durante 4 semanas de animais submetidos ao modelo de bloqueio
cronico do NO, foram avaliados os componentes das primordiais vias de sinaliza¢ao

da imunidade inata.

Componentes do sinal 1 da Imunidade Inata

Apos 4 semanas, a expressao proteica de TLR4 no tecido renal dos animais
NAME mostrou-se aumentada (p<0,05 vs respectivo C) e a hipéxia nao foi capaz de
atenuar a expressédo dessa molécula (p>0,05 vs NAMENoR).

A expressdo da subunidade p65 fosforilada na porcdo nuclear estava
substancialmente elevada nos animais NAMEnor (p<0,05 vs Cnor), demonstrando uma
ativacdo acentuada do NF-kB quando ha inibicdo do NO. Esse perfil foi alterado com

alterado com a exposicao dos animais a hipoxia, (p<0,05 vs NAMEnoRr), prevenindo a
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ativacado do sistema NF-kB. A IL-6 corresponde a um dos produtos finais da ativacao

do sistema NF-xB, assim, o aumento da expresséo renal de IL-6 era esperado nos

animais NAMEnoRr.

Como a hipoxia atenuou a ativacdo do sistema NF-kB, os animais NAMEwp

apresentaram menor expressdo de IL-6 no tecido renal (p<0,05 vs NAMEnor),

sugerindo que a hipéxia exerceu um efeito renoprotetor através da menor ativacédo do

sistema NF-«xB.
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Figura 39. Expresséo proteica dos componentes do sinal 1: TLR4 (A), NF-kB (B) e IL-6 (C) obtidos do tecido renal
dos grupos de estudo apos 4 semanas de acompanhamento. Resultados apresentados como Média+EP.

Componentes do sinal 2 da Imunidade Inata

Apbs 4 semanas, os animais NAMEnor apresentaram maior producéo renal de

acido urico (p<0,05 vs Cnor) e estudos demonstram que o &cido Urico atua como um

sinalizador de injdria celular, ativando o inflamassoma NLRP3. Como observado, os
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animais NAMEnor apresentaram maior numero de células intersticiais positivas para

o inflamassoma NLRP3 e aumento da expressao renal de caspase-1 ativa (20kDa)

em relagdo aos animais Cnor, sugerindo a possivel ativacdo do sinal 2 nesses

animais. A exposicdo a hipoxia atenuou essa cascata de ativacdo, reduzindo o

namero de células intersticiais NLRP3 + e atenuando a expressdo de Caspase-1

(p<0,05 vs NAMEnor), sugerindo um efeito da hipéxia sobre a via do sinal 2 da

imunidade inata.
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Figura 42. A: fotomicrografia representativa da infiltragéo de células intersticiais NLRP3+ (setas pretas),
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Apbs 4 semanas, os animais NAMEnor apresentaram maior expressao de HO-1

(p<0,05 vs Cnor), sugerindo a ativacdo de um mecanismo renoprotetor contra o

estresse oxidativo e apoptose por morte celular. Apesar de ainda elevado (p<0,05 vs

Cwip), observamos uma expressao numericamente menor nos animais NAMEHp, 0 que

sugere um possivel efeito protetor da hipoxia nesses animais.

Tanto a SOD-1 quanto a SOD-2 apresentaram reducao nos animais NAMENor,

sugerindo que os efeitos do estresse oxidativo alteram estado redox citoplasmatico e

mitocondrial. Os animais NAMEHnir apresentaram maior expressdo renal de SOD-1

(p<0,05 vs NAMENoR) € um singelo aumento da expressdo de SOD-2.
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5. DISCUSSAO

No presente estudo buscamos verificar o possivel efeito renoprotetor da hipdxia
sobre as lesdes renais, retardando a progressdo da DRC desencadeada por uma

nefrite tubulo-intersticial no Protocolo 1 e pela hipertensdo no Protocolo 2.

No Protocolo 1, os animais que receberam sobrecarga de ADE na dieta por
duas semanas apresentaram alteracdes de parametros bioquimicos e morfolégicos,
ja observados em estudos anteriores deste e de outros laboratérios (18, 21, 110-112),
evidenciando um processo multifatorial. Observamos hipertensdo e aumento na
relacdo da UaLs/Ucreat € da creatinina sérica, 0 que sugere uma pequena reducdo da
funcdo renal nesses animais. Apesar de menos evidentes quando comparados a
estudos de longo prazo (21, 112-115), algumas leses glomerulares foram notaveis a
microscopia 6tica como esclerose e isquemia glomerular, que podem ter contribuido
para 0 aumento da pressao arterial nesses animais. Além disso, observamos
hipertrofia renal e aumento do KIM-1 urinario, um importante biomarcador de injuria

renal aguda (116).

A inflamacgéo aguda e as alteracdes intersticiais foram substanciais apos duas
semanas. A presenca de macréfagos com fenétipo pro-inflamatorio e células positivas
para Ang Il sugere participacéo relevante nesse processo, ja que pudemos observar
células gigantes multinucleadas que favorecem a formacéo de granulomas de corpo
estranho, como observado em estudos anteriores (21, 111, 117). A intensa fibrose
intersticial associou-se a uma rarefagcéo vascular, indicada pela menor porcentagem

de marcacao positiva para JG-12 no tecido renal dos animais ADEnor.
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No protocolo 2, como descrito anteriormente (118-122), a inibicdo do NO
promoveu hipertensdo acentuada e intensa albumindria, juntamente com graves
alteracdes renais, funcionais e morfologicas, como isquemia e esclerose glomerular,
além de rarefacdo vascular, evidenciada pela menor expressdo de JG-12. Além
dessas alteracdes, o tecido renal dos animais L-NAMEnor apresentou intensa
infiltracdo de macrofagos pré-inflamatoérios e células Ang Il positivas. Juntamente com
a presenca de miofibroblastos, indicada pela maior expressdo de a-SMA, e uma
acentuada deposicao intersticial de Colageno -1. Essas alteracbes demonstram a
presenca de um processo de inflamacéao e fibrose renal, caracterizando um quadro de

DRC.

Em ambos os protocolos, a progressao da inflamacéao e fibrose renal associou-
se a ativagdo de duas importantes vias da imunidade inata, o sistema NF-kB (123,
124) e o inflamassoma NLRP3 (125). Esses resultados corroboram estudos
anteriores, que mostraram o envolvimento dessas vias na patogénese da nefropatia
associada ao excesso de adenina (18, 21, 25, 126) e da hipertensao provocada pelo
L-NAME (25, 126-128), assim como na de outros modelos de DRC (18, 20-22, 25,

129).

Inimeros estudos sugerem que a hipoxia crénica do tecido renal, provocada
por condi¢des locais tais como rarefacdo capilar e expansao intersticial, pode ser um
fator de iniciacao e perpetuacdo da DRC (59, 61, 62, 130, 131). Em desacordo com
essa hipotese, evidéncias recentes sugerem que a exposicdo a baixas taxas de
oxigénio na atmosfera pode exercer um efeito protetor sobre o sistema cardiovascular
(132, 133) e renal (23,84). Winkelmayer e col. (78, 80) observaram que a taxa de

mortalidade de pacientes em programa de hemodialise que vivem em localidades
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elevadas foi inferior a observada ao nivel do mar. Da mesma forma, Shapiro e cols.
(79) demonstraram mortalidade reduzida em populacdes vivendo em altitudes
elevadas — ai incluidos pacientes em dialise crénica — em comparacdo com moradores

de localidades situadas ao nivel do mar.

Corroborando dados anteriores obtidos em nosso laboratoério (84), a exposicéo
cronica a hipoxia promoveu alteracbes hematoldgicas adaptativas tipicas como
policitemia e aumento da hemoglobina, além de acentuar a hipdxia renal em ratos
Controle, indicado pelo aumento da marcacédo para adutos de Pimonidazol na cortex
renal. Neste mesmo estudo (84), questionamos mais diretamente a hipétese de que a
hipoxia tecidual exerce um efeito deletério sobre os rins: demonstramos que, quando
expostos cronicamente a baixas taxas atmosféricas de oxigénio, ratos Nx, um modelo
que mimetiza estagios avangados de DRC, apresentaram melhora da hipertenséo, da

funcao renal e do dano estrutural ao rim remanescente.

No presente estudo, a exposi¢ao a hipdxia de controles normais de ambos os
protocolos por 2 ou 4 semanas nado promoveu inflamacgéo renal nem ativacédo do
sistema NF-kB e do inflamassoma NLRP3, uma das principais vias de ativagcédo da
imunidade inata. Essas observacdes reafirmam o conceito de que a hipdxia tecidual é
incapaz de iniciar por si s6 um processo de inflamacéo renal. Além disso, a exposi¢ao
de animais ADE e NAME a baixas taxas de Oz ndo s6 ndo agravou a DRC como
atenuou o desenvolvimento de hipertenséo e de alteragcdes renais, sejam funcionais,
morfologicas (glomerulares e tubulares) ou inflamatorias, mais uma vez em
consonancia com nossas observacgdes anteriores (84). Os mecanismos responsaveis

por esses efeitos ainda séo incertos.
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Apesar dos animais ADEHIP permanecerem hipertensos, nos animais NAMEwip,
a hipoxia atenuou a pressao arterial, assim como observado por Rempel e col. em
ratos Nx (84). Os efeitos da hipOxia sobre o sistema cardiovascular ainda ndo estéao
claros(134). Inumeras alteracdes fisioldgicas ocorrem durante a exposicdo crbnica a
hipoxia. Apesar de diversos estudos demonstrarem o aumento do risco de doencas
cardiovasculares (DCV) com a exposi¢ao a hipoxia, resultados recentes demonstram
os beneficios provocados pela altitude, ou seja, pela baixa concentracdo de Ozem
individuos com DCV (132, 134, 135). Alguns estudos demonstram que a hipoxia
promove aumento da atividade do sistema nervoso simpético através de down
regulation dos receptores tipo beta (136-138), reduzindo a pressao arterial. A melhora
na densidade vascular dos animais submetidos a hipoxia pode ser um possivel efeito
benéfico da hipdxia na reducéo da pressao arterial observada, j4 que a expressao de
moléculas que estimulam a angiogénese esta condicionada ao balanco de Oz, como

VEGF e angiopoietinas (65, 139).

Em relacdo as alteracBes renais, em ambos o0s protocolos observamos a
melhora em diversos parametros funcionais e histologicos. O desenvolvimento de
alteracOes glomerulares, observada nos animais ADEnxor € NAMEnoR, foi prevenido
pela hipéxia. Além desses parametros, os animais ADEwnip apresentaram menor
hipertrofia renal e menor dosagem urinaria de KIM-1, o que sugere efeitos

renoprotetores da hipdxia.

Como mencionado anteriormente, 0S mecanismos responsaveis pela
renoprotecao exercida pela hipoxia ainda permanecem incertos. No entanto, diversos
estudos experimentais apontam que a ativacao local da imunidade inata € um provavel

mecanismo que promove inflamacéo e lesdo tecidual na DRC (6, 9, 18, 20-22, 25,
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129). Corroborando achados recentes de nosso laboratério(84), a baixa pO2 atenuou
a inflamacédo renal, através do menor infiltrado intersticial de células Ang I+ e
macrofagos. Além disso, a hipdxia foi capaz de polarizar os macrofagos para o perfil
M2 (anti-inflamatério) (25, 140-142), contribuindo para o reparo tecidual. Confirmando
esse conceito, Braga et al. (143) demonstraram que camundongos com obstrucéo
ureteral unilateral (UUO) apresentaram inicialmente um infiltrado de macréfagos M1,
enquanto o acumulo de macréfagos M2 foi observado em fases mais avancadas do

processo inflamatorio (88, 144).

Contrariando achados anteriores de que a hipdxia inicia e/ou agrava a lesao
renal e que pode ser um fator de agressao celular que, por si s6, pode promover a
ativacado de varias vias da imunidade inata (62, 145, 146), através da analise de
componentes consolidados das principais vias de ativacdo, como o sistema NF-kB e
a via do inflamassoma NLRP3, pudemos avaliar os efeitos da hipdxia sobre a ativacédo
dessas vias em dois modelos experimentais de DRC, os quais ja foram anteriormente

demonstrados a participacao dessas vias na patogénese da doenca(18, 21, 25, 126).

Embora a hipoxia ndo tenha reduzido a abundancia do TLR4 no tecido renal, a
ativacdo do sistema NF-kB foi menor do que nos ratos em normodxia, conforme
atestado pela menor translocacéo nuclear da subunidade p65 e pela menor expressao
renal da IL-6, uma das moléculas-alvo desse sistema. Esse achado também contraria
a hipotese de que a hipoxia ativa o sistema NF-kB, conforme proposto por alguns
grupos (147-149), mas estd completamente de acordo com nossas observacdes
anteriores de que a ativacao desse sistema é atenuada pela hipoxia em ratos com
ablacao renal de 5/6 (84). Diversos trabalhos demonstram a interacao entre a hipoxia

e a ativacao do sistema NF-kB. Estudos sugerem que a hipdxia tecidual promova a
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ativacao do sistema através de vias ndo candnicas (147-149) e também pelo efeito do
HIF (150), no entanto, nossos resultados corroboram resultados obtidos anteriormente
em nosso laboratério (84), mas 0s mecanismos pelo qual isso ocorre ainda

permanecem nao esclarecidos.

Em ambos os modelos, a hipéxia também atenuou a ativagéo do inflamassoma
NLRP3 e a expressdo da Caspase-1 ativa foi menor nos ratos expostos a hipoxia.
Sabe-se que a ativacao dessa via pode ocorrer através de cristais, como 2,8-DHA e
acido urico (17, 18, 22, 25, 48, 50, 52, 56). Nos animais ADE, tanto o grupo normoxia
quanto hipoxia, apresentaram numeros semelhantes de cristais no parénquima renal,
sugerindo que apesar da melhora geral dos parametros analisados, o nimero de

cristais nao foi alterado.

A razao para a menor ativagado das vias do NF-kB e do inflamassoma NLRP3
ainda ndo esta clara, mas é provavel que se deva ao menos em parte a atenuacao do
estresse oxidativo, um dos principais fatores estimuladores desses sistemas (22, 25,
151-153). Estudos anteriores sugeriram que a exposicdo prolongada, ainda que
intermitente, a uma baixa pO2diminui a capacidade renal de produzir EROs (84, 154-
156) diante de estimulos como por exemplo a exposicdo a lipopolissacarideos

bacterianos.

A participacdo do estresse oxidativo foi avaliada através da expressdo de
proteinas citosélicas HO-1 e SOD-1; e mitocondrial SOD-2. Em nenhum dos
protocolos a hipoxia alterou os niveis de HO-1, SOD-1 e SOD-2 dos controles normais
em comparagdo 0s animais em normoxia. Em ambos os protocolos, 0os animais
ADEnor € NAMEnor apresentaram aumento da HO-1, uma resposta ja bem

estabelecida na literatura sobre a adaptacdo ao estresse oxidativo e citotoxicidade
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(157-159) e reducéao das SODs, sugerindo uma disfuncéo no sistema de remocéao de
EROs, que por sua vez também influenciam a ativacdo da imunidade inata(22, 25,

151-153, 160).

Em contraste, os grupos ADEnr e NAMEnP apresentaram melhoras
significativas no perfil dessas enzimas, corroborando achados anteriores de que a
hip6xia pode prevenir o desenvolvimento do estresse oxidativo renal. Dessa forma, o
efeito benéfico da exposicdo a uma baixa pOz, observado no presente estudo, pode
ter decorrido, a0 menos em parte, de uma atenuacao do estresse oxidativo associado
a esses dois modelos de lesdo renal. A renoprotecdo propiciada por esse perfil
oxidativo mais favoravel pode ter decorrido de uma reducéo do efeito direto das ERO
sobre a estrutura renal e de uma menor ativagao, promovida por esses compostos,

das duas vias da imunidade inata examinadas no presente estudo.

Um importante mecanismo adicional para ajudar a explicar o efeito renoprotetor
da hip6xia observada no presente estudo é a menor ativagéo local do sistema renina-
angiotensina, conforme indicado pela reducdo do numero de células Ang Il positivas
(161, 162). E fato bem conhecido que o estresse oxidativo € um poderoso ativador
desse sistema, o qual por sua vez exerce uma série de efeitos pré-inflamatorios,

incluindo a ativacdo das vias do NF-xB e do NLRP3 (163-165).

Como ja mencionado, estudos anteriores sugerem que a hipoxia atue como um
fator de progressédo da DRC e da ativacdo da imunidade inata (11, 59, 62, 144, 145,
166-168). Além disso, ha relatos de que individuos sofrendo da sindrome da alta-
altitude apresentaram aumento de citocinas inflamatérias na circulagéo,

bY

principalmente IL-6 (146, 169, 170). No entanto, a exposicdo cronica a hipoxia
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promoveu menor ativacdo de vias inflamatérias. A expressdo do HIF-1a esta
relacionada a adaptacao inicial a hipéxia e é rapidamente induzida (86, 171, 172). As
enzimas PHDs regulam a estabilidade do HIF-1a, promovendo sua hidroxilagdo em
situacdes de normodxia. Em condicfes de hipdxia, ha a inibicdo dessas enzimas, 0 que
permite a translocacao nuclear do HIF-1a formando um dimero com o HIF-1[3 e regular
a transcricdo de elementos responsivos a hipdxia (HRE, Hypoxia-responsive
Elements) (173). A expresséo das PHDs varia de acordo com a oxigenacgao do tecido
e sua expressao génica deve-se a inducao via HIF-1a em hipoxia (88, 92, 174). Schley
e col. (175) observaram que a inibicdo de PHDs é capaz de atenuar a disfuncédo renal
e a inflamacao, sem alterar a expressao de HIF-1a, no modelo de sobrecarga de

adenina.

A via de ativacado do HIF é responséavel pela expressdo de diversos HREs,
incluindo respostas celulares para eritropoiese, angiogénese, metabolismo
anaeroébico, metabolismo do ferro e do NO (71, 88, 139, 172, 176). Diversos genes
alvos do HIF ja foram identificados, entre eles a HO-1, iNOS, a Eritropoietina (EPO),
Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF), entre outros(177). Em condicdes
de hipdxia, o acumulo do HIF promove a expressao da EPO, principalmente pelas
células renais semelhantes a fibroblastos (178). Outra funcdo da EPO é proteger
contra injuria renal, reduzindo a apoptose e a inflamacao e aumentando a proliferacao
tubular (179). A EPO renal é expressa principalmente pelos pericitos (células
semelhantes a fibroblastos) e em um quadro de DRC, essas células se
transdiferenciam em miofibroblastos cuja capacidade de producéo de EPO é reduzida
(180).Achados corroboram a ideia de que a interacdo entre EPO e NO representam

um mecanismo relevante de atenuar os danos causados pela hipertensao (181-183)
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e que a exposicao a hipdxia cronica pode ser uma estratégia terapéutica para elevar

os niveis de EPO e outros mecanismos associados a reducao da inflamacéo.

Outro produto da ativacéo do HIF-1a é a o VEGF. Em rins normais, o VEGF é
expresso de forma constitutiva em poddcitos e células epiteliais tubulares da coértex e
medula renal (184). Entre as principais fungbes do VEGF, destacam-se a
angiogénese, estimulo para proliferacdo e migragcdo celular e inibicdo da apoptose
(65, 184). Alguns estudos observaram correlacdo entre a expressao renal de VEGF e
a densidade de capilares peritubulares, sugerindo efeito renoprotetor através da
atividade pré-angiogénica do VEGF (65, 185, 186). No modelo de glomerulonefrite
experimental, as lesGes glomerulares e a inflamacdo renal diminuiram com a
administracdo de VEGF (187). Alguns achados demonstraram que a hipdxia promove
a expressao de VEGF, assim como observado em outros estudos e que esse aumento
pode estar relacionado a melhora da lesao renal observada nos animais submetidos

a hip6xia (188, 189).

Em resumo, o presente estudo mostra que, em dois modelos distintos de DRC,
a hipoxia exerce renoprotecdo, ao invés de atuar como fator patogénico. Esses
achados sao consistentes com resultados anteriores obtidos com o modelo de ablacéo
renal 5/6 e parecem revelar um efeito geral, independente da natureza ou patogénese
da doenca renal. Esse efeito estd associado a diminuicdo da ativacdo da imunidade
inata e reducdo do estresse oxidativo, podendo derivar da acdo de moléculas
produzidas localmente como resposta adaptativa a hipoxia. Esses achados podem
esclarecer a patogénese da DRC e contribuir para o desenvolvimento de estratégias

inovadoras para interromper a progressao da doenca.
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6. CONCLUSOES

Exposicéo a hipoxia ndo promove por si sO leséo renal em ratos sadios;
Exposicdo a hipdxia, ao contrario do esperado, tem efeito protetor e anti-
hipertensivo, corroborando observacgdes anteriores;

. O efeito protetor da hipdxia estd intimamente relacionado a uma acédo
antiinflamatoria;

. O mecanismo de protecéo pode envolver diminui¢cdo da ativacdo da imunidade
inata, da Angiotensina Il e do estresse oxidativo, quebrando a complexa
interagdo pro-inflamatéria;

Esses efeitos podem decorrer diretamente da resposta adaptativa a hipoxia,

gue se expressa na producdo de moléculas como HIF, EPO e VEGF.
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