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RESUMO

A lesdo renal aguda (LRA) pode se estabelecer de maneira rédpida, porém é
potencialmente reversivel. Contudo, quando ndo controlada e tratada adequadamente, a
LRA pode predispor ao desenvolvimento de fibrose renal e favorecer a evolugdo da
injuria para doenca renal cronica (DRC). Além disso, a LRA também impacta a funcéo
de 6rgdos distantes, incluindo coracédo e figado. O sistema imune e a NADPH oxidase
sdo mediadores de lesdo em multiplos 6rgdos, e sdo estimulados pela LRA. Diante
disso, investigamos se o tratamento com 0 imunossupressor e com o inibidor da
NADPH oxidase sdo capazes de prevenir os efeitos da LRA induzida por isquemia
reperfusdo (IR) na fibrose renal, bem como na lesdo de 6rgaos distantes, como coragdo e
figado. Ratos Wistar (300-400 g) foram submetidos a LRA induzida por 30 minutos de
isquemia renal bilateral seguida de 24h de reperfusdo (IR). Esses animais foram
divididos em trés grupos: um grupo tratado com veiculo (IR, n=8); um grupo tratado
com o imunossupressor micofenolato de mofetila (MMF) (30 mg/kg de peso corpdreo,
via intraperitoneal) (IRM, n=8); e um grupo tratado com o inibidor da NADPH oxidase
apocinina (100 mg/kg de peso corporeo, na agua de beber) (IRA, n=8). Um grupo de
animais foi submetido a uma simulacéo da cirurgia (grupo Sham, n=8). Os tratamentos
com apocinina e MMF foram administrados em dose Unica 24 horas antes da IR. A IR
renal induziu elevagédo da deposicdo renal de colageno e o conteddo de a-SMA, reduziu
0 contetdo de nefrina, bem como, elevou os marcadores de estresse oxidativo, e
aumento a atividade e contetdo proteico da MMP-2, a atividade da MMP-9 e o
contetdo proteico de TGF-B1. A IR renal também elevou os marcadores séricos de
lesdo cardiaca e hepética, desregulou a atividade das ATPases cardiacas transportadoras
de Na+ e C2+, e elevou o estresse oxidativo cardiaco e hepatico através da inibicdo de
enzimas antioxidantes e ativacdo da NADPH oxidase. Os tratamentos com MMF e
apocinina preveniram a grande maioria das alterac6es induzidas pela IR renal no rim,
coracdo e figado. Nossos dados sugerem um papel importante do sistema imune e da
NADPH oxidase em mecanismos de deposicdo de tecido fibrotico mediados pela via
TGF-B1-->MMP-2 e -9, bem como, a importancia desses mediadores de lesdo na

inducdo da disfuncdo cardiaca e hepatica em quadros de LRA.

Palavras-chave: Apocinina, Isquemia-reperfusao renal, Lesdo cardiaca, Lesdo hepatica,

Micofenolato de mofetila.



ABSTRACT

Acute kidney injury (AKI) can be established suddenly, but is potentially reversible.
When not properly managed, AKI can predispose to the development of renal fibrosis
and increase the risk of chronic kidney disease onset. In addition, the AKI also impacts
the function of distant organs, including the heart and the liver. The immune system and
NADPH oxidase are mediators of multiorgan damage and are stimulated by AKI.
Therefore, we investigated whether treatment with the immunosuppressant and the
NADPH oxidase inhibitor are able to prevent the effects of ischemia-reperfusion
induced AKI on the renal fibrosis, as well as the damage to distant organs, such as the
heart and the liver. Wistar rats (300-400 g) underwent AKI induced by 30 minutes of
bilateral renal ischemia followed by 24h of reperfusion. The animals were divided into
three groups: a vehicle-treated group (n=8); a group treated with the
immunosuppressant mycophenolate mofetil (MMF) (30 mg/kg of body weight,
intraperitoneally) (n=8); and a group treated with the NADPH oxidase inhibitor
apocynin (100 mg/kg body weight, in drinking water) (n=8). One group of animals was
submitted to a surgery simulation (Sham group, n=8). The treatments with apocynin and
MMF were administered in a single dose 24 hours before IR. The renal IR increased
renal collagen deposition and alpha-SMA content, decreased nephrin content, as well as,
increased oxidative stress markers, increased MMP-2 activity and protein content, and
MMP- 9 and TGF-B1 protein content. The renal IR also elevated serum markers of
cardiac and hepatic injury, deregulated the activity of cardiac Na+ and Ca2+
transporting ATPases, and increased cardiac and hepatic oxidative stress through
inhibition of antioxidant enzymes and NADPH oxidase activation. Treatments with
MMF and apocynin prevented the vast majority of changes induced by renal IR in the
kidney, heart and liver. Our data suggest the important role of the immune system and
NADPH oxidase in mechanisms of fibrotic tissue deposition mediated by the TGF-p1--
>MMP-2 and -9 pathway, as well as the importance of these injury mediators in the

induction of cardiac and hepatic dysfunction in AKI.

Keywords: Apocynin, Renal ischemia-reperfusion, Cardiac injury, Liver injury,
Mycophenolate mofetil.
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1. INTRODUCAO

Atualmente as doencas ndo-transmissiveis compdem 7 das 10 principais causas
de morte no mundo. Dentre elas, as doencas cardiacas representam 16% do total de
mortes por todas as causas, compondo 32% de todas as mortes globais, onde mais de
75% dessas mortes ocorrem em paises de baixa e média renda. Estima-se que 1,28
bilhdo de adultos com idades entre 30 e 79 anos em todo o mundo tenham hipertensao e
a maioria também sdo de paises de baixa e média renda. Dessa forma, a hipertensdo
representa 9,4 milhGes de mortes anuais por doencas cardiacas e acidentes vasculares
cerebrais (OMS, 2019; WHO, 2021). A pressao arterial esta intimamente relacionada a
funcdo renal, onde cerca de 80% dos pacientes com doenca renal cronica (DRC)
desenvolvem hipertensdo (SANTOS et al., 2012), passando a ser o maior fator de risco
para a progressao da doenca renal (PALM e NORDQUUIST, 2011).

A lesdo renal aguda (LRA) pode se estabelecer de maneira rapida, com
diminuicdo da fungdo renal e acimulo de compostos nitrogenados na circulacéo
(SINGH et al., 2012), porém potencialmente reversivel. Todavia, quando ndo controlada
e tratada adequadamente, a LRA pode evoluir para DRC, ou mesmo quando ocorre
restabelecimento da funcéo renal, alteracbes mais suaves podem persistir, e ao longo do
tempoevoluirem com o desenvolvimento de DRC (HEUNG e CHAWLA, 2012;
CHAWLA e KIMMEL, 2012).

Vaérios fatores estdo envolvidos em alteracdes agudas da funcédo renal, sobretudo
por inducdo de situacdes de instabilidade hemodinamica. Intervencdes cirdrgicas de
reparacdo, transplante renal, administracdo de contraste, parada cardiaca, choque
hipovolémico, sdo todas alteracdes hemodindmicas que podem induzir importantes
danos no tecido renal através da inducdo de isquemia. A reperfusdo por sua vez
promove o surgimento de alteracdes com padrdo diferente da isquemia, mas gque
potencializa a necrose e apoptose tubular, sobretudo por estimulacdo de fatores
inflamatérios (YAP e LEE, 2012).

O desenvolvimento de fibrose renal é uma importante alteracdo na lesdo renal
(LEE et al., 2014). A fibrose renal ¢é caracterizada pelo acimulo exagerado de matriz
extracelular (MEC), que por sua vez, pode decorrer de sua maior producao ou menor
degradacéo. Os fibroblastos no intersticio e as células mesangiais glomerulares sdo as
principais células produtoras de MEC, enquanto que a degradacdo da MEC no rim é

realizada, sobretudo, pelas metaloproteinases de matriz 2 e 9 (MMP-2 e 9), que séo
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produzidas pelas células mesangiais (MARTIN et al., 2001). No qual a citocina pré-
fibrotica TGF-B (transforminggrowth fator beta) apresenta acdo central na regulacéo
desse processo (BADID et al., 2000).

A LRA também tem sido associada a lesdes em oérgdos distantes. A LRA
aumenta o risco de surgimento de disfuncdo cardiaca, por meio de sobrecarga de
volume, acidose metabdlica, disturbios eletroliticos, entre outros mecanismos (DI
LULLO et al., 2019). A disfuncdo hepatica similarmente é fortemente observada em
pacientes criticos com LRA (ZARBOCK et al., 2006). Diversos estudos demonstraram
o surgimento de lesbes hepaticas em pacientes com LRA, eles apresentavam alteracdes
na sintese proteica, aumento de respostas inflamatdrias, alteracbes no metabolismo de
lipidios, proteinas e de alguns farmacos (VILAY, et al., 2008; LANE, et al., 2013).

A ativacdo exarcebada do sistema imune e da producdo de espécies reativas do
oxigénio mediada pela NADPH oxidase s&o dois fatores associadas a lesdo em diversos
tecidos, incluindo rim, coracéo e figado. A ativacdo do sistema imune tem sido atrelada
a severidade e a piora do prognostico da LRA (BERRY e CLATWOTHY, 2012). Além
disso, a ativacdo de células imunes esta vinculada a elevacdo do estresse oxidativo
(WANG et al., 2013), como também a terapia antioxidante atenua a ativacéo do sistema
imune (CACH et al., 2015), indicando o carater modulatorio reciproco entre os dois
fatores patogénicos.

Considerando esses dados, a IR renal é um fator de risco para o
desenvolvimento tardio de hipertensdo e doenca renal cronica, que pode ser decorrente
de alteragdes na regulacdo da deposicdo de MEC dependentes da sinalizacdo de
NADPH oxidase-->TGF-B1-->MMPs e modulacdo do sistema imune. Além disso, a IR
renal também é um fator de risco para a inducdo de lesdes em Orgdos distantes,
incluindo coracédo e figado, através de perturbacdes do balanco redox. Dessa forma, o
objetivo deste trabalho foi investigar, em ratos, o impacto da IR renal sobre mecanismos
modulatérios da deposicdo de MEC dependentes da via TGF-p1-->MMPs, bem como,
investigar o impacto dessa lesdo sobre o balanco redox cardiaco e hepatico, e a funcéo
das ATPases cardiacas. Adicionalmente, considerando o papel do sistema imune e da
NADPH oxidase na inducédo de lesdo renal, hepatica e cardiaca, estudamos o impacto do
tratamento com inibidor da NADPH oxidase, apocinina, e de um imunossupressor,

micofenolato de mofetila, sobre as alteracGes induzidas pela IR renal.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

Lesdo renal aguda

A doenga renal crénica (DRC) ou leséo renal aguda (LRA), possui incidéncia
crescente, sendo considerado um problema de saude publica mundial, de desfechos
desfavoraveis e alto custo (LEVEY et al., 2003). A DRC ¢é um termo geral para
distirbios heterogéneos que afetam a estrutura e funcdo do rim progressivamente. Por
outro lado, a LRA ¢é caracterizada pelo declinio abrupto da taxa de filtracdo glomerular,
0 que leva ao acimulo de ureia e outras substancias quimicas no sangue (LEVEY e
CORESH, 2012; KELLUM, UNRUH, MURUGAN, 2011). Esses acumulos podem ser
acompanhados de distdrbios metabolicos (como a acidose metabolica e hipercalemia),
alteracdes no equilibrio de fluidos e efeitos em outros sistemas, que irdo depender da
gravidade e duracdo da disfuncdo renal (SINGRI, AHJA e LEVIN, 2003).

Considera-se que 1,7 milhd&o morrem anualmente por conta de LRA, sendo
diabetes e hipertensdo, fatores comportamentais e estilo de vida, importantes fatores de
risco. A LRA pode ocorrer em 8-16% das internagdes hospitalares (SAWHNEY et al.,
2017) contribuindo para um aumento de custos com despesas hospitalares (WEHBE et
al., 2012). Dessas internacdes hospitalares por insuficiéncia renal no Brasil foi visto que
a maioria esta entre 50 e 69 anos, (Figura 1), sendo predominante no sexo masculino
(Figura 2), sendo mais prevalente entre pardos e brancos (Figura 3) (SOUZA, 2020;
DATASUS, 2020). Em paises desenvolvidos, cerca de 15% dos pacientes adultos
hospitalizados estdo internados em unidades de terapia intensiva (UCHINO et al., 2005;
GUIDELINES, 2017), e desses pacientes, 6% desenvolvem complicacdes que
representam fatores de risco um dano renal permanente (ROCHA et al., 2005; WEHBE
et al,, 2012; HEUNG et al., 2016; SIKMA et al., 2017).
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80 anos ou mais 71.290 (11%)

i
70-79 anos | 110.070 (17%)

60-69 anos | 144.234 (22,20%)

50-59 anos | 125.657 (19,40%)
40-49 anos | 81.579 (12,60%)
30-39 anos | 55.118 (8,50%)

20-29 anos | 34.454 (5,30%)

15-19anos |1 9.574 (1,47%)

1 g . ~ .
10-14 anos [N 6.362 (1%) Ne de internagdes por faixa...
g Total:
5-9anos | 4.298 (0,66%)

1-4 anos ] 4.002 (0,61%)

<lano | 2.464 (0,38%)

Figura 1. InternagBes por insuficiéncia renal no Brasil dividida de acordo com a faixa etaria, no periodo
de 2014 a 2019. Fonte: Departamento de Informatica do Sistema Unico de Salde (DATASUS), 2020.
Adaptado de SOUZA, (2020).

Masculino
280.671 Feminino
43 24% 368.431
56,76%

Figura 2. InternagGes por insuficiéncia renal no Brasil dividida por género, no periodo de 2014 a 2019.
Fonte: Departamento de Informatica do Sistema Unico de Salde (DATASUS), 2020. Adaptado de
SOUZA, (2020).
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153.251 Branca
628
0,10%_ = CUR 255.388 Preta
N 36,20%
150% B = Parda
9.614 Amarela
211.455 M Indigena
32,'60% Sem informagdo
6,00%
38.766

Figura 3. Internagdes por insuficiéncia renal no Brasil dividida por raga/cor, no periodo de 2014 a 2019.
Fonte: Departamento de Informatica do Sistema Unico de Salde (DATASUS), 2020. Adaptado de
SOUZA, (2020).

A LRA est4 associada a alta morbidade, mortalidade e custos de saude. Além da
dialise, nenhuma intervencéo terapéutica melhora a sobrevida de forma confiavel, limita
a lesdo ou acelera a recuperacdo, embora algumas intervencdes farmacoldgicas
direcionadas a mecanismos especificos tenham sido promissoras em modelos
experimentais (ZUK e BONVENTRE, 2016). Por muito tempo, a LRA foi considerada
uma sindrome completamente reversivel, entretanto, nos ultimos anos, estudos
demonstraram um aumento na inducdo de DRC e danos em 0Orgdos nao renais
ocasionados pela LRA (COCA, SINGANAMALA, PARIKH, 2012).

Também foi observado a ocorréncia de LRA secundaria a lesdo de outros 6rgéos
e outras doencas ndo-renais. Cerca de 65% de pacientes submetidos a transplante de
pulmdo desenvolvem LRA no pos-operatério (WEHBE et al., 2012; CARILLO et al.,
2017) e os principais motivos sao hipotensdo arterial, baixo débito cardiaco, hipertensao
pulmonar, circulacdo extracorpdrea e hemorragia grave (ROCHA et al., 2005; SIKMA
et al., 2017). Além disso, em pacientes submetido a cirurgia cardiaca, mesmo uma
pequena alteracdo na funcdo renal esta relacionada ao alto risco de LRA (WILSON et
al., 2016) e a alta mortalidade (OGURI et al., 2015), assim como histérico de
hipertensdo anterior da gravidez esta relacionado ao surgimento de LRA e altas taxas de
morbimortalidade materna neonatal (PRAKASH et al., 2018; CONTI-RAMSDEN, et
al., 2019). Nos ultimpos dois anos durante a pandemia de COVID-19 A LRA também é
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frequente em pacientes hospitalizados com COVID-19, sendo um fator de risco para um
pior prognéstico (HIRSCH et al., 2020).

Classificacdoda LRA

A gravidade da LRA pode ser categorizada através de diversos critérios. Uma
das primeiras classificacdes utilizada foi a RIFLE, que categoriza em: Risk (risco de
disfuncdo renal); Injury (injaria/lesdo para o rim); Failure (faléncia da fungdo renal);
Loss (perda da funcdo renal) e end-stage renal disease (doenca renal em estagio
terminal) (Figura 5). A gravidade da lesdo renal é dada por alteracdes do nivel sérico da
creatinina ou na taxa de filtracdo glomerular (TFG) e na reducdo da medida do fluxo
urindrio calculado por quilo de peso em um determinado tempo
(RICCI,CRUZ, RONCO, 2008; BAGSHAW et al., 2008; BAGSHAW et al., 2010).

Classificacao RIFLE CritérioTFG Critério débito urinario

Aumento SCr x1,5 ou diminuicado da

N & p
Risco (Risk) TFG > 25% Diurese < 0,5 mi/Kg/h em 6h
Nt ) inuicdo da TF
Injaria (Injury) Aumento SCr \(Z\Osuo(j/lrm nuglodaTrG Diurese < 0,5 mi/Kg/h em 12h
> Aumento SCr x3 ou diminui¢ao da TFG Diurese < 0,3 ml/Kg/h em 24h ou
Faléncia (Failure) !
> 75% ou SCr > 4 mg/d| anuria por 24h

Perda completa da funcao renal por >

Perda de Funcao renal (Loss)
4 semanas

Estagio final de doenca renal

A Necessidade de dialise por > 3 meses
(End-stage kidney disease)

Figura 5. Classificacdo de RIFLE. RIFLE Risk, Injury, Failure, TGF: Taxa de filtracdo glomerular, SCr:
creatinina sérica. Fonte: Ricci, Z.; Cruz, D.; Ronco, C. The RIFLE criteria and morality in acute kidney
injury: a systematic review. Kidney Int, v. 73, n. 5, p. 538-546, 2008.

Posteriormente a classificacdo de RIFLE foi modificada pela AKIN (Acute
Kidney Injury Network) também de acordo com a elevacdo de creatinina sérica em
relacdo ao volume urinario (Figura 6) (MEHTA et al., 2007; Sociedade Brasileira de
Nefrologia, 2007).
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Estagios Creatinina sérica Diurese

Estagio 1 Aumento de 0,3 mg/dl ou aumento de | < 0,5 ml/Kg/h por 6 horas

150-200% do valor basal (1,5 a 2 vezes)

Estagio 2 Aumento > 200-300% do valor basal (> 2- | < 0,5 ml/Kg/h por > 12
3 vezes) horas

Estagio 3 Aumento > 300% do valor basal ( > 3 | < 0,3 mI/Kg/h por 24 horas
vezes ou Cr sérica > 4,0 mg/dl com | ou anuria por 12 horas

aumento agudo de pelo menos 0,5 mg/dl)

Figura 6. Definicdo e classificacdo da IRA. Somente um dos critérios Cr (creatinina) ou diurese pode ser
utilizado para inclusdo no estagio. Pacientes que necessitem de dialise sdo considerados estagio 3,
independente do estagio em que se encontravam no inicio da terapia dialitica. Fonte: Sociedade Brasileira
de Nefrologia. Diretrizes da AMB.Comité de Insuficiéncia Renal Aguda da Sociedade Brasileira de
Nefrologia, 2007.

As causas de LRA podem ser divididas em trés classes: pré-renal, intrinseca e
pos-renal. Na forma pré-renal, ocorre um aumento reversivel dos niveis de creatinina
sérica e de ureia no sangue, isso resulta da diminuicdo da perfusao renal, levando a uma
reducdo na TFG (LAMEIRE, VAN BIESEN e VANHOLDE, 2005). A integridade do
tecido renal é preservada, e uma resposta fisiologica adequada a hipoperfusao renal é a
reducdo do volume circulante efetivo, como baixo débito cardiaco, vasodilatacéo
sistémica, ou vasoconstricdo intrarrenal (BLANTZ, 1998). O rim responde a alteracfes
na pressao de perfusdo renal, autoregulando o fluxo sanguineo renal e a TFG dentro de
limites bastante estreitos (LAMEIRE, VAN BIESEN e VANHOLDE, 2005).

A principal causa de LRA intrinseca ao rim € a necrose tubular aguda. Esse
disturbio é causado por lesdo isquémica ou nefrotoxica no rim, que pode resultar de
varios insultos renais distintos (LAMEIRE, VAN BIESEN e VANHOLDE, 2005). Nas
unidades de terapia intensiva, 35-50% dos casos podem ser atribuidos a sepse (HOSTE
et al., 2003). Vaérias classes de agentes antibacterianos, antifngicos, antivirais e
antineoplasicos sdo nefrotdxicos (BACH, 2001; DILLON, 2001; EVENEPOEL, 2004).
Além disso, alguns agentes ambientais e drogas recreativas podem causar insuficiéncia
renal aguda (TURNEY, 2001). A LRA pos-renal ocorre devido a uma obstrucdo no
sistema urinario. Consequéncias importantes sdo a diurese e a presenca de acidose
tubular renal hipercalémica (YARGER, 1992).
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Isquemia/reperfusdo

A leséo de isquemia/reperfusédo (IR) é caracterizada pela restricdo do suprimento
sanguineo para um 6rgdo, seguida pela restauracdo do fluxo sanguineo e re-oxigenacdo
(BREZIS e ROSEN, 1995). As lesdes podem ocorrer apés infarto, sepse e transplante
de 6rgdos, e esse fendmeno agrava o dano tecidual ao iniciar uma cascata inflamatéria,
incluindo ativacdo de espécies reativas de oxigénio (EROSs), citocinas, quimiocinas e
leucécitos (JANG e RABB, 2009).

Os rins lesionados por isquemia manifestam uma variedade de deficiéncias
funcionais, destacando-se o comprometimento da reabsor¢do tubular de solutos e agua
(HANLEY, 1980; JOHNSTON, RENNKE e LEVINSKY, 1984). A isquemia altera de
maneira importante a funcdo e a estrutura de células epiteliais tubulares, podendo
ocorrer necrose dessas células (ZAPPITELLI, 2008), inflamagdo intersticial e
microvasculopatia intersticial (Figura 7) (PATSCHAN; PATSCHAN e MULLER,
2012).

Em geral, 25% do débito cardiaco € direcionado para os rins. Por ndo possuir
distribuicdo uniforme do fluxo sanguineo, maior parte € direcionada para o cortex renal.
Por outro lado, na medula externa, a troca de oxigénio em contracorrente leva a uma
queda progressiva da pressdo parcial do oxigénio (pO?) do cortex para medula (BREZIS
e ROSEN, 1995). Na isquemia renal, o fluxo sanguineo renal diminui de 30-50%, com
evidéncias de uma reducdo seletiva no suprimento sanguineo para a medula externa
(LAMEIRE, VAN BIESEN e VANHOLDE, 2005).

O eixo hipoxantina € um dos mais importantes formadores de EROs ligados a
IR, tornando-se um mecanismo dessa lesdo. Por esse fato uma intervencdo nesse eixo
pode reduzir estresse oxidativo (PRIETO-MOURE et al., 2014). A inibicdo da xantina
oxidase tem efeitos benéficos sobre a lesdo isquémica no rim (TSUDA et al., 2012;
HAGA et al., 2017) e no tecido cardiaco (TSUDA et al., 2012; HAGA et al., 2017). O
processo de hipoxia induz um desequilibrio na homeostasia de célcio ativando proteases
intracelulares, transformando a xantina desidrogenase em xantina oxidase. Sendo essa
Gltima responsavel pela catalise da reacdo entre o oxigénio e a hipoxantina, no decorrer
do processo de reperfusdo, originando o &cido Urico e tendo como produto o superdxido
e 0 peroxido de hidrogénio (BERRY e HARY, 2004). A xantina desidrogenase atua
nesses mesmos substratos, porém utiliza a nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD)

como cofator para produzir NADH. Uma outra via do envolvimento da xantina oxidase
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7

(XOD) em lesdo tecidual como as causada por isquemia é um sinergismo do
superoxido, um produto toxico da xantina oxidase, e o Oxido nitrico (Figura 8)
(CHUNG et al., 1997).
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@ Normal tubular epithelial cell
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Figura?7. A insuficiéncia renal isquémica aguda € caracterizada por disfuncéo e leséo das células
epiteliais tubulares. Apds o evento da isquemia a restauracdo da fungéo e estrutura renal depende da
inflamac&o intersticial e da microvasculopatia peritubular.

Fonte: Patschan, D.; Patschan, S.; Muller, G.A. Inflammation and Microvasculopathy in Renal Ischemia
Reperfusion Injury. Journal of Transplantation, v. 2012, p. 7, 2012.
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Figura 8. Mecanismos de producdo de EROs por xantina oxidoredutase (XOR) em tecidos expostos a IR.
Na isquemia, o ATP é catabolizado em hipoxantina e a forma desidrogenase (XDH) de XOR é
convertida, por meio de protedlise e oxidacdo de sulfidrila, na forma de xantina oxidase (XO). Apds a
reperfusdo, o tecido restaurado reage com hipoxantina e XO para gerar O2- e H,O,, que podem
consequentemente interagir para produzir espécies reativas. A conversdo de XDH em XO pode ndo ser
necessaria para a produgdo de EROs apoés a reperfusdo. Durante a isquemia, o estado redox do tecido é
alterado de um estado oxidativo (nivel mais alto de NAD+ em relagdo ao NADH) para um estado redutor
(NADH em relacdo a NAD+). Fonte:Grangera, D.N.; Kvietys, P.R. Reperfusion injury and reactive
oxygen species: The evolution of a concept.Redox Biology, V. 6, p.524-551, 2015.

Niveis elevados de NADH e hipoxantina durante o processo de isquemia, sao
responsaveis por uma importante via de producdo deEROspor xantina oxidase apés IR
renal. O NADH atua inibindo a xantina desidrogenase (XDH), ndo causadora de EROs,
convertendo para XOD, a forma produtora de EROs, elevando a producéo de perdxido
de hidrogénio (H20>) através da degradagdo de hipoxantina e xantina pela XOD (FUJII
et al., 2019).

Dentre algumas alteragdes ocasionadas pela isquemia, percebe-se um
encolhimento dos lumens tubulares decorrente do inchaco das células do epitélio
tubular. Apds o restabelecimento do fluxo sanguineo, estas se recuperam gradualmente

(ANDREWS, 2008). Outras alteragfes encontradas na IR, podemos destacar a
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aglomeruloesclerose, a fibrose intersticial, a perda endotelial, o dano tubulointersticial
(inflamacédo, formacdo de fibrose, necrose e apoptose) e o espessamento da capsula
glomerular (KHALID, 2015; GAI, 2017).

Estresse oxidativo e antioxidantes

As substdncias oxidantes possuem &tomos de oxigénio com elétrons
desemparelhados. Nesse ciclo podem ser gerados anions superéxidos (O2-), radical
hidroxila (OH), peroxido de hidrogénio (H202) e os radicais hidroperoxila (Oz2H) que
sdo EROs (ALZOGHAIBI, 2013). O estresse oxidativo presente na fisiopatologia da IR
(CHAMORRO et al., 2016), pode ser decorrente da producdo excessiva de EROs,
como também da reducédo nas defesas antioxidantes ou até mesmo por uma elevagéo da
producdo de EROs e uma reducéo nas defesas antioxidantes simultaneamente (Figura 9)
(ALZOGHAIBI, 2013; BARDAWEEL et al., 2018). Esses fen6menos podem ocorrer
nas células e nos tecidos (KOVACIC et al., 2015; RODRIGUEZ-LARA et al., 2016;
RANJBAR et al., 2018).
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Figura 9. Lesdo de IR mediada pelo estresse oxidativo. O estresse oxidativo pode serdecorrente da
producgdo excessiva de EROs, da reducéo nas defesas antioxidantes, como também por uma variedade de
citocinas envolvidas na resposta inflamatéria. ROS, espécies reativas de oxigénio; SOD, superéxido
dismutase; CAT, catalase; GSH, glutationa reduzida; GPx, glutationa peroxidase; NOX, NADPH oxidase;
anion superoxido; HO™, radical hidroxila; H.O, , peréxido de hidrogénio; TNF-a, fator de necrose
tumoral o; IL-6, interleucina 6; IL-10, interleucina 10; ICAM-1, molécula de adesdo intercelular 1; MPO,
mieloperoxidase. Fonte: Liu, F.C.; Tsai, H.; Yu, H.P. Organ-Protective Effects of Red Wine Extract,
Resveratrol, in Oxidative Stress-Mediated Reperfusion Injury.Oxidative Medicine and Cellular
Longevity, v. 5, n. 568634, 2015. (adaptado)

O mecanismo fundamental de estresse oxidativo dos tubulos renais na fase de
isquemia ocorre inicialmente pela deplecdo de ATP através da ativacdo das caspases,
fosfolipases e aumento do célcio intracelular causando morte celular (BONVENTRE,
1993; DEVARAIJAN, 2006; KOVACIC, 2015; RODRIGUEZ-LARAet al., 2016;
KESIK et al.,, 2016; PARADIS et al.,, 2016). A isquemia prolongada seguida de
reperfusdo reduz a ativacdo de apoptose celular por necrose, porém causa lesdo
oxidativa e modificagbes proteicas, principalmente pela via da hipoxantina. Ja o

superoxido reage com oxido nitrico formando peroxinitrito que através da nitrosilagéo e


https://www.researchgate.net/profile/Fu_Chao_Liu
https://www.researchgate.net/scientific-contributions/Huang-Ping-Yu-39601876
https://www.researchgate.net/journal/1942-0994_Oxidative_Medicine_and_Cellular_Longevity
https://www.researchgate.net/journal/1942-0994_Oxidative_Medicine_and_Cellular_Longevity

26

nitracdo de proteinas e sua capacidade de oxidacdo causa danos nas células
(DEVARAJAN,2006).

O estresse oxidativo contribui para a apoptose e morte celular (BONVENTRE,
1993; MURALIKRISHNA e HATCHER, 2006; KURIAN et al, 2016). Induz apoptose
das células hepaticas e disfuncdo hepéatica apds transplante de figado (YAO et al.,
2017). Outras vias pelas quais o estresse oxidativo pode surgir é a via da xantina
oxidase por deficiéncia de adenosina trifosfato (ATP),re-oxigenacdo, pela via da
NADPH oxidase bem como por aumento de 6xido nitrico que pode reagir com EROs
produzindo peroxinitrito causando assim lesdo tecidual (YAMAMOTO et al., 2017).

Durante a reperfusdo, o restabelecimento do fluxo sanguineo inicia-se com uma
série de alteracdes deletérias nas células, resultando em inflamagdo, morte celular e
insuficiéncia organica. A ativacdo da producdo de EROs e de espécies reativas de
nitrogénio alteram varias estruturas inclusive as mitocondrias (BONVENTRE, 1993;
RODRIGUEZ-LARA et al., 2016), sendo essa a principal fonte de estresse oxidativo
apos um evento de isquemia e reperfusdo (MALEK e MEHDI, 2015). Enfatizando o
papel da mitocéndria, Chouchani e colaboradores (2016) revelaram que o succinato, um
intermediario do ciclo do &cido citrico na mitocéndria, apresentou-se elevado nos
tecidos isquémicos e 0 aumento dessa molécula € responsavel pela producédo de EROs
mitocondrial durante a reperfusdo. Dessa forma a peroxidacdo lipidica causa danos
celulares por meio da sua acdo em acidos graxos insaturados que estdo nas membranas,
bem como quebra de DNA, danifica a estrutura e funcdo das proteinas e dos acidos
nucléicos. Surgindo como uma das principais vias de lesdes (BONVENTRE, 1993; Ll e
JACKSON, 2002;ALZOGHAIBI, 2013; AYALA, MUNOZ e ARGUELLES, 2014;
GUO, 2019).

Por outro lado, para manter o equilibrio entre a producéo de EROs, as moléculas
antioxidantes sdo as responsaveis pela doacdo de elétrons, com o intuito de combater
sua formacdo em demasia. Para que haja um equilibrio, esse sistema de defesa vai atuar
eliminando as EROs ou impedindo que ele se transforme em substancias mais toxicas
para 0 organismo, as vias antioxidantes podem ser enzimaticas, que sdo as produzidas
pelo organismo como superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa
peroxidase (GPx) e tioredoxina (TRX) e as ndo enzimaticas, que podem ser de origem
enddgena ou proveniente da dieta como glutationa, flavonoides, vitaminas, minerais,
entre outros (RATNAM et al., 2006; HE et al., 2017).
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A inibicdo do estresse oxidativo com melatonina, um antioxidante, atenuou a
LRA causada pela isquemia em ratos diabéticos, melhorando a apoptose e 0 estresse
oxidativo através da sinalizagdo do SIRT1 / Nrf2 / HO-1. Isso torna a melatonina uma
droga terapéutica em potencial, especialmente sob a condicdo de IR (SHI et al., 2019).
Também no tecido renal a IR levou ao aumento dos niveis de malondialdeido e o
tratamento com células tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo reduz esses
niveis, o dano tecidual e o estresse oxidativo, aumentando a atividade antioxidante e
melhorando a fungdo renal (HAFAZEH et al, 2019). Recentemente Fatih Kar e
colaboradores (2020) verificaram uma elevacdo de peroxidacao lipidica, causado pela
IR renal e o &cido borico foi capaz de reduzir as enzimas antioxidantes SOD, CAT e
GSH.

Estudos anteriores também demonstraram que em outros tecidos ocorre
semelhantemente, alteracbes nos indicadores de estresse oxidativo e nas enzimas
antioxidantes. Em dez minutos de isquemia cerebral seguidos por 24 horas de
reperfusdo houve um aumento de peroxidacdo lipidica, anion superoxido e reducdo da
glutationa reduzida, onde a suplementacdo com vitamina D3 reverteu esses resultados,
mostrando a importancia da suplementacéo correta da vitamina D3 na melhoria da lesdo
causada por IR (VELIMIROVIC et al., 2018). Resultados também encontrados no
mesmo modelo sendo no tecido cardiaco constataram um aumento da expressdo de
MDA, indicativo de peroxidacao lipidica, e reducdo das enzimas antioxidantes (CAT,
SOD eGPx) e a alicina foi capaz de reduzir a lesdo miocardica e peroxidacéo lipidica

regulando positivamente as enzimas antioxidantes (LIU, 2019).

NADPH oxidase

Entre as funcbes fisiolégicas da NADPH oxidase estdo, defesa contra
microrganismos, sinalizacdo celular, regulacdo da expressdo génica e diferenciacéo
celular, regulacdo do fluxo sanguineo (ASABA et al., 2005; GRANGER e KVIETYS,
2015), entretanto podem ser mediadores criticos de diversas doencas quando ocorre uma
elevacdo na sua atividade (ASABA et al., 2005). A NOX exerce funcdo na producédo de
anion superoxido e EROs, lesionando células e tecidos, iniciando assim uma cascata de
sinalizagdo danosa no organismo (BRITO et al.,2015; RASTOGI et al., 2017; HSU et
al., 2018; JOSHI e KHAN, 2019).
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Alterac6es na NADPH oxidase estdo presente em inimeras doengas incluindo
doenca renal crénica, cancer de péancreas, hipertensdo, fibrose cistica, doenca de
Parkinson, fibrose pulmonar, lesdo pulmonar aguda, doengas do sistema imunolégico
(MA et al., 2017), doencas cardiovasculares como insuficiéncia cardiaca e hipertensdo
(LI etal.,, 2002) e lesdes por IR (CIFUENTES-PAGANO, MEIJLES e PAGANO,
2014). Desse modo, a inibicdo da NOX torna-se um tratamento terapéutico promissor
para diversas doengas (BRITO et al.,2015; RASTOGI, et al., 2017; HSU et al., 2018;
JOSHI e KHAN, 2019), porém o tratamento ideal precisa ter seletividade, uma
toxicidade favorével e ser biodisponivel (ALTENHOFER et al., 2015).

A enzima da NADPH oxidase possui as subunidades no citoplasma p47- phox ,
p67- phox, p40- phox (MA et al., 2017; RASTOGI, et al., 2017). Suas isoformas
NOX1 (homéloga a NOX2) (JHA et al., 2016), NOX2, NOX3, NOX4, NOX5, DOUX1
e DOUX2. A ativacdo dessa enzima implica primeiramente na fosforilacdo da p47phox
interagindo assimcom a gp9lphox. A ligagdo entre dominios homdlogos de duas
estruturas Src auto inibem a ligacdo com a p22phox. Essa interacdo auto inibitoria é
perdida na fosforilacdo, possibilitando a ligacdo entre as subunidades p47phox e
p22phox, ativando a NADPH oxidase (RASTOGI, et al., 2017). A ativacdo de Nox4
também requer a interacio com p22 ™, contudo ndo necessita da subunidade reguladora
citosolica para produzir EROs. O NOX5 ¢ ativado com o aumento da concentracéo
intracelular de Ca2 e ndo precisa de outras subunidades para ser ativada (JHA et al,
2016). As isoformas NOX1, NOX2, NOX4 e NOX5 encontram-se nos vasos renais, nas
células glomerulares mesangiais, nos podocitos, na macula densa, no ramo ascendente,
no tubulo distal e nos ductos coletores (GORIN e BLOCK, 2013; GRANGER e
KVIETYS, 2015; TUO et al., 2017). A NOX4 é a isoforma maioritariamente expressa
no epitélio tubular (LIU et al., 2015).

Alguns fatores influenciam a producdo de EROs nos rins que pode ser
aumentadapor meio da ativacdo do complexo NADPH oxidase com a influéncia de
alguns fatores como a IR (CIFUENTES-PAGANO, MEIJLES e PAGANO, 2014), a
ativacdo do receptor AT1 pela angiotensina Il, a hiperglicemia e o0 TGF-p (JHA et al.,
2016).

Milica Velimirovic (2018) constatou que dez minutos de isquemia cerebral
seguida por 24 horas de reperfusdo resultou em modificacOes na expressédo de NOX2,

sugerindo assim o envolvimento dessa enzima com 0 aumento de estresse oxidativo
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(NISHIMURA et al., 2016; MA, 2017). O tratamento com vitamina D3 antes da IR foi
capaz de reduzir o estresse oxidativo e as expressoes de NOX2.

A ativacdo da NADPH oxidase também estd relacionada com disfuncdes
vasculares e renais em um modelo de programacdo intrauterina (VIEIRA et al., 2018).
Em um estudo comhumanos com cirrose hepética, foram encontrados sitios de NOX4
no figado o que foi associado a progressdo da fibrose (LAN, KISSELEVA e
BRENNER et al. 2015; BETTAIEB et al. 2015; CAl et al., 2016; LUANGMONKONG,
2018). LesBes no sistemavascular pode ter inicio com alteragdes no equilibrio
oxidativo, estando a NOX como a principal fonte de EROs na parede do vaso e
possivelmente desempenha um papel fundamental na origem de doencas causadas pela
aterosclerose (BRYK, OLEJARZ e ZAPOLSKA-DOWNAR, 2017).

Houve uma regulacdo positiva da NOX2 e NOX4 em ratos hiperglicémicos apos
IR cerebral, e o tratamento com o inibidor da NOX conseguiu prevenir 0os danos
causados pela reperfusdo (TUO et al., 2017). Utilizando um inibidor da NADPH
oxidase houve protecdo do cérebro proveniente da leséo oxidativa por IR, relacionando-
se a reducdo da producdo de EROs (LOU, 2015).

NADPH oxidase e apocinina

A apocinina (4-hidroxi-3-metoxiacetofenona), igualmente conhecida como
acetovanilona, ¢ um inibidor ndo toxico da NADPH oxidase em células fagociticas e
ndo-fagociticas (‘t HART et al., 1990; LAFEBER et al., 1999, COSTA et al,
2009;TUO et al., 2017). Foi descrita por Schmiedeberg pela primeira vez em 1883, da
raiz da planta Apocynum cannabinum, conhecida como maconha canadense. Em 1971,
foi isolada da raiz de Picrorhiza kurrooa (HOUGEE, 2006; LUCHTEFELDet al., 2008),
bem utilizada na medicina tradicional indiana como um potente antioxidante e anti-
inflamatério (HU et al, 2017).

O mecanismo de acdo da apocinina ainda ndo estd totalmente esclarecido
(STEFANSKA e PAWLICZAK, 2008; HU et al, 2017), contudo sabe-se que ela inibe a
NADPH oxidase impedindo a translocacdo da p47phox do citosol para a membrana, em
leucocitos, mondcitos e células endoteliais (STOLK et al., 1994; JOHNSON, et al.,
2002; STEFANSKA e PAWLICZAK, 2008). Como ela é uma pré-droga, para inibir a
NADPH oxidase é necessario que seja oxidada pela mieloperoxidase (MPQO) na

presenca de peroxido de hidrogénio formando um dimero 39 que corresponde a sua
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forma ativa (Figura 10) (SIMONS et al., 1990; STEFANSKA e PAWLICZAK, 2008).
A apocinina também tem acdo antioxidante que ocorre pelo sequestro de superdxidos
(HEUMULLER et al., 2008). Mostrando-se eficaz na reducgdo e prevenindo a producéo
dos niveis de superéxido em condicGes associadas a hipéxia (SLEPCHENKO, LU e LI,
2016).

No rim, em modelos delR, a apocinina tem acdo antioxidante e citoprotetora
(CHOI et al., 2015; ROMANINI et al., 2015), como também, reduz o aumento de
creatinina, da ureia, do estresse oxidativo e danos histolégicos renais (CHOI et al.,
2015). Além disso, verificou-se que na fibrose renal causada pela obstrucéo ureteral a
apocinina consegue reverter esse dano (CHENG et al., 2016). Em concordancia com
outros autores e outros tipos de insulto renal, como os causados pela gentamicina,
constatou-se uma reducdo dos efeitos de nefrotoxicidade renal (ABDELRAHMAN,
2017). Efeitos anti-inflamatorios foram observados atraves do aumento dos niveis de
interleucina-4 (IL-4) e interleucina-10 (IL-10) e da reducdo dos niveis de fatores
inflamatdrios como interleucina-6 (1L-6) e TNF-a no tecido renal (HU et al, 2017).

Diversas pesquisas comprovaram os efeitos benéficos do tratamento com
apocinina em varios 6rgaos que estao relacionados a producao de EROs. Por exemplos,
danos neurologicos (CRUZ-ALVAREZ et al., 2017), cerebrais (ZHENG et al., 2005;
WANG et al., 2006; LO et al., 2007; TANG et al., 2007; CHOI et al., 2015;
ROMANINI et al., 2015), renais (CHOI et al., 2015; ROMANINI et al., 2015) e
hepaticos (RAHMAN et al., 2017).
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Figura 10. Mecanismo de inibicdo da NADPH oxidase pela apocinina. A apocinina inibe a NADPH
oxidase impedindo a translocacdo para a membrana da p47phox do citosol, em leucécitos, monécitos e
celulas endoteliais. Ocorre aoxidagdo pela mieloperoxidase (MPO) na presenca de perdxido de hidrogénio
formando um dimero 39. Fonte: Touyz RM, Schiffrin EL. Reactive oxygen species and hypertension: a
complex association. Antioxid Redox Signal, v. 10, p. 1041-4, 2008 (adaptado).
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citosolicas

Em asmaticos leves a apocinina atua como antioxidante nas células endoteliais e
nas células do musculo liso vascular, associado a uma acdo anti-inflamatoria causando
efeitos clinicos importantes (HU et al., 2017). Nos vasos, ela age sobre a calcificacdo
induzida pela angiotensina Il (FENG et al., 2016) assim como nas alteracbes na
reatividade vascular (FAN et al., 2017). Bem como efeitos cardioprotetores, prevenindo
a fibrose e o remodelamento cardiaco (LI et al., 2013).

Os efeitos colaterais da apocinina ndo sdo conhecidos, mas sabe-se que a
toxicidade € muito baixa o que foi visto ap0s administracdo oral em camundongos
(GAJWESKA e GRZYBOWSKI, 1981; LUCHTEFELD et al, 2008). Tornando-se um

alvo importante no tratamento de doencas que causem inflamacao e estresse oxidativo.
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Sistema imune

As respostas imunes inatas e adaptativas estdo presentes na leséo isquémica,
sendo o componente inato responsavel pela resposta precoce a lesdo de uma forma nao
especifica do antigeno e compreendem neutréfilos, mondcitos/macrofagos e células
natural killers (Figura 11) (BOVENTRE e YANG, 2011). A ligacdo do ligante aos
receptores toll-like (TLR) leva a ativacdo de vias de sinalizacdo, incluindo NF-xB,
proteina quinase ativada por mitogénio (MAPK) e vias de interferon tipo I, resultando
na inducdo de citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias (CHEN e NUNEZ, 2010).

Alguns padrées moleculares associados a danos (DAMPs) s&o normalmente
“sequestrados” intracelularmente e apds lesdo tecidual, sdao liberados no compartimento
extracelular, onde podem ativar uma resposta imune (MC DONALD et al,
2010). Citocinas pro-inflamatérias como IL-6 e TNF-o desempenham papel importante
na disfuncdo renal da IR (VOSS, BODE e KERKHOFF; 2012).

O componente adaptativo, ativado por antigenos especificos, € iniciado em
poucas horas e perdura varios dias apés a lesdo. A resposta adaptativa inclui maturagéo
das celulas dendriticas, apresentacdo de antigenos, proliferacdo e ativacdo de linfécitos
T e interacdes de linfocitos T com B (BOVENTRE e YANG, 2011).

Os mecanismos pelos quais as células T sdo ativadas durante a inflamacéo nao
sdo bem compreendidos, mas sabe-se que hd uma contribuicdo de mecanismos de
ativacdo especificos e independentes do antigeno (STAPUT et al., 2009). Diversos
estudos mostraram que as células T CD4 e CD8 tém um papel prejudicial e que se
acumulam durante isquemia e reperfusdo (DAY et al., 2006).

Durante a fase inicial da reperfusdo, as células imunes inatas dominam a
composicdo celular dos infiltrados. A protecdo proporcionada pelas células dendriticas
depende da producdo da citocina anti-inflamatoria interleucina-10 (IL-10), resultando
em niveis atenuados do TNF-a, IL-6 e EROs (ELTZSCHIG e ECKLE, 2011).

Na reperfusdo, as células endoteliais iniciadas por isquemia sdo propensas a
adesdo de leucdcitos e plaguetas, aumentando ainda mais a permeabilidade das células
endoteliais e a ativacdo celular. Os leucécitos aderentes liberam EROs e uma variedade
de citocinas, aumentando a reacdo inflamatoria. Em seguida, os leucécitos transmigram
e entram no espaco subendotelial. Essa cascata inicial de eventos tem um efeito
profundo na funcéo inicial do enxerto (BOROS e BROMBERG, 2006).
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Figura 11. A lesdo de isquemia-reperfusdo renal envolve as respostas imunes inatas e adaptativas. Os rins
pos-isquémicos expressam niveis aumentados de moléculas de adesao nas células endoteliais e receptores
toll-like nas células epiteliais tubulares. Componentes solUveis do sistema imunol6gico, como proteinas
de ativacdo do sistema complemento e citocinas, também participam da lesdo/reparo dos rins.  Fonte:
Jang, H.R. et al. The interaction between ischemia—reperfusion and immune responses in the Kkidney.J
Mol Med, v. 87, p. 859-864, 20009.
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Alguns mediadores inflamatorios, parecem estar envolvidos na patogénese da
IR. Uma interacdo entre os eicosanodides e a geracdo de Oxido nitrico (NO) foi
recentemente sugerida (WEIGHT et al., 2001). Uma relacdo direta foi demonstrada
entre um alto indice de prostaciclina (PGI12) e tromboxano A2 (TxA2) e a preservacao
da funcao renal apds a isquemia. Seguindo o mesmo raciocinio, foi observado que o
precursor do NO (L-arginina), e a prostaglandina E1 (PGE1), demonstram um efeito
nefroprotetor na lesdo por IR (LELCUK et al., 1985; MAHMOUD et al., 2007).

A IR renal resulta na ativacdo da NF-kB e na subsequente expressdo de genes
pro-inflamatorios, especificamente, expressao renal do iINOS e ICAM-1, que dependem
da ativacdo do NF-«kB, foi visto pela primeira vez in vivo, que 15-Deoxy-Deltal2,14-
prostaglandin J2 reduz a ativacdo do NF-«kB e a expressao de genes alvo
(CHATTERJEE et al., 2003).

A IR renal ativa o 6xido nitrico sintase (NOS) e aumenta a expressdo das
proteinas NOS (VINAS et al., 2006). Existem trés isoformas diferentes da NOS: a NOS
endotelial (eNOS) e a NOS neuronal (nNNOS), que produzem NO em baixas
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concentragbes para fins fisiologicos, enquanto a forma indutivel de  NOS
(INOS) produz NO em altas concentragdes. Foi sugerido que o NO produzido pelo
INOS é um agente tdxico, enquanto o eNOS é visto como uma enzima protetora
(CHANG et al., 2002). O NO produzido nos tdbulos renais proximais em resposta a
lesdo isquémica é mediado pela iINOS (PERESLENI et al., 1996). E sua eliminacao
produz peroxinitrito, o que causa dano tubular durante a isquemia (VINASet al., 2001).
Alem disso, a propria isquemia pode fornecer disfungdo endotelial e alterar a formagao
da forma endotelial de NO para a forma eNOS (MILSON et al., 2010).

O éanion nitrito ¢ um produto final do metabolismo do NO. Nas condi¢Ges de
hipdxia e isquemia, o nitrito é convertido em NO pelas enzimas NOS e xantina oxidase
(MILLAR et al., 1998). Assim, o nitrito armazenado durante a normoxia e convertido
em NO em condicGes de hipdxia pode ser considerado um tampdo de NO. Varios
estudos recentes demonstraram citoprotecdo mediada por NO e nitrito em modelos de
IR. Além disso, o nitrito pode atuar por via independente (TRIPATARA et al., 2007).

O NO produzido pelo iINOS ativa a COX-2 elevando a producdo de EROs no
ceérebro isquémico, como também em outros Orgaos vitais durante a inflamacédo (Dolgart
et al., 2014). Reafirmando no estudo de Kocak (2019) em que os niveis de RNAmM do
INOS e COX-2 aumentaram em resposta a lesdo de IR cerebral. E a reducdo dessas
citocinas demonstrou atenuar efetivamente a leséo de IR nos membros posteriores (MO
et al., 2017). Niveis elevados de NO ainda estéo associados a inducao de iNOS podendo
ser prejudicial para os tecidos alvo (KATADA et al., 2009). Corroborando com outra
pesquisa agora no tecido renal a IR aumentou significativamente 0s niveis de expressao
da proteina INOS em comparagédo ao grupo controle (GAO et al., 2018).

Em um modelo de lesdo testicular de IR, os niveis de INOS, eNOS, nNOS
aumentaram apds o insulto causando apoptose e estresse oxidativo, esse mecanismo
possivelmente ocorreu pela reducdo da sintese de NO (LI et al.,, 2019). J& em uma
pesquisa com ratas fémeas ovariectomizadas, submetidas a IR os autores demonstraram
uma diminuicdo significativa na expressdo proteica do eNOS em comparacdo com o
grupo OVS que ndo foi submetido ao insulto, o que pode acelerar a transducdo de
sinalizacdo intracelular e é atribuido a um efeito marcante de lesdo anti IR (TANG et
al., 2016).

Por outro aspecto o NO exerce um outro papel na patogénese da insuficiéncia
renal aguda isquémica (GOLIGORSKY e NOIRI, 1999). Em baixas concentragdes é

considerado renoprotetor contra a isquemia renal devido a suas propriedades
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vasodilatadoras, antioxidantes e anti-inflamatdrias, além de seus efeitos benéficos na
sinalizacdo celular e inibicdo de proteinas nucleares (PHILIPS et al., 2009). A produgao
de NO derivado do INOS, desempenha um papel fundamental no remodelamento
vascular das artérias colaterais e na recuperacdo da perfusdo em resposta a isquemia de
membros posteriores (SARI et al., 2014).

Diante disso, inlmeras pesquisas descrevem uma intima relagdo entre o sistema
imune e o sistema renal. Os rins contribuem para a homeostase do sistema imunoldgico
removendo citocinas e toxinas bacterianas circulantes (TECKLENBORG et al., 2018).

Os DAMPs, padrdes moleculares associados a patdgenos (PAMPs), TLRs,
estresse oxidativo, fator induzivel por hipdxia (HIF), sistema complemento, moléculas
de adesdo, morte celular, células dendriticas residentes (DCs), neutrdfilos, linfocitos T e
B, macrofagos, células T natural killer (NKT), citocinas secretadas e quimiocinas
participam da fisiopatologia da LRA (RADI, 2018).

Sistema imune e micofenolato de mofetila (MMF)

O micofenolato de mofetil (MMF), imunossupressor (ALLISON, 2005;
FISCHER, 2013), é uma pr6 droga que passa para a forma ativa apds convertida em
4cido micofenolico no trato gastrointestinal (SALOMAQ, 2007). Inibe a inosina
monofosfato desidrogenase, bloqueando a proliferacdo de linfocitos T e B através da
alteracdo da sintese de nucleotideos de guanosina e dessa forma inibe o TGF-B,
garantindo também seu efeito antifibrotico (ZEGARSKA, 2005) (Figura 12). Foi
aprovado para tratamento da rejeicdo aguda no transplante renal em 1995, nos E.U.A.
(TRIEMER et al., 2000).

Diversos estudos tém demonstrado o beneficio do MMF no tratamento de
doencas renais (LU et al., 2017), na IR renal inibindo as respostas inflamatorias (JANG
et al., 2009). Quando administrado durante a reperfusdo renal, modula células T
reduzindo assim a lesdo tubular, proliferacdo e trafico de linfocitos e producdo de
citocinas (GANDOLFO et al., 2010). Assim como em doencas glomerulares (HUSEN e
KEMPER, 2011; BAUDOUIN, 2012), doencas pulmonares (OMAIR e ALHAMAD,
2017), foi visto também reducdo na dosagem de glicocorticdide em algumas patologias,
promovendo a reducdo de proteinuria sem aumentar os efeitos adversos (LU et al.,
2017).
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Os medicamentos a base de micofenolato s&o comuns e ja sdo utilizados na
medicina de transplante ha pelo menos 20 anos. E muito empregado em pacientes que
realizam transplantes, tanto no primeiro ano pds-transplante, como para tratamento de
manutencdo de longo prazo (GELDER eHESSELINK, 2015). Seu alto consumo se da
por ndo ser nefrotoxico, por ter poucos efeitos adversos (ALLISON, 2005;
ZEGARSKA, 2005; SALOMAO, 2007) e interagir farmacologicamente com menos

medicamentos quando comparado com outros inibidores (GASTON, 2001).
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Figura 12. O micofenolato de mofetil é hidrolisado em &cido micofendlico que é um
inibidor potente e reversivel da inosina monofosfato desidrogenase, prejudicando a
sintese de nucleotideos a base de purinas, inibindo a criacdo de novo DNA e
prejudicando a proliferacdo de linfocitos ativados. O &cido micofendlico tem efeito
citostatico maior nos linfocitos T e B do que em outras células, pelo fato desses
linfocitos serem extremamente dependentes da via das purinas para a sua proliferacdo.
Isso impede a oxidacdo da inosina monofosfato, que é um passo fundamental na sintese
de novo do nucleotideo guanosina. Fonte: CZAJA, A.J. Autoimmune hepatitis: focusing
on treatments other than steroids. Can J Gastroenterol., v. 26, n. 9, p. 615-20, 2012.
(Adaptado)

Fibrose renal

A fibrose tubulointersticial consiste na substituicdo da arquitetura normal dos
tubulos sendo substituida por matriz extracelular (MEC), incluindo colageno | (COL 1)
e fibronectina (FN) (ZEISBERG e NEILSON, 2010; MERAN e STEADMAN, 2011,

EDDY, 2013). A deposicdo de colageno é fundamental para a reparacdo dos tecidos,
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porém, quando a lesdo for intensa ou repetitiva, esse processo de cicatrizacdo pode ser
desregulado evoluindo assim para uma resposta fibrdtica progressiva e irreversivel
(KOBUSIAK-PROKOPOWICZ et al., 2018). O acumulo de MEC em torno do tecido
lesionado causa mau funcionamento ou até perda de funcdo de determinados érgéos,
como nas doengas hepéticas em estagio avancado, fibrose pulmonar idiopatica (WYNN
e RAMALINGAM, 2013), doenca cardiaca e renal (KOBUSIAK-PROKOPOWICZ et
al., 2018).

O principal tipo de célula produtora de MEC é o miofibroblasto (LEVEY e
CORESH, 2012) que produz uma grande quantidade de COL | e FN (MERAN e
STEADMAN, 2011; EDDY, 2013). Sendo os pericitos (ou fibroblastos perivasculares)
0s principais responsaveis pela producdo de miofibroblastos na fibrose renal
(HUMPHREYS et al., 2010). A origem da fibrose tubulointersticial envolve citocinas,
fatores de crescimento, leucocitos, ativacdo de fibroblastos, transicdo epitélio-
mesenquimal (EMT) que contribuem para o desenvolvimento da fibrose
tubulointersticial progressiva (LIU, 2011; DUFFIELD, 2014).

A LRA causada por IR pode seguir-se em regeneracdo tubular inadequada,
inflamacéo cronica, infiltracdo de macrofagos e ativacdo de fibroblastos, levando a
deposicédo excessiva de MEC e fibrose (YANG et al., 2010; BONVENTRE e YANG,
2011; JANG et al., 2014; ZHOU et al., 2014; KIM e PADANILAM, 2015). O
microambiente inflamatorio do rim, decorrente de uma lesdo renal tem uma funcédo
importante na determinacdo do equilibrio dinamico, entre a destrui¢cdo e o reparo do
tecido e a inflamacdo continua, entre eles a infiltracdo de células inflamatorias e a
producdo/liberacdo local de moléculas pro-inflamatérias e pro-fibrogénicas que
estimulam o processo de fibrose (Figura 13) (MENG, NIKOLIC-PATERSON e LAN,
2014). Quando ocorre esse processo no glomérulo, ele é denominado de
glomeruloesclerose e quando ocorre no espaco tubulo intersticial é chamada de fibrose
tubulo-intersticial (LIU, 2004).

Os fatores indutores da fibrose induzem o aumento da producdo de EROs. E
essa elevacdo estd relacionada com a producdo e ativacdo de varios fatores de
crescimento, citocinas e quimiocinas por um mecanismo de feedback. Sob condic6es
normais, a ativacdo transitoria da inflamacdo por EROs vem em sequéncia uma
regeneracgdo tecidual. Entretanto, niveis elevados de EROs influenciam de forma direta
e indireta (através da inflamag&o, por exemplo) para o desenvolvimento e a progresséo

da fibrose. Também a fibrose por si sO leva a uma maior producdo de EROs, que
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contribui para a progresséo da fibrose, disparando um ciclo de retroalimentacéo positiva
(RICHTER et al., 2016).

Estudos demonstraram que a LRA por IR ativa a via do receptor C5aR1 tendo
um papel significativo na origem e progressao da fibrose tubulointersticial (GUELER F,
2008; PENG et al, 2012; LI e ZHOU, 2013). O C5aR1 atua mediando respostas
inflamatorias locais, estimulando de maneira direta os fibroblastos renais. No modelo de
IR a resposta inflamatdria local, ativa a proliferacdo de macréfagos M1 induzindo a
progressao de fibrose tubulointersticial (WANG, 2007; LECH, 2014; PENG, 2019).

Um processo continuo e progressivo do estresse oxidativo e inflamacdo cursa
com danos na estrutura e nos componentes moleculares do rim atingindo um estégio de
fibrose e como consequéncia a perda da funcdo renal (Figura 13). Em conjunto esses
acontecimentos causam uma superposicdo de mecanismos de leséo, esses levam a uma
progressdo precoce e acelerada da lesdo renal aguda para a doenca renal
dialitica(TURKMEN, 2016).
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Figura 13. Participacdo de mediadores imunes no mecanismo de reparo fibrético induzido pela isquemia-
reperfusdo renal. A leséo de IR ativa o sistema do complemento pela liberagdo de DAMPs do tecido. A
formacdo do complexo de ataque & membrana (MAC) resulta em lesdo direta do rim por inducdo da
apoptose nas celulas tubulares epiteliais. Além disso, a clivagem de C3 e C5 e subsequente liberacéo de
anafilatoxinas (C3a e C5a) promovem o recrutamento de células inflamatérias e a liberacdo de citocinas e
quimiocinas pré-inflamatorias e EROs, intensificando a resposta imune e ampliando o nivel de necrose
tubular e apoptose. O endotélio ativado, mondcitos e epitélio tubular lesado secretam TGF-p ¢ PDGF em
resposta a ligacdo C3aR e C5aR por C3a e Cbha, respectivamente, que por sua vez ativa fibroblastos locais
induzindo deposicdo de colageno e tecido de reparacdo. Fonte: Danobeitia, S;Djamili, A; Fernandez,
L.A. The role of complement in the pathogenesis of renal ischemia-reperfusion injury and
fibrosis.Fibrogenesis & Tissue Repair, v. 7, n. 1, p. 16, 2014.
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Metaloproteinase de matriz e regulacéo da deposi¢do de matriz extracelular

A fibrose renal pode ser oriunda também de alteracGes no sistema que participa
da degradacdo da MEC, entre eles estdo as metaloproteinases de matriz (MMPs), que
séo enzimas fundamentais no remodelamento da MEC (NAGASE e WOESSNE, 1999;
CREEMERS et al., 2001; SPNALE, 2002;KOBUSIAK-PROKOPOWICZ et al., 2018).

Essas enzimas sdo inicialmente expressas como pro-forma latente denominadas
zimogénios ou pr6-MMPs. Quando seus dominios pro-peptideos séo clivados por outras
proteases, como a plasmina ou até por outras MMPs (NAGASE e WOESSNE, 1999;
MANNELLO e MEDDA, 2012), assim como por tratamentos quimicos com ureia,
detergentes e radicais livres elas passam para forma ativada (GEURTS,
OPDENAKKER e VAN DEN STEEN, 2011). As MMPs sdo endopeptidases
dependentes de zinco, compostas por uma familia multigénica com cerca de 23
membros, entretanto, especificamente no rim a degradacdo da MEC e realizada
principalmente pelas gelatinases as MMP-2 e 9.

A MMP-2 é produzida por fibroblastos, células epiteliais e células mesangiais
(CMs) (KEELING e HERRERA, 2008). Tendo como substratos os coladgenos IV e V,
elastina, fibronectina e gelatina (RYDLOVA et al., 2008). J& a MMP-9 é produzida por
células mesangiais e células epiteliais glomerulares (KEELING e HERRERA, 2008). E
tem como substratos colagenos IV e V, elastina e gelatina | (RYDLOOVA et al., 2008).

As MMPs em celulas normais sdo expressas em niveis baixos ou mesmo
ausentes, sendo induzidas no momento em que necessita de remodelacdo tecidual
(POLETTE et al., 2004; BARROS, 2006). Fazem parte de diversos processos
biolégicos, tendo como exemplo embriogénese, remodelamento tecidual normal,
cicatrizacdo de feridas, angiogénese (KEELING e HERRERA, 2008), morfogénese,
mobilizacdo de células tronco, entre outros (NAGASE, VISSE e MURPHY, 2006).
Alteracdes na regulacdo dos inibidores teciduais das metaloproteinases (TIMPS),
alteracOes na expressdo génica, ativacdo de suas pro-formas latentes, o TGF-f (ZHAO
et al., 2008; ZHANG et al., 2009), horménios, fatores de crescimento, citocinas, fatores
genéticos e epigenéticos, e interacGes célula-célula e célula-matriz sdo fatores que
controlam a acdo das MMPs (KUPAI et al., 2010; GEURTS, OPDENAKKER e VAN
DEN STEEN, 2011).

A desregulagéo na atividade das MMPs, tanto na ativacdo como na inibigéo

estdo relacionados com inumeras patologias como, doenca renal cronica, infarto do
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miocéardio (KOBUSIAK-PROKOPOWICZ et al., 2018), esclerose multipla, ulceracdo
de tecidos, inflamacdo, nefrite, fibrose (KEELING e HERRERA, 2008) aneurisma,
doencas pulmonares, artrite, doencas oculares, cutaneas (SQUIRE et al., 2004;
FINGLETON, 2007; BAGHIROVA et al., 2016) e cancer (BURDUK et al., 2012;
NOWAK, et al., 2013; WAJINER et al.,, 2014; HEO et al.,, 2014). Pesquisas tém
elucidado a acdo das MMPs no rompimento da membrana basal e na degradacdo do
estroma intersticial, possibilitando a invasdo de celulas neoplésicas e como
consequéncia a metastases (HRABEC et al., 2007; NOWAK et al., 2013).

Os TIMPs sdo o0s principais inibidores teciduais enddgenos das
metaloproteinases e se ligam as pr6-MMPs por meio da ligacdo de seu dominio C-
terminal com o dominio hemopexina da pré-enzima. Essa ligacdo é de certa forma
especifica onde o TIMP-2, TIMP-3 e TIMP-4 se ligam a MMP-2, e TIMP-1 e TIMP-3 a
MMP-9 (MANELLO e MEDDA, 2012). Tendo como fungdo mais importante controlar
a degradacdo, o desenvolvimento e a remodelacdo da membrana basal e da MEC
(NOWAK et al., 2013; RIES, 2014). Esses inibidores também realizam outras fungdes,
que podem ser ou ndo decorrentes da mediacdo de sua atividade inibitoria sobre as
MMPs dentre eles estdo a modulacdo do crescimento, proliferacdo, migracéo, invaséo
celular, atividade anti-angiogénica e pro e anti-apoptotica (BREW e NAGASE, 2010;
RIES, 2014).

O TGF-B ¢ um fator de crescimento que atua de forma autdcrina e paracrina se
liga a receptores de membrana especificos, onde em condi¢des normais é controlado por
um mecanismo de “feedback” (GOUMENOS et al., 2002). Em condi¢des patoldgicas, a
expressdo do TGF-f estd correlacionada com uma acentuada producdo de MEC e
deposicdo de colageno desencadeada pela ativacdo de fibroblastos, células mesangiais
ou pela transicdo epitélio-mesénquima (EMT). Dessa forma desempenha acdo central de
regulacdo da atividade das MMP e consequentemente no desenvolvimento da fibrose
renal (MEHROTRA et al., 2017; CONDE et al., 2017; LIANG et al., 2018;WU et al.,
2018; CORTES et al.,, 2018). De maneira mais amena fatores como, o fator de
crescimento epidermal (EGF) e o fator de crescimento de fibroblastos 2 (FGF-2)
também podem desencadear a deposicdo de MEC, de maneira sinérgica a acdo do TGF-
B (SENE et al., 2013).

Em uma lesdo renal por IR foi visto que apds a reperfusdo, houve uma elevacgao
importante na concentracdo de MMP (WINN et al., 1997) e a inibicdo desse aumento
reduziu esse dano renal (BERGERS et al., 1999; MATSUMOTO et al., 2006). Em seu
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estudo em humanos, Kobusiak-Prokopowicz (2018) constatou no soro de pacientes com
doenca renal crénica, niveis elevados de MMP-2 e TIMP-2 e também niveis séricos de
MMP-2 foram correlacionados como grau de insuficiéncia renal.

O estresse oxidativo influencia na modulacéo das atividades das MMPs 2 e 9,
essa ativacdo ocorre por meio de reacdes do grupamento tiol (RAJAGOPALAN et al.,
1996) (Figura 14). Em um modelo de ratos hipertensos foi visto que uma exacerbagéo
do estresse oxidativo ocasionou 0 aumento da expressdo das MMPs, inflamacdo e da
leséo renal, passando a ser mais um mecanismo de como a hipertenséo induz a DRC via
estresse oxidativo (KARANOVC et al.,, 2016). Em um outro estudo, pesquisadores
mostraram a interferéncia do estresse oxidativo em mecanismos transcricionais sobre a
expressdo tanto do RNA da MMP-2, como do RNA da enzima que ativa a MMP-2
(BEN-YOSEF et al., 2002).

Por outro lado, a MMP-9 ativa a IL-8 (importante fator quimiotatico de
neutrofilos) e ativa os neutrofilos, via ativacdo de um peptideo oriundo de células
endoteliais, ocasionando uma propagacdo da inflamacdo (LIPKA e BORATYNSKI,
2008; AWAD et al., 2009). Foi visto também uma concentracdo elevada de TGF-f nas
primeiras horas apds a reperfusao, estimulando e ativando a MMP-9 (KALEMBEY!I et
al., 2003; WANG, 2006).

Em relacdo a MMP-2, sua inibicdo reduziu a proteindria nas lesbes cronicas de
rins transplantados, mostrando sua influéncia em lesdes cronicas (LUTZ et al., 2005). O
aumento dos niveis de TGF- associado a clevagdao da MMP-2, via células mesangiais,
levou a um espessamento da membrana basal glomerular e da matriz mesangial
(KEELING e HERRERA, 2008).

O acumulo exagerado de matriz extracelular pode decorrer de sua maior
producdo por fibroblastos no intersticio e por células mesangiais glomerulares ou de
uma menor degradacdo que é realizada, sobretudo, pelas MMPs. Tendo a citocina pro-
fibrética TGF-B apresentando acdo central na regulacdo do processo de
desenvolvimento da fibrose renal. (BADID et al., 2000; MARTIN et al., 2001; LEE e
JANG et al, 2014).Essa modulacdo pode sofrer interferéncia de varios fatores como
estresse oxidativo (ZHAO et al., 2008), citocinas, angiotensina Il, aldosterona (VISSE E
NAGASE, 2003), fatores de necrose tumoral (TNFS), proteinas quimioatraentes de
mondcitos (MCPs), fatores de crescimento (GFs), entre outros (Figura 14) (CHENG, et
al. 2017).
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Figura 14. No estagio inicial da doenca renal crénica, quando o rim é lesado, as células lesadas e as
células inflamatérias renais secretam citocinas pro-inflamatérias e pro-fibréticas, levando a fibrose
intersticial renal. Simultaneamente, a atividade das MMP-2 e 9 é elevada lesando a membrana basal renal,
promovendo a transformacdo do fendtipo das células epiteliais tubulares renais, ocasionando agravamento
da deposicdo de matriz extracelular. No entanto, no estagio avancado da doenca renal cronica, a atividade
das MMP-2 e 9 esta diminuida causando degradacdo inadequada da MEC. A razdo para a diminuicdo da
atividade da MMP-2 no estagio avancado da doenca esta relacionada ao aumento da endocitose, que é
causada por hipéxia. (1) Estagio inicial; (2) Estagio avancado; TNFs: Fatores de necrose tumoral; MCPs:
Proteinas quimioatraentes de mondcitos; GFs: Fatores de crescimento; MMP-2: Metaloproteinase de
matriz 2; MMP-9: Metaloproteinase de matriz 9.Fonte:CHENG, Z. et al. MMP-2 and 9 in Chronic
Kidney Disease. Int J Mol Sci, v. 18,n. 4, p. 776, 2017.

Impactos da IR renal em 6rgéos distantes

A LRA esta associada a altos indices de mortalidade que pode ser ainda mais
grave quando combinados com lesdes em outros 6rgdos. A lesdo de um érgéo remoto,
pode surgir em varios 6rgdos distantes do tecido principal que sofreu a injdria como
pulmdo, coracdo, cérebro, figado e intestinos (BAKKER et al, 2015; LEE, et al., 2018;
HUSAIN-SYED, et al., 2020). Indicios crescentes mostram a lesao renal como indutora
e propagadora de disfuncdes nesses 6rgdos (GRAMS e RABB, 2012) (Figura 15).
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Figura 15. Lesdo renal aguda e crosstalk de orgaos. A lesdo renal aguda induz lesdes
em Orgdos remotos: coracgdo, cérebro, pulmdes, figado e intestino. Envolve diversas vias
inflamatdrias, entre eles aumento da expressdo de mediadores pro-inflamatérios
soliveis, imunidade inata e adaptativa, apoptose celular, disturbios fisiologicos e
alteracdes genémicas. Fonte:WHITE L.E.; HASSOUN H.T. Inflammatory Mechanisms
of Organ Crosstalk during Ischemic Acute Kidney Injury. Int J Nephrol., v. 2012, n.
505197, 2012.

O crosstalk de 6rgaos pode ocorrer em decorréncia de varios tipos de LRA, mas
ainda ndo se sabe ao certo se a base da LRA influéncia na dimensdo da disfuncéo de
orgaos distantes. A uma maior probabilidade de disfuncdo em 06rgdos distantes em
pacientes com lesdo renal mais grave, porém em pacientes que apresentam a forma leve
a moderada da doenca também podem apresentar disfuncdo de multiplos Orgaos
(KELLUM e MURUGAN, 2016). Essa injuria pode ocorrer devido a uma situacdo de
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IR que esta relacionado com episddios de choque, sepse, transplante e cirurgia vascular
(BAKKER et al, 2015).

A IR renal tem causas decorrentes de alteracbes da combinacdo de Vvarios
fatores, que muitas vezes se comportam de forma interdependentes como fatores
inflamatorios, alteracBes na histologia e funcdo do tecido, (BAKKER et al,2015) e
estresse oxidativo. Essas complicagdes podem ocorrer em 6rgaos distantes, devido aos
diferentes mediadores que sao liberados na corrente sanguinea sistémica, como
citocinas pro-inflamatérias, EROs, infiltracdo de leucdcitos, ativacdo de vias proé-
apoptéticas, lesdo endotelial (CIZ et al., 2001; GRAMS e RABB, 2012; LEE, et al,,
2018; HUSAIN-SYED, et al., 2020) e alteracdo do equilibrio imunol6gico normal
(LANE, et al., 2013).

Coracéo

Sindrome cardiorrenal

Uma lesdo em um 6rgao, na maioria dos casos interfere na disfuncdo ou lesdo de
outro orgdo. Nesse contexto é sabido que ha uma importante relacdo entre a funcéo
renal e a cardiaca, denominada, sindrome cardiorrenal, esse termo foi proposto para
caracterizar essa complexa correlagdo. Um dos tipos é a sindrome renocardiaca aguda,
também chamada de tipo 3 (RONCO, et al., 2011). Participando do processo
fisiopatologico dessa sindrome, mediadores inflamatérios (SCHRIER, 2006; ICOGLU
AKSAKAL et al., 2021), mediadores de estresse oxidativo (ICOGLU AKSAKAL et al.,
2021), respostas imunes inatas e adaptativas que funcionam em conjunto com a geragao
de citocinas (SCHRIER, 2006; JANG et al., 2009). A LRA colabora ou inicia a
disfuncdo cardiaca, por meio de sobrecarga de volume, acidose metabdlica, distdrbios
eletroliticos, entre outros mecanismos (DI LULLO et al., 2019) (Fig. 17).
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Figura 17. Sindrome renocardiaca aguda ou tipo 3. A LRA pode produzir eventos cardiacos como
consequéncia da sobrecarga hidrica, hipercalemia, acidose metabdlica, inflamacdo e estresse
oxidativo.GFR: taxa de filtracdo glomerular; HF: ventriculo esquerdo. Fonte: DELGADO-VALERO, B;
CACHOFEIRO, V.; MARTINEZ-MARTINEZ, E. Fibrosis, the Bad Actor in Cardiorenal Syndromes:
Mechanisms Involved. Cells, v. 10, n. 7, p. 1824, 2021. (Adaptado)

Estudos tém demonstrado que a IR renal esta associada a estresse oxidativo em
Orgaos distantes como o coragdo (WANG et al, 2010; KARIM et al, 2015;
ELSHAZLY e SOLMAN, 2019). O aumento da peroxidagédo lipidica comprometeu a
funcdo da membrana e ocasionou danos oxidativos no DNA (MARNETT, 2000). Esses
fatos s@o apoiados nos achados de diversos pesquisadores que vém evidenciando que a
I/R renal aumentou os niveis de MDA no rim e no coragdo e inibiu os niveis dos
antioxidantes SOD (YOUSSEF et al. 2015), GSH, GST e catalase (PRUD'HOMME et
al., 2019). Além disso, observou-se também no mesmo modelo experimental uma
elevacdo nos niveis de MPO no coracdo e reducdo dos niveis de eNOS (ICOGLU
AKSAKAL et al., 2021). Em acordo com esses dados também constataram alteracdes
estruturais graves, tanto no rim isquémico como no coracdo, um O6rgdo distante,
observacbes que foram vistas em avaliac@es histoldgicas, sendo também um indicativo
de estresse oxidativo e inflamacéo apos IR renal(ICOGLU AKSAKAL et al., 2021).

Por sua vez, a resposta inflamatoria se mostra presente no tecido cardiaco apds
um episédio de IR renal. O NF-kB no endotélio vascular desencadeia a migracdo e
adesdo de leucdcitos, que é aumentado pela superexpressdo de moléculas de adeséo
(RAO et al., 2007; KATO et al., 2009). Em seguida, a ativacao de leucocitos resulta na
obstrucdo dos capilares, producdo exagerada de citocinas exacerbando uma resposta
inflamatéria (BONVENTRE e ZUC, 2004). Youssef et al (2015) detectaram neutrofilos
infiltrando rim e coracdo apds reperfusdo renal. Um outro mediador inicial de
inflamag&o é o TNF-o que tem um papel primordial na lesdo causada por IR renal, ndo

s0 no rimcomo também em 6rgdos remotos (GOLAB et al., 2009).
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Além disso, a IR renal aumentou a expressdao de IL-1B e IL-6 no coracéo,
envolvendo as respostas imunes inatas e adaptativas funcionando juntamente com a
geracdo de citocinas dentro do rim (JANG et al., 2009). Em um outro experimento com
a mesma injuria renal em diversos tempos de reperfusdo (6, 24 e 48 horas), esse
processo induziu as expressdes de mMRNA de TNF-o, IL-1p e IL-6 no coragdo e o
ecocardiograma confirmou disfuncdo ventricular esquerda, que € um provavel sinal de
insuficiéncia cardiaca (MITAKA et al. 2014), e esta associado a mortalidade (DESWAL
et al., 2001; VASAN et al, 2003).

Alteracdes da funcéo cardiaca derivadas de perturbacdes do balanco deCa+2

Alguns eletrolitos decorrentes da dieta como Ca2+ podem influenciar na presséo
arterial (PA), no inicio de doencas cardiacas e cerebrovasculares, nos indices de lipidios
no sangue e até no desenvolvimento de aterosclerose. Observado a reducdo de calcio
presente em individuos com hipertensdo, uma dieta com restricdo desse mineral eleva o
risco de espoliagdo de nutrientes que podem ser essenciais para manter a pressao
arterial normalizada (DAS, 2001).

Dessa forma a influéncia do balanco i6nico relacionado com uma dieta
inadequada observou-se alteracdes bioquimicas tendo relagdo com a reducdo da sintese
proteica, da relacdo RNA/DNA e da ativacdo da proteinase dependente do calcio, como
também da homeostase intracelular do célcio, esses fatores podem acarretar prejuizo no
funcdo do miocardio (GUT et al., 2003). Sendo muito utilizado na suplementacéo
dietética como forma terapia alternativa (GELEIJNSE et al., 1994), prevenindo doencas
cardiovasculares hipertensivas, provavelmente pela estabilizacdo da membrana celular e
relaxamento da musculatura lisa dos vasos (DAS, 1985).

Vérias patologias cardiacas alteram a funcdo dos cardiomiocitos. Na sepse por
exemplo, em sua fase inicial a funcdo dos cardiomidcitos esta prejudica por meio das
células imunes inatas ativando receptores do tipo toll (BROWN e JONES, 2004).

Estudos em animais demonstraram que apds o reconhecimento do patégeno, 0s
cardiomiocitos expressam altos niveis de moléculas de adesdo celular, secretam
citocinas pro-inflamatérias e quimiocinas, iniciando a ativacdo da inflamacdo local,
moléculas reguladoras de célcio que por sua vez diminuem a concentracdo de célcio

intracelular, influenciando no acoplamento excitagdo-contragcdo e com isso causando
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deficiéncia contratil (GODDARD et al., 1996). Ainda sobre a sepse os canais de célcio
tipo L estdo diminuidos explicando sua resposta reduzida ao receptor de rianodina ao
calcio e a via RhoA/ROCK, a qual parece estar envolvida no processo do surgimento da
hipertrofia cardiaca e do remodelamento ventricular. Também observou-se nas horas
iniciais da sepse em animais experimentais que a capacidade de bombeamento de
sangue esta reduzida ja nas horas iniciais da sepse, o debito cardiaco, estava diminuido
em até 45% nos animais sépticos em relacdo ao grupo de animais controle (LIU et al.,
2017).

Um outro estudo, com cardiomidcitos cultivados e tratados com doxorrubicina -
um antineoplasico que tem como efeito adverso a cardiotoxicidade - demonstraram
uma liberacdo aumentada de calcio a partir do reticulo sarcoplasmatico, via canais
rianodina, isso causando danos estruturais e diminuicdo da contratilidade cardiaca
(LEINONEN, 2022).

As concentracdes deste ion no citosol sdo baixas durante a diastole e aumentam
cerca de dez vezes durante a sistole. Porém, a sobrecarga de célcio ativa proteases, tais
como a calpaina, que degradam proteinas do citoesqueleto e da membrana plasmatica,
inclusive a distrofina, proteina do complexo distrofina-glicoproteina que liga o
citoesqueleto da fibra muscular matriz extramuscular atraves da membrana celular,
lesando a estrutura do miocéardio e sua contratilidade (LIM et al., 2004;WILLIS et al.,
2009; CONNELLY ET AL., 2014).

Essas disfuncbes cardiacas de funcdo sistdlica e diastélica podem ocorrer em
humanos (POELAERT et al., 1997; EHRMAN et al., 2018) e em animais experimentais
evoluindo para choque séptico (LV e WANG, 2016; KAKIHANA et al.,, 2016),
principalmente na fase inicial da doenca, em que diversas pesquisas mostraram
problemas na contracdo coordenada do coracdo (GODDARD et al., 1996; PEAK et al.,
2014).

Em uma revisdo de literatura autores relataram que o tratamento de primeira
escolha para esse tipo de insuficiéncia cardiocirculatéria, ocasionado pela sepse, com a
dobutamina, uma catecolamina agonista dos receptores B-1-adrenérgicos do coragéo,
capaz de aumentar o célcio intracelular e a forca de contracdo do musculo cardiaco e
consequentemente o débito cardiaco. Mesmo ainda estando em estudo se os efeitos
positivos prevalecem em relagdo aos negativos (DUBIN et al., 2017; RHODES et al.,
2017).
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A morte subita € comum em doentes renal terminal em hemodialise. Diversos estudos
tém mostrado a bradicinesia e a assistolia como o mecanismo fisiopatoldgico para a
morte sUbita em pacientes renal terminal (WONG et al., 2015). LOEWEget al., (2019)
supdem que exista um papel do sistema de marcapasso cardiaco natural e que a taxa de
batimento espontaneo do no sinusal em humanos é modulada de uma forma que pode
levar a bradicardia grave por alteracbes da concentracdo de eletrélitos no espaco
extracelular, como ocorre frequentemente em pacientes com DRT em hemodialise.
Nesses pacientes foi visto que a frequéncia cardiaca diminui muito antes que 0s
pacientes sofram de morte subita, ainda ndo se sabe ao certo o motivo pelo qual isso
ocorre. Esses autores usaram um modelo computacional, para mostrar que a
hipocalcemia tem um efeito bradicardico exacerbado em células isoladas do n¢ sinusal
humano com eletrofisiologia saudavel. A taxa de batimento foi reduzida em 46 bpm ao
reduzir a concentracdo de calcio ionizado extracelular [Ca2+] em 1 mM do valor de
referéncia in vitro(LOEWE et al., 2019).

A bradicardia decorrente da hipocalcemia foi aumentando proporcionalmente
com o avanco da idade de pacientes em hemodialise, isso pode indicar uma perda
gradual da funcdo do controle autondmico da frequéncia cardiaca com a idade, nesta
populacdo que apresenta uma hiperatividade simpatica cronica impulsionada por nervos
sensoriais renais aferentes estimulados pela lesdo renal (KOTANKO, 2006; DI LULLO
et al.,, 2016). Esses pacientes com baixas concentracbes de Ca2+ associou-se a um
maior risco de parada cardiaca subita intradialise (PUN et al., 2013), eles também

apresentaram uma menor taxa de batimento do no sinusal basal (ZHAO et al., 2016).

Figado

A disfuncdo hepética é fortemente observada em pacientes criticos com LRA
(ZARBOCK et al., 2006). Diversos estudos demonstraram o surgimento de lesdes
hepéaticas em pacientes com LRA, eles apresentavam alteracdes na sintese proteica,
aumento de respostas inflamatorias, alteracbes no metabolismo de lipidios, proteinas e
de alguns medicamentos (Vilay, et al., 2008; LANE, et al., 2013).

O figado é um importante 6rgdo regulador, responsavel pela producéo,
armazenamento, metabolismo e degradacdo de diversas substéncias e hormonios.
Promovendo também a regulacdo de carboidratos, proteinas e lipidios (Guyton, 2011).

Foram observadas no figado alteracGes estruturais e funcionais apds episodios de LRA,
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acredita-se que por fatores humorais ou celulares, como estresse oxidativo, inflamacao,
apoptose e dano tecidual em hepatdcitos, consequentemente aumentando a
permeabilidade vascular como também a infiltracdo de leucdcitos no tecido hepético,
mas fisiopatologicamente ainda ndo estd bem esclarecido (ZARBOCK et al., 2006;
GOLAB, et al., 2009). A LRA também causa alterages no metabolismo hepético de
farmacos, provavelmente por uma interagdo associada a toxinas urémicas, citocinas
inflamatorias e ativacdo de fatores neuro humorais (LANE, et al., 2013).

Tem-se evidenciado que a isquemia renal causa alteragdes nocivas na histologia,
funcdo, estresse oxidativo e estado inflamatoério do figado, levando a uma reducdo na
capacidade antioxidante hepatica (GOLAB et al, 2009; KADKHODAEE et al., 2009;
GHOLAMPOUR e KEIKHA,2018; AMINI et al., 2019) (Figura 18).

Alteragoes no
metabolismo
de farmacos

P

Leucdcitos

Neutrofilos
\/ -
— ] Permeabilidade I Citocinas ]

Estresse
oxidativo

vascular inflamatorias

\

Figura 18. A lesdo renal aguda causada pela infiltracdo de lecdcitos e neutrdfilos leva a alteracfes no
metabolismo de farmacos, aumento do estresse oxidativo, da permeabilidade vascular, de citocinas
inflamatdrias e reducdo de antioxidantes no fpigado. Fonte: Figura da autora.

A ALT (alanina aminotransferase) € uma enzima que catalisa a reacdo de
transaminacao reversivel de alanina e 2-cetoglutarato em piruvato e glutamato, e utiliza
como cofator o piridoxal-fosfato. Quando os hepatdcitos sdo lesados, a permeabilidade
da membrana celular aumenta, com isso a ALT das células hepaticas sdo liberadas no
sangue, levando ao aumento dos seus niveis no soro (CAO, et al., 2015; THRALL et al.,
2015). E uma enzima de elevacdo aguda, mas o seu aumento é proporcional a leséo
encontrada e o seu ponto maximo de liberacdo é detectado entre 3 e 4 dias ap0s a lesao,
retornando aos seus niveis basais em até 14 dias (GONZALEZ e SILVA, 2006). Por ser
uma enzima mais especifica e preferida no diagnostico de lesdo hepatica
(BERGMEYER, 1977; LIU et al., 2017). Est4d mais relacionada com as doencas de
gordura hepética (SALIGRAM et al, 2012) e hepatobiliares (BERGMEYER, 1977).
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J& a AST (aspartato aminotranferase) promove a catalisacdo de transaminacgao
reversivel de aspartato e 2-cetoglutarato em oxalacetato e glutamato, e tem como
cofator piridoxal-fosfato (GONZALEZ e SILVA, 2006). O Aumento desses niveis,
pode também estar relacionado com lesdes no coragdo ou no musculo esquelético, assim
como no parénquima hepético. Por isso a importancia de se mensurar simultaneamente
a ALT e AST para diferenciar lesdes hepaticas, do coracdo e da musculatura esquelética
(BERGMEYER, 1977).

Tanto a ALT como a AST estdo localizadas principalmente nas células
hepéaticas (CAO et al, 2015). Seus niveis séricos sdo marcadores bioquimicos
importantes e sensiveis para a avaliacdo da fungdo hepatica (COATES, 2011; CAO et
al., 2015; FARAG et al., 2016; AMINI et al., 2019) e podem indicar lesbes precoce
(CHEN Qi et al., 2016), desse modo o0 aumento anormal pode ser um indicador de dano
e necrose das células hepéaticas (SEDAGHAT et al., 2014; CAO et al., 2015). Estudos
vém demonstrando que a ALT e AST plasmatica aumentam em modelos experimentais
de LRA por isquemia renal, ressaltando que a IR renal pode causar lesédo hepatica
remota (FARAG et al., 2016; AMINI et al., 2019; GHOLAMPOUR e SADIDI, 2018;
BAKKER PJ, 2015).

Kadkhodaee et al., 2009 mostraram que ratos submetidos a 60 minutos de
isquemia seguida de 1 hora de reperfusdo renal houve uma reducéo significativa no
GSH do figado em comparacdo com o grupo controle (FARAG et al., 2016; AMINI et
al., 2019). Revelando que um minimo de 45 minutos de isquemia é suficiente para
causar danos no figado como érgéo remoto, evidenciando a importancia de protecao de
orgaos distantes do local de IR. Os niveis de glutationa total também estavam
diminuidos no figado do grupo de animais que sofreram isquemia renal (GOLAB et al.,
2009), assim como a atividade da glutationa peroxidase e da catalase estavam reduzidos
(GHOLAMPOUR e SADIDI, 2018). Lesao de IR renal em que 45 minutos de isquemia
e 4 horas de reperfusdo foi suficiente para reduzir a atividade de SOD (AMINI et al.,
2019), constatando a deficiéncia no sistema antioxidante hepatico.

De outro modo, foi visto que leucdécitos e neutrofilos também estdo envolvidos
na inducdo de estresse oxidativo (Figura 18) em camundongos submetidos a IR
sugerindo assim o envolvimento na inducdo da lesdo oxidativa hepatica.

Em estudos anteriores, foi claramente demonstrado que os leucécitos estdo
envolvidos na lesdo de oOrgdos, como rins, figado e coracdo como resultado de IR
(HARADA et al., 2000; CIZ et al., 2001; LIPTON et al.,, 2001; KHASTAR et al.,
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2011MIZUTANI et al., 2003). Ativacdo e migracdo de leucécitos no rim e figado foram
vistos na lesdo renal de IR. Os leucdcitos ativados produzem EROs, citocinas pro-
inflamatérias e TNF-o (RABB et al., 2000; GOLAB et al., 2009; KHASTAR et al.,
2011) (Figura 18). Khastar et al, 2011 constataram em sua pesquisa uma elevagéo dos
niveis hepaticos do TNF-a ap06s isquemia renal.

Os neutrdfilos tém um papel importante na inducdo de insuficiéncia renal.
Quando ativados aderem as células endoteliais vasculares nos vasos retos da medula
externa, se infiltrando no tecido liberando diversas citocinas, enzimas inflamatorias,
como elastase e mieloperoxidase, proteases, causando dessa maneira disfungdo hepatica.
(YOSHITOMI et al., 2011) (Figura 18).

A IR renal causou um aumento na permeabilidade vascular, infiltracdo de
linfocitos T e quantidade de neutrofilos no figado (OLOGUNDE et al. 2014), sendo as
espécies reativas de oxigénio um dos principais fatores gerados por tecidos isquémicos
e a ativacdo de neutrdfilos apos reperfusdo renal (YOSHITOMI et al., 2011).

A disfuncdo do figado de forma remota causada pela IR renal também foi
observada pelo aumento de agentes oxidantes como o malondialdeido, um indice de
peroxidacdo lipidica (GULEC et al., 2008; GOLAB et al., 2009; FARAG et al., 2016
GHOLAMPOUR e SADIDI, 2018; AMINI et al., 2019).

Os dados clinicos ainda sdo limitados em relacdo ao efeito da LRA sobre a
funcdo do figado, mesmo sendo tdo comum a lesdo hepatica decorrente da LRA.
Tornando-se um importante fator para o aumento do risco de mortalidade (FAUBEL e
EDELSTEIN, 2016).

Figado X modulacdo do balan¢o oxidativo sistémico

O tecido hepatico gera niveis baixos de EROs, o anion radical superéxido na
mitocondria, e peroxido de hidrogénio como uma funcdo normal das varias oxidases.
Isso ocorre pelos diversos processos metabolicos que o figado desempenha. Cada
hepatocito expressa SOD, glutationa peroxidase, CAT, tioredoxinas e peroxiredoxinas e
contém glutationa em todos os compartimentos celulares, além de manter ions de ferro
redox-ativos ligados a proteina de armazenamento ou de transporte. Além do mais, a
glutationa parece ser o principal antioxidante hepatico e/ou 0 mais precoce em exercer
essa funcdo (HORTON e BROWNING, 2004; CHEN et al., 2013). Por esse motivo o

figado passa a ser um sistema de defesa importante contra o acimulo de EROs,
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prevenindo assim o estresse oxidativo. Devido a isso, uma lesdo hepética pode
prejudicar essa funcdo (RAMACHANDRAN et al., 2011).

As células de kupffer (CK), sdo os macréfagos residentes no figado, e
representam o maior conjunto de macréfagos do corpo. Estdo localizadas no lume dos
sinusdides hepaticos, por cima das células endoteliais. Tem caracteristica heterogénea,
algumas vezes apresentando extensdes para dentro do espago existente entre a camada
de células endoteliais e hepatdcitos.

Sdo as primeiras célulasdo sistema fagocitico e encontram material antigénico
proveniente do trato gastrointestinal. Mesmo sua capacidade de processamento de
antigenos ser bem menor do que a de outros macréfagos, elas sdo altamente fagociticas,
atuando como ativos sequestradores na defesa do hospedeiro. Dai sua importancia no
processamento de endotoxinas (KAWSER et al 1998). Quando essas célulasentram em
contato com material fagicitavel ocorre um “burst” oxidativo, tendo como o principal
produto desse processo o radical anion superoxido (ARLT e DIETER, 1993).

A NADPH oxidase é a enzima que catalisa a producdo de anion superoxido nas
CK durante a fagocitose, assim como em outros fagocitos, que s torna-se ativa apos o
estimulo, momento em que a NADPH oxidase ¢ montado na membrana plasmatica
dessas celulas (ARLT e DIETER, 1993). A ativacdo dessa enzima é responsavel pelo
aumento de consumo de O2 por fagocitos ativados. O aumento NADPH oxidase ativa a
NADP+, que por sua vez ativa a via das pentoses, onde o NADPH é regenerado. O
anion superoxido, formado pela NADPH oxidase, é rapidamente convertido em outras
espécies reativas, como H202 e HO, que sdo, em conjunto com proteinas liberadas dos
granulos citoplasmaticos, responsaveis por lesar microorganismos e o0 tecido
circundante (McPhail e harvath, 1993). A regulacdo da fosfolipase C ativa a proteina C
e altera o fluxo intracelular de calcio, esses processos de sinalizacdo celular estdo
envolvidos na ativacdo da NADPH oxidase das CK (DIETER e FITZKE, 1993).

O NO produzido dentro do sinusdide hepatico tem acdo relaxante no endotélio,
desempenhando uma acdo na regulacdo do fluxo sanguineo hepatico. Por outro lado,
esta producdo de NO pelas CK também tem um papel citotdxico, pois juntamente com o
anion superoxido produzido pela NADPH oxidase pode formar um potente oxidante, o
peroxinitrito. Na necrose hepatica ha liberacdo de EROs, prostaglandinas e leucotrienos,
de citocinas e enzimas proteoliticas lisossomais, sugerindo que as CK possam ter um

papel patoldgico direto ou indireto no dano tecidual.
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Muitos modelosde lesdo hepatica, como os induzidos por endodoxinas ou IR,
fornecem evidéncias dessa funcdo (WINWOOD e ARTHUR, 1998). No caso da IR
hepatica h& evidéncias da produgdo TNF-o, IL-1B, EROs que desencadeiam uma
cascata inflamatdria e apoptose celular (SELZNER et al., 2003; PERALTA et al., 2013;
WANG et al.,, 2021) produzida pelas CK que podem interagir com o hepatdcito
interferindo no fluxo de elétrons da cadeia respiratéria mitocondrial, estimulando ainda
mais a produgdo de EROs (CUTRIN et al.,, 1998). Diante disso, durante uma leséo
hepatica hd uma elevacdo de aglomerados deCK tornando essas células um importante
alvo terapéutico (Wang L. et al., 2021).

O direcionamento correto da IR continua sendo um grande problema na prética
clinica. A IR ativa as CK, e elas quando ativadas podem ser polarizados em dois
subtipos. A CK do tipo M1 (pré-inflamatoria) e as CK do tipo M2 (anti-inflamatoria).
Os efeitos da CK na apoptose decorrente da IR sdo controversos. Mas sabe-se que a IL-
10 desempenha um papel para amenizar a IR do figado, provavelmente através da
regulacdo da apoptose das CK, bem como da modificacdo de sua polarizacdo (YE et al.,
2020).



54

3. JUSTIFICATIVA

As doencas ndo-comunicaveis compdem 7 das 10 principais causas de morte no
mundo. Nessa lista estdo incluidas afec¢des do sistema cardiovascular, renal e hepético.
A isquemia-reperfusdo renal é um evento que pode ser deflagrado por inimeras
situacOes clinicas e pode estabelecer um quadro de lesdo renal aguda (LRA), que por
sua vez, é um fator de risco para pior prognéstico clinico. A LRA pode sensibilizar o
rim ao desenvolvimento de lesbes adicionais posteriores e levar a uma cronificacdo da
doenca, e também pode promover o surgimento de lesGes em 6rgdos distantes. A
deposicdo de matriz extracelular € um processo-chave na cronificagdo da injaria renal,
que é modulado pelo sistema imune e pelo balango-redox. Esses dois Gltimos elementos
também podem apresentar um papel relevante em mecanismos de disfuncdo hepatica e
cardiaca.

Dessa forma, € importante que se estude mais profundamente o impacto da
imunomodulacdo e da inibicdo da producdo de espécies reativas do oxigénio sobre
mecanismos moduladores da deposicdo de matriz extracelular em modelos animais de
LRA induzida por isquemia-reperfusdo, bem como investigar o possivel papel protetor

sobre lesbes em Orgaos distantes, tal qual coragéo e figado.
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4. OBJETIVOS
Geral
Investigar, em ratos, o impacto da isquemia-reperfusdo renal em vias
modulatorias da deposicdo de matriz extracelular renal, em mecanismos associados a
lesdo cardiaca e hepética, bem como, os efeitos do tratamento com um imunossupressor

e com um inibidor da NADPH oxidase.

Obijetivos especificos

Investigar em ratos Wistar adultos submetidos a lesdo renal aguda (LRA) por
isquemia renal bilateral seguida de 24h de reperfusdo, na presenca e auséncia
de tratamento prévio com apocinina (inibidor da NADPH oxidase) ou
micofenolato de mofetila (imunossupressor):

Marcadores séricos de leséo/funcao renal;

Estresse oxidativo renal;

Producéo renal in situ de radicais livres;

Atividade e contetdo proteico das MMP-2 e 9 no cortex renal;

Conteldo proteico da TIMP 1 e 2, TGF- e nefrina no cortex renal;
Imunodetecgédo de a-SMA no cortex renal,

4.2.1.7. Deposicdo de colageno no tubulo intersticial e no glomérulo renal.

Avaliar, em ratos Wistar, a repercussdo da LRA induzida por isquemia-
reperfus@orenal bilateral na inducédo de alteracGes cardiacas e hepaticas, bem
como o impacto do tratamento prévio com apocinina (inibidor da NADPH
oxidase) ou micofenolato de mofetila (imunossupressor):
Marcadores séricos de lesdo cardiaca;
Marcadores séricos de lesdo hepatica;

Atividade das ATPases transportadoras de Na* e Ca2" no ventriculoesquerdo;
Estresse oxidativo no ventriculo esquerdo e figado;

Atividade da NADPH oxidase, da SOD e da catalase no ventriculo esquerdo
efigado.
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RESUMO

A lesdo renal aguda (LRA) pode se estabelecer de maneira répida, porém é
potencialmente reversivel. Contudo, quando ndo controlada e tratada adequadamente, a
LRA pode evoluir para doenca renal cronica (DRC), que € um dos principais fatores de
risco para hipertensdo arterial e apresenta a deposicdo de tecido fibrotico como fator
chave para progresséo. Por outro lado, o sistema imune e a NADPH oxidase apresentam
grande impacto na modulacdo da deposicdo de matriz extracelular (MEC). Diante disso,
investigamos se a LRA induzida por isquemia-reperfuséo (IR) promove alteragcdes na
producdo de MEC em ratos adultos, que sdo sensiveis ao tratamento com o
imunossupressor micofenolato de mofetila (MMF) e com o inibidor da NADPH oxidase
apocinina. Ratos Wistar (300-400 g) foram submetidos a LRA induzida por 30 minutos
de isquemia renal bilateral seguida de 24h de reperfusdo (IR). Esses animais foram
divididos em trés grupos: um grupo tratado com veiculo (IR, n=8); um grupo tratado
com micofenolato de mofetila (MMF) (30 mg/kg de peso corpéreo, via gavagem) (IRM,
n=8); e um grupo tratado com apocinina (100 mg/kg de peso corpéreo, na &agua de
beber) (IRA, n=8). Os tratamentos com apocinina e MMF foram administrados em
dose Unica 24 horas antes da inducdo da LRA pela IR. Um grupo de animais foi
submetido a uma simulacdo da cirurgia (grupo Sham, n=8). Vinte e quatro horas apds o
procedimento cirdrgico, foram realizadas as avaliagdes da funcdo renal, do estresse
oxidativo e marcadores de fibrose e inflamagdo renal. O grupo submetido a IR
apresentou elevagdo dos niveis séricos de creatinina, da excrecdo urinaria de proteina,
da deposicdo renal de colageno e da marcagdao para a-actina de masculo liso. Além
disso, foi observado elevagdo da peroxidacdo lipidica e dos niveis de espécies reativas
do oxigénio nos ratos submetidos a IR, juntamente com aumento da atividade e
contetdo proteica da MMP-2, da atividade da MMP-9 e contetdo proteico de TGF-®1.
Os tratamentos com MMF e apocinina preveniram, pelo menos parcialmente, as
alteracdes induzidas pela IR. Nossos dados sugerem um papel proeminente do sistema
imune e da NADPH oxidase em mecanismos de deposicdo de tecido fibrético mediados
pela via TGF-®1/MMP-2 e -9.

Palavras-chave: Apocinina, Fibrose Renal, Isquemia/reperfusdo, Lesdo Renal Aguda,
Micofenolato de Mofetila.
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INTRODUCAO

A lesdo renal aguda (LRA) é um distarbio clinico no qual ocorre a perda rapida
da funcdo renal, levando ao acimulo de compostos nitrogenados e como consequéncia a
perda da homeostase de fluidos corporais e eletrdlitos (Heung e Chawla, 2012).
ALRA esta associada a alta morbidade, mortalidade e custos com salde. Estima-se que
1,7 milhdo morrem anualmente por conta da LRA, sendo diabetes hipertenséo, fatores
comportamentais e de estilo de vida importantes fatores de risco. A LRA pode ocorrer
em 8-16% das admissdes hospitalares (Sawhney et al., 2017). Embora a LRA seja uma
situacédo reversivel, ela pode evoluir para doenga renal cronica (DRC) (Heung e Chawla,
2012; Chawla e Kimmel, 2012), assim como sua ocorréncia representa um fator de risco
para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares (Sawhney et al., 2017).

A LRA pode se estabelecer por disturbios hemodinamicos que induzem uma
injaria por isquemia-reperfusdo (IR). Dentre as alteracbes causadas pela isquemia,
destaca-se 0 encolhimento dos limens tubulares (Li et al., 2017), glomeruloesclerose,
fibrose intersticial, perda endotelial, dano tubulointersticial (inflamacéo, formacdo de
fibrose e necrose) e espessamento da capsula glomerular (Khalid et al., 2015; Gai et al.,
2017). Durante a reperfusao, a restauracdo do fluxo sanguineo comega com uma série
de alteracdes deletérias nas células, resultando em inflamacgdo, morte celular e faléncia
organica, ativacdo da producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, alterando
varias estruturas inclusive a mitocondria (Bonventre, 1993; Bonventre e Yang ,
2011; Rodriguez-Lara et al., 2016).

O acumulo excessivo de matriz extracelular (MEC) € um importante fator na
lesdo renal (Eltzschig e Eckle, 2011) que, por sua vez, pode ser decorrente de sua maior
producdo ou de sua menor degradacdo. Fibroblastos no intersticio e células mesangiais
glomerulares sdo as principais células produtoras de MEC, enquanto a degradacdo da
matriz extracelular no rim é realizada principalmente pelas metaloproteinases 2 e 9
(MMP-2 e 9), que sdo produzidas pelas células mesangiais (Martin et al., 2001). A
citocina pro-fibrotica TGF-f (transforming growth fator ) tem uma ag@o central na
regulacdo desse processo (Gore- Hyer et al., 2002; Chin et al., 2004; Zeisberg et al.,
2008; Sato e Yanagita, 2017).

Além da dialise, nenhuma intervencgdo terapéutica melhora de forma confiavel a
sobrevida, limita a leséo ou acelera a recuperacdo da LRA (Zuk e Bonventre, 2016),

porém a terapia antioxidante apresenta grandes efeitos protetores. As espécies reativas
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de oxigénio (EROs) prejudicam a funcéo renal parcialmente, promovendo a apoptose
das células epiteliais e a proliferacdo das células intersticiais, 0 que aumenta a producédo
de MEC (Bonventre,1993; Adibhatla e Hatcher, 2006; Kurian et al., 2016). Além disso,
as EROs estdo ligadas a modulacdo de MMPs por TGF-B1 (Richter et al., 2015;
Turkmen, 2016). A NADPH oxidase (NOX) pode ser uma das fontes mais importantes
de EROs na lesdo renal e sua expressdo e atividade tém sido associadas a varias
condigdes onde ocorre fibrose renal (Farias et al., 2020).

Por outro aspecto, uma abordagem terapéutica estudada para reversao da leséo
renal é o uso de imunossupressores. As respostas imunes inatas e adaptativas estdo
presentes na lesdo isquémica (Boventre e Yang, 2011). Além disso, na lesdo de IR, ha
uma interrelacdo entre a formacdo de EROs e a resposta imune, onde EROs parece ser
responsavel pela geracéo de atividade quimiotatica de neutréfilos. Uma vez aderidos ao
endotélio, os neutrofilos controlam a lesdo secretando EROs, bem como liberando
enzimas proteoliticas (Welbourn, et al., 1991).

Diante do exposto, € possivel que a IR renal leve a alteracbes agudas na
deposicdo de MEC que contribui para a fibrose renal e pode ser responsavel pelo
aumento do risco de hipertensdo e aparecimento de DRC. Além disso,que essas
alteracbes podem ser dependentes de alteragdes na sinalizacdo de TGF-
B1/MMPs/NADPH oxidase e sistema imune. Sendo assim, o objetivo do artigo foi
investigar as alteracGes agudas na producdo de MEC induzidas por IR renal em ratos
adultos, avaliando o papel das MMPs e o impacto de um inibidor da NADPH oxidase e

tratamentos imunossupressores sobre essas alterac;()es.
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MATERIAIS E METODOS
Materiais

Apocinina (acetovanilona), anticorpo a-SMA (Sigma - A5228), fluoreto de
fenilmetanossulfonil (PMSF), N,N'-dimetil-9,9’-biacridinio dinitrato (lucigenina),
DirectRede CoomassieBrillantBlueforam adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis,
EUA). A membrana de blottingde nitrocelulose, o anticorpo secundario anti-lgG de
coelho conjugado com peroxidase (NA934V) e o sistema de blotting ECL Prime foram
adquiridos de GE Healthcare (Buckinghamshire, UK). O micofenolato de mofetila foi
obtido da IntasBiopharmaceuticals (Ahmedabad, india). Os anticorpos primarios anti-
MMP-2 (SC-13595), anti-MMP9 (SC-13520), anti-TIMP-1 (SC-21734), anti-TGF-p1
(SC-146), anti-nefrina (SC-377246) e anti-p-actina (SC-47778) foram obtidos na Santa-
Cruz Biotechnologies (Dallas, EUA). O anticorpo secundario anti-lgG de camundongo
conjugado com peroxidase (Ab6728) foi adquirido na Abcam (Cambridge, Reino
Unido) e o anticorpo primario anti-TIMP-2 foi obtido da Merck Millipore (Darmstadt,

Alemanha). Todos os outros reagentes foram da mais alta pureza disponivel.

Animais

Todos os protocolos e procedimentos foram realizados de acordo com o Comité
de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Pernambuco (n° 0053/2018),
que seguem as normas definidas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA). Ratos Wistar pesando cerca de 300 a 400 g foram
utilizados por 90 a 100 dias, mantidos em ciclo claro/escuro de 12 horas a 22 °C, com
livre acesso a agua e racao comercial.

Para inducdo da LRA, os ratos foram submetidos a isquemia renal bilateral
seguida de 24h de reperfusdo. ApoOs anestesia (cetamina e xilazina, 80 e 10 mg/kg de
peso corporal, respectivamente), foi feita incisdo na cavidade abdominal para expor 0s
rins e a isquemia foi realizada pelo posicionamento bilateral de pingcas nas artérias
renais por 30 min. Apds esse periodo, a perfusdo renal foi restaurada, sendo
sequencialmente realizada a sutura da incisdo na regido abdominal. O grupo sham foi
submetido a um procedimento cirdrgico semelhante ao grupo experimental, mas as
artérias ndo foram pincadas (grupo Sham, n = 8). Uma parte dos ratos submetidos a
lesdo por IR foi tratada com dose Unica do imunossupressor micofenolato de mofetil (30
mg/kg de peso corporal, gavagem; grupo IRM, n = 8) 24 horas antes da cirurgia,

enquanto outro grupo recebeu um inibidor da NADPH oxidase, apocinina (100 mg/kg
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de peso corporal, na &gua de beber; IRA, n = 8). Vinte e quatro horas ap6s o
procedimento cirdrgico, os animais foram anestesiados para coleta de sangue (veia cava
inferior), de urina (bexiga) e de rins. Uma fragdo do rim foi separado para estudos
imuno/histoquimicos e o tecido remanescente foi fracionado, congelado rapidamente e
armazenado a -80°C. Ao final da coleta das amostras de 6rgdos, os ratos foram

sacrificados por exsanguinacéo, ainda anestesiados.

Medic¢des bioquimicas

A funcdo renal foi avaliada a partir da mensuragdo dos niveis séricos de
creatinina e excrecdo urinaria de proteina. As amostras de urina foram coletadas por
puncdo da bexiga e as amostras de sangue foram coletadas por puncdo da veia cava
inferior nos ratos anestesiados, no mesmo momento da coleta dos rins. A creatinina foi
mensurada através de sistema comerciais colorimétricos. A proteina urinaria foi

mensurada usando o método de Folin fenol (Lowry et al., 1951).

Medicao da deposicao de colageno renal

A densidade de colageno no cértex renal foi avaliada por histoquimica usando
coloracdo de Picro-Sirius. Os rins foram fixados em metacarn (metanol, cloroférmio e
acido acético; 6: 3: 1) por 24 horas e mantidos em alcool 70% até o processo de
parafinizacdo. Fatias de 5 um foram coradas com tinta Hematoxilina de Weigert por 8
min, seguido por uma hora de coloracdo com Picro-Sirius (0,1% DirectRed 80 e
solucgdes aquosas saturadas de acido picrico). Em seguida, as ldaminas foram lavadas em
agua acidificada e desidratadas em 3 banhos de etanol 100%, diafanizadas em xilol e
montadas em meio resinoso.

A deposicdo de colageno foi medida em 30 campos (70.700 pm) usando o
software Image-Pro Plus (versdo 4.5.1, Media Cybernetics, Bethesda, MD, EUA). A
densidade foi expressa em porcentagem da deposicdo de colageno em relacdo a area
cortical tubulointersticial. As imagens foram obtidas em microscépio Optico (Nikon,

Eclipse Ni-U, Shanghai, China) acoplado a uma camera (DS-i1C, Nikon).

Imunomarcacédode a -SMA
Fatias de rim preparadas como acima foram usadas para imunomarcagdo de o-
SMA de acordo com Vieira-Filho et al., 2011. A peroxidase enddgena foi bloqueada em

uma solucdo contendo 10% de azida de sddio e 30% de perdxido de hidrogénio. As
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laminas foram imersas em tampéo citrato (pH 6,0) no microondas, lavadas com PBS
0,5% por 5 minutos e transferidas para cdmara Umida. Em seguida, as laminas foram
incubadas com anticorpo anti-a-SMA overnight (4°C). Ap0s esse periodo, as laminas
foram lavadas e incubadas com anticorpo secundario por 30 minutos. Posteriormente, as
laminas foram incubadas em solucdo contendo complexo avidina-biotina. Apds
lavagem com PBS, as laminas foram coradas com DAB por 15 minutos, em seguida
lavadas em agua destilada e imersas em corante verde de metila por 5 minutos.

O conteudo de proteina a-SMA foi estimado pela medicdo da area marcada por
DAB em 20 campos (75300 um2) do cortex renal de cada rato, utilizando o software
Image-Pro Plus (verséo 4.5.1, Media Cybernetics, Bethesda, MD, EUA). Os valores da
imunomarcacdo foram expressos em porcentagem da regido tubulointersticial. As
imagens foram obtidas em microscopio optico (Nikon, Eclipse Ni-U, Shanghai, China)
acoplado a uma camera (DS-i1C, Nikon).

Avaliacao da peroxidacao lipidica

A avaliacdo da peroxidacdo lipidica foi realizada por meio da dosagem de
substancias reativas ao &cido tiobarbiturico (TBARS) de acordo com Ohkawaet
al. (1979), e conforme descrito anteriormente (Vieira et al., 2018). O cdrtex renal foi
homogeneizado com KCI 1,15% + EDTA 3 mM em banho de gelo. Em seguida foi
adicionado um meio de reacdo contendo 0,3% de &cido tiobarbitdrico, 0,4% de SDS e
7,5% de acido acético 20% (pH 3,5) e a mistura da reacdo foi aquecida a 95°C durante
60 minutos. Posteriormente, os tubos foram resfriados e centrifugados por 10 minutos a
1.000 x g. A absorbancia do sobrenadante foi medida a um comprimento de onda de
535 nm. Os valores foram corrigidos de acordo com a concentracdo de proteina do

homogenato.

Producao in situ de espécies reativas de oxigénio

As espécies reativas de oxigénio em suspensdes de cortex foram medidas usando
a sonda fluorescente redox-sensivel dihidroetideo (DHE). O cértex renal foi
homogeneizado em tampdo RIPA contendo 150 mM de NaCl, 1% de Triton X-100,
0,5% de deoxicolato de sédio, 0,1% de SDS e 50 mM de Tris (pH 8,0); suplementado
por 2 mM de AEBSF, 1 mM de EDTA, 130 uM de bestatina, 14 uM de E-64, 1 uM de
leupeptina e 0,3 uM de aprotinina. Posteriormente, o homogenato foi incubado com
PBS/DTPA e DHE (5 uM), por 20 minutos, a 37°C, protegido da luz. A fluorescéncia
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foi determinada em um comprimento de onda de excitacdo/emissdao de 500/580 nm
usando um leitor multimodular (Varioskan Flash, ThermoScientific). O resultado foi
corrigido pela concentracdo de proteina da amostra.

Zimografia de metaloproteinases de matriz2 e 9

A avaliacdo da atividade de MMP-2 e MMP-9 foi realizada por meio da técnica
de zimografia com gelatina, conforme descrito anteriormente (Farias et al,
2020). Proteinas corticais renais (20 pg) foram separadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida a 10% contendo gelatina a 0,1% em condi¢fes ndo redutoras. Os géis
foram lavados 2 vezes em 2,5% Triton X-100 durante 30 min para remover o SDS e
entdo incubados por 18 horas em tampéo Tris 50 mM (pH 7,4) contendo NaCl 200 mM,
CaCF 10 mM e ZnCF 1 uM. Os géis foram corados por Coomassie Blue R250 durante 1
hora e lavados em uma solugdo contendo metanol, acido acético e agua (50:10:40) para
remover 0 excesso de corante. A atividade da gelatinase foi visualizada como bandas
claras em um fundo azul e as atividades de MMP-2 e MMP-9 foram identificadas de
acordo com seus respectivos pesos moleculares. As imagens do gel foram capturadas
usando ChemiDoc MP (Bio-Rad) e a intensidade da banda foi determinada usando o

software ImageLab (versdo 5.2.1, Bio-Rad).

Western Blotting

A avaliacdo da expressao proteica em amostras do cortex renal foi realizada por
Western Blotting (Farias et al., 2020). As proteinas (80 ug) das amostras foram
separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sodio
(SDS) e transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Amersham, GE
Healthcare). Apods bloquear os sitios de ligacdo ndo especificos usandoBSA 5%, as
membranas de nitrocelulose foram incubadas com o anticorpo primério. As diluicdes de
anticorpos foram as seguintes:anti-MMP-2(1:500); anti-MMP-9 (1:500); anti-TIMP-1
(1:500); anti-TIMP-2 (1:500); anti-TGF-p1 (1:500); e anti-nefrina(1:500). Em seguida,
as membranas foram lavadas e incubadas com o anticorpo secundario conjugado com
peroxidase. As marcagdes foram visualizadas wusando um reagente de
quimioluminescéncia (Luminatta, MILLIPORE) e o sistema de aquisi¢cdo de imagens
ChemiDoc MP. A densitometria das bandas foi realizada no software ImagelLab e 0s
valores foram normalizados de acordo com a carga da proteina, estimada por

immunoblotting de a-actina.
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Anélise estatistica

Os dados foram expressos em média + erro padrdo da média (EPM). A
distribuicdo de cada conjunto de dados foi avaliada por meio do teste de normalidade
Shapiro-Wilk. As diferengas entre os grupos foram avaliadas por ANOVA de uma via
seguida pelo teste de Tukey. As médias foram consideradas estatisticamente diferentes
para P<0,05. A andlise estatistica e a representacdo grafica foram realizadas no software
GraphPadPrism 5 (versdo 5.01, La Jolla, CA, EUA).



89

RESULTADOS
Niveis de creatinina sérica e proteinuria

O nivel sérico de creatinina é um marcador importante da funcédo
renal. Observamos um aumento (~1000%, P<0,001) na creatinina sérica do grupo IR em
comparacdo ao grupo Sham. Ratos tratados com MMF e apocinina também
apresentaram niveis elevados de creatinina sérica (~700%, P<0,001), porém foram
menores que o grupo IR, 19% (P <0,01) e 14% (P <0,05) respectivamente (Tabela 1).

O grupo IR apresentou um aumento de quase 10 vezes (P<0,001) da excrecao
urinaria de proteina em relacdo ao grupo Sham. O tratamento com MMF preveniu a
elevacdo da proteinuria induzida pela IR. O grupo tratado com apocinina apresentou
proteindria maior que o grupo Sham, contudo, menores do que o grupo IR sem

tratamento.

Massa renal, parametros morfométricos do corpusculo e deposicdo renal de
colageno

Os grupos IR apresentaram aumento da massa renal e do indice renal em
comparagdo ao grupo Sham,e os tratamento com MMF ou apocinina ndo influenciaram
essas alteracdes (Tabela 1). Por outro lado, a IR ndo influenciou a area corpuscular ou
subcapsular, indicando que o motivo do aumento da massa renal é a extase sanguinea
induzida pelo clampeamento dos pediculos renais.

Observamos que a IR induziu um aumento da deposicdo renal de colageno na
regido tubulointersticial (60%, P<0,01) e no glomérulo (120%, P<0,001) (Figura 1). Os
grupos submetidos a IR que receberam tratamento com MMF ou apocinina

apresentaram marcacgdo para o Picro Sirius semelhantes ao do grupo Sham.

a-SMA e nefrina

Além da deposicdo de colageno, no coértex renal também foi avaliado a
imunomarcacdo da a-SMA, que estima a ativacdo de fibroblastos, e o conteido de
nefrina, um marcador de integridade estrutura das fendas de filtracdo (Figura 2). O
grupo IR apresentou um aumento de 100% na marcagdo a-SMA na regido
tubulointersticial renal. Por outro lado, os grupos tratados com MMF ndo apresentaram
elevacdo da marcacao para a-SMA (Figura 2A). Interessantemente, o grupo tratado com

apocinina apresentou niveis de a-SMA 80% inferiores (P<0,001) ao grupo Sham.



90

O contetdo proteico de nefrina apresentou-se 40% inferior (P<0,05) no grupo IR
quando comparados ao grupo Sham (Figura 2B). Os tratamentos com MMF ou

apocinina preveniram a diminuic¢do de nefrina induzida pela IR.

Avaliagéo do estresse oxidativo renal

Conforme mostrado na Figura 3A, a peroxidacgdo lipidica renalfoi 40% maior
(P<0,05) no grupo IR emcomparacgdo ao grupo Sham, enquanto que nos grupos IRM e
IRA foi semelhante ao grupo Sham e menor do que o grupo IR. Os niveis renais de
EROsapresentaram um perfil de diferenca estatistica semelhante ao da peroxidacao

lipidica: niveis maiores no grupo IR emrelacdo aos demais grupos (Figura 3B).

Atividade das metaloproteinases de matriz2 e 9

As MMPs séo enzimas fundamentais no remodelamento da MEC tornando-se
um importante marcador de fibrose renal (Figura 4). A atividade da MMP-2 foi mais de
8 vezes maior (P<0,001) no cortex renal do grupo IR do que no Sham. Os grupos
tratados com MMF ou apocinina apresentaram atividade da MMP-2 cerca de 20-30%
menor (P<0,001) do que o grupo IR, entretanto ainda superiores (P<0,001) ao grupo
Sham.

A atividade da MMP-9 no cortex renal também se apresentou expressivamente
maior no grupo IR, enquanto que os grupos tratados apresentaram valores semelhantes

ao grupo Sham (Figura. 4 B).

Conteado proteico das MMP-2 e 9 e vias regulatorias

Além de avaliarmos a atividade das MMP-2 e 9, também investigamos o
conteddo proteico dessas enzimas no cortex renal (Figura 5A e B). Observamos que o
grupo IR apresentou um aumento do conteddo da MMP-2 em paralelo ao aumento de
sua atividade. Adicionalmente, observamos que o MMF e a apocinina preveniram essa
alteracdo. Apesar de termos observado uma elevacdo da atividade da MMP-9 no grupo
IR, 0 seu conteido n&o foi alterado no cdrtex renal.

Em paralelo ao aumento do conteudo proteico da MMP-2 no cortex renal,
também observamos que a IR elevou (250%, P<0,001) o contetdo do seu inibidor
TIMP-2 (Figura 5C). Contudo, os tratamento com MMF e apocinina ndo preveniram a
elevagdo dos niveis de TIMP-2. O conteudo proteico da TIMP-1 também foi estimulado

pela IR, e ndo foi afetado pelos tratamentos experimentais (Figura 5D).
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O conteldo renal de TGF-B1 foi mais de 2 vezes maior (P<0,01) no grupo IR do
que no grupo Sham (Figura 5E). O tratamento com apocinina preveniu completamente
essa alteracdo. Por outro lado, o tratamento com MMF apresentou apenas um efeito
parcial, isto é, 0s niveis de TGF-B1 nesse grupo ndo foram diferentes do grupo IR mas

também ndo foramdiferentes do grupo Sham.

Tabela 1. Parametros de funcao renal, massa renal e parametros morfométricos do
corpusculo renal

Sham IR IRM IRA

Creatinina sérica, mg/dL 0,50 £0,01 5,03+023 4,10+0,27 4,32+0,09

* kK *xx T *xx T
Ptn/Creat’ 13+2 120 £ 24 *** 39+9" 67 +13 *
Massa renal, g 1,28+0,07 1,51+0,04* 1,48+0,04* 1,66 +0,05**
indice renal (x100) 0,69+0,03 0,86+0,01 0,84+0,03** 0,90 +0,03
*kk Fkk

2

Area do corplisculo, (m 665037 7.17£031 7,69+£040 6,66 +041

2

Area subcapsular, (m 254044 199+030 217+023 173+0,8

Sham = Simulagéo da cirurgia (n=8), IR = Isquemia/reperfusdo (n=8), IRM = Isquemia/reperfusdo +
micofenolato de mofetil (n=8), IRA = Isquemia/reperfusdo + apocinina (n=8). Dados expressos como
média £+ EPM. Uma comparacdo entre as médias dos grupos foi realizada pela anélise de variancia
unilateral, seguida do teste de Tukey: *P <0,05, **P <0,01 e ***P <0,001 vs. Sham. 1P <0,05, 1P <0,01
vs. IR.
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Figura 1. Efeitos do micofenolato de mofetil e apocinina na deposicdo de coldgeno no tubulo
intersticial renal e na deposi¢do de coldgeno no glomérulo no tecido renal de ratos adultos
submetidos a IR. (A) Densidade de colageno no tubulo intersticial.(B) Densidade de colageno no
glomérulo renal. Sham = Simulagéo de cirurgia, IR = Isquemia/reperfusdo, IRM = Isquemia / reperfusao
+ micofenolato de mofetil, IRA = Isquemia/reperfusdo + Apocinina. Dados expressos como média +
EPM.A comparagdo entre as médias dos grupos foi realizada pela analise de variancia unilateral seguida
do teste de Tukey: **P <0,01 e ***P <0,001 Vs. Sham, 11P <0,01 e 11P <0,001 vs.IR.
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Figura 2. Efeito do micofenolato de mofetil e apocinina sobre a imunodeteccio de a-actina de
mausculo liso do tdbulo-intersticial eneprinano tecido renal de ratos adultos submetidos a IR.
(A)Imunodeteccdode o-SMA no tubulointersticio.(B)Nefrina.Sham = Simulacdo de cirurgia, IR =
Isquemia/reperfusdo, IRM = Isquemia/reperfusdo + micofenolato de mofetil, IRA = Isquemia/reperfuséo
+ Apocinina. Dados expressos como média + EPM. A comparacdo entre as médias dos grupos foi
realizada por anélise de variancia unilateral seguida do teste de Tukey: *P <0,05 e **P <0,01 Vs.Sham,
1P <0,05, 7P <0,01 e 11P <0,001 Vs.IR.
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Figura 3. Efeitos do micofenolato de mofetil e apocinina na peroxidacéo lipidica e dos niveis de
espécies reativas de oxigénio no cdrtex renal de ratos adultos submetidos & IR. (A) A peroxidagdo
lipidica foi medida atravésda substancia reativa ao acido tiobarbitirico.MDA = malondialdeido.(B) Os
niveis de espécies reativas de oxigénio foram medidos usando a sonda dihidroetida fluorescente
(DHE).Sham = Simulacdo de cirurgia, IR = Isquemia/reperfusdo, IRM = Isquemia/reperfusdo +
micofenolato de mofetil, IRA = Isquemia/reperfusdo + Apocinina. Dados expressos como média = EPM.



94

A comparacdo entre as médias dos grupos foi realizada pela analise de variancia unilateral seguida do
teste de Tukey: *P <0,05 e **P <0,01 Vs.Sham, P <0,05 Vs.IR.
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Figura 4. Efeitos do micofenolato de mofetil e apocinina na deposicdo de matriz extracelular no
cértex renal de ratos adultos submetidos a IR. (A) MMP-2 (B) MMP-9. Sham = Simulacdo de
cirurgia, IR = Isquemia/reperfusdo, IRM = Isquemia/reperfusdo + micofenolato de mofetil, IRA =
Isquemia/reperfusdo + Apocinina. Imagens representativas da zimografia de um Unico gel sdo
apresentadas no painel C em escala de cinza. Dados expressos como média + EPM. A comparacdo entre
as médias dos grupos foi realizada por analise de variancia unilateral seguida do teste de Tukey: ***P

<0,001 e Vs.Sham, 111P <0,001 vs.IR.
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Figura 5. Efeitos do micofenolato de mofetil e apocinina sobre o conteddo de proteina renal na
deposicdo da matriz extracelular, inibidores da metaloproteina da matriz e proliferacdo e
diferenciacdo celular no cértex renal de ratos adultos submetidos a IR.(A) MMP-2.(B) MMP-9.(C)
TIMP-2.(D) TIMP-1.(E) TGF-B.Sham = Simula¢do de cirurgia, IR = Isquemia/reperfusdo, IRM =
Isquemia/reperfusdo + micofenolato de mofetil, IRA = Isquemia/reperfusdo + Apocinina.lmagens
representativas de imunodetec¢do sdo mostradas no painel F. Dados expressos como média £+ EPM. A
comparacdo entre as médias dos grupos foi realizada pela anélise de varidncia unilateral seguida do teste
de Tukey: **P <0,01 e ***P <0,001 Vs.Sham, 1P <0,05 e 1P <0,01 Vs.IR.
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DISCUSSAO

A isquemia-reperfusdo (IR) é um dos principais mecanismos envolvidos na
inducdo da lesdo renal aguda. Neste estudo, observamos que alteragcbes agudas na
funcdo renal induzidas por IR foram prevenidas pelo tratamento prévio com MMF e
apocinina, sugerindo um papel proeminente do sistema imunoldgico e da NADPH
oxidase nesse processo. O efeito protetor do MMF e da apocinina envolveu reducéo da
creatinina sérica, proteindria e deposicdo cortical de colageno (Ventura et al., 2002;
Jiang et al., 2012; 20 Kovacevic 2020; e 21 LI e Wang 2015; Lima et al. 2021). Pela
primeira vez, de acordo com nosso conhecimento, foi demonstrado que o MMF e a
apocinina compartilnam acdes protetoras na lesdo renal induzida por IR através da
restauracdo da modulacéo da via EROs/TGF-$1/MMP-2.

Apesar de ambos os tratamentos terem efeitos protetores sobre a funcdo renal,
foi possivel identificar que 0 MMF teve maior poténcia em proteger a proteindria
induzida por IR, considerando que os valores estavam no patamar daqueles do grupo
Sham (Tabela 1). O dano a barreira de filtracdo ocorre por mecanismos dependentes de
vias oxidativas, como a ativacdo da NADPH oxidase, e por mecanismos dependentes de
mediadores inflamatdrios e resposta de células imunes (23 Abais et al. 2013; 24 Abais-
Battad et al. 2020). Portanto, uma possivel explicacdo para a diferenca na poténcia do
efeito entre as duas substancias pode ser seus mecanismos de a¢do. Enquanto o MMF é
um modulador direto do sistema imunoldgico e adicionalmente possui efeitos
antioxidantes indiretos (Fischer, 2013) a apocinina atua apenas por meio de mecanismos
antioxidantes diretos e indiretos dependentes da inibicdo da NADPH oxidase (Touyz e
Schiffrin, 2008).

Por outro lado, tanto o MMF quanto a apocinina diminuiram na mesma
proporcao a deposicdo de colageno no glomérulo e na area tubulointersticial. Além
disso, os tratamentos também impediram as alteracdes induzidas por IR no contetdo
renal de nefrina e a-SMA. O contetdo de nefrina estd altamente correlacionado com
danos renais precoces, envolvendo danos nos poddcitos, esclerose de células mesangiais
e espessamento da membrana basal glomerular (25, 26 LI et al., 2015; Chen et al., 2019;
Liu et al, 2018), enquanto o contetdo renal de o-SMA €é um marcador de
desdiferenciacdo celular e perda de fungéo (Badid et al., 2001).Portanto, pode-se sugerir

que a inibicdo da deposicdo de colageno pode ser consequéncia da preservagdo da
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integridade podocitéria e da manutencdo da diferenciacdo celular, ou seja, preservacao
do conteudo renal de nefrina e a-SMA, respectivamente.

A diminuicdo dos niveis de EROs e estresse oxidativo no rim também pode ser
fundamental para os efeitos protetores de MMF e apocinina na lesdo induzida por IR.
Outros trabalhos ja demonstraram a importancia do efeito antioxidante da apocinina no
mecanismo da LRA (Li e Wang, 2015; Choi et al., 2015; Erosy et al., 2016; Lima et al.,
2021) . A apocinina diminui o estresse oxidativo ao inibir a ativacdo da NADPH
oxidase através da prevencdo da translocacdo de p47phox do citosol para a membrana
(Stefanska e Pawliczak, 2008). a molécula de apocinina é uma pré-droga que é ativada
pela oxidacdo mediada pela mieloperoxidase (Heumuller et al., 2008), porém, pode-se
considerar que a molécula também possui acdo antioxidante direta, por ser um aceptor
de elétrons, principalmente em condi¢fes onde ndo ha presenca de mieloperoxidase.

Os efeitos protetores do MMF sobre a lesdo renal podem estar relacionados a
supressdo da proliferacdo de linfocitos e mondcitos, bem como a inibicdo do
recrutamento e infiltracdo de células imunes (Ventura et al 2002). Aqui, observou-se
que o tratamento com MMF diminuiu a peroxidacgéo lipidica renal e os niveis de EROs
na mesma propor¢do que o tratamento com apocinina, indicando que os efeitos
protetores do MMF ocorreram parcialmente por meio de a¢des antioxidantes (Ridker &
Luscher, 2014). Ja foi demonstrado que o sistema imunolégico pode danificar o tecido
renal através da ativacdo de muitas vias pro-oxidativas (Abais-Battadet al., 2020). Alem
disso, vale ressaltar que as EROs podem estimular a producdo e liberacdo de citocinas
pro-inflamatorias (Holterman et al., 2019), que aumentam ainda mais a ativacdo das
células imunes e a producéo de citocinas.

Além de envolver mecanismos antioxidantes, a protecdo renal exercida pelos
tratamentos com MMF e apocinina pode ter envolvido a modulacdo da MMP-2 e MMP-
9. Essas enzimas proteoliticas estdo associadas a fisiopatologia da lesdo renal através de
mecanismos que envolvem modulacdo da deposi¢do de matriz extracelular, regulacédo
de proliferacdo celular e ativacdo de citocinas pré-inflamatorias (Basile et al., 2004;
Cavdar et al., 2014). As metaloproteinase de matriz sdo enzimas sensiveis ao balanco
redox e sdo reguladas e ativadas a partir de sua forma latente inativa quando expostas a
um ambiente oxidativo (Tobar et al., 2010). A administracdo de MMF e apocinina
atenuaram a elevacdo de MMPs induzida por IR no cortex renal, evidenciando o papel
do sistema imunoldgico e do estado redox no mecanismo de lesdo renal (Sutton et al.,
2005; Reel et al., 2013). Por outro lado, o efeito do MMF também pode ter ocorrido
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através da inibicdo da acdo de células imunes e na inibi¢do da secre¢do de citocinas pro-
inflamatorias. A inibicdo do TNF-a é capaz de prevenir a elevagdo da MMP-2 em um
modelo animal com remodelagdo vascular induzida por hipertensdo (Sutton et al.,
2005). De maneira semelhante ao observado no presente estudo, esse efeito ocorre
simultaneamente a inibicdo da formacdo de EROs. Esse mecanismo pode indicar que o
efeito do MMF seria parcialmente dependente da inibicdo da acdo de citocinas pré-
inflamatorias, como o TNF-a, sobre a agdo de MMPs secretadas por células renais. Por
outro lado, também é factivel que a inibicdo do recrutamento de células imunes também
seja importante no processo, considerando a capacidade dessas células em secretar
MMP-9 e sua co-localizacdo em sitios de lesdo tecidual (Tan et al., 2013; Dong et al.,
2021).

O aumento da atividade da MMP-2 na IR renal ocorreu paralelamente ao
aumento do seu conteudo proteico e ao aumento do conteudo proteico da citocina pro-
fibrética TGF-B1. Por outro lado, os efeitos protetores da apocinina e do MMF
envolveram diminui¢cdo do conteudo proteico da MMP-2 e do TGF-B1 para niveis
semelhantes ao do grupo Sham. Esses resultados sugerem que a modula¢do do TGF-B1
seria fundamental para o efeito de ambos os tratamentos. O TGF-f1 regula
positivamente a transcricdo génica da MMP-2 e também € um importante modulador da
resposta imune (Mehrotra et al., 2017). Da mesma forma como para as MMPs, as
células imunes tanto podem produzir TGF-B1, como podem ser alvo da citocina (Chung
et al., 2018). Por exemplo, a secrecdo de TGF-B1 é um fator quimico atrativo de
macrofagos na lesdo isquémica renal aguda (Wahl, 2007). Essas célulasséo
fundamentais para o reparo adequado do tecido mas podem ser potenciais mediadores
da fibrose. Além disso, macrofagos e linfécitos Treg também sdo células que secretam
TGF-B1 emsua forma latente (Wahl, 2007) .

A modulacdo do TGF-B1 também poderia ser explicada por sua modulacado
mediada por vias sensiveis a EROs, principalmente no grupo tratado com apocinina.
Sabe-se que a NADPH oxidase atua como sinalizador dos efeitos pro-fibroticos do
TGF-B, contudo a relagdo também pode ocorrer de maneira inversa, funcionando como
um mecanismo de retroalimentacdo positiva. A formacdo de EROs estimula a conversdo
da forma latente do TGF-f para sua forma ativa, resposta que ¢ fundamental para a
sinalizacdo da citocina. Além disso, a NAPDH oxidase é capaz de modular diretamente
mediadores intracelulares candnicos e ndo-candnicos do TGF-fB, amplificando o seu
efeito (Jiang et al., 2014).
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Diferentemente do que ocorreu com a MMP-2, o aumento da atividade da MMP-9
induzida pela IR ndo ocorreu paralelamente a elevacdo do aumento do seu conteldo
proteico no tecido renal. Além disso, 0 MMF e a apocinina preveniram o impacto da IR
sobre a atividade da MMP-9 sem influenciar o seu contetdo proteico. Esses resultados
reforcam a sugestdo de que o aumento da atividade da MMP-9 estd associado ao
disturbio do balango redox renal (Tobar et al., 2010). Adicionalmente, considerando que
0 TNF-a promove a ativagdo da MMP-9 (Hsiehet al., 2022), e que ambos 0 MMF e a
apocinina séo tratamentos associados a inibi¢do da producéo de TNF- o (Hu et al, 2017,
Jang, 2009), é possivel que a inibicdo da producdo dessa citocina também tenha tido
importancia no mecanismo de protecéo.

Adicionalmente, os inibidores tissulares de metaloproteinases (TIMPs) também
sdo fundamentais no controle da acdo das MMPs, onde o TIMP-1 é mais seletivo para
MMP-9, enquanto que o TIMP-2 é mais seletivo para a MMP-2 (Manello e Medda,
2012). Os TIMPs apresentam efeito duplo sobre as MMPs, um vez que eles podem
tanto inibir quanto ativar a fungdo catalitica dessas enzimas (Manello e Medda, 2012).
Neste trabalho foi identificado um aumento do contetdo proteico renal da TIMP-2 e da
TIMP-1 nos animais submetidos a IR renal, em paralelo a estimulacdo da atividade da
MMP-2 e MMP-9. Apesar dos tratamentos terem prevenido parcialmente a estimulacao
da atividade das MMPs, eles ndo tiveram impacto no conteddo proteico renal dos
TIMPs. Esse contraste de resultados torna dificil estabelecermos, no modelo estudado,
se 0 aumento do conteddo dos TIMPs é um mecanismo de protecdo deflagrado pela
deposicdo de material fibrotico ou se € um mecanismo envolvido com a etiologia da
ativacdo das MMPs. De qualquer forma, pode-se perceber que o efeito protetor do
MMF e da apocinina sdo independentes da modulacdo dos TIMP-2 e TIMP-1, mas que
ainda prepondera uma alteracdo do balanco entre atividade das MMPs e conteudo
proteico das TIMPs (Hemmerlein et al., 2004).

Em conclusdo, o presente estudo sugere que o sistema immune e a NADPH
oxidase apresentam um papel proeminente na LRA induzida por IR através de
mecanismos que estimulam a fibrose renal via EROs—TGFp-1-MMP-2/MMP-9. O
estudo também enfatiza o papel do estresse oxidativo, inclusive por modulacdo do
sistema imune, como modulador-chave das alteracdes pro-fibréticas precoces induzidas
pela isquemia-reperfusdo. De maneira geral, esses resultados apresentam dados pré-
clinicos que apontam que alteragdes pro-fibroticas surgem precocemente na lesdo renal

induzida por IR, e podem ser caracterizadas como um fator de risco para evolugéo da
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lesdo para um quadro de doenca renal cronica. Dessa forma, torna-se importante que
haja um maior esclarecimento das consequéncias em longo prazo da IR renal na via
EROs—TGF-B1—-MMPs, inclusive para confirmar se estratégias terapéuticas

antioxidantes e imunossupressoras séo efetivas em longo prazo.
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RESUMO

A lesdo renal aguda (LRA) representa uma subita queda da funcdo renal consequente
principalmente de uma redugdo no fluxo sanguineo renal. A lesdo em orgéos distantes
tem sido implicada na alta mortalidade dos pacientes, principalmente por injdria
cardiaca e hepética. O sistema imune e a producdo de espécies reativas do oxigénio via
NADPH oxidase sdo fatores chave na lesdo cardiaca e hepatica, contudo, ndo é
conhecida sua importancia na lesdo secundaria a isquemia-reperfusdo (IR) renal. Dessa
forma, o objetivo desse trabalho foi investigar se o tratamento prévio com o
imunossupressor micofenolato de mofetila (MMF) ou com o inibidor da NADPH
oxidase apocinina sdo capazes de prevenir o impacto da LRA induzida por isquemia-
reperfusdo na lesdo cardiaca e hepatica. Ratos Wistar (300-400 g) foram submetidos a
inducdo de LRA através da isquemia renal bilateral por 30 minutos seguida de 24h de
reperfusdo (IR). Esses animais foram divididos em trés grupos, onde um grupo foi
tratado com com veiculo (IR, n=8), um grupo foi tratado com MMF (30 mg/kg de peso
corporeo, via gavagem) (IRM, n=8), e outro grupo foi tratado com apocinina (100
mg/kg de peso corporeo, na dgua de beber) (IRA, n=8). Os tratamentos com apocinina
e MMF foram administrados em dose Unica 24 horas antes da indugéo da LRA pela IR.
Um grupo de animais foi submetido a uma simulagéo da cirurgia (grupo Sham, n=8).
Vinte e quatro horas apds o procedimento cirdrgico, os ratos foram anestesiados para
coleta de sangue, figado e ventriculo esquerdo. Foi evidenciado que a IR induziu
elevacdo dos marcadores séricos de lesdo renal (creatinina), hepatica (aspartato e
alanina aminotransferases) e cardiaca (creatina kinase total e isoforma MB da creatinina
kinase). Além disso, foi observado que a IR renal elevou a peroxidacao lipidica do
figado e do ventriculo esquerdo, simultaneamente a inibicdo da atividade das enzimas
antioxidantes superoxido dismutase e catalase, bem como com ativacdo da enzima pro-
oxidante NADPH oxidase. No ventriculo esquerdo, a IR renal promoveu aumento da
atividade das ATPases transportadoras de Na®, (Na*+K")ATPase e Na'-ATPase,
juntamente com inibicdo da atividade da SERCA e da PMCA, ATPases transportadoras
de Ca2*. Os tratamentos com MMF ou apocinina preveniram as alteracdes induzidas
pela IR renal no ventriculo esquerdo e figado. Em conclusdo, os dados do presente
trabalho indicam uma forte participacdo do sistema imune e da NADPH oxidase na
lesdo cardiaca e hepatica secundaria a IR renal, trazendo a luz uma possivel rota
integradora para 0s mecanismos de lesdo no proprio tecido-alvo, bem como em 6rgéos
distantes.

Palavras-chave: Apocinina; Coracdo; Figado; Isquemia-reperfusdo renal; Micofenolato
de mofetila.
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INTRODUCAO

A lesdo renal aguda (LRA) é uma condicdo patoldgica que ocorre no sistema
renal principalmente devido a uma reducdo no fluxo sanguineo renal (Rojas-Morales et
al., 2019). Globalmente, estima-se que 41,2% dos pacientes ndo se recuperaram da LRA
antes hospitalizacéo, e apenas 20% deles recuperaram sua funcédo renal normal (Hoste et
al., 2018). Apesar de ser associada com alta mortalidade, a LRA ndo é normalmente a
causa direta de morte nos pacientes (Kelly e Molitoris, 2000). A resposta inflamatoria
sistémica induzida pela LRA e a progressdo de danos a 6rgdos remotos tém sido
implicadas na alta mortalidade dos pacientes, com uma ligacdo causal entre a LRA e a
disfuncdo de 6rgdos distantes, como o coracdo (Gammelager et al. 2014, Parikh et al.,
2017 ) eo figado (Gholampour F, 2018; Amini N., 2019).

Acredita-se que fatores humorais e/ou celulares sejam as causas de faléncia de
Orgéos remotos induzida pela LRA, mas 0s exatos mecanismos fisiopatologicos ndo sdo
completamente compreendidos (Kelly, 2003; Hoke et al., 2007). No figado, ha
evidéncias de que a LRA induz alteracbes graves na histologia, funcdo, estresse
oxidativo e estado inflamatério do Orgdo, reduzindo assim a capacidade antioxidante
hepatica (Gholampour F, 2018; Amini N., 2019). Durante a IR renal, os indices
funcionais do figado, como AST e ALT no sangue, apresentam-se elevados (Golab et
al., 2009). Além disso, a IR renal esta relacionada ao aumento da atividade da
mieloperoxidase e diminuicdo dos niveis de superoxido dismutase, catalase e glutationa
peroxidase (Serteser et al., 2002).

A LRA também tem sido associada a eventos cardiovasculares (Gammelager et
al. 2014, Parikh et al., 2017), sendo caracterizada a sindrome cardiorrenal tipo 3 (ou
sindrome renocardiaca aguda) (Ronco et al., 2010). Além disso, a lesdo cardiovascular
remota pode contribuir para desfechos ruins apés LRA (Yap e Lee, 2012). A disfuncdo
cardiaca induzida por LRA tem sido justificada por diversos mecanismos, incluindo
sobrecarga hidrica contribuindo para edema pulmonar, acidemia causando
vasoconstri¢cdo pulmonar, uremia nao tratada resultando em pericardite e diminuicdo da
contratilidade miocéardica e hipercalemia causando arritmias (Ronco et al., 2010). A
disfuncdo da contratilidade cardiaca, por sua vez, tem sido associada a acumulo de
calcio, aumento de estresse oxidativo e da secrecdo de citocinas inflamatorias (Icoglu
Aksakal F., 2021).
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O dano tecidual inicial ocorre devido a cascatas inflamatorias, ativagdo do sistema
imune inato, bem como, a producéo de citocinas, quimiocinas e a ativacdo de leucocitos
(Fu e Li, 2017; Ornellas et al., 2017; Peralta et al., 2013). As respostas imunes inatas e
adaptativas estdo presentes em mecanismos fisiopatoldgicos presentes em doencas
renais, hepaticas e cardiacas. No rim, a lesdo renal isquémica € caracterizada por
apoptose e necrose de células epiteliais tubulares proximais (Carden e Granger, 2000).

As consequéncias dessa morte celular programada e necrética no rim incluem a
ativacdo do sistema imune inato por hipdxia regional e detritos celulares locais, o que
evoca a liberagdo de moléculas de padrdo molecular associado ao dano (DAMP) e induz
a infiltracdo local de células imunes no tecido e aumento concomitante da producao de
citocinas inflamatérias (Carden e Granger, 2000; Sharfuddin e Molitoris, 2011). No
coracdo, € observado que a IR renal esta associada a um aumento do RNAm para TNF-
a, IL-1, e ICAM-1 (Kelly et al., 2003), enquanto que no figado, estd associada tambem
ao aumento do contetdo de TNF-a e infiltragao de linfocitos T e neutréfilos (Miyazawa
et al., 2002).

Embora uma variedade de mecanismos moleculares sejam propostos para
explicar a les@o por isquemia-reperfusdo, o excesso de producédo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) ainda recebe atencdo como fator critico na génese da lesdo (Carcy et
al., 2021; Xiang et al., 2021; Orellana-Urzua et al., 2020). A NADPH oxidase € uma das
mais importantes fonte de producdo de EROs na injuria por isquemia-reperfusdo, e sua
ativacdo esta associada a lesdo em orgdos como coracdo e figado (Granger e Kvietys,
2015). A producdo aumentada de EROs mediada pela NADPH oxidase esta associada
com a oxidacdo do NF-kB que leva ao aumento da expressdo da IL1pB e amplificagdo do
recrutamento de neutrofilos. Além disso, as citocinas produzidas por macrofagos e
mastocitos exercem uma retroalimentacdo positiva nessa relacdo através da inducao da
superexpressdo da NADPH oxidase (Bajpai, 2019; RADI, 2018).

Apesar do sistema imune e da NADPH oxidase serem mecanismos
reconhecidamente importantes na lesdo de diversos tecidos, ndo se sabe a importancia
desses dois fatores na lesdo cardiaca e hepatica secundaria a isquemia-reperfusao renal.
E possivel que o tratamento com o inibidor da NADPH oxidase apocinina ou com o
imunossupressor MMF sejam capazes de reverter ou pelo menos minimizar os danos
nesses 6rgaos causada pela IR renal. Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi
investigar se o tratamento prévio com MMF ou apocinina sdo capazes de prevenir o

impacto da LRA induzida por isquemia-reperfusdo na lesdo cardiaca e hepatica.
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MATERIAIS E METODOS
Materiais

Apocinina (acetovanilona), fluoreto de fenilmetanossulfonil (PMSF), N,N'-
dimetil-9,9"-biacridinio dinitrato (lucigenina), HEPES, sal dissddico dihidratado de
adenosina 5'-trifosfato (ATP), acido N,N,N’,N'-tetraacético bis(2-aminoetiléter) etileno
glicol (EGTA), tapsigargina, ouabaina, furosemida, NADPH, e epinefrina foram
adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA). O micofenolato de mofetila foi obtido
da Intas Biopharmaceuticals (Ahmedabad, India). Os sistemas comerciais
colorimétricos para andlise dos marcadores séricos de lesdo cardiaca e hepética foram
adquiridos da Labtest Diagnostica (Lagoa Santa, Brasil). Todos 0s outros reagentes

foram da mais alta pureza disponivel.

Animais

Todos os protocolos e procedimentos foram realizados de acordo com o Comité
de Etica Experimental e Animal da Universidade Federal de Pernambuco (n°
0053/2018). Ratos Wistar pesando cerca de 300 a 400 g foram mantidos em ciclo
claro/escuro de 12 horas a 22°C, com livre acesso a dgua e racao comercial.

Para inducdo da LRA, os ratos foram submetidos a isquemia renal bilateral
seguida de 24h de reperfusdo. Apos anestesia (cetamina e xilazina, 80 e 10 mg/kg de
peso corporal, respectivamente), foi feita incisdo na cavidade abdominal para expor 0s
rins e a isquemia foi realizada pelo posicionamento bilateral de pingcas nas artérias
renais por 30 min. ApoOs esse periodo, a perfusdo renal foi restaurada, sendo
sequencialmente realizada a sutura da incisdo na regido abdominal. O grupo controle foi
submetido a um procedimento cirdrgico semelhante ao grupo experimental, mas as
artérias nao foram pincadas (grupo Sham, n = 8). Os animais submetidos a lesdo por IR
foram divididos em trés grupos experimentais (n=8/grupo), conforme tratamento
recebido 24 horas antes da realizacdo da IR: i) um grupo recebeu administracao
intragastrica de agua potavel (veiculo; 1 mL/kg de peso corporal); ii) um grupo foi
tratado com dose Unica intraperitoneal do imunossupressor micofenolato mofetil (30
mg/kg de peso corporal, grupo IRM); e iii) um grupo recebeu o tratamento na agua de
beber com o inibidor da NADPH oxidase apocinina (100 mg/kg de peso corporal, grupo
IRA). Vinte e quatro horas apds o procedimento cirdrgico, os animais foram
anestesiados (cetamina e xilazina) para coleta de sangue (veia cava inferior), figado e

coracdo (ventriculo esquerdo). Em seguida, as amostras foram instantaneamente
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congeladas por imers&o em nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C. Ao final da coleta
das amostras de 6rgdos, os ratos foram sacrificados por exsanguinacdo enquanto ainda

se encontravam anestesiados.

Marcadores séricos de func¢ao/lesdo tecidual

Os niveis plasmaticos de creatinina, creatina kinase (CK), isoforma MB da
creatina kinase (CKMB), aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminostranferase
foram mensurados através de ensaios comerciais utilizados de acordo com as instrugdes

do fabricante.

Atividade das ATPases transportadoras de Na* e Ca2*

A atividade das ATPases transportadoras de Na* e Ca2* foram avaliadas em
fragmentos de ventriculo esquerdo descongelados em banho-de-gelo (4°C)
imediatamente antes do ensaio e homogeneizados em solugdo-tampdo HEPES-Tris 10
mM (pH7,4) contendo sacarose 250 mM, EDTA 2 mM, PMSF 1 mM e inibidor de
tripsina (tipo 11S) 0,15 mg/L.

As atividades da (Na++K+)ATPase sensivel a ouabaina e Na+-ATPase sensivel
a furosemida foram avaliadas, de acordo com o método descrito por Grubmeyer e
Penefsky (1981), utilizando inibidores especificos. A atividade (Na++K+)ATPase nas
amostras do ventriculo esquerdo foi calculada a partir da diferenca de fosfato inorganico
(Pi) liberado da hidrélise do ATP na auséncia e presenca de ouabaina 2 mM. A
atividade da Na+-ATPase nas amostras foi calculada a partir da diferenca de Pi liberado
na auséncia e presenca de furosemida 2 mM.

As atividades da PMCA e da SERCA foram avaliadas conforme descrito em
Ferrdo et al. (2012), utilizando inibidores especificos. A atividade total das ATPases
transportadoras de Ca2+ foi definida pela diferenca de fosfato inorganico liberado da
hidrolise do ATP na auséncia e na presenca de EGTA 2 mM. A atividade da SERCA foi
representada pela atividade da Ca2+-ATPase sensivel a tapsigargina, enguanto que a

atividade residual representou a atividade da PMCA.

Avaliacado do estresse oxidativo
A avaliagdo do estresse oxidativo foi estimada no ventriculo esquerdo e figado a
partir da mensuragdo da peroxidacdo lipidica que foi mensurada através da dosagem de

substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS, do inglés thiobarbituric acid
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reactive substances) em homogenato de tecido, de acordo com o método de Ohkawa et
al. (1979). Pedacos dos o6rgdos foram homogeneizados em solugdo de KCI 1,15% e
EDTA 3 mM em banho-de-gelo. Subsequentemente, cerca de 10 mg do tecido foi
adicionado a um meio de reagcdo contendo dodecil sulfato de sodio 0,4%, é&cido
acético tricloroacético 7,5% e &cido tiobarbitdrico 0,5%, que foi aquecido em banho-
maria a 95°C por 60 min. Apds resfriamento, os tubos foram centrifugados por 10 min a
1000 x g, e a absorbancia do sobrenadante foi mensurada em 535 nm. Os valores
mensurados foram comparados a uma curva-padrdo construida utilizando 1,1,3,3-
tetraetoxipropano e corrigidos de acordo com a quantidade total de proteina presente no

homogenato.

Atividade da NADPH oxidase

A avaliagdo da atividade da NADPH oxidase foi realizada através da
quantificacdo de superdéxido produzido na presenca de NADPH (100 uM), conforme
Lima et al. (2021). A producdo de superoxido foi mensurada através da
quimioluminescéncia derivada da lucigenina. As amostras de homogenato tissular (100
Hg) ou de células (10" células) foram adicionadas a um meio de reagdo contendo
lucigenina 10 uM e NADPH 100 puM, e a luminescéncia foi mensurada através de um
luminémetro (Varioskan Flash, Thermo Scientific). O resultado foi expresso em
unidade relativa de luz por minuto e corrigido pela quantidade de proteina na amostra.
A liberacdo de superoxido também foi avaliada na auséncia de NADPH, e representou a

producdo basal de superdxido.

Atividade da SOD e da catalase

A atividade da SOD foi estimada pela capacidade da amostra em reduzir
a formacdo do croméforo roseo, o adrenocromo, a partir da oxidacdo da epinefrina
(Misra e Fridovich, 1972). A amostra (10 mg de proteina/mL) foi adicionada a uma
solucdo contendo glicina 50 mM, pH 10,0. Em seguida, a solu¢do foi suplementada com
epinefrina 1,5 mM. A velocidade de formacdo do adrenocromo foi estimada pela
mensuracdo da absorbancia em intervalos de 15 segundos durante 2 minutos. Os valores
da SOD foram expressos em U SOD g-1, onde uma unidade de SOD é definida como a
quantidade de enzima necessaria para diminuir a metade a velocidade espontanea de

formacdo do adrenocromo.
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A atividade da catalase foi estimada pela mensuracdo do decaimento da
absorbancia ocasionado pela reducdo de H202 a &gua, conforme (Aebi, 1984). Para
esse ensaio, a amostra (10 mg de proteina/mL) foi adicionada a uma solugdo de
peréxido de hidrogénio (10 mM) em tampdo fosfato de potéssio 50 mM (pH 7,0). Apos
homogeneizagdo, a velocidade de decomposicdo do H202 foi medida a cada 15
segundos durante um intervalo de 2 minutos. As amostras foram analisadas em
triplicata, e os valores expressos em mmol de H202 consumido por minuto e por

grama, utilizando o coeficiente de extin¢do do H202 para o célculo.

Analise estatistica

Os dados foram expressos em media + erro padrdo da média (EPM). A
distribuicdo de cada conjunto de dados foi avaliada por meio do teste de normalidade
Shapiro-Wilk. As diferengas entre os grupos foram avaliadas por ANOVA de uma via
seguida pelo teste de Tukey. As médias foram consideradas estatisticamente diferentes
para P<0,05. A anélise estatistica e a representacdo grafica foram realizadas no software
GraphPad Prism 5 (versdo 5.01, La Jolla, CA, EUA).
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RESULTADOS
Niveis de creatina kinase e creatina kinase-MB sérica cardiacos

Os niveis séricos de creatinina foram mensurados para confirmar a efetividade
da inducédo da LRA pela IR, bem como o efeito dos tratamentos com MMF e apocinina.
A presenca de leséo no tecido cardiaco foi investigada atraves da mensuragdo dos niveis
séricos de CK total e CK-MB, enquanto a lesdo hepéatica foi identificada pela
mensuracgao dos niveis séricos de AST e ALT. Os resultados dos marcadores séricos de
lesdo/disfuncdo tecidual sdo apresentados na Tabela 1.

Os niveis séricos de creatinina foram notavelmente superiores (~1000%,
P<0,001) no grupo IR em relacdo ao grupo Sham. Ambos grupos tratados também
apresentaram niveis séricos elevados de creatinina (~700%, P<0,001) em relacdo ao
grupo Sham, contudo, os valores também se apresentaram inferiores ao grupo IR
(Tabela 1).

Os animais submetidos a IR renal apresentaram um aumento de ~150% (P<0,01)
nos niveis sericos de CK total e um aumento de ~90% (P<0,01) nos niveis sericos de
CK-MB em comparagdo ao grupo Sham. Enguanto isso, os animais IR tratados com
MMF apresentaram menores valores de ambos marcadores de lesdo cardiaca em relacéo
ao grupo sem tratamento. Em comparagdo ao grupo IR, o grupo tratado com apocinina
apresentou menores valores séricos apenas da CK-MB. Contudo, os valores de CK total
dos animais tratados com apocinina também ndo foram diferentes do Sham.

A IR renal também impactou os marcadores séricos de lesdo hepatica. Os niveis
séricos de AST foram cerca de 60% maiores (P<0,05) no grupo IR em comparacdo com
0 grupo Sham, enquanto que os niveis de ALT foram quase trés vezes (P<0,05)
superiores. Por outro lado, os tratamentos com MMF ou apocinina preveniram a

elevacdo dos niveis séricos de AST e ALT induzidos pela IR renal.

Atividade das ATPases transportadoras de Na+ e Ca2+ no ventriculo esquerdo

A atividades das ATPases do ventriculo esquerdo foi mensurada com a
finalidade de se estimar o impacto da IR renal na funcdo celular dos midcitos cardiacos
(Figura 1). O grupo de ratos submetidos a IR renal apresentou maior atividade
(Na++K+)ATPase (300%, P<0,01) e da Na+-ATPase (160%, P<0,001) em relacdo ao
grupo Sham (Figura 1A e B). Além disso, também foi observado que a IR renal induziu
uma diminuicéo na atividade da SERCA (60%, P<0,001) e da PMCA (70%, P<0,05) no

ventriculo esquerdo (Figura 1C e D). Os tratamento com MMF e apocinina preveniram
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a alteracdo da atividade das ATPases transportadoras de Na+ e de Ca2+ induzidas pela
IR renal.

Avaliacao do balanco redox cardiaco e hepético

O balanco redox foi estimado inicialmente a partir da avaliacdo da peroxidagéo
lipidica cardiaca e hepética (Figura 2). A peroxidacao lipidica foi expressivamente
superior no ventriculo esquerdo (~70%, P<0,05) e no figado (~50%, P<0,01) do grupo
IR em relacdo ao grupo Sham. Por outro lado, os animais IR tratados com MMF ou
apocinina apresentaram peroxidacgéo lipidica inferior aos ratos IR sem tratamento.

Em paralelo a elevacdo da peroxidacdo lipidica cardiaca, os animais submetidos
a IR renal apresentaram aumento da producdo basal de anion superéxido (~270%,
P<0,001) e da atividade da NADPH oxidase (~110%, P<0,001) em comparacdo ao
grupo Sham (Figura 3A eB). Por outro lado, os grupos tratados com MMF e apocinina
apresentaram menor producdo basal de anions superoxido e menor atividade da
NADPH oxidase do que os animais submetidos a IR renal que ndo receberam
tratamento.

Adicionalmente a elevacdo da producédo de anions superdxido e da atividade da
NADPH oxidase, foi observado que a IR renal induziu uma diminuicdo da atividade das
enzimas antioxidantes SOD (~60%, P<0,001) e catalase (~80%, P<0,001) no ventriculo

esquerdo (Figura 3C e D). Ambos os tratamentos aumentaram a atividade da SOD em
comparacao ao grupo IR sem tratamento. Entretanto, apenas o grupo que recebeu
tratamento com MMF apresentou protecéo ao efeito da IR sobre a atividade da catalase.

No figado, o perfil de alteracdo das vias oxidativas e antioxidativas endogenas

induzida pela IR renal foi semelhante ao que foi observado no ventriculo esquerdo
(Figura 4): i) aumento da producao basal de anions superéxido (~150% (P<0,001); ii)
aumento da atividade da NADPH oxidase (~50%, P<0,05); iii) diminuicdo da atividade
da SOD (~60%, P<0,001); e iv) diminuicdo da atividade da catalase (~70%, P<0,001).

Os tratamentos com MMF e apocinina preveniram completamente as alteracdes

induzidas pela IR renal na producdo basal de anions supoeroxido, na atividade da
NADPH oxidase e na atividade da SOD. Por outro lado, a protecdo dos tratamentos com
MMF e apocinina sobre a alteracdo da atividade da catalase induzida pela IR renal foi
parcial, considerando que 0s grupos IR que receberam tratamento apresentaram valores

superiores ao grupo sem tratamento, contudo inferiores ao grupo Sham.
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Tabela 1. Marcadores séricos de disfun¢do renal, lesdo cardiaca e lesdo hepatica

Sham IR IRM IRA

Creatinina sérica, mg/dL 0,50 +0,01 5,03+0,23 4,10+0,27 4,32 + 0,09

*kk *xx I kx|

Creatina kinase total, U/L ~ 132+19 282 + 21** 153 +26" 196 + 32
Creatina kinase MB, U/L 82+2 156 £ 12 *** 115 +5**" 108 + 5 **"
AST, U/L 71+4 113+2 > 72+9' 68+ 16"
ALT, U/L 25+ 6 89 £ 21 ** 41 +3' 58+6

Sham = Simulacdo da cirurgia (n=8), IR = Isquemia/reperfusdo (n=8), IRM = Isquemia/reperfusdo +
micofenolato de mofetil (n=8), IRA = Isquemia/reperfusdo + apocinina (n=8). AST = aspartato
aminotransferase; ALT = alanina aminotransferase. Dados expressos como média £ EPM. Uma
comparacao entre as médias dos grupos foi realizada pela analise de variancia unilateral, seguida do teste
de Tukey: *P <0,05, **P <0,01 e ***P <0,001 vs. Sham. }P <0,05, 1P <0,01 vs. IR e 111P <0,01 vs. IR.
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Figura 1. Efeitos do micofenolato de mofetil e apocinina sobre as ATPases transportadoras de Na+
e Ca2+ do ventriculo esquerdo de ratos adultos submetidos & IR renal. (A) atividade da Na+/K+-
ATPase. (B) atividade da Na+-ATPase. (C) atividade da PMCA. (D) atividade da Serca. Sham =
Simulacéo de cirurgia, IR = Isquemia/reperfusdo renal, IRM = Isquemia / reperfusdo + micofenolato de
mofetil, IRA = Isquemia/reperfusdo + Apocinina. Dados expressos como média + SEM. A comparagao
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entre as médias dos grupos foi realizada pela andlise de variancia unilateral seguida do teste de Tukey: *P
<0,05, **P <0,01 e ***P <0,001 Vs. Sham, 7P <0,05, 1P <0,01 e t+1P <0,001 vs. IR.
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Figura 2. Efeitos do micofenolato de mofetil e apocinina no estresse oxidativo do ventriculo
esquerdo (A) e do figado (B) de ratos adultos submetidos a IR renal. MDA = malondialdeido. Sham =
Simulagéo de cirurgia, IR = Isquemia/reperfusdo, IRM = Isquemia/reperfusdo + micofenolato de mofetil,
IRA = Isquemia/reperfusdo + Apocinina. Dados expressos como média £+ SEM. A comparagdo entre as
médias dos grupos foi realizada pela analise de variancia one-way seguida do teste de Tukey: *P <0,05 e
**P <0,01 Vs. Sham, 1P <0,05,11P <0,01 e 1P <0,001 vs. IR.
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Figura 3. Efeito do micofenolato de mofetil e apocinina na atividade da NADPH
oxidase, da superédxido dismutase e da catalase no ventriculo esquerdo de ratos
adultos submetidos a IR renal. (A) Producdo basal de &nions superdxido; (B)
atividade da NADPH oxidase; (C) atividade da superdxido desmutase; e (D) atividade
da catalase. Sham = Simulagéo de cirurgia, IR = Isquemia/reperfusdo, IRM =
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Isquemia/reperfusdo + micofenolato de mofetil, IRA = Isquemia/reperfusdo +
Apocinina. Dados expressos como média + SEM. A comparacdo entre as médias dos
grupos foi realizada por analise de variancia unilateral seguida do teste de Tukey: *P
<0,05 e ***P <0,001 Vs. Sham, 1P <0,01 e +§+P <0,001 vs. IR.
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Figura 4. Efeito do micofenolato de mofetil e apocinina na atividade da NADPH oxidase, da
superéxido dismutase e da catalase no figado de ratos adultos submetidos a IR renal. (A) Os niveis
de espécies reativas de oxigénio foram medidos usando a sonda dihidroetida fluorescente (DHE). (B)
atividade da NADPH oxidase. (C) atividade da superdxido desmutase. (D) catalase. Sham = Simulac&o de
cirurgia, IR = Isquemia/reperfusdo, IRM = Isquemia/reperfusdo + micofenolato de mofetil, IRA =
Isquemia/reperfusdo + Apocinina. Dados expressos como média + SEM. A comparacdo entre as médias
dos grupos foi realizada por analise de variancia unilateral seguida do teste de Tukey: ***P <0,001 Vs.
Sham, 1P <0,05, 11P <0,01 e 1P <0,001 vs. IR.
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DISCUSSAO

A LRA é uma condi¢do clinica de alta prevaléncia e que apresenta elevada taxa
de mortalidade, contudo a causa da morte do paciente é normalmente associada a lesdo
em oOrgaos distantes como o figado e o coragdo (Kelly e Molitoris, 2000). Apesar do

conhecimento de que os mecanismos da lesdo nos 6rgaos distantes envolvem a
participacdo de fatores celulares, humorais e estresse oxidativo (Kelly, 2003), ndo se
sabe se o tratamento com farmacos imunossupressores ou inibidores da NADPH
oxidase seriam capazes de atenuar os efeitos da LRA. No presente estudo, pela primeira
vez, é demonstrada a importancia da NADPH oxidase na lesdo cardiaca e hepética
induzida pela IR renal, bem como a sensibilidade da lesdo ao tratamento com
imunossupressor MMF, o que indicam a forte participacdo do sistema imune e da
NADPH oxidase como mecanismos indutores do estresse oxidativo no coragéo e figado.

Outro resultado inédito € representado pela identificacdo da sensibilidade das
ATPases cardiacas ao estresse oxidativo induzido pela IR renal, que ilustra um possivel

mecanismo celular responsavel pelas alteragdes funcionais do 6rgao.

O primeiro resultado que retrata o papel protetor do MMF e da apocinina € a
prevencdo da alteracdo dos marcadores séricos de lesdo hepatica, AST e ALT (Golab et
al., 2009; Mohammadi et al., 2019). A lesdo hepatica induzida por IR renal esta
associada com elevacdo do estresse oxidativo, diminuicdo da capacidade antioxidante
total, aumento da producdo de moléculas de adesdo celular, aumento da infiltracdo de
leucocitos e fibrose intersticial (Mohammadi et al., 2019). Além disso, esse modelo
também esté associado ao aumento da producéo de citocinas pro-inflamatérias (Golab et
al., 2009) e diminuicdo da primeira linha de defesa enzimatica antioxidante (Hou et al.,
2021). Neutrofilos atraidos e ativados migram e aderem ao endotélio, causando a
liberacdo de proteases e radicais livres de oxigénio, que podem desencadear a ativacdo
das células de Kupffer do figado, o que pode levar a disfuncdo hepatica (Yoshitomi T et
al. 2013).

O efeito protetor do MMF reforca o papel dos mediadores celulares do sistema
imune no mecanismo de lesdo hepatica pos IR renal, enquanto que a protecdo conferida
pela administracdo de apocinina reforca a importancia da producdo de EROs mediada
pela NADPH oxidase. Os presentes resultados também retratam que o efeito protetor de
ambos os tratamentos sobre a lesdo hepatica ocorreu em conjunto com a prevengédo da

elevagdo da peroxidacdo lipidica e coma indugédo da elevacéo da atividade da atividade
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da SOD e da catalase. A SOD e a catalase sdo enzimas fundamentais na primeira linha
de combate a producdo excessiva de EROs (Sun et al., 2020), e uma falha na defesa
antioxidante celular pode ocasionar disfungdo mitocondrial através da producéo
descontrolada de EROs (Kim e Kim, 2018). A diminui¢do da atividade da SOD e da
catalase no figado pode ser dependente da inibicdo de sua expressao génica induzida
pela IR renal (Hou et al., 2021), sendo, possivelmente, um mecanismo mediado por uma
diminuicdo da funcdo da Nrf2, um fator transcricional chave para a regulacdo da defesa
antioxidante que também é suprimido no figado em consequéncia da IR renal (Awad et
al., 2020). Além disso, ja foi descrito que o0 MMF apresenta hepatoprotecdo através de
efeitos mediados pela do Nrf2/heme-oxigenase 1 em outros modelos experimentais de
lesdo renal (Serrya e Zaghlou, 2020).

Apesar de termos observado que a lesdo hepatica secundaria a IR renal ocorreu
paralelamente a elevacdo do estresse oxidativo tecidual, assim como outros (Awad et
al., 2020; Hou et al., 2021), um importante questionamento que ainda permanecia quase
intangivel pela literatura era quais seriam as fontes das EROs no figado. Nossos
resultados apresentam fortes indicativos da importancia da NADPH oxidase nesse
processo. Primeiro, observamos que a apocinina, um inibidor do acoplamento da
subunidade regulatéria p47phox as subunidades de membrana previne a elevacdo da
peroxidacdo lipidica hepatica. Secundariamente, demonstramos que 0S animais
submetidos a IR renal apresentam elevacdo da atividade da NADPH oxidase em
homogenatos do tecido hepatico. Esses resultados reforcam com maior clareza o papel
dessa enzima pro-oxidativa na etiologia do estresse oxidativo hepatico secundario a
LRA. Apesar disso, ndo podemos excluir a participagdo de outros mediadores nesse
processo, tais como mieloperoxidase, mitocéndrias, xantina oxidase e ciclo-oxigenases
(Granger e Kvietys, 2015).

Da mesma forma que o figado, o coracdo € um 6rgdo sensivel a injaria induzida
pela IR renal (Yap e Lee, 2012; Youssef et al., 2015; Prud’homme et al., 2019; Tai et
al., 2021). A insuficiéncia cardiaca € uma das causa de morte que lideram na populacao
de pacientes com LRA (Yap e Lee, 2012). No presente estudo, observamos a elevacéo
dos marcadores séricos de lesdo cardiaca, CK total e CK-MB, induzida pela IR renal,
conforme observada por outros (Youssef et al.,, 2015; Tai et al, 2021). Esses
biomarcadores sdo amplamente utilizados na clinica e experimentalmente para

identificar lesdo renal aguda do miocéardio.
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Diversos mecanismos tém sido associados & injdria cardiaca secundéria a IR
renal, como, elevacdo de citocinas pré-inflamatdrias, superexpressdo de moléculas de
adesdo e infiltracdo de células imunes (Kelly, 2003). Interessantemente, esses
mecanismos sdo comuns a lesdo renal hepética pés IR renal (Mohammadi et al.,
2019),e, da mesma forma que no figado, observamos que os tratamentos com MMF ou
apocinina preveniram a alteracdo dos marcadores sericos de lesdo cardiaca. Essa
observacao reforca a existéncia de uma superativacdo do sistema imune e da NADPH
oxidase como um mecanismo comum ao dano em diversos 6rgaos-distantes.

Dessa forma, é plausivel sugerirmos de que o efeito do MMF ocorre através da
inibicdo do impacto que o sistema imune apresenta com a modula¢do negativa das
enzimas de primeira linha de defesa antioxidante (Ighodaro e Akinloye, 2018), bem
como com a superativacdo da producdo de EROs (Granger e Kvietys, 2015). Por outro
lado, a protecdo mediada pela apocinina ocorreria ndo somente pela inibicdo da
NADPH oxidase, mas também por efeitos indiretos que envolveriam o aumento da
atividade de enzimas antioxidantes, como a SOD, bem como pela inibi¢do da infiltragcdo
de células imunes (Sun et al., 2020).

Adicionalmente as alteracdes dos marcadores séricos de lesao cardiaca, diversos
estudos demonstram que a IR renal induz apoptose dos midcitos cardiacos, hipertrofia e
fibrose cardiaca, e disfuncdo ventricular esquerda (Burchill et al. 2008;). No presente
estudo, é demonstrado pela primeira vez que a IR renal desregula a atividade das
ATPases cardiacas envolvidas no transporte de Na+ e Ca2+. A IR renal aumentou a
atividade das ATPases transportadoras de Na+, e é possivel conjecturar que isso ocorre
secundariamente a elevacdo do conteudo intracelular de Na+, uma vez que a elevagéo
da producéo de EROs esta associada a abertura de canais de Na+ em midcitos cardiacos
(Wagner et al., 2013). Essa ultima associacdo é defendida gracas a observacdo da
elevacdo da peroxidacdo lipidica e da producdo basal anions superéxido no ventriculo
esquerdo, bem como ao fato da atividade das ATPases transportadoras de Na+ serem
suprarreguladas pela oferta de Na+ no ambiente intracelular (Fukuda et al., 2005).

Por sua vez, o aumento do contetdo intracelular de Na+ pode levar a um
prolongamento do potencial de acdo, o que favorece a deplecdo do Ca2+ do reticulo
sarcoplasmatico (Wagner et al., 2006). Em paralelo, a IR renal induziu uma inibicdo da
atividade da SERCA, outro fator que esta relacionado ao acimulo de Ca2+ intracelular,
que traz como consequéncia uma diminuicdo da forca de contracdo cardiaca e maior

risco de surgimento de arritmias (Wagner et al., 2011). Um possivel mecanismo
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integrador para a sensibilidade da SERCA e da (Na++K+)ATPase a IR renal, € a
ativacdo da PKC em resposta a0 aumento de EROs, que é capaz de promover
fosforilacdo inibitoria da ATPase do reticulo sarcoplasmatico e estimular a bomba de
Na+ e K+ por fosforilacdo inibitéria da phospholemman, mediador intracelular que
promove a dissociacdo da subunidade catalitica (Despa et al., 2005).

E importante salientar que os efeitos protetores do MMF e da apocinina néo
foram restritos aos 6rgaos distantes. Observamos que ambos os tratamentos preveniram
a elevacdo dos niveis séricos de creatinina induzidos pela IR renal, bem como,
exerceram efeitos anti-fibroticos renais através da modulacdo da via ROS/TGF-
B1/MMP-2 e -9 (Dados ndo-publicados). Dessa forma, é possivel que os tratamentos
tenha repercutido de maneira direta e indireta na protecdo da leséo dos 6rgaos distantes.

Em conclusdo, os dados do presente trabalho indicam uma forte participacdo do
sistema imune e da NADPH oxidase na lesdo cardiaca e hepatica secundaria a IR renal,
trazendo a luz uma possivel rota integradora para os mecanismos de lesdo no proprio

tecido-alvo como em 6rgéos distantes.
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7. CONCLUSOES

Em concluséo, o presente estudo sugere que o sistema immune e a NADPH
oxidase apresentam um papel proeminente na LRA induzida por IR atraves de
mecanismos que estimulam a fibrose renal via EROs—TGFp-1-MMP-2/MMP-9. O
estudo também enfatiza o papel do estresse oxidativo, inclusive por modulacdo do
sistema imune, como modulador-chave das alteracdes pro-fibréticas precoces induzidas
pela isquemia-reperfusao.

Além disso, esses resultados indicam uma forte participacdo do sistema imune e
da NADPH oxidase na lesdo cardiaca e hepatica secundaria a IR renal, trazendo a luz
uma possivel rota integradora para 0s mecanismos de lesdo no proprio tecido-alvo como
em 6rgéos distantes.

Dessa forma, essa tese apresenta dados pré-clinicos que apontam para
mecanismos pro-fibroticos e pré-oxidativos que surgem precocemente na lesdo renal
induzida por IR, e podem ser caracterizados como um fator de risco para evolucdo da
lesdo para um quadro de doenca renal crénica, bem como para a piora de prognostico

por inducdo de lesdo em Orgdos distantes.
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