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RESUMO
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A lesdo renal causada pela isquemia € a principal causa de insuficiéncia renal aguda [IRA]
em rins nativos e transplantados. A fisiopatologia da IRA induzida por isquemia/reperfusao
[I/R] envolve alteracdes na hemodinamica renal, lesdo de células endoteliais e tubulares e
os processos inflamatérios, que resultam na ativacio e lesao de células endoteliais, aumento
da adesdo entre células endoteliais e leucdcitos, migracdo de leucdcitos para o tecido
afetado e comprometimento microvascular. Dentre as células inflamatdrias envolvidas no
modelo I/R, estudos demonstram a participacdo de macrofagos e leucdcitos. Os mastocitos,
apesar de participarem ativamente do processo de fibrose intersticial renal, sdo pouco
estudados neste modelo. Estudos anteriores demonstraram que a presenca de mastocitos em
transplantes renais humanos com necrose tubular aguda [NTA] apresentou correlagdo com
o desenvolvimento de fibrose intersticial. Assim, o presente estudo tem como hipdtese que
a presenca de mastdcitos no modelo de I/R seria um fator de risco para o desenvolvimento
de nefropatia cronica. Para tanto, animais [ratos Wistar machos] foram submetidos ao
procedimento cldssico de isquemia/reperfusdo e sacrificados a periodos varidveis de
0 a 14 dias. Ao final de cada periodo foram analisadas a fun¢do renal [creatinina sérica], a
presenca de células inflamatérias [macréfagos, mastdcitos, linfécitos TJ, a proliferacdo
celular, a expressdo de fatores proé-inflamatérios [osteopontina], de diferenciacdao
epititélio-mesenquimal  [vimentina] e  pro-fibréticos [alfa-actina] através de
imunohistoquimica. Os animais desenvolveram IRA, confirmada pela presenca de elevacao
de creatinina sérica a partir de D1 e pela presenca de alteracdes degenerativas tubulares,
especialmente em camada medular externa. A partir do D7 pds reperfusdo teve inicio o
processo regenerativo tubular, com redugao dos niveis séricos de creatinina e aumento do
nimero de tibulos com regeneracao celular. O infiltrado inflamatério medular, detectado
por aumento de expressao de células PCNA + apresentou pico em D3. Os mastdcitos foram
as primeiras células a apresentar aumento de expressdo (D1), seguidas de linfécitos e
macréfagos em D3. Entretanto, enquanto o infiltrado de macréfagos e linfécitos diminuiu a
partir de D7, o nimero de mastdcitos permaneceu crescente, com pico em DI14. A
expressdo de osteopontina em camada medular foi precoce (D1) e constante até D7,
enquanto vimentina apresentou elevacdo a partir de D3, com pico em D5-7. Em D14, tanto
a expressao de osteopontina como de vimentina foram menos intensas, porém ainda

significativamente superiores as dos animais controle (Sham). Miofibroblastos,
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identificados através de imunohistoquimica para alfa actina apresentaram aumento
significativo a partir de D3, e persistiram elevados até o periodo final do estudo (D14).
Estes dados sugerem que os mastdcitos participam do processo de resposta renal a
isquemia, com infiltragio precoce e persisténcia durante o processo de
regeneragao/cicatrizagdo. A associagdo com macrofagos e linfécitos sugere sua participagao
no processo inflamatério inicial. Entretanto, a persisténcia de mastdcitos e a associacao
com expressdo de vimentina e de alfa actina sugerem que estas células também tem

participacao no processo de regeneracdo e de cicatrizacao tecidual.
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Renal ischemia is the main cause of acute renal failure in both native and transplanted
kidneys. Ischemia/reperfusion lesion includes changes in renal hemodynamic, endothelial
and tubular cell lesion, and inflammatory process, resulting in endothelial cell activation,
increased adhesion of endothelial cells and leukocytes, migration of circulating cells to
damaged tissue and microvascular dysfunction. While macrophages and T cells are usually
analyzed in this model, mast cells, another group of inflammatory cells, are forgotten.
Previous studies have shown that mast cells are involved in renal fibrosis, but its
participation in the acute phase of renal injury remains unknown. In this study we
hypothesized that the presence of mast cells in response to ischemia reperfusion lesion
could be a risk factor for the development of renal fibrosis. Male Wistar rats undergone
bilateral renal artery clamping for 45 minutes, and were sacrificed from 0 to 14 days after
reperfusion. At each study point, renal function, (serum creatinine) and renal morphology
(PAS staining), presence of cell proliferation (PCNA), inflammatory cells (macrophages,
T cells and mast cells), as well as the expression of pro inflammatory (osteopontin),
de-differentiation (vimentin) and pro fibrotic (o smooth muscle cell actin- aSMA ) markers
were analyzed. All studied animals developed acute renal failure, confirmed by the increase
in serum creatinine and presence of degenerative tubular cell lesions in outer medulla, from
DI. Seven days after reperfusion the regenerative process started, with decrease in serum
creatinine levels and increase in number of regenerative tubular cells. Interstitial
inflammatory response in medulla, analyzed by PCNA stained, peaked at D3. Mast cells
was the early detected cell type (D1), followed by both macrophages and T cells at D3.
However, while macrophages and T cells infiltrates decreased from D7, mast cell remained
in medullar interstitium, with a peak in DI14. Osteopontin expression in medulla was
observed at early points (D1), and remained constant till D7. Vimentin increased from D3,
peaking from D5-D7. Despite a reduction of osteopontin and vimentin expression was
observed at D14, these values were still higher than in control animals (Sham).
Myofibroblasts, identified by aSMA staining were observed in medulla from D3, and
persisted until the end of study period (D14). These data suggests that mast cells are
involved in the tissue response to ischemic injury, with an early infiltration and persisting
during the repare/scare phase. Association with macrophages and T cells suggests the
participation of mast cells in the early inflammatory response. However, its persistence and
association with vimentin and myofibroblasts suggests the participation in both renal repare

and scarring process.
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A isquemia de um 6rgao ou tecido ¢ caracterizada pela deficiéncia na oferta de
oxigénio e nutrientes em quantidades necessarias para a manutengdo das fungdes celulares
por um periodo de tempo. Esta deficiéncia ¢ resultado da interrupg¢do do fluxo sanguineo,
que desencadeia um processo de lesdo celular e tecidual com graus variados de disfuncao

organica [Scannel, 1996].

A lesdo por isquemia e reperfusdo [I/R] estd associada a alta mortalidade e
morbidade e ¢ fator etiologico de varias doencas, como embolia pulmonar, acidente
vascular cerebral e doenca coronariana [Thadani et al, 1996]. No tecido renal, a lesdo por
I/R ¢ a principal causa de insuficiéncia renal aguda [IRA] [Thadani ef al, 1996] em rins

nativos [Raab et al, 1997] e transplantados [Shoskes & Halloran, 1996].

A insuficiéncia renal aguda ¢ caracterizada por uma perda repentina das
funcdes renais, com inabilidade em excretar produtos metabolicos, concentrar a urina,
conservar eletrolitos e manter o balango hidrico do organismo [Schrier et al, 2004]. A
mortalidade varia de acordo com o grau de acometimento do 6rgdo, entre 20 a 70%
[Shoskes & Halloran, 1996]. Apesar de todos os avangos médicos, a IRA continua sendo o
maior desafio na medicina clinica, com indices de mortalidade e morbidade pouco alterados

nas ultimas duas décadas [Ysebaert et al, 2000].

No transplante renal, sinais de isquemia sdo observados imediatamente apos a
retirada do 6rgdo e seus efeitos a longo prazo tém grande importancia na sobrevida do
enxerto [Van Es et al, 1983]. Mesmo com acondicionamento correto, refrigeragdo e uso de
solugdes de preservagdo adequadas, a isquemia leva a alteragdes moleculares na
microvasculatura e no intersticio do 6rgdo. A lesdo por I/R promove perda de células
tubulares renais por necrose e/ou apoptose, levando a pior fun¢do imediata do o6rgdo e, em
longo prazo, a menor sobrevida do enxerto [Azuma et al, 1997]. Ap6s o implante do 6rgao
ocorre a reperfusdo, levando a uma resposta inflamatoria aguda [Gueler et al, 2004]. E
ainda pouco claro como os mecanismos inflamatérios desencadeados pela I/R afetam, a
longo prazo, as fungdes do rim transplantado e o quanto esta lesdo atua no desenvolvimento

de nefropatia cronica do enxerto [Ysebaert ez al, 2004].
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O tecido renal ¢ extremamente vulneravel aos efeitos deletérios do processo de
isquemia [Ysebaert et al, 2004]. O rim ¢é o 6rgdo mais perfundido do organismo, recebendo,
em média, um aporte sanguineo de 80mL/min x 100g peso [Brezis et al, 1984]. No entanto,
a tensdo de oxigénio no parénquima renal, em especial na regido medular, ¢ a menor
encontrada entre os 6rgaos [Lubbers & Baumgartl, 1997]. Esta aparente discrepancia ¢
resultado da arquitetura unica da vasculatura renal. Os arranjos paralelos de veias e artérias,
correndo em contato intimo em cortex e medula, permitem a difusdo de oxigénio do
sistema arterial para o venoso antes da entrada do sangue na rede capilar
[Zhang & Edwards, 2002]. Ao mesmo tempo, a maioria dos segmentos tubulares possui
capacidade reduzida de trabalho anaerdbico, necessitando do aporte de oxigénio para
manter suas fun¢des de reabsorcdo de solutos, principalmente sodio. A combinacdo entre
suprimento limitado de oxigénio e alta demanda ¢ considerada a principal causa da alta

suscetibilidade do tecido renal a lesdo isquémica [Brezis & Rosen, 1995].

A resposta do rim a isquemia ¢ heterogénea. Os efeitos sdo observados
inicialmente nas regides mais vulneraveis a hipoxia [Bonventre & Zuk, 2004]. A vasa recta
da medula renal [Friedewald & Rabb, 2004], a por¢do S3 do tubulo contorcido proximal ¢ a
porcao espessa da alga de Henle sdo as regides mais suscetiveis a lesdo isquémica

[Reimer et al, 1972] devido a sua alta atividade metabolica [Brezis & Epstein, 1993].

A lesdo isquémica promove alteragdes morfologicas nas células epiteliais
tubulares [CETs] como perda da polaridade, de bordadura em escova e das jungdes células-
célula na porgdo basal, além da re-distribui¢do de integrinas da por¢ao basolateral para a
apical [Molitoris et al, 1989]. Como todas as células aderentes, as CETs necessitam de
adesdo completa a membrana basal para desempenhar suas fungdes. A ancoragem destas
células ¢ mediada por integrinas e receptores transmembrana aderidos a proteinas de matriz
extracelular. A lesdo isquémica leva a necrose e destacamento das células epiteliais
tubulares, com obstrucdo da luz tubular [Nony & Schnellmann, 2002]. A bordadura em
escova destacada e os debris celulares obstruem as porg¢des distais do néfron, levando a
dilatacdo tubular proximal caracteristica de biopsias com IRA [Oliver et al, 1951]. Além
disso, o comprometimento das células epiteliais tubulares proximais leva a redugdo na
absorcdo de ions sodio, o que ativa o feedback tibulo-glomerular, diminuindo a taxa de

filtracao glomerular [TFG] [Schnermann & Hommer, 2003].
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A perda de células epiteliais tubulares viaveis leva ao vazamento de filtrado
glomerular de volta a circulagdo, mecanismo conhecido como back-leack, o que eleva os
niveis de creatinina sérica, outro indicador de IRA. Ao contrario do observado em modelos

animais, este fenomeno ¢ dificilmente observado em humanos [Edelstein & Schrier, 2001].

Na fase de reperfusdo também ocorre lesdo tecidual, através da ativagao de
mecanismos inflamatoérios e da liberagdo de espécies reativas de oxigénio [EROs]. A
resposta inflamatoria parecer ser o principal componente deste processo, e resulta em
ativacao e lesdo de células endoteliais, aumento da adesdao entre células endoteliais e

leucocitos, migracao de leucocitos para o tecido afetado e comprometimento microvascular

[Linas et al, 1988].

Desta forma, a fisiopatologia da insuficiéncia renal aguda induzida por
isquemia/reperfusdo envolve uma complexa relacdo entre lesdo de células tubulares,
alteracdes na hemodinamica renal, lesdo de células endoteliais e processos inflamatorios

[Molitoris & Sutton, 2004].

O endotélio ¢ centro de inlimeros de processos biologicos. A perda das fungdes
regulatdrias das células endoteliais tem grande impacto sobre as fungdes renais. A lesdo e
disfun¢ao do endotélio sdo fatores cruciais na alteracdo das fungdes vasculares durante a
fase inicial e extensa da lesdo renal induzida por I/R [Molitoris & Sutton, 2004]. Com a
ativacdo das células endoteliais ocorre aumento da permeabilidade vascular, aumento na
expressdo de moléculas de adesdo, como a ICAM-1 [Halloran et al, 1997], aumento na
expressao de selectinas P ¢ E na membrana [Eppiximer et al, 1997] e redugdo da producao

de oxido nitrico [NO] [Brodsky et al, 2002].

As moléculas de adesdo sdo cruciais para o recrutamento e infiltracdo de células
efetoras para o tecido [Hancock et al, 1993]. Estas moléculas sdo mediadores das interagdes
entre as células endoteliais e os leucdcitos, desempenhando papel chave no acimulo de

leucocitos no local da lesdo [Molitoris & Sutton, 2004].

Estudos recentes mostram que o bloqueio da adesdo leucocito-endotélio
[Bonventre & Kelly, 1996b], a inibicdo da expressdo de moléculas de adesdo

[Kelly et al, 1996], a redu¢do na ativacao de células endoteliais [Ghielli e al, 1998] bem
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como a inibicdo de selectinas P e E [Takada et al, 1997] previnem ou reduzem os danos
causados ao tecido pela lesdo isquémica. Além disso, a ativacdo de células endoteliais e o
aumento da expressdo de moléculas de adesdo podem levar a formacdo de aglomerados
celulares e reducdo na luz vascular, favorecendo fendomenos tromboticos e levando a
obstru¢do mecanica de pequenos vasos [Bonventre, 1996?]. Esta redug¢do no fluxo
sanguineo resulta na diminui¢do significativa da taxa de filtracdo glomerular, caracteristica
de IRA [Ghielli et al, 1998]. Outro mecanismo postulado para o desenvolvimento de
obstrugao de microvasculatura é a ocorréncia de deformidades celulares secundarias a
hipdxia medular, com perda dos estoques de energia celular e dissociacdo do citoesqueleto
de actina das células endoteliais [Sutton er al, 2003], que facilitam a interagao

endotélio-leucocito e a trombose de microvasculatura.

As alteragdes locais no fluxo sanguineo renal persistem apds o evento
isquémico inicial e desempenham papel importante na lesdo tecidual. Durante a fase de
reperfusdo, reducdo do fluxo sanguineo para 40-50% do normal tem sido descrita em
modelos animais ¢ humanos [Lieberthal, 1997]. Este déficit sanguineo é mais intenso na
medula do que no cortex [Olof er al, 1991]. Os mecanismos envolvidos na alteracao do
fluxo sanguineo renal pos-reperfusdo ndo estdo completamente esclarecidos [Molitoris &

Sutton, 2004].

Com a restituicdio do fluxo sanguineo [reperfusdo], ha um periodo de
recuperagdo inicial e relativa quiescéncia tecidual. Entretanto, nesta fase tém inicio as
alteragdes morfoldgicas progressivas, com proteintria, glomerulosclerose, obstrug¢ao
arterial e fibrose intersticial. Esse fenomeno ¢ acompanhado da re-expressdao de moléculas
de adesdo, infiltragdo progressiva de linfocitos e de seus produtos associados

[Gueler et al, 2004].

Embora o nimero de estudos sobre a ac¢do dos leucocitos na lesdo renal
induzida por I/R seja abundante, os mecanismos de ativagdo e agdo destas células no tecido,
nas fases iniciais e finais do processo de I/R ainda sdo pouco entendidos

[Ysebaert et al, 2004].
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Os leucocitos sao ativados por mediadores pro-inflamatoérios, como citocinas e
EROs, e recrutados por quimiocinas e citocinas pro-inflamatorias, como a IL-1 e TNF-a
[Donnahoo et al, 2000]. A lesdo intersticial pode ter diferentes apresentacdes, de acordo

com o subgrupo de leucocitos ativado [Hellberg el al, 1989].

A adesdo dos leucocitos as células endoteliais potencializa a resposta
inflamatoria, através da liberagdo de novos mediadores pro-inflamatorios
[Gueler et al, 2004]. A exposicdo de leucocitos as citocinas circulantes diminui a
deformidade celular e aumenta a probabilidade de migragcdo destas células para o tecido

[Suwa et al, 2001].

Na fase critica inicial, leucdcitos ativados aderem ao endotélio vascular e
bloqueiam ou reduzem a velocidade do fluxo sanguineo na rede capilar. Estas células
retornam, posteriormente, a circulacdo sistémica [fendmeno conhecido como hit-and-run].
Na fase tardia, estes leucocitos aderem firmemente ao endotélio e sofrem diapedese,

migrando para o tecido [Savransky et al, 2006].

Da mesma forma que os leucdcitos e as células endoteliais, as células epiteliais
tubulares também geram mediadores que potencializam o processo inflamatorio na lesdo
renal induzida por isquemia. Dentre eles, destacam-se as citocinas pro-inflamatorias
[TNF-a, IL-6 e IL-1PB] e citocinas “quimioatrativas”, como a proteina de ativagdo de
macrofagos 1 [MCP-1] [Daha & Van Kooten, 2000]. Células epiteliais atuam diretamente
na resposta a hipdxia gerando, também, moléculas de adesdo e 6xido nitrico, fatores que ja

foram demonstrados como sendo resposta a lesdo por isquemia/reperfusao.

Quimiocinas sdo sintetizadas rapidamente no rim logo ap6s a isquemia
[Miura et al, 2001]. Em resposta a hipdxia, a necrose celular libera uma série de fatores
inflamatorios [Nathan, 2002]. No entanto, ¢ dificil distinguir sinais inflamatorios gerados
pelas células renais em resposta ao insulto da cascata de fatores ativada com o inicio da

inflamacao [Thurman, 2006].

Diferentes populagdes de leucdcitos participam do processo inflamatério em
resposta a I/R. Os neutrofilos sdo as células mais estudadas neste modelo de lesdo. Embora

sejam identificados no tecido renal apds o insulto isquémico, hd um pequeno infiltrado
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inflamatério encontrado em biopsias humanas com IRA. E pouco provavel que os
neutrofilos afetem diretamente a fungdo tubular, estando relacionados apenas a liberacdo de

radicais livres de oxigénio e proteases [ Ysebaert ef al, 2000].

Outro grupo celular, cujo efeito ¢ pouco conhecido, sdo os linfocitos B e T.
Estudos recentes sugerem papel modulador destas células em modelos experimentais de
I/R. Camundongos knockout para CD4 e CDS8 [Rabb et al, 2000] e para células B
[Burne et al, 2003], apresentaram protecdo significativa contra lesdo por I/R quando
comparados aos controles selvagens. O bloqueio de mecanismos de vias de ativagcdo de
linfocitos T mostrou, em modelo de I/R, menor comprometimento de fun¢do renal e menor
infiltrado mononuclear [Takada et al, 1997]. Em modelo de I/R hepatica, utilizando ratos
deficientes de linfécitos T, atimicos, foi observada protecdo do 6rgdo contra o insulto
isquémico [Zwacka et al, 1997]. Ha evidéncias de que linfocitos sao mediadores precoces

da lesdo isquémica em rim, pulmado e intestino [Savransky et al, 2006].

A participacdo dos macréfagos no modelo I/R ainda ndo estd bem definida.
Sabe-se que estas células migram para a medula externa de rins de ratos apds lesdo por I/R
[Liu et al, 1996]. Ha aumento na expressao de MCP-1 durante a lesao [Burne et al, 2001].
Acredita-se que os macrofagos estejam envolvidos também no reparo do tecido, através de
fibrose. Estudos com camundongos knockout para osteopontina [OPN], um fator de
ativacdo de macrofagos, mostram redu¢do na infiltragdo de macrdéfagos apods a isquemia
[Persy et al, 2003]. Estudo com o bloqueio de M-CSF [fator estimulante de colonias de

macrofagos] mostra prote¢ao do 6rgao a lesao da I/R [Jose et al, 2003].

Os mondcitos representam 60% das células do infiltrado em modelos de I/R.
Estas células migram para o tecido logo apos a reperfusdo, e sdo observadas no intersticio e
ao redor dos vasos sanguineos. S3o recrutados por quimiocinas expressas pelas células
endoteliais ativadas, como o MCP-1, e regulados, ap6és a ativacdo, por células T
[Gueler et al, 2004]. O infiltrado de monodcitos ¢ um pré-requisito para a fibrose e
conseqiiente deterioragdo do tecido. Entretanto, os mecanismos de sobrevivéncia,
proliferacdo e diferenciacdo destas células na patogénese de nefropatia cronica ainda nao

sao totalmente conhecidos [Gueler et al, 2004].
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O nuimero de mondcitos e macrofagos infiltrados nas primeiras 24 horas apds
isquemia ¢ 12 a 25 vezes maior do que de células polimorfonucleares [PMNs]. Os
macrofagos, como as PMNs, sdo capazes de secretar uma série de EROs, NO,
mieloperoxidase = [MPO] e  citocinas  pro-inflamatérias  quando  ativados
[Heinecke et al, 1993]. O aumento da atividade de MPO reflete a infiltragao e ativagao de
PMNs e macrofagos [ Ysebaert et al, 2000].

Os polimorfonucleares, recrutados para o tecido renal apos a reperfusdo, tém
sido consideradas mediadores criticos de lesdo parenquimatosa precoce na IRA isquémica.
A presenca de mondcitos/macrofagos e células T em modelos experimentais de I/R ¢
consistente, e o infiltrado destas células predomina em camada medular externa, a regiao
com maior grau de lesdo [Ysebaert et al, 2000]. Diversos estudos mostram que o
recrutamento pos-isquemia de PMNs ocorre predominantemente na medula externa

[Vukicevic et al, 1998] e, em menor propor¢ao, no cortex [Welbourn et al, 1991].

Os mastocitos sdo células derivadas da medula d0ssea, raramente encontradas
em tecidos maduros [Roberts er al, 2000] e capazes de estocar e sintetizar uma série de
fatores pro-inflamatorios, pro-fibroticos, vasoativos, citocinas e enzimas. Possuem
multiplas fungdes bioldgicas e participam da patogénese de muitas doengas

[Schwartz et al, 1981].

Em adi¢do a reacdo de hipersensibilidade I, atuam na resposta inflamatdria
aguda e cronica [Wershil et al, 1988], na modulagio da resposta imune
[Gershon et al, 1975], na angiogénese [Meninger & Zetterl, 1992], no turnover de tecido

conectivo e na fibrose intersticial [Hiromura et al, 1998].

No tecido renal normal, a quantidade de mastocitos ¢ minima. Todavia,
diversos estudos descrevem aumento significativo no nimero de mastdcitos no intersticio
renal em doengas variadas [Blank et al, 2007], como glomerulonefrites [Toth et al, 1999],
nefropatia por IgA, glomeruloesclerose focal e segmentar [Hiromura et al, 1998],

nefropatia diabética [Ruger et al, 1996] e rejeicao de enxerto [ Yamada ef al, 2001].
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Os mastodcitos sdo detectados classicamente por técnicas de histoquimica que
utilizam as caracteristicas metacromaticas dos seus granulos. Corantes catidnicos, como
safranina, azul de alcian e azul de toluidina ligam-se aos glicosaminoglicanos sulfatados
dos granulos citoplasmaticos. O uso de azul de toluidina permite a distingdo de mastdcitos
entre outros tipos celulares devido a coloracdo citoplasmatica ortocromatica azul
[Mayrhoferl, 1980]. No entanto, as técnicas histoquimicas para coloracdo de mastocitos
apresentam limitagdes. O niimero destas células no tecido pode variar de acordo com os
métodos de fixacdo empregados. Solugdo de Carnoy ¢ a mais indicada para a detecgdo e
visualizacdo do fendmeno metacromatico, enquanto que tecidos fixados em formol

apresentam-se menos eficientes [Wingren & Enerback, 1983].

A descoberta de anticorpos anti-protease especificos, como triptase
[Schwartz et al, 1981] e quimase [Schechter et al, 1983], permitiu a deteccdo de mastocitos

em bidpsias de forma mais eficiente.

A triptase de mastocitos ¢ um mitogeno para células epiteliais, estimulando a
expressdo de IL-8 e ICAM-1 [Cairns & Walls, 1996]. Atua também sobre células
endoteliais, induzindo a angiogénese [Blair et al, 1997]. Promove, ainda, a proliferacao de

fibroblastos renais e sintese de colageno tipo I e fibronectina in vitro [Kondo et al, 2001].

A quimase ¢ uma potente enzima envolvida na sintese de angiotensina II
[Urara et al, 1990], no controle da permeabilidade epitelial [Greenberg & Burnstock, 1983]
e na regulacdo de fator transformador de crescimento beta [TGF-B], potente fator
pro-fibrotico [Lindstedt et al, 2001]. Estudos descrevem aumento na expressao de quimase

em biopsias de transplante renal com fibrose intersticial franca [ Yamada et al, 2001].

Os granulos de heparina dos mastocitos tém efeito sobre a proliferacdo celular
dos fibroblastos [Del Vecchio er al, 1988], na sintese de citocinas [Ceol ef al, 2001], ¢ de

colageno tipo I in vitro [Ferrao & Mason, 1993].

Em contraste com outras células derivadas de medula, os mastocitos deixam a
medula Odssea na forma imatura, sofrendo diferenciagdo no local de migragdo

[Church & Levischaffer, 1997]. Grande ntimero de fatores responséaveis por este processo ja
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foram identificados [Eddy, 2001]: quimiocinas [Nilsson et al, 1999], fator de célula-tronco
[SCF] [Valent, 1995], TGF-8 [Gruber et al, 1994], laminina [Thompson et al, 1989], fator
de crescimento derivado de plaquetas [PDGF], fator de crescimento de fibroblastos [bFGF]
e fator de crescimento de endotélio vascular [VEGF] [Meninger & Zetter, 1992].

O acumulo de células inflamatorias no intersticio renal desempenha papel
importante no desenvolvimento de fibrose intersticial [Roberts et al, 1997]. Estas células
secretam mediadores fibrdticos que estimulam as células produtoras de matriz extracelular
[Razzaque & Taguchi, 2002]. O estimulo para este infiltrado celular pode ser originario de
células epiteliais tubulares, que atuam sobre os fibroblastos intersticiais
[Johnson et al, 1998] a partir da sintese de citocinas, estimulando a infiltracao de células T
e macrofagos [Ong & Fine, 1994]. Em adi¢do, estas células epiteliais tubulares sdo capazes
de se transdiferenciar em miofibroblastos, atuando, elas proprias, na sintese de matriz
extracelular [Tang et al, 1997]. A proliferacdo de fibroblastos ¢ paralela ou precede o
desenvolvimento de fibrose intersticial em humanos e em modelos experimentais
[Remuzzi & Bertani, 1998]. A fibrose intersticial ¢ um caminho conhecido para a lesdo
renal progressiva na maioria das doencgas renais, havendo associagdo direta entre o grau de

fibrose e o grau de disfung¢do renal [Eknoyan et al, 1990].

Até recentemente, a contribuicdo de mastocitos no desenvolvimento de fibrose
intersticial vinha sendo ignorada, diferentemente de macrofagos e linfocitos
[Roberts et al, 2000]. Mastocitos estdo relacionados e/ou envolvidos em diversos processos
fibroticos em outros tecidos, como pulmdo [Qu er al, 1995], coracdo

[Turlington & Edwards, 1988], figado [Armbrust et al, 1997] e pele [Claman, 1989].

A presenca de mastocitos no intersticio renal estd associada a sintese de
colageno por miofibroblastos [Toth et al, 1999]. Mastdcitos contém diversos mediadores
que, direta ou indiretamente, afetam a progressio de fibrose no tecido renal
[Metcalfe et al, 1997]. Além de estimular a producao de matriz extracelular pelos
fibroblastos [Gordon & Galli, 1994], os mastocitos também sdo capazes de produzi-la
[Thompson et al, 1991]. Assim, ha intima relagdo entre a presenga de mastdcitos, fibrose

intersticial e perda da fungao renal [Hiromura et al, 1998].
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Estudos em biopsias de rins transplantados demonstram que a rejeicao
imunoldgica e isquemia sdo, provavelmente, os mecanismos de inducdo da infiltragdo de
mastocitos no tecido renal [De Heer ef al, 1997]. A relacdo entre a presenca de mastocitos e
rejeicdo de enxerto ja foi descrita em transplantes de coracdo [Ly er al, 1992], pulmao
[Yousem et al, 1997] e intestino [Walgenbach et al, 1996] e na rejeicao celular aguda em
transplante renal aonde a presenca de mastocitos no tecido renal indica prognostico
desfavoréavel do enxerto [Lajoie et al, 1996]. Em estudo retrospectivo de andlise de biopsias
sequenciais de transplantados renais com necrose tubular aguda, observamos um aumento
do infiltrado de mastdcitos no intersticio de enxertos que progrediram para disfuncio
primaria do enxerto, sugerindo que este grupo de células poderia ser utilizado como um

marcador precoce de mau progndstico [Sato et al, 2004].

O tecido renal possui uma notavel capacidade regenerativa apos a lesdo
isquémica, diferentemente de outros tecidos, como o cardiaco e nervoso
[Duffield et al, 2005]. A capacidade regenerativa se manifesta pela proliferagao e migracao
de células pouco diferenciadas para as regides desnudadas de membrana basal dos tibulos
lesionados. Estas células sintetizam precursores epiteliais, bordadura em escova pouco
desenvolvidas e proteinas filamentosas [Witzgall et al, 1994]. Ha varias possibilidade de
origem destas células: células epiteliais que passam por de-diferenciagdo, proliferacao e
re-difrenciagdo, células derivadas de medula 6ssea e células mesenquimais residentes no
parénquima renal [Duffield et al, 2005]. A proliferagdo celular maxima ¢ observada na

regido medular externa, onde a lesdo ¢ mais aparente [Witzlgall et al, 1994].

A resposta a lesdo isquémica tem a participagdo de diferentes genes
[Supavekin et al, 2003] e de algumas proteinas nefrogénicas, como a vimentina [ VIM], que
sdo re-expressas em células tubulares proximais em regeneracdo. Este processo recapitula,
em parte, a programacdo genética do rim durante a fase de organogénese, incluindo

apoptose celular [Al-awqati & Oliver, 2002].

A vimentina, um marcador de células mesenquimais e de células
completamente de-diferenciadas, desempenha papel crucial durante o desenvolvimento do
néfron e permanece detectavel apenas em dutos coletores em adultos. Entretanto, estas

proteinas sdo re-expressas no epitélio tubular em regeneracdo apos a lesdo isquémica

Introdugdo

50



[Villanueva et al, 2006]. Células tubulares expressando vimentina e outras proteinas
fibrogénicas adquirem um estado de diferenciagdo semelhante ao das células durante
periodo de organogénese, mimetizando este processo durante a fase de recuperacdao da
NTA. Estas mesmas células sdo as maiores fontes de regeneracdo renal apds lesdo

isquémica [Lin et al, 2005].

A osteopontina [OPN] ¢ uma proteina multifuncional expressa em diferentes
tecidos como o0sso, endotélio, epitélio, musculo liso, e células como macrofagos e linfocitos
[Malyankar et al, 1997]. Participa de diversos processos fisiologicos e patologicos, como
biomineralizagdo, inflamagdo, recrutamento de leucdcitos e sobrevivéncia celular
[Mazzali et al, 2002]. Desempenha papel importante nos processos agudos e cronicos de
inflamacdo e estd envolvida no recrutamento e retengdo de macréfagos e células T nos

locais de inflamacao [Mazzali et al, 2002].

A expressao tubular de OPN precede a infiltragdo intersticial de macréfagos em
diversos modelos de IRA [Pichler et al, 1994]. Mediadores classicos de inflamag¢ao, como
TNF-a e IL-1B induzem a expressdao de OPN [Denhardt & Guo, 1993]. A osteopontina
modula, in vitro, a expressio de citocinas inflamatérias por macrofagos
[Ashkar et al, 2000], como TNF-a, IL-10 e IL-12, e também de linfocitos T
[Adler et al, 2001].

A expressio de OPN também estd associada a fibrose. E provavel que essa
reacdo seja secunddria a infiltragdo de macrofagos para o tecido e a produgdo associada de
TGF-B [Ophascharoensuk et al, 1999]. Além disso, OPN atua como fator quimiotatico para
fibroblastos, potencializa fatores de crescimento, media a proliferagdo de fibroblastos e

modula a secre¢ao de MPO pelos fibroblastos [Petrow et al, 2000].

A osteopontina ¢ também um fator de sobrevivéncia celular, protegendo as
células do processo de apoptose. O uso de camundongos knockout para OPN em modelo de
obstrucdo ureteral mostrou que, além da reducdo do infiltrado celular de macréfagos e de
fibrose tubulointersticial, ha aumento na taxa de apoptose em comparagdo com 0 grupo
selvagem, sugerindo que OPN produza fatores de sobrevivéncia as células epiteliais in vivo

[Ophascharoensuk et al, 1999].
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Em modelo de I/R, camundongos knockout para OPN apresentaram maior
disfung¢do renal, aumento na expressao de 6xido nitrico sintase [iNOs] tubular e maior grau
de lesdo histoldgica em comparacdo ao grupo selvagem [Noiri et al, 1999]. A inibi¢ao de
iNOS mediada pela OPN protegeria as células renais residentes da citotoxicidade de

macrofagos durante a inflamagao [Ophascharoensuk et al, 1999].

A OPN também ¢ importante no processo de reparo do tecido, e estd
relacionada com a regeneragdo celular. Em modelo de IRA induzida por gentamicina,
houve correlagdo entre a expressao de OPN o numero de células em proliferacao
[células PCNA+] [Xie et al, 2001]. Além disso, a OPN esta envolvida na proliferacdo de
cé¢lulas musculares lisas vasculares e de células mesangiais glomerulares no modelo de

lesdo renal induzida por hipéxia [Sodhi et al, 2001].

A acdo de células inflamatdrias, de mediadores de inflamag¢do [OPN] e de
diferenciag¢do celular [VIM], além da liberagdo de citocinas, leva ao desenvolvimento de
mecanismos de transdiferenciagdo epitélio mesenquimal e ativagdo de mecanismos pro

fibroticos, com producao de matriz extracelular.

Os mastocitos modulam a atividade de outras células através de liberacao de
diferentes substancias sintetizadas e estocadas em seus granulos citoplasmaticos. Este
processo libera mediadores como histamina, heparina, citocinas [IL-4, IL-8, TNFa] e
proteases [quimase e triptase], que estimulam fibroblastos e promovem a recupreragdo e/ou

cicatrizagdo do tecido [Cairns et al, 1997; Kinet 2007].

O processo de reparo requer uma acao celular coordenada. Os fibroblastos
inicialmente migram para o local de lesdo, tornando-se estaciondrios e entdo sintetizam
componentes de matriz extracelular. Quanto estes fibroblastos tornam-se estacionarios de
forma prematura, ndo ocorre a migragao para o local da lesdo, comprometendo o processo
de reparo tecidual. Au et al [2007] demonstrou que esta comunicacdo entre mastocitos e

fibroblastos ocorre através de jungdes GAP.

A fibrose intersticial que acompanha a doenga renal ¢ um processo complexo e
envolve desarranjos tanto na sintese quanto na degradacdo de coldgeno e de outras

proteinas de matriz. E caracterizada pela perda de tibulos e capilares peritubulares e
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acamulo local de miofibroblastos, células intermediarias entre fibroblastos e células
musculares lisas, que contém alfa actina em seu citoplasma [Alpers et al, 1994] e sdo

capazes de sintetizar colagenos tipo I e VII [Roberts ef al, 1997, Badid et al, 2000].

No rim normal, a presenca de miofibroblastos no intersticio ¢ rara, havendo
aumento consideravel nas areas de fibrose. Estudos experimentais e em nefropatias
humanas correlacionam presenca de miofibroblastos com a deteriora¢do da funcdo renal e
mau prognodstico [Alpers er al, 1994]. Inicialmente, acreditava-se que os miofibroblastos
eram derivados de fibroblastos circulantes provenientes de medula dssea
[Bucala er al, 1994]. No entanto, estudos recentes mostraram que este tipo celular ¢é
derivado de células renais [Iwano ef al, 2001], a partir da diferenciacao de células tubulares
[Hay & Zuk, 1995]. Estas células diferenciadas migram para o intersticio, atuando em

processos de fibrogénese e neovascularizagao [Rockey, 2000; Vesey et al, 2002].

Estudos in vitro sugerem que estas alteracdes sdo induzidas por citocinas pro
fibroticas, como TGF-B [Li et al, 2002], fator de crescimento de fibroblastos [bFGF]
[Strutz et al, 2002] e IL-1 [Vesey et al, 2002]. Em modelos de lesdo renal isquémica, as
células tubulares proximais, pela sua alta atividade metabdlica, sdo mais susceptiveis a
hipoxia, com maior capacidade de transdiferenciagdo e aumento da expressdo de fatores

pro-fibroticos, como colageno tipo I, TGF e IL-1 [Orphanides et al, 1997].

Assim, a fibrose intersticial que acompanham a doenca renal ¢ um processo
complexo, envolvendo alteracdes tanto na sintese como na degradacdo de colageno e de
outras proteinas de matriz. Macréfagos e fibroblastos sdo as principais fontes de matriz
extracelular. Durante a lesdo isquémica renal, células epiteliais tubulares podem sofrer
diferenciagdo em fibroblastos, com envolvimento de citocinas, fatores de crescimento e
moléculas de adesdao. Os mastocitos, células com funcgdes pro-inflamatérias e pré fibroticas
apresentam correlacdo com o grau de fibrose e de deterioragdo de funcdo renal. Entretanto,
sua participacdo no processo inicial de lesdo renal, especialmente em resposta ao estimulo

isquémico, ainda ndo foi determinada.
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Considerando que os mastdcitos participam da resposta inflamatéria na lesao
renal, através da liberagdo de mediadores inflamatdrios e que, em rins transplantados com
necrose tubular aguda, a presenca de mastdcitos apresentou correlacdo com a ma evolugdo
do enxerto (primary non function), levantamos a hipétese que, no modelo de insuficiéncia
renal aguda por isquemia/reperfusdo, a presenga de mastocitos seria um fator de risco para

desenvolvimento de fibrose intersticial.
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3.1- Principal

Determinar a participagdo de mastdcitos na lesdo renal aguda induzida por

isquemia/reperfusao.

3.2- Secundarios

e Determinar a relagdo temporal do infiltrado inflamatério de mastdcitos,

macréfagos e linfécitos no intersticio renal no modelo de IRA por I/R.

e Correlacionar o infiltrado de mastocitos com o de outras células

inflamatorias;

e Correlacionar o infiltrado de mastécitos com marcadores de inflamacao
[osteopontina], de transdiferenciacdo epitélio-mesenquimal [vimentina] e de

fibrose intersticial [alfa actina].
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4.1- Modelo experimental

A insuficiéncia renal aguda isquémica foi obtida através do clampeamento
bilateral dos pediculos renais, durante 45 minutos, em modelo cldssico de lesdo

[Kelly et al, 1996].

O protocolo de estudo foi apresentado ao CEMIB [Centro Multidisciplinar para
Investigacdo Bioldgica - UNICAMP], e os experimentos conduzidos de acordo com as boas

praticas de manuseio de animais experimentais da Instituigdo.

Foram utilizados ratos machos, Wistar, pesando de 200 a 250 g, obtidos junto
ao CEMIB/UNICAMP. Durante o periodo experimental, os animais ficaram alojados nas
dependéncias do Laboratério de Nefrologia II, no Nucleo de Medicina e Cirurgia
Experimental [NMCE/FCM/UNICAMP]. Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas,
com no maximo cinco animais/gaiola, com ciclo artificial claro/escuro de 12 horas, a uma
temperatura ambiente constante de 22°C. Agua e racdo, ad libitum, estiveram disponiveis

durante todo o periodo do estudo.

4.2- Técnica cirargica

Os animais foram submetidos a anestesia, por via intraperitoneal, com solucao
de Pentobarbital sédico 3% [Cristdlia Produtos Quimicos e Farmacéuticos, Sdo Paulo,
Brasil], na dose de 100uL/100g. Depois de anestesiados, os animais foram restritos a mesa
cirtirgica em decubito dorsal, e realizada a antissepsia da pele com dlcool iodado a 2%. A
laparotomia, por incisdo xifopubiana mediana, permitiu a exposi¢do da cavidade e das
visceras abdominais. As visceras foram deslocadas para o térax e mantidas umedecidas
com gaze embebida em solugdo fisiolégica a 0,9% [SF] [Aster Produtos Médicos, Sio

Paulo, Brasil].

Os pediculos renais, expostos no retroperitdonio, foram dissecados e isolados. A
isquemia renal foi entdo promovida pelo clampeamento destes pediculos com clipes

microvasculares atraumdticos [Rocca, Sdo Paulo, Brasil] por 45 minutos. Durante esse
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periodo, as visceras foram deslocadas de volta a cavidade abdominal. Para evitar o
ressecamento visceral foi administrado 0,5mL de SFO0,9%, intraperitonial, antes do

fechamento da cavidade, realizado com o auxilio de fita adesiva [3M, Sao Paulo, Brasil].

Decorridos os 45 minutos, a cavidade abdominal foi reaberta e os clipes
vasculares retirados. Observou-se a completa reperfusdo dos rins e a auséncia de trauma
nos pediculos. O fechamento da cavidade foi feito com pontos cirdrgicos continuos em dois
planos: aponeurose [fio catgut 4.0, Johnson & Johnson, Sdo Paulo, Brasil] e pele
[fio de algodao, 3.0, Cirumédica AS, Sdo Paulo, Brasil]. [Figura 1]. Durante todo o periodo,
pré-cirdrgico até o final da recuperacdo pds-anestesia, os animais foram mantidos

aquecidos através de iluminacdo indireta.

Os animais do grupo Sham foram submetidos aos mesmos procedimentos de
anestesia, laparotomia e manipulacio de visceras abdominais, observacao por 45 minutos e
recuperacdo poés-anestésica. Entretanto, nos animais deste grupo, apds a identificacdo e
isolamento dos pediculos renais, houve manipulagdo sem clampeamento dos mesmos, e 0s

animais foram mantidos sob anestesia durante 45 minutos.

Figura 1 — Procedimento cirargico. Clampeamento da artéria renal [A] e rim isquémico
[B].
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4.3- Sacrificio e coleta de material para analise

Na ocasido do sacrificio, os animais foram anestesiados com solucao de
Pentobarbital sddico 3% |[Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos, Sao Paulo, Brasil],
na dosagem de 10uL/100g, por via intraperitonial, e fixados a mesa cirtrgica em decubito
dorsal. Apds a antissepsia da pele com alcool iodado a 2%, promoveu-se a laparotomia por
incisdo xifopubiana mediana, permitindo a exposi¢do da cavidade abdominal. Foi realizada

coleta de sangue por pungdo cardiaca, seguida de retirada bilateral dos rins.

4.4- Desenho do estudo

Os animais foram divididos em sete grupos, com cinco animais cada:

« Tempo zero [DO]: sacrificio imediatamente apds o término da reperfusao;
o Dia 1 [D1]: sacrificio ap6s 24 horas do término da reperfusao;

« Dia 3 [D3]: sacrificio apds 3 dias do término da reperfusao;

« Dia 5 [DS5]: sacrificio ap6s 5 dias do término da reperfusao;

. Dia 7 [D7]: sacrificio apds 7 dias do término da reperfusao;

« Dia 14 [D14]: sacrificio ap6s 14 dias do término da reperfusdo;

« Sham: simulacio de cirurgia, com sacrificio nos mesmos tempos dos demais

animais.

4.5- Parametros estudados
4.5.1- Peso

O peso dos animais, em gramas, foi verificado no dia do procedimento
cirirgico e na data do sacrificio, a fim de avaliar a diferenca no peso dos animais entre os

dois periodos de tempo.
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4.5.2- Funcao renal

A funcao renal foi avaliada a partir da dosagem da creatinina sérica. Para cada
animal foram realizadas coleta e quantificacdo nos periodos basal (anterior ao

procedimento cirdrgico) e sacrificio (pos I/R).

Para a dosagem basal, foram coletados 500uL. de sangue de cada animal por
puncdo da veia da cauda, sob anestesia inalatoria com éter. O sangue foi centrifugado por
15 minutos a 8000rpm para a separagdo do soro. O soro foi mantido em freezer a -20°C
para posterior andlise. No sacrificio, o volume de sangue coletado foi, em média, 3mL por
animal, e procedimento semelhante ao da coleta basal foi realizado para a separacido do

soro e armazenamento das amostras.

A dosagem de creatinina sérica foi realizada através de método colorimétrico,
utilizando kit comercial [CELM, Sao Paulo, Brasil] e as amostras foram quantificadas em
leitor de placa [ELx800 Universal Microplate Reader/ Bio-TeK Instruments, Inc], com

comprimento de onda de 490nm. Os valores foram expressos em mg/dL.

4.5.3- Andlise morfoléogica
4.5.3.1- Processamento do tecido renal

Os rins foram coletados na ocasido do sacrificio em condi¢des assépticas,
porém nao estéreis. Apds a retirada da cédpsula, os rins foram cortados longitudinalmente
em dois fragmentos aproximadamente simétricos. Um dos rins foi fixado em MethylCarnoy
e outro em solucdo de formalina a 10%, e acondicionados a 4°C em geladeira por 24 horas.
Passado esse periodo, os fragmentos de tecido foram transferidos, respectivamente, para
solucdo de metanol 70% ou etanol 70%, encaminhados para inclusdo e processamento em
parafina, para posterior montagem de laminas com fragmentos de 4 pum de espessura

[Micrétomo Leica modelo RM2155].
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4.5.3.2- Avaliagao de necrose tubular

O estudo histomorfométrico avaliou a presenca e intensidade da necrose tubular
[NT] nos cortes histolégicos corados por PAS [4cido periddico/reagente de Schiff]. Foi
utilizado o programa de andlise computadorizada KS300 [Zeiss] e um microscépio de luz

comuim.

Foram selecionadas areas com caracteristicas de necrose tubular, na medula
externa, regido mais afetada pela lesdo isquémica. Foram avaliados 25 campos por lamina,

utilizando um aumento final de 400 vezes.

Em cada campo foram quantificados os tdbulos sem alteracdes morfoldgicas,
tibulos em regeneragdo, tibulos em degeneracdo e tibulos completamente degenerados
[“carecas”]. As biopsias foram analisadas de forma cega e os valores obtidos foram

expressos em percentual de tibulos afetados.

Foram consideradas alteracdes compativeis com necrose tubular: perda/reducdo
da borda em escova, perda da integridade citoplasmatica, perda de células tubulares
individuais e/ou presenga de cilindros hialinos preenchendo a luz tubular [Solez et al,
1979]. Tubulos com descamagdo completa e exposicdo de membrana basal tubular, foram

quantificados em separado [tdbulos “carecas’”].

Os tibulos em regeneragdao foram identificados a partir da observacdo de
caracteristicas como nucleos com cromatina nao condensada, de tamanhos e formas
varidveis, presenca de vérios nucléolos e citoplasma pouco basofilico [Solez et al, 1979]

[Figura 2].
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Figura 2 — Necrose tubular aguda [PAS,1000x]. Tubulos integros [A],
tubulos em degeneracdo com perda de bordadura em escova e
destacamento de células tubulares [setas] [B], tubulos completamente
degenerados [“carecas”] com exposicdo da membrana basal tubular
[C] e células tubulares em regeneragdo, com nucleos aumentados e
citoplasma tumefeito [setas] [D].

4.5.4- Histoquimica para mastocitos

Para a deteccdo de mastdcitos no tecido renal foi realizada a colora¢do com azul
de toluidina [Sigma; T3260] 0,25%, pH 2.5, incubado por 1 minuto, em temperatura
ambiente [Kiernan, 1981]. A presenca de mastdcitos no tecido renal fica bem evidente
nesta coloracdo devido ao fendmeno de metacromasia. Os granulos citoplasméticos de
heparina conferem aos mastdcitos uma colora¢do citoplasmética ortocromdtica azul em

mastdcitos no intersticio, e violeta em mastdcitos de capsula renal [Figura 3].
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A quantificacdo foi realizada através de contagem em microscopia Optica, com
o auxilio do programa KS300 [Zeiss]. O aumento utilizado foi de 1000 vezes, com grid
10x10 e o resultado corrigido para nimero de células/mm’. As regides cortical e medular

foram analisadas separadamente.
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Figura 3 - Histoquimica para mastocitos [Azul de toluidina, 1000x].
Coloracdo citoplasmatica ortocromatica azul em mastocitos no intersticio
renal [A] e violeta em mastécitos de capsula [B].

4.5.5- Imunohistoquimica

O tecido para imunohistoquimica, analisado em microscopia de luz, foi fixado
em solu¢do de MethylCarnoy e embebido em parafina. Foram obtidos cortes de 4um
[Micrétomo Leica modelo RM2155] dos fragmentos de biopsia de cada um dos animais do
estudo. O material foi desparafinizado em xilol, rehidratado numa série decrescente de
alcoois (100%, 95% e 70%) e a peroxidase enddgena foi inativada com solucao de peréxido

de hidrogénio 3%.

Foram utilizados controles positivos e negativos. Os controles negativos ndo
recebiam o anticorpo primario, € os controles positivos eram amostras conhecidas de tecido

renal de estudos anteriores, com positividade comprovada contra os anticorpos testados.

Em todos os procedimentos, o anticorpo primdrio foi incubado em camara
umida, overnight, a 4°C. O anticorpo secundario utilizado foi peroxidase de cabra anti IgG
de camundongo [Novo Castra; NCL-GAMP] em dilui¢des variadas de acordo com o

anticorpo primdrio, e incubado durante 30 minutos, em camara Umida, a temperatura
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ambiente. O cromdégeno utilizado foi a diaminobenzina (DAB) [DAKO; K3466] incubado a
temperatura ambiente, por 10 minutos. Contra coloracio foi realizada com hematoxilina de
Harris ou solug@o de acido periddico/Schiff de acordo com a necessidade de identificagdo

das membranas basais.

4.5.5.1- Proliferacdo celular [PCNA]

Foi utilizado o anticorpo camundongo anti-proliferacdo de nucleos celulares
[PCNA-Sigma; P8825] na diluicdo 1:1000, em solu¢do tampdo fosfato (pH 7.6) com
soroalbumina bovina 1% (1% BS/BSA). A diluicao do anticorpo secundério foi de 1:100
em 1%PBS/BSA. Para a contra coloragdo foi utilizada a técnica de PAS
[acido periddico/reagente de Schiff], sem hematoxilina, para identificacio de membranas

basais, possibilitando a identifica¢do da proliferacdo de células tubulares e intersticiais.

A quantifica¢do de células proliferativas foi realizada através de contagem de
nucleos corados, em microscopia éptica, com o auxilio do programa KS300 [Zeiss]. O
aumento utilizado foi de 400 vezes, com grid 10x10 e o resultado corrigido para nimero de
células/mm?. Foi realizada andlise em separado para as regides cortical e medular, com
diferenciacdo de proliferacdo de células tubulares e intersticiais. Em regido cortical, a
proliferacdo de células tubulares foi quantificada em separado para tibulos proximais e

distais.

4.5.5.2- Infiltrado inflamatério
4.5.5.2.1- Macroéfagos

Macroéfagos foram corados com o anticorpo de camundongo anti-CD68 de rato
[Serotec; MCA341R] na diluicdo 1:100. O anticorpo secunddrio foi utilizado em 1:200 e a
contra coloragdo foi realizada com Hematoxilina de Harris [Queel; CO23471] durante 5

segundos.
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A quantificacdo foi realizada através de contagem de células coradas em
microscopia Optica, com o auxilio do programa KS300 [Zeiss]. O aumento utilizado foi de
400 vezes, com grid 10x10 e o resultado corrigido para nimero de células/mm?, havendo

separacao entre regides cortical e medular.

4.5.5.2.2- Linfocitos T

Linfécitos T foram identificados através do anticorpo de camundongo anti-
linfécito T de rato [Accurate; MASO10P] na diluicdo 1:50. O anticorpo secundario foi
empregado em diluicdo de 1:200 e a contra coloracdo foi realizada com Hematoxilina de

Harris [Queel; CO23471] por 5 segundos.

A quantificacdo foi realizada através de contagem de células positivas sob
microscopia Optica, com o auxilio do programa KS300 [Zeiss]. O aumento utilizado foi de
400 vezes, com grid 10x10 e o resultado corrigido para ndmero de células/mm”. Houve

separacao entre regido cortical e medular.

4.5.5.3- Marcadores pro-inflamatorios
4.5.5.3.1- Osteopontina

Oteopontina foi detectada com o uso do anticorpo de camundongo
anti-osteopontina de rato OPN [Santa Cruz; SC-21742] na diluicdo 1:200, sendo esta a
mesma diluicdo do anticorpo secunddrio. A contra coloragdo foi feita com Hematoxilina de

Harris [Queel; CO23471] por 5 segundos.

A expressao de osteopontina foi quantificada através de subtracdo de imagem
sobre background, com o auxilio do programa computadorizado KS300 [Zeiss]. O aumento
final foi 200 vezes e o resultado foi expresso em percentual de drea. A andlise das regides

cortical e medular foi feita em separado.
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4.5.5.4- Marcadores de diferenciacao epitélio mesenquimal
4.5.5.4.1- Vimentina

A expressdao de vimentina foi detectada por imunohistoquimica com anticorpo
de camundongo anti-vimentina humana V9 [NovoCastra; NCL-VIM-V9] na dilui¢ao 1:200,
mesma diluicdo do anticorpo secundario. A contra coloragao foi feita com Hematoxilina de

Harris [Queel; CO23471] durante 5 segundos.

A presenca de vimentina foi quantificada através de subtracdo de imagem sobre
background, com o auxilio do programa computadorizado KS300 [Zeiss]. O aumento final
foi 200 vezes e o resultado foi expresso em percentual de drea. Houve separacdo entre as

regides cortical e medular.

4.5.5.5- Marcadores pro-fibréticos
4.5.5.5.1- Alfa-actina (miofibroblastos)

Miofibroblastos foram detectados utilizando-se o anticorpo de camundongo
anti-alfa-actina de rato [Calbiochem; CP47] na diluicao 1:300, mesma dilui¢do do anticorpo
secunddrio. A contra coloragdo foi feita com Hematoxilina de Harris [Queel; CO23471] por

5 segundos.

A expressdo de alfa-actina foi quantificada por subtracdo de imagem sobre
background, com o auxilio do programa computadorizado KS300 [Zeiss]. O aumento final
foi 200 vezes e o resultado foi expresso em percentual de drea. Houve separacio entre as

regides cortical e medular.

4.6- Analise estatistica

Para andlise, os resultados foram expressos em média *+ erro padrdo. A
comparacdo entre os grupos foi realizada através de teste de ANOVA com correcdo por
Bonferroni. Correlagdo entre os parametros avaliados foi realizada através do teste de

Spearman. Foi considerada como diferenca estatistica se p <0.05.
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5.1- Peso

Os animais dos grupos D1, D3 e D5 apresentaram variacao negativa no peso

entre a data da cirurgia e o sacrificio. A maior redu¢do de peso foi observada em D1,

seguida de D3 e D5, ambas menos marcadas, porém ainda significativas. A partir de D7, os

animais passaram a apresentar balanco ponderal positivo, mais evidente em D14,

semelhante ao ganho ponderal observado nos animais controle [Sham, 14 dias]

[Tabela 1, grafico 1].

Tabela 1- Variagdo do peso [gramas] dos animais nos diferentes pontos do estudo.

Grupo Peso (gramas) Variacao
Basal 216,00 + 4,93 0,00 + 0,00
D1 187,67 + 1,45 -19,33 £ 1,76 *Pedef
D3 233,00 + 7,24 -5,33 5,78 %
D5 211,50 + 18,50 -3,50 + 8,50 *
D7 235,00 + 20,00 19,00 + 4,00 "%
D14 263,50 £ 1,50 *¢ 52,50 + 9,50 “Pedef
Sham 242,00 + 14,88 10,00 + 4,74

* p<0,05 versus respectivo controle; a p<0,05 versus Sham; b p <0,05 versus DO; ¢ p <0,05 versus DI;
d p <0,05 versus D3; e p <0,05 versus DS5; f p <0,05 versus D7.

deral [gramas]

variacao pon

a,b,c,d,e,f

DO

D1

D3 D5 D7 D14 Sham

* p<0,05 versus respectivo controle; a p<0,05 versus Sham; b p <0,05 versus DO; ¢ p <0,05 versus D1;
d p <0,05 versus D3; e p <0,05 versus DS5; f p <0,05 versus D7.

Grifico 1- Variagdo de peso [gramas] entre a data da cirurgia e a data do sacrificio.
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5.2- Funcao renal

Os niveis séricos de creatinina apresentaram elevagdo estatisticamente
significativa em relacdo aos valores basais em todos os grupos submetidos ao procedimento

de I/R. O grupo Sham nao apresentou alteracao da funcdo renal. [Tabela 2, grafico 2].

Tabela 2- Valores de creatinina sérica [mg/dL] nos diferentes periodos do estudo.

Periodo/grupo Creatinina sérica (mg/dl)

basal 0,37 +£0,01

D1 1,19+0,16 **

D3 1,02 £0,17 **

D5 0,75+0,04 ™

D7 0,93 +£0,10 **

D14 0,88 £0,12**
Sham 0,32 £0,20

* p<0,05 versus basal; a p<0,05 versus Sham; b p <0,05 versus DO; ¢ p <0,05 versus D1; d p <0,05 versus
D3; e p <0,05 versus DS; £ p <0,05 versus D7.

1,6
1,4
1,2

14
0,8 -
0,6
0,4 -
0,2 -

Creatinina sérica [mg/dL]

DO D1 D3 D5 D7 D14 Sham

* p<0,05 versus basal; a p<0,05 versus Sham

Grifico 2- Creatinina sérica [mg/dL] nos periodos de estudo.
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5.3- Necrose tubular aguda

Em comparacdo ao grupo Sham e a excecdo do grupo DO, todos os grupos
apresentaram valores estatisticamente significativos no percentual de tdbulos integros,
sendo o menor percentual observado em DS5. O percentual de tibulos preservados, ao redor
de 25%, permaneceu constante durante a primeira semana apds insulto isquémico

[grupos D1 a D7], havendo recuperaciao nos animais acompanhados por 14 dias.

O percentual de tibulos em degeneracdo sofreu aumento gradativo com o
passar dos dias, atingindo pico em DS5. Durante a primeira semana apds insulto isquémico
[grupos D1 a D7] os valores observados foram estatisticamente relevantes em relagdo ao

grupo Sham, com reducdao em D14.

O maior percentual de tubulos completamente degenerados/“carecas” foi
observado 24 horas ap6s insulto isquémico [D1], com reducdo gradativa destes valores nos
grupos subseqiientes, porém ainda significativamente superiores aos do grupo controle

[Sham].

A maior incidéncia de regeneracio tubular foi observada em D7. A excegdo do
grupo DO, todos os outros apresentaram percentual de regeneracdo estatisticamente

relevante em relagdo ao grupo Sham [Tabela 3, grafico 3, figura 4].

Resultados

79



Tabela 3- Percentual de tibulos integros, tibulos em degeneragao, tibulos completamente

degenerados/“carecas” e tiubulos em regeneracao pos-I/R.

Grupo % Integros % Degeneracao % “Carecas” % Regeneracao
DO 89.3+0.,8 79+04 0,6+0,2 22+0,5
DI 258 £2,4° 41,8+1,1°% 18,5+43% 139+3,0*
D3 26,3+6,3* 41,7457 144+32°% 17,6 £ 1,6 *°
D5 21,5409 * 53,8 +2,8 *"¢ 83+2,1 * 163+ 1,4
D7 28,8 £2,2°%° 44,4 £2.4 % 8,9 +1,3 " 17,8 +1,1*°
D14 55,8 + 5,4 #bedel 29,0 + 3,0 #bedef 39+04°¢ 11,4 2, 2bce
Sham 97,14+0,2 1,5+0,2 0.1£0,6 1,3+0,1

a p<0,05 versus Sham; b p <0,05 versus DO; ¢ p <0,05 versus D1; d p <0,05 versus D3; e p <0,05 versus DS5;
f p <0,05 versus D7.

120 -
100 -

%o Deq

%o Int

(2] Ol D D= DT DI4 Sham

C D

33

Do ol D3 -3 DT D4 Sham

a p<0,05 versus Sham; b p <0,05 versus DO; ¢ p <0,05 versus D1; d p <0,05 versus D3; e p <0,05 versus D5;
f p <0,05 versus D7.

Grafico 3- Percentual de tibulos integros [A], tibulos em degeneracdo [B], tdbulos

“carecas” [C] e tibulos em regeneracao [D] pds-1/R.
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Figura 4 — Necrose tubular aguda foi mais intensa nas primeiras horas
pos-reperfusdo [D1 e D3] com redugdo gradativa nos grupos
subsequentes [D5 a D14]. Coloracdo de PAS [100x].
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5.4- Proliferacao celular

A proliferagdo de células tubulares corticais (proximais e distais) e medulares
apresentou os maiores valores em D3. Na regido cortical, tanto nos segmentos distais
quanto proximais, foi observado um aumento na expressao de PCNA a partir das primeiras
horas apds insulto isquémico, mais acentuado nos segmentos proximais do que nos distais.
Quantitativamente, os segmentos tubulares distais apresentaram a maior proliferacio em

resposta ao insulto isquémico, seguido dos tubulos medulares e proximais.

A proliferacdo de células intersticiais foi mais precoce em camada medular

(D3) que em camada cortical (D7). [Tabela 4, grafico 4, figuras 5 e 6].

Tabela 4- Proliferacdo celular [células PCNA+] nos segmentos tubulares proximais, distais

e medulares, intersticio cortical e medular pés-I/R.

Grupos Cortex Medula
TP ™D Intersticio Tidbulos Intersticio
DO 43406 254+59 163,0+ 8,1 58+1,7 50,0+ 19,5
D1 71+21° 234456 176,5 + 43,6 6,4+1,5 83,4 +24,7
D3 84+24° 55,0 £ 15,1 *>¢ 147,2+ 14,0 14,1 £3,5% 2194 +45,1*><¢
D5 59+1,8 420+11,8° 2104 +323° 9,0 +3,7 113,6 +£ 24,1
D7 39+04¢ 232+53¢ 2294 + 14,7 ¢ 56+1,7¢ 148,0 + 42,0
D14 2,7+08° 13,2433 ¢ 198,0 + 40,9 10,7 + 4.4 1252 +33.4
Sham 24+02 13,7+1,7 113,6 +5,1 52412 56,8+ 16,7

a p<0,05 versus Sham; b p <0,05 versus DO; ¢ p <0,05 versus D1; d p <0,05 versus D3; e p <0,05 versus D5.
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a p<0,05 versus Sham; b p <0,05 versus DO; ¢ p <0,05 versus D1; d p <0,05 versus D3; e p <0,05 versus D5.

Grafico 4- Proliferacdo celular em tibulos proximais [A], tibulos distais [B], intersticio

cortical [C], tibulos medulares [D] e intersticio medular [E] p6s-1/R.
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Figura 5 - Proliferagdo celular em cortex. No intersticio cortical, a
proliferacao teve pico em D7. Células PCNA positivas coradas em marrom,
contra-coloracdo com PAS [200x].

a p<0,05 versus Sham; d p<0,05 versus D3.
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Figura 6 — Proliferagdo celular em medula foi mais precoce do que em
cortex [D3]. Células PCNA positivas coradas em marrom, contra-coloragao

com PAS [200x].

a p<0,05 versus Sham; b p<0,05 versus DO; ¢ p<0,05 versus D1; e p<0,05 versus D5.
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5.5- Infiltrado inflamatorio
5.5.1- Mastdcitos

Em camada cortical, o aumento do nimero de mastdcitos foi significativo
apenas em D7. Nos demais periodos, a presenca de mastdcitos em camada cortical foi

comparavel aos animais controles (Sham, p=ns)

Na regido medular, o infiltrado de mastdcitos ocorreu precocemente (D1),
manteve-se estdvel durante a primeira semana pos reperfusao (D1-D7), apresentando pico

tardio, em D14. [Tabela 5, figura 7].

Tabela 5- Infiltracdo de mastdcitos [células/mm?2] em cértex e medula nos grupos

estudados.
Grupos Cortex Medula

DO 1,96 + 0,09 2,22 40,30
D1 2,10+ 0,20 4344024
D3 1,95 0,24 5,15+035*
D5 1,90 £0,33 530+0,45*"
D7 2,48 £0,08*" 4,64 £0,20 *°
D14 2,24 0,06 6,17 0,47 *><4

Sham 2,04 +0,14 2,82 40,84

a p<0,05 versus Sham; b p <0,05 versus DO; ¢ p <0,05 versus D1; d p <0,05 versus D3; e p <0,05 versus DS5;
f p <0,05 versus D7.
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Figura 7 — Infiltracdo de mastécitos. Em cortex [A], o aumento de
mastocitos foi significativo apenas em D7. Na regido medula [B], o
infiltrado ocorreu precocemente [D1], mantendo-se estavel durante a
primeira semana pos-I/R [D1-D7] e apresentando pico tardio em D14.

Mastocitos corados em azul [setas] a partir da coloragdo com azul de
toluidina [1000x].

a p<0,05 versus Sham; b p<0,05 versus DO; ¢ p< 0,05 versus Di1; d p,0,05 versus
D3.
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5.5.2- Macrofagos

Na regido cortical, o pico de proliferacdo de macréfagos em resposta ao
estimulo isquémico foi observado em D7, com reducdo do infiltrado em D14, a niveis

comparaveis aos dos animais controle (Sham, p=ns)

Em medula, infiltrado de macréfagos apresentou elevacdo a partir de D3,
apresentando pico entre D5-D7 e reducdo do infiltrado em D14, atingindo infiltracdo

semelhante a observada nos animais controle. [Tabela 6, figuras 8 e 9].

Tabela 6- Infiltracio de macréfagos [células/mm’] em cértex e medula nos grupos

estudados.
Grupos Cortex Medula

DO 139+19 11,9+18
D1 21,6 +2.4 35,8+ 16,2
D3 24,8 +3.4 85,5+39,6°
D5 26,1 £3,5 106,5 + 54,2 *°
D7 49,2 +7,6 *bede 108,6 42,2
D14 32,4+104° 39,1+ 11,4

Sham 19.6+5.,6 22,7+12,8

a p<0,05 versus Sham; b p <0,05 versus DO; ¢ p <0,05 versus D1; d p <0,05 versus D3; e p <0,05 versus DS5;
f p <0,05 versus D7.
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Figura 8 — Infiltragdo de macréfagos em cértex. Pico de infiltragao
observado em D7, com redugcdo em D14. Macr6fagos corados em
marrom, contra-coloracdo com hematoxilina de Harris [200x].

a p<0,05 versus Sham; b p<0,05 versus DO; ¢ p<0,05 versus D1; d p<0,05 versus
D3;e p<0,05 versus D5.
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Figura 9 — Infiltracdo de macréfagos em medula. Elevagdo a partir de
D3, com pico entre D5 e D7 e reducdo em D14. Macr6fagos corados em
marrom, contra-coloragdo com hematoxilina de Harris [200x].

a p<0,05 versus Sham; b p<0,05 versus DO.
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5.5.3- Linf6citos T

Houve aumento estatisticamente significativo do infiltrado de linfécitos T em
regido cortical, a partir de 24 horas apds a lesdo de isquemia/reperfusdo, permanecendo

estdavel [cerca de 25 células/mm?2] durante todo o periodo de estudo.

Em camada medular, houve aumento significativo do infiltrado de linf6citos T a
partir de D3, com tendéncia a uma redug¢do da infiltragdo de células T a partir de D7, apesar

de ndo estatisticamente significante [Tabela 7, figuras 10 e 11].

Tabela 7- Infiltracdo de linfécitos T [células/mmz] em cortex e medula nos diferentes

grupos.
Cortex Medula

DO 157+1,1 21,8409

D1 249+2,1*° 33,5+2,7

D3 257419 50,8 + 12,6 *°

D5 26,0 +24 554+12,7*

D7 27,5+0,9*° 38,9+4,7

D14 229+15 43,7+ 14,8
Sham 154+27 28,9+9.5

a p<0,05 versus Sham; b p <0,05 versus DO; ¢ p <0,05 versus D1; d p <0,05 versus D3; e p <0,05 versus DS5;
f p <0,05 versus D7.
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Figura 10 — Infiltracdo de linfécitos T em cortex. Aumento do infiltrado
deste tipo celular a partir de D1, mantendo-se estavel nos grupos
subsequentes. Linfocitos T corados em marrom, contra-coloragdo com
hematoxilina de Harris [200x].

a p<0,05 versus Sham; b p<0,05 versus DO.
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Figura 11 - Infiltracdo de linfécitos T em medula. Aumento do
infiltrado a partir de D3, com tendéncia de reducédo a partir de D7.
Linfécitos T corados em marrom, contra-coloragdo com hematoxilina de
Harris [200x].

a p<0,05 versus Sham; b p<0,05 versus DO.
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5.6- Marcadores pré-inflamatérios
5.6.1- Osteopontina

A expressdao de osteopontina pelas células tubulares corticais, em resposta a
lesdo isquémica, apresentou elevacdo nas primeiras 24 horas pés I/R, atingindo pico em D3
e reducdo progressiva até D14, quando a expressao foi comparavel a observada nos animais

controle [Sham, p=ns].

Na camada medular, a expressdo de osteopontina também foi precoce [D1], e
manteve-se estdvel até D7. No dltimo periodo de estudo [D14], apesar de ndo
estatisticamente significativa, a expressdao de osteopontina por células tubulares medulares

ainda era 3 vezes superior a observada nas biopsias dos animais controle. [Tabela 8,

figuras 12 e 13].

Tabela 8- Expressao de osteopontina [%érea] em cortex e medula nos grupos estudados.

Grupos Cortex Medula
DO 0,47+0,5 0,9 + 0,04
D1 1,103 43407
D3 1,8+0,1 ¢ 42+08*
D5 1,5+0,1* 43407
D7 1,1+£0,3 % 3,6+£04
D14 0,6 +0,03 ¢f 1,8 40,2 «%f

Sham 0,3+ 0,04 0,6 +0,07

a p<0,05 versus Sham; b p <0,05 versus DO; ¢ p <0,05 versus D1; d p <0,05 versus D3; e p <0,05 versus D5;
f p <0,05 versus D7.
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Figura 12 - Expressdo de osteopontina em cértex. Elevagao

progressiva a partir de D1, com pico em D3 e redugdo progressiva até
D14. Osteopontina em marrom, contra-coloragdo com hematoxilina de
Harris.
a p<0,05 versus Sham; b p<0,05 versus DO; ¢ p<0,05 versus D1; d p<0,05 versus
D3;e p<0,05 versus D5; f p<0,05 versus D7.
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Figura 13 - Expressdo de osteopontina em medula. Expressao
precoce [D1] e constante até D7. Osteopontina em marrom, contra-

coloragdo com hematoxilina de Harris.

a p<0,05 versus Sham; b p<0,05 versus DO; ¢ p<0,05 versus D1; d p<0,05 versus
D3;e p<0,05 versus D5; f p<0,05 versus D7.
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5.7- Marcadores de diferenciacao epitélio mesenquimal
5.7.1- Vimentina

Em camada cortical, a maior expressdo de vimentina foi observada em D3 e

D7, em resposta a lesao renal por I/R.

Na camada medular, um aumento de vimentina foi observado a partir de D3,
com pico entre D5-D7 e reducdo em D14, porém ainda significativamente superior aos

animais dos grupos controle. [Tabela 9, figuras 14 e 15].

Tabela 9- Expressdo de vimentina [%aérea] em cortex e medula nos grupos estudados.

Grupos Cortex Medula
DO 0,5+0,01 0.9 £0,03
D1 0,9+0,1 1,1£0,1
D3 12+04° 47+1,6*
D5 0,9+0,2 7,741,204
D7 1,4+04* 7,1£0,8 ¢
D14 09+04 4,5+0,9 e

Sham 0,6 0,1 19+1,1

a p<0,05 versus Sham; b p <0,05 versus DO; ¢ p <0,05 versus D1; d p <0,05 versus D3; e p <0,05 versus D5;
f p <0,05 versus D7.
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Figura 14 — Expressdo de vimentina em cortex. Maior expressao
observada em D3 e D7. Vimentina em marrom, contra-coloragdo com
hematoxilina de Harris.

a p<0,05 versus Sham; b p<0,05 versus DO.
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Figura 15 — Expressdo de vimentina em medula. Elevagio a partir de
D3, pico em D5 e D7 e reducdo em D14. Vimentina em marrom,
contra-coloragdo com hematoxilina de Harris.

a p<0,05 versus Sham; b p<0,05 versus DO; d p,0,05 versus D3; e p<0,05 versus
D5.

Resultados

99



5.8 - Marcadores pro-fibréticos
5.8.1. Alfa-actina

A presencga de miofibroblastos em intersticio, detectada através da coloragdo de
alfa actina, foi observada a partir de 24 horas apds a lesdo isquémica em camada cortical,
permanecendo significativamente superior a dos animais controle em todos os periodos do

estudo.

Em medula, aumento da expressdo de alfa-actina ocorreu a partir de D3, com
aumento progressivo até D7 e tendéncia a redu¢do em D14. Em comparacdo aos animais
controle, a presenca de miofibroblastos em intersticio medular foi significativamente maior

no periodo D3-D14. [Tabela 10, figuras 16 e 17].

Tabela 10- Expressao de alfa-actina [%drea] em cértex e medula nos grupos estudados

Grupos Cortex Medula
DO 0,9 + 0,03 1,0 £ 0,05
D1 1,32 0,09 *° 1,8+0,2
D3 1,58 + 0,06 *® 3,7+0,1 20
D5 1,9 + 0,03 #b¢ 3,9+0,3 ¢
D7 1,5+0,1 *> 4.8+0,3 20cd
D14 1,7+0,1 *b¢ 3,9+0,5 ¢

Sham 0,9+0,2 1,6 0,7

a p<0,05 versus Sham; b p <0,05 versus DO; ¢ p <0,05 versus D1; d p <0,05 versus D3; e p <0,05 versus D5;
f p <0,05 versus D7.
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Figura 16 — Expressao de alfa-actina em cortex. Elevagao a partir de
D1, permanecendo constante nos grupos subsequentes. Alfa-actina em
marrom, contra-coloracdo com hematoxilina de Harris.

a p<0,05 versus Sham; b p<0,05 versus DO; ¢ p< 0,05 versus Di; d p,0,05 versus
D3.
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Figura 17 — Expressao de alfa-actina em medula. Elevagio a partir de
D3, com aumento progressivo até D7 e tendéncia a redugdo em D14,
Alfa-actina em marrom, contra-coloracdo com hematoxilina de Harris.

a p<0,05 versus Sham; b p<0,05 versus DO; ¢ p<0,05 versus D1; d p,0,05 versus
D3.
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6- DISCUSSAO
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A lesao por isquemia e reperfusdo esta associada a alta morbidade e
mortalidade, além de ser a principal causa de IRA, [Thadani et al, 1996] tanto em rins
nativos [Rabb er al, 1997] quanto em rins transplantados [Shoskes & Halloran, 1996]. A
insuficiéncia renal aguda ¢ um grande desafio da medicina clinica, com indices de

mortalidade e morbidade pouco alterados nas ultimas duas décadas [Schrier et al, 2004].

Embora a relevancia clinica de modelos animais permaneca pouco clara, o
modelo de I/R ¢ o mais explorado no desenvolvimento de IRA experimental. A
simplicidade, reprodutibilidade, facilidade de lesdo controlada por tempo de lesdo e
resposta inflamatoria similar a observada em humanos sdo vantagens consideraveis. No
entanto, a IRA isquémica isolada ¢ fenomeno incomum na medicina clinica. A completa
interrup¢do do fluxo sanguineo renal ¢ observada apenas em circunstincias especiais, tais

como embolismo da artéria supra-renal ou clamping adrtico durante cirurgia vascular.

A fisiopatologia da lesdo de I/R envolve uma complexa relacao entre lesdo de
células tubulares, alteragdes na hemodinamica renal, lesdo de células endoteliais, expressao
de uma série de proteinas nefrogénicas e ativagdo de processos inflamatorios

[Ysebaert et al, 2000; Villanueva et al, 2005; Villanueva et al, 2006].

Na presente série, o clampeamento bilateral dos pediculos renais durante
45 minutos, mostrou-se efetivo no desenvolvimento de IRA, conforme demonstrado pela
elevagdo dos niveis séricos de creatinina, pela extensa necrose tubular e também pela
infiltracdo de células inflamatorias para o intersticio renal, associada com o aumento na
expressdo de fatores pro-inflamatorios, de diferenciagdo epitélio-mesenquinal e

pro-fibroéticos.

A maioria dos estudos demonstra que a lesdo por I/R acarreta em reducdo do
peso dos animais entre o procedimento cirurgico e o sacrificio. Em modelos de nefrectomia
contralateral e isquemia de 60 minutos, Ysebaert et al [2000] descrevem redugdo de 15%
no peso sem recuperagao até o décimo dia. Forbes et al [2000], com tempo de isquemia de
45 minutos, relatam reducdo do peso até oito dias apos a reperfusdo. Fenomeno semelhante
¢ descrito em modelos de I/R em camundongos, onde o clampeamento bilateral por

45 minutos, cursou com redugdo de 13% no peso dos animais entre a cirurgia e o sacrificio
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[Pinheiro 2001; Pinheiro et al,2007]. Entretanto, em modelo de isquemia bilateral menos
prolongada (30 minutos), Gobé¢ et al [1999] ndo observaram variagdo significativa no peso

dos animais.

No presente estudo, houve redugdo significativa do peso dos animais entre a
data da cirurgia e a data do sacrificio nos grupos até o quinto dia pos-reperfusdo, quando os
animais passaram a apresentar recuperagdo de peso. Esta perda ponderal pode ser
justificada pelo procedimento cirirgico extremamente invasivo, pelo prolongado periodo de
clampeamento dos pediculos renais e também pela exposicdo das visceras abdominais
durante o procedimento cirtrgico, levando a alteragdes metabdlicas importantes. Este
catabolismo também ¢ influenciado pelo grau de IRA. A partir do sétimo dia pos
reperfusdo, quando a lesdo renal comega a regredir, ¢ observado um aumento do peso dos

animais, porém ainda inferior ao dos animais do grupo controle.

Em modelos de IRA por I/R, o comprometimento da funcdo renal ¢ comumente
avaliado a partir da dosagem de creatinina sérica, havendo elevagdo progressiva destes

valores e o0tima correlacdo com a reducdo da taxa de filtragdo glomerular [Kelly et al, 1996,

O’Donnel et al, 2002].

Modelos de I/R bilateral em ratos mostram pico de creatinina sérica 24 horas
apo6s insulto isquémico. Villanueva et al [2005], em modelo de isquemia de 30 minutos,
mostraram elevagdo de creatinina sérica de 0,6 para 1,2mg/dL. Jo et al [2006], com tempo
de isquemia de 40 minutos, observaram elevacdo de creatinina de 0,7 para 2,1mg/dL. Em
modelos de nefrectomia contralateral seguida de isquemia, os maiores valores de creatinina
sérica sao observados 48 horas apds a reperfusdo. Ysebaert et al [2000], com tempo de
isquemia de 60 minutos, descrevem elevacdo de creatinina de 0,75 para 4,0mg/dL, com
reducdo até D7. Forbes et al [2000], com tempo de isquemia de 45 minutos, descrevem

varia¢do semelhante, de 0,05 para 0,42mmol/L.

Na presente série, houve aumento significativo dos niveis de creatinina sérica
em todos os grupos entre a data da coleta basal e a do sacrificio, com elevacdo significativa

a partir de 24 horas pos reperfusdo, o que mostra a efetividade do modelo empregado.
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Apenas a manipulacdo dos pediculos renais sem interrup¢do do fluxo sanguieno [grupo

Sham] nao alterou, como esperado, a funcdo renal.

Os valores mais elevados de creatinina sérica pés I/R foram observados 24horas
pos-clampeamento [D1], demonstrando que a disfungdo renal é mais pronunciada nas
primeiras 24 horas apds o insulto. A reducao gradativa dos valores nos grupos subsequentes

sugere uma recuperacdo da funcao renal com o passar do tempo.

A lesdo histologica da IRA por I/R, com quantificagdo do grau de NTA, ¢
habitualmente realizada por métodos semi-quantitaivos, com valores expressos em cruzes
ou escores [Kelly et al, 1996]. No presente estudo, o grau de acometimento de necrose
tubular aguda foi avaliado de forma quantitativa, expresso em percentual de tibulos
integros, em degeneracdo, completamente degenerados [“carecas”] e em regeneragdo. A
manipulagdo isolada dos pediculos renais, sem o clampeamento [Grupo Sham] nao

desencadeou alteragdes na morfologia tubular, como esperado.

Na fase inicial de lesdo houve predominio de alteragdes degenerativas e de
tubulos completamente degenerados (“carecas”), com aumento na regeneragdo de células
tubulares a partir de D7, associada a um aumento do percentual de tabulos integros. Estes
achados encontram relacdo com os niveis de creatinina sérica pds-isquemia. Dessa forma,
fica claro que, neste modelo, a lesdo renal induzida por I/R ¢ mais intensa nas primeiras 24
horas apds o insulto, com gradativa recuperacao histoldgica do tecido renal com o passar do

tempo.

O percentual de tabulos em degeneragdo aumentou gradativamente a partir de
D1, atingindo o pico em D5, e sofrendo redu¢do a partir de D7. Esses valores permitem a
avaliacdo da extensdo da lesdo, ao invés da intensidade, quantificado pelos tibulos em
completa degeneragdo. Desta forma, podemos dizer que a lesdo renal causada por I/R, em
medular externa, avaliando-se dano tubular parcial, permaneceu por até cinco dias apds

reperfusdo.

Estudos com modelos experimentais de I/R renal descrevem necrose tubular
franca e extensa na porcdo medular superficial [Solez et al, 1979]. Pinheiro [2001],
trabalhando com camundongos e isquemia bilateral de 45 minutos, descreve pico de NTA

24 ¢ 48 horas apods o insulto. Ysebaert et al [2000], em modelo de I/R por 60 minutos,
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seguido de nefrectomia contralateral, descrevem NTA mais intensa em D1 com surgimento

dos primeiros sinais de regeneragdo em D2.

Poucos trabalhos utilizam o padrdo histoloégico quantitativo para avaliar a
regeneragdo tubular. Trabalhando com ratos, com isquemia bilateral de 60 minutos,
Kudo et al, (1993), observaram que sinais de regeneracdo surgiam 48 horas apds a
reperfusdo e, em medular externa, o pico de células proliferativas ocorria entre o quinto € o
sétimo dia. Vercauteren et al [1999], por sua vez, observaram que em 24 horas apds a
reperfusdo, menos de 5% dos tubulos da medula externa apresentavam sinais de
regeneragdo, atingindo niveis de 80% no terceiro dia, com redu¢do para cerca de 20% no
sexto dia. Na presente série, tubulos em regeneracdo foram observados a partir de D1, com

aumento gradativo, até atingir o pico em D7.

A regeneracdo dos tubulos lesados pode ser quantificada pela presenca de
proliferacdo de células tubulares. Ysebaert et al, (2000), descreveram os primeiros sinais de
proliferacdo celular em resposta a I/R em 48h pds-isquemia, com pico de proliferacdo em
D3, e redugdo gradativa, com metade dos tibulos proximais completamente regenerados no
10°. dia de estudo. Em nosso estudo, o pico de proliferagao celular em tibulos proximais e
distais foi também observado em D3. No entanto, em intersticio cortical, o pico de
proliferacdo ocorreu em D7. Na regido medular, os picos de proliferacdo celular em tubulos

medulares ocorreu em D3.

Além da proliferacdo de células tubulares, a IRA induzida por I/R também
cursa com infiltrado e proliferacdo de células inflamatérias em intersticio.
Forbes et al, (2000), demonstraram que a proliferagdo celular ocorre inicialmente nos
segmentos tubulares, com aumento de proliferacao intersticial com o passar do tempo, indo
de 30% em D2 para 70% em D4. Outros estudos mostram que a resposta proliferativa em
intersticio ocorre nas primeiras 24 horas pds-reperfusdo, com pico em D3

[Ysebaert et al, 2003].

As células inflamatdrias mais estudadas na lesdo por I/R sdo os macréfagos e
linfocitos T. Outros tipos inflamatérios, como mastdcitos, sdo usualmente ignorados em
modelos de IRA [Eddy, 2001], apesar de sua participagdo em diferentes modelos de

inflamacao intersticial cronica ter sido demonstrada [Blank et al, 2007; Kinet 2007].
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No presente estudo, em regido cortical, o nimero de mastocitos no intersticio
renal, em resposta ao insulto isquémico, foi estatisticamente significante apenas em D7. Na
camada medular, entretanto, houve aumento significativo no numero de mastocitos,
progressivo a partir de D1 e com pico em D14, sugerindo a expressdo precoce durante a
fase de instalacdo da lesdo, e sua permanéncia também na fase de recuperacdo e/ou

cicatrizagao.

A infiltracdo de macrofagos foi crescente a partir de D1 tanto em cortex quanto
em medula, atingindo pico, respectivamente, em D7 e D5. Os resultados observados sdo
concordantes com a literatura. Ysebaert et al, (2000), em modelo de isquemia unilateral por
60 minutos seguido da nefrectomia contralateral, descrevem aumento da infiltracdo de
macrofagos a partir de 24 horas pos-I/R com pico em D7, sem distingdo entre camadas
cortical e medular. Estudos com menor tempo de isquemia, de 30 minutos, mostram um
pico de infiltragdo de macréfagos ao redor de 48 horas pods-reperfusio

[Villanueva et al, 2006].

A infiltracdo de linfocitos T ocorreu precocemente, a partir de D1, tanto em
cortex quanto em medula. Entretanto, enquanto o infiltrado medular apresentou pico em
D3, o infiltrado de linfocitos T permaneceu estavel durante todo o periodo de estudo. Os
resultados observados encontram, novamente, respaldo na literatura. Ysebaert er al (2000)
descrevem pico da infiltracdo de linfécitos em D3, sem diferenciacdo entre cortex e

medula.

Os grupos de células inflamatorias estudadas [mastdcitos, macréfagos e
linfécito T] apresentaram infiltrado mais intenso em camada medular comparada a cortex,
compativel com maior inflamagdo na 4area de maior lesdo tecidual, concordante com

estudos prévios. [Vukicevic et al, 1998].

A cinética de infiltragdo celular em camada medular, em resposta a lesdo por
I/R, foi diferenciada para os tipos celulares analisados. Macrofagos e linfocitos T
apresentaram infiltrado significativo a partir do 3°. dia poOs reperfusdo, enquanto que os
mastdcitos apresentaram elevacdo significativa a partir de D1. Entretanto, ao contrario dos

outros tipos celulares, que diminuiram com o passar do tempo, o infiltrado de mastdcitos
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aumentou progressivamente, atingindo pico em DI14. Este infiltrado precoce pode ser
resultado do afluxo de células circulantes, provenientes de medula, para o local de lesdo
imediatamente apo6s a reperfusdo. Os mastocitos, uma vez ativados, liberariam fatores
quimiotaticos para outros tipos celulares, especialmente macroéfagos e linfocitos T,
favorecendo o infiltrado destas células a partir de D3. Os mastdcitos participam da resposta
inflamatoria na lesdo renal pela sua habilidade de secretar mediadores inflamatorios
[Blank et al, 2007]. Os mastocitos podem interagir diretamente com outros tipos celulares,
como linfécitos B e T, por contato direto célula-célula [Galli e al, 2005]. Estas interacdes
participam da orquestracao da reagdo inflamatoria, assim como da permeabilidade vascular,

atracdo de outras células e modulagao de respostas imunes [Kinet, 2007].

J& a persisténcia dos mastocitos, mesmo apds a redu¢do dos outros tipos
celulares, poderia ser explicada pela capacidade destas células de sintetizar componentes de
matriz extracelular, além de mediadores de reparo tecidual. Estudos anteriores sugerem
que a infiltragdo de mastocitos esteja correlacionada com edema intersticial na rejei¢ao
aguda do enxerto [Lajoie et al, 1996] e em lesdes renais progressivas nao-fibroticas
[Ehara et al, 2003]. Além disto, proteases liberadas pelos mastocitos, como quimase e
triptase, atuam como mitdgenos para células epiteliais, e na regulacio de TGFf

[Cairns & Walls, 1996; Lindstedt et al, 2001].

A andlise de marcadores pro-inflamatdrios, como a osteopontina, demonstrou
um aumento de sua expressdo em resposta ao insulto isquémico, em todos os grupos
analisados, em comparacao ao grupo controle. Nambi ef al [1997], a partir da quantificacio
de mRNA [Nothern Blot], descrevem aumento na expressio de OPN em todos os

segmentos do néfron em resposta ao insulto isquémico.

Na presente série, a expressdo de osteopontina mostrou-se tempo-dependente
nos diferentes compartimentos renais analisados. Inicialmente observou-se aumento da
expressao de OPN em medular profunda, com pico em DI1. Na regiao cortical, o pico de
expressdo ocorreu em D3 e, em medular superficial, em D5. A expressdo de OPN em
resposta a I/R ocorre inicialmente nos segmentos distais do néfron (medular profunda) e,

posteriormente, nos segmentos proximais (medular superficial e cortex).
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Os resultados encontrados estdio de acordo com a literatura.
Padanilan er al [1996], utilizando técnicas de imunohistoquimica, observaram pico de
expressdo de OPN em tubulos distais e por¢do ascendente da Al¢a de Henle em D1 e, em
tubulos proximais em D5, sem haver interrup¢do da expressio em segmentos distais.

Resultados semelhantes foram observados por Persy et al [2003].

A expressdo mais tardia em segmentos proximais estd relacionada a
regeneragdo tubular caracteristica do modelo. Essa expressdo ¢ maior em medular
superficial do que em cortex, uma vez que aquela regido ¢ a mais afetada pelo processo

isquémico e apresenta resposta regenerativa mais intensa [Persy et al, 2003].

Durante a fase inicial da IRA isquémica, observamos um aumento tanto na
expressdao de marcadores pro-inflamatérios quanto na infiltragdo de células inflamatorias.
Na fase de recuperagdo, houve reducdo da expressdo de osteopontina pelas células
tubulares, acompanhada da redug¢do do infiltrado inflamatdrio, especialmente de
macrofagos. Esta relagdo temporal entre OPN e células inflamatorias € consistente com
relatos anteriores, onde, em diferentes modelos de IRA, a expressdo de osteopontina
precede o infiltrado de macréfagos [Pichler er al, 1994]. A OPN também atua como fator
de reten¢do de macrdfagos e linfécitos no local de inflamacao [Mazzali et al, 2002], além

de apresentar atividade quimiotatica para fibroblastos [Petrow et al, 2000].

Tanto a proliferagdo celular como a inflamagdo sdo fendmenos iniciais no
processo de recuperacdo tecidual. A avaliacdo deste reparo tecidual foi feita através da
analise da expressdo de vimentina, que apresentou elevacdo em resposta ao insulto
isquémico em todos os grupos estudados, porém em tempos diferentes para os segmentos

renais analisados.

Em cortex, os picos de expressdao de vimentina foram observados em D3 e D7.
Em medular superficial e profunda, houve aumento da expressdao de vimentina a partir de
D3, com pico em D5-D7. Em camada medular a expressdo de vimentina manteve-se acima
dos valores basais até o final do periodo de estudo. Villanueva et al, (2006), descreveram
pico de expressdo deste fator 48 horas apds insulto isquémico, com redugdo nos tempos
subseqiientes. Este aumento precoce da expressao de vimentina ocorreria como resposta a

lesdo isquémica, ja que esta proteina estd diretamente relacionada com a iniciagdo do
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processo de regeneracao tubular [Al-awqati & Oliver, 2002]. Entretanto, a persisténcia da
expressdo de vimentina por células tubulares, em uma fase mais tardia, poderia estar
associada ao processo de diferenciacdo epitélio mesenquimal e atragdo de miofibroblastos

[Shu et al, 2002].

O processo de lesdo tecidual com atragcdo de miofibroblastos foi avaliado
através da imunohistoquimica para alfa actina, que se apresentou elevada em resposta ao
insulto isquémico em todos os grupos estudados. Em camada cortical, o pico de expressao
de alfa-actina foi observado em D5. Em medular superficial e profunda, o pico ocorreu em
D7, com expressao de maior intensidade em regido medular superficial. Estudos anteriores
descrevem pico de expressdo de alfa-actina 48 horas pos reperfusdo, com redugdo até o 4°.
dia pos reperfusdo [Villanueva et al, 2006]. Forbes et al, [2000] também observaram
aumento precoce da expressao de alfa-actina (D2), porém com pico de expressao apos uma

semana da lesao.

Na presente série, a expressdo de fatores pro-inflamatdrios (osteopontina) e
pro-fibréticos (vimentina e alfa-actina) em resposta a lesao por I/R foi mais intensa em
medula superficial, compativel com a 4rea com maior intensidade de necrose tubular aguda

a microscopia optica.

Associacao entre mastocitos e fibroblastos foi demonstrada em estudos
utilizando microscopia eletronica, onde o intersticio renal ao redor dos mastdcitos
apresentava alteragdes edematosas [Ehara et al, 2003]. Presenca de mastocitos em
intersticio também foi demonstrada em diversos modelos de nefropatia cronica, como
glomerulonefrites, nefropatia diabética e rejei¢ao do enxerto renal [Ruger et al, 1996; Thot
et al, 1999; Yamada et al, 2001; Blank et al, 2007]. Entretanto, mesmo com a associa¢ao de
mastocitos com fibrose intersticial nestes modelos, sugere-se que a migra¢ao de mastdcitos
para areas fibroticas seja consequéncia da fibrose e ndo que estas células estejam
envolvidas no desenvolvimento de fibrose per se [Kinet et al, 2007]. Estudo prévio de
nosso grupo mostrou aumento precoce do numero de mastocitos em bidpsias de pacientes
com IRA pos-transplante, com disfuncdo primdria do enxerto na auséncia de rejeicdo
aguda. A manutencao da infiltragdo de mastocitos esteve associada ao pior prognostico dos

enxertos, com disfuncao primadria (primary non function) [Sato et al, 2004].
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No presente estudo, a analise do infiltrado inflamatdrios em resposta a lesdao por
I/R mostra uma infiltragdo precoce de mastocitos em medula (D1), seguida da infiltracdo de
macrofagos e linfocitos T, em D3. Entrentanto, diferentemente de macréfagos e linfocitos
T, que sofrem redugdo com o passar do tempo, o infiltrado de mastocitos permanece
elevado no ponto mais tardio do estudo [D14]. A persisténcia de mastocitos pode ser
explicada pela migragdo de células de medula e um maior tempo de vida deste tipo celular,
assim como pelo estimulo constante de migragdo de degranulagdo de mastocitos. Os
mastocitos também estdo envolvidos no reparo do tecido através da secre¢do de fatores de
crescimento, proteases ¢ heparina, com uma agdo fibrotica e de remodelagdo de matriz
[Blank et al, 2007]. A triptase de mastdcitos esta associada a um aumento a sintese de

DNA, de fibronectina e de coldgeno I por fibroblastos [Kinet, 2007].

A persisténcia da infiltragdo de mastocitos em tempos tardios [D7 e D14]
encontrou correlacdo com a expressdo de vimentina, um marcador de transdiferenciacao
epitélio-mesenquimal, assim como com a expressdo de alfa-actina por miofibroblastos. A
expressdo de vimentina durante a fase de recuperacdo de IRA serve de estimulo para
regeneragdo de células tubulares, em um processo similar ao observado durante a
organogénese [Villanueva et al, 2006]. A vimentina também atua no processo de
transdiferenciagdo epitélio-mesenquimal, com o recrutamento de fibroblastos e sintese de
matriz extracelular [Au et al, 2007]. Os mastocitos interagem com fibroblastos a partir de
jungdes GAP [Au et al, 2007], e a interagdo inadequada entre mastocitos/fibroblastos

estaria associada ao estimulo para desenvolvimento de fibrose.

Em resumo, neste modelo de insuficiéncia renal aguda induzida por
isquemia/reperfusdo, a infiltragdo de mastdcitos para o intersticio renal ocorreu
inicialmente em regido medular, e persistiu por todo o tempo do estudo [14 dias]. A
infiltragdo de mastdcitos apresentou associagdo com inflamagao e infiltragdo de macréfagos
e linfécitos T, assim como com a expressdo de fatores pro-fibroticos e de diferenciacao
epitélio mesenquimal. A persisténcia de mastocitos correlacionou-se a expressao de
vimentina e com a presenca de miofobroblastos, sugerindo que este tipo celular esteja

envolvido tanto no processo de regeneragdo como de cicatrizacao tecidual.
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e No modelo de insuficiéncia renal aguda induzida por isquemia/reperfusao, a
infiltragdo de mastdcitos para o intersticio renal ocorreu inicialmente em

medula, e persistiu por todo o tempo do estudo [14 dias].

¢ O infiltrado de mastécitos em medula precedeu o de outros tipos celulares
(macréfagos e linfécitos T). Entretanto, enquanto o infiltrado de outras
células diminuiu com o passar do tempo, o infiltrado de mastdcitos

apresentou pico tardio (D14).

¢ O infiltrado de mastécitos foi concomitante a infiltracdo de macréfagos e
linfécitos T, assim como com a expressdo de fatores proé-inflamatorios,

pro-fibréticos e de transdiferenciagdo.

e A persisténcia do infiltrado de mastdcitos apresentou associacdo com a
expressdo de vimentina e com a presenca de miofobroblastos, sugerindo que
mastdcitos estejam envolvidos tanto no processo de regeneracdo como na

iniciacdo do processo de fibrose tecidual.
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