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RESUMO

EVIDENCIA DA PARTICIPACAO DO RECEPTOR PURINERGICO DO TIPO P2X;
EM MODELO MURINO DE DOENGCA TUBULO-INTERSTICIAL RENAL

Rémulo Gomes Gongalves

Orientadores: Prof Dr Maurilo de Nazaré de Lima Leite Junior
Prof? Dr? Cristina Maeda Takiya
Prof Dr Robson Coutinho Silva

Resumo da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pés-Graduacao
em Clinica Médica, Faculdade de Medicina, da Universidade Federal do Rio de
Janeiro - UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtencado do titulo de
Doutor Clinica Médica.

Introducao: Os receptores do tipo P2X; ja& foram demonstrados em
granuldcitos, monaocitos/macrofagos e linfécitos B e T e estdo envolvidos em varios
mecanismos celulares incluindo os relacionados a inflamacao e resposta
imunoldgica. Objetivos: investigar a atuacdo desses receptores na resposta
inflamatéria e fibrogénica em rins apds obstrucdo ureteral unilateral, usando
camundongos Knockout para P2X; (-/-). Camundongos C57BI6 foram submetidos a
obstrugéo ureteral unilateral (OUU) esquerda e sacrificados apos 7 e 14 dias.
Métodos Histopatologia usando hematoxilina—eosina, Acido periodico de Schiff e
Picrosirius, imunohistoquimica para macréfagos, miofibroblastos, transforming
growth factor-p (TGF-B)1 e P2X7, e imunofluorescéncia para céluas apoptoticas
(terminal deoxynucleotidyltransferase-mediated deoxyuridine triphosphate nick-end
labeling) foram realizadas. Resultados: foram os seguintes: (1) controle; (2) sham;
(3) controle P2X5 (-/-); (4) sham P2X7 (-/-); (5) OUU selvagem (WT); (6) OUU P2X7 (-
/-). Miofibroblastos e a coloragdo de Picrosirius foram significativamente menores no
grupo OUU P2X7 (-/-) apés 7 e 14 dias, comparados ao grupo OUU selvagem. Rins
dos camundongos OUU P2X; (-/-) mostraram reducdo no numero de células
inflamatérias em 14 dias, mas ndo em 7 dias, comparados ao grupo UUO selvagem.
TGF-B1 foi menor nos camundongos OUU P2X; (-/-) apés 7 e 14 dias quando
comparado ao grupo UUO selvagem. Infiltracdo de macréfagos e apoptose tubular
foi menor no grupo OUU P2X; (-/-) ap6s 14 dias, mas ndo apés 7 dias, comparado
ao grupo OUU selvagem. P2X7 foi expresso somente em células epiteliais tubulares
apés 7 dias de OUU em camundongos selvagens. Conclusao: Constituem a
primeira evidéncia de que os receptores P2X; estdo implicados na infiltracdo de
macréfagos, deposicdo de colageno e apoptose em resposta a obstrucao ureteral
unilateral em camundongos.

Palavras-chave: Fibrose renal; Inflamacdo renal; Obstrucdo ureteral unilateral;
Receptor P2X7

Rio de Janeiro

Agosto/2009
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ABSTRACT

EVIDENDE OF PARTICIPATION OF PURINERGIC RECEPTOR P2X7 IN A MURINE
MODEL OF RENAL TUBULO-INTERSTICIAL DISEASE

Roémulo Gomes Gongalves

Orientadores: Prof Dr Maurilo de Nazaré de Lima Leite Junior
Prof? Dr? Cristina Maeda Takiya
Prof Dr Robson Coutinho Silva

Abstract da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pés-Graduacéao
em, Faculdade de Medicina, da Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ,
como parte dos requisitos necessarios a obtencao do titulo de Doutor em Clinica
Médica.

Introduction: Receptors of the P2X; type have been demonstrated in
granulocytes, monocytes/macrophages, B and T lymphocytes, and have been
involved in several cellular mechanisms including those related to inflammation and
immunological response. Objective: Attempted to investigate the role of these
receptors on the inflammatory and fibrogenic response in the kidneys of unilateral
ureteral obstruction (UUQO), by using P2X; knockout mice (-/-). C57BI6 mice were
submitted to left unilateral ureteral obstruction (UUO) and killed after 7 and 14 days. .
Methods: Histopathology using hematoxylin—eosin, periodic-acid Schiff and Sirius-
red staining, immunohistochemistry for macrophages, myofibroblasts, transforming
growth factor-p (TGF-B)1 and P2X;, and immunofluorescence for apoptotic cells
(terminal deoxynucleotidyltransferase-mediated deoxyuridine triphosphate nick-end
labeling) were performed. Results: Was follows: (1) control; (2) sham; (3) control
P2X7 (-/-); (4) sham P2X; (-/-); (5) UUO wild type (WT); (6) UUO P2X; (-/-).
Myofibroblasts and Sirius-red staining were significantly lower in UUO P2X7 (-/-) mice
at days 7 and 14, compared to UUO WT. Kidneys from UUO P2X7 (-/-) mice showed
reduced number of inflammatory cells at day 14 but not at day 7, compared to UUO
WT. TGF-b1 was less in UUO P2X; (-/-) mice at days 7 and 14 when compared to
UUO WT. Macrophage infiltration and tubular apoptosis were lower in UUO P2X7 (-/-)
at day 14 but not at day 7, compared to UUO WT. P2X7 was expressed only in
tubular epithelial cells at day 7 of UUO WT mice. Conclusion: These findings
constitute the first evidence that P2X; receptors are implicated in macrophage
infiltration, collagen deposition and apoptosis in response to ureteral obstruction in
mice.

Key Words: Renal fibrosis; Renal inflammation; Unilateral ureteral Obstruction; P2X5
Receptors.

Rio de Janeiro
Agosto/2009
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1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos de fisiopatologia renal

Muitas doencas que acometem os rins s&o passiveis de iniciar um processo
progressivo de fibrose e queda da funcéo renal. A perda de néfrons funcionantes
desencadeia alteracdes hemodinamicas, humorais e inflamatérias que levam a
esclerose glomerular, proteindria e fibrose intersticial (Brenner, 1985). A progressao
da doenca renal €, portanto, tronco comum de diversas doencas que acometem o
parénquima renal. Afecgdes inflamatérias glomerulares e do intersticio podem
eventualmente evoluir com destruicdo e fibrose intersticial, intimamente
correlacionada a queda da filtracdo glomerular (Mackensen-Haen et al., 1981).
Assim, nas circunstancias em que as glomerulopatias ou doencas tubulo-
intersticiais, imunolégicas e ndo imunoldgicas, sdo fontes de estimulo inflamatério
propiciadores de fibrogénese intersticial, a progressdo da doenca renal é a regra na
evolucao para a doencga renal terminal.

Muitos modelos de doenca renal evolutiva tém sido utilizados com a
finalidade de investigar os mecanismos de progressao da doenca renal em cada um
deles. O modelo de ablagédo renal tem sido fiel como ferramenta para estudo de
mecanismos de progressdo da doenca renal por reducdo de massa renal
funcionante. A esclerose glomerular que se desenvolve gera proteinuria intra-tubular
com aglutinacdo de macromoléculas na luz tubular e trafego transepitelial de
polipeptideos. A fibrose intersticial € consequente a reacao inflamatéria monocitaria

que inunda o intersticio renal, mediada pela agao fibrogénica de citocinas como o



TGF-B (Griffin et al., 2000).

O modelo da obstrucao ureteral unilateral (OUU) proporciona um rapido
desenvolvimento de fibrose intersticial a partir de dilatacdo e atrofia tubular, a
exemplo de quadros agudos e cronicos de nefropatia tubulo-intersticial e nefropatias
obstrutivas (Klahr e Morrissey, 2002). O estudo de Tanner e Evan (1989), demonstra
a lesao tubulo-intersticial com obstrucdo de néfron Unico. Assim, a OUU tem sido
uma ferramenta importante no estudo dos processos de inflamacéo tubulo-intersticial
a partir de lesdo da célula epitelial tubular, e a evolugdo da fibrose intersticial e
apoptose destas células.

A nefropatia obstrutiva constitui importante causa de morbidade e
mortalidade na populacédo geral. Suas consequéncias variam desde lesao cicatricial
com dilatacdo da pelve até fibrose intersticial com consequente perda da funcao
renal.

Em um estudo de 59.064 necrépsias, 3,1% possuiam hidronefrose. Entre as
idades de 20 e 60 anos, a obstrucdo do trato urinario foi mais comum em mulheres.
Por outro lado, apds 60 anos a nefropatia obstrutiva foi mais observada em homens,
em funcdo da doenca prostatica (Bell, 1950). Outro estudo envolvendo necropsias
de individuos até 15 anos de idade mostrou que 80% dos casos de hidronefrose
ocorreram naqueles abaixo de 12 meses de idade (Campbell, 1970)

A real proporgcao de nefropatia obstrutiva esta provavelmente subestimada
por estes estudos, tendo em vista casos temporarios de obstrucdo do trato urinario
por calculos e gravidez. No entanto, quadros agudos de obstrucao ureteral sao
susceptiveis de desencadear lesao tubulo-intersticial, cuja gravidade e extensao sao
uma funcédo do tempo de obstrucdo. Desse modo, a redugdo da evolucédo da lesao

tubulo-intersticial deve ser a meta inicial diante de um quadro agudo de obstrucao



ureteral. Entretanto, sdo frequentes os casos de hidronefrose com obstrucao
prolongada, em que boa parte ou quase a totalidade do parénquima renal
desenvolve fibrose intersticial. Assim, a tentativa de bloqueio farmacologico da
reacao inflamatéria reativa ao processo obstrutivo, deve constituir-se em objeto de
investigacdo em modelos animais de obstrugéo ureteral.

Diversos modelos animais de obstrucdo ureteral, uni e bilateral foram
desenvolvidos inicialmente para estudo hemodinamico e por curtos periodos de
tempo. Posteriormente, trabalhos experimentais em modelos animais revelaram os
aspectos histopatolégicos caracteristicos da reacao inflamatéria que se segue a
obstrucédo ureteral (Schreiner et al., 1988). A andlise temporal da progressao da
doenca renal secundaria a OUU ajuda a desvendar o processo fisiopatolégico que
culmina com a perda progressiva da funcao renal. Estudos morfolégicos sobre as
alteracbes precoces e tardias da obstrugcdo ureteral unilateral em coelhos,
mostraram que nos 4 primeiros dias de obstrucdo, as células tubulares
apresentaram vacuolizacdo do citoplasma e os tubulos mais distais, como o
contornado distal e os segmentos coletores, mostraram extensa dilatacéo, a qual era
mais proeminente nos niveis mais profundos da medula e da papila. O intersticio
cortical e medular mostrou alargamento e presenca de fibroblastos, mondcitos e
algumas hemacias, além de leucocitos polimorfonucleares nos capilares
peritubulares. A partir do quarto dia de obstrucéo, todos os rins mostraram graus
variados de necrose papilar com dilatacao tubular, exceto nos segmentos mais
proximais, os quais apareciam freqiientemente colabados. Apés o 16" dia, muitos
segmentos coletores apresentaram macrofagos na sua luz, fagocitando restos
celulares. No intersticio cortical e medular externo apareceram numerosos

fibroblastos e miofibroblastos, macréfagos e houve aumento progressivo e difuso de



fibras colagenas. Nas porcdes mais profundas, fibras densas de colageno foram
observadas circundando areas de necrose papilar (Nagle et al., 1973; Nagle e
Bulger, 1978).

Os modelos de obstrucao ureteral unilateral em ratos tém mostrado a
ocorréncia de lesdo tubulo-intersticial grave, caracterizada por infiltrado de
mondécitos, com o aparecimento de miofibroblastos e proliferacdo de células
epiteliais tubulares. Em seguida observa-se o desenvolvimento de fibrogénese no
intersticio renal e apoptose de todos os tipos celulares, levando respectivamente a
fiborose e perda de tecido renal (Klahr e Morrissey, 2002). A atrofia tubular
encontrada apds obstrugdo ureteral esta intimamente relacionada a apoptose das
células epiteliais (Gobe e Axelsen, 1987)

A infiltracdo de mondcitos apds obstrucao ureteral unilateral foi inicialmente
descrita em 1976 (Nagle et al., 1976). Estudos subseqlentes relacionaram a
infiltracdo leucocitaria com producdo aumentada de PGE;, pelo rim obstruido
(Okegawa et al., 1983). Esta infiltragcdo ocorre precocemente no curso da obstrucao
ureteral e atrai linfécitos, macréfagos e fibroblastos para o intersticio renal, o que é
observado desde algumas horas apdés a obstrucido (Diamond et al., 1994).
Provavelmente ha uma relacédo entre o influxo de macréfagos e o envolvimento de
miofibroblastos no intersticio medular, enquanto o intersticio do cértex renal fica
preenchido por macréfagos desde o 6° dia pos-obstrucdo (Yamate et al., 1998).
Diversas substancias atraem macréfagos para o tecido renal apds obstrucéao
ureteral. A osteopontina, uma proteina de adesao de macrofagos, é mediadora da
infiltracdo dessas células no intersticio renal na fase inicial ap6s obstrucao ureteral
(Ophascharoensuk et al., 1999). Outros estudos mostraram expressdao aumentada

de outras moléculas de adesdo como ICAM-1, Mac-1 e VCAM-1, como evidéncia



para o seu papel na infiltracado de células inflamatérias e na patogénese da lesao
tubulo-intersticial crénica secundaria a obstrucdo ureteral (Diamond et al., 1994).

Os fibroblastos no rim normal interagem com diversos componentes da
matriz extracelular, relacionados ou nao com inflamacdo. Essas células sdo as
principais responsaveis pela deposicdo de matriz extracelular (Liu, 2004) Durante o
processo de fibrose intersticial, o fibroblasto passa a sua forma ativa quando a
expressa a-actina de musculo liso (a-SMA), sendo entdo denominado como
miofibroblasto. Ap6s a OUU ocorre um aumento de miofibroblastos em tecido renal
e, consequentemente, aumento na producao de colageno e matriz extracelular (Liu,
2004). A origem dessas células durante a fibrogénese ainda € incerta, sendo aceitas
trés hipoteses para explica-las. A primeira hipétese propde que células de medula
seriam progenitores de fibroblastos teciduais, que chegaria aos 6rgaos alvo via
circulacdo sanguinea (Prockop, 1997). A segunda hip6tese diz que o0s
miofibroblastos sdo derivados de ativacdo local de fibroblastos intersticiais
residentes (Liu, 2004). Finalmente, a terceira hip6tese e mais bem aceita nos dias
atuais, propée uma transicdo epitélio-mesenquimal (EMT) para a geragdo de
fibroblastos intersticiais locais (Strutz et al., 1995). A EMT é um processo em que as
células epiteliais tubulares perdem seu fendtipo epitelial e adquirem novas
caracteristicas mesenquimais. Portanto, a EMT é um importante contribuidor para o
aparecimento de fibroblastos e, consequentimente, para evolucdo da fibrogénese
em nefropatia obstrutiva, se tornando um importante alvo no tratamento da fibrose
intersticial (lwano et al., 2002).

“Transforming Growth Factor” ou TGF-B é um fator de crescimento descrito
como molécula chave em processos fibroticos (Klahr e Morrissey, 2002). Sua

expressao se encontra aumentada em numerosas condi¢cdes pro-fibréticas, incluindo



a hidronefrose (Kaneto et al., 1999). A sintese de TGF-B esta intimamente ligada
ao, estimulo pela angiontensina Il e a acao pro fibrogénica dessa citocina envolve a
reducdo da expressao de metaloprateinases (MMP), aumento da expressdo de
inibidor tecidual de metaloproteinases (TIMP) e inibidor de ativador de
plasminogénio (PAI-1) e aumento da sintese de proteinas de matriz (Bascands e
Schanstra, 2005). Entretanto, o mecanismo como isto ocorre ainda nao é claro
(Figura 1). Os efeitos pré-fibréticos do TGF-B também podem envolver interagdes
com outros fatores de crescimento, como o CTGF (fator de crescimento de tecido
conjuntivo) e o PDGF (fator de crescimento derivado de plaqueta), que sao
sintetizados por fibroblastos. Esses fatores de crescimento possuem atividade
mitogénica e induzem a producdo de colageno e fibronectina. Quando os
fibroblastos sdo estimulados por TGF- B, passam a sintetizar esses fatores de forma
amplificada (Igarashi et al., 1993)
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Figura1 Esquema proposto para patogénese da fibrose intersticial em doenga renal
progressiva (klahr e Morrissey, 2002)

O 6xido nitrico, um vasodilatador importante no desenvolvimento de fibrose

renal, tem sido implicado como efetor de vasodilatagdo aferente que tem seu efeito



atribuido as prostaglandinas secretadas precocemente apds a obstrucao ureteral. O
papel do 6xido nitrico na vasodilatagdo observada na fase precoce da lesao renal
obstrutiva tem sido documentado como fator de protecao do tecido renal, e por isso,
sugerido como possivel ferramenta terapéutica para atenuar a fibrogénese
consequente ao processo obstrutivo (Miyajima et al, 2001). O o6xido nitrico €
responsavel pela hiperemia e vasodilatacdo da fase inicial da obstrucao ureteral. A
reducado do 6xido nitrico durante o curso de uma obstrucao ureteral deve contribuir
para a queda da circulacao renal e da taxa de filtragdo glomerular, com consequente
piora da funcao renal (Felsen et al., 2003).

Estudos em modelo animal de obstrucdo ureteral demonstraram que a
angiotensina I, um potente vasopressor, estimula a sintese de TGF-3 e aumenta o
catabolismo de 6xido nitrico tendo, portanto, um papel fundamental na progressao
da fibrogénese renal (Morrissey et al, 1996). As evidéncias de que a fibrogénese,
consequente a obstrugcédo do fluxo urinario e hidronefrose, é atenuada por diferentes
tipos de drogas, indicam a importancia de testes em modelos experimentais de
nefropatia obstrutiva. A prevencao da fibrose renal e da evolucdo para a doenca
renal terminal na nefropatia obstrutiva, sustenta a importancia destes estudos
experimentais com drogas € manobras que possa modificar a evolucao da nefropatia
obstrutiva crénica.

Estes modelos, propiciam o estudo dos mecanismos implicados na
fibrogénese, desde a reacao inflamatéria perivascular e intersticial que acompanha o
dano tubulo-intersticial com recrutamento de monécitos e infiltrado de macréfagos e
miofibroblastos, passando pelo processo de apoptose das células epiteliais seguida
da deposicao de colageno no intersticio renal com consequente perda funcional do

orgao.



Estudos realizados em nosso laboratério utilizando o micofenolato mofetil,
uma droga anti-proliferativa, usada como imunossupressora em transplantes de
orgaos, demonstrou que esta droga atenuou o processo inflamatério e fibrogénico
em rins de ratos obstruidos, um efeito que nao foi alterado pela adigao de lisinopril,
um inibidor de enzima conversora da angiotensina Il (Goncalves et al., 2004). Em
outro estudo, utilizamos tratamento com heparina n&o fracionada que possui um
potente efeito anti-inflamatério independente de seu poder anti-coagulante (Wang et
al., 2003). Neste trabalho, observamos um efeito benéfico da heparina de baixo peso
molecular sobre a deposicao de colageno em intersticio renal de ratos submetidos a
obstrucdo ureteral unilateral. No entanto, esta droga levou a um aumento na
celularidade como constatado pelo aumento de macréfagos em intersticio renal
(Pecly et al., 2006).

A doenca renal obstrutiva tem um importante papel para o desenvolvimento
de perda progressiva da funcédo renal e buscas de novos alvos terapéuticos séo
cada vez mais importantes no sentido de prevenir ou retardar tal progressado. Neste
sentido, os receptores purinérgicos, especificamente o tipo P2X7 tem sido apontado
como um importante indutor de estimulo pré-inflamatério e pré-apoptético em
modelos de doencas reumatoldgicas (Dell'Antonio et al., 2002) e neuroldgicas
(Sperlagh et al., 2006), porém, ainda pouco estudado em modelos de doenca

inflamatéria renal.

1.2 O estimulo purinérgico

A descoberta de receptores purinérgicos alterou fortemente o nosso conceito

acerca da funcdo de nucleotideos, desde substratos de energia e unidades



estruturais até mensageiros com acdes extras e intracelulares (Snyder, 1985). Os
primeiros estudos que tentaram demonstrar como o ATP atinge o meio extracelular
funcionando como um transmissor, baseando-se no fato de que apds ocorrer lise
celular, todo o conteudo da célula é liberado para 0 meio extracelular, inclusive o
ATP (Ferrari et al., 2006). Porém, atualmente sabe-se que a liberacdo de ATP por
muitas células & uma resposta fisioldgica e fisiopatoldgica a estresse mecanico,
hipdxia, inflamacdo e alguns agonistas (Bodin e Burnstock, 2001). Varios estudos
demonstraram que existem outros meios de liberacdo de ATP para o meio
extracelular sem necessariamente ocorrer a morte celular como através de exocitose
de granulos ou agdes envolvendo canais ibnicos e transportadores de membrana

(Figura 2) (Bodin e Burnstock, 2001; Lazarowski et al., 2003; Fitz, 2007)
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Os mecanismos de liberagdo do ATP para o meio extracelular incluem a abertura de canais ibnicos permeaveis ao ATP,
exocitose em vesiculas enriquecidas de ATP e/ou exocitose em vesiculas contendo canais idnicos. (Fitz, 2007)

Figura2  Mecanismos teoricos de liberagdo do ATP

Uma vez no meio extracelular, o ATP pode atuar em receptores préprios, ser

metabolizado por ecto-nucleotidases em suas formas di- ou monofosfato ativando
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diferentes receptores (Figura 3) (Zimmermann, 2001).

Os estudos iniciais sobre o papel de nucleotideos extracelulares revelaram
que em determinadas circunstancias, tais substancias podem atuar como agentes
neurotransmissores Drury e Szent-Gyorgyi (1929). Dean (1978) identificou o ATP
como um neurotransmissor. Os estudos de Linden e colaboradores (1985) revelaram
a existéncia de processos celulares mediados por receptores do ATP. Trabalhos
utilizando substancias nao metabolizaveis analogas ao ATP, deram suporte
definitivo a nocao de sitios Unicos de reconhecimento do ATP em membrana celular
(Burnstock e Kennedy, 1985).

Tendo em vista a larga distribuicdo de ectonucleotidases nos tecidos, a
maioria dos efeitos do ATP extracelular era atribuida ao seu metabdlito adenosina.
No entanto, estudos utilizando-se de anélogos nao hidrolizaveis do ATP
demonstraram que o nucleotideo pode afetar a funcdo especifica de algumas
células, como sugerido pela identificacdo do ATP em terminacbes nervosas

adrenérgicas e colinérgicas (Williams, 1987).

meio

extracelular ATP AMP ADO
| |Fj a “'r-\n ;
VU
i CD39 5'-Nucl.
intracelular P2Y P2X P1

O esquema ilustra uma situagao hipotética de liberagdo de ATP, onde uma vez no meio extracelular este pode atuar em
receptores préprios, ou ainda ser metabolizado pela ecto-nucleotidase fosfato difosfatase 1 (CD39) e pela 5-nucleotidase,
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gerando AMP e adenosina respectivamente. A adenosina por sua vez é capaz de ativar os receptores proprios. (Di Virgilio et
al., 2001)

Figura3  Acédo das ecto-nucleotidases sobre o ATPe.
Em 1978, a existéncia de receptores de membrana plasmatica para

nucleotideos extracelulares, receptores purinérgicos P2, foram formalmente

reconhecidos e passaram a ser alvos de intensos estudos Burnstock (1978).

1.3 Receptores purinérgicos

Os receptores purinérgicos tém sido identificados em diferentes tipos de
células e se dividem em dois subtipos: Py e P,. Receptores P séo sitios de ligacao
de adenosina e receptores P, sdo responsivos ao ATP (Burnstock, 1983). Os
primeiros foram posteriormente subdivididos em quatro grupos (A1, Aoa Azs € Az) 0S
quais se diferenciam pela sua estimulacao resultar em aumento ou diminuicdo de

atividade da adenil ciclase via um acoplamento com as proteinas Gg (estimuladora)
nos casos dos receptores Axa e Agg € Gij (inibidora) no caso dos receptores Aq e Az

(Fredholm et al., 2001). Os receptores P, foram formalmente reconhecidos em 1978
por Burnstock (1978) e foram divididos em duas subfamilias: Receptores acoplados
a proteina G (P2Y) e receptores ligados a canais ibnicos (P2X) (Abbracchio e
Burnstock, 1994). Em células de mamiferos, oito receptores P2Y (P2Y4, P2Y,, P2Y,,
P2Ys, P2Y11, P2Y12, P2Y13 P2Y14) € sete receptores P2X (P2X;7) foram clonados e
reconhecidos farmacologicamente (Ralevic e Burnstock, 1998). Os receptores P2X
apresentam duas regides transmembranas com ambas as terminacées N- e C-
localizadas no meio intracelular. A exceg¢ao € o receptor P2X; que apresenta uma
terminacdo C- mais longa que os demais receptores da mesma familia. Os
receptores P2Y apresentam sete regides transmembranas com as terminagdes N- e

C- no meio extracelular e intracelular respectivamente (Burnstock, 2006)
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Os nucleosideos e nucleotideos de purinas funcionam como mensageiros
intercelulares. (Drury e Szent-Gyorgyi, 1929)demonstraram que a adenosina causa
bradicardia, vasodilatacdo coronariana e diminui a pressao arterial sistémica em
mamiferos. As investigacoes feitas até o momento demonstram que a adenosina
age como vasodilatadora na maioria dos vasos exceto no rim, onde funciona como
um vasoconstritor potente (Oswald, 1983). Substancias como as xantinas, teofilina e
cafeina, apesar de inibidores da fosfodiesterase, inibem a formagdo do AMP ciclico
agindo como antagonistas das adenosinas.

Nossos estudos prévios com o sistema purinérgico mostraram aspectos
fisiologicos do epitélio tubular renal em que se observou efeito inibitério da ativacao
purinérgica sobre o efeito antidiurético da vasopressina (Leite Jr. et al., 1990). Ao
final dos anos 80, em experimentos utilizando a técnica da microperfusdo de tubulo
renal isolado, pudemos documentar a presenca funcional de receptores purinérgicos
do tipo P2Y2 em membrana basolateral (Rouse et al., 1994), e posteriormente em

membrana apical de ducto coletor de rim de coelho (Figura 4) (Woda et al., 2002).
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Figura4 Topologia dos receptores de membrana P2Y
e P2X. (A) Receptores P2Y (i) apresentam sete regides
transmembranas e terminais N- e C- nas porgbes extra e
intra-plasmatica respectivamente. Receptores P2X (i)
apresentam duas regides transmembranas e as porgoes N-
e C- terminal sdo citoplasmaticas. O receptor P2X; (iii)
diferencia-se dos demais receptores P2X por apresentar
uma cadeia C- terminal mais longa. (B) O receptor P2X; é
capaz de formar um poro diante de estimulo continuado de
ATP. (Di Virgilio et al., 2001)

1.3.1 Receptores P2X

Os receptores P2X sao canais i6nicos capazes de mediar mudancas rapidas
na permeabilidade de cations monovalentes e divalentes (Na*, K*, e Ca**) quando
ligados ao ATP. Sao formados por subunidades que cruzam a membrana plasmatica
em dois locais, possuindo as terminacdes amino (N-) e carboxi (C-) no citoplasma
das células (Buell et al., 1996). Um dos membros desta subfamilia, P2X7, tem uma

caracteristica peculiar de formar poros de membrana n&o-seletivos quando
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submetidos a estimulos continuos (Di Virgilio et al, 1995). Estes receptores
apresentam uma terminacao carboxi maior que a dos outros receptores P2X, a qual
esta relacionada a propriedade de formacédo de poros (figura 4) (Di Virgilio et al.,
2001) Os receptores P2X sdo amplamente distribuidos e tém sido associados a
muitos dos efeitos dos nucleotideos extracelulares. Estudos genéticos em
camundongos tém identificado muitas propriedades e funcdes destes receptores,
principalmente em neurdnios, musculo liso e macrofagos (Buell et al., 1996).

Os receptores P2X sao capazes de formar homotrimeros e heterotrimeros,
com as excegdes do P2Xs, que € capaz apenas de formar heterotrimeros. Os
receptores P2X formam canais i6nicos, seletivos para os cations Na+, K+ e Ca2+
(North e Surprenant, 2000; North, 2002) com grande homologia entre si, com
abertura em menos de 10 milisegundos apdés o estimulo, podendo levar a
despolarizacdo da membrana e ao aumento na concentracdo de Ca2+ livre no meio
intracelular (North, 2002; Egan et al., 2004).

O quadro 1 mostra um resumo da farmacologia dos receptores da familia

P2X.



Quadro 1 A familia dos receptores P2X.

15

Receptor ECS0 Antagonistas Dessensibiliazacao
(nvVI)

P2X; 1 Suramina Rapida
PPADS

P2X, 10 PPADS Lenta
Suramina

P2X;5 | PPADS Rapida
Suramina

P2X, 7 TNP-ATP Muito Lenta

P2X; 0.5 PPADS Pouca
Suramina

P2X5 0.5 PPADS Nao se sabe

P2X, =100 KN-62 Inexistente
BBG

Principais antagonistas de cada receptor, a dose de ATP para ativa-los e a velocidade de
dessensibilizagcdo. Rapida = 100 ms. Lenta =5 — 10 s. (Erb et al., 2006).

1.3.2 Receptores P2X;

O receptor purinérgico do tipo P2X; é um canal ibnico que, como outros
membros da familia P2X, é um mediador ndo-seletivo da condutancia a cations apés
a ligacao de um agonista purinérgico como o ATP (Collo et al., 1997). Uma breve
exposicao do receptor P2X7; ao ATP ou seu ao analogo estavel 2',.3° O-(benzoyl-4
benzoyl) ATP (BzATP) resulta na abertura de um canal de cations ndo seletivo.
Entretanto, uma exposicdo prolongada deste receptor a seu agonista promove a
formacao de um poro nao seletivo que permite a passagem de moléculas hidrofilicas

de até 900 Da, incluindo nucleotideos e corantes fluorescentes (Erb et al., 2006;
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Roberts et al., 2006)

A atividade deste receptor se manifesta em poucos tipos celulares, porém
pode ser detectada em células da linhagem hematopoiética, incluindo mondcitos,
macréfagos, células dendriticas e linfocitos (Collo et al., 1997; Di Virgilio et al., 2001)

Em 1996, foi identificado que o BzATP era o principal agonista para o
receptor P2X7, seguido por ATP, 2MeSATP, ATP_S e ADP (Burnstock e Knight,
2004). Por outro lado, este receptor apresenta como antagonistas Zn2+, Cu2+,
suramina e seu analogo NF279, PPADS, azul brilhante G-250 (BBG — brilhant blue
G) (Burnstock e Knight, 2004). Sendo o ATP oxidado (ATPo) o mais seletivo
estudado (Michel et al., 2000; Fumagalli et al., 2003) capaz de inibir por completo
fenbmenos dependentes de P2X7 (Fumagalli et al., 2003) No entanto, o mecanismo
exato de acdo do ATPo nao é completamente conhecido e, recentemente, tem sido
discutido sua seletividade, por poder atuar em cinases intracelulares (Di Virgilio,
2003)e possivelmente também em receptores P2Y (da Cruz et al., 2006).

Nucleotideos, como o ATP, sdo normalmente encontrados no citoplasma
das células e sua presenca no meio extra-celular (por exemplo durante o processo
de citélise) provoca um sinal de perigo que leva antigenos presentes nas células a
iniciar uma resposta imune inata (la Sala et al., 2003) Esta resposta imune pode ser
iniciada por uma grande variedade de citocinas como IL1-B, IL-18, IL-6 e fator de
necrose tumoral-a (TNF-a). Todas essas citocinas podem ser produzidas pela
ativacao do receptor P2X7. Em contraste, exposicao crénica a doses baixas de ATP
ativa células dendriticas e macrofagos a produzirem citocinas anti-inflamatérias (IL-
10, antagonista do receptor IL-1 (IL-1RA)) que atuam no sentido de suprimir a
resposta inflamatéria e favorecem o desenvolvimento de uma resposta mediada por

linfécitos Th2. O receptor P2X7 tem um importante papel em todo esse processo de
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resposta imune e/ou antiinflamatéria desenvolvida pelo organismo (la Sala et al.,
2003). Originalmente produzida como um precursor de 31-kDa, as duas isoformas
de IL-1, pré-IL-1a e pro-IL-1B, sdo clivadas subsequentemente pela enzima
conversora de interleucina (ICE, também conhecida como caspase 1) a produzir
suas formas maturas de 17-kDa. IL-1a e IL-1B sdo conhecidas por possuirem acdes
bioldgicas idénticas, apesar da IL-1f ser inativa na sua forma imatura. A liberagao de
IL-18 é conhecida por promover diversas respostas, como a ativacao de
macréfagos, células T e cascatas de sinalizacdo, assim como a indugcao da
ciclooxigenase do tipo 2 (COX 2) e febre. Ja foi demonstrado que a IL-1 é importante
em uma série de doencas como artrite reumatodide, esclerose mudltipla, asma e
doenca da obstrucao pulmonar crénica (Dinarello, 2002; Lister et al., 2007).

A sinalizagao intracelular em resposta a ativagao de receptores do tipo P2X7
pelo ATP resulta na estimulagdo de transcricao genética e formagao de pro IL-1B e
uma diminuicao dos niveis intracelulares de K*. Apés seu efluxo via receptor P2X,
esta mudanca na concentragdo de K* leva ao estimulo da enzima caspase 1 que
cliva a pro IL-1B em IL-1B que é secretada para o meio extra-celular como
documentado em macréfagos de camundongos (Perregaux et al., 1992). O estimulo
dos receptores P2X; pode induzir a proliferacdo e apoptose celular, e esta
sinalizacdo parece estar ligada a ativagdo de fosfolipase D e proteina cinase D
(PKD). No entanto, estudos mostram que a ativacao de proteina Kinase C e MAPK
(mitogen activated protein kinase) pode ter um papel intermediario na ativacdo de
PKD (Auger et al., 2005; Faria et al., 2005).

(Mariathasan et al., 2006) descreveu a importancia da regulacdo da
producdo das citocinas pré-inflamatérias IL-18 e IL-18 pelo receptor P2X; e o

mecanismo pelo qual esta regulacéo ocorre. Foi demonstrado que o receptor P2X;
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esta acima do inflamossomo na cascata de sinalizacao, um importante complexo de
proteinas citosolicas que € conhecido por regular a ativacdo da caspase 1 e,
subsequentemente, o processamento da IL-1B e IL-18 (Figura 5). Considerando-se
que a nao regulacao do inflamossomo provoca doencas inflamatérias, fica claro que
a inibicdo da ativacdo do inflamossomo por antagonistas do receptor P2X; pode
afetar a extensao dessas doencas inflamatérias (Mariathasan et al., 2006; Lister et
al., 2007). Entretanto, o receptor P2X; pode ndo ser o Unico receptor purinérgico
envolvido na liberagéo de IL-1B. Um estudo recente mostrou que a liberacdo de Ca**
de estoques intracelulares dependente de ATP também esta envolvida na secrecao
de pré-IL-1B, apesar de ndo ser capaz de liberar IL-1B madura de forma

independente (Lister et al., 2007)

A
Processamento g S ‘ |

de L1 B Inflamnassoma da oo —_———*
pro-caspase | Precursor
Pro-caspase | de IL-1B

Libertagéo
de IL1 B

A) a IL-1B e sintetizada na forma de precursor. Nos lisossomas secretores, alem do precurssor da IL-1B, existe a procaspase |
inativa. Um complexo proteico, designado por inflamassoma de pro-caspase |, B) torna a enzima numa sua forma ativa, a
caspase | (ICE). C) A ICE transforma o precursor de IL-1B na sua forma ativa, e a IL-1B e libertada dos lisossomas para o
exterior celular.

Figura 5 Esquema representativo do processamento e libertacao de IL-1p.

Além da secrecao de IL-1B, o receptor P2X; também est4 envolvido na

sintese e liberacdo da citocina IL-18 (fator indutor de interferon-y), que também é
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produzida através da quebra da pré-IL-18 pela caspase 1. Diferentemente da
secrecdo de IL-1B, a secrecdo de IL-18 parece ser menos dependente de um
estimulo inicial com LPS (Mariathasan et al., 2006; Lister et al., 2007).

Varios estudos tém demonstrado que a auséncia ou o0 blogueio de
receptores P2X; esta associado a reacao inflamatéria de menor intensidade, como
observado em nosso estudo em que utilizamos camundongos com delegédo para o

gene deste receptor (Goncalves et al., 2004).

1.4 O papel da ativacao purinérgica nas doencas renais

A fibrose intersticial renal € o final da maioria das doencas renais
progressivas, guardando forte correlacdo com a perda da funcdo renal. Alguns
modelos de doenca renal tém sido uteis no estudo dos mecanismos de doenga renal
progressiva e fibrose intersticial como os modelos de glomerulonefrite, ablacdo de
massa renal funcionante com hiperfiltracdo glomerular, esclerose glomerular e
proteindria. A obstrucédo ureteral unilateral (OUU) em animais tem sido amplamente
empregada como um modelo de doenca tubulo-intersticial evolutiva (Bell, 1950)
(Yarger et al, 1991). A OUU estéa associada a infiltracdo mononuclear, diferenciacao
e proliferacao de fibroblastos, aumento da deposicao extracelular de proteinas de
matriz e atrofia tubular (Nagle et al., 1973; Nagle e Bulger, 1978; Schreiner et al.,
1988). Embora muitas citocinas estejam envolvidas na fisiopatologia da OUU, tem
sido bem documentado que o transforming growth factor p (TGF-B) € a mais
importante molécula fibrogénica, assumindo um papel preponderante também na
patogénese da fibrogénese renal (Klahr e Morrissey, 2002). Macréfagos sdo uma

fonte de TGF-B, embora a sua secrecao pelas células epiteliais assuma também
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grande importancia neste modelo (Diamond et al., 1994).

O modelo de fibrose intersticial renal da obstrucao ureteral unilateral vem
sendo utilizado por varios pesquisadores para a elucidacdo dos diversos
mecanismos implicados na fibrogénese renal. Além disso, diversos testes
terapéuticos que possam atenuar a evolucao da fibrose renal tém sido feitos em
animais obstruidos. Recentemente, documentamos os efeitos de drogas como o
micofenolato mofetil, uma droga anti-proliferativa utilizada rotineiramente como,
imunossupressor em individuos transplantados, associada ou nao ao lisinopril, um
inibidor da enzima conversora da angiotensina. Este estudo demonstrou que a
diminuicdo da populacdo de macrofagos pode atenuar a deposicdo de colageno
neste modelo fibrogénico (Goncalves et al., 2004).

Muito embora a fisiopatologia de varias doencas renais tenha sido
amplamente explorada, até o momento poucos estudos tém investigado o papel dos
receptores purinérgicos nos mecanismos de doenca renal. Ainda que ja se saiba da
existéncia da proteina do receptor P2X7 no trato urinario, as funcées bioldgicas e o
potencial patoldgico desse receptor e suas cascatas sinalizadoras no rim ainda nao
foram adequadamente exploradas e elucidadas (Hillman et al., 2004). Um estudo
recente elaborado por (Vonend et al., 2004) mostrou que receptores do tipo P2X;
estdo pouco expressos no rim em condicbes normais. Dois grupos mostraram que
embora pouco expressos em condicbes normais em rins de ratos, células
mesangiais em culturas mostraram um aumento da expressdo desses receptores
quando expostos a mediadores inflamatorios como LPS, interferon-y ou TNF-a
(Schulze-Lohoff et al., 1998; Harada et al., 2000). RNAm do P2X; também foi
encontrado em poddcidos diferenciados em cultura (Fischer et al., 2001). O receptor

P2X7 foi primeiramente encontrado no endotélio normal de bexiga de ratos adultos
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(Lee et al., 2000)e agora tem sido encontrado em tipos celulares especificos de rins
de camundongos em desenvolvimento, epitélio tubular normal adulto e epitélio de
cistos em modelos de doenca renal policistica em camundongo (Hillman et al.,
2002), assim como em doenca renal policistica autonémica recessiva em humanos
(ARPKD) (Hillman et al., 2004). No mesmo trabalho (Hillman et al., 2002) comprovou
a existéncia de receptores P2X; em epitélio de ducto coletor normal em
camundongos apdés 4 semanas de vida embora a importancia funcional desta
descoberta permaneca obscura.

Solini et al., 2005 examinaram recentemente os efeitos do estimulo a estes
receptores sobre a expansédo da matriz mesangial induzida pela hiperglicemia. Neste
estudo, os autores demonstraram a importancia da ativacao deste receptor sobre a
secrecao de TGF-B, uma importante citocina fibrogénica e, como conseqiéncia, um
aumento da matriz mesangial secundaria ao estimulo do receptor P2X; por ATP e.
Outro estudo mostrou que a ativagdo de receptores P2X; em culturas de células
mesangiais por ATP e levaram a apoptose e necrose das mesmas 0 que comprova
a participacao desses receptores como causadores de morte de células mesangiais
em doencas glomerulares (Schulze-Lohoff et al., 1998).

Diante das evidéncias da presenca do receptor P2X; em varios tipos
celulares do trato urinario, surgem propostas interessantes de como seria 0
funcionamento deste receptor no rim. Trabalhos recentes estdo em curso para tentar
determinar a funcado desses receptores in vivo e que tipo de efeito biolégico eles
teriam (Hillman et al., 2004).

A identificacdo das funcdes do receptor P2X; no rim, particularmente no
contexto de doencas, pode levar a descoberta de novos alvos terapéuticos em

humanos como a manipulagao da sinalizagao de APT alterando a expansao cistica e
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se esses receptores estao envolvidos em processos de morte celular e inflamatoéria,
eles podem ser alvos terapéuticos para reducao de perda da funcado renal em

condicOes patoldgicas.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

. Investigar o papel do receptor purinérgico P2X7 no processo de inflamacéao e
fibrose renal ap6s 7 e 14 dias obstrucao ureteral unilateral

2.2 Objetivos especificos

Quantificar a inflamacao intersticial em todos os grupos ap6s OUU
Quantificar a deposicao de colageno intersticial em todos os grupos apds
Oouu

Quantificar a citocina TGF-3 em todos os grupos ap6s OUU

Quantificar o nimero de tubulos atréficos em todos os grupos ap6s OUU
Quantificar o nimero de apoptose em todos os grupos apos OUU

Localizar o receptor P2X7 em cortes histolégicos em todos os grupos apés

Oouu



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais e protocolo experimental

O estudo foi realizado em camundongos machos da raca C57BI6 pesando
entre 30 e 35 gramas e com idade entre 11 e 13 semanas. Os camundongos
Knockout para o receptor P2X; [P2X; (-/-)] foram inicialmente gerados em
camundongos 129/0la x C57BI6 e posteriormente cruzados por 12 geracbes de
camundongos C57BI6 conforme descrito recentemente (Burnstock, 1978; Coutinho-
Silva et al., 1999) e gentilmente cedidos pelo Dr. James mobley (PGRD, Pfizer inc,
groton, CT, USA). Os animais P2X; (-/-) foram desalinhados na regido T1527 a
T1605 localizada no exon 13. Camundongos selvagens (WT) de mesmo background
genetico (C57BI6) foram usados como controle. Os animais foram mantidos em ciclo
sono-vigilia e temperatura de 25°C sendo alimentados com racdo padrao de
camundongos e agua ad libitum. Os camundongos foram anestesiados com
ketamina (50mg/kg) e Xilazina (5mg/Kg) intraperitonealmente em condi¢des estéries.
Posteriormente realizou-se incisdo mediana abdominal de cerca de 3cm com
exposi¢do do ureter esquerdo onde foram feitos ligaduras com fios de seda 6-0 em
dois pontos um proximal e outro distal ao rim, sendo o ureter seccionado entre as
duas ligaduras (Figura 6). A pele foi suturada com fio de mononylon 4-0 e os
camundongos foram mantidos em gaiolas limpas. Os animais foram divididos e 6
grupos com 5 animais cada como se segue: Grupo controle (C): animais ndo foram
submetidos a nenhuma manipulacao cirurgica; Grupo sham (SH): animais selvagens

foram submetidos a manipulagéo cirdrgica de cavidade abdominal sem ligadura do



25

ureter; Grupo sham P2X; (-/-) (SHKo): animais knockout foram submetidos a
manipulagao cirurgica de cavidade abdominal sem ligadura do ureter; Grupo OUU
WT: animais selvagens foram submetidos a obstrucao ureteral unilateral e grupo
OUU P2X7 (-/-) (OUUKOo): animais knockout foram submetidos a obstrugao ureteral
unilateral. No final de 7 e 14 dias ap6s OUU, os camundongos foram anestesiados
novamente com ketamina e xilasina e submetidos a puncao de ventriculo esquerdo
com scalp numero 18 e perfusdo sistémica com solucao de citrato (3.5%) por 20
minutos seguido de seccao de veia femural esquerda por onde se deu a saida do
soro injetado. Apdés remocao de sangue dos tecidos renais, os animais foram
submetidos a nefrectomia bilateral e os rins foram seccionados longitudinalmente em
dois fragmentos. Um dos fragmentos foi imerso numa solugcdo de formol tamponado
10% onde permaneceu por 24 horas e posteriormente foi incluido em blocos de
parafina, enquanto a outra metade foi conservada em um freezer a — 70°C. Para a
analise histomorfométrica, os blocos foram cortados na espessura de 3um num
micrétomo e montados em laminas histolégicas sem lisina, enquanto que para
analise imunohistoquimica, as laminas foram previamente lisinadas para receber os

cortes de tecido.
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Ureter esquerdo obstruido em dois pontos distintos com sec¢éo entre eles.

Figura 6 Representagédo esquematica do modelo de obstrugao ureteral unilateral.

3.2 Histomorfometria

A avaliacao histomorfométrica foi realizada usando um sistema de andlise de
imagem constituido por uma camera digital (Coolpix 990, Nikon, Japan) acoplada a
um microscépio de luz (Eclipse 400, Nikon, Japan). As imagens histolégicas foram
capturadas usando uma lente objetiva com aumento de 40x de forma aleatéria, sem
0 observador saber qual o grupo estava analisando. Foram avaliados 20 campos

histoldgicos por animal em um total de 100 campos por grupo, sendo 50 de cértex e
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50 de medula. A area intersticial do cortex e medula renal ocupada por colageno foi
estimada pela captacdo de imagens de alta qualidade (2048 x 1536 pixells buffer)
considerando a percentagem de areas coradas no total de campos histol6gicos
usando o programa Image Pro Plus 4.5.1 (Media Cybernetics, Silver Spring, MD)
conforme descrito previamente (Fukuda et al., 2001). Foi realizada analise
morfolégica através da coloracdo por hematoxilina-eosina (HE) para identificar as
relacdes morfoldgicas entre nucleos e citoplasmas celulares e Periodic-acid Schiff

(PAS) para mensuracgao de atrofia tubular.

3.3 Técnica de hematoxilina-eosina

A técnica em hematoxilina-eosina (HE) é classica, dicrémica e geral, uma
vez que possui dois corantes: hematoxilina, que cora todos os nucleos de todas as
células, e eosina, que cora o citoplasma de todas as células. O objetivo dessa
técnica é a visualizacdo do nucleo e do citoplasma das células. No método
padrdo,utilizamos mais comumente a hematoxilina de Harris e a eosina aquosa. Os
nucleos, polirribossomas, e alguns sais de calcio se coram de azul; musculo, fibrina,
coladgeno, hemacias em rosa forte. HE, um corante, cujo principio ativo € a
hemateina ou hematina, resultante da oxidagéao da primeira. A oxidagao se obtém da
maturacdo da hematoxilina, a qual pode ser obtida naturalmente ou acelerada pela
adicdo de sais oxidantes com: 6xido de mercurio, agua oxigenada, permaganato de
potassio, perborato de sodio ou iodato de potassio. Estes oxidades iniciam o
processo de maturacdo que continua com o tempo. O método de HE produz
excelentes resultados desde que se observem rigorosamente as regras de fixacao,

idade do corante, etc. Ha dois métodos de coloragdo com a HE:
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Método Regressivo: o0s cortes sao super corados em solucao de
hematoxilina neutra. O excesso é removido por meio de diferenciador (solucao de
alcool-acido) controlando-se os cortes ao microscopio. Os cortes sao depois
neutralizados com solucao fraca de agua amonical ou carbonato de litio. Um corte
bem diferenciado deve mostrar citoplasma incolor, e 0 nlcleo deve estar bem corado
e mostrando metacromasia nuclear. A eosina demonstra inclusées e alteracdes
citoplasmaticas. A hematoxilina cora os elementos basoéfilos nucleares e
citoplasmaticos e a eosina cora as estruturas citoplasmaticas acidéfilas.

Neste trabalho, utilizamos 0 método regressivo de coloragéao.

3.4 Técnica de PicroSirius

O PicroSirius € um método reconhecidamente seletivo para a deteccao de
colageno nos tecidos (Junqueira et al., 1979), mas pode obscurecer estruturas
colagenas mais finas sob certas condi¢oes de microscopia de campo claro, devido a
intensa coloragdo citoplasmatica em amarelo. Este problema é solucionado
realizando-se um tratamento prévio do tecido com acido fosfomolibdico 0,2%, por 1
minuto, o que torna o citoplasma menos corado (Dolber e Spach, 1987)

A afinidade quimica do PicroSirius pelas fibras colagenas é demonstrada
pela coloracdo vermelha, na observagcédo das laminas em microscopia 6ptica (Dolber
et al.,1993).

Entdo, para confirmar a presenca de colageno nos rins obstruidos dos
camundogos, os cortes renais foram desparafinizados em xilol, reidratados em alccol
e tratados com uma solugdo de acido fosfomolibdico 0,2% por 1 minuto. Apds a

retirada deste acido, as laminas foram coradas em solu¢do de PicroSirius F3BA
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0,1% em &acido picrico aquoso saturado, por 90 minutos. A seguir, os cortes foram
lavados com acido cloridrico 0,01N durante 2 minutos e, subseqlentemente, em
etanol 70% por 45 segundos. As laminas foram entao desidratadas rapidamente em
solucdes crescentes de etanol, clarificadas em xileno e montadas em Entellan®

(Merck, Darmstadt, Alemanha) para posterior anélise quantitativa.

3.5 Imunohistoquimica

A celularidade intersticial foi caracterizada e os macréfagos foram
identificados no cortex e medula renal através do anticorpo monoclonal f4/80 rato
anti-camundongo (Serotec Ltd, Oxford, UK). A analise de miofibroblastos intersticiais
foi realizada através do anticorpo monoclonal a-actina musculo liso (a-SMA) (Dako
Corp., Carpinteria, CA, USA). A citocina pr6 fibrogénica transforming growth factor-
B1 (TGF-B) foi avaliada no tecido renal através de um anticorpo policlonal pan-
especifico contra TGF-B (R&D system Inc., Minneapolis, MN, USA). A expressao e
localizagdo do receptor P2X; caracterizada através do anticorpo policlonal anti-P2X5
(Alomone, Jerusalém, Israel).

Cortes de parafina de 3um foram preparados e montados em laminas
contendo 0,01% poli-L-lisina (Sigma, St. Louis, EUA) para permitir uma melhor
adesdo do corte a lamina. Primeiramente as laminas foram desparafinizadas e para
isso, foram colocadas em estufa por 20 minutos visando o derretimento da parafina.
As laminas foram entdo, submetidas a trés banhos de 15 minutos sucessivos em
xilol e em seguida, as mesmas foram hidratadas em trés banhos de 5 minutos em
concentragdes decrescentes de alcool (100% e 70%) e, finalmente, lavadas por trés

vezes durante 10 minutos em PBS. Apds a desparafinizacdo, procedeu-se a
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recuperacao antigénica com as laminas sendo incluidas em uma panela a vapor
com tampéao citrato pH 6.0 a temperatura de 70°C por 30 minutos e resfriadas em
temperatura ambiente por 20 minutos. Ap6s serem lavadas rapidamente em agua
corrente, as laminas foram embebidas em uma solugdo contendo perdxido de
hidrogénio 3% (H20.) em metanol e mantidas no escuro por 15 minutos a fim de
bloquear a peroxidase endoégena do tecido. Apds lavagem em agua destilada e PBS,
as laminas foram incluidas em uma solucéao de bloqueio contendo albumina de soro
bovino 5% em PBS (PBS-BSA5%) e cobertas com parafilme por 1 hora. Anticorpos
primarios contra os antigenos especificos descritos acima, diluidos em albumina de
soro bovino 3% em uma solucao 1:50 foram, entdo, encubados em camara umida a
4°C e mantidos durante 12 horas. Controles negativos das reagdes foram
preparados usando albumina de soro bovino 3% sem o anticorpo primario. Apés
atingir a temperatura ambiente, os cortes foram lavados em PBS-tween 0,25% por 5
minutos sendo entado incluidos os anticorpos secundarios. Para o anticorpo f4/80, foi
usado o anticorpo secundario biotinilado coelho anti-rato (Vector labs, Burlingame,
CA, USA) que foi encubado por 45 minutos seguido da encubacdo com o complexo
avidina-peroxidase (Vector Labs, Burlingame, CA, USA) por 1 hora. Para a deteccao
da a-SMA o anticorpo monoclonal foi biotinilado usando o kit de peroxidase DAKO
ARK™ (DAKO corp., USA, cat. Numero K3954). Para a detecgéo da citocina TGF-B e
do receptor P2X7 foi usado o kit de deteccdo mouse on mouse histar 4000 (Serotec,
Raleigh, USA). Apés a inclusdo do anticorpo secundario, os cortes foram novamente
lavados com PBS por 5 minutos e a revelagdo do anticorpo foi realizada com
diaminobenzidina (DAB + substrate-chromogen system K3468, Dako Corporation).
Os cortes foram contra-corados com Hematoxilina de Harris por 1 a 2 minutos e

lavados em agua corrente destilada, desidratados em solugcbes alcodlicas com
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concentracdes crescentes (70% e 100%) por trés vezes durante 5 minutos e
clarificados com xilol por 5 minutos para posterior montagem das laminas e
laminulas, que foi feito em Entellan® e examinados a microscopia de luz (Axioplan,
Zeiss). A quantificacdo das células f4/80 positivas foi expressa por numero de
células por campo. Miofibroblastos e TGF-B tiveram seus resultados expressos em
area de superficie onde se dividiu a area marcada pelo anticorpo pelo total de tecido

nos campos histologicos.

3.6 Atrofia tubular

Utilizando a coloragdo de PAS que delimita a membrana basal tubular, o
total de tubulos atréficos por campo foi determinado conforme descrito anteriormente
(Jepsen et al., 1979). Os tubulos atréficos foram identificados pelo espessamento e
as vezes duplicagdo da membrana basal e em determinadas ocasides pelo grau de
achatamento das células epiteliais tubulares. Os resultados foram apresentados
como o numero de tubulos atréficos por campo em um aumento de 40x na lente

objetiva do microscopio.

3.7 Deteccao de apoptose

Apoptose é uma forma de morte celular programada que elimina células
comprometidas ou supérfluas do organismo. E controlada por multiplos sinais e vias
que medeiam respostas diversas como crescimento, sobrevivéncia e morte. O
modelo de obstrucdo ureteral unilateral leva a um aumento do nimero de células
apoptoéticas renais o que contribui para a perda da fungdo do rim comprometido ao

longo do tempo. Para quantificarmos o numero de células apoptdticas nos grupos
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estudados, utilizou-se o método de TUNEL usando o kit fluorescente de deteccao de
apoptose in situ ApopTag (Chemicon Int. Inc., Temecula, CA, USA). Apéds
desparafinizacdo das laminas conforme protocolo descrito no item 3, aplicou-se
sobre os tecidos uma enzima de digestdo de proteina ou proteinase k (20ug/ml) por
15 minutos em temperatura ambiente. As laminas foram entdo lavadas em jarros de
vidro com PBS 2 vezes por 5 minutos cada. Apés retirada do excesso de liquido ao
redor do corte, foi aplicado imediatamente 50 ul de tampao de equilibrio diretamente
sobre os cortes por 10 segundos e posteriormente, 50 ul da enzima TdT a qual
permaneceu encubada em camara umida a 37°C por 1 hora. Apds alcangarem
temperatura ambiente, as laminas foram colocadas novamente em jarros de vidro
contendo tampao STOP/WASH onde foram agitadas por 15 segundos e encubadas
por 10 minutos em temperatura ambiente sendo, posteriormente, lavadas em PBS
por 3 vezes durante 1 minuto cada e, apos retirada do excesso de liquido ao redor
do tecido, aplicado 35 pl de anti-digoxigenina conjugada. As laminas permaneceram
em camara umida durante 30 minutos em temperatura ambiente sem exposicdo a
luz. Realizou-se entédo, lavagem das laminas em PBS por 4 vezes durante 2 minutos
cada e aplicou-se 30 ul de dihidrocloreto de 4,6 -diamidino-2-fenilindole (DAPI). Por
fim, as laminas foram montadas em éleo de imersédo para posterior observacdo em
microscépio apropriado. A metodologia foi aplicada seguindo as recomendagdes do
fabricante. O numero de células TUNEL positivas foi contado de maneira cega em

um total de 60 campos aleatérios de cértex e medula por grupo.



4 ESTATISTICAS

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo. Comparacao
entre grupos foram feitas por analise de variancia. Usou-se o teste Tukey como pés-
teste. As figuras foram representadas por histogramas. Os resultados foram

considerados significativos quando P< 0,05.



5 RESULTADOS

5.1 Descricao da histomorfologia renal

Animais OUU WT e OUU P2X; (-/-) exibiram uma atrofia cortical e medular
proeminente com dilatacdo e atrofia tubular severa (principalmente ductos
coletores), alguns contendo células epiteliais apoptéticas que foram observadas em
todas as regibes. Houve um aumento do espaco intersticial com edema, células
inflamatérias e fibrose. Como pode ser observado na figura 7, animais do grupo
OUU P2X; (-/-) tiveram menos edema e inflamagdo em intersticio renal quando
comparados aos animais do grupo OUU WT (Figura 7 A e B) assim como menos
lesdo e atrofia tubular (Figura 8A e 8B). Células inflamatérias intersticiais foram
encontradas em cértex e medula sendo composta principalmente por macroéfagos,
que estavam em maior numero nos rins dos animais do grupo OUU WT quando
comparados ao grupo OUU P2X; (-/-). Uma moderada quantidade de colageno foi
encontrada principalmente em zonas medulares atroficas e em menor quantidade

em areas corticais.



A figura A representa os animais OUU P2X; (-/-) e a figura B representa os animais do grupo OUU WT ap6s 14 dias de OUU
Figura7  Morfologia renal pela coloragao de Hematoxilina eosina
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A figura A representa os animais OUU P2X; (-/-) e a figura B representa os animais do grupo OUU WT apés 14 dias de OUU. As setas azuis indicam tUbulos atréficos
Figura8  Atrofia tubular pela coloragdo de PAS
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5.2 Inflamacao renal

A marcagcao de macréfagos positivos para f4/80 encontrava-se aumentada
apos 14 dias em todos os rins de animais submetidos a OUU quando comparado
aos grupos controle (Figuras 9A e 9B). Entretanto, em analise comparativa entre os
grupos obstruidos mostraram uma reducdo de 43% na marcagao positiva de
macréfagos nos animais OUU P2X; (-/-) quando comparados aos animais OUU WT
(P<0,001). Ao analisarmos os rins apds 7 dias de obstrucdo verificamos também
uma diminuicdo de células inflamatérias no grupo knockout, porém, este resultado
nao foi estatisticamente significativo. A marcacao de células f4/80 positivas foi 26,2%
menor no grupo OUU P2X7 (-/-) quando comparado ao grupo OUU WT (P>0,05).
Nao houve aumento de macroéfagos intersticiais nos rins dos grupos C e S. Os

valores sdo mostrados nas tabelas 1 e 2 e representados na figura 10.



A figura A representa o grupo OUU P2X; (-/-) e a figura B representa o grupo OUU WT ap6s 14 dias de OUU

Figura 9

o
a
¥

o
PYRLY o
Yo o -
4

R

&
)
P

ﬁ. L™

Marcacao de macréfagos através de imunohistoquimica para f4/80

8¢



30—

25—

20 —

15

10 —

*

Numero de celulas por campo

L L7

0
| | l l | l
C SH Cko SHKo UUO UUOKo C Sh CKo SHKo UUO UUOKo

Representagéo da quantidade de macréfagos em intersticio renal de camundongos apés 7 dias () e 14 dias () de OUU. *P<0,001 vs demais grupos; #P<0,001 vs OUUKo e ##P<0,001 vs
demais grupos

Figura10 Quantificacdo do nimero de células f4/80 positivas

6¢€



40

5.3 Colageno e fibrose renal

A coloracdo pelo PicroSirius é especifica para a marcagdo de fibras de
colageno. Em intersticio renal é possivel identifica-las através da microscopia oética
pela coloragdo avermelhada que as fibras de colageno assumem quando positivas.
A analise do PicroSirius mostrou um aumento difuso de colageno no intersticio dos
rins obstruidos apés 7 e 14 dias. Os animais do grupo OUU P2X7 (-/-) tiveram uma
diminuicao significativa na densidade de colageno positivo com uma reducdo de
47,8% apbs 7 dias de OUU e de 64% apds 14 dias de OUU quando comparados aos
animais do grupo OUU WT (Figuras 11 A e B). Apesar dessa importante diminuicao,
quando comparamos aos animais controle (grupos C e S) a quantidade de colageno
€ significativamente aumentada no grupo OUU P2X; (-/-), conforme exposto na
figura 12. Os valores das areas de PicroSirius positivo apds 7 e 14 dias de OUU sao

mostrados nas tabelas 3 e 4.
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A figura A representa o grupo OUU P2X; (-/-) e a figura B representa o grupo OUU WT apés 14 dias de OUU
Figura11 Marcagao de coldgeno através da coloragdo de Picro Sirius
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Figura12 Quantificacdo de area de colageno positiva através do Picrosirius
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Os miofibroblastos exercem um papel central na producdo de colageno
intersticial e no desenvolvimento da fibrose. Sua localizagdo e quantificacdo é um
dos mais importantes eventos que denotam a intensidade do estimulo fibrogénico
apos a OUU. Sua identificacdo é possivel através da marcacao imunohistoquimica
do anticorpo a-actina de muasculo liso (a-SMA).

No presente estudo, os rins obstruidos tiveram um aumento substancial de
marcacao de a-SMA no intersticio, predominantemente em areas atréficas da
medula renal. Nessa regido, marcaram-se redes de fibrilas positivas para a-SMA no
intersticio e em algumas células peritubulares. No cértex, a marcacao foi
predominantemente encontrada em células alongadas e isoladas peritubulares
conforme exposto nas figuras 13 A e B. Os vasos sanguineos tiveram sempre
marcacdes positivas para a-SMA em todas as reacoes.

Os animais do grupo OUU P2X7 (-/-) tiveram uma reducao significativamente
estatistica de 62% na marcacao de a-SMA quando comparado aos animais do grupo
OUU WT apéds 14 dias de OUU e de 85,7% apo6s 7 dias de OUU. Nao houve
diferenca estatistica na marcagcdo de a-SMA apds 7 dias de OUU quando
comparamos o grupo OUU P2X; (-/-) aos animais controle, conforme mostrado na
figura 14. Nos animais controle, a marcagdo de a-SMA se limitou aos vasos
sanguineos com nenhum miofibroblasto aparente em intersticio renal. Todos os

valores sdo mostrados nas tabelas 1 e 2.



A figura A representa o grupo OUU P2X; (-/-) e a figura B o grupo OUU WT ap6s 14 dias de OUU
Figura13 Marcacao de colageno através da coloragdo de a-SMA
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Representagéo da quantidade de miofiblobastos em intersticio renal de camundongos apds 7 dias () e 14 dias (H) de OUU.
*P<0,001 vs demais grupos; #P<0,001 vs OUUKo e ##P<0,001 vs demais grupos

Figura 14 Quantificagdo de miofibroblastos

A citocina TGF-B constitui-se uma das principais estimuladoras para
producdo de colageno e tem um papel significante na progressao da fibrose em
modelos clinicos e experimentais de doenca renal. Analisados os grupos C e S,
observou-se uma marcagdo homogeneamente uniforme em células epiteliais nos
tubulos proximais e distais e em ducto coletor cortical. Os tubulos em regido medular
apresentaram uma pequena marcacao esparsa para TGF-B. Nao houve marcacao
em glomérulo, intersticio e parede vascular. Apés a OUU, a expressdao de TGF-
aumentou significativamente com uma distribuicdo uniforme em tubulos corticais e

medulares em todos os grupos de animais obstruidos. Entretanto, a marcagdo em
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medula nao foi tdo proeminente quanto a marcacdo em tubulos corticais. Mesmo
apos a OUU, ndo houve marcacdo em glomérulos e vasos sanguineos. Alguns
macréfagos intersticiais apresentaram forte marcacao para TGF-B. A distribuicao do
TGF-B foi similar nos grupos OUU P2X; (-/-) e OUU WT, porém, o primeiro
apresentou uma reducao significativa na quantificacao de TGF- ap6s 7 dias (52%)
e 14 dias (48%) de OUU quando comparado ao segundo (Figuras 15 A e B). Todos

os valores s&o mostrados nas tabelas 1 e 2 e representados na figura 16.



A figura A representa o grupo OUU P2X;
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Figura 15 Imunohistoquimica para TGF-8
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Figura16 Quantificacdo de TGF-
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Tabela1 Resultado de imunohistoquimica para F4/80, a-SMA e TGF-B apds 7
dias de OUU

C S (K0 5K0 UUOWT UUOKO
F4/80 115412 145+1.28 1174107 1374123 1035433 760+ 297
2-SMA 0.78+139 1391269 0781139 1531262 1081561° 1014146"
TGFf1 L8212 241124 175+200 2141237 891+ 6,68 4831449

O numero de células F4/80 positivas, a densidade de superficie de a-SMA (%) e a densidade de superficie de TGF-B foram
determinadas em um total de 100 campos, sendo 50 de cértex e 50 de medula. Resultados expressos em média + desvio
padrgo. ®P<0,01 vs Outros grupos; °P<0,01 vs Ce S

Tabela2 Resultado de imunohistoquimica para F4/80, a-SMA e TGF-B apés 14
dias de OUU

C 5 (KO KO UUOWT UUOKO
F4/80 1154127 128200 1704190 2031201 6802+ 207 B704192°
1-SMA 0.76+146 137+248 080+141 1531204 2414133 832+834"
TGH1 204+24 2144234 1704190 13120 1467+890° 7074578

O numero de células F4/80 positivas, a densidade de superficie de a-SMA (%) e a densidade de superficie de TGF-B foram
determinadas em um total de 100 campos, sendo 50 de cértex e 50 de medula. Resultados expressos em média + desvio
padrgo. ®P<0,01 vs Outros grupos; °P<0,01 vs Ce S

5.4 Atrofia tubular

A atrofia tubular € o resultado final de muitas doencas renais. No modelo de
OUU, ela é geralmente observada junto com a dilatacao tubular e a deposicao de
colageno intersticial. Apds 14 dias de OUU observou-se um aumento no numero de
tubulos atréficos em todos os animais, porém, os animais do grupo OUU P2X7 (-/-)
apresentaram uma reducéo significativa de 44% de tubulos atréficos em relagéo aos
animais do grupo OUU WT. Entretanto, apés 7 dias de OUU a redugé&o de numeros
atréficos no grupo OUU P2X7 (-/-) foi de 31% em relagao ao grupo OUU WT, o que
nao foi estatisticamente significativo. Os animais dos grupos C e S néao
apresentaram atrofia tubular em nenhum campo analisado. Todos os resultados sao

mostrados nas tabelas 3 e 4 e representados na figura 17.
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Representagao do nimero de tdbulos atréficos por campo em rim de camundongos apés 7 dias (O ) e 14 dias (@) de OUU.
*P<0,001 vs OUUKo e **P<0,001 demais grupos; *P<0,001 vs OUUKo e *P<0,001 vs demais grupos

Figura 17 Quantificagéo de tubulos atréficos

5.5 Apoptose tubular

A apoptose tubular, detectada através do método de TUNEL descrito
anteriormente, foi significativamente maior em todos os grupos de animais
obstruidos quando comparados aos grupos controle (C e S) em 7 e 14 dias apds
OUU. Os animais do grupo OUU P2X7 (-/-) apresentaram uma diminui¢éo de 66,7%
de células apoptoéticas apds 7 dias de OUU e 63,7% apds 14 dias de OUU quando
comparados aos animais do grupo OUU WT (Figuras 18 A e B). Ambos os
resultados foram significativos estatisticamente. Os dados sdo mostrados nas

tabelas 3 e 4 e representados na figura 19.



A figura A representa o grupo OUU P2X; (-/-) e a figura B representa o grupo OUU WT apés 14 dias de OUU. As setas brancas indicam as células apoptéticas
Figura18 TUNEL para deteccao de células apoptéticas
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Representacédo do nimero de células apoptéticas por campo em rim de camundongos apds 7 dias (I:| ) e 14 dias (.) de OUU.
*P<0,001 vs OUUKo e **P<0,001 demais grupos; “P<0,001 vs OUUKo e *P<0,001 vs demais grupos

Figura19 Quantificagcao de células apoptéticas

5.6 Imunohistoquimica para P2X;

A localizagdo do receptor P2X7 no tecido renal em situagdes normais e de
injuria sdo de fundamental importancia para o entendimento de sua fisiopatologia.
Neste estudo, observou-se que apos 7 dias de OUU, os animais do grupo OUU WT
apresentaram marcagao para P2X; em célula epiteliais em cortex apenas, enquanto
gue os animais do grupo OUU P2X7 (-/-) ndo apresentaram marcagao. Apos 14 dias
de OUU, os grupos OUU P2X; (-/-) e OUU WT nao apresentaram marcacao para o
receptor P2X7. As laminas controle (soro ndo-imune e peptideo de bloqueio) foram

sempre negativas (Figuras 20 A e B).



A figura A representa o grupo OUU WT ap6s 7 dias de OUU e a figu
Figura 20 Imunohistoquimica para o receptor P2X;
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Tabela3 Resultado de PicroSirius, atrofia tubular e apoptose ap6s 7 dias de OUU

C 5 CKO 5KO UUOWT UUOKO
Sirius-red LW M0N0 1920416100 3GTHI470 2431508 107929+485428"
Tubular atrophy 00+00 00+00 00+00 00+0.0 2304148 159+083°
TUNEL 0104030 00+00 018+039 0154036 340+217 AEESRIE

Area de PicroSirius positivo (um?), nimero de tibulos atréficos por campo e nimero de células apoptéticas por campo foram
determinadas em um total de 100 campos, sendo 50 de cértex e 50 de medula. Resultados expressos em média + desvio
padrdo. ®P<0,01 vs Outros grupos; °P<0,01 vs C e S.

Tabela4 Resultado de PicroSirius, atrofia tubular e apoptose apbés 14 dias de
ouu

C 5 (KO 5K0 uuowr UUOKO
Sirius-red 319413841 WOOLHUO0  IBIGLILL BN FIILHI68 14168411558
Tubular atrophy 00100 00100 00+00 00100 1814 366° 43419
TUNEL 0.10+030 0131034 018+0.39 0181039 99 +362" 364178

Area de PicroSirius positivo (um?), nimero de tibulos atréficos por campo e nimero de células apoptéticas por campo foram
determinadas em um total de 100 campos, sendo 50 de cértex e 50 de medula. Resultados expressos em média + desvio
padrdo. ®P<0,01 vs Outros grupos; °P<0,01 vs C e S.



6 DISCUSSAO

Varios estudos como os de Burnstock (1978) e Burnstock e Knight (2004)
caracterizaram o funcionamento de agonistas purinérgicos extracelulares como o
ATP, ADP e adenosina em diferentes tipos de células. Estudos de Di Virgilio (2005)
e Baraldi e colaboradores (2004) em uma revisao de Burnstock (2004) enfatizaram a
necessidade de futuros trabalhos usando antagonistas de receptores P2 como
agentes anti-inflamatérios, ressaltando a importancia desses receptores como
mediadores de resposta inflamatéria. Em particular, a sintese de citocinas por
macréfagos, proliferacdo celular vascular e apoptose esta especificamente
relacionada a ativacao dos receptores P2Xy.

Ja esta bem estabelecido que a ativacdo destes receptores estimula a
funcdo fagocitica dos macréfagos. Perregaux e Gabel, 1994 documentaram a
ativacdo da maturacdo do IL-1B e sua liberacdo apds estimulo por ATP em
macréfagos de camundongo. Outros estudos foram direcionados para explicar o
mecanismo de ativacao dos receptores P2, especialmente o P2X; nos processos de
resposta imunoldgica e inflamatéria em leucécitos e monécitos/macréfagos (Ferrari
et al., 1997). Foi proposto que estes receptores atuam como reguladores da
inflamacédo , baseado na sua funcdo de estimular a liberagcdo de citocinas pro-
inflamatérias como IL-1B (Sanz e Di Virgilio, 2000). Adicionalmente, a ativacao dos
receptores P2X; aumentam a expressdo de RNA,, de TGF-B; em astrécitos tipo 2
em cérebros de ratos, o0 que demonstra a possibilidade de atuagao deste receptor na
producéo desta citocina pré-fibrética (Wang et al., 2003).

No rim, ja foi demonstrado que os receptores P2X; sdo expressos em
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pequena quantidade em células glomerulares mesangiais (Harada et al., 2000). De
fato, os estudos de Vonend e colaboradores (2004) e Solini e colaboradores (2005)
determinaram o mecanismo como a ativacao do receptor P2X; atua nos macréfagos
e na formagao e expansao de matriz nos modelos de doenca glomerular. No estudo
de Vonend e colaboradores (2004) o receptor P2X; ndo é consideravelmente
expresso em condicdes normais. Entretanto, apds uma injaria glomerular ele tem
sua regulacao significativamente aumentada, principalmente em poddcitos, e em
células epiteliais e masangiais em animais com diabetes melitus induzido por
estreptozotocina ou hipertensao em ratos transgénicos para o gene Ren-2 de renina.
Graciano et al., 2008 demonstraram que a ativacdo vascular e glomerular de
receptores P2 contribuem para a transformacao de células mesangiais, inflamacao
renal e hipertrofia vascular em modelo de hipertensdo dependente de angiotensina
Il.

Em recente estudo de Taylor et al (2009), em modelo murino de injuria renal
por glomerulonefrite experimental, os animais knockout para o receptor P2X7
tiveram um efeito renoprotetor significativo em relacdo aos animais selvagens
evidenciados por uma melhora da funcédo renal, diminuicdo de proteinuria e
diminuicao histoldgica de injaria glomerular o que demonstra um provavel efeito pro-
inflamatério deste receptor em doencas com injuria renal autoimune e o potencial
alvo terapéutico de sua antagonizacao no tratamento da glomerulonefrite. Esta é
mais uma evidéncia da importancia deste receptor em doencas inflamatérias renais
e a necessidade de ampliar estas investigacbes para doencas tubulo-intersticiais
como a desenvolvida neste trabalho.

No presente estudo, usando o modelo de OUU em camundongos, foi

avaliado o papel do receptor P2X; no processo de inflamacgéo e fibrose intersticial,
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atrofia tubular e apoptose celular em rim de camundongos. Os resultados mostraram
que camundongos knockout para o receptor P2X; ndo exibiram as alteragdes
evidenciadas nos camundongos selvagens submetidos a OUU. Na auséncia do
receptor P2X7, ocorreu uma diminuicdo de macrofagos no intersticio e uma menor
populacao de miofibroblastos. Diminuicao na deposicao de colageno, assim como,
diminuicdo da expressao de TGF-B e diminuicdo de células apoptoticas em rins de
camundongos submetidos a OUU. Chama a atencdo nos resultados, a drastica
reducao de miofibroblastos nos rins dos camundongos knockout. Estes achados
sugerem que ambos, fibroblastos intersticiais ou miofibroblastos oriundos da
transicao epitélio mesenquimal sao de alguma forma estimulados pela ativacdo do
receptor P2X;. Estudos prévios de Versey e colaboradores (2002) demostraram que
a citocina IL-1p promove proliferacdo de fibloblastos e producdo de colageno. E
possivel que estes receptores purinérgicos em macréfagos e células epiteliais
estejam envolvidos na proliferacéo fibroblastica e formacao de matriz em resposta a
injuria celular, via ativacao de IL-1pB.

Os resultados da analise da técnica de TUNEL vao de encontro com o
resultado de diversos estudos em que temos em paralelo a morte de células
epiteliais tubulares por apoptose e a atrofia tubular nesse modelo fisiopatolégico
(Gobe e Axelsen, 1987; Truong et al., 1996).0 presente estudo demonstrou que na
auséncia do receptor P2X7, as células epiteliais tiveram menos apoptose, sugerindo
que a ativacdo deste receptor pode estar envolvida neste processo. De fato, o
mecanismo em que o receptor P2X; atua como indutor de apoptose em diversos
tipos celulares ja foi matéria de extensas investigagdes, como documentado em
células hematopoiéticas (Coutinho-Silva et al., 1999; Bulanova et al., 2005) e células

mesangiais em rins de ratos (Harada et al., 2000)
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Outra grande importancia do papel deste receptor no processo de apoptose
celular encontra-se em modelos de doencas neurodegenerativas como demonstrado
por Song-Yi Lee et al (2006) onde a ativagcdo do receptor P2X7 por estimulos
constantes de ATP levaram apoptose de células HEK 293 que possuem alta
expressao deste receptor e seu bloqueio promoveu a diminuicao de morte celular.

A diminuicao de células apoptéticas nos animais knockout apresentam uma
relagao direta com a diminuigcao de células inflamatérias nestes animais. Este estudo
levanta a hipétese de que o aumento de IL-1 possa interferir diretamente no estimulo
para a célula promover uma morte programada por apoptose, incluindo nesse caso
principalmente macréfagos.

O achado imunohistoquimico da presenca do receptor P2X; em rins de
camundongos selvagens submetidos a OUU apods 7 dias, claramente demonstra que
estes receptores podem ser expressos em células tubulares em condi¢des de injuria
tubulointersticial. Este achado é a primeira documentagdo da expressdo deste
receptor em células epiteliais tubulares de rins obstruidos, assim como foi descrito
para células mesangiais em modelos de nefropatia diabética e hipertensao (Vonend
et al., 2004; Solini et al., 2005). Surpreendentemente, nés nao encontramos
expressao deste receptor nos rins de camundongos apés 14 dias de OUU, em que a
coloragao imunohistoquimica para este receptor nao foi positiva. A explicacdo para a
nao deteccdo do P2X; neste tempo de estudo ainda ndo esta clara. Uma
possibilidade seria que o aumento da apoptose de células epiteliais neste tempo de
observacédo diminuiria a chance de expressao destes receptores. Além disso, nds
nao observamos células positivas no intersticio renal e nem em macréfagos em
ambos os tempos de 7 e 14 dias de OUU. O fato do receptor ter sido expresso em

células epiteliais e ndo em macrofagos como esperadvamos pode ser explicado pelo
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tempo de obstrucdo em que ocorreu a analise. Acreditamos que a expressao do
receptor P2X7 no macrofago ocorra mais precocemente no decorrer do processo
inflamatério e por esse motivo ndo encontramos positividade em nossas analises
imunohistoquimicas. Coutinho-Silva et al., 2003 observaram uma diminuicdo da
expressao de P2X7 em ilhas pancreaticas apos 8 semanas de diabetes, induzida por
estreptozotocina. O autor sugeriu que a liberagdo de ATP pode ter ativado a lise de
macréfagos , que tem uma alta expressao de P2X; o que levaria a diminuigao de sua
expressao.

Este resultado inédito na literatura demonstra que se faz necessario uma
investigacdo temporal detalhada da expressao deste receptor em rins de
camundongos submetidos a OUU o que seréa alvo de nossos futuros estudos.

As conclusées do trabalho sugerem o efeito da ativacao do receptor P2X7,
parcialmente contribuindo para o aumento da inflamacao e fibrose em tecidos renais
de camundongos submetidos a OUU, embora, a expressdo destes receptores
estejam presentes somente nas fases iniciais de injuria renal neste modelo.

Os resultados deste estudo abrem a possibilidade do uso terapéutico de
antagonistas de receptor P2X; em modelos de doenca renal inflamatéria e até
modelos de rejeicdo de transplante renal. Vale destacar que a mortalidade dos
animais knockout para o receptor P2X7 ndo foi maior que a do grupo controle, o que
afasta o receio de que esses animais teriam seu sistema imune comprometido. A
analise através de biologia molecular da expressao destes receptores em tempos de
obstrucdo mais precoces como 24h e 3 dias nos permitirdo avaliacbes mais
detalhadas da cinética de aparecimento destes receptores mediante uma injuria, o
que pode ser importante em processos patoldégicos como a insuficiéncia renal

aguda, em que o desenvolvimento da doenca ocorre mais rapidamente e de forma
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geralmente mais grave.

No campo de transplante renal, sabe-se que a rejeicdo aguda do enxerto é
um processo basicamente pro-inflamatério e pré-fibrogénico em que o receptor P2X5
pode ser um elemento chave para o seu desenvolvimento. Em suma, modelos de
doenca renal in vivo em que ocorra o bloqueio deste receptor devem ser avaliados

futuramente com grande promessa de resultados favoraveis.
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7 CONCLUSOES

Em concluséo, a injuria tubulointersticial que ocorre apés a OUU é atenuada
pela auséncia do receptor purinérgico P2X; como demonstrado neste estudo usando
comundongos Knockout para este receptor. Os animais que nao expressaram 0O
receptor apresentaram menos fibrose e inflamacao renal apds serem submetidos a
OUU. Estes resultados constituem a primeira evidéncia do envolvimento destes
receptores no processo de inflamagao intersticial e deposicdo de colageno em
resposta a obstrugdo ureteral.O efeito da estimulacdo do receptor P2X; em
diferentes células como macréfagos e células epiteliais tubulares renais, assim como
a sua acao no processo de fibrogénese, necessita de mais investigacdes. Sendo
assim, o potencial anti-inflamatério e anti-fibrogénico do antagonismo deste receptor
como um instrumento para novos estudos visando a prevencao da fibrose intersticial

renal deve ser considerado em um futuro préximo.
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