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ABREVIATURAS

AC: adenilato ciclase

ADP: adenosina difosfato

AMPc: Monofosfato ciclico de adenosina

ASKZ1: signal regulating kinase-1

ATF4: fator de ativacdo transcricional 4

ATF®6: fator de ativacdo transcricional 6

ATP: adenosina trifosfato

ATX: autotaxina

BAX-BAK: oligdmero membro da familia de gene Bcl-2
BUN: nitrogénio de ureia no sangue

C1P: ceramida-1-fosfato

Ceramida-1P: ceramida 1 fosfato

CHOP: CCAAT/enhancer-binding protein homologous protein
C-terminal: carboxi terminal

DAG: diacilglicerol

DMSO: dimetilsulféxido

EDTA: &cido etilenodiamino tetra-acético

elF2a.: fator euraciético - 2 de iniciagdo da translocagdo
ERAD: degradacdo associada ao reticulo endoplasmatico
FEC: fluido extracelular

GRP78: proteina regulada por glicose de 78 kDa
GRP94: proteina regulada por glicose de 94 kDa

IP3: inositol trifosfato

IRA: insuficiéncia renal aguda
IREL: inositol-requiring enzyme 1
JNK: c-Jun N-terminal kinase

LPA: acido lisofosfatidico

LPA: &cido lisofosfatidico

LPAlz receptor do tipo 1 para o LPA

LPAZ: receptor do tipo 2 para 0 LPA



LPA3: receptor do tipo 3 para o LPA
LPA4: receptor do tipo 4 para o LPA
LPAS: receptor do tipo 5 para o LPA
LPAG: receptor do tipo 6 para o LPA

LPE: lisofosfatidiletanolamina

LPLs: lisofosfolipidios

LPPs: lipidios- fosfatases

MAPK: proteina quinase ativadora de mitdgeno
MBL: membrana basolateral

MCP-1: proteina quimiotatica de mondcitos 1
ML: membrana luminal

NaA: Na'-ATPase

NKA: (Na"+ K")ATPase

NTA: necrose tubular aguda

N-terminal: amino-terminal

PA: acido fosfatidico

PAS: &cido Periodico-Schiff

PE: fosfatidiletanolamina

PERK: double-stranded RNA-dependent protein kinase-like ER protein kinase
Pi: fosfato inorgéanico

PI3K: cinase de fosfatidilinositol-3

PKC: proteina cinase C

PKG: proteina cinase G

PLC: fosfolipase C

PLD: fosfolipase D

PMA: acetato de forbol miristato

PMSF: fluoreto de fenil-sulfonil-metano
PPARY: receptor gama de peroxissomo ativador de proliferacao
PS: fosfatidilserina

Rac: proteina de ligacdo a guanina

Ras: proteina de ligacdo a guanina

RE: reticulo endoplasmatico

Rho: GTPase homoéloga a Ras



ROCK: Rho-cinase

SBN: sociedade brasileira de nefrologia

SDS-PAGE: eletroforese em gel de poliacrilamida usando sédio dodecil sulfato
Sph: esfingosina

SRF: fator de resposta ao soro

TCA: &cido tricloroacético

TRAF2: tumor necrosis factor receptor-associated factor-2

UPR: unfloding protein respose

XBP1: X-box binding protein



|. INTRODUCAO

1.1 Os rins e sua fisiologia

O organismo humano é composto por dois rins, que estdo envolvidos por uma fina
membrana, denominada cépsula renal. Ao redor deles existe a gordura peri-renal e, acima,
estdo localizadas as glandulas supra-renais. Através do hilo, o rim é irrigado pela artéria renal
e vasos linfaticos, recebe toda a inervacdo e por onde saem a veia renal e o ureter.
Morfologicamente, um rim é composto por 800 mil a 1 milhdo de néfrons, as unidades
funcionais renais. Os néfrons sdo formados pelo corpusculo renal, responsavel pelo processo
de ultrafiltracdo do plasma (180 L de plasma/dia), e uma estrutura tubular, onde ocorrem os
processos de secrecdo e reabsor¢do (FIGURA 1). O corpusculo renal é constituido pelo
glomérulo capilar (tufo de capilares) que é envolto pela capsula de Bowman (KRIZ &
KAISSLING, 1985).

A arquitetura do tubulo renal é formada por cinco porcdes sequenciais denominadas:
1) tubulo proximal: permeavel a agua com alta taxa de reabsor¢do ativa de solutos; 2) ramo
descendente fino da alca de Henle: segmento bastante permeavel a agua, apresenta apenas
transporte passivo; 3) ramo ascendente fino e grosso da alca de Henle: considerado o
segmento diluidor, é impermeavel a dgua e possui alta taxa de reabsorcdo de solutos; 4)
tubulo distal: possui baixa condutancia iénica, desfavorecendo o transporte passivo de ions, e
5) ducto coletor: o segmento regulador fino da formacéao final da urina possui permeabilidade
a agua e taxa de transporte de solutos controlada pelos niveis de hormonio antidiurético,
vasopressina e aldosterona (GOTTSCHALAK, 1963; MELLO-AIRES, 2008c) (FIGURA 2).
Cada segmento tubular apresenta caracteristicas histoldgicas e funcionais distintas e, portanto,
é regulado por hormonios e autacoides de maneira especifica. Tema central desta dissertagdo
destaca-se o tubulo proximal que é o primeiro segmento ap6s o glomerulo, formado por
epitélio cubico simples. A membrana luminal é do tipo borda em escova, o que lhe confere
grande superficie de reabsorcdo. Além disso, possui inimeras mitocondrias adjacentes a

membrana basolateral o que é coerente com a sua alta capacidade de transporte ativo.
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Figura 1: O rim e suas estruturas funcionais. E mostrado em detalhes o néfron (unidade
funcional do rim) que é composto do corpusculo renal e tibulos renais. No glomérulo ocorre a
primeira etapa de formacdo da urina, o processo de filtracdo do plasma. Os segmentos
tubulares sdo envoltos pelos capilares peritubulares. (Collage of sciences, State University,
San Diego <HTTP://www.sci.sdsu.edu/Faculty/Paul.Poalini/ppp/lecture23/sld009.htm>,

Acesso em: 24.07.13.




Nos segmentos tubulares, solutos e dgua podem ser reabsorvidos e secretados pelas
vias transcelular ou paracelular de acordo com a caracteristica da célula epitelial de cada
segmento. As células epiteliais renais sdo unidas lateralmente por juncdes aderentes (tight
junctions). Essas juncOes evitam a difusdo lateral de constituintes da membrana
(GONZALEZ-MARISCAL et al, 2003), garantindo a separacdo de diferentes compartimentos
do organismo e separando a membrana plasmatica em duas por¢des distintas: membrana
apical ou luminal (ML), voltada para o limen do tabulo renal; e membrana basolateral
(MBL), em contato com o intersticio. Tal segregacdo permite a manutencdo de diferencas
estruturais (presenca de vilosidades ou ndo) e funcionais (composicdo de transportadores,
receptores e redes regulatorias) entre as duas membranas e torna possivel o transporte vetorial
transepitelial (FERRAILLE & DOUCET, 2001). Desta forma, em estados euvolémicos cerca
de 70% do fluido ultrafiltrado sio reabsorvidos no tibulo proximal, aproximadamente 25% na
alca de Henle, 4% no tabulo distal e 2-3% no ducto coletor, como resultado apenas 1% do
volume ultrafiltrado é eliminado pela urina (LAYTON, 2012; MELLO-AIRES, 2008a).

Os rins possuem funcgdes enddcrinas e homeostaticas essenciais para o funcionamento
do organismo, além de terem um papel fundamental na excre¢do de produtos do metabolismo
e substancias estranhas. A manutencdo do meio interno do organismo se da por uma série de
processos especificos, entre eles podemos citar: eliminacdo de substancias tdéxicas e
metabdlitos do sangue por um sistema de filtracdo, conservacdo de nutrientes pelo processo
de reabsorc¢éo, regulacdo do pH, do volume e da osmolaridade do fluido extracelular (FEC) e
producdo de horménios (WRIGHT, 1952; MELLO-AIRES, 2008a,b).

O fluido que ocupa o compartimento extracelular (FEC) é uma solucdo que contém
varios solutos, sendo o cation predominante 0 Na* (140 mM) e os anios CI" (100 mM) e
bicarbonato (25 mM). Devido a baixa permeabilidade ao Na*, em funcdo da grande camada
de solvatacdo, a bicamada lipidica da membrana plasmatica torna-se praticamente
impermeavel para a sua difusdo simples. Associado a esta condigcdo tem-se a atividade da
(Na*+K")ATPase (NKA) presente na membrana celular, que transfere trés fons Na* do meio
intracelular para 0 meio extracelular, em troca de dois fons K* e as custas da hidrélise de ATP
(FERRAILLE & DOUCET, 2001). Assim, a abundancia de Na* no meio extracelular faz
deste ion o principal componente osmotico dos liquidos extracelulares e, portanto,
determinante do seu volume. Dessa forma, também sdo mantidas baixas concentracdes

intracelulares de Na*, evitando o rompimento das células.



A regulacdo do volume do FEC esté relacionada com o equilibrio entre a ingestao e a
excrecdo de Na*, sendo este Gltimo dependente da funcdo renal. Assim, quando a ingestdo de
Na® é maior que a sua excre¢do, ocorre o chamado balanco positivo de Na' e,
consequentemente o aumento do volume do FEC. Ao contrario, uma dieta com baixo teor de
Na® acarreta no balango negativo de Na* e queda de volume do FEC (LAYTON, 2012)
Diferentes sistemas hormonais sdo acionados em resposta as variagdes de volume e deflagram
vias de sinalizacido que culminam na modulacdo da reabsorcio renal de Na' e,
consequentemente &gua, mantendo a homeostasia do FEC (ABASSI et al., 2004). Desta
forma, o rim pode variar o volume final de urina a ser excretado de 0 a 6% do volume do
ultrafiltrado. A determinacdo desta rede regulatéria e 0s possiveis pontos de intervencao
farmacoldgica sdo importantes uma vez que esta regulacdo evita a perda ou a retencdo

excessiva de solutos e 4gua pelos rins.

A reabsorcdo transcelular de solutos e agua é acoplada a reabsor¢io de Na'. A
FIGURA 2 ilustra como ocorre o processo de reabsorcdo de Na* no epitélio tubular renal.
Este processo é dependente do gradiente eletroquimico de Na* formado entre a luz tubular e o
meio intracelular gerado pelos transportadores ativos primarios de Na™: NKA e a segunda
bomba de Na': a Na'-ATPase (NaA) presentes na membrana basolateral. Este gradiente
fornece a energia necessaria para que transportadores ativos secundarios presentes na
membrana luminal (cotransportadores de Na‘/aminoacidos, Na*/glicose, trocadores Na*'/H")
transportem solutos acoplados & reabsorcdo de Na‘. A passagem desses solutos através da
membrana basolateral ocorre por difusdo passiva a favor de seu gradiente de concentracao
(LAYTON, 2012; MELLO-AIRES, 2008b). Nas células epiteliais do ducto coletor também se

observa a presenca de canais de Na* na membrana luminal.
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Figura 2: Esquema representativo da célula epitelial tubular renal. Neste desenho
simplificado da célula renal sdo evidenciados os diferentes mecanismos de transporte, em
destaque para os transportadores ativos primarios presentes na membrana basolateral (MBL,
voltada para o intersticio), que utilizam energia proveniente da hidrdlise de ATP para fazer o
transporte de ions contra o seu gradiente eletroquimico. J& a membrana luminal (ML, voltada
para a luz tubular) apresenta transportadores ativos secundarios que utilizam,
majoritariamente, a energia do gradiente de Na* para co-transportar fons. A ilustragcdo mostra
ainda o transporte paracelular de solutos como glicose aminoacidos e anions organicos
(CABRAL 2006, Dissertacdo de Mestrado do IBCCF/UFRJ).
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1.2 Transportadores renais primarios de Na* presentes na membrana basolateral renal

Na membrana basolateral das células epiteliais renais existem dois transportadores
primarios ativos responsaveis pela reabsorgdo do fon Na™: (1) a NKA, sensivel a ouabaina, e
(2) a NaA, insensivel a ouabaina e sensivel a furosemida (WHITTEMBURY &
PROVERBIO, 1970; PROVERBIO et al, 1991; MORETTI et al, 1991; ARENSTEIN et al,
1995). Essas sdo enzimas do tipo-P, pois utilizam a energia quimica da ligacdo fosfoanidrido
y —terminal do ATP, formando um intermediario fosforilado, para fazer o transporte de Na*

para fora da célula, contra seu gradiente eletroquimico (FERRAILLE & DOUCET, 2001).

A NKA foi a primeira bomba de ion descoberta (SKOU, 1957). Esta enzima transporta
3 ions Na* para fora da célula e 2 ions K" para dentro, as custas da hidrolise do ATP. Esta
diferenca estequiométrica entre o Na* e o K* transportado através da membrana plasmatica
garante a caracteristica eletrogénica da bomba, que em tecidos excitaveis contribui para

manutencdo do potencial da membrana.

A FIGURA 3 mostra o ciclo catalitico da NKA e a formacdo dos dois estados
conformacionais da enzima: o estado E1 e o E2. Estes estados sdo caracterizados pelas
diferencas de afinidade por Na*, K" e ATP (MOLLER et al, 1996). A conformagdo E1
apresenta alta afinidade para Na* e ATP e baixa para K*; ambos os sitios de ligacdo de cations
estdo voltados para o lado intracelular. A conformacio E2 apresenta baixa afinidade para Na*
e ATP e alta para K*; ambos os sitios de ligagio de cations estdo voltados para o lado

extracelular (MOLLER et al, 1996).
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Figura 3: Ciclo catalitico da NKA. (1) A ligagdo do nucleotideo no dominio N e ligagdo de
trés Na* (E1) (2) faz com que haja a fosforilagdo do dominio P (E1Na), (3) e hidrélise do ATP
pelo dominio A, liberando ADP e formando um intermediario de alta energia (E1~P) (4). (5)
Ha a transferéncia dos trés Na para o exterior, (6) e a ligagdo de dois K* na superficie
extracelular. (7) Ocorre a defosforilacdo do intermediério fosforilado (E2K) pelo dominio A,
(8) podendo haver a ligacdo do nucleotidio no dominio N (9). (10) Em seguida, ocorre a
transferéncia dos dois K' através da membrana para o citosol (modificado de
HORISBERGER, 2004).
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A purificacdo e a clonagem da NKA mostraram que essa enzima é um heterodimero
integral de membrana composto de duas cadeias polipeptidicas principais (a ¢ B), associadas
na razdo de 1:1 e outra acessoria (y) (BLANCO & MERCER, 1998). A subunidade o (110
kDa) € a subunidade catalitica, possui 10 dominios transmembrana com suas regides terminais
(NH, e COOH") voltada para o citoplasma. Esta subunidade é responsavel pelas propriedades
cataliticas e de transporte da enzima, contendo sitios de ligacdo para cations, ATP, ouabaina
(BLANCO & MERCER, 1998) e sitios de fosforilacdo para proteinas cinases (LINGREL &
KUNTZWEILER, 1994; FERRAILLE & DOUCET, 2001) (FIGURA 4).

A subunidade B ¢ menor e possui cerca de 300 aminoacidos (37 kDa), possui apenas
um dominio transmembrana com a porcdo extracelular glicosilada. Essa subunidade é
necessaria para o correto enovelamento e insercdo correta da enzima recentemente sintetizada
na membrana plasmatica e para a estabilizacdo da subunidade o (GEERING, 2001). Ha
evidéncias que a subunidade B afeta a ligacdo intrinseca e transporte de ions (GEERING,
2001). A subunidade y ¢ a menor de todas, com 9 kDa e uma cadeia de 53 aminoacidos,
possui um Unico dominio transmembrana com um NH, terminal voltado para o meio
extracelular. Essa subunidade ndo é requerida para a atividade da enzima e foi identificada
como um membro da familia dos transportadores regulatérios chamado de sequéncia de
aminoacidos invariantes. No entanto, no tecido renal essa subunidade € bastante expressa e

atua como regulador fino da atividade da ATPase (RIVARD et al., 2005).
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Figura 4: Estrutura da subunidade a da NKA e localiza¢io de alguns aminoacidos
fosforilados por diferentes cinases. A porcdo N-terminal citosolica possui sitio de
fosforilagdo para enzimas como PKC e tirosina cinase. Na grande al¢a citoplasmatica, o sitio
de fosforilacdo forma ligacdo acilfosfato. A porcdo C-terminal é voltada para o meio
intracelular. PKA: proteina cinase A; PKC: proteina cinase C; TK: tirosina cinase. (Adaptado

de FERAILLE & DOUCET, 2001).
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Na membrana plasméatica a NKA pode ser constituida a partir de diferentes isoformas
das subunidades o e¢ B. Foram encontradas 4 isoformas para subunidade o e¢ 3 para a
subunidade B que s3o codificadas por genes distintos, além de duas variantes para a
subunidade y geradas a partir de um Unico gene (SHULL et al, 1986; SHAMRAJ &
LINGREL, 1994; FERRAILLE & DOUCET, 2001). A NKA é uma proteina constituinte de
todas as celulas eucaridticas, nas diferentes espécies animais. Baseando-se na sensibilidade
diferenciada a ouabaina, foram caracterizadas farmacologicamente as trés diferentes
isoformas da NKA (SWEADENER, 1989). SHULL em 1986 clonou a sub-unidade o ¢ 3 das
trés isoformas (o123 ¢ PB123) descritas até entdio. SHAMRAJ em 1994, clonou a mais nova
isoforma o4. As isoformas variam com a sua distribuicdo tecidual, suas afinidades pelo Na* e
suas sensibilidades a ouabaina. Cineticamente, o, ¢ az possuem uma maior afinidade para o
Na* do que o3, embora a 1, a 2 € a 3 apresentam a mesma afinidade para o K*. Combinacdes
diferentes entre estas isoformas foram expressas e ensaiadas, obtendo-se diferentes niveis de
atividade da enzima. Noventa porcento da enzima encontrada no tecido renal é formado pelo

heterodimero o,p; (PIERRE et al., 2011).

Um importante mecanismo regulatério da NKA nos rins é a fosforilacdo por proteinas
cinases A (PKA) e C (PKC). A fosforilacdo da subunidade o da enzima ja foi descrita tanto no
tecido homogeneizado, como em células intactas. Diversos estudos sugerem que a
fosforilacdo da PKA tem efeito estimulatorio sobre a enzima em células renais nativas de rato.
Ja em resposta a fosforilagdo por PKC, a enzima pode ter sua atividade estimulada, inibida ou
invariavel. Essas discrepancias observadas em celulas renais intactas podem ocorrer devido a
dois fatores, a internalizagdo da subunidade ativa da enzima e/ou aumento da afinidade da
enzima pelo Na'. Essa enzima ainda pode ser regulada por lipidios como colesterol
(componente da membrana plasmatica) e a fosfatidilcolina que interagem com segmentos
transmembranares da NKA (CORNELIUS, 2001; 2008; CORNELIUS et al, 2003). As
ativacdes de vias de sinalizacdo que culminem com a alteracdo no perfil de fosforilacdo da
NKA podem estar associadas a modificacdo na excrecdo renal de Na* e no desenvolvimento
de patologias como a hipertensdo (COSTA-SILVA et al, 2008; QUEIROZ-MADEIRA et al,
2010).
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Vale a pena ressaltar que a NKA, além de uma ATPase é considerado um receptor de
glicosideos tais como os digitalicos cardiacos, utilizados para tratar doencas como a
insuficiéncia cardiaca congestiva capazes de ativar uma via de sinalizacdo intracelular propria

(XIE & CAl, 2003).

Uma segunda atividade ATPasica dependente de Na* foi demonstrada inicialmente em
fatias de cortex renal, por meio de medida da extrusio de Na" e 4gua na auséncia de K* e na
presenca de 2 mM de ouabaina, inibidor da NKA (WHITTEMBURY & PROVERBIO,
1970). Pesquisadores propuseram o envolvimento de uma enzima diferente da NKA na
reabsorcdo de Na' em cortex de rim de rato. A proposta baseava-se, inicialmente, na
insensibilidade da enzima a ouabaina e na sensibilidade ao &cido etacrinico e furosemida, dois
conhecidos diuréticos de alca (WHITTEMBURY & PROVERBIO, 1970). Posteriormente, foi
demonstrada que a atividade NaA estava localizada na membrana basolateral de tabulos
proximais renais (PROVERBIO & DEL CASTILLO, 1981). No entanto, ja em 1969,
MALNIC e COLABORADORES observaram que a furosemida inibe a reabsorcéo de Na* no
tibulo proximal, resultando num aumento da excrecdo renal deste ion. Foi o primeiro relato

na literatura sobre a relagdo entre a NaA e a excrecdo renal de Na®.

Apesar da extensiva caracteriza¢do bioquimica, funcional e farmacolégica da NaA que
indicava a sua existéncia e a sua relevancia fisiologica, por quase 40 anos, nenhuma proteina
ou gene relacionado a esta atividade ATPasica havia sido identificado. Apenas, recentemente,
a NaA foi isolada e clonada por ROCAFULL e COLABORADORES em 2011, utilizando
preparacdes enriquecidas em membrana basolateral de enterdcitos de cobaia. Os genes da
NaA e da NKA estdo presentes no mesmo locus (atplal) porém apresentam regioes
promotoras diferentes e diferentes exons (ROCAFULL et al, 2011). A proteina codificada
possui 811 aminoéacidos, apresentando 64% de identidade e 72% de homologia com a
subunidade oo da NKA de rim de porco. A purificagdo dessa enzima por eletroforese em SDS-
PAGE mostrou que é constituida por duas subunidades a (90 kDa) e B (50 kDa). As
marcantes diferencas bioquimicas entre as bombas de Na* apropriadamente diferenciam estas
duas ATPases e, claramente define a NaA como uma entidade molecular dnica. A
identificacdo de uma atividade ATPasica estimulada por Na® e insensivel a ouabaina em
diferentes espécies de animais e tecidos, demonstra a ubiquidade da enzima (PROVERBIO et

al, 1991). Ao longo do néfron, a distribuicdo da NaA e da NKA ndo é paralela: ambas
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enzimas sdo expressas no cortex externo, mas a expressdo de NaA é menor nas regies

internas do rim e ausente na medula.

A NaA, por sua dependéncia ao Mg, sensibilidade ao vanadato e capacidade de
formar um intermediério fosforilado durante o seu ciclo catalitico, se classifica também como
uma ATPase do tipo P, e alvo da inibicdo por furosemida (ROCAFULL et al, 2012). O ciclo
reacional minimo proposto para a NaA compreende: (1) na fosforilagdo da isoforma E1 a
partir do ATP, na presenca de Mg®* e Na*, resultando na isoforma E1.P.Na, sensivel ao ADP
e (2) na alteracdo conformacional da isoforma em E2.P.Na, insensivel ao ADP que €
susceptivel a defosforilacio. Esta alteracdo conformacional favorece o transporte de Na* pela
membrana. Utilizando a enzima purificada, foi demonstrado que a furosemida estabiliza o
intermediario fosforilado na conformacdo E1.P.Na (DE SOUZA et al, 2007). Além disso, a
andlise do sequenciamento de aminoéacidos demonstrou que a presenca de todos os motivos
que caracterizam enzimas da familia P-ATPase: o dominio DKTGT(L/I)T (sitio de
fosforilacdo do aspartato; formando o intermediario fosfo-aspartato), o dominio GDFVND
(dominio dehalogenase; que possui um papel na catéalise de fosforilacdo/defosforilacdo no
centro ativo onde se encontra o invariante aspartato), o dominio TGE (dominio sensivel a
fosfatase) e os residuos necessarios para a ligacdo dos nucleotideos (ROCAFULL et al,

2011).

A anélise estrutural da NaA identificou sitios de fosforilacdo por proteinas cinases e
fosfatases (ROCAFULL et al, 2011). Nosso grupo demonstrou que a NaA é regulada por
lipidios bioativos, hormdnios e autacdides cujas vias de sinalizagdo tem como mecanismo
molecular chave a ativacdo de proteinas cinases (CARUSO-NEVES et al, 2000a; 2003;
RANGEL et al, 2005; WENGERT et al, 2007; CABRAL et al, 2008 LARA et al, 2008).
Quando ativadas isoladamente, PKA e PKC promovem o aumento da atividade Na'-
ATPasica, uma vez que: (1) a toxina da colera estimula a atividade Na*- ATP4sica de maneira
dose dependente, efeito semelhante ao observado com AMPc; (2) forscolina, um ativador de
adenilato ciclase, aumenta a atividade da enzima; (3) o inibidor de PKA reverte o efeito de
AMPc e de PKA; (4) ésteres de forbol estimulam a atividade Na*-ATP4sica, sendo este efeito
revertido por inibidor de PKC; (5) a sub-unidade catalitica da PKC promove o estimulo da
atividade da enzima (CARUSO-NEVES et al, 2000b; RANGEL et al, 2001; 2002; LOPES et
al, 2004). Por outro lado, a ativacdo de PKA reverte o aumento da atividade da NaA

promovido por PKC e vice-versa. A ativacdo de vias de sinalizagdo que culminam com o
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estimulo de proteina cinase G (PKG) inibem a atividade Na'-ATPasica (BELTOWSKI &
WOJCICKA, 2002).

A presenca de uma atividade Na*-ATPasica independente de K* com uma funcéo
aparentemente similar a da NKA pode permitir a extrusio de Na', ClI" e &gua sob
circunstancias onde o transporte transepitelial de Na® (ex: transporte transepitelial de Na*
acoplado a acgucares e aminoacidos) ou a reabsorcdo de dgua sdo altamente estimulados, com
pouco efeito relevante sobre a NKA. Desta forma, seria eliminada a necessidade da regulacéo
da concentracéo celular de K* para manter o potencial de membrana. Vale a pena ressaltar
que a identificacdo de sitios especificos de regulacdo na regido promotora indicam a regulacéo
diferencial destas duas enzimas sobre a perspectiva fisioldgica (resposta dos sistemas
hormonais e autacéides) (CARUSO-NEVES et al, 1997; CARUSO-NEVES et al, 2004) e
fisiopatoldgica como na hipertensao essencial (QUEIROZ-MADEIRA et al, 2010).

1.3 Insuficiéncia renal aguda (IRA)

De acordo com a Sociedade Brasileira de Nefrologia (SBN), a IRA ¢ definida como a
reducdo aguda da funcdo renal em horas ou dias. Esta doenca refere-se principalmente a
diminuicdo do ritmo de filtracdo glomerular e/ou do volume urinério acarretando na retencéo
de nitrogénio de uréia e de creatinina no sangue, diminuicdo da diurese e desequilibrio hidro-
eletrolitico e acido-base. A IRA é classificada em 3 tipos: (a) IRA pré-renal: tipo mais comum
e é o resultado de uma hipoperfusédo renal devido a uma diminuicdo do volume intravascular
efetivo provocado pela desidratagdo, vasodilatagdo periférica ou por um baixo débito
cardiaco; (b) IRA renal (intrinseca ou estrutural): a principal causa é a Necrose Tubular
Aguda (NTA). Esta é resultante de uma variedade de lesbes aos vasos sanguineos renais,
glomerulares, tubulares ou intersticiais. Estas lesbes podem ser causadas por toxicidade,
infeccdes, reacOes imunoldgicas, de forma idiopatica, ou desenvolvida como parte de uma
doenca sistémica ou renal priméria; e (c) IRA pos-renal: resulta de uma obstrucdo do trato
urinario alto ou baixo (SBN, 2007).

A IRA pode evoluir rapidamente para um quadro de insuficiéncia renal cronica (IRC)
e ao estigio final da doenga renal. Desta forma, apresenta alta taxa de morbidade e
mortalidade, esta varia de 20% a 90%, dependendo da populacéo estudada (LIMA et al, 2005;
SANTOS et al, 2006). Muito comum em pacientes hospitalizados, afetando de 25-30% dos
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pacientes em unidades de tratamento intensivo, prolongando a internagdo hospitalar a IRA
também é preocupante durante o processo de transplante renal porque pode encurtar a meia-
vida do 6rgdo ou aumentar a probabilidade de rejeicdo (SBN, 2007; BONVENTRE &
WEINBERG, 2003). Estima-se que o tratamento de IRA custe um total de mais que $3
bilhdes por ano nos Estados Unidos. No Brasil a prevaléncia ndo é muito diferente. A
Sociedade Brasileira de Nefrologia estima que ha 91.314 de pacientes em tratamento dialitico
no ano de 2011, sendo 84,9% beneficiados pelo Sistema Unico de Sadde (SUS). A incidéncia
de novos pacientes cresce cerca de 8% ao ano (varia¢do estimada tomando como base 0s anos
de 2004 — 2007) (SBN, 2007), tendo sido 18.000 pacientes em 2001. O gasto com o programa
de didlise e transplante renal no Brasil situa-se ao redor de 1,4 bilhdes de reais ao ano, o que
representa 10% de toda a verba destinada a salde. Neste contexto, a identificacdo dos
pacientes de risco (idosos, doentes renais cronicos, diabéticos, obesos, hipertensos) e a
instituicdo de medidas apropriadas de prevencao séo cruciais (SNB, 2007).

Na grande maioria desses quadros de IRA, a isquemia do tecido renal, gerando o
processo de Necrose Tubular Aguda é a responsavel por cerca de % dos casos. Destacam-se 0
transplante renal, reconstrucdo de artérias, contrastes que induzem nefropatias, choque e
parada cardiaca como condicdes clinicas que promovem alteracdes na demanda e no consumo
de oxigénio no rim causando injUrias renais isquémicas. A restauracdo do fluxo sanguineo ao
tecido isquémico pode resultar na recuperacao das células se o dano for reversivel. Entretanto,
dependendo da intensidade e da duragdo do insulto isquémico um grande ndmero de células
ativam o processo de apoptose quando o fluxo sanguineo é reestabelecido (BONVENTRE &
WEINBERG, 2003) o processo se complica pelo fato que a reperfusdo, embora seja
necessaria para a sobrevivéncia do tecido renal isquémico, agrava o quadro da doenca, ja que
o fluxo sanguineo renal é reduzido em 50% ap0s o processo (ARENDSHORT et al, 1975;
BONVENTRE & WEINBERG, 2003; SBN, 2007).

Os tipos de IRA inicialmente citados nessa secdo variam entre formas menos severas
até mais avancgadas onde o principal tratamento é o de alivio dos sintomas, uma vez que
farmacos que foram eficazes em reduzir a injuria do tecido renal em modelos animais,
falharam em humanos (JO et al, 2007; CHATAURENT et al, 2011). Dessa forma, o
entendimento do funcionamento do rim, bem como dos mecanismos moleculares regulatorios
que ocorrem durante o principal causador da IRA, a isquemia renal, se fazem necessario,

visando o desenvolvimento de novos farmacos que atuem na prevengdo da fungéo renal. Uma
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das mais recentes descobertas na literatura é a ativacao do estresse do reticulo endoplasmatico
durante o processo isquemia-reperfusdo renal (DICKHOUT & KREPINSKY, 2009; INAGI,
2010). Esse mecanismo vem se tornando um novo e interessante alvo de estudo no ambiente

celular da doenga renal.

1.4 Estresse do reticulo endoplasmatico (RE) e a doenca renal

1.4.1 Enovelamento de proteinas e a ativacdo do estresse do RE

As proteinas possuem uma multiplicidade de tarefas nos sistemas bioldgicos tais
como: catalisadores quimicos, transmissores de sinais, transportadores de moléculas,
movimentacao celular e formacdo da estrutura de células e tecidos (MITREA & KRIWACKI,
2013). A funcdo da proteina é ditada pela sequéncia priméaria de aminoécidos que, por sua
vez, determina a organizacédo tridimensional e o comportamento das proteinas (MITREA &
KRIWACKI, 2013). De uma maneira geral, as proteinas possuem certa flexibilidade e
capacidade de alteracdo conformacional da cadeia polipeptidica. No entanto, a posi¢do da
sequéncia de aminodacidos e a distribuicdo das regides polares a apolares da cadeia peptidica
garantem uma conformacao especifica, que estd relacionada com sua funcionalidade, a esse
fendmeno da-se o nome de enovelamento (ALBERTS et al, 2007; MITREA & KRIWACKI,
2013). A porcdo hidrofobica se volta para o interior da molécula evitando o contato com o
ambiente aquoso; enquanto a regido hidrofilica é arranjada na porgdo externa, garantindo a
interagdo com a &gua e moléculas polares. O enovelamento de proteinas, inicialmente,
envolve o estabelecimento da estrutura secundaria, particularmente alfa-hélices e folhas-beta
pregueadas, posteriormente uma estrutura tercidria — que envolve ligagdes covalentes na
forma ligacOes dissulfeto entre dois residuos de cisteina e quaternérias (atraves da montagem
de sub-unidades previamente enoveladas) (SCHORDER & KAUFMAN, 2007; ALBERTS et
al, 2007). O processo contrario chama-se desnovelamento (desnaturagdo), onde uma proteina
original é forcada a perder a sua configuracdo funcional, tornando-se uma cadeia amorfa e
ndo-funcional de aminoacidos (SCHORDER & KAUFMAN, 2007; ALBERTS et al, 2007).

Proteinas recém-sintetizadas que dardo origem a proteinas secretorias e
transmembranares sdo translocadas para o RE onde devem ser adequadamente enoveladas
antes de serem transportadas para as organelas-alvo. As proteinas que ndo sdo enoveladas
adequadamente sdo transportadas para o citossol através do mecanismo de degradacao

associado ao RE (do inglés: endoplasmatic reticulum-associated degradation; ERAD) por um
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sistema de proteasoma (GARDNER et al, 2013). Para garantir o enovelamento correto e
prevenir a agregacdo no lumen do RE, um ambiente com alta concentracdo de proteinas (~100
mg/mL), uma grande quantidade de chaperonas e enzimas realizam a maturacdo das proteinas
pela clivagem do peptidio sinal, glicosilagdo e formacdo de ligacdo dissulfeto (ARAKI &
NAGATA, 2011). As chaperonas, em particular, estdo envolvidas no processo de controle de
qualidade do RE e dentre elas se destacam a BiP/GRP78 (proteina ligante de imunoglobulina
de cadeia pesada/proteina regulada por glicose de 78 kDa) e a GRP94 (proteina regulada por
glicose de 94 kDa). GRP78 é a responsavel pela translocacdo de polipeptideos nascentes, pelo
enovelamento proteico e agregacdo, pelo direcionamento de proteinas para a maquinaria
ERAD e pela homeostasia do Ca’* (GARDNER et al, 2013).

O RE é sensivel a alteragcdes no ambiente como isquemia, privacdo de glicose, estresse
oxidativo ou mutacdo genética que podem causar 0 enovelamento aberrante de proteinas
(KAUFMAN, 1999; VEMBAR & BRODSKY, 2008). O acumulo dessas proteinas aberrantes
(ndo enoveladas ou mal enoveladas), no limen do RE, induz uma disfuncdo, levando a um
disturbio da homeostase do RE. As proteinas recém-fabricadasno RE perdem sua estrutura
terciaria, e consequentemente, sua funcionalidade (SCHORDER & KAUFMAN, 2007;
DICKNOUT & KREPINAKY, 2009). O aumento de proteinas desenoveladas no RE é
denominado “estresse do RE” e pode gerar consequéncias deletérias para a célula. Desta
forma, o estresse do RE resulta em uma resposta celular altamente conservada ao acumulo de
proteinas desenoveladas no RE, denominada Unfolding Protein Response (UPR) (DAVID &
PETER, 2007). A UPR coordena o aumento da capacidade de enovelamento do RE,
biossintese de lipidios e da maquinaria ERAD com a diminuicdo do aporte de proteinas
recém-sintetizadas (através do aumento da degradacdo do RNAm e da repressédo traducional)
(INAGI, 2010). Por estas acGes, a UPR é uma resposta citoprotetora, permitindo que as
células se adaptem a nova condi¢do. No entanto, durante um severo e/ou prolongado estresse,
a UPR pode se tornar citotoxica através da ativagdo da apoptose (INAGI, 2010). A apoptose
induzida pela UPR é um importante fator patogénico de uma grande variedade de doencas,
inclusive a doencga renal (INAGI, 2010).

Tem sido demonstrado que a proteina GRP78 € a principal chaperona que determina o
destino da célula pelo grau de ativacdo da UPR, pois esta ligada a trés proteinas
transmembranares encontradas no RE (BERTOLOTTI et al, 2000; RON & WALTER, 2006)
(FIGURA 6). As proteinas de membrana do RE sdo: ATF6 (Activating Transcription Factor
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6), IRE1 (Inositol-Requiring Enzyme 1) e PERK (double-stranded RNA-dependent Protein
kinase-like ER protein Kinase) (RON & WALTER, 2006). A dissociacdo entre GRP78 e estes
trés indutores de UPR devido a sua alta afinidade de ligacao por proteinas desenoveladas no

limen do RE leva a ativagdo do processo (FIGURA 6).
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Figura 6. Resposta UPR. Em situacdo basal GRP78 esta ligada a proteinas de membrana do
RE (IRE1, ATF6 p90 e PERK), impedindo a ativacdo da UPR. No entanto, quando esse
processo € ativado pode haver recuperacdo ou morte celular. As proteinas que ndo sao
enoveladas adequadamente sdo transportadas para o citossol através do mecanismo de
degradacdo associado ao RE (ERAD). (A) Para prevenir a morte celular sobre condi¢fes do
estresse do RE, IRE1, PERK, ou ATF6 induzem a UPR promovendo a expressdo de genes
quer codificam chaperonas, degradacdo de proteinas no RE (ERAD) e enzimas oxidantes e
detoxificantes. (B) No caso de vias de sinalizacdo serem ativadas devido a um severo e
prolongado estresse do RE, as células sdo eliminadas do organismo pela resposta pro-
apoptética da UPR, mediada por CHOP, JNK e caspase 12. GRP78: proteina regulada por
glicose de 78 kDa; ATF4: fator de ativacdo transcricional 4; ATF6: fator de ativacdo
transcricional 6; CHOP: CCAAT/enhancer-binding protein homologous protein; ERAD:
degradacdo associada ao reticulo endoplasmatico; BAX-BAK: oligbmero membro da familia
de gene Bcl-2; IRE1: inositol-requiring enzyme 1; JNK: c-Jun N-terminal kinase; PERK:
double-stranded RNA-dependent protein kinase-like ER protein kinase; XBP1: X-box binding

protein; elF2a: fator euracidtico - 2 de iniciacdo da translocagéo. (Retirado de INAGI, 2009).



24

O acumulo de proteinas desenoveladas ou mal-enoveladas aumenta a expressao de
GRP78, GRP94 e da proteina isomerase dissulfidica (PDI) que aumenta a capacidade do RE

em enovelar proteinas. Esse fenbmeno ocorre por trés vias:

(1) Via de IRE1: como uma proteina transmembranar tipo 1, IRE1 apresenta uma regido
amino-terminal voltada para o lumen e a carboxi-terminal para o citoplasma que contém os
dominios cinase e RNAse (YAMAMOTO et al, 2007). Apos se desligar de GRP78, IRE1
sofre dimerizacdo/oligomerizacdo pela regido luminal ativando o dominio RNAase. A
RNAase cliva 0 RNAmM XBP1 (do inglés: X-box binding protein 1) que inicia uma cascata de
splicing que viabiliza o aumento da transcricdo de genes que codificam chaperonas e
proteinas envolvidas na ERAD (YAMAMOTO et al, 2007);

(2) Via de PERK: também proteina transmembranar tipo 1, o0 dominio citosélico apresenta um
dominio serina/tirosina cinase que sofre trans-autofosforilacdo em resposta ao estresse do RE
e fosforila o fator de iniciagdo de tradugdo elF2a. Essa fosforilagdo resulta na reducdo geral
de sintese de proteinas e diminui o aporte de proteinas para 0 RE (MALHOTRA &
KAUFMAN, 2007);

(3) Via ATF6: € uma proteina transmembranar tipo 1. Em resposta ao estresse do RE, ATF6
transita do RE para o Golgi, onde ¢ clivado sequencialmente por duas proteases (S1P e S2P).
Dessa clivagem € liberado o fator de transcricdo da regido amino-terminal que é transportado
para 0 nucleo onde se liga ao elemento responsivo ao estresse do RE (ERSE) ativando a
transcricdo genes-alvo da UPR (YAMAMOTO et al, 2007; DAVID & PETER, 2007;
ADACH] et al, 2008).

A ativacdo prolongada da UPR também pode induzir a morte celular por apoptose,
mecanismo ativado pelo vazamento de Ca”** do préprio RE (DICKNOUT & KREPINSKY,
2009). A apoptose € mediada por varios fatores pro-apoptéticos, como:

(1) CHOP: um fator de transcricdo que geralmente regula fatores anti-apoptoticos, € regulado
pela via de sinalizacdo de IREl-elF2a e ATF6. Sua ativacdo reduz a apoptose e injurias
oxidativas. Contudo, dependendo da duracgéo e intensidade do estresse do RE, CHOP também

pode atuar como fator pré-apoptético;
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(2) JNK: IRE1 interage com um fator de necrose tumoral (TRAF2). O complexo IRE1-
TRAF2 ativa a via de sinalizagdo de proteina cinase c-Jun N-terminal (JNK), induzindo

apoptose;

(3) Caspase-12: Esse fator estd associado a membrana do RE e pode ser ativado por 2 vias.
Sua ativacgdo cliva caspase-9 e essa por sua vez ativa pro-caspase-3. A ativacao de caspase-12
ocorre por duas vias: (i) Via dependente do complexo IRE1-TRF2a, explicado anteriormente
e (ii) Depende do oligdmero BAX-BAK presente na membrana do RE. Durante as condig¢des
do estresse do RE esse oligdmero promove a saida de Ca®* do RE. O aumento desse fon no
citossol ativa uma proteina chamada calpaina que, por sua vez, cliva caspase-12 gerando sua

forma ativa.

O balanco entre os fatores de sobrevivéncia e de morte determina o destino da célula,
ou seja, se a funcdo do RE for reestabelecida através da resposta adaptativa da UPR, a célula
sobrevive e retoma a sua fungdo normal. Por outro lado, se o estresse do RE ndo for extinto
pela ativacdo da UPR, o estresse prolongado e severo do ER resulta em morte celular
(FIGURA 6).

1.4.2 Ativacdo do estresse do RE na doenca renal

O estresse do RE e a ativacdo da UPR parecem ser fendmenos que ocorrem em
qualquer tipo celular. Entretanto, o estresse do RE parece ser fisiologicamente relevante em
tipos celulares que apresentam uma alta taxa de sintese protéica ou que a funcéo primaria seja
a producdo de proteinas secretorias ou residentes de membrana (DICKNOUT &
KREPINSKY, 2009). No rim a taxa de sintese de proteinas é alta, principalmente pela
producdo de proteinas residentes de membrana. Através da infusdo de radio-tragadores,
leucina e fenilalanina marcados com tritio, foi estimado que em humanos a taxa de produgéo
diaria de proteinas no rim seja em torno de 42% (em 24 h a cada 100 proteinas, 42 sdo novas
proteinas). Em outros estudos, foi demonstrado que o cortex renal responde por 30%
(GOLDSPINK & KELLY, 1984). Para fins de comparacgédo, no baco e musculo esquelético
esta producdo € de 12 e 1,5%, respectivamente (TESSARI et al, 1996). Em um rim normal, a
filtracdo glomerular de 180 L de plasma/dia requer a reabsor¢do de muitos componentes do

ultrafiltrado, havendo necessidade de alta sintese no RE de proteinas transportadoras
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residentes de membrana e canais envolvidos na reabsor¢do de glicose, 4gua, aminoacidos,
eletrolitos e outras moléculas pequenas, bem como receptores de horménios reguladores da
homeostase do volume extracelular. A influéncia da sintese de proteinas e da fungéo renal foi
demonstrada em dois modelos experimentais: (1) Ratos Fischer 344 idosos, onde o declinio
da sintese de proteinas é inversamente proporcional a proteindria (RICKETTS et al, 1985) e
(2) Camundongos GRP78" apresentam um progressivo declinio da funcdo renal,
caracterizado por esclerose glomerular, atrofia tubular e fibrose intersticial (KIMURA et al,
2008).

O estresse do RE emerge como um mecanismo alvo a ser estudado, uma vez que este é
ativado na ocorréncia de isquemia renal (INAGI, 2010). Estudos recentes mostram a acdo de
diversas substancias atuando como fatores de regulagcdo do estresse do RE na I/R. O
tratamento antes da I/R com trimetazidina (TZM) e o pds-condicionamento, in vivo, mostrou
ter alvos diferentes. A TZM inibiu alteracdes na respiracdo celular, enquanto o pds-
condicionamento previne o aumento da expressdo de proteinas envolvidas na UPR como
GRP78, ATF4, PERK e também das proteinas pré-apoptdticas como JNK e caspase-12
(MAHFOUDH-BOUSSAID et al, 2012). Outro estudo in vivo, utilizando pré-tratamento com
indutores de UPR como a tapsgargina e tumicamicina, mostraram aumento de GRP78 na
regido cortico-medular renal, regido bastante suscetivel devido a baixa vascularizacdo. Esses
resultados foram responsaveis pelo efeito protetor contra a injuria renal advinda da I/R
(PRACHASILCHAI et al, 2008). Com isso, o papel da ativacdo do fendmeno de UPR in vivo,

apos a injdria de I/R precisa ser melhor esclarecido.

Um grande namero de farmacos tem sido utilizado para a prevencdo da isquemia
renal. Entre eles, estdo os inibidores do fator de necrose tumoral (TNFa), inibidores do
estresse oxidativo (tempol) e a L-arginina (precursor da sintese de 6xido nitrico) (PASCHER
& KLUPP, 2005 e OZTURK et al, 2001). Entretanto, nenhuma abordagem farmacoldgica
utilizada para prevenir o dano renal induzido pela isquemia renal foi introduzida na pratica
médica, e novas estratégias para tratamento Sdo necessarias. Nesse contexto, o acido
lisofosfatidico (LPA), um fosfolipidio biologicamente ativo, surge como potencial agente
terapéutico, ja que dados na literatura mostram aumento da sua concentragdo na doenca renal
e que ele pode prevenir o desenvolvimento de diversas patologias como doencgas autoimunes
(CHUN & ROSEN, 2006) e injaria na mucosa estomacal induzida por aspirina (TANAKA et
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al, 2012). Os fosfolipidios de membrana, em especial o LPA e suas a¢Oes, serdo detalhados

adiante.

1.5 Lipidios como sinalizadores intracelulares e extracelulares

Ha pelo menos duas décadas, tem sido demonstrado que os lipidios ndo sdo somente
componentes estruturais da membrana plasmatica, mas também moléculas biologicamente
ativas, influenciando uma variedade de processos celulares fisiologicos e patoldgicos
(HANNUN & OBEID, 2008). Atualmente, os lipidios possuem trés fungdes gerais. A
primeira envolve 0 seu usSO como reserva energética, principalmente, como éster de
triacilglicerol. Esse estoque é importante para reservas caloricas e para a biogénese da
membrana (HANNUN & OBEID, 2008; ALBERT, 2008). A segunda funcdo € a formac&o de
microdominios de membrana, responsaveis por concentrar moléculas sinalizadoras (lipidios
ou proteinas) ou proteinas transportadoras (HANNUN & OBEID, 2008; ALBERT et al,
2008). A terceira, e foco desta dissertacdo € a atuacdo como primeiros e segundos
mensageiros na transducdo de sinais extracelulares e no reconhecimento de processos
celulares (HANNUN & OBEID, 2008).

Os lipidios de membrana compreendem os esterdides (colesterol) e fosfolipidios, os
quais podem ser divididos em glicerofosfolipidios (majoritarios e foco desta dissertacdo) e
esfingolipidios. Os glicerofosfolipidios séo os lipidios de membrana cujo esqueleto hidrofébico
é formado pelo diacilglicerol (DAG) e dois acidos graxos saturados ou insaturados de cadeia
longa ligados ao DAG nos carbonos snl e sn2 através de uma ligacao éster (VAN MEER et al,
2008). De acordo com o grupamento polar ligado na posi¢do sn3 do DAG, sdo classificados
como: fosfatidilinositol, fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina, e outros. A
distribuicdo desses lipidios varia de acordo com o tipo celular, organismo e organela em quest&o.
Apesar dos inositol-lipidios corresponderem a apenas 6-8% do total de fosfolipidios da
membrana plasmatica, eles compde uma das principais vias de sinalizacdo em diferentes tipos
celulares (PRASAD, 1996; VAN MEER et al, 2008). Esses grupos lipidicos citados exercem
grande parte de seus efeitos através da ligagdo a receptores de membrana plasmatica acoplados a
proteina G (GPCR) (MUTOH et al, 2011).

1.5.1 Os lisofosfolipidios (LPLs): acido lisofosfatidico (LPA)

Devido a descoberta do envolvimento de seus receptores como marcadores de

alteracOes fisiopatoldgicas, os LPLs ganharam interesse cientifico nos anos 90 (FUCHS &
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SCHILLER, 2009). Os LPLs sdo formados a partir dos glicerofosfolipidios, no qual uma
cadeia de acido graxo na posi¢do sn-2 ou sn-1 é removida por uma fosfolipase (ZHAO &
NATARANSAN, 2009). Dentre eles destaca-se o acido lisofosfatidico (LPA) (FIGURA 7).

Estruturalmente, o LPA (mono acilglicerol-3-fosfato), € o menor glicerofosfolipidio
(430-480 Da), esta ligado a um acido graxo e possui uma esterificacdo na cadeia de carbonos
(CHOI et al, 2010). A presenca do grupamento hidroxil e fosfato confere carater hidrofilico
em relacdo aos outros fosfolipidios, podendo ser encontrado no sangue, saliva, entre outros
fluidos bildgicos. Sua concentragdo, no plasma, pode variar entre 100 a 1000 nM, enquanto
no soro essa faixa pode exceder 10000 nM (BAKER et al, 2001). No sangue o LPA circula
ligado a proteinas plasmaticas, como albumina, e lipoproteinas. Essas lipoproteinas
estabilizam o LPA em um ambiente hidrofilico e, possivelmente, protegem da degradacdo, ja
que isoladamente o LPA seria rapidamente degradado em algumas horas (PAGES et al.,
2001). E sabido que o LPA no sangue advém das plaquetas (AOKI, 2004).

O LPA ¢ produzido a partir de lipidios da membrana plasmaética por duas vias distintas:
(a) atividade da fosfolipase D (PLD): onde o acido fosfatidico, derivado de fosfolipidios de
membrana ou do diacilglicerol, através da acdo de uma fosfolipase D e diacilglicerol cinase
respectivamente, é substrato da PLA, dando origem ao LPA e (b) a partir da atividade da
fosfolipase A, (PLA;) e lisofosfolipase A, (lisoPLA;), onde lisofosfolipidios, gerados pela
acao da PLA,, tais como lisofosfatidilcolina (LPC), lisofosfatidiletanolamina (LPE) e
lisofosfatidilserina (LPS), seriam convertidos a LPA pela acdo de uma lisofosfolipase D
(lisoLPD) ou autotaxina (ATX) (FIGURA 9) (CHOI et al, 2010).
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Figura 7. Producéo do LPA a partir de fosfolipidios de membrana atraves de
duas vias majoritarias. A figura mostra a diversidade das moléculas quimicas de LPA
sintetizadas, apresentando diferentes cadeias de carbono e nimero de satura¢fes *18:1- LPA é
0 mais utilizado em laboratério como ativador de receptores de LPA e **18:00 é o mais
abundante no plasma humano. PC: fosfatidilcolina; PE: fosfatidiletanolamina; PS:
fosfatidilserina; PLD: fosfolipase D; PA; acido fosfatidico; DAG-cinase: diacilglicerol cinase;
PLA,: fosfolipase A,; ATX: autotoxina; LPA: acido lisofosfatidico. (Adaptado de CHOI et al,
2010).
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O LPA pode ser inativado por defosforilacdo atraveés de enzimas presentes na
membrana da superficie celular, as chamadas lipidios-fosfatases (LPPs) que pertencem a uma
familia de enzimas integrais de membrana que catalisam a defosforilacdo do LPA e de outros
lipidios como S1P e ceramida-1P (LONG et al, 2005).

Por muitos anos, o LPA, foi conhecido apenas como produto da via sintética de lipidios,
gerado a partir de glicerol 3-fosfato e acil-CoA através da acdo do glicerolfosfato acil transferase
no reticulo endoplasmatico e na mitocondria (HANNUN & OBEID, 2008). Hoje, sabe-se que o
LPA estimula uma variedade de respostas celulares, pela sua acdo intra e extracelular. Sua agédo
intracelular inclui o receptor nuclear denominado peroxisome proliferator activated receptor
(PPAR-y) (MCINTYRE et al., 2003). O LPA desloca o agonista pleno do receptor (PPAR) vy, a
rosiglitazona e estimula a expressdo de genes que expressam elementos de envolvidos no
metabolismo da glicose, &cidos graxos, diferenciacdo de adipdcitos e processos inflamatorios. E
ainda funciona ativando proteinas ligantes de actina, como exemplo: gelsolina, vilina e formina.
Ja a acdo extracelular, ocorre pela ativacdo de receptores acoplados a proteina G (GPCR)
(PARRIL, 2011). (FIGURA 9). Essas atividades biologicas do LPA estdo relacionadas aos
efeitos mitogénicos, diferenciacdo e sobrevivéncia celular, reorganizacdo do citoesqueleto,
processos de retracdo e migracdo celular (CHOI et al, 2008, ISHII et al, 2004 e TOKUMURA et
al, 1978). Em relacdo aos processos patoldgicos estdo relacionadas alteracdes no sistema imune,

cancer, reproducéo, fibrose e obesidade (CHOI et al, 2010).

O metabolismo do LPA é complexo e resulta na producdo de inimeras moléculas
quimicas distintas. A cadeia de carbonos e nimero de saturagdes varia, consideravelmente,
dependendo do fosfolipidio precursor utilizado CHOI et al, 2010. Essas caracteristicas
juntamente com sua posic¢ao (snl ou sn2) e o tipo de ligacdes (éster ou éter) entre o acido
graxo e o glicerol, influenciam na afinidade pelos seus receptores e consequentemente na
atividade biolégica do LPA (BANDOH et al, 2000; TOKUMURA, 2002).
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Devido a similaridade estrutural (50-57% dos amino&cidos similares), os receptores
tipo LPA; 3 e de S1P foram, inicialmente, classificados juntos como membros da familia Edg
(genes de diferenciacdo endotelial-1). Subsequentemente, esses receptores foram
reclassificados como receptores de LPA e de S1P para denotar as especificidades dos ligantes.
Atualmente, existem 6 isoformas para receptores de LPA (LPA1s) (PARRIL, 2011). Em 1996
foi identificado por HETCH e COLABORADORES o primeiro receptor de LPA (LPA;) em
porcdo cortical do cérebro de camundongos. Essa descoberta foi seguida da identificacdo de
mais duas isoformas adicionais, os receptores LPA, e LPA3; (BANDOH et al, 2000). Durante o
curso das pesquisas por ligantes naturais de GPCRs, em 2003, NOGUCHI e
COLABORADORES descobriram que o LPA é um ligante para GPR23/p2y9. Esse quarto
receptor de LPA, hoje com nome de LPA, ndo é um homologo da familia Edg, mas é mais
préximo funcionalmente. Em seguida, dois outros GPCRs 6érfdos com estrutura parecidas com
LPA, foram descobertos, 0 GPR92/93 e p2y5, agora conhecidos como LPAs (LEE et al, 2006
e KOTARSKY et al, 2006) e LPAs (PASTERNACK et al, 2008 e LEE et al, 2009),
respectivamente. Uma série de outros receptores 6rfaos vem sendo propostos como tendo
acao parecida aos receptores de LPA, incluindo GPR87, p2y10 e GPR35, mas ainda esperam
por confirmagdes futuras na pesquisa (YANAGIDA et al, 2013).

Uma vez que a complexidade de acoplamento desses receptores a diferentes proteinas
G (FIGURA 8), as respostas celulares sdo bastante heterogéneas. Os receptores de LPA estéo
acoplados a proteinas G heterotriméricas que sao constituidas por trés subunidades: a, B e v.
LPA;1,456 estdo acoplados a proteina Giz13, ativando a via de RhoA, um membro da familia
de Rho GTPases; LPA;.5 estdo acoplados a proteina Gg11 mediando a ativagéo de fosfolipase
C (PLC) que hidrélisa fosfatidil inositol-bi-fosfato (PIP,) e mobiliza Ca** de estoques
internos; LPA;.4 6 estdo acoplados a proteina Gi mediando a ativacgao da via fosfoinositidios-3-
kinase (PI3K) / Rac e PKB/AKkt, ativacdo também da via Ras-MAP kinase, inibicdo da
adenilato ciclase (AC) com subsequente queda dos niveis de AMPc e ativacdo da PLC. LPA,
também pode estar acoplado a proteina Gs, ativando a AC. (CHOI et al, 2010; MUTOH et al,
2011).
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Figura 8: Vias de Sinalizacdo dos principais receptores de LPA. A atividade biologica do
LPA é mediada através da ativacdo de seis diferentes receptores, LPAL1-LPA6. Todos sdo
receptores com sete dominios transmembrana acoplados a proteina G. A complexidade nas
associages com subtipos de proteina G e diferentes padrfes de expressdo, permitem ao LPA
ativar diferentes vias de sinalizacdo e consequentemente produzirem varios efeitos celulares
em diferentes células e organismos. PLC: fosfolipase C; IPs. inositol trifosfato; DAG:
diacilglicerol; PKC: proteina cinase C; AMPc: Monofosfato ciclico de adenos; AC: adenilato

ciclase; LPA
1,2,3,4,5

. receptor de LPA; MAPK: proteina quinase ativadora de mitogeno; PI3K:

cinase de fosfatidilinositol-3; Rac: proteina de liga¢do a guanina; Ras: proteina de ligacdo a
guanina; Rho: GTPase homdloga a Ras; ROCK: Rho-cinase (adaptado de CHOI et al, 2008).
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A dessensibilizacdo dos receptores de LPA ocorre pela fosforilagdo dos GPCRs por
cinases e/ou um acdo de arrestinas, seguido de internalizacdo, reciclagem ou degradacdo do
receptor (MUTOH et al, 2011).

A caracterizacdo das diferentes classes de receptores utilizando agonistas e
antagonistas dos receptores de LPS permitem a distingdo farmacoldgica e o estudo do papel
do LPA na regulagéo de diferentes processos celulares. No entanto, 0os componentes existentes
séo agonistas (OMPT, LPA18:1 entre outros) e antagonistas (VPC12249, Ki6425 entre outros)
dos receptores LPA1.3 (PARRIL, 2011).

1.6 O papel do LPA na isquemia/reperfusdo (I/R)

Dados na literatura mostram que o aumento da concentracdo de alguns LPLs, em
destaque o LPA, estd cada vez mais associado a condic¢Bes patoldgicas, como a doenca renal
(INOUE, 2002; PRADERE et al, 2008). Dos receptores de LPA descritos anteriormente,
LPA;, LPA; e LPA; sdo expressos no rim e estdo presentes no cortex, medula interna e
externa, com a seguinte ordem de predominancia: LPA; = LPA; > LPA; (OKUSA et al,
2003). Devido as diversas possibilidades de ativacdo de proteinas G, o LPA apresenta
respostas celulares heterogéneas. In vitro, tem sido demonstrado que o LPA funciona como
um fator de crescimento e sobrevivéncia para as células do tdbulo proximal, inibindo
apoptose e prevenindo a inducdo de citocinas (LEVINE et al, 1997). A administragdo
intraperitoneal de LPA, durante a isquemia, logo antes da reperfusdo preveniu a faléncia do
rim em consequéncia do insulto isquémico protegendo as células do processo de apoptose
(DE VRIES et al, 2003). Além disso, foi demonstrado que o tratamento intraperitoneal com 4
doses de LPA a cada 2 horas antes do procedimento de isquemia, apresenta um efeito
bifasico: doses entre 0,01 — 0,1 mg/Kg protegem o rim da I/R, enquanto na dose de 1 mg/Kg o
efeito é revertido (OKUSA et al, 2003). Neste caso, foi proposto que a protecdo ocorre
quando o receptor de maior afinidade para o LPA, LPA,, é ativado. O aumento da
concentracdo de LPA ativa o receptor LPA3, pois ao utilizar um inibidor especifico ndo houve
perda do efeito protetor. Neste caso, ao LPAg3 atribuiu-se o papel de causador do dano ao
tecido renal (OKUSA et al, 2003). Além disso, foi demonstrada que a ativacdo de LPA; leva
ao desenvolvimento e progressdo de fibrose intersticial (PRADERE et al, 2007), principal
caracteristica da doenca renal crénica. Um estudo recente mostrou que o LPA atua como
adjuvante a acdo da lovastatina reduzindo o nivel de MCP-1 (proteina quimiotatica de
mondcitos-1), creatinina, BUN, e danos de morfol6gicos renais, no entanto 0 mecanismo de
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acdo molecular ainda ndo foi esclarecido. Essa proteina, MCP-1, tem seu nivel aumentado na
I/R, indicando lesdo renal. O LPA e lovastatina protegem a funcdo renal contra a I/R por
downregulation de MCP-1(GAO et al, 2011). O conhecimento apurado do mecanismo de
acdo do LPA na I/R permitira delinear uma possivel estratégia farmacoldgica de prevencéao

para isquemia e reperfuséo renal.
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1. OBJETIVOS

O objetivo central desta dissertagdo foi caracterizar o efeito do tratamento com LPA no
modelo de I/R renal com énfase ao transporte renal de Na* e a prote¢do contra o estresse do

RE, utilizando cortex renal.

I1.1 Objetivos Especificos

1. Determinar se o tratamento com LPA promove melhora dos pardmetros morfo-funcionais
renais observados no grupo I/R.

2. Determinar o efeito na atividade e expressdo da I/R e do tratamento com LPA sobre os
transportadores ativos primarios de Na* presentes no cortex renal;

3. Identificar a via de sinalizacdo de reparo ativada pelo LPA durante o processo de I/R;

4. Avaliar o efeito da I/R na expressdo das proteinas (GRP78 e PERK) envolvidas com o

estresse do RE e sua modulagéo pelo tratamento com LPA.
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I1l. MATERIAIS E METODOS

Todos os procedimentos envolvendo os animais estdo de acordo com as
recomendacdes sobre uso de animais em experimentacdo conforme The Guide for Care and
Use of Laboratory Animals (DHHS publicacdo n® 85-23 / NIH revista em 1996, Office of
Science and Health Reports, Bethesda MD). Os protocolos, assim como o projeto no qual esta
dissertagdo encontra-se inserida, foram aprovados pela Comissdo de Avaliacdo da Utilizacéo
de Animais em Pesquisa (CEUA) sob o numero IBCCF 087 do Centro de Ciéncias da Saude,
UFRJ.

111.1 Material

ATPNa,, ouabaina, Hepes, Tris, PMSF, furosemida, glicina, acrilamida, bis-acrilamida,
inibidor de tripsina (tipo 11-S), EDTA, &cido lisofosfatidico (oleoyl-L-a lysophosphatidic
acid), albumina, histona, U73122, calfostina, PMA (do inglés phorbol 12-myristate 13-
acetate)foram obtidos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO).

NaCl, MgCl,, KClI, folin, DMSO, acrilamida, BIS-acrilamida, glicose, EDTA, fosfato de
sodio hepta-hidratado, xilol, éter, &lccol etilico foram obtidos de VETEC quimica, Xerém,
Duque de Caxias, RJ.

Todos os outros reagentes foram do mais alto grau de pureza. Todas as solugdes foram
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preparadas com agua Milli-Q pelo sistema (PURELAB Option-Q). O [ Pi] foi obtido do
Instituto Brasileiro de Energia e Pesquisas Nucleares (IPEN, S&o Paulo, Brasil).

Os kits colorimétricos utilizados para quantificacdo de: ureia, creatinina e proteinuria, todos
obtidos da Gold Analisa (Belo Horizonte, MG, Brasil).

O anticorpo contra receptor de LPA tipo 1 (anti-EDG2 anti-rabbit) foi obtido da Abcam
(EUA), ja contra os receptores tipo 2 (anti-EDG4 anti-rabbit), tipo 3 (anti-EDG7 anti-rabbit) e

contra NKA (anti-mouse) foram obtidos da Santa Cruz Biotechnology (California), assim
como os anticorpos contra GRP78 (anti-H-128, anti-rabbit) e PERK (anti-H-300, anti-rabbit).
A Membrana de nitrocelulose (Hybond) foi comprada da Amersham Biosciences
(Buckinghamshire, RU). Os anticorpos secundarios conjugados a fluorescéncia anti-mouse e
anti-rabbit foram obtidos da LI-COR Biosciences (NE, USA).

I11.2 Animais e grupos experimentais

Para composicao dos grupos experimentais foram utilizados ratos da linhagem Wistar,
machos adultos, pesando de 180 - 250 g. Durante todo o periodo (pré e p6s-operatdrio) 0s

ratos foram mantidos em gaiolas apropriadas sob temperatura constante (23 £ 2 °C), no ciclo
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padrdo claro/escuro (12/12 h), com acesso irrestrito & 4gua e racdo. Os ratos foram divididos

aleatoriamente nos seguintes grupos:

Controle ou falso operado: ratos submetidos ao estresse da cirurgia, porém nao sofreram a I/R
(n=11);

I/R: Os animais sofreram a cirurgia de isquemia-reperfusdo, porém ndo foram tratados. As

artérias renais foram obstruidas, conforme descrito a seguir nesta sessao (n=11);

I/R+LPA (grupo isquémico tratado): os ratos sofreram a cirurgia de I/R e no momento da
obstrucdo foi administrado LPA (ACIDO L-A-LISOFOSFATIDICO); Sigma, St Louis, MO,
USA) por via intracapsular na concentracdo de 1 mg/kg de peso corporal. Sabe-se que esta
dose, nesta mesma condicdo experimental atenua os efeitos da isquemia (DE VRIES et al,
2003) (n=11).

Apos a cirurgia os animais foram acondicionados em gaiolas metabdlicas, nas quais
sdo feitas separacdo da urina e fezes, e também é possivel mensurar a quantidade de agua
ingerida durante as 24 horas referentes ao processo de reperfusdo. Apds este tempo as ratos

foram eutanasiados por decapitacdo consciente para retirada dos rins e coleta de sangue.

I11.3 Cirurgia de isquemia-reperfusao (I/R)

A cirurgia inicia-se com a sedacdo dos animais por inalacéo de éter etilico, logo ap6s
foi realizada anestesia geral através de injecdo intraperitoneal de solucdo apropriada (3:1 de
cloridrato de Ketamina 5% e cloridrato de Xilazina 2 g). O volume dessa solugéo varia com o
valor do peso corporal do rato, em microlitros. O rato foi considerado anestesiado quando nao
reagia ao se realizar preensdo de uma de suas patas traseiras. O rato foi fixado em uma
prancha cirurgica forrada com papel aluminio e preso com fita adesiva pelos membros
inferiores e superiores. Foi realizada assepsia da regido abdominal com detergente e gaze, e
tricotomia com uma lamina. A cavidade abdominal foi exposta (laparotomia) através de uma
incisdo abdominal de aproximadamente 6 cm. Apds identificacdo das veias e artérias renais a
isquemia foi induzida pela aplicagdo de um grampo vascular ndo traumatico nas duas artérias
renais por 30 min, tempo necessario para a observacéo da perda da coloracdo avermelhada do
rim. Apds 30 min, o grampo foi removido para que a reperfusdo ocorresse, foi realizada uma
leve massagem nos rins com cotonetes embebidos em soro fisiologico para auxiliar o

processo de reperfusdo que dura 24h. A incisdo foi fechada com sutura feita com pontos
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simples separados, afrontando as bordas (pele e musculo) em plano Unico, com linha de nylon
3-0 (BEIRAL et al, 2012) (FIGURA 9). No grupo tratado foi administrado LPA por via
intracapsular na concentracdo de 1 mg/kg de peso corporal, logo apds a aplicacdo dos

grampos.



39

Isquemia—30min

Reperfusiao 24h

\ 4

Sacrificio

Figura 9: Esquema representativo da cirurgia de isquemia-reperfusédo renal. A cirurgia
é iniciada com a anestesia via peritoneal, em seguida é feita a incisdo abdominal. A
introducdo dos grampos vasculares ndo traumaticos nas artérias renais por 30 min é referente
ao processo de isquemia. Apos esse tempo, 0s grampos sdo retirados, e inicia-se 0 processo de

reperfusdo com duracdo de 24h, sendo encerrado com a eutanasia do animal.
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I11.4 Obtencdo do homogeneizado purificado de cortex renal

Para preparacdo do homogeneizado purificado de cortex renal, imediatamente apos a
retirada, os rins foram imersos em solugéo isotbnica tamponada gelada contendo: sacarose
250 mM, Hepes-Tris 10 mM (pH 7,4), EDTA 2 mM, inibidor de tripsina 0,15 mg/ml e
fluoreto de fenilmetanesulfonil (PMSF) 1 mM. A regido cortical externa (segmento de
aproximadamente 5 mm de espessura), porcdo composta predominantemente por células de
tibulos proximais, foi dissecada. Foi separada também a porcdo do cortex interno e medula
renal, sendo os polos renais armazenados em formaldeido 10% para andlise histologica. Ao
restante do cortex externo foram adicionados 3 mL de solucdo descrita acima e essa
suspensdo foi tratada em homogeneizador de tecido tipo Potter com pistilo de teflon. Este
homogeneizado foi centrifugado por 10 minutos a 2000 g, a 4 °C, em uma centrifuga Sorvall
RC-5B, utilizando um rotor SS-34. Nesta centrifugacdo, as células ndo rompidas durante a
homogeneizacdo, nucleos e citoesqueleto sedimentam e foram descartados ap6s a retirada do
sobrenadante. Este sobrenadante constitui 0 homogeneizado purificado de cértex renal
externo, o qual foi aliquotado em tubos Eppendorf e armazenado a -20 °C (VERDOORN et
al, 2010). A concentracdo de proteinas de cada preparacdo foi determinada através de método
colorimétrico modificado de Lowry et al. (1951), utilizando o reagente Folin-Fenol, SDS

2,5% e a albumina bovina como padrao.
I11.5 Analise histologica

A fixagdo dos polos renais foi feita em formaldeido a 10% em solugdo de tampéo
fosfato, por um periodo de 3 dias. Apos este tempo o tecido foi desidratado em solucGes
aquosas de alcool etilico (50, 70, 80, 90 e 95%) até a substituicdo por alcool etilico puro
(100%) por 30 min em cada uma. Em seguida, foi realizada a etapa de clareamento, isto é, a
substituicdo do agente desidratante pelo liquido intermediario, o xileno, o qual possibilitara a
incluséo da parafina (xileno-parafina 1:1, xileno-parafaina 1:2 e parafina pura). Esta etapa foi
realizada a temperatura de 60 °C mantida constantemente em estufa. Finalmente, foi realizada
a fabricagédo do bloco sélido utilizando moldes metélicos nos quais sdo colocadas as amostras
embebidas com parafina liquida para resfriamento rapido e consequentemente solidificacdo. O
bloco de parafina contendo em seu interior tecido foi seccionado em micrétomo (modelo
MRP-03, Lupe Indlstria e Comércio Ltda, Brasil), gerando cortes histologicos de 30 um de
espessura. Estes cortes foram fixados em l&minas histoldgicas onde foi realizada as seguintes
coloragdes: Hematoxilina-Eosina e Acido Periddico-Schiff (PAS). O primeiro foi usado para
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avaliar a arquitetura renal. A hematoxilina (corante basico) tem afinidade por substancias
acidas, como o nucleo, corando-o em roxo. A eosina, sendo baséfila, cora predominantemente
o citoplasma. O segundo, PAS, foi utilizado para avaliar possivel expansdo das células
mesangiais nos glomérulos renais. Este corante cora compostos glicidicos, estruturas ricas em
acucares. No rim, ele cora de magenta (violeta/avermelhado) a luz dos tabulos proximais e a
lamina basal dos capilares da capsula de Bowman. A analise histoldgica foi realizada atraves
do microscopio Eclipse 400, Nikon acoplado a camera (Evolution, Media Cybernetics Inc.;
Bethesda, MD.). A quantificacdo dos glomérulos foi realizada manualmente, por contagem
em fotos com aumento de 100X. A medida do espaco de bowman foi realizada através do
programa Image J 1.47t (Wayne Rasband, National Institute of Health, USA) fazendo a
subtracdo entre espaco da circunferéncia maior e menor do glomerulo, utilizando fotos com
aumento de 200X.

I11.6 Analise dos parametros fisioldgicos renais

Uma semana antes do procedimento cirurgico os ratos foram treinados e adaptados em
gaiolas metabolicas. As gaiolas foram colocadas em uma sala com a temperatura e ciclo claro-
escuro controlados (25 °C; 12-12 h) e com livre acesso a agua e ragdo. Apés a cirurgia, 0s
animais foram colocados nas gaiolas pelas 24h que antecedem o sacrificio, o sangue foi
centrifugado a 2000 g por 10 min para obtencdo do plasma e as amostras de urina foram
coletadas e centrifugadas a 3000 g por 5 min. Os sobrenadantes foram armazenados a -20 °C

até o dia da andlise bioquimica.

A medida da concentracdo de Na* no plasma e na urina foram realizadas através de
espectrometria de chama (Analyser 910 MS). As medidas de creatinina, ureia (no plasma e na
urina) e de proteindria foram feitas utilizando kits enzimaticos (Gold Analisa, Belo Horizonte,
MG) que se baseiam na formacdo de complexos coloridos cuja absorbancia é captada pelo
espectrofotdmetro UV/VIS nas seguintes faixas, 510nm e 600nm, respectivamente (BEIRAL
etal., 2012).

I11.6.1 Férmulas utilizadas para a obtencéo dos parametros fisiologicos renais:

a) Depuracdo (clearance) de creatinina: Clc, = Ugr X V/Pcr; onde U, e P, concentragédo

urinaria e plasmatica de creatinina (umol/mL) e V: volume da urina (mL/24 h).
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b) Excreco urinaria de Na™: Uy, = Una X V; onde Una: concentragéo urinaria de Na'*.

c) Carga filtrada de Na": FLy, = GFR X Py, onde GFR: ritmo de filtragdo glomerular dado
pela depuragdo de creatinina (uL/min) e Py,: concentracdo plasmatica de Na* (umol/mL).

d) Fracdo de excrecio urinaria de Na": FEna = [(Una/Pna) X (Uc/Pcr)] X 100
Os valores obtidos foram normalizados por 100 g de peso corporal.

111.7 Atividades ATPésicas

111.7.1 Atividade NKA

A atividade da NKA foi determinada através da quantificacdo da diferenca de fosfato
inorganico (Pi), liberado pela hidrdlise de ATP, na presenca e auséncia de ouabaina (inibidor
especifico). O homogenato purificado (0,2 mg/ml) foi pré-incubado com e sem ouabaina (1
mM) para assegurar completa inativacdo da enzima. A reagdo de hidrolise foi iniciada pela
adicdo das proteinas no meio de reacdo contendo: HEPES-Tris 20 mM (pH 7,4), MgCl, 10
mM, NaCl 120 mM, KCI 30 mM e ATPNa, 5 mM na presenga de tragos [ySzP]ATP. Apbs 20
minutos & 37 C a reacdo foi parada pela adicdo de carvéo ativado em HCI 0,1 N (2 vezes o
volume de reagdo). O Pi*? liberado foi quantificado por cintilacdo liquida (Packard/Tri-carb
2100TR). A atividade dessa enzima também foi quantificada na presenca de U73122, inibidor

da fosfolipase C (PLC) sob as mesmas condi¢fes experimentais.

111.7.2 Atividade NaA

A atividade da NaA foi determinada conforme descrito por CARUSO-NEVES e
colaboradores (2000), através da quantificacdo da diferenca de Pi liberado pela hidrélise do
[v*?P]ATP na presenca e auséncia de furosemida (inibidor da enzima). O homogeneizado
purificado (0,2 mg/ml) foi pré-incubado com e sem furosemida (2 mM) em meio de reacdo
contendo: HEPES-Tris 20 mM (pH 7,0), ouabaina 1 mM, MgCl, 2 mM, NaCl 120 mM na
presenca de tracos de [y32P]ATP e parada, apods a reacdo de 10 minutos & 37 'C, pela adicdo
de carvéo ativado em HCl a 0,1 N ( 2 vezes do volume de reacgdo). O Pi liberado no meio foi
quantificado empregando um contador de cintilacdo liquida Packard Tri-carb 2100TR. A
atividade dessa enzima também foi quantificada na presenca de U73122, inibidor da PLC sob

as mesmas condic¢des experimentais.
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I11.8 Atividade da proteina cinase C sensivel ao DAG (PKC)

A atividade da PKC foi determinada pela incorporacdo de *%Pi, a partir de [y*2-P]ATP
(7uCi/umol) a histona (substrato da enzima cinase). A composi¢do do meio padrdo foi:
MgCl, 4 mM, HEPES-tris 20 mM (pH 7,0), histona 1.5 mg/mL e proteina (MBL) 0.7 mg/mL.
A reacdo ocorreu a 37 °C e parada pela adi¢édo de &cido tricloro acético (TCA) 40%. Apos 0s
tempos indicados, as amostras foram colocadas imediatamente no gelo, em seguida foram
filtradas a vacuo em membranas de Millipore 0.45 um, lavadas com TCA 20% e tampéo
fosfato 2 mM (pH 7,0). A radioatividade incorporada foi quantificada por cintilagéo liquida
(Packard tri-carb 2100TR). A atividade da PKC foi calculada pela diferenca entre os valores
obtidos na auséncia e na presenca do inibidor da PKC, no sitio de ligacdo do DAG, calfostina
C (10 M) e do estimulador da PKC, PMA (107 M).

111.9 Eletroforese e imunodetecgédo

As proteinas presentes no homogeneizado foram separadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS PAGE 10%), transferidas para membranas de nitrocelulose. Apds o
bloqueio com leite (3%), as membranas foram incubadas com anticorpos primarios
especificos (diluidos em TBS) durante 1 hora. Em seguida, as membranas foram lavadas com
solugédo tampdo TBS-T [Tris 10 mM (pH 7,4), Tween 0,1%], re-incubadas por 1 hora, com
anticorpo secundario conjugado a fluorescéncia (diluidos em tampdo de bloqueio LI-COR
Odssey) e novamente lavadas com TBS-T. A imunomarcacao foi detectada pela fluorescéncia
emitida pelo anticorpo secundario no sistema (LI-COR Odyssey). Todas as membranas foram
coradas com vermelho de Ponceau para controle da efetividade no processo de transferéncia
das proteinas. Para cada grupo experimental foi realizada incubag¢do com anticorpo anti-actina

para o controle de carregamento.

111.10 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram comparados através do programa GraphPad Prisma 5.0. A
analise estatistica foi feita através do teste One-way ANOVA e poOs-teste Tukey. Nesse
trabalho foi estabelecido um P < 0,05 como nivel de significancia sendo indicada por letras

diferentes. Os resultados séo indicados como média + erro padrdo da média.
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IV. RESULTADOS

IV.1 O tratamento com LPA protege a redugdo da filtracdo glomerular na I/R: avaliagdo dos
parametros morfo-funcionais renais

Inicialmente, foi observado que tanto o processo de I/R quanto o tratamento com LPA
ndo promove alteraces significativas sobre o peso e a ingestdo de &gua dos ratos (Figura 10).
Com o objetivo de avaliar se o tratamento com LPA previne as alteracdes dos parametros
funcionais renais promovidos pela I/R foram determinados: acimulo plasmatico de nitrogénio
ureico (BUN, do inglés: Blood Urea Nitrogen), ritmo de filtracdo glomerular (RFG), carga

filtrada de Na*, volume urinario, proteintria e fracio de excrecéo urinaria de Na".

O acumulo de nitrogénio ureico no sangue (BUN, Figura 11) que era de 81,0£13,5
mg/dL no grupo I/R caiu para 56,6+4,6 mg/dL no grupo LPA (p<0,05), sendo este valor
semelhante ao controle. Este dado indica que o tratamento intracapsular com LPA recupera a
funcdo renal. Por outro lado, o tratamento com LPA ndo previniu a proteindria (em mg/24 h,
Sham: 4,10+0,65; I/R: 8,87+0,68; LPA: 11,19+1,98, p<0,05) e a diurese (em mL/100 g,
Sham: 3,60+0,47; I/R: 5,51+0,92; LPA: 6,22+0,68, p<0,05) causadas pela I/R (Figura 12).
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Figura 10. (A) Medida de massa corporal (g) e (B) Ingestdo de 4gua (mL/100 g em 24 h), nos trés
grupos experimentais. Os resultados representam a média + EPM (n=11).
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Figura 11. Medida de nitrogénio ureico plasmatico (BUN) em mg/dL nos grupos controle, I/R e
tratados. Esta medida é um importante marcador de funcéo renal. Os resultados representam a média
+ EPM (n=11;p<0,05; Tukey’s test). a e b — mesmas letras indicam médias sem diferencas

significativas entre si.
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Figura 12. Volume de urina (ml) excretada em 24h/100g referente ao processo de reperfusdo, nos
trés grupos experimentais (A). Medida de proteinaria (mg/24h) nos trés grupos experimentais
(B). Ambos os resultados representam a média + EPM (n=11;p<0,05; Tukey’s test). a € b — mesmas

letras indicam médias sem diferengas significativas entre si.
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O RFG foi avaliado através da taxa de depuragdo da creatinina. Foi observada que na
I/R apenas 209,8+36,0 puL de plasma foi depurado de creatinina por minuto, enquanto que no
rato tratado foram depurados 430,8+75,0 pL/min (p<0,05 e semelhante ao controle:
354,5+70,0 pL/min) (Figura 13). Uma vez que a concentracdo sérica de Na* ndo foi
modificada em nenhuma condic&o, o perfil observado da carga de Na™ filtrada foi semelhante
ao RFG (em pmol/min, controle: 0,52+0,17; I/R: 0,26+0,04; LPA: 0,65+0,12; p<0,05) (Figura
14).

A funcdo tubular foi avaliada através da determinacdo da fracdo de excrecao urinaria
de Na’, que expressa a porcentagem de Na® filtrado que foi reabsorvida nos segmentos
tubulares renais. Este pardmetro é dependente da carga de Na* filtrada (descrita acima) e da
excrecdo urinaria de Na'. Apesar da diminuicio da carga de Na' filtrada ter ser
completamente prevenida pelo tratamento com LPA, 0 mesmo ndo ocorreu com a excregao
urinaria de Na* (em mEq/24 h, controle: 0,35+,17; I/R: 0,04+0,01; LPA: 0,11+0,02; p<0,05).
Desta forma, o tratamento com LPA ndo modificou a diminuicdo da fracdo de excrecdo de
Na’ detectada na I/R (em %, controle: 0,90+0,17; I/R: 0,2+0,11; LPA: 0,2+0,07; p<0,05).
Este dado indica que a I/R aumentou a reabsor¢io tubular de Na* e que o LPA ndo
influenciou este parametro funcional (Figura 15).
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Figura 13: Medida do ritmo de filtracdo glomerular filtracdo (ul/mim). Esta medida é um
importante marcador da funcdo renal, pois é determinada pelo clearance de creatinina nos grupos
controle, I/R e tratado. Os resultados representam a média = EPM (n=11; p<0,05; Tukey’s test). ae b

—mesmas letras indicam médias sem diferencas significativas entre si.
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Figura 14: Medida da carga filtrada de Na* (ul/min) (A). Concentragéo plasmatica de Na* (B).

Os resultados representam a média + EPM (n=11; p<0,05; Tukey’s test). @ € b — mesmas letras

indicam médias sem diferencas significativas entre si.
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Figura 15. Medida da excrecdo urinaria de Na* (meq em 24h) nos grupos controle, I/R e tratado
com LPA 1mg/Kg (A). Medida da fragéo da excrecéo urinaria de Na* (FENa %) nos trés grupos
experimentais (B). Os resultados representam a média + EPM (h=11; p<0,05; Tukey’s test) a,b,c —

mesmas letras indicam médias sem diferencas significativas entre Si.
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Uma vez que o tratamento com LPA recuperou o processo de filtragdo glomerular, a
morfologia do glomérulo foi avaliada. N&o foi observada alteracdo no numero de glomérulos
nos grupos experimentais (FIGURA 16A). Entretanto, foi detectado um aumento do espaco
de Bowman através da coloragdo com Eosina-Hematoxilina (H&E) (FIGURA16B). Na
quantificacdo do aumento do espaco de Bownan, observou-se que o controle que era 33387,8
(ua) passou para 41582,7 (ua) na I/R e, no grupo tratado foi semelhante ao controle (Figura
16C). A analise qualitativa da coloracdo com PAS revelou que nos ratos que sofreram I/R
ocorreu a expansao de células mesangiais sendo este evento prevenido pelo LPA (FIGURA
17).
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Figura 16. Numero de glomérulos (A). Fotomicrografias em H&E (B). Os painéis da esquerda para
direita representam os glomérulos renais dos animais do grupo controle, I/R e I/R+ LPA,
respectivamente (Aumento de 200X). Quantificacdo do espaco de Bowman. O espaco é representado
pelas setas indicativas (C). (n=3; p<0,05; Tukey’s test). a € b — mesmas letras indicam médias sem

diferencas significativas entre si.
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FIGURA 17. Fotomicrografias dos glomérulos renais, com coloracdo PAS. As fotos, da esquerda
para direita, representam os grupos controle, I/R e I/R + LPA, respectivamente. Esta coloracdo cora
em violeta/avermelhada a lamina basal dos capilares glomerulares. A célula mesangial esta indica

pelas setas. Aumento 200X.



55

IV.2 Efeito da I/R e do tratamento com LPA sobre os transportadores renais de Na* presentes
no cortex renal

Sabendo que o tratamento com LPA ndo modificou a diminuicdo da fracdo de
excrecdo de Na* observada na I/R e que o tdbulo proximal (principal segmento do cortex
renal) reabsorve cerca de 70% do ion Na', foram investigadas as atividades dos
transportadores de Na".

A FIGURA 18 mostra que a I/R promoveu 0 aumento da atividade (de 46,2+5,3 nmol
Pi/mg™t.min™, no controle para 123,1+22,7 nmol Pi/mg*.min™ no I/R, (p < 0,005) e da
expressao de NKA (50%, p < 0,005). No grupo tratado com PLA, a atividade e expressao da
NKA foram similares ao controle.

A determinacdo da atividade da NaA demonstrou que na I/R a atividade da enzima foi
inibida (de 114,7+7,2 nmol Pi/mg™.min no Sham para 62,3+8,3 nmol Pi/mg™.min™ no I/R,

p < 0,005) e que esta foi insensivel ao tratamento com LPA (Figura 19).
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Figura 18. Efeito do processo de isquemia-reperfusdo sobre a atividade e expressao da
Na“+K*-ATPase nos grupos controle, I/R e tratados. Os valores da atividade s&o expressos
em nmolPi.mg™.min™. Os resultados representam a média + EPM (n=10; p<0,05; Tukey’s
test) (A). Os valores da expressdo foram obtidos pela densitometria das bandas visualizadas no
scanner odssey, nas preparagdes homogenato nos trés grupos experimentais. Os resultados
representam a média da densitometria = EPM (n=6; P<0,05; Tukey’s test) (B). a,b,c — mesmas letras

indicam médias sem diferencas significativas entre si.
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Figura 19. Efeito do processo de isquemia-reperfusdo sobre a atividade da Na'-ATPase nos
grupos controle, I/R e tratados. Os valores da atividade sdo expressos em nmolPi.mg™.min™. Os
resultados representam a média + EPM (n=10; p<0,05; Tukey’s test). a € b — mesmas letras indicam

médias sem diferencas significativas entre si.
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IV.3 Identificagéo da via de sinalizacéo ativada pelo LPA durante a I/R

A FIGURA 20 mostra a expressdo dos receptores LPA; e LPA, no cortex renal nos
grupos controle, I/R e LPA. Foi observado que a expressdo do receptor LPA; ndo é
modificada em nenhuma condi¢do experimental. Por outro lado, o tratamento com LPA
diminui a expressdo do receptor LPA, em 33%. Este resultado indica um desbalanco na

expressao entre os receptores de LPA, exacerbando a via do receptor LPA;.

E sabido que o receptor LPA; pode estar acoplado a pelo menos 3 tipos de proteinas
G: Gi/0, Gg/11, G12/13. As proteinas Gag/11 e as subunidades By da proteina Gi/0 ativam a
via de sinalizacdo fosfolipase C/proteina cinase C (PLC/PKC) (PARRIL, 2011). Foi
observado que no grupo I/R ocorreu perda (em torno de 50%) da sensibilidade da PKC ao seu
estimulador, PMA, o tratamento com LPA preveniu este efeito. Neste grupo ocorreu redugéo
da atividade para 1,33+0,25 nmol Pi/mg*.min comparado ao grupo controle (2,18+0,28
nmol Pi/mg™.min™) (FIGURA 21). Com o objetivo de determinar se as ATPases de Na* sdo
proteinas alvo desta via de sinalizacdo, a atividade da NKA e da NaA foram medidas na
presenca e na auséncia do inibidor de PLC, U73122. O resultado expresso na figura 22
representa a diferenca das atividades medidas na auséncia e na presenca do inibidor. Foi
observado que no grupo controle, a atividade da NKA foi sensivel a inibicdo de PLC. A
atividade que era 44,5,3+5,3 nmol Pi/mg™.min™ na auséncia de U73122 passou para 21,8+3,7
nmol Pi/mg™.min™ na presenca do inibidor, gerando uma diferenca de 21,4+2,3 nmol Pi/mg’
! min™. No grupo I/R, a atividade NKA foi sensivel ao U73122 apresentando uma diferenca
de atividade 72% menor gque o controle (p < 0,005), e o tratamento com LPA impediu essa

perda de sensibilidade (FIGURA 22A).

Por outro lado, quando avaliado o efeito da inibigdo da PLC sobre a atividade da NaA
foi observado que o tratamento com LPA ndo preveniu a perda de sensibilidade da enzima ao
inibidor. Assim como a NKA, no grupo controle a atividade da NaA foi sensivel a inibi¢do de
PLC. A atividade que era 35,2+75,6 nmol Pi/mg™.min™ na auséncia de U73122 passou para
13,6%3,8 nmol Pi/mg™.min™ na presenca do inibidor, gerando uma diferenca de 21,6+2,5
nmol Pi/mgt.min™®. Nos grupos I/R e LPA, a atividade NaA foi insensivel ao U73122
(FIGURA 22B).
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Figura 20. Expressdo do receptor LPA; (A) e LPA, (B), através de imunoeletroforese. Os valores
foram obtidos pela densitometria das bandas visualizadas no scanner odssey, nas preparacfes
homogenato nos trés grupos experimentais. Os resultados representam a média da densitometria +
EPM (n=6; p<0,05; Tukey’s test). ). a e b — mesmas letras indicam médias sem diferengas

significativas entre si.
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Figura 21. Efeito do processo de isquemia-reperfusdo sobre a atividade da PKC
estimulada por PMA (107) nos grupos controle, I/R e tratados. Os valores da atividade
sd0 expressos em nmolPi.mg™.min?. Os resultados representam a média + EPM (n=7;
p<0,05; Tukey’s test; p<0,05 t-test entre I/R e I/R+LPA). a,b,c — mesmas letras indicam médias

sem diferencas significativas entre si.
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Figura 22. Efeito do processo de isquemia-reperfusdo sobre a via de sinalizagdo da PKC
nos grupos controle, I/R e tratados. Nesses experimentos foi utilizado o U73122 10® M,
sobre a regulacdo da Na'+K*-ATPase (A) e da Na'-ATPase (B). Os valores da atividade s&o
expressos em nmolPi.mg™ .min™. Os resultados representam a média + EPM (n=8; p<0,05;

Tukey’s test). ). a e b — mesmas letras indicam médias sem diferengas significativas entre si.
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IV.4 Efeito da I/R na expressdo das proteinas envolvidas com o estresse do RE e sua
modulacéo pelo tratamento com LPA

A avaliacdo de proteinas envolvidas com ativagdo da resposta de protecdo ao estresse
do RE foi realizada, inicialmente através da expressao de GRP78 nos trés grupos
experimentais. Foi observado que a I/R promoveu 0 aumento da expressdo de GRP78 (40%),
enquanto o tratamento com LPA preveniu este aumento (FIGURA 23). Outro fator
transcricional que atenua os danos causados pela estresse do reticulo endoplasmaético é a
PERK. Na avaliacdo da sua expressdo pela técnica de imunodeteccdo observamos que nédo

houve diferenca entre os trés grupos experimentais (FIGURA 24).
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Figura 23. Expressdo de GRP78 através de Western blott. Os valores foram obtidos pela
densitometria das bandas visualizadas no escanner odssey e analisadas pelo programa , nas
preparacdes homogenato nos trés grupos experimentais. Os resultados representam a média da

densitometria + EPM (n= 3;p<0,05; Tukey’s test). a € b — mesmas letras indicam médias sem

diferencas significativas entre si.
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Figura 24. Expressdo de PERK através de imunoeletroforese. Os valores foram obtidos pela
densitometria das bandas visualizadas no escanner odssey, nas preparacdes homogenato nos trés

grupos experimentais. Os resultados representam a média da densitometria + EPM (n=3).
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V. DISCUSSAO

A isquemia é a principal causa da insuficiéncia renal aguda, uma vez que a
subsequente reperfusdo acarreta na ativacdo de fatores correlacionados a injuria do tecido e a
apoptose celular (KUSCH et al, 2013). A auséncia de medidas preventivas e de suporte
associada a uma terapia farmacoldgica pouco efetiva contribui para o desenvolvimento da
doenca renal crénica e do processo de rejeicdo do 6rgdo durante o processo de transplante. Os
resultados obtidos nessa dissertacdo corroboram com a indicacdo de que o LPA pode ser uma
potencial terapia farmacoldgica para a prevencdo da I/R. O tratamento intracapsular com LPA
na dose de 1 mg/Kg de peso cop6reo no momento da isquemia preveniu o acimulo de ureia
nitrogenada no sangue, a diminuicdo da taxa de filtracdo glomerular, os danos nos glomérulos
renais, 0 aumento da expressao e da atividade da NKA no cértex renal e previne o estresse do
RE.

Tem sido discutido o tratamento com LPA como fator protetor da injdria renal
promovida pelo processo de I/R devido a sua complexidade de respostas celulares acarretando
em efeitos controversos. In vitro, tem sido demonstrado que o LPA funciona como um fator
de crescimento e sobrevivéncia para as células do tubulo proximal, inibindo apoptose e
prevenindo a inducdo de citocinas pro-inflamatérias (LEVINE et al, 1997). A administracdo
intraperitoneal de LPA (1 mg/Kg de peso corporeo), durante a isquemia, logo antes da
reperfusdo preveniu a faléncia do rim em consequéncia do insulto isquémico protegendo as
células do processo de apoptose (DE VRIES et al, 2003). Além disso, foi demonstrado que o
tratamento intraperitoneal com quatro doses de LPA a cada 2 horas antes do procedimento de
isquemia, apresenta um efeito bifasico, dependente de qual receptor de LPA estava envolvido
(OKUSA, 2003). Foi proposto que o efeito protetor ocorre quando o receptor de maior
afinidade para o LPA, o LPA; é ativado. Ja o aumento da concentracdo de LPA ativa o
receptor LPA; causando dano ao tecido (OKUSA et al, 2003). Além disso, foi demonstrada
que a ativacdo de LPA; leva ao desenvolvimento e progresséo de fibrose intersticial, principal
caracteristica da doenca renal crénica (PRADERE et al, 2007; PRADERE, et al 2008).

De fato, nesta dissertacdo foi observado que o tratamento com LPA ndo preveniu o
aumento do volume de urina, a intensa proteindria, a diminuicdo da fracdo de excrecédo
urinaria de Na®, da atividade da NaA e nio alterou a ingestdo de agua. O aumento da diurese
durante a I/R é atribuido a diminuigdo da capacidade de formar um intersticio medular
concentrado (BASILE et al, 2001). Em conjunto, os resultados indicam que o tratamento com



66

LPA preserva a funcdo de filtragdo glomerular, a primeira etapa de formacdo da urina; mas
ndo preserva completamente a funcdo de reabsorcdo tubular. A ativacdo de receptores
diferentes no glomérulo e no tdbulo renal pode ser uma justificativa para as diferentes

respostas.

A etiologia clinica da insuficiéncia renal aguda é multifatorial e complexa. Dentre 0s
diversos modelos de I/R descritos na literatura, a aplicacdo de um grampo ndo traumatico nas
artérias renais por 30 min seguida da reperfusdo de 24 horas € o mais apropriado e
comumente utilizado para estimular alteracdes hemodinamicas que acarretam na modificacédo
da funcdo renal. Uma vez que ocorre apenas a ligadura da artéria renal e ndo no pediculo, 0
grau de mortalidade dos animais diminui ap6s o procedimento cirargico. A desvantagem deste
modelo experimental é que a injuria causada pela I/R é alcancada através do procedimento
cirurgico de laparotomia, que acarreta na exposicdo prolongada das visceras abdominais,
determinando assim perdas metabolicas importantes, como a perda de peso. Com a finalidade
de atenuar esse processo, a ligadura da artéria renal ocorreu durante 30 min e a duracdo média
da cirurgia foi de 40 min e ndo foi observada a diminuicdo do peso em nenhum grupo

experimental.

A determinacdo do acimulo de ureia nitrogenada no plasma e a analise da depuracédo
da creatinina sdo classicamente utilizadas como marcadores da insuficiéncia renal aguda
(SINGH et al, 2012). A ureia é o principal catabdlito do metabolismo proteico. A sua
principal via de excre¢do € a urina, embora alguma quantidade seja encontrada nas fezes e
suor. A ureia é livremente filtrada, no entanto, o resultante final do processo de transporte é
uma grande reabsorcdo e também existe ao nivel da al¢a de Henle secrecdo passiva de ureia
atraveés de transportador especifico (SINGH et al, 2012). A avaliacdo de ureia no sangue e
urina € um dos parametros que evidencia a qualidade do funcionamento do rim. Neste
modelo, os ratos I/R apresentaram aumento no acimulo de ureia nitrogenada no sangue e a
diminuicdo da depuracdo de creatinina, ou seja, do RFG, evidenciando uma queda na fungéo
glomerular renal. Estes resultados reproduzem as observacdes dos estudos citados com
animais experimentais e em humanos, validando o modelo experimental desta dissertacdo. O
tratamento com LPA preveniu as alteracOes descritas acima, indicando que a tanto a dose
escolhida, como a via de administracdo propiciam a melhora da funcéo de filtragdo. J& que a
concentragéo sérica de Na* ndo é modificada e como consequéncia do RFG, a carga de Na*
filtrada diminui na I/R e é recuperada pelo tratamento com LPA. Além disso, a avaliacéo

histomorfométrica demonstrou um aumento do espaco de Bowman e da expanséo das células
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mesangiais no rato I/R, indicando alteracdo na filtracdo glumerular destes animais, sendo
esses eventos impedidos com o tratamento com LPA. Esta € a primeira vez que foi

demonstrado o efeito do LPA exdgeno sobre o glomérulo renal.

Fisiologicamente, a quantidade de proteina encontrada na urina € praticamente nula
(cerca de 10 mg/dia). Isso ocorre porque o alto peso molecular de algumas proteinas inabilita
0 processo de filtragem ou, se filtradas, séo reabsorvidas principalmente no tibulo proximal
através de endocitose mediada por receptor (ex: albumina, insulina) (Mello-AIRES, 2008a,b).
De acordo com sua origem a proteindria pode ser classificada em trés tipos: (1) pré-
glomerulares: ocorre quando no sangue circulante sdo encontradas proteinas de baixo peso
molecular sendo facilmente filtradas; (2) glomerulares: podendo ser fisiolégica — devido a
uma modificagdo fisiologica da permeabilidade da membrana filtrante — ou patologica —
relacionada a danos glomerulares que afetam a filtracdo de proteinas maiores e (3) tubulares:
ocorre quando os tdbulos renais sdo incapazes de reabsorver proteinas (MELLO-AIRES,
2008a,b e SBN, 2007). Uma vez que o tratamento com LPA recupera a morfologia do
glomérulo, € plausivel propor que a intensa proteinuria observada pode ser de origem tubular.
Além disso, observa-se um intenso processo de reabsorcdo tubular de Na® no grupo I/R,
evidenciado pela baixa fragdo de excrecdo de Na' e insensivel ao tratamento com LPA. A
diminuicdo do RFG acarreta menor formacdo de ultrafiltrado, que associado ao inapropriado
aumento da reabsorcdo tubular ativa mecanismos de necrose tubular aguda, que mais

tardiamente gera a doenca renal cronica (SBN, 2007).

E sabido que o cortex renal, por receber 90% do fluxo sanguineo renal, é a regio mais
sensivel ao desenvolvimento de necrose tubular aguda ocasionada pelo I/R (BASILE et al,
2001). Esta regido € composta em sua grande maioria de tubulo proximal, segmento do néfron
responsavel por reabsorver cerca de 70% do ultrafiltrado e contribuindo diretamente para a
fracdo de excrecdo de Na’. Desta fora, a atividade dos transportadores primarios de Na': a
NKA e a NaA, foram investigados. Na I/R, a atividade e a expressdao da NKA encontram-se
aumentadas em 110% e 50%, respectivamente em relacdo ao controle, enquanto a NaA
diminuida 30%. Tem sido postulado que esta Ultima ATPase também contribui para a
regulagdo da reabsorc¢do renal de Na* (CARUSO-NEVES et al, 1997). Com isso, a redugéo da
atividade da NaA poderia ser uma tentativa de se evitar a reabsorcio excessiva de Na*; o
efeito final é a diminuicdo da fracio de excrecdo de Na'. Por outro lado, 0 LPA exdgeno
impede o aumento da atividade e da expressdao de NKA, mas ndo impede a diminuicdo da

atividade da NaA e tdo pouco a diminuigdo da fracdo de excrecdo de Na*. Nesta condicéo, a
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reabsorcdo de Na® em outros segmentos do néfron podem estar contribuindo para a

diminuicdo da fracdo de excrecéo renal de Na®.

Com a finalidade de identificar a via de sinalizacdo ativada pelo LPA exdgeno que
contribui para a protecdo dos parametros funcionais e estruturais do rim, a expressdo dos
receptores de LPA foi investigada. Os receptores de LPA expressos no tecido renal sdo do
tipo 1, 2 e 3 gerando uma variedade de respostas celulares (PARRIL, 2011). No modelo de
obstrucdo do ureter, a ativacdo do receptor LPA; foi o responsavel pelos danos renais, como
exemplo a ocorréncia de fibrose intersticial (PRADERE et al, 2008). Ja o receptor LPA,
quando ativado estd geralmente associado a processos de sobrevivéncia e migracdo celular
(CHOI et al , 2010). Por isso, a via de sinalizacdo por ele ativada, vem despertando grande
interesse como potencial fator inibidor de metastase (CHOI et al, 2010). Em modelo de
isquemia-reperfusdo, esse receptor, quando ativado, promove efeito benéfico prevenindo a
apoptose desencadeada pela I/R. No entanto, quando a dose de LPA é aumentada, ocorre
ativacdo do receptor LPA3, o efeito protetor é perdido (OKUSA et al, 2003).

Foi observado que tratamento com LPA promove a diminuicdo da expressao do
receptor LPA,, mas ndo do LPA;. Uma vez que o receptor LPA, é o receptor de maior
afinidade ao LPA (OKUSA et al, 2003), é plausivel postular que a intensa ativacdo do
receptor LPA;, pelo LPA exd6geno promova a sua dessensibilizacdo. Este evento promove o
desequilibrio aumentando os sitios de ligacdo disponiveis do receptor LPA;. Vale a pena
ressaltar que a I/R ndo altera a expresséo dos receptores LPA; e LPA..

Ambos, receptores LPA; e LPA,, séo receptores acoplados a proteina Gqg que ativa a
via de sinalizacdo PLC-PKC. A PKC é enzima que transfere o fosfato y terminal do ATP para
um residuo de serina/treonina de proteinas regulando suas funcdes intracelulares (CHOI et al.,
2010). A fosforilagdo mediada pela PKC esta envolvida em uma série de respostas celulares
incluindo a proliferagdo e sobrevivéncia celular, apoptose, adesdo e motilidade celular,
inflamacdo e adaptacdo & resposta imune (KUSCH et al, 2013). Essa complexidade de
respostas € devido a existéncia de mais de 12 isoformas que diferem em suas estruturas,
distribuicdo nos tecidos, localizacdo, mecanismos de ativacdo e substrato especifico
(STEINBERH, 2008; NEWTON, 2010). As PKCs classicas requerem o diacilglicerol (DAG)
como ativador e, fosfatidilserina e Ca®* como co-fatores da ativacfo. Esta via de sinalizacio
inicia-se com a ativacdo da PLC, pela sub-unidade o da proteina Gg. A PLC, por sua vez,
degrada fosfaditilinositol-bis-fosfato (PIP,) de membrana gerando inositol-tri-fosfato (IP3) e
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DAG, este ultimo ativa a PKC (KUSCH et al, 2013). A proteina cinase regula a atividade dos
transportadores renais de Na’ presentes na MBL (NaK e NaA), pois possuem sitios de
fosforilacdo para proteinas cinases e fosfatases (FERRAILE & DOUCET, 2001; CARUSO-
NEVES et al, 2003; ROCAFULL et al, 2011).

O envolvimento desta via é evidenciado, pois: (1) o LPA retoma parcialmente a
sensibilidade da PKC ao PMA e (2) no grupo I/R a atividade da NKA perde a sensibilidade
ao inibidor de PLC, U73122, sendo que o LPA recupera a sensibilidade . O fato do LPA
exdgeno ndo recuperar a sensibilidade da NaA ao U73122 corrobora o achado de que o
tratamento ndo € efetivo sobre a atividade da enzima e, consequentemente a fracdo de

excrecdo de Na'.

A PKC foi identificada como um mensageiro intracelular envolvido na iniciacdo do
estresse do RE em células T (PINO et al, 2008). Neste estudo, foi demonstrado que o
tratamento das células T com inibidor da PKC (calfostina) promoveu a dessensibilizagdo da
vias de sinalizagdo que ativam as células T e reducdo da sintese de GRP78. Ao utilizar PMA,
ativador da PKC, foi observado aumento na producéo de citocinas e chaperonas. Dessa forma,
a inducdo do estresse do RE, via PKC, é um componente importante para a ativacdo da

resposta imune ao antigeno (PINO et al, 2008).

O estresse do RE é um iniciador de morte celular durante a injdria tubular e
glomerular causada pela isquemia renal (INAGI, 2010; YEH et al, 2010). A I/R promove
aumento da expressdo de GRP78 - regulador central do estresse do RE, assim como
fosforilagdo de PERK e elF2a. A via de sinalizacdo da UPR, uma vez ativada, culmina na
ativacdo de fatores pré-apoptdticos como caspase-12 (INAGI, 2010; GARDNER et al, 2013).
GAO e COLABORADORES demostraram em 2011 que o &cido taurousodeoxicolato
(TDUCA), um inibidor do estresse do RE, pode representar uma estratégia para melhora da
funcdo renal apds I/R. Essa terapia reduziu a apoptose das células tubulares epiteliais renais,

com reducdo da expressdo de GRP78, caspase 12 e CHOP.

No modelo experimental em estudo, houve manutencdo da expresséo de PERK nos
trés grupos experimentais. Esse resultado estd de acordo com o dado encontrado por
MAHFOUDH-BOUSSAID e COLABORADORES, 2012. O grupo mostrou aumento de p-
PERK na I/R com manutencéo da expressdo de PERK. Outro marcador do estresse do RE é
GRP78. Nossos resultados mostram aumento da expressdo de GRP78 na I/R, corroborando
com achados da literatura. J& o tratamento com LPA teve efeito inibidor da ativacdo do
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estresse do RE. Ao manter a expressdo dessa chaperona, a nivel do grupo controle, o LPA foi
capaz de inibir a UPR e consequentemente a apoptose. Observamos que durante a I/R ocorre
aumento da atividade da PKC insensivel ao PMA. Este evento pode ser associado ao aumento
da expressdo de GRP78. Desta forma, um possivel mecanismo de acdo do LPA seria o retorno
da resposta da PKC ao seu estimulador, PMA, cessando a via UPR, recuperando a

homeostasia do reticulo endoplsamatico e a funcéo renal. (FIGURA 25)
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Figura 25: O tratamento com LPA previne alteracdes moleculares ativadas no processo de
isquemia-reperfusdo (I/R). O processo de I/R renal promoveu reducdo da transducdo de sinal
via PLC/PKC. Consequentemente, observou-se um desbalanco da atividade dos
transportadores renais de Na* (aumento da NKA e reducéo da NaA). O aumento da atividade
da NKA promoveu reducdo da FENa', caracteristico da necrose tubular aguda. Ainda na I/R,
ocorreu ativacdo da etapa inicial do estresse do RE, evidenciado pelo aumento da expressao
de GRP78. O tratamento com LPA (1 mg/Kg de peso corpéreo) promoveu a diminui¢do da
expressdo do receptor LPA,. Pela maior disponibilidade de ligacdo ao receptor LPA;,
propomos que este receptor seja o responsdvel pela manutencdo da via de sinalizacdo
PLC/PKC, isto ndo impede que o receptor LPA, esteja envolvido no processo. O tratamento
com LPA (setas em vermelho) impediu o aumento atividade da NaK e da expressdo de
GRP78, que poderia estar associada a prevenc¢do dos danos glomerulares observados na I/R. A
NaA foi insensivel ao tratamento com LPA e poderia ser esta enzima a responsavel pela ndo
prevencdo dos danos tubulares ocorridos durante a I/R. PLC: fosfolipase C; PKC: proteina
cinase C; LPA ,: receptores de LPA; RE: reticulo endoplasmatico; GRP78: proteina regulada
por glicose de 78 kDa.PLC: fosfolipase C; PKC: prote’na cinase C; LPA;,: receptores de
LPA; RE: reticulo endoplasmatico; GRP78: proteina regulada por glicose de 78 kDa.
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VI. CONCLUSAO

A administracdo, intracapsular, de LPA (1 mg/Kg de peso corpéreo) protege a fungéo
glomerular dos animais que sofreram o processo de I/R ao prevenir a reducdo do RFG, BUN e
carga filtrada de Na*. O retorno do contetido do fluido intratubular, decorrente da manutengio
da fungdo glomerular, indica um mecanismo de prevencédo da necrose tubular aguda, uma vez
que o processo de I/R é marcado por um intenso transporte tubular. Esse transporte,
caracterizado pela fraco de excrecéo renal de Na*, ndo é afetado pelo tratamento com LPA.
A insensibilidade da NaA ao tratamento com LPA pode ser a causa da ineficacia do
tratamento sobre a funcéo tubular. O retorno da sensibilidade da via PLC/PKC pode ser o
mecanismo chave para 0 aumento da expresséo e atividade da NKA e a ativagdo do estresse
do RE durante a I/R. Esta via de sinalizacdo pode ser consequéncia do desbalanco entre os
receptores de LPA.



73

VIl. PERSPECTIVAS FUTURAS

Nesta dissertacdo utilizamos preparagfes de cortex renal, composto principalmente de
glomérulos e tabulo proximal, com isso ndo foi possivel localizar a acdo do LPA. No
doutorado propomos utilizar a cultura priméria de células mesangiais renais para demonstrar o
efeito do LPA sobre o estresse do RE e correlacionar com os parametros fisiologicos renais.
Uma vez que foi demonstrado que o pds condicionamento isquémico (PCI), ciclos curtos de
isquemia e reperfusdo momentos antes da reperfusdo de 24h, recupera a funcdo tubular
(MAHFOUDH-BOUSSAID, et al 2012) pretendemos avaliar se a associacdo com LPA
influencia na atividade da NaA, protegendo de uma necrose tubular aguda. Desta forma,
pretendemos determinar se o tratamento com LPA e o PCI tem efeito sinérgico sobre a
prevencdo da injdria renal observada na I/R. Portanto, as perspectivas futuras deste trabalho
serdo:

1. Delinear o efeito do LPA sobre proteinas do estresse do RE em cultura primaria de células
mesangiais, identificando potenciais alvos farmacol6gicos;

2. Determinar o efeito do PCI associado a administracdo de LPA sobre a funcéo renal de ratos
Wistar submetidos a I/R, identificando o local e 0 mecanismo de acéo;

3. Determinar o efeito do PCI associado a administracdo de LPA sobre a atividade da NaA e a

via de sinalizac&o envolvida.
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Anexo 1: Artigo Cientifico

Durante o meu mestrado, mais especificamente no ano de 2012, tive o convite do Prof?
Adalberto Vieyra para participar da realizacdo de parte do trabalho experimental da sua aluna de
pos-doutorado Hellen J. Beiral. A minha colaboracdao baseou-se na realizacdo experimental, analise
dos dados e discussdo na confeccdo do artigo. Mais especificamente, realizei toda a analise
funcional, desde a cirurgia dos animais, coleta das amostras bioldgicas até a quantificacdo dos
parametros fisioldgicos renais. Esses resultados foram fundamentais para avaliar a acdo benéfica do
tratamento com células tronco de medula dssea, prevenindo os danos funcionais renais dos animais
gue sofreram a injuria de isquemia-reperfusdao renal. O trabalho foi publicado na revista Cell
transplantation. Segue em anexo a folha de rosto do artigo.
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Anexo 2: Carta do CEUA para uso de animais experimentais

s FRJ

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO — UFRJ
Centro de Ciéncias da Saude - CCS

Rio de Janeiro, 28 de abril de 2013

Prezado Professor Adalberto Vieyra

A Comissao de Etica com Uso de Animais (CEUA) em Experimentagao
Cientifica do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Rio de Janeiro
certifica que o projeto sob sua coordenagao e intitulado: “Terapia Celular em Modelo
de Obstrugao Ureteral Unilateral Reversivel: Analise de Marcadores Moleculares
na Progressio da Lesdo e do Reparo de tecido Renal”, onde é prevista a utilizagao

de 55 ratos, foi aprovado por esta comissdo no dia 28/05/2009, sob o nimero de
referéncia IBCCF087.
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Prof. Paulo de Assis Melo
Presidente da Comissao de Etica no Uso de Animais - CCS

Decania do CCS: Av Carlos Chagas Filho, 373 Prédio do Centro de Ciéncias da Saiide, Bloco K, 2° andar -
Cidade Universitdria - CEP 21941-590 — Rio de Janeiro — Brasil
Tel* (21) 2562.6705 - Fax* (21) 2270.1749 - www.ccsdecania ufrj br




