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RESUMO

Objetivo: Estabelecer se a mutacéo no gene Immp2L induz a fibrose renal
e se o0 envelhecimento exacerba a morfologia renal em camundongos.
Métodos: Foram usadas fémeas de camundongos mutantes para
proteina semelhante a peptidase 2 da camada interna da mitocondria,
com 3 e 18 meses de idade. Para analisar a fibrose renal, foram
usados o escore classico de fibrose, a coloragdo com tricromio de
Masson, e a anélise de marcadores profibréticos, por meio da reagao
em cadeia de polimerase em tempo real (superéxido dismutase
1, metalonoproteinase-9, eritropoietina e fator transformador de
crescimento beta), e a imunocoloragéo (fibroblastos e coldgeno IV).
Marcadores de estresse oxidativo foram determinados por imuno-
histoquimica. 0 n(imero de células apoptéticas renais foi analisado.
A funcdo renal foi estimada por creatinina sérica. Resultados:
Camundongos mutantes jovens apresentaram glomeruloesclerose
em quantidade significativamente maior que animais da mesma idade
(p=0,034). Os mutantes mostraram maior formagéo de cilindros
tubulares (p=0,025), deposi¢do de colageno (p=0,019) e maior
expressao de colageno dotipo IV (p<0,001). A expressao de superéxido
dismutase 1 foi maior em mutantes jovens (p=0,038). Mutantes
idosas exibiram maior expressao dos marcadores de fibroblastos e
macréfagos (p=0,007 e p=0,012, respectivamente). As reacdes da
cadeia de polimerase em tempo real da metalanoproteinase-9 e da
eritropoietina estavam aumentadas em 2,5 e 6 vezes, respectivamente,
em mutantes idosas. A creatinina sérica foi significantemente maior em
animais idosos mutantes (p<0,001). Conclusao: Essa mutacao alterou
a arquitetura renal pelo aumento da deposigao de matriz extracelular,
estresse oxidativo e inflamagao, sugerindo papel de protegéo de Immp2L
contra a fibrose renal.

Descritores: Insuficiéncia renal cronica; Inflamagao; Camundongos
transgénicos; Modelos animais; Estresse oxidativo

ABSTRACT

Objective: To establish whether the mutation in the Immp2L gene
induces renal fibrosis and whether aging exacerbates renal morphology
in mice. Methods: Female mutant mice with mutation in the inner
mitochondrial membrane peptidase 2-like protein at 3 and 18 months
of age were used. Renal fibrosis was analyzed using classic fibrosis
score, Masson’s trichrome staining, and analysis of profibrotic markers
using real time polymerase chain reaction (superoxide dismutase 1,
metalloproteinase-9, erythropoietin, transforming growth factor beta),
and immunostaining (fibroblasts and Type IV collagen). Oxidative stress
markers were determined by immunohistochemistry. The number of
renal apoptotic cells was determined. Renal function was estimated by
serum creatinine. Results: Young mutant mice had significantly more
glomerulosclerosis than age-matched mice (p=0.034). Mutant mice
had more tubular casts (p=0.025), collagen deposition (p=0.019),
and collagen type IV expression (p<0.001). Superoxide dismutase
1 expression was significantly higher in young mutants (p=0.038).
0ld mutants exhibited significantly higher expression of the fibroblast
marker and macrophage marker (p=0.007 and p=0.012, respectively).
The real time polymerase chain reaction of metalloproteinase-9 and
erythropoietin were enhanced 2.5- and 6-fold, respectively, in old
mutants. Serum creatinine was significantly higher in old mutants
(p<0.001). Conclusion: This mutation altered renal architecture by
increasing the deposition of extracellular matrix, oxidative stress, and
inflammation, suggesting a protective role of Immp2L against renal
fibrosis.

Keywords: Renal insufficiency, chronic; Inflammation; Mice, transgenic;
Models, animal; Oxidative stress
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INTRODUGAO

A fibrose renal é o maior determinante da evolucao
cronica da doenca renal e resulta de inflamacao cronica
caracteristica. Apesar das diferentes etiologias e ma-
nifestagoes clinicas, a maioria dos disturbios fibréticos
cronicos tem em comum uma produgao persistente de
fatores de crescimento, enzimas proteoliticas, fatores
de angiogénese, citocinas fibrinogénicas e espécies rea-
tivas de oxigénio (EROS). Essas condigoes estimulam
a deposicao de matriz extracelular que, progressiva-
mente, destrdi a arquitetura do 6rgao e deteriora sua
funcao.) Recentemente, as EROS foram associadas a
fibrose do rim em diferentes doencas, incluindo nefro-
patia cronica do aloenxertos apds transplante® e nefro-
patia diabética.®» Além disso, sabe-se que as EROS sao
importantes mediadoras dos efeitos adversos do siste-
ma renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) nos teci-
dos renal e vascular.®

As EROS sao produtos normais do metabolismo
aerdbico e incluem, por exemplo, o anion superoxido
(0,), peroxido de hidrogénio (H,0,), peroxinitrito
(ONOO), e o radical hidroxila (-OH). A superdxido
dismutase (SOD) € a principal enzima antioxidante
para remocao do superdxido. Em mamiferos, trés iso-
formas de SOD foram descritas: CuZnSOD citoplas-
mético (SOD-1), MnSOD mitocondrial (SOD-2), e
CuZnSOD extracelular (SOD-3). Quando a producao
de EROS supera os mecanismos de defesa antioxidan-
tes, o resultado € o estresse oxidativo. As EROS podem
reagir com DNA, proteinas e lipidios, levando respecti-
vamente a quebra dos filamentos de DNA, a oxidacao
de proteina e a peroxidacao lipidica.® Pela modificagao
covalente de proteinas associadas as membranas, o pro-
duto de peroxidagao lipidica da membrana 4-hidroxino-
nenal (4-HNE) pode desempenhar um papel no dano
do estresse oxidativo.®

As mitocOndrias sao a principal fonte de EROS
e sabe-se bem que alteracdes na funcdo mitocondrial
podem levar a uma produgao excessiva de superdxido.
Desse modo, camundongos com mutagao de Immp2L,
que tém deficiéncia da proteina semelhante a peptidase
2 da membrana interna da mitocondria (Immp2L, sigla
do inglés inner mitochondrial membrane peptidase 2-like
protein), e que apresentam um processamento anormal
na sequéncia de peptideos de sinal das proteinas mi-
tocondriais citocromo ¢l (CYC1) e glicerol-3-fosfato
desidrogenase (GPD2), exibem superproducdo de ions
de superdxido e niveis elevados de ATP, provavelmente
em consequéncia de uma alta fungcao mitocondrial. A
proteina mitocondrial CYC1 no rim desses camundon-
gos mutantes tem um peso molecular maior em com-
paragao aos controles do tipo selvagem.” O tamanho
anormal desse peptideo é compativel com uma perda
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de atividade de Immp2L, que afeta a clivagem do espa-
co intermembrana.® Esses camundongos mutantes po-
dem ser um modelo interessante para estudar os efeitos
renais induzidos por superéxido sem a interferéncia de
comorbidades ou fatores secundarios.

OBJETIVO

Determinar se uma mutacao em Immp2L induz a fibro-
se renal, inflamacao e estresse oxidativo em modelos de
camundongo mutante Immp2L, e se o envelhecimento
exacerba a morfologia renal nesses animais, consideran-
do que o envelhecimento esta associado a alteragoes em
patologia renal e a um aumento no estresse oxidativo.

METODOS

Animais

Os animais foram gerados e abrigados no biotério do
Wake Forest University Health Sciences. Os experimentos
foram aprovados pelo comité local de cuidado e uso de
animais, o Animal Care and Use Committee (ACUC),
e conduzidos segundo a publicacao Guide for Care and
Use of Laboratory Animal do National Research Council
(A08-071).

O camundongo mutante Immp2LTe (¥ 979 Ove foi
produzido com uma estratégia mutagénica de insercao
transgénica. Pela injecao de um minigene de tirosinase
nos ovos fertilizados de camundongos albinos FVB e
triagem para filhotes com fendtipos no sistema repro-
dutor, uma linhagem mutante com fertilidade prejudi-
cada em ambos os sexos foi obtida. A lesao gendmica da
linha mutante foi mapeada para o cromossomo 12, que
altera o gene Immp2L." As fémeas mutantes foram pa-
readas por idade com fémeas do tipo selvagem. Para os
fins deste estudo, os animais com 3 meses de idade fo-
ram considerados jovens, e aqueles com 18 meses, idosos
(n=4 em cada grupo).

O estudo foi realizado de setembro de 2009 a de-
zembro 2012. Todos os procedimentos nos animais,
como exames de sangue, urina e histologia, foram reali-
zados no Wake Forest Institute for Regenerative Medicine.

Andlise morfométrica

Os espécimes de rim foram fixados em formol tampo-
nado neutro 10%, incluidos em parafina e cortados com
espessura de 4um. A lesao glomerular foi avaliada se-
gundo Raji em cortes corados com hematoxilina e eosi-
na,®” em 20 campos escolhidos aleatoriamente do cortex
e medula, usando 4 animais por grupo com aumento de
200x. Em suma, a gravidade da lesao foi graduada de
zero a 4+, segundo a percentagem de comprometimen-



to glomerular. Assim, uma lesdo 1+ representava um
comprometimento de 25% do glomérulo individual, en-
quanto uma lesao 4+ indicava que 100% do glomérulo
estava envolvido. Um escore de lesao foi, entao, obtido
ao multiplicar o grau de dano (zero a 4+) pela percen-
tagem dos glomérulos com o mesmo grau de injuria,
isto é, aumento no material da matriz mesangial ou glo-
meruloesclerose. Os cilindros tubulares foram contados
nos mesmos campos para todos os 20 campos escolhi-
dos (n=4 por grupo). A atrofia tubular foi considerada
como a dilatacdo dos tubulos e areas em que o tecido
normal foi substituido por fibrose nos mesmos campos
escolhidos, sendo quantificada pelo programa compu-
tadorizado morfométrico (AxioVision).

Coloracao com tricromio de Masson

A deposicao da matriz extracelular foi medida usando a
coloragdo com tricromio de Masson. Vinte campos de cor-
tex e medula escolhidos aleatoriamente foram analisados
(n=4 animais por grupo) com aumento de 200x. A pro-
porcao colidgeno/parénquima foi calculada para comparar
a fibrose renal intersticial nos quatro diferentes grupos.

Imunocoloragao
Os cortes de parafina medindo 4um foram tratados
com um procedimento de recuperagao do antigeno em
micro-ondas, usando a solucdo Antigen Retrieval Solution
Ready-to-Use (DAKO, Carpinteria, CA, Estados Unidos).
Para proteinas do citoplasma, as células foram per-
meabilizadas com Triton 0,1% (Sigma, St. Louis, MA,
Estados Unidos) em PBS, por 3 minutos, enxaguadas
em PBS e bloqueadas com soro a 10% (FBS, Gibco®
Invitrogen, Carlsbad, CA, Estados Unidos) por 30 mi-
nutos e em solucao de bloqueador de proteina livre de
soro por 1 hora. O tecido foi incubado com anticorpos
primarios (SOD-1 1:500; coldgeno do tipo IV 1:500;
S100A4 1:50 — todos da Abcam Inc., Cambridge, MA,
Estados Unidos; CD68 1:200 Chemicon, CA; ¢ 4-HNE
1:15.000 da Calbiochem, San Diego, CA, Estados Unidos),
por 1 hora, em temperatura ambiente, € com anticorpos
secundarios biotinilados por 30 minutos.

Para avaliar SOD-1, S100A4 e colageno do tipo 1V,
20 campos aleatorios foram analisados nos rins de cada
animal (n=4 por grupo) com aumento de 20x. As areas
positivas foram quantificadas por analise computado-
rizada morfométrica com o programa AxioVision. O
escore final para cada animal representou a média dos
20 campos. Para avaliar o CD68, 20 campos aleatdrios
foram analisados para cada animal (4 por grupo) com
aumento de 20x. As células positivas foram contadas e
comparadas entre os grupos. Para avaliar o 4-HNE, 20
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campos aleatérios foram analisados para cada animal
(n=4 por grupo) com aumento de 20x. Os tubulos po-
sitivos foram considerados quando trés ou mais células
eram positivas no tibulo. A percentagem de tubulos
positivos relativos ao total de tibulos foi determinada
e comparada dentre os grupos.

Identificacao de células apoptéticas

Células apoptdticas em cortes incluidos em parafina fo-
ram visualizadas por desoxinucleotidil-transferase ter-
minal (TdT), com o kit TACS TdT (R&D Systems,
Mineapolis, MN, Estados Unidos), com visualizacao
por imunoperoxidase, conforme protocolo do fabrican-
te. Vinte campos aleatorios de cada animal foram anali-
sados; as células positivas foram contadas e comparadas
entre os grupos usando o nimero de células por campo
como unidade.

Especificagoes de microscapio

Foi utilizado um microscépio Leica DM 4000B (Leica
Mic Leica Microsystems, Bannockburn, IL, Estados
Unidos). A temperatura da sala era de 22°C; o meio
de imagem foi Immersol® 518F para microscopia fluo-
rescente (Zeiss AG, Oberkochen, Alemanha). As ima-
gens foram feitas em 20x HC PL FLUOTAR (NA 0.5)
e 40x HCX PL FLUOTAR (NA 0.75) seco. A camera
usada para todas as imagens foi QImaging, modelo
Retiga-2000RV (Surrey, BC, Canadd), e o programa
para aquisicao foi o Image Pro 6.3 (Media Cybernetics,
Bethesda, MD, Estados Unidos).

Reacdo em cadeia de polimerase quantitativa em
tempo real

O RNA foi isolado de tecidos renais (n=4 por grupo).
O kit RNeasy Mini Kit da QIAGEN foi usado para ex-
tracao de RNA. A integridade e a quantidade de RNA
foram determinadas por espectrofotometria. Quanti-
dades iguais de RNA total passaram por transcricao
reversa com transcriptase reversa (Gibco® Invitrogen,
Carlsbad, CA, Estados Unidos). Reacdo em cadeia de
polimerase (PCR) quantitativa para SOD-1, fator de
transformacdo do crescimento beta (TGF-fB) e meta-
loproteinase-9 (MMP-9), eritropoietina (EPO) foi rea-
lizada usando ensaios TagMan Gene Expression Assays
com conjuntos de primer probes da Applied Biosystems.
As reacoes foram feitas em triplicata. A quantificagao
de RNA mensageiro (mRNA) foi realizada pelo méto-
do Delta-Delta CT. Os resultados foram normalizados
para GAPDH e expressos como vezes de mudangas nos
mutantes comparados a animais idosos do tipo selvagem.
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Funcao renal

Para determinar a creatinina sérica, foram coletados
30uL de sangue por aspiracao cardiaca quando os ani-
mais foram sacrificados (n=4 em cada grupo: mutantes
idosas e animais idosos do tipo selvagem). A creatinina
foi medida com o kit QuantiChrom® Creatinine Assay
Kit, seguindo as instrucdes do fabricante.

Andlise estatistica

Os dados foram expressos como médias * desvio pa-
drdo. A analise estatistica foi feita por meio do programa
SigmaStat. Para comparagao dos dois grupos, foram usa-
dos o teste ¢ de Student ou o teste U de Mann-Whitney.
As diferencas entre todos os grupos foram avaliadas pelo
teste de andlise de variancia (one-way ANOVA). Valor de
p<0,05 foi considerado estatisticamente significante.

RESULTADOS

Camundongos fémeas mutantes Immp2L com 3 e 18
meses de idade foram comparados aos respectivos pa-

res do tipo selvagem. Jovens mutantes foram também
comparadas a mutantes mais idosas, a fim de avaliar
os efeitos do envelhecimento sobre camundongos
Immp2L idosos quanto a fibrose renal, estresse oxi-
dativo e inflamagdo. Nenhuma diferenca foi encon-
trada no peso corpéreo do animal (selvagem jovem:
31,77%+7,92g; jovem mutante: 26,67+3,42g; selvagem
idosa: 35,02+7,19g; e idosa mutante: 37,1+8,57g), ou
nos pesos dos rins (jovens selvagem: 0,41x0,04; jovens
mutantes: 0,34+0,06; idosas selvagens: 0,39%0,06; e
idosas mutantes: 0,32+0,07). A proporcao rim/peso
corporal também foi similar entre os grupos.

As alteracoes na morfologia renal foram caracteri-
zadas usando indices de fibrose renal e cortes de rins
corados com hematoxilina e eosina. A glomeruloescle-
rose foi classificada de zero a 4, e um escore total foi
usado para comparar os grupos. Os jovens mutantes
apresentavam glomeruloesclerose aumentada de forma
significativa em comparagao aos animais jovens do tipo
selvagem (p=0,034); entretanto, camundongos fémeas
idosas mutantes e idosas do tipo selvagem exibiram es-
cores semelhantes (Figura 1A e Figuras 2A a 2D). Ci-
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Figura 1. Andlise de fibrose renal nos camundongos Immpl2 mutantes e controles do tipo selvagem. Escore de glomeruloesclerose (A), formacéo de cilindros tubulares
(B) e atrofia tubular (C) foram avaliados usando coloragao hematoxilina e eosina. Animais jovens mutantes apresentaram escores significativamente maiores que os
controles da mesma idade em A, B e C, enquanto idosas mutantes tinham mais cilindros tubulares e atrofia tubular que os controles pareados para idade. A deposigéo
de colageno (D) foi avaliada usando a coloracéo com tricrdmio de Masson. A deposicéo de coldgeno foi significativamente maior nas mutantes, independentemente da
idade. O colageno do tipo IV (E) foi medido por imunocoloragao e estava maior nas mutantes. A transigao epitélio-mesenquimal foi analisada com coloragdo S100A4
(F). Camundongos fémeas idosas mutantes exibiram expressao significativamente maior de marcador de fibroblastos em células epiteliais tubulares, representando a

transigdo epitélio-mesenquimal
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Figura 2. Fotos representativas com coloragao hematoxilina e eosina, tricromio de Masson e marcadores profibréticos (coldgeno IV e S100A4) nos rins de
camundongos Immpl2 e controles do tipo selvagem. A coloracéo representativa com hematoxilina e eosina é mostrada na parte superior do quadro. (A) Animais jovens
do tipo selvagem. Em jovens mutantes (B), observam-se glomérulos escleréticos e um pouco de atrofia tubular. Animais idosos do tipo selvagem (C) demonstraram
um pouco de atrofia tubular e formacao de cilindros tubulares. Idosas mutantes (D) exibiram atrofia tubular e glomeruloesclerose. E a H representam jovens do tipo
selvagem, jovens mutantes, idosas do tipo selvagem e idosas mutantes, respectivamente. A coloracéo com tricromio de Masson foi usada para medir a proporgéo
colageno/parénquima total. O azul representa a matriz extracelular, e o vermelho, o parénquima. A esclerose parcial de glomérulos é visivel em G e H. Camundongos
idosos mutantes apresentaram uma distorcao da arquitetura do 6rgéo, com substituicdo de estruturas tubulares pelo coldgeno. As figuras | a L representam jovens do
tipo selvagem, jovens mutantes, idosas do tipo selvagem e idosas mutantes, respectivamente. Colageno do tipo IV é mostrado pela coloragao castanha. Camundongos
mutantes apresentaram maior deposicao de colédgeno do tipo IV que os controles da mesma idade. M a P representam jovens do tipo selvagem, jovens mutantes,
idosas do tipo selvagem e idosas mutantes, respectivamente. A coloracéo castanha corresponde a células epiteliais positivas para S100A4, um marcador de

fibroblastos. Todas as fotos foram obtidas com aumento de 20x

lindros tubulares foram mais prevalentes em animais
mutantes, independente da idade, quando comparados
a controles do tipo selvagem. Assim, mutantes jovens e
idosas diferiram de forma significante de fémeas jovens
e idosas do tipo selvagem (p=0,029 e p=0,025) (Figura
1B e Figuras 2A a 2D). A atrofia tubular, representa-
da por membranas basais tubulares espessas irregula-
res com diametro diminuido nos tibulos e aumento do
espaco intersticial, foi muito mais pronunciada em fé-
meas mutantes do que nas selvagens, independente da
idade (p=0,001 e p=0,005 para animais jovens e idosos
mutantes, respectivamente). Idosas mutantes apresen-
taram muito mais atrofia tubular em relagcao as mutan-
tes jovens (p=0,019) e as jovens de controle (p=0,029).
Nenhuma diferenca foi encontrada entre controles jo-
vens e idosas do tipo selvagem (Figura 1C e Figuras 2A
a 2D). Jovens camundongos mutantes apresentaram

uma proporcdo colageno/parénquima significativa-
mente maior que animais pareados por idade, confor-
me avaliacdo por coloragdo com tricromio de Masson
(p=0,019). Idosas mutantes apresentaram maior depo-
sicao de colageno quando comparadas a animais idosos
selvagens (p=0,029). Jovens mutantes exibiram maior
deposicao de coldgeno que controles idosos do tipo
selvagem (p=0,009) (Figura 1D e Figuras 2E a 2H).
Além disso, a imunocoloracdo do colageno do tipo IV
foi marcadamente maior em jovens mutantes quando
comparadas a animais do tipo selvagem, pareados por
idade (p=0,027). Mutantes idosas e controles selvagens
pareadas para a idade foram também significativamen-
te diferentes (p<0,001). Animais mutantes jovens mos-
traram maior expressao de colageno do tipo IV que
animais idosos do tipo selvagem (p=0,004) (Figura 1E
e Figuras 21 a 2L).
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A transicao epitélio-mesenquimal foi determinada
pela analise do marcador de fibroblastos, SI00A4, ape-
nas quando a coloragao estava presente nas estruturas
tubulares. A expressao de S100A4 em animais jovens
mutantes nao foi diferente daquela de camundongos
fémeas jovens do tipo selvagem (p=0,377). Todavia,
animais mutantes idosas exibiram expressao signifi-
cativamente maior de S100A4 quando comparadas a
mutantes idosas do tipo selvagem (p<0,001), jovens
mutantes (p<0,001), e animais jovens do tipo selvagem
(p=0,007) (Figura 1F e Figuras 2M a 2P).

SOD-1 e 4-HNE foram analisados usando imu-
nocoloracdo para determinar o efeito da mutacdo
Immp2L sobre o estresse oxidativo no rim. A imuno-
coloracao com SOD-1 foi considerada positiva quando
dentro de células epiteliais tubulares. Camundongos
jovens mutantes apresentaram uma expressao significa-
tivamente maior de SOD-1 que do tipo jovem selvagem
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(p=0,037). Jovens mutantes também mostraram maior
expressao de SOD-1 em comparagdo com mutantes
idosos (p=0,039) e controles idosos (p=0,015). A ex-
pressao de SOD-1 em idosas mutantes nao foi diferen-
te daquela de animais do tipo selvagem (Figura 3A e
Figuras 4A a 4D). E interessante notar que o SOD-1
mRNA nao sofreu alteragio em camundongos jovens,
0 que sugere uma regulacio apoés a transcri¢ao da pro-
teina SOD-1 em camundongos jovens mutantes (Figura
5). A imunocoloragao de 4-HNE foi considerada positi-
va quando trés ou mais células foram positivas no mes-
mo tibulo. Mutantes idosas apresentaram niveis signi-
ficantemente maiores de 4-HNE que os tipos selvagens
(p=0,024). A coloracao para 4-HNE foi semelhante em
jovens mutantes em comparacao a controles jovens pa-
readas para idade (Figura 3B e Figuras 4E a 4H).

A infiltracdo por macréfagos e mondcitos foi de-
terminada pela contagem do nimero de células

4-hidroxi-2-nonenal
p=0,024

80+

60+

404

Percentagem de tdbulos HNE

p=0,026

Ndmero de células apoptéticas/campo @

Figura 3. Anélise de superdxido dismutase 1 (SOD-1), 4-hidroxinonenal (4-HNE), células CD68-positivas e células apoptéticas nos rins de camundongos Immpl2 e
controles do tipo selvagem. Em A, estd demonstrada a expressao de SOD-1 no rim de camundongos Immpl2. Jovens mutantes tinham niveis significativamente maiores
de SOD-1 do que os controles da mesma idade, e nenhuma diferencga foi encontrada em animais idosos. 4-HNE mostrou maior expressao nos rins de idosas mutantes
do que nos controles da mesma idade (B). A expressédo de macréfagos (C) foi também maior em idosas mutantes quando comparada a de idosas controle. A apoptose

foi significantemente maior em idosas mutantes do que nos controles
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Figura 4. Fotos representativas de superdxido dismutase 1, 4-hidroxinonenal, células positivas para CD68 e células apoptéticas nos rins de camundongos Immpl2.

Em A a D, é representada a expressao de superoxido dismutase 1 em jovens do tipo selvagem, jovens mutantes, idosas do tipo selvagem e idosas mutantes,
respectivamente. Jovens mutantes exibiram uma maior expressao de superéxido dismutase 1 do que os controles pareados pela idade. E a H correspondem a
4-hidroxinonenal, mostrando a maior expressdo em mutantes, especialmente nos mais idosos. | a L correspondem a infiltragdo de macréfagos/mondcitos nos jovens do
tipo selvagem, jovens mutantes, idosos do tipo selvagem e idosos controle, respectivamente. A coloragéo castanha indicada pelas setas representa os macréfagos. M
a P demonstram as células apoptdticas de jovens do tipo selvagem, jovens mutantes, idosos do tipo selvagem e idosos mutantes, respectivamente. A coloragao preta
nos nicleos indicada pelas setas mostra as células positivas. As idosas mutantes apresentaram um niimero maior de nicleos pretos quando comparadas a idosas do

tipo selvagem. Aumento de 20x

CD68-positivas nos rins. O nimero de macréfagos/mo-
nécitos foi semelhante em camundongos jovens (jo-
vens do tipo selvagem: 4+1,4 células por campo versus
camundongos jovens mutantes: 3,75+1,25 células por
campo). Idosas mutantes apresentaram significativa-
mente mais células inflamatdrias que os controles pa-
reados por idade (idosas do tipo selvagem: 10*2,5;
idosas mutantes: 13,5+2,65; p=0,012) (Figura 3C e
Figuras 41 a 4L).

As células apoptoéticas foram determinadas usando
a coloracao TdT. Camundongos jovens mutantes apre-
sentaram tendéncia de exibir um nimero maior de cé-
lulas apoptéticas que os controles da mesma idade (jo-
vens mutantes: 27+7 células por campo versus controles
jovens: 10%0,57 células por campo; p=0,072). Entre-
tanto, idosas mutantes mostraram nimero significativa-
mente maior de células apoptdticas quando compara-
das a animais idosos do tipo selvagem (idosas mutantes:
18,67+3,66 células por campo versus camundongos

fémeas idosas do tipo selvagem: 5,33+1,33 células por
campo; p=0,026) (Figura 3D e Figuras 4M a 4P).

Os genes profibroticos foram avaliados por PCR
em tempo real (RT-PCR) (Figura 5). Em animais mu-
tantes, a MMP-9 mRNA estava 2,5 vezes maior que nas
idosas do tipo selvagem e nos animais jovens. O gene da
EPO também estava com regulagio positiva (seis vezes
maior). Porém TGF-f estava apenas 1,4 vez maior em
camundongos mutantes do que em animais selvagens
idosos (Figura 5).

Ja que a maioria das anormalidades estruturais foi
encontrada nas idosas mutantes, analisamos a creatini-
na plasmatica nesses animais. Camundongos mutantes
jovens mostraram niveis significativamente maiores de
creatinina sérica que os animais jovens do tipo selva-
gem (p<0,0001). Jovens mutantes também tinham ni-
veis séricos de creatinina mais elevados quando compa-
rados a idosas mutantes (p=0,008) e controles idosos
(p=0,0001).
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Figura 5. Andlises de niveis renais de expressado génica de superdxido dismutase 1, eritropoietina, metaloproteinase-9 e fator de transformacao do crescimento
beta (TGF-B) nos rins de camundongos Immpl2 e controles do tipo selvagem. Os niveis do DNA mensageiro do superdxido dismutase 1, da eritropoietina, da
metaloproteinase-9 e do TGF-f nos rins estavam significativamente maiores em mutantes idosas em comparagéo as idosas do tipo selvagem

DISCUSSAO

Fibrose intersticial é o fator comum da maioria das
doencas que evoluem para insuficiéncia renal croni-
ca. Estudos com bidpsias de rins humanos mostraram
correlacdo entre a fibrose intersticial e o progndstico
desfavoravel.('>!V) Fibrose renal em diabete, envelheci-
mento e lesao por isquemia/reperfusao foi associada a
produgao excessiva de EROS, que € considerada a prin-
cipal via patogénica nesses transtornos.® O excesso de
EROS estd ligado a alteragdoes no metabolismo mito-
condrial, levando ao dano celular. O rim € afetado par-
ticularmente pelo processo de envelhecimento: a idade
aumenta a glomeruloesclerose e a fibrose intersticial.('?)
Alteracoes associadas ao envelhecimento no nivel ce-
lular incluem um nimero aumentado de mutagoes no
DNA nuclear e no DNA mitocondrial, lipofuscina e
produtos finais da glicagdo avangada (AGEs), estresse
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oxidativo aumentado, e consequente aumento da apop-
tose.!¥ Lesdao por isquemia/reperfusao no rim produz
excesso de EROS, além da capacidade sequestradora
do 6rgao, causando dano celular; o excesso de EROS
foi associado a nefropatia cronica do aloenxerto apds
transplante renal.® Uma caracteristica comum em to-
das essas condicoes € a superproducao de EROS, que
resulta em fibrose renal e doenca cronica progressiva.
O estresse oxidativo e a inflamagdo agem conjunta-
mente em muitos tecidos. O estresse oxidativo induz a
producao de citocinas inflamatdrias que, por sua vez,
induzirao a producao de radicais livres. Um aldeido es-
pecifico € o 4-hidroxi-2-nonenal, que é cada vez mais
reconhecido como um mediador e marcador de dis-
funcao celular. No modelo de camundongo Immp2L,
a superproducao da matriz extracelular, a glomeruloes-
clerose, a células apoptdticas e a regulacao positiva de



genes pré-inflamatoérios poderao estar relacionadas ao
excesso de superdxido e demonstrar um processo acele-
rado de envelhecimento com perda de fungao.

Os camundongos Immp2L. mutantes tém demons-
trado uma deficiéncia na quantidade de CYC1l em
varios tecidos, incluindo o rim. As mitocOndrias des-
ses animais também demonstraram niveis excessivos
de ATP e do ion superéxido. A proteina mitocondrial,
CYC1, no rim tem um peso molecular maior que nos
controles.” Verificamos que, quando comparados a
controles da mesma idade, os animais jovens apresenta-
ram um escore maior de glomeruloesclerose, formacao
de cilindros tubulares, e atrofia tubular. Analises da de-
posicao da matriz extracelular, assim como é mostra-
da pela deposicao total de colageno do tipo 1V, foram
mais elevadas nos jovens mutantes do que nos animais
controle da mesma idade, de forma consistente. Os ani-
mais idosos mutantes apresentaram um escore de glo-
meruloesclerose e de atrofia tubular semelhante ao dos
animais pareados por idade. Entretanto, camundongos
idosos mutantes tiveram deposicao significativamente
maior de colageno total e deposicao de coldgeno do
tipo IV que os controles da mesma idade, o que suge-
re uma deposicao aumentada da matriz extracelular
e mostra um mecanismo fibrético que ocorre no rim.
Macroéfagos/mondcitos foram mais abundantes em ca-
mundongos mutantes idosos em comparacao aos con-
troles da mesma idade, mostrando um possivel influxo
de células inflamatdrias para os tecidos renais durante
o processo fibrotico. Ainda, as idosas mutantes apre-
sentavam niveis maiores de creatinina que os controles
da mesma idade. Em conjunto, esses achados sugerem
que a mutacao no Immp2L mitocondrial possa alterar a
arquitetura normal dos rins pelo aumento de deposicao
da matriz extracelular.

Quando comparados com controles da mesma ida-
de, animais jovens mutantes apresentaram expressao
significativamente maior de SOD-1, a enzima depura-
dora de superdxido mais comum no rim. A expressao
mais elevada da enzima pode representar um mecanis-
mo compensatdrio para vencer uma produgao aumen-
tada de super6xido.t* Em outros modelos com gera-
cao aumentada de EROS, a expressao de SOD parece
variar. Fujita et al.®), em dois modelos murinos diabé-
ticos (KK/Ta-Akita e C57BL/6-Akita), relataram dife-
rente suscetibilidade a nefropatia diabética, apesar dos
niveis comparaveis de hiperglicemia. Os camundongos
KK/Ta-Akita desenvolveram albumintria a medida que
envelheciam e apresentaram regulacio negativa de
SOD-1 e SOD-3, enquanto os C57BL/6-Akita tiveram
expressao normal de SOD e eram mais resistentes a ne-
fropatia diabética. Quando camundongos KK/Ta-Akita
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foram tratados com um mimético de SOD, foi obser-
vada uma atenuacao da nefropatia diabética. Assim,
podemos considerar que a maior expressdo de SOD-1
em jovens camundongos mutantes, comparado aos con-
troles pareados por idade, ¢ um mecanismo protetor,
embora ndo seja plenamente eficaz. A quantidade de
SOD-1 s6 diferiu entre idosos mutantes e os controles
da mesma idade. Entretanto, as idosas mutantes apre-
sentaram regulagcdo positiva da expressdo génica de
SOD-1, o que possivelmente refletia uma tentativa de
depurar o excesso de superdxido. Esses achados estao
em concordancia com os de Dobashi et al.,"¥ mostran-
do que a expressao de genes antioxidantes, tais como
SOD-1, nao ¢ diretamente coordenada com a respec-
tiva expressao proteica. A perda de enzimas antioxi-
dantes pode ser um fator contribuinte para dano renal
como resultado do processo de envelhecimento.

Além de uma regulacido positiva de SOD-1, ido-
sas mutantes apresentaram um aumento da proteina
4-HNE no rim, o que mostrou a quebra do mecanis-
mo depurador do superéxido levando ao dano tissular.
Esses achados sugerem que, embora jovens animais
produzam mais SOD-1, o tecido ¢ apenas parcialmente
protegido contra lesao renal.

A transicao epitélio-mesenquimal define uma trans-
formagao fenotipica nas células epiteliais.>!*!9 Apés
uma lesdo, as células epiteliais perdem seus marcado-
res epiteliais e comegam a expressar alguns marcadores
mesenquimais, como S100A4. Animais idosos mutantes
apresentaram uma presenca significativamente maior
de S100A4 do que seus controles pareados para idade,
enquanto os jovens mutantes nao mostraram esse mar-
cador nas células epiteliais tubulares. Essas observagoes
sugerem que, durante exposicao cronica ao superoxido,
as células renais perdem sua diferenciacao e comecam a
expressar marcadores de fibroblastos que representam
a transicao epitélio-mesenquimal. Essa transformacao
pode ser uma das fontes da superproducao da matriz
extracelular nos rins de idosas mutantes, representada
como um aumento de deposicao do colageno do tipo
IV. A expressao génica da MMP-9 também estava com
regulagao positiva em mutantes idosas Immp2L na ten-
tativa de digerir enzimaticamente a deposi¢ao de cola-
geno. Esses dados sugerem que a mutacdo mitocondrial
Immp2L leva a transicao epitélio-mesenquimal e a fi-
brose progressiva no rim.

Animais idosos mutantes apresentavam um ndme-
ro significativamente maior de células apoptéticas que
os controles da mesma idade, sugerindo que a sinaliza-
¢do de Immp2L pode atenuar a apoptose celular. No
modelo animal de les@o por isquemia/reperfusdo renal,
a administragdo de uma enzima antioxidante mimética,
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MnTMPyP, atenuou o nimero de células apoptéticas.®
Isso sugeriu que o dano oxidativo estava associado a um
aumento de apoptose celular. Os efeitos antiapoptéticos
da EPO exdgena foram relatados por varios pesquisa-
dores.(2) A EPO recombinante humana (thEPO) tem
multiplas funcdes paracrinas e autdcrinas que coorde-
nam as respostas locais a danos, atenuando tanto as cau-
sas primarias (apoptoéticas) e secundarias (inflamatdrias)
da morte celular.®? Ainda, alguns estudos clinicos relata-
ram que rhEPO reduziu o estresse oxidativo. Pode-se
especular que, no nosso modelo, 0 aumento na expressao
de EPO em camundongos idosos mutantes tenha ocorri-
do por uma resposta compensatdria ao dano renal.

CONCLUSOES

Uma mutac@o no gene Immp2L, associada a aumentos
nos niveis de superdxido mitocondrial, atenuou os mar-
cadores de defesa antioxidante e aumentou a deposicao
de matriz extracelular intersticial renal e glomeruloes-
clerose com perda de funcdo. Sugerimos que Immp2L
seja protetor contra o desenvolvimento de fibrose renal.
Além disso, o modelo de camundongo Immp2L. mutan-
te pode ser ttil para futuras investigacoes sobre o papel
do superoxido no desenvolvimento de fibrose renal e o
processo de envelhecimento.
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