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RESUMO

A IL-9 € uma citocina pleiotropica, recentemente reconhecida como pertencente as
células Th9 que estdo envolvidas em diversas patologias. Nos objetivamos avaliar o
papel da IL-9 no curso da fibrose hepética e renal. Camundongos C57BL/6 fémeas
foram tratados, por via subcutianea, com IL-9 100ng e 200ng durante 40 dias, alternando
de 5 em 5 dias cada aplicacdo, cujo controle negativo foi tratado com PBS e controle
positivo com CCL4. IL-9 manifestou atividade fibrogénica, levando aumento da
deposicdo de colageno I e III tanto no figado quanto no rim, bem como desencadeou
hepatite lobular com a fibrose no estagio 1. Além disso, induziu resposta inflamatdria
com o recrutamento de linfdcitos, neutréfilos e macréfagos em ambos os O6rgaos. A
inflamacdo foi presente na regido da zona portal e parenquimal no figado, e na zona
cortical e medular nos rins. IL-9 regulou a expressdo génica de TGF-f1 e a-SMA,
sendo sugerida como possiveis responsaveis pela ativacdo das células de Ito e
miofibroblastos renais. A atividade pro-inflamatéria da IL-9 desencadeou estresse
oxidativo, levando a oxidac¢do das proteinas e dos lipidios presentes na membrana
celular dos hepatdcitos e nas células renais. Concomitante, ocorreu diminuicdo da
atividade das enzimas antioxidantes, bem como da capacidade total antioxidante do
figado e do rim. Nossos resultados sugerem papel deletério da IL-9 no aumento da
fibrose hepatica e renal, com exacerbacdo da resposta inflamatdria, indicando que a

mesma poder ser alvo terap€utico para o tratamento dessas doencas.

Palavras-chave: Fibrose; Figado; Rim; Inflamacao; Interleucina 9; Estresse Oxidativo.



ABSTRACT

IL-9 is a pleiotropic cytokine, recently recognized as belonging to Th9 cells that are
involved in various pathologies. We aimed to evaluate the role of IL-9 in the course of
hepatic and renal fibrosis. Female C57BL/6 mice were treated subcutaneously with IL-9
100ng and 200ng during 40 days, alternating every 5 days each application, the negative
control of which was treated with PBS and positive control with CCL4. IL-9
demonstrated fibrogenic activity, leading to increased collagen I and III deposition in
both liver and kidney, as well as triggering lobular hepatitis with stage 1 fibrosis. In
addition, IL-9 induced an inflammatory response with recruitment of lymphocytes,
neutrophils, and macrophages In both organs. The inflammation was present in the
region of the portal and parenchymal zone in the liver, and in the cortical and medullary
zone in the kidneys. IL-9 regulated the gene expression of TGF-$ and a-SMA, being
responsible for the activation of Ito cells and renal myofibroblasts. The
proinflammatory activity of IL-9 triggered oxidative stress, leading to oxidation of
proteins and lipids present in the cell membrane of hepatocytes and renal cells. At the
same time, there was a decrease in the activity of antioxidant enzymes as well as the
total antioxidant capacity of the liver and kidney. Our results suggest deleterious role of
IL-9 in the increase of renal and hepatic fibrosis, with exacerbation of the inflammatory
response, indicating that it may be a therapeutic target for the treatment of these

diseases.

Keywords: Fibrosis; Liver; Kidney; Inflammation; Interleukin 9; Oxidative Stress.
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1 INTRODUCAO
1.1. FIBROSE HEPATICA E RENAL

A fibrose hepética ocorre como resultado de uma lesdo cronica no figado,
desencadeando um aumento na sintese de componentes da matriz extracelular que acaba
preenchendo todo o espago antes ocupado pelos hepatdcitos (TUNG-HUNG; JIA-
HORNG; CHUN-JEN, 2014). A continua les@o nos hepatécitos leva a cirrose que é o
estagio final da doenga (FRIEDMAN, 2003).

A cirrose resulta de diversos estimulos cronicos como: hepatite viral, distirbios
metabolicos, abuso de alcool, resposta autoimune no figado, entre outros (LIAW et al.,
2004; TUNG-HUNG:; JIA-HORNG; CHUN-JEN, 2014). Essa doenca corresponde a
45% do total de mortes relacionadas a doenca hepatica nos paises desenvolvidos,
devido, principalmente, a fibrose hepatica gordurosa, que acomete 30% da populagdo
dos Estados Unidos (WYNN, 2008; LAZO et al., 2011).

A fibrose hepdtica inicia-se com a morte dos hepatdcitos, consequentemente
desencadeando um processo inflamatdrio com o recrutamento de células de defesa para
o local lesionado e secre¢dao de citocinas inflamatérias e quimiocinas. O fator de
crescimento derivado de plaqueta (PDGF), o fator de transformacdo de crescimento beta
(TGF)-B, o fator de necrose tumoral alfa (TNF) — a e a interleucina (IL)-1, que ativam
as células de Ito (células que armazenam vitamina A e que estdo localizadas no espaco
de Disse, em contato direto com os hepatdcitos e com o epitélio sinusoidal no figado)
(Figura 1), intensificam a progressao da fibrose hepatica e contribuem na deposi¢ao de

colageno.
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Blnusoldes

Figura 1: Organizacao interna de um lébulo hepatico. Entre as placas de hepatdcitos contém capilares
denominados de sinusoides hepaticos que s@o compostos por células endoteliais fenestradas. Nos
sinusoides encontramos importantes células do sangue, entre elas macréfagos residentes no figado,
células de Kupffer. Entre as placas de hepatdcitos e os capilares sinusoides existe o espaco de Disse, que
contém os microvilos dos hepatécitos e as células de Ito que sdo responsdveis por armazenar retinoides,

além de sintetizar diversas proteinas da ECM. Adaptado de (TSUTSUI; NISHIGUCHI, 2014).

A ativacdo das células de Ito resulta em sua proliferacdo, migracdo e
diferenciagdo em miofibroblastos que expressam a-actina do musculo liso (a-SMA),
bem como estimula a mesma a sintetizar colageno, principalmente do tipo I e III, na
matriz extracelular (Figura 2) (OAKLEY et al., 2005). A medida que a fibrose avanga
no Orgdo, ocorre uma alteracio no funcionamento adequado do figado que
consequentemente afeta a atividade de outros Orgdos, sendo que as principais
complicacdes dessa doenca incluem ascite, encefalopatia hepatica, e principalmente

disturbio renal (DAVIS et al., 2003).
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Figura 2: Desenvolvimento da fibrose hepatica. A injtria nos hepatdcitos por substincias téxicas ou
outros fatores resulta no recrutamento e estimulo de células inflamatorias, além de ativar as células
inflamatérias residentes (células de Kupffer). Citocinas liberadas por essas células leva ativacdo das
células de Ito, consequentemente, se diferencia em miofibroblastos, no qual inicia sintese e secrecdo de
coldgeno e outras proteinas na ECM no espaco de Disse, que contribui para formacao da fibrose no local.

Adaptado de (IRADELE, 2007).

O rim € um dos principais 0rgdos que acaba sendo comprometido pelo mau
funcionamento do figado, entretanto, outros fatores podem afetd-lo levando ao estigio
cronico renal que € caracterizado pela fibrose. As principais etiologias sdo: infeccdes,
compostos xenobidticos, toxinas, obstru¢do mecanica, complexos imunes que resultam
de doencas autoimunes ou infec¢Oes crOnicas, bem como doencas genéticas. Outras
causas freqiientes, principalmente em paises desenvolvidos, sdo diabetes mellitus tipo 2,
nefropatia hipertensiva/isquémica e cirrose (GO et al., 2004).

Essas diversas etiologias afetam trés compartimentos funcionais do rim:
vascularizagdo, glomérulos e tibulo-intersticial que sdo responsaveis pela entrega de
sangue e filtrado plasmético. Consequentemente, todos os pacientes com doencga renal
cronica apresenta um declinio na funcdo renal com o tempo, chegando a um estado
irreversivel, estagio final renal, o que requer dialise ao longo da vida ou transplante de

rim (SNYDER et al., 2004).
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Independente da causa primaria que leva ao dano renal, a fibrose intersticial é
um processo comum que resulta na ativacdo dos fibroblastos que se diferenciam em
miofibroblastos, expressando o- actina do musculo liso (a-SMA), sendo a principal
fonte de acimulo de matriz intersticial dessa doenga (LIU, 2004). O continuo acimulo
de matriz extracelular (ECM) leva a difusdo da fibrose, consequentemente, destréi as
células parenquimatosas e compromete a funcdo do 6rgdo (SCHIEPPATI; REMUZZI,
2005) (Figura 3).

Estimulo de injaria

(TGE-p1. Hiposia)

#

-
ARRAIARRANR . QRARLHANTA I| I (INAfLAN I||
Células epiteliais 1
0 2.0 0 0 0,0
tubular
Apoptose / \\ EMT
p— . wh et =y
TNF, CCL3, TGF-f1, MMPs e L e

Fibroblastos

TGF-p1, PDGF, /-,
FGF2, CTGF, tPA
el b

a-5MA

intersticians

“ Miofibroblastos

Células endoteliais

Figura 3: Principais eventos da fibrogénese renal: (1) Infiltrado peritubular das células inflamatdrias,
principalmente, células T e macréfagos, sendo o evento inicial da fibrogénese. (2) Ativa¢do dos
miofibroblastos. A maioria dos miofibroblastos que produz matriz extracelular é gerada a partir da
ativacdo local dos fibroblastos interticiais. (3) Apoptose das células tululares e de células EMT leva a
atrofia tubular. Abreviacdo: a- SMA, a actina do musculo liso, Angll, angiotensina II; CCL5, ligante de
quimiocina 5; EMT, transicdo epitélio — mesenquima; FGF2, fator de crescimento de fibroblasto basico;
MMP, metaloproteinases; PDGF, fator de crescimento derivado de plaquetas; TGF-B1, fator de
transformagao de crescimento B1; TNF, fator de necrose tumoral; tPA, ativador de tipo de plasminogénio-

tecidual. Adaptado de (LIU, 2011).

A ECM ¢é composta de uma complexa rede de proteinas, glicoproteinas e
proteoglicanos que atuam nas propriedades biofisicas e bioquimicas do tecido (HYNES,
2009). Todas essas moléculas da ECM exercem certas atividades no funcionamento

biologico da célula, e quando sintetizadas em excesso desorganizam a dindmica da
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ECM, levando a uma arquitetura anormal. Essa dindmica anormal da ECM esta
relacionada ao desenvolvimento de diversas patologias, entre elas a fibrose. Em ambas
as situagdes ocorrem o aumento da deposicao de proteinas, principalmente de colageno
I, III, IV, bem como uma diminui¢do de outras proteinas como as metaloproteinases
(MMT)., sendo que sua diminui¢do favorece ao aumento excessivo de ECM, uma vez
que a mesma ¢ responsdvel pela degradacdio do colidgeno (NORTON et al.,
2005; BUTCHER et al., 2009; FRANTZ et al., 2010).

Existem mais de 28 diferentes tipos de coldgenos humano, de diferentes formas
e tamanho (KADLER et al., 2007). O colageno é uma molécula composta de trés
cadeias polipeptidicas o hélice, cada uma contém uma ou mais regides repetidas
modificadas de aminoacidos (Gly-X-Y), onde as cadeias X e Y podem ser qualquer tipo
de aminodcidos. A partir da modificacdo do aminoacido em certas cadeias a, o colageno
pode ser homotrimérico, consiste de trés idénticas cadeias a, colageno II e III, ou
heterotipico, com trés distintas cadeias, colageno I (HULMES, 2008).

O colageno constitui cerca de 30% do total de proteinas no corpo humano, sendo
que na fibrose hepética ocorre aumento entre 4 a 7 vezes no contetudo total de colageno
no tecido (FRANTZ et al., 2010). Os colagenos dos tipos I, III s3o os mais sintetizados
pelas células de Ito e pelos miofibroblastos hepéaticos e renais (MURATA et al., 1984).

Os colagenos I e III sao sintetizados por miofibroblasto de diferentes origens e
localizacdo anatdmica. Miofibroblasto portal e veias portal produzem grandes
quantidades de colagenos I e III, entretanto, miofibroblastos e as células de Ito presentes
no espaco de Disse produzem mais coldgeno I, formando, assim, o septo fibroso porta-
portal (POONKHUM et al., 2011).

Processo semelhante ocorre em um rim lesionado, como aumento da deposi¢cdo
de componentes da matriz extracelular, principalmente, colageno I e III substituindo
espaco antes ocupado pelas células parenquimatosas (TUNG-HUNG; JIA-HORNG;
CHUN-JEN, 2014). Esse processo ocorre como uma resposta a injuria, ajudando no
processo de reparo e remodelamento do tecido que resultam no recrutamento de
leucocitos, angiogénese, aparecimento de miofibroblastos e formagdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) (GABBIANI; MAJNO, 1972).

Alguns estudos vém mostrando que existe uma relacdo entre a formagao de ROS
e a resposta fibrogénica, atuando na regulacdo da ECM e na desdiferenciacdo de
fibroblastos em miofibroblastos — a-SMA (ZHOU et al., 2010; SAMPSON et al., 2011).

O aumento elevado na producgdo de ROS leva ao estresse oxidativo que ocorre devido a
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uma desregulacdo do balanco entre a resposta oxidante-antioxidante, resultando na
morte celular. A maioria das células tem uma leve capacidade de tolerar o estresse
oxidativo devido a existéncia de mecanismos moleculares que reconhecem e removem
moléculas de danos derivado da oxidacdo (DROGE, 2003). Quando a célula perde a
capacidade de gerar uma resposta antioxidante, ocorre a super-expressao de ROS que
lesionam as camadas de lipidios na membrana, a estrutura das proteinas, bem como
ativa a via de apoptose celular (PERRY et al., 2000).

O figado é o principal 6rgdo afetado pelas ROS que agem diretamente nas
células parenquimais durante uma injuria hepéatica (SANCHEZ-VALLE et al.,2012). Na
progressdo da injuria hepatica ha aumento da producdo de ROS que ativam as células de
Ito, induzindo a secrecdo de componentes da matriz extracelular, principalmente,
colageno (OKUNO et al., 2002). O gene do colageno tipo I € regulado pela quantidade
de ROS, além de diversos outros fatores que interagem com citocinas contribuindo para
ativacao das células de Ito durante a inflama¢do (FRIEDMAN, 2008). Além das células
de Ito, as células de Kupffer e as células endoteliais sdo mais expostas ou sensiveis as
moléculas relacionadas ao estresse oxidativo (SAKAGUCHI et al., 2011;WU et al.,
2009).

O aumento do estresse oxidativo é resultado de vérias doencas hepaticas, por
exemplo, hepatite viral cronica, doencas hepaticas alcodlica, esteatohepatite nao-
alcodlica e fibrose hepatica (SINGAL et al., 2011). Durante a doenga hepatica, outros
orgdos sdo lesionados devido ao estresse oxidativo, levando as lesdes cerebrais e,
principalmente, distirbios nos rins, desempenhando um papel critico na patologia de
diversas doencas renais (WANG et al., 2015).

ROS desempenham um papel critico no curso da injuria renal aguda e cronica,
bem como na progressdo da fibrose que estd associada com aumento do estresse
oxidativo (KIM et al., 2008). NADPH oxidase é importante enzima responsavel pela
geracdo de ROS, e tem sido reconhecida como mediadora chave na proliferacio celular
e acumulo de matriz na fibrose renal. Essa enzima tem sido encontrada em diferentes
tipos de células renais como: células mesangiais, tibulos renais, células endoteliais e
fibroblastos estando envolvida no desenvolvimento da fibrose tibulo interticial via
ativacdo do fator transcricional Smad2 e miofibroblastos (DJAMALI et al., 2009;
BARNES; GORIN et al., 2011).
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1.2. MEDIADORES CELULARES NA INFLAMACAO HEPATICA E
RENAL

Durante uma resposta inflamatéria no figado e/ou no rim, as células do sistema
imunoldgico se comunicam por meio de mediadores quimicos, principalmente, citocinas
que atuam numa complexa rede de sinalizacdo ativando as células de Ito ou
miofibroblastos renais que levam a sintese de coldgeno, consequentemente a formagao
de fibrose (ZHOU; ZHANG; QIAO, 2014).

A fibrose hepatica é acompanhada por inflamacao e atividade do sistema imune
inato e adquirido, que sdao fundamentais para regulacdo do processo fibrético
(PELLICORO et al., 2014). Durante injuria dos hepatdcitos ocorre a liberacdo de
mediadores inflamatorios que recrutam células do sistema imune. Os leucocitos
recrutados para o local da injuria, fagocitam células mortas ou apoptéticas, bem como
amplificam a resposta inflamatoria a partir da secrecdo de citocinas inflamatérias como
TNF, interleucina- 6 (IL-6), IL-1 B e células T, entre outras (MUHANNA et al., 2008).

Estudos mostram que células imunes podem, principalmente os macrofagos,
regular tanto a progressdo, quanto a regressao da fibrose hepatica (MUHAMA et al.,
2008). Os tipos de macréfagos que atuam na fibrose hepética sdo classificados como
macrofagos heterogéneos a partir da sua localizagdo: macrofagos residentes, célula de
Kupffer, e infiltrados de macréfagos derivados da medula-6ssea, mondcitos circulantes
(ZIMMERMANN et al., 2012).

As células de Kupffer que estdo localizadas nos sinusoides hepéticos permitem
uma interacdo com células hepaticas ndo parenquimais, influenciando em suas
diferenciacdes em miofibroblastos (WEHR et al., 2013). Estudos in vitro e in vivo
mostraram que as células de Kupffer podem ativar as células de Ito a se diferenciar em
miofibroblasto, por meio de via paricrina. Essa via pardcrina ocorre por meio da
liberacdo de citocinas profibrotica TGF- e mitogénica PDGF (PRADERE et al.,
2013). Essas células também contribuem no processo de regeneracdo do figado, através
da secrecdo de metaloproteinases 9, 12 e 13 (MMP-9, MMP-12, MMP-13) que
promovem a degradacdo da matriz extracelular e assim, ajuda na diminui¢do da fibrose
(FALLOWFIELD et al., 2007; PELLICORO et al., 2012).

Ide et al. (2005) mostraram em seu estudo in vivo que a deplecdo de macréfagos
residentes em ratos resulta na diminuicdo na ativacio de miofibroblastos,

consequentemente, a fibrose tecidual. A deplecdo dos macréfagos durante continua
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injuria no figado leva a uma diminui¢do no nimero de miofibroblastos derivados de
células de Ito, atenuando a fibrose, indicando que os macrdéfagos possuem papel pro-
fibrogénico (DUFFIELD et al., 2005).

As células natural killer (NK) s@o outras células do sistema imunolégico que
participam no processo da fibrogénese hepatica. Essas células no figado estdo
localizadas nos sinusoidais hepaticos, ligados com as células ndo parenquimas
(VANDERKERKEN et al., 1993). As células NK lisam as células de Ito ativadas ou
senescentes, mas niao as quiescentes ou aquelas diferenciadas em miofibroblastos.
Durante a injdria dos hepatdcitos, as células NK secretam IFN- y que induz apoptose
das células de Ito, bem como bloqueia o ciclo celular e, subsequentemente, inibe a
fibrose hepatica (VANDERKERKEN et al., 1993; GAO; RADAEVA, 2013). Essa a¢ao
apoptotica se da devido a diminui¢cdo da expressdo das moléculas MHC-I pelas células
de Ito, que € ligante inibitdrio das células NK (MELHEM et al., 2006).

Em relacdo ao rim, diversos estudos vém sendo desenvolvidos com intuito de
compreender os mecanismos que regulam a fibrose renal, focando na atuacdo de
citocinas e células do sistema imunologico (LONNEMANN et al., 1995; BIHORAC et
al., 2013).

O recrutamento e ativacdo dos linfécitos T podem ser importantes eventos que
atuam na fase inicial da fibrogénese renal, contribuindo com o fluxo dos macréfagos na
injuria renal (TAPMEIER et al., 2010). Niedermeier et al. (2009) mostraram que
camundongos deficientes de linfocitos T, bem como camundongos tipo selvagem
tratados com anticorpos anti-CD4 tem uma reducdo significativa na deposi¢do de
colageno I durante obstrucio renal. Entretanto, a reconstituicio de células T CD4" em
camundongos knochout RAGI levou a fibrogénese ap0ds a injuria (TAPMEIER et al.,
2010).

Além dos linfécitos T, outros tipos de células do sistema imunoldgico residem
no rim, entre elas se destacam as células dendriticas, macr6fagos e mastocitos que sao
responsaveis por manter a homeostase no rim, entretanto, encontram em pequenas
populacoes (WOLTMAN et al., 2007).

Em condi¢des normais, os macréfagos localizam na medula renal e na capsula,
ja as células dendriticas encontram-se no tibulo intersticial (KRUGER et al., 2004;
NELSON et al., 2012). Os macréfagos intra-renal exercem funcdo homeostatica a partir
da fagocitose de antigenos no rim, participando tanto do processo inflamatorio quanto

anti-inflamatdrio, bem como regula a resposta imune no rim.
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Os macréfagos M1 apresentam atividade pré-inflamatéria, produzindo diversas
citocinas que desencadeiam o dano tecidual e fibrose nos rins. A deplecdo de
macréfagos leva ao melhoramento da fibrose renal apds vérios insultos, cuja
transferéncia adotiva de macréfagos leva ao agravamento da lesao fibrética (LIN et al.,
2009).

Acredita-se que o grau de severidade da fibrose renal esteja relacionado com
infiltrado de macrdéfagos ativados, visto que os mesmos secretam citocinas pro-
fibroticas e pré-inflamatéria como TGF-f e TNF- a (EDDY 1995; KITAMOTO et
al. 2009). Esses macrofagos induzem apoptose nas células epiteliais tubulares via TNF-
a ¢ TGF-B, bem como produz ROS que sdo responsdveis por intensificar a injiria
tubular (MISSERI et al. 2005). Células endoteliais também entram em apoptose,
consequentemente os fibroblastos diferenciam em miofibroblastos, o que resulta na
sintetize e secre¢do de coldgeno na ECM, levando a fibrose no tecido (IWANO et
al. 2002).

J& os mastdcitos que residem, principalmente, na cipsula renal, participam de
diversos processos patoldgicos renais (NELSON et al., 2012). Ratos deficientes de
mastdcitos apresentaram uma extensa area de fibrose intersticial no rim comparado com
os ratos normais (KANAMARU et al.,2006). Entretanto, ainda carece de muitos estudos

sobre atuacdo da resposta inflamatéria dos mastocitos no curso da fibrose renal.

1. 3. PAPEL DAS CITOCINAS NA FIBROSE HEPATICA E RENAL

As citocinas sdo importantes glicoproteinas sintetizadas pelas células do sistema
imune que atuam no desenvolvimento e progresso de diversas doencas cronicas que
acometem variados 6rgdos, entre eles, o figado e o rim (WYNN, 2008).

Uma importante citocina € TGF-B1 que ¢ conhecida por induzir fibrogénese em
diversos Orgdos lesionados, sendo sintetizado pelas células de Ito, células de Kupper
(KC), miofibroblastos hepaticos e renais e macréfagos (KIRMAZ et al, 2004). O TGF-
Bl estimula essas células a sintetizar  componentes da matriz extracelular,
principalmente, colageno (LI et al., 2015).

No rim, o TGF-B1 liga com receptores presentes nas células glomerular e
desencadeia uma cascata de sinaliza¢do que ativa inimeros genes, amplificando o efeito
biologico. Com uma inativagdo do receptor TGF-3, a migragcdo e a diferenciacao das

células parenquimas em miofibroblasto sdo cessadas, e consequentemente, ndo ha uma
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progressdo no processo de reparo de feridas no tecido, diminuindo a fibrose renal
(BORDER; NOBLE, 1994).

Igualmente, TNF-a estd envolvido ativamente na progressdo da fibrose renal,
uma vez que ratos com problemas renais foram tratados com uma substincia que
neutraliza a a¢do dessa citocina, consequentemente, houve uma redu¢do na inflamacao,
na pressdo sanguinea, bem como na fibrose renal (THERRIEN et al. 2012). Além
disso, TNF-a juntamente com interferon gama (IFN-y) que sdo produzidos por
macréfagos M1 promovem estresse oxidativo e o desenvolvimento da fibrose renal
(RICARDO; VAN, 2008).

Outras citocinas como interleucina 19 (IL-19) e interleucina 20 (IL-20) foram
detectadas em grandes quantidades em amostras de sangue obtidas de pacientes com
doenca cronica renal, sendo correlacionadas com a patologia dessa doenca (JENNINGS
et al., 2015)

No figado, a IL-1 é importante citocina que participa na resposta inflamatdria
nesse 6rgao, visto que controla a progressao da injuria hepatica para fibrogénese através
da ativacao das células de Ito (GIELING, WALLACE, HAN, 2009).

A interleucina 9 (IL-9) é uma citocina produzida pelos linfécitos CD4"de
diferentes perfis Th2, Th17 e Th9, esta dltima a sintetiza em maiores quantidades. Os
linfécitos CD4" perfil Th9 estdo presentes em processos fisioldgicos, patolégicos e
inflamatorias, aumentando o nimero de linfécitos, eosindfilos e mastdcitos, bem como
estimulando a secre¢do de imunoglobulina E (IgE) ( SOUSSI-GOUNNI et al., 2001).

Essa citocina atua em varios tipos de inflamag¢des como mostrou Gregersen et al.
(2013), observando que o processo de arterosclerose da corondria e da cardtida esta
relacionado com aumento do nivel da IL-9, sendo mediada pela interleucina 17 (IL-17)
que estimula as Th9 a libera-la. Além de ser mais expressa em arteroscleroses, existem
relatos de que IL-9 estd relacionada com asma, doencga alérgica pulmonar, doenga
respiratoria epitelial (ARRAS et al., 2001; GU et al., 2015).

Entretanto, alguns estudos vém mostrando que a IL-9 pode ter um efeito anti-
inflamatorio e anti-fibrotico. Alves (2015) tratou camundongos infectados com
Trypanosoma cruzi, durante 15 dias com IL-9 a 2,5ng/g de peso corporal do animal,
observando que essa citocina foi capaz de diminuir a fibrose cardiaca durante a fase
aguda da infec¢do, bem como aumentou a sintese de citocinas do perfil Thl (IL-12,
IFN-y e TNF-a), que foram responsaveis pelo controle da parasitemia. Esses dados

mostram um possivel papel protetor da IL-9 durante a fase aguda da infeccao.
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Arras et al. (2001) observaram efeito semelhante em seus experimentos
realizados com camundongos que expressavam alta quantidade de 1L-9, desenvolviam
asma bronquial. Nesses camundongos a severidade da fibrose pulmonar foi menor em
relacdo ao grupo controle. Igualmente, quando injetado IL-9 intraperitoneal em
camundongos houve redu¢do da amplitude da fibrose pulmonar induzida pela silica.

Observa-se a partir de diversas pesquisas que o papel da IL-9 apresenta papel
pleiotrépico, no qual exerce diferentes atividades dependendo do tipo celular, bem
como do tipo de resposta imunoldgica (ARRAS et al., 2001; GU et al., 2015; ALVES,
2015). Apesar de intensas pesquisas com essa citocina, ndo se tem conhecimento
preciso da sua atuacdo e impacto no desenvolvimento da fibrose hepética e renal, sendo
esse o primeiro trabalho a mostrar seu envolvimento nessa doenga.

Estudos envolvendo a atividade da IL-9 contribuem no entendimento do
mecanismo imunoldgico mediado pela mesma durante a progressdo da fibrose hepatica
e renal, bem como da sua acdo protetora e/ou prejudicial no organismo. Além disso,
ajuda significativamente no estabelecimento de novas intervencdes terap€uticas, uma
vez que o unico tratamento disponivel para os pacientes com fibrose no estiagio cronico

€ o transplante de 6rgdo.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial fibrogénico da IL-9 no sistema hepatorenal em modelo

murino.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar acdo fibrogénica da IL-9 em diferentes concentracdes no figado e no rim
de camundongos C57BL/6 fémeas;

e Realizar uma andlise qualitativa e quantitativa do infiltrado de células
inflamatorias no tecido hepético e renal dos animais tratados com IL-9 em diferentes
concentragdes, bem como nos seus respectivos grupos controles;

e Avaliar a modificacdo no Indice de Atividade Histolégica no grau e na drea da
hepatite cronica no tecido hepatico dos animais tratados com IL-9 em diferentes
concentragdes, bem como nos seus respectivos grupos controles;

¢ Quantificar a expressio génica de TGF-B1 e a-SMA no tecido hepético e renal
dos animais tratados com IL-9 a 200ng;

e Avaliar o perfil de estresse oxidativo através da atividade de biomarcadores ndo
enzimaticos, das enzimas antioxidantes e da capacidade antioxidante total no tecido

hepatico e renal dos animais tratados com IL-9 a 200ng.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1. ASPECTOS ETICOS E LEGAIS

No presente estudo, todos os experimentos foram previamente aprovados pelo
Comité de Etica para utilizacdo de animais (CEUA) da Universidade Federal de
Uberlandia (UFU), com nimero do protocolo 082/16 (Anexol).

Os procedimentos experimentais foram realizados no Laboratério de
Tripanosomatideos (Blocos 2B, sala 200) do Instituto de Ciéncias Biomédicas da UFU
(ICBIM-UFU).

3.1.1 Animais

Foram utilizados camundongos C57BL/6 fémeas com 6-8 semanas de idade,
mantidos no Centro de Bioterismos e Experimentacdo Animal (CBEA) na UFU,
campus Umuarama, sob condicdes padrdo de luminosidade (12 horas de luz e 12 horas
de escuro) em temperatura controlada (25+2°C) bem como comida e dgua ad libitum.
Os animais foram eutanasiados por meio do deslocamento cervical apds serem

anestesiados, conforme as normas do CEUA.

3.2. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
3.2.1 Reconstituicao da IL-9

A citocina recombinante murina IL-9 foi reconstituida através da diluicdo da
amostra em ImL de 4gua de injecdo ficando na concentragdo de 10.000 ng/mL
conforme orientacdo do fabricante (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). Posteriormente, a
IL-9 foi diluida em tampao fosfato (PBS), nas concentra¢des de 100ng e 200ng. Cada

animal recebia por via subcutanea 100uL de IL-9 durante 40 dias.

3.2.2 Diluicao do tetracloreto de carbono

O tetracloreto de carbono (CCL4) (Sigma, St. Louis, MO) foi utilizado para
induzir fibrose no figado e no rim nos animais experimentais, sendo o controle positivo
do experimento. O CCL,4 foi diluido em 6leo de Oliva (1:10), na propor¢ao 1uL/g do
peso corporal do animal (OGAWA et al.,, 1992; KNIGHT et al., 2011). Por via

subcutanea, cada animal recebeu 160 uL de CCL4 durante 40 dias.
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3.2.3 Grupos experimentais
Os animais foram divididos em 2 grupos: controle e experimento. O grupo
controle foi subdividido em 2 subgrupos (n =5):
e Subgrupo 1: Animais tratados com tampao fosfato salino (PBS);

e Subgrupo 2: Animais tratados com CCLy_

O grupo experimento foi subdividido em 2 subgrupos (n =5):
e Subgrupo 1: Animais tratados com IL-9 a 100ng/animal;

e Subgrupo 2: Animais tratados com IL-9 a 200ng/animal.

Os camundongos foram tratados com CCL,, alternando de dois e dois dias
durante 40 dias, sendo que no 41% os mesmos foram eutanasiados. Processo semelhante
foi realizado no grupo tratado com IL-9 e PBS, entretanto, sendo alternado de cinco em
cinco dias o periodo da administracdo de tais substincias. No 41%, os mesmos foram

eutanasiados para retirada do figado e do rim para analise histolégica e bioquimica.

3.3. ANALISES HISTOPATOLOGICAS

As amostras de tecidos do figado e do rim foram fixadas em formaldeido
tamponada a 4% durante uma semana, posteriormente, foram desidratas em
concentracdes crescentes de etanol, diafanizadas em xilol e incluidas em parafina
(TOLOSA et al., 2003). Em seguida foram realizados com auxilio de um micrétomo,
cortes histoldgicos com 4um de espessura, sendo corados e depois montados em

laminas de vidro para observacao em microscopio de luz.

3.3.1 Quantificacao da fibrose hepatica e renal

Para andlise do papel fibrogénico da IL-9 no figado e no rim através da
quantificacao total de coldgeno, bem como colageno I e III, os cortes foram submetidos
a coloracdo em Picrossirus Red, que permite identificar as fibras de colageno
depositadas no tecido (FREITAS-FILHO et al., 2006).

A andlise da quantidade total de fibras coldgenas por area foi realizada por meio
do Color Threshod do software Image J a partir de imagens digitais obtidas de 20
campos aleatdrios de cada corte/animal em microscopio Optico com camera acoplada

Leica DMS500 (Leica Microsystems Inc., Wetzlar, HE, Alemanha), no aumento de 40x.
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Para quantificacdo de coldgeno I e IIl, foi utilizado microscépio dptico com luz
polarizada acoplada ao analisador de imagem digital para quantificacio da 4rea por
diferenca de cor. Nesse sistema, o grau de birrenfrigéncia das fibras coldgenas ¢é
avaliado através da intensidade de cor, no qual se delimita as faixas de espectros
correspondentes a coloragdao do colageno I e III. As fibras colagenas do tipo I emitem
cor vermelha e as fibras coldgenas III emite cor verde, sendo que a sobreposicdo das
cores emite cor amarelada para alaranjada (JUNQUEIRA et al., 1979).

As imagens digitais foram obtidas em 20 campos aleatdrios de cada corte/animal
no aumento de 20X, sendo posteriormente, analisado a intensidade de fibras coldgenas I

e IIT através de Threshod pelo software Image J.

3.3.2 Quantificacao de mastocitos hepaticos e renais

Os cortes histologicos do figado e do rim foram corados com Azul de Toluidina
para contagem total de mastdcitos por campo, 20 campos aleatorios por animal, através
da microscopia 6ptica de luz com camera acoplada Leica DMS500, utilizando objetiva de

40X de aumento (HAMMAN et al., 1994).

3.3.3 Avaliacio qualitativa da resposta inflamatoéria

Avaliacdo qualitativa da resposta inflamatoria foi observada a partir do tipo e
severidade do infiltrado inflamatdrio em cortes histolégicos do figado e do rim corados
com Hematoxilina e Eosina (H.E). O tipo e a severidade do infiltrado inflamatério
foram determinados pela auséncia ou presenca (P) de (i) resposta inflamatoria, (ii)
neutréfilos, (ii1) macréfagos, (iv) linfécitos, (v) células plasmaticas, (vi) células gigantes
do corpo estranho, (vii) tecido necrosado, (viii) edema, (ix) adipdcito e (xi) degeneragcao
hidrépica. Essas caracteristicas foram avaliadas por intensidade: (-) ausente, (+) leve,
(++) moderada e (+++) intensa. Todas as analises foram feitas com a objetiva de 40X de

aumento, em ensaio duplo cego independente.

3.3.4 Avaliacio do escore necroinflamatério da hepatite cronica

Os cortes histologicos do figado foram corados com Tricomo de Masson e H.E
para avaliacdo da modifica¢do no Indice de Atividade Histologica (IAH) na graduacio,
intensidade da atividade necro-inflamatéria, e na area, mensuracdo da fibrose e da

alteracdo da arquitetura, da hepatite cronica de acordo com Ishak (1995).
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No IAH, através da coloragao de H.E., foi avaliado quatro tipos de modificacdes
histopatologicas: hepatite na interface periseptal ou portal, confluéncia da necrose,
necrose litica focal, apoptética ou inflamacgdo focal e inflamacao portal; sendo acessadas
separadamente, recebendo valores nimeros individuais que variam de 0 a 4 (hepatite na
interface periseptal ou portal, necrose litica focal, apoptética ou inflamacdo focal e
inflamacdo portal) e de 0 a 6 (confluéncia da necrose). J4 o IAH, Tricomo de Masson,
referente 2 modificacdo da area foi avaliado a mudanca da arquitetura, presenca de
fibrose e cirrose, recebendo valores nimeros que variam de 0 a 6. Esses valores
numéricos da classificacdo IAH correspondente a ausente, minima, leve, moderada e
severa da hepatite cronica, ou seja, quanto maior o valor do grau e da area mais severa a

hepatite cronica, e quanto menor, mais leve a hepatite.

3.4 PCR QUANTITATIVO EM TEMPO REAL - (RT-PCR)

O RNA total do tecido hepatico e renal foi extraido utilizando o Kit de extracao
automatico Maxwell 16 LEV para tecido (Promega), seguindo as instrugdes do
Fabricante. Posteriormente, cDNA foi sintetizado através High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems). RT-qPCR foi realizado utilizando o sistema
SYBR® Green PCR Master Mix (2X) (Applied Biosystems) através do ABI 7300
(Applied Biosystems), sendo que os dados obtidos foram analisados no SDS Software v
1.4.1 (Applied Biosystems).

Em relacdo as sequéncias dos iniciadores especificos para os genes, esses foram
desenhados utilizando alinhamentos de sequéncias obtidas a partir do GenBank
(NIH/NCBI) com o auxilio da ferramenta IDT  Primer  Quest
(http://www.idtdna.com/Scitools/ Applications/Primerquest; San Diego, CA), com
validacdo a partir das ferramentas Primer-BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/, Bethesda, USA) e  Standart
NucleotideBLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_
TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome, Bethesda, USA) para confirmar

especificidade.
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Os genes avaliados foram:
e TGF-B1 - (F) CTCCCGTGGCTTCTAGTGC
(R) GCCTTAGTTTGGACAGGATCTG
e 0-SMA — (F) AAACAGGAATACGACGAAG
(R) CAGGAATGATTTGGAAAGGA

3.5 ANALISE DO ESTRESSE OXIDATIVO

As amostras de figado e rim provenientes de animais tratados com IL-9 a 200ng,
bem como seus respectivos controles foram homogeneizadas com o homogeneizador
para tecidos tipo Potter em tampao de homogeneizac¢do (20 mM de tampao fosfato de
sodio e 140 mM de KCI, pH 7.4) na proporcio 1:10 p/v. Posteriormente, os
homogeneizados foram centrifugados a 3500 rpm durante 15 minutos a 4°C. O
sedimento foi descartado e o sobrenadante foi utilizado para a realizacdo das dosagens
dos pardmetros de estresse oxidativo, biomarcadores ndo enzimaiticos: Proteina
carbonilada, sulfidrila, glutationa reduzida e peroxidagdo lipidica, bem como da
atividade das enzimas antioxidantes: Catalase e superoxido dismutase e a capacidade

antioxidante total.

3. 5.1 Biomarcadores nao enzimaticos do estresse oxidativo

3. 5.1.1 Determinacao da carbonilacdo protéica

Através de reagentes especificos para grupos carbonila € realizada a detec¢ao
e quantificacdo de oxidacao catalisada por metais. No presente método foi usado a 2,4-
dinitrofenil-hidrazina (DNPH) um reagente classico, que reage com as carbonilas de
proteinas oxidadas (REZNICK e PACKER, 1994). A DNPH foi precipitada com 10%
de acido tricloroacético (TCA), lavado com etanol-acetato de etilo e dissolvidos em 6
mol.L-1 de cloridrato de guanidina. Os valores de absorvancia foram registados a 370
nm (Molecular Devices, Menlo Park, CA, EUA) e a carbonilacdo de proteina foi
determinada de acordo com o espectro de diferenca entre a amostra tratada com DNPH

em HCI e a amostra tratada com HCI sozinho.
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3.5.1.2 Conteudo de sulfidrila

A determinacdo do conteido de sulfidrila foi baseada na reducao do DTNB
pelos tidis presentes nas amostras de figado. Os homogenizados de figado e rim foram
incubados com solugdo salina tamponada com fosfato contendo 1 mmol.L.-1 de EDTA
(pH 7,4) e 10 mmol.L-1 de DTNB, e o DTNB reduzido foi detectado a 412 nm
(Molecular Devices, Menlo Park, CA, EUA ).

3.5.1.3 Glutationa reduzida

Glutationa reduzida (GSH) é um tripeptidio de baixo peso molecular que contém
um tiol em sua molécula, além de ser o substrado da enzima glutationa peroxidase.
Segundo Beutler, Duron e Kellen (1963), essa técnica esti relacionada com a
reatividade da GSH com DTNB formando um tiolato (TNB), de cor amarelada (quanto
maior a presen¢a de GSH, mais intensa a cor).

O procedimento consistiu na adi¢do de 150 pL de amostra em 150 pL de acido
metafosforico, posteriormente centrifugados a 3000 rpm por 10 minutos a 4°C . Em
seguida, foram retirados 30 puL do sobrenadante, sendo adicionados 185 pL de tampao
fosfato de so6dio 100 mM, pH 8.0, contendo EDTA 5mM e 15 uL de oftaldialdeido
(Img/ml em metanol). Essa mistura foi incubada no escuro a temperatura ambiente por
15 minutos e a fluorescéncia foi lida a 350 nm (excitacdo) e 420 nm (emissdo). As
concentracdoes de GSH foram calculadas utilizando uma curva padrao de GSH (0.001-

0.1 mM) como nmol/mg de proteina.

3.5.1.4 Peroxidacao lipidica

A peroxidacdo lipidica € avaliada através da formacdo do subproduto
malondialdeido (MDA) que reage durante o aquecimento com o 4cido tiobarbittirico
(TBA) formando um produto de coloracdo rosea, mensurado em fluorimetro.

Essa avaliacdo ocorreu com adicdo de 100 pL de amostra, 200 pL de acido
tricloroacético 10% e 300 pL de 4cido tiobarbiturico (TBA) 0.67% em sulfato de sodio
7.1% misturados em microtubos (YAGI, 1998). As solugdes foram incubadas por 2
horas em banho de dgua fervente (95°C), em seguida foram resfriadas em banho de gelo
por 5 minutos. A fluorescéncia da fase orgénica foi lida a 515 nm (excita¢do) e 553 nm

(emissdo). Uma curva de calibracio, submetida a0 mesmo tratamento que as amostras,
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foi realizada utilizando o 1,1,3,3-tetrametoxipropano. Os niveis de TBA-RS foram

calculados em nmol TBA-RS/mg de proteina.

3. 5.2. Catalase

O principio deste método consiste no decaimento da absorbancia ocasionado
pela reducdo de H,O, em 4gua e oxigénio através da atividade da catalase (CAT)
presente nas amostras que foi lido espectrofotometricamente a 240 nM (AEBI, 1984).
Para esse ensaio utilizou-se a solucao de H,O, (10 mM) em tampao fosfato de potissio
50 mM (pH 7,0) preparada e titulada no dia da analise. Na cubeta de quartzo foi
adicionado 1000 pL de tampao fosfato e 10 pL da amostra diluida 10X. A reacdo foi
lida por 30 segundos (s), com leitura nos seguintes intervalos: 0,15 e 30s realizadas em

duplicatas. Os resultados foram expressos em unidade — mg de proteina — segundos.

3. 5.2.2 Superoéxido dismutase

A atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) estd relacionada com a
capacidade de auto-oxidacdo do pirogalol, cujo processo depende do radical superéxido
(FERNANDES et al., 2011). A partir da inibicdo da auto-oxida¢do do pirogalol que
ocorre na presenca de SOD, sua atividade € indiretamente analisada em
espectrofotometro a 420 nm, em meio contendo 50 mM de tampao Tris com 1 mM de
EDTA (4cido etilenodiamino tetra-acético) pH 8.2, 80U/mL de catalase, 0.38 mM de
pirogalol e 15 pL de amostra. Uma curva de calibracdo foi realizada com SOD
purificada como padrdo. A inibicdo de 50% da auto-oxidacdo do pirogalol € definido

como uma unidade de SOD. Os resultados foram calculados em U/mg de proteina.

3.5.2.3 Capacidade antioxidante total

A partir do método de FRAP (Ferric-Reducing Ability) foi avaliada a capacidade
antioxidante através da reducdo do Fe™ a Fe'?, o qual é quelado pelo TPTZ (2,4,6—
Tris(2-piridil)-s-triazina) para formacdao do complexo Fe+2-TPTZ, de coloracdo azul
intensa (BENZIE & STRAIN, 1999). Foram adicionados 10 pl de homogeneizados de
figado/ rim ao meio da reacdo contendo 300mM de tampdo acetato de sodio pH 3.6,
10mM de TPTZ em 40 mM de HCI e 20 mM de cloreto férrico (10:1:1). As amostras

foram incubadas por 6 min a 37°C e a absorbancia foi lida a 593 nm. A capacidade
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antioxidante foi calculada a partir da curva padrdao de trolox. Os resultados foram

expressos em pmol/L.

3.5.3 Dosagem total de proteina
O método de Bradford foi utilizado para determinacdo da concentracdo de
proteinas totais, utilizando como padrdo a proteina de soro albumina bovina (BSA)

(BRADFORD, 1976).

4 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada através do programa GraphPad Prism versdo
6.01 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA). Os dados foram expressos como
média = desvio padrdo, sendo a comparacdo dos resultados entre os grupos analisada
pelo teste one — way ANOVA e o teste Turkey de multiplas comparacdes. Os resultados

foram considerados estatisticamente significativos quando p<0,05.
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5 RESULTADOS
6.1 IL-9 em diferentes concentracoes aumenta a fibrose tecidual tanto no
figado quanto no rim de camundongos C57BL/6

A fim de verificar o papel fibrogénico da IL-9 no curso da doenca hepatica e
renal, amostras de tecidos de ambos os 6rgdos de todos os grupos experimentais foram
analisados tanto a area total de fibrose e quanto a porcentagem dos tipos de colagenos |
e III, apds 40 dias de tratamento. Nota-se que a IL-9 aumentou de forma significativa a
deposicao de colageno no figado e no rim (Figura 4B e 4C) em ambas as concentracdes
em relacdo ao seu controle negativo (PBS), apresentando efeito semelhante quando
comparado com o CCL,. IL-9 a 200ng intensificou seu efeito fibrogénico em ambos os
orgdos, sendo significativamente maior que o controle positivo (CCL4) no figado. O
aumento do colageno no figado foi mais intenso na regido do capilar sinusoide, e no rim
esteve mais presente entre os tibulos e glomérulos, caracterizando uma fibrose
intersticial (Figura 4A).

Esse aumento na drea de fibrose estd relacionado com a maior expressdao na
ECM de colageno I e III. A IL-9 em diferentes concentracdes elevou a porcentagem de
coldgeno I e III de forma significativa em relacdo ao PBS e semelhante ao CCL4 tanto
no figado (Figura 5B e 5C) quanto no rim (Figura 5D e SE). Entretanto, houve maior
expressao de coldgeno I em relagdo ao III nos animais tratados com IL-9 a 200ng em

ambos os orgdos (Figura 5A ).
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Figura 4: Tratamento com IL-9 levou a fibrose hepatica e renal nos camundongos C57BL/6. Os camundongos
C57BL/6 foram tratados com 100ul. de IL-9 a 100ng (subgrupo 1) e 200ng (subgrupo 2) e com 160 uL PBS (controle
negativo) e CCL, (controle positivo) durante 40 dias. Apds 40 dias de tratamento, o figado e o rim foram analisados
quanto a area ocupada pelas fibras colagenas totais (B e C). Fotomicrografias representativas da area de fibrose ao
redor dos capilares sinusoidais no figado, e ao redor dos tiibulos e glomérulo no rim (A). *Significancia estatistica entre
os grupos tratados. (** P = 0,0012), (*** P = 0,0005), (**** P< 0,0001) (One- way ANOVA, teste Turkey de mdltiplas

comparagdes, p<0,05).



39

B C
1.5+ 15 o
8 - ® = =
A~ o ok kk '°" kR
c
) " s 1
S 1.0 & 1.0- T
[} T s
E =T o
g g
=4 o
£ 054 £ 0.5-
=
@ o
= )
- b -
8 4 &
0 0.0- : ¢ ool NN T .
& (\Q (\o" \,b‘ 2 (‘Q (‘Q Vv
Qo S S 00 Q° S o 0("
IN 2V N v
] o 2} 2]
Q 4 v v
D E R
_ 2.0- 1.5+ -
e *hk ok — T
@ ek =
S 164  arn ” g ]
S I %: 1.04 i &
@ o
T 1.0 £
£ o
o o
> T 0.54
£ €
< 0.5+ g
S —
S 8
0.0 oo L NN .
) & & >
QQ R 'LQQ 0(1
) .
A\ W

Figura 5: Tratamento com IL-9 aumentou a expressao de colageno I e III em tecido hepatica e renal nos
camundongos C57/BL6. Fotomicrografias do coldgeno I é visto em vermelho e III em pontos amarelados, devido a
sobreposicdo dos dois colagenos (A). Porcentagem de colageno I e III no figado (B e C) e no rim (D e E). As imagens
digitais foram obtidas em 20 campos aleatérios de cada corte/animal no aumento de 20X, sendo posteriormente,
analisada a intensidade em pixel de fibras coldgenas I e III através de Threshod pelo software Image J. *Significincia
estatistica entre os grupos tratados. (* P = 0,0255), (** P =0,0029), (**** P< 0,0001) (One- way ANOVA, teste
Turkey de multiplas comparacdes, p<0,05).

52 A IL-9 nao alterou a quantidade de mastécitos no rim dos

camundongos C57BL/6

No presente estudo ndo foi encontrado mastdcitos no tecido hepatico de nenhum
grupo avaliado. No rim, foi observada a presenca dessas células, principalmente, na
capsula renal. Os animais tratados com IL-9 apresentaram nimero de mastdcitos similar

ao grupo controle (Figura 6).
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Figura 6.: Analise histolégica no nimero de mastécitos no tecido renal. . Os camundongos C57BL/6 foram tratados
com 100uL. de IL-9 a 100ng (subgrupo 1) e 200ng (subgrupo 2) e com 160 uL. PBS (controle negativo) e CCL,

(controle positivo) durante 40 dias. Apds 40 dias de tratamento, o rim foi analisado quanto a quantidade de mastdcitos

totais por campo (20 campos) em cada corte/animal em objetiva de 40X.

5.3 A IL-9 induziu uma inflamaciao nos tecidos hepaticos e renais dos
camundongos C57BL/6.

As alteracOes histopatologicas no figado € no rim tratados com IL-9 em
diferentes concentracdes, bem como nos respectivos grupos controles foram
examinados com intuito de determinar se essa interleucina provocaria uma resposta
inflamatodria nesses tecidos, consequentemente, com o recrutamento de leucécitos.

Observou-se que as lesdes hepaticas dos animais tratados com IL-9 100ng e
200ng foram intensas e frequentes constituidas de amplo infiltrado inflamatério no
espaco portal e no 4cino. Esta resposta inflamatéria levou o recrutamento leve (+) de
neutrdfilos, macrofagos e células plasmaticas, bem como o aumento moderado (++) de
linfdcitos tanto no grupo experimental, quanto no grupo tratado com CCLy4 (Figura 7).
Nao foram encontradas células gigantes de corpo estranho e nem adip6citos em nenhum
dos grupos avaliados. A IL-9 ocasionou uma leve (+) necrose tecidual no figado,
semelhante ao controle positivo (CCLy) bem como de induziu uma moderada (++)
degeneracao hidrépica (Tabela 1).

Resultados semelhantes foram encontrados no tecido renal. IL-9 a 100ng e

200ng levou a uma resposta inflamatéria na zona cortical, entretanto, somente IL-9 a
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200ng induziu uma inflamagdo na zona medular. Apesar de levar uma inflamacdo
tecidual, ndo ocorreu recrutamento de neutréfilos, células plasmaticas e nem células
gigantes de corpo estranho em nenhum grupo avaliado. Contudo, houve um leve (+)
aumento de macréfagos e linfécitos, sendo que no grupo tratado com IL-9 200ng o
recrutamento de linfécitos foi moderado (++) (Figura 8). Concomitante com a presenca
de inflamacao e infiltrado de leucdécitos, a IL-9 em diferentes concentracdes ocasionou
necrose tecidual (+) (Tabela 2), mas ndo levou a degeneracdo hidrépica como

observado no figado.
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Figura 7: Fotomicrografias, dados apresentados na tabelal, referentes a regides tipicas e
representativas dos cortes histologicos, corados com hematoxilina e eosina, provenientes do tecido
hepatico dos camundongos tratados com PBS, CCL,, IL-9 100ng e 200ng. Foco inflamatério é

indicado com asterisco amarelo. Aumento de 200X.
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Tabela 1: Analise qualitativa do infiltrado de células no tecido hepatico de animais

tratados com PBS, IL-9 100ng, 200ng e CCL4.

Critério histologico PBS IL-9 100ng IL-9 200ng CCL4

Resposta inflamatéria - P P P

no trato portal

Neutrofilos - + + +

Linfocitos - ++ ++ ++

Célula gigante do - - - -

corpo estranho

Edema - - - -

Degeneracao hidropica + ++ ++ ++
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Figura 8: Fotomicrografias, dados apresentados na tabela2, referentes a regides tipicas e
representativas dos cortes histologicos, corados com hematoxilina e eosina, provenientes do tecido
renal dos camundongos tratados com PBS, CCL,, IL-9 100ng e 200ng. Foco inflamatdrio na zona

cortical é indicado com asterisco amarelo. Aumento de 200X.
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Tabela 2: Analise qualitativa do infiltrado de células no tecido renal de animais
tratados com PBS, IL-9 100ng, 200ng e CCL,.

Critério histologico PBS IL-9 100ng IL-9 200ng CCL4

Resposta inflamatéria na - - P -

zona medular

Macroéfagos - + + +

Célula plasmatica - - - .

Necrose tecidual - + + +

Adipécito - - - -
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5.4 Tratamento com IL-9 induziu hepatite com fibrose em estagio inicial

A hepatite resulta de uma inflamagao que persiste por varios dias, no qual pode
ser avaliada utilizando parametros patoldgicos que permitem classifica-la em diferentes
estagios de acordo com a intensidade da lesdao (ISHAK et al., 1995). A partir dessa
andlise constatou-se que a necrose presente no figado dos animais tratados com IL-9 é
do tipo litica focal e ndo confluente, que se encontra no estigio 1. Igualmente, a
inflamacdo portal, bem como a fibrose estd no mesmo estagio, gravidade semelhante

aos animais tratados com CCL, (Tabela 3).

Tabela 3: Grau histologico e estagio da hepatite cronica de animais tratados com

PBS, IL-9 100ng, 200ng e CCL,.

Modificacao do grau IAH: PBS IL-9 100ng IL-9 200ng CCL4

escore necroinflamatorio

Interface periseptal 0 0 0 0
Necrose confluente 0 0 0 0
Necrose litica focal, apoptose e 0 1 1 1

inflamacao focal

Inflamacio portal 0 1 1 1

Fibrose e cirrose 0 1 1 1

5.5 O tratamento com IL-9 regulou a expressao génica de TGF-p1 e a-
SMA em tecido hepatico e renal

Como foi observado maior inflamagao tecidual no figado e rim nos animais
tratados com IL-9, a atividade de TGF-f1 e a-SMA pode ser indicativo de ativacdo das
células Ito no figado e de miofibroblastos renais que gera uma resposta inflamatoria,
bem como inicia a sintese de colageno (OAKLEY et al., 2005; BOOR; FLOEGER,
2012). Diante disso foi quantificada a expressao génica de TGF-B1 e a-SMA .

Observou-se que no figado dos animais tratados com IL-9 a 200ng nao

apresentou alteracdo significativa nos niveis de expressao de TGF-B1 comparado com
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PBS, sendo que no grupo CCL4 essa expressao foi maior (Figura 9A). No rim essa
citocina apresentou expressiao semelhante ao grupo PBS, efeito semelhante ocorreu com
o grupo CCly (Figura 9B). Ja a proteina a-SMA teve uma baixa expressao significativa
no figado (Figura 9C) e no rim (Figura 9D) dos animais tratados com IL-9 quando

comparada com o PBS.
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Figura 9: O tratamento com IL-9 alterou a expressiao de TGF-B1 e a-SMA no rim. Os camundongos
C57BL/6 foram tratados com 100ul de IL-9 a 200ng e com 160 uL PBS (controle negativo) e CCL,4
(controle positivo) durante 40 dias. Apods 40 dias de tratamento, foi avaliada a expressdo génica de TGF-
B1 e a-SMA no figado (A e B) e no rim (C e D) através de RT-PCR. *Significincia estatistica entre os
grupos tratados. (* P=0,0253), (** P = 0,0075), (**** P< 0,0001) (One- way ANOVA, teste Turkey de

multiplas comparacdes, p<0,05).
5.6 IL-9 alterou o equilibrio pro6-oxidante e antioxidante em tecido

hepatico e renal

Devido o aumento da area de fibrose, bem como o desencadeamento de uma

resposta inflamatdria nos animais tratados com IL-9, hipotetizamos que houvesse algum
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desequilibrio na producdo de espécies reativas de oxigénio e atividade das enzimas
antioxidantes, o que explicaria tal fendmeno.

Em relacdo aos biomarcadores nao enzimaticos do estresse oxidativo (Proteina
carbonilada, sulfidrila, glutationa reduzida e peroxidacao lipidica), foi observado que o
tecido hepitico dos animais tratados com IL-9 a 200ng tiveram uma diminuicdo
significativa na carbonilagdo proteica comparado com o grupo PBS, assim como
ocorreu diminui¢do significativa no CCL4 em relacido ao controle CCL4 (Figura 10A).
Entretanto, ndo houve diferenca entre os grupos quando analisada no tecido renal
(Figura 10B). A sulfidrila foi diminuida significativamente no tecido hepético e renal
do grupo tratado com IL-9 em rela¢do ao grupo PBS o que caracterizada uma oxidagao
dos grupos tidis dessas proteinas. Entretanto, no figado do grupo tratado com CCly

ocorreu aumento significativo em relacdo controle negativo (Figura 11A e 11B).
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Figura 10: IL-9 diminuiu a carbonilacio das proteinas hepaticas. Os camundongos C57BL/6 foram
tratados com 100ul. de IL-9 a 200ng e com 160 uL PBS (controle negativo) e CCL, (controle positivo)
durante 40 dias. Apds 40 dias de tratamento, amostras de figado (A) e rim (B) foram processadas para
avaliacdo da carbonilacdio protéica, a partir da reacdo das proteinas oxidadas com o reagente DNPH.
*Significancia estatistica entre os grupos tratados. (**P= 0,0080), (*** P= 0,0007) (One- way ANOVA,

teste Turkey de mdltiplas comparacdes, p<0,05).
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Figura 11: IL-9 diminuiu a atividade das sulfidrilas tanto no figado quanto no rim. Os camundongos
C57BL/6 foram tratados com 100uL de IL-9 a 200ng e com 160 uL. PBS (controle negativo) e CCL,
(controle positivo) durante 40 dias. Ap6s 40 dias de tratamento, amostras de figado (A) e rim (B) foram
processadas para avaliacdo da oxidacdo do grupo tiol das proteinas sulfidrilas. *Significincia estatistica
entre os grupos tratados. (*P=0,0146), (** P= 0,0033) (One- way ANOVA, teste Turkey de muiltiplas

comparagdes, p<0,05).

Foi observada uma diminui¢cdo nos niveis de GSH no grupo IL-9, comparado
com o PBS, tanto no figado quanto no rim (Figura 12A e 12B). Esse efeito foi
semelhante ao observado no grupo CCL4 que também reduziu em relacdo ao controle
PBS. Em relacdo a peroxidagao lipidica, houve uma diminui¢do de sua peroxidacido no
figado nos animais tratados com IL-9 e também nos tratados com CCly (Figura 13A).
Entretanto, no rim houve aumento de forma significativa na peroxidacao lipidica no

grupo IL9 ao comparado com PBS e diminui¢@o no grupo CCly (Figura 13B).
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Figura 12: O tratamento com IL-9 a 200ng alterou os niveis de GSH tanto no figado quanto no rim.
Os camundongos C57BL/6 foram tratados com 100uL. de IL-9 a 200ng e com 160 uL. PBS (controle
negativo) e CCL, (controle positivo) durante 40 dias. Apods 40 dias de tratamento, amostras de figado (A)
e rim (B) foram processadas para avaliagdo da atividade da proteina antioxidante GSH. *Significincia
estatistica entre os grupos tratados. (*P= 0,0454), (** P=0,0033), (**** P< 0,0001) (One- way ANOVA,

teste Turkey de multiplas comparacdes, p<0,05).
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Figura 13: O tratamento com IL-9 a 200ng alterou os niveis de peroxidacao lipidica no figado no
rim. Os camundongos C57BL/6 foram tratados com 100uL de IL-9 a 200ng e com 160 uL PBS
(controle negativo) e CCL, (controle positivo) durante 40 dias. Apds 40 dias de tratamento, amostras de
figado (A) e rim (B) foram processadas para avaliacdo da peroxidagdo lipidica. *Significancia estatistica
entre os grupos tratados. (**P=0,0042), (*** P= 0,0005), (**** P< 0,0001) (One- way ANOVA, teste

Turkey de multiplas comparagdes, p<0,05).
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Ja as enzimas antioxidantes, observou-se que a catalase teve sua atividade
aumentada no figado dos animais tratados com IL-9-200ng comparado com o PBS,
efeito semelhante ao encontrado no grupo CCL4 (Figura 14A). Entretanto, no rim a
atividade dessa enzima foi reduzida, mas ndo houve diferenca estatistica entre PBS e

CCly (Figura 14B).
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Figura 14: Catalase teve sua atividade aumentada no figado dos animais tratados com IL-9 200ng.
Os camundongos C57BL/6 foram tratados com 100uL. de IL-9 a 200ng e com 160 uL PBS (controle
negativo) e CCL, (controle positivo) durante 40 dias. Apds 40 dias de tratamento, amostras de figado (A)
e rim (B) foram processadas para avaliacdo da atividade antioxidante da enzima catalase. *SignificAncia
estatistica entre os grupos tratados. (*P=0,0042) (One- way ANOVA, teste Turkey de multiplas

comparagoes, p<0,05).

A atividade da superéxido dismutase ndo sofreu nenhuma alteracdo
estatisticamente significante no figado do grupo IL-9 (Figura 15A), mas no rim no
grupo da IL-9 e CCL4 houve uma reducdo significativa nos niveis dessa enzima
comparados com o PBS (Figura 15B). Finalmente, o tratamento com IL-9 interferiu na
resposta antioxidante total no figado e no rim, visto que houve uma diminui¢do
significativa da reducdo do ferro no grupo IL-9 comparado com o grupo PBS (Figura

16A, 16B).
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Figura 15: Superéxido dismutase teve sua atividade alterada no rim dos animais tratados com IL-9
200ng. Os camundongos C57BL/6 foram tratados com 100uL de IL-9 a 200ng e com 160 uL PBS
(controle negativo) e CCL, (controle positivo) durante 40 dias. Apds 40 dias de tratamento, amostras de
figado (A) e rim (B) foram processadas para avaliacdo da atividade antioxidante da enzima SOD.
*Significancia estatistica entre os grupos tratados. (**P= 0,0056), (***P= 0,0006) (One- way ANOVA,

teste Turkey de multiplas comparagdes, p<0,05).

A B

e
o
A

—
o
A

Método de Reducao de Ferro
(umol -L)
~
<

Método de reducdo de ferro

Figura 16: O tratamento com IL-9 alterou o equilibrio antioxidante total no figado e no rim. Os
camundongos C57BL/6 foram tratados com 100uL de IL-9 a 200ng e com 160 uL PBS (controle
negativo) e CCL, (controle positivo) durante 40 dias. Apods 40 dias de tratamento, amostras de figado (A)
e rim (B) foram processadas para avaliacdo da capacidade antioxidante total. *Significancia estatistica
entre os grupos tratados. (¥*P=0,0460), (**P=0,0032) (One- way ANOVA, teste Turkey de multiplas

comparagdes, p<0,05).
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6 DISCUSSAO

A fibrose hepatica € a principal consequéncia da injtria hepética cronica, devido
a exposicdo a substancias toxicas, que leva a um processo inflamatério com secrecdo de
citocinas pr6 e anti-inflamatérias (KERSHENOBICH; WEISSBROD, 2003). Esse
processo inflamatério persiste quando o dano local € intenso resultando em uma
regeneracdo hepatica com a formacado de cicatrizes que se caracterizam com o aumento
da deposi¢do de colageno (ALBILLOS et al., 2014). Mecanismo semelhante ocorre
durante a patogénese da doenga renal cronica que induz progressivo declinio na fun¢do
dos rins, bem como acumulo de ECM, difundindo a fibrose (KISSELEVA; BRENNER,
2008).

Os resultados do presente trabalho mostraram que a IL-9 é uma importante
citocina chave no desencadeamento e desenvolvimento da fibrose no figado e no rim,
visto que a mesma levou a formacdo de fibrose no estagio 1, com aumento de colageno
I e III em ambos os 6rgdos avaliados.

O coléageno ¢ a principal proteina da ECM dos mamiferos, sendo o coldgeno do
tipo I, II, III e IV os mais encontrados no tecido conectivo (BRETT, 2008). Diversos
trabalhos t€ém mostrado que durante a progressdo do estigio do figado normal para
cirrose, bem como a evolucao do rim saudavel para o fibrético, ocorre aumento de 10
vezes na quantidade total de colageno na ECM desses tecidos (MURATA et al., 1984;
CHEN et al., 2014; SOYLEMEZOGLU et al., 1997).

Durante a fibrogénese hepatica ocorre aumento de todos os tipos de colagenos,
mas nao sdo aumentados na mesma quantidade e nem nos mesmos estagios, pois cada
colageno exerce funcdo diferenciada na ECM (CHEN et al., 2014).

O colageno I por ser o mais abundante no corpo, € um importante componente
no processo de cicatrizacdo de feridas, sendo encontrado drasticamente elevado em
todas as fases de progressdo da fibrose hepatica e renal (YOSHIOKA et al., 199 0;
CHEN et al., 2014; DECARIS et al., 2015). Por isso esta associado a uma variedade de
patologias, o que tem levado a ser extensivamente caracterizado, marcando como
possivel alvo para o desenvolvimento de terapias anti-fibroticas (WYNN, 2008).

Entretanto, o colageno do tipo III por ser uma fina fibrila, estd mais elevado nos
estigios iniciais da fibrose tecidual, particularmente, no estagio 1. Durante esse periodo,
também ocorre aumento de colageno IV e V, mas em quantidades diferentes em relacdo

aos outros colagenos (CHEN et al., 2014).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kershenobich%20Stalnikowitz%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15115954
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Weissbrod%20AB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15115954
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Yoshioka et al. (1990), mostrou em seu trabalho a distribui¢do do coldgeno I e
III no tecido renal doente, observando que ambos os tipos de coliagenos sofrem
aumento, bem como se co-localizam na regido glomerular. Outro estudo constatou
elevagdo dos niveis urinarios de coldgeno, principalmente do tipo III, em pacientes com
nefropatia, no qual foi acompanhado com aumento da extensdo da fibrose renal
(SOYLEMEZOGLU et al.,1997).

Aumento de coldgeno I e I1I no tecido hepatico e renal nos animais tratados com
IL-9 a 100ng e 200ng, mostra que essa interleucina tem atividade fibrogénica, podendo
ser uma molécula chave na ativacdo de importantes células envolvidas na sintese de
colageno nesses 0rgaos.

Resultado semelhante foi encontrado no trabalho de Qin et al. (2016), onde
constatou elevacdo na quantidade de IL-9 em amostras de sangue de pacientes com
cirrose hepética, bem como com hepatite B. Igualmente, foi observado que essa
interleucina estava aumentada em tecido hepético de camundongos com fibrose em
estagio inicial e avangado. H4 medida que a fibrose se intensificava, a expressao da IL-9
aumentava. Efeito contrario foi constatado, nessa mesma pesquisa, quando
camundongos com fibrose hepética eram tratados com anticorpo anti-IL9 durante
diferentes dias. Esses animais tiveram atenuagdo da deposi¢dao de colageno, bem como
diminui¢do da resposta inflamatéria, mostrando que a IL9 tem papel deletério na
patologia hepética.

Entretanto, Arras et al. (2001) observou que IL-9 reduzia a formacao de fibrose
no pulmido de camundongos tratados com particulas silicas cristalinas, através da
expansdo da populacdo de linfocitos B. Efeito semelhante foi encontrado por Alves
(2015), no qual sugere efeito benéfico dessa interleucina na infec¢@o por Trypanosoma
cruzi no coragdo, uma vez que ocorreu diminui¢do da fibrose cardiaca, bem como da
parasitemia nos animais tratados com IL-9. Além disso, a IL-9 elevou os niveis séricos
das citocinas de perfil Thl; IL-2, IFN-y e TNF-a, que estdo relacionados com a
imunidade protetora contra o Trypanosoma cruzi.

Essas variadas atividades bioldgicas da IL-9 em cada 6rgdo estdo relacionadas
com a caracteristica pleiotropica dessa citocina, que interfere de forma direta ou indireta
em diversos tipos celulares. Consequentemente tem sido associada a diversos tipos de
doencas, principalmente, autoimunes, inflamatérias intestinais e asma, através do

recrutamento de mastoécitos (GOSWAMI; KAPLAN, 2011; HOPPENOT et al., 2015).
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Os mastdcitos estdo envolvidos na resposta imunoldgica inata, bem como atuam
na formag¢do do tecido conjuntivo, secretando mediadores que estimulam a proliferacdo
de fibroblastos que estdo relacionados com a sintese de coldgeno (JORDANA, 1993;
GARBUZENKO et al., 2002).

Alguns estudos tém elucidado o importante papel que os mastdcitos exercem no
processo de cicatrizagdo de feridas, no qual seu acimulo e a secre¢do de histamina,
VEGF e mediadores lipidicos atraem diferentes tipos de células inflamatdrias,
resultando na formacao de fibrose (TAKATO et al., 2012; WELLER et al., 2006). Além
disso, os mastdcitos secretam diversas citocinas pro-fibrogénica: TGF-f, IL-13, CCL2,
CCL5, IL-4, PDGF; que atuam na proliferacio e migracdo de fibroblastos que sdo
responsaveis pela sintese de colageno (POSTLETHWAITE et al., 1987). Igualmente, as
proteases secretadas pelos mastocitos, por exemplo, triptase € quimase podem estimular
a sintese de colageno I pelos fibroblastos, bem como ativar metaloproteinase, levando a
rigidez da ECM (CAIRNS; WALLS, 1997; GRUBER et al., 1997; TCHOUGOUNOVA
et al., 2005).

Entretanto, ndo foi encontrada a presenca de mastdcitos no tecido hepatico em
nenhum grupo avaliado no presente trabalho. Resultado semelhante foi relatado por
Armbrust et al. (1997), no qual ndo encontrou mastécitos em figado saudavel de
humano e de rato, e mesmo em figado com injiria aguda, ndo houve alteracdo no
numero dessas células em relagdo aos grupos avaliados. Contudo, em figados humanos
e de ratos que manifestavam quadro de cirrose, foi constatado aumento significante de
mastdcitos na regido portal e no septo fibroso desses tecidos.

Esses dados mostram que os mastdcitos estdo relacionados mais intensamente
em estagio mais avancado da fibrogénese hepatica, o que justifica a inexisténcia dessa
célula no presente estudo, uma vez que a fibrose presente no grupo da IL-9 e do CCL4
encontra-se em fase inicial.

Outro motivo seria a diferenca na distribuicdo de mastdcitos no figado de
diferentes espécies de roedores. Sugihara et al. (1999), evidenciou que ratos com fibrose
hepatica induzida por CCL4 apresentavam elevacdo no nimero de mastocitos nesse
orgdo comparado com o grupo saudavel. Entretanto, a densidade dessas células foi
extremamente baixa no figado dos camundongos C57BL/6 saudaveis, bem como nos
animais tratados com CCL, (<1).

Em relacdo ao rim, nossos resultados evidenciaram a presenca de mastdcitos

nesse O0rgdo, mas sem diferenca estatistica entre os grupos. Esse evento pode estar
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relacionado com o fato do nimero de mastdcitos aumentar, proporcionalmente, com a
extensdo da fibrose, ou seja, quanto maior a area de deposicdo de coldgeno, mais
mastdcitos sdo recrutados para o local da lesao (ROBERTS; BRENCHLEY, 2000). Isso
corrobora com os nossos resultados, uma vez que a area de fibrose no rim era mais
local, e ndo foi tdo extensiva, devido, principalmente, pelo fato da IL-9 ter
desencadeado uma inflamacdo mais aguda nesse tecido.

Alguns estudos vém descrevendo a importante atuacdo dos mastocitos no
desenvolvimento da fibrose renal, principalmente, quando se encontram na borda do
tecido, corroborando com que foi observado na presente pesquisa (ROBERTS;
BRENCHLEY, 2000; VEERAPPAN et al., 2012). Acredita-se que os mastdcitos nas
bordas sejam importantes para mediacdo da inflamagdo local, visto que induz o
recrutamento de leucdcitos, por exemplo, neutréfilos, bem como contribuem para o
aumento da permeabilidade vascular (WELLER et al., 2006; TAKOTA et al., 2011).

A resposta inflamatéria no figado é dividida em dois componentes, inflamacao
na regido portal com varidveis extensdes nas regioes periportal adjacentes e o 16bulo
hepético. Esses diferentes padroes da inflamacdo refletem as diversas vias utilizadas
pelas células inflamatorias para chegar ao figado (SALMI et al.,, 1998). Nossos
resultados mostram que IL-9 em ambas as concentracdes desencadeou inflamagdo na
regido portal e nos l6bulos, indicando que as células inflamatérias como neutréfilos,
macrofagos, linfocitos e células plasmaticas migraram para essas areas contribuindo
para o desencadeamento da fibrogénese.

O grau de inflamac@o portal ndo se correlaciona com a presenga ou auséncia de
inflamacdo lobular. Entretanto, esti associado a uma reacdo nos ductos biliares com
predominio de células inflamatérias e estromas, que se desenvolvem quando a
regeneracdo dos hepatocitos € prejudicada (BRUNT et al., 2009; CLOUSTON et al.,
2009). A presenca de inflamacdo portal estd diretamente relacionada com a severidade
da doenga, ou seja, o grau de fibrose (GADD et al., 2014), vindo de encontro com 0s
resultados do presente estudo, visto que ambos estdo no estagio 1, conforme a anélise
necroinflamatoria realizada. Ja a inflamacdo lobular (inflamacdo no parénquima) esta
correlacionada com o desenvolvimento da fibrose parenquimal, acompanhada de
necrose (DESMET et al., 1994).

Além disso, nossos resultados mostram que a IL-9 desencadeou uma hepatite
lobular, visto que essa doenca é caracterizada pela manifestacio de inflamacdo na

regido portal e lobular, bem como necrose hepatica (WEINBREN; STIRLING, 1972).
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Essa resposta inflamatdria induzida pela IL-9 pode ter ocorrido através da interacdo
entre essa citocina e as células de Ito. As células de Ito sdo muito responsivas para
citocinas pré-inflamatérias, resultando na ativacio da via de sinalizacdo pro-
inflamatéria como fator nuclear kappa B (NF-KB) e proteina ativadora 1 (AP-1), que
induz a secrecdo de quimiocinas e citocinas, consequentemente, dano celular
(HELLERBRAND et al., 1998; QIN et al.,2016).

No rim, a resposta inflamatoria esteve presente na zona do cortex em todos os
animais tratados com IL-9 100ng e 200ng e CCL4, entretanto, somente o grupo IL-9
200ng apresentou lesdo na zona medular. Resultado semelhante foi elucidado por
Ogeturk et al. (2005), no qual CCL4 induziu inflamagao ao redor do cortex, mas na
zona medular foi bem reduzida. O recrutamento de células monoclonais no cortex pode
levar alteracdo tubular e glomerular, bem como contribuir para deposi¢cdo de colageno
nessa regido (OZTURK et al., 2003; OGETURK et al., 2005). Outra justificativa pela
manifestacdo de resposta inflamatéria nessa area pode ser pelo fato que no coértex
predomina o citocromo P450 que tem afinidade pelo CCL4, bem como outras enzimas
envolvidas no metabolismo de substancias, podendo ter algum envolvimento com a IL-
9, mas que necessita ser melhor elucidado (RUSH et al., 1984; RONIS et al., 1998).

Infiltrados de linfocitos ocorrem em respostas a diversos insultos desencadeados
por dano téxico mediado por alcool, doenca autoimune e hepatite viral (LALOR;
ADAMS, 1999). Os linfécitos estao localizados principalmente na regido do trato portal
no figado saudavel, aumentando o infiltrado a partir da resposta inflamatdria, uma vez
que desempenha papel critico na regulacdo da resposta imune/inflamatéria alcodlica
(PROBERT et al., 1997). O aumento de linfécitos € caracteristica de doenca hepatica
alcoolica, visto que o tipo e a distribuicdo dessa célula determinam a natureza da
inflamacdo. Por exemplo, quando ha predominancia da inflamacdo na regido
parenquimal é caso de hepatite alcodlica, ja o frequéncia de infiltrado portal atribuisse
ao quadro de cirrose (HAYDON et al., 2002). Efeito semelhante acontece no rim, sendo
elucidado na literatura como importante modulador da resposta inflamatoria inata e
adaptativa em modelos de injuria aguda renal. Camundongos knockout para ambas as
células T CD4 e CD8 apresentaram resposta protetora contra isquemia de injuria no
rim, entretanto, quando células T eram transferidas, os animais manifestavam lesao
nesse 6rgao (RABB et al., 2000; RABB, 2002).

Os macrofagos estio relacionados com a patogénese de injuria cronica, influindo

inflamacdo e fibrose (HEINRICHS et al., 2011), o que justificaria o aumento leve do
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infiltrado dessas células no figado e rim dos camundongos tratados com IL9 100ng e
200ng e CCL4. Além disso, os macréfagos ativam fatores pré-inflamatoério, através da
fagocitose de células hepaticas necrosadas, resultando na secrecdo de citocinas que
intensificam a inflamacdo (DULTZ et al., 2015). Esse fato vem ao encontro com o0s
resultados da presente pesquisa, uma vez que foi observada necrose hepatica em ambos
0s grupos que receberam tratamentos.

Os neutréfilos exercem papel importante, juntamente com os linfocitos e
macréfagos, na resposta inflamatdéria durante injuria hepatica e renal. Infiltrado de
neutréfilos estd vinculado com a liberacdo de espécies reativas de oxigé€nio que leva ao
dano celular, podendo ser uma das vias que teria desencadeado estresse oxidativo no
tecido hepatico nos animais tratados com IL-9 (JIN et al., 2000).

Apesar dos neutr6filos estarem relacionados com a resposta inflamatoria no rim,
no presente trabalho niao foi encontrado a presenca dessas células em nenhum dos
grupos avaliados, necessitando de mais estudos para compreender esse fendmeno.

Finalmente, as células plasmaticas tém sido relatadas na literatura como
importante moduladora da fibrose hepatica através da interacdo com as células de Ito,
entretanto, € desconhecido o mecanismo de atuacido (NOVOBRANTSEVA et al.,
2005). Além disso, a mesma manifesta papel prd-inflamatério em doenca hepatica
necroinflamatéria induzida por CD40, no qual depende da presenca de macrdfagos, e
nao de células T (KIMURA et al., 2006). Thapa et al. (2015), demonstrou que através
da secrecdo de citocinas pro-inflamatdrias e quimiocinas pelas células plasmaticas
ocorre recrutamento das células monoclonais, levando a amplificacdo do processo
fibrotico.

Ja no rim, as células plasmaticas estdo relacionadas com injdria crOnica nesse
orgdo, principalmente, associada com desencadeamento de gamopatia monoclonal,
amiloidose mediada por IgG, ambos assintoméaticos ou sintomaticos para mieloma
multiplo, levando a insuficiéncia renal (KYLE et al., 2006). Entretanto, o presente
trabalho ndo encontrou nenhuma correlagdo positiva entre as células plasmaticas e
fibrose renal, precisando ser melhor elucidado.

Em relacdo a degeneragdo hidrépica que foi moderadamente presente no tecido
hepatico dos camundongos tratados com IL-9, resultado dano celular, no qual é
consequéncia direta do acumulo de 4gua e s6dio na célula. Esse fendmeno ocorre
devido alteracdo na bomba de sédio-potassio produzido pela diminui¢do de adenosina

7

trifosfato. Além disso, é consequéncia do vazamento de enzimas hidroliticas
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lisossomais que leva a degeneracdo citoplasmatica, bem como acumulo de
macromoléculas (DEL MONTE, 2005). O inchaco vacuolar do citoplasma dos
hepatdcitos pode indicar uma injiria aguda e subaguda hepatica desencadeada pela IL-9
(ABDELHALIM; JARRAR, 2011).

A partir da andlise necroinflamatéria relacionada a hepatite foi observado que a
exposi¢do cronica dos animais com IL-9 a 100ng e 200ng, bem como com CCL4
desencadeou a necrose focal litica, caracterizada pela alteracdo histopatolégica nao-
especifica. A necrose focal estd localizada predominantemente em regido dos
hepatocitos inter-lobulares, onde o espalhamento varia de acordo com o nivel da
atividade da hepatite cronica (KARIN et al., 2014). Assim, a necrose focal limitada
encontrada no presente estudo estd relacionada com a manifestacdo de uma hepatite
leve.

Durante a inflamacao ocorre a secre¢do de importantes citocinas, por exemplo,
TGF- B que sdo responsaveis pelo desencadeamento e intensificagdo da fibrogénese.
TGF-B ¢ uma citocina multifuncional que regula o crescimento, diferenciagdo, adesdo e
apoptose de varios tipos de células, bem como fibrose tecidual (ROBERTS; SPORN,
1990). Essa citocina € responsavel por ativar as células de Ito no figado estimulando-a a
diferenciar em miofibroblastos com a expressao da proteina a-SMA, induzindo a sintese
de componentes da ECM, principalmente, colageno do tipo I e III (INAGAKI et
al., 2001). Processo semelhante ocorre no rim,uma vez que TGF-B1 induz a expressao
de genes mesenquimais que estimulam a transicdo das células epiteliais, células
endoteliais e fibroblastos renais a diferenciar em miofibroblasto- a-SMA (MACK;
YANAGITA, 2015).

QIN et al.,2016 observou que camundongos com fibrose hepatica induzida por
CCLy, apresentavam aumento da expressdo de TGF-B1 e a-SMA. Quando esses animais
eram tratados com anticorpo anti-IL-9, a expressdo génica de ambas as proteinas era
diminuida, sendo acompanhada com a diminui¢ao da fibrose.

Entretanto, nos nossos resultados observamos uma diminui¢do da expressao
génica de TGF-f1 ¢ a-SMA no figado dos animais tratados com IL-9 a 200ng,
sugerindo que ambas estavam sendo bastante secretadas, induzindo ativagdo das células
de Ito. Contudo, o grau de ativacdo da via de sinalizacdo de TGF-B1 é constantemente
regulada por diversos agonistas e antagonistas intracelulares e extracelulares, incluindo
decorin, Smad7, Smurf, SARA, com intuito de gerar a homeostase no organismo (ZHU

et al., 1999). Consequentemente com a regulacdo negativa da expressdo de TGF-p1,
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leva a supressdo de a-SMA, pois essa citocina € responsavel por ativar a transcricao
dessa proteina através da ativacdo de um complexo sistema de sinaliza¢do, no qual
participa proteina kinase ativada por mitogeno (MAPK) e Smad (SEBE et al., 2008;
BIA et al., 2014).

O desencadeamento do estresse oxidativo no tecido hepatico e renal devido a
exposi¢do cronica com IL-9, sugerindo que a mesma pode interagir com células
residentes nesses tecidos, interferindo no mecanismo de defesa antioxidante, gerando
ROS, no qual inicia uma resposta inflamatéria.

ROS afetou principalmente o grupamento sulfidrila (grupo tiol) presentes nas
proteinas hepéticas e renais. Tiol estd presente na composi¢cdo estrutural de diversas
proteinas, sendo requerido para atividade de numerosas enzimas. E um ambiente
oxidante, ocorre a formacdo de pontes dissulfeto (-SS-) nas proteinas portadoras de
grupamento tiol, oxidando as mesmas. Com a oxidacao, ocorre a perda do grupo tiol
levando a diversos danos, entre eles erro no dobramento, inativacao catalitica e perdas
de fungdes especificas, como ligacdo a metais e aminoacidos sulfurados (GILBERT;
LEAN et al., 1990). Além disso, o estresse oxidativo pode gerar através do grupo tiol
modificagdes no complexo I presente na membrana da mitocondria, levando a disfuncdo
mitocondrial, bem como desequilibrio na atividade inflamagao-imune, desencadeando
resposta pré-inflamatéria (TOMPKINS et al., 2006; COPPO; GHEZZI, 2011).

Igualmente, as proteinas podem ser oxidadas através da producdo do grupo
carbonila (CO) nas cadeias laterais dos aminoacidos prolina, arginina, lisina, resultando
na disfuncdo enzimatica e na funcao celular (DALLE-DONNE et al., 2003). Diversos
estudos vém mostrando a relagdo entre aumento da carbonilacdo protéica e a
manifestacdo de doenca hepatica alcodlica aguda e cronica, bem como no consumo
intenso de etanol (SMATHERS et al., 2011; FRITZ et al., 2011; SHEARN et al., 2014).
No rim, o aumento nos niveis do grupo carbonila proporciona avang¢o na oxidacdo
protéica, principalmente, no plasma de pacientes com distirbio renal crénico. Esse
aumento do “stress carbonila” pode induzir injuria renal, consequentemente,
desencadear fibrose tecidual (WITKO-SASAT et al., 1998).

Entretanto, nos nossos resultados ocorreu uma diminui¢do do grupo carbonila
tanto no tecido hepéatico quanto renal nos animais tratados com IL-9, mostrando essa
citocina provocou um “stress carbonila”, mas que o organismo gerou uma resposta
antioxidante a essa oxidacdo, levando a uma descarbonilizacdo (SUZUKI et al., 2010).

7z

Isso sugere que o mecanismo celular regulador da carbonilagdo proteica € muito
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complexo, no qual requer medidas de promog¢do e eliminacdo de proteina carbonila
(WONG et al., 2008).

Para controlar todo esse cenario de estresse oxidativo, bem como limitar os
danos ocasionados pelas ROS, a célula desenvolveram mecanismo de protecdo através
da regulacdo da expressdo de genes antioxidantes. Entre as moléculas antioxidantes
intracelulares mais importantes se destaca GSH, um tiol intracelular livre muito
abundante. GSH reduz peréxido de hidrogénio e lipideo peroxidacdo através da enzima
glutationa peroxidase (LIU; GASTON, 2010). Outro importante mecanismo ocorre na
reducdo de residuos de cisteina tiolato (Cys —S), altamente sensiveis a oxidacao,
juntamente com a reagdo catalizada de glutaredoxina. Durante a oxidacdo, os residuos
de cisteina, podem ser oxidados em éacido sulfénico (RSOH), sulfinico (RSO;H) e
sulfénico (RSO3H). Acido sulfénico pode reagir com GSH, e formar glutationilatio,
sendo reduzida de volta a forma de tiol livre, revertendo a oxidagdo (BITEAU et al.,
2003).

Esses dados corroboram com os resultados da nossa pesquisa, mostrando que
devido a diminui¢do da atividade GSH no figado e rim dos animais tratados com IL-9,
levou a oxidacdo das proteinas ricas em grupo tiol, resultando na diminuicdo da
atividade das sulfidrilas, bem como proporcionou o aumento da peroxidacdo lipidica.
Além disso, alguns estudos vém mostrando que baixa concentracdo de GSH, induz o
desenvolvimento de fibrose tecidual (ROUM et al., 1985; TIROUVANZIAM et al.,
2000).

O aumento de ROS desencadeia diversas reacdes metabodlicas, muitas
prejudiciais ao organismo, principalmente, afetando os 4cidos graxos poli-insaturados
das membranas celulares formando hidro e lipoper6xidos que muito sdo reativos. A
peroxidacdo lipidica causa alteracdes na permeabilidade e do fluxo idnico nas
membranas celulares, podendo levar a necrose ou apoptose, consequentemente, dano
nos tecidos e nos oOrgdos (BENZIE, 1996). Além disso, pode alterar a func¢ado
mitocondrial, através da oxidacdo dos nucleotideos piridina e consequentemente
alteracdo na absorcdo de calcio, bem como afeta algumas atividades enzimaticas do
reticulo endoplasmatico, no qual altera a atividade de glicose-6-fosfatase, citocromo P-
450 e a capacidade de seqiiestros de calcio (POLI et al., 1987).

O aumento da peroxidacdo lipidica estd muito relacionado com aumento do
estresse oxidativo, principalmente, durante o desenvolvimento de fibrose hepética e

renal (GEORGE et al., 2003; CHO et al., 2012), tendo uma correlacio positiva com os
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resultados da presente pesquisa. Conforme dados obtidos neste estudo, a diminuicao da
peroxidacdo lipidica no figado dos animais tratados com IL-9 estd de acordo com o
aumento da atividade da catalase. A catalase € uma importante enzima antioxidante
responsavel por converter per6xido de hidrogénio (H»O;) em molécula de agua e
oxigénio, evitando possiveis danos celulares e teciduais (SPERANZA et al., 1993). De
acordo com Imre et al. (1984), a elevacao da atividade da catalase e diminuicao do SOD
estd correlacionada com a baixa quantidade de H,O,, dando de acordo com os nossos
resultados.

A atividade de catalase no rim do grupo dos animais tratados com IL-9 fo1 baixa,
juntamente com o SOD, contribuindo para o acimulo de anio superdxido (Oz‘), e H,O,
provocando aumento da peroxidagdo lipidica e da oxidagdo protéica.

Além disso, o estresse oxidativo desencadeado pela IL-9 diminuiu a resposta
antioxidante total no figado e no rim avaliado por FRAP, sugerindo que mesmo a
atividade da catalase estando elevada no figado ndo foi suficiente para evitar oxidagao
das proteinas, consequentemente, dano celular. Isso indica que a producdo de ROS foi
maior que a resposta antioxidante, o que desencadeou uma exacerbacdo do estresse

oxidativo (SZYMONIK-LESIUK et al., 2003).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Szymonik-Lesiuk%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14598152

62

7 CONCLUSAO

Nossos resultados mostraram que a IL-9 é capaz de promover a fibrose
hepatorrenal e desregular os mecanismos anti-oxidantes desses Orgdos. NO&s
imaginamos que a detec¢do da IL-9 no soro e na urina pode ser um importante
potencial fator de mau prognéstico para desordens hepatorrenais. Além disso, a IL-9

apresenta-se como intervencoes terapéuticas.
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