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Abstract

A doencarenal cronica (DRC) pode ser consideradaum problemamundia de salide pablicae o transplante
(Tx) renal é a melhor opcéo terapéutica e de reabilitacdo para pacientes com DRC em estégio terminal.
Entretanto, a perda progressiva da funcéo do Tx em consequiéncia da disfuncéo cronica do enxerto (DCE)
ainda constitui um sério problema sem terapéutica especifica, constituindo a principal causa de faléncia
desses Tx. Napresente revisdo visamos mostrar o papel do estresse oxidativo (formacéo de Espécies Reativas
de Oxigénio - EROs) na DCE, bem como o papel e a possivel correlagéo entre as enzimas do grupo das
glutationas.

Transplante de Rim; Estresse Oxidativo; Glutationa; Espécies de Oxigénio Reativas; Rejei¢do do Enxerto.

Chronicrenal failure (CRF) can be considered aworldwide public health problem. Renal transplantationisthe
best therapeutic and rehabilitation treatment of choice for patients with end-stage renal disease. However,
the progressive loss of transplantation function due to chronic allograft dysfunction (CAD) is still aserious
problem without a specific therapeutic remaining asthe main cause of the Tx failure. Inthe present review, we
aimed at showing therole of oxidative stress (formation of Reactive Oxygen Species- ROS) in (CAD), aswell
as the active function and the potential correlation among enzymes of the glutathione.
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Introducéo

O transplante (Tx) ainda é a melhor opcéo terapéutica e de
reabilitacdo parapacientescom InsuficiénciaRena Cronica(IRC)
em estagio terminal , proporcionando ao paciente umamel hor
qualidade de vida e prolongando significativamente sua
expectativa de vida, quando comparada aquela do paciente
mantido cronicamente em didlise. Apesar disso, a disfungdo
cronicado enxerto (DCE) € causaimportante de perdado enxerto
renal e suaterapéuticaéinespecificaem virtude de suaetiologia
multifatorial **°.

Consequientemente, evitar e/ou retardar a progresséo da DCE
pela sua prevengdo ou com diagnéstico precoce, assume
importancia primordial no manejo do paciente transplantado
renal.*

Agentes imunossupressores quimicos e bioldgicos, utilizados
deformas combinadas em protocol os de imunossupressdo, s&o
usados com objetivo de minimizar o fenémeno darejeicdo do
enxerto. Essas drogas, por meio de mecanismos moleculares
complexos, visam modificar arespostaimunol 6gicadeformaa
“aceitar” ou “ignorar” o érgdo transplantado °.

Kidney Transplantation; Oxidative Stress, Glutathione; Reactive Oxygen Species, Graft Rejection.

Osagentes quimicos maisfreqientemente utilizadosno Tx renal
sdo a prednisona, azatioprina, ciclosporina, tacrolimus,
micofenolato e, mais recentemente, o sirolimus. A globulina
antilinfocitica é o agente biolégico do grupo dos anticorpos
policlonais mais usado, enquanto 0 OK T3 representa o grupo
dos anticorpos monoclonais. Mais recentemente, foram
desenvolvidos anti corpos monoclonais quiméricos (basiliximab)
e humanizados (daclizumab) que sdo utilizados como agentes
de “inducdo” e atuam por meio do blogueio do receptor da
interleucina-2 (IL-2) ® " ®. Essas drogas sofrem metabolizagéo
no organismo para serem eliminadas, o que pode acarretar
sobrecarga no sistema enzimético do paciente, levando ao
acumulo nacirculagdo sanguineaderadicaislivres, metabolitos
ativos (e as vezes nefrotoxicos) e/ou inativos e drogas ndo
metabilizadas. Todos esses fatores somados aos problemas ja
ocasionados ao rim transplantado, podem levar ao estresse
oxidativo e a DCE. O resultado do uso das drogas
imunossupressoras sobre o estresse oxidativo é pouco
conhecido ® %1%,
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O estresse oxidativo pode ser definido como um desequilibrio
entre aformacdo de espécies reativas de oxi 2génio (EROs) e a
capacidade antioxidante total do organismo™*. Nos seres vivos
de metabolismo aerdbico, no interior damitocondria, 0 oxigénio
sofre reducéo tetravalente recebendo quatro elétrons e
formando duas mol éculas de agua por melo daenzimacitocromo
oxidase. Nesse processo, uma pequenafracdo (1-2%) reduz-se
de modo incompleto, formando os radicais livres superoxido
(O,*), hidroxila(OH) ehidroperoxila(HO,») B,
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O termo radical livre significa qualquer aomo ou molécula
gue tenha em sua Orbitamais externaum ou mais el étrons ndo-
pareados. O ndo emparel hamento de el étrons na Ultima camada
confere alta reatividade aos &omos e mol écul as, poiselestém
uma forte tendéncia a doar ou receber elétrons ™. O papel dos
radicaislivres no processo de isquemiae reperfusdo, causando
lesdo tecidual, tém sido extensamente estudados no intestino,
no estbmago, no figado, No pancreas, nos rins, no coragdo, ha
pele e no cérebro ™ ' e, recentemente, o interesse cientifico
voltou-se para o possivel papel dosradicaislivresdo oxigénio
na patogénese da morte tecidual apds reperfusdo e na
prevencdo dessa lesdo por agentes farmacol 6gicos, inclusive
em pacientes transplantados ™.

Os radicais superoxido e hidroxila, metabdlitos do oxigénio
extremamente reativos so formados em situagbes deisguemia
e reperfusdo. Podem causar lesdo na membrana celular
diretamente pela peroxidacdo lipidicaou por meio dadegradacéo
do col&genointracelular. Osradicaislivres de oxigénio promovem
alteragdes no metabolismo de proteinas, carboidratos elipidios,
desagregam os microfilamentos do citoplasma que compdem o
“esqueleto” das células e interferem nos mecanismos
reguladores dosfluxos de ions através das membranas celulares.
Também alteram, pelaoxidagao, oslipidios, em especia oséacidos
graxos poliinsaturados, danificando estruturas nas quais est&o
presentes (como as membranas celulares). Podem inativar
enzimas, impedindo processos metabdlicos, e quebrar aslongas
cadeias de moléculas presentes nos carboidratos. Nos &cidos
nucléicos, oxidam as bases nitrogenadas, fragilizando as cadeias
de DNA e facilitando mutagdes, o que pode desativar genes
supressores de certos tipos de tumores ou ativar oncogenes,
levando ao cancer®,

Umafonte geradorade EROs € o0 processo de reducdo temporaria
e localizada do fluxo sangliineo (isquemia/hipoperfusdo/
hipéxia), seguido pelo retorno do sangue ao local (reperfuséo)
como em quadros de choque, em transplantes e em
revascul arizagBes, e também em processos inflamatérios, como
pancredtite, colecistite (sem célculos), septicemia, doenca de
Crohn eoutros. Dependendo do tempo deisquemiae/ou hipdxia,
aslesBesteciduais podem ser reversiveisou irreversiveis. Para
reverter o estado i squémico, ha necessidade de restauragdo do
fluxo sangtiineo. Porém, o restabelecimento do suprimento
vascular normal, paradoxalmente, pode ser responsavel por
lesBes ainda mais graves do que as daisquemiaper se *®. Seo
volume de sangue no tecido ou 6rgao é insuficiente, ocorre o
bloquei o daenzimacitocromo-oxidase, umadas etapas dacadeia
respiratoria. A interrupcdo dessa cadeia leva & escassez de
oxigénio para 0 metabolismo celular e ao excesso de ions
hidrogénio (acidose). Quando o fluxo sanguiineo é restabel ecido
(reperfusdo), o oxigénio agoradisponivel interage com axantina-
oxidase e com ahipoxantinaeincorporaelétrons™®. A partir dos
estudos de Granger et al, 1986 *°, descobriu-se que o afluxo de
oxigénio no tecido isquémico levariaaumasérie de alteractes
bioquimicas, inflamatérias e cel ulares mediadas principal mente
pelaformagdo dos EROs ™.
Kerrigan & Stotland *° descreveram que, dentre os mediadores,
agueles com papel maisimportante no fendbmeno daisguemiae
reperfusdo sdo PAF (Fator Ativador de Plaquetas), leucotrieno
B (LTB) e tromboxano A (TXA), pois eles podem
4 .4 . 2 . 2 7 .
secundariamente ampliar arespostainflamatoria pel o aumento
de mediadores peptidicos, por exemplo, citocinas (como o fator
de necrose tumoral -TNF) eainterleucina-1 (IL-1); 0 TXA e
LT B4 sdo, respectivamente, subprodutos da acéo ta
cicloxigenase e lipoxigenase sobre o &cido aracddnico »°.
Segundo Knight et a **, 0 LTB & um potente quimiotético de
leucdcito que favorece ai nteracféo neutréfilo-célulaendotelia
comliberacdo deradicaislivreseenzimas proteol iticaseoTXAZ,
além deinduzir os neutréfilos aliberarem radicaislivres, éum
potente vasoconstritor e agregador plaquetério, diminuindo o
fluxo capilar apésreperfusdo =*.
Outro radical livre, intimamente envolvido com a lesdo de
isgquemia e reperfusdo, € o gas soltvel de radical livre, 6xido
nitrico (NO) %, conhecido inicialmente como Fator Relaxante
Derivado do Endotélio e que, posteriormente, constatou-se clue
se tratava do NO * **. Segundo Moncada et al., 1991 * é
produzido pelas células endoteliais, pelos macréfagos e por
neurdnios centrais especificos e sintetizado a partir da L-
arginina, O2 eNADPH por meio daenzimaNO sintetase (NOS),
gue é ativada pel o aumento do influxo de célcio no interior da
célula. Fisiologicamente, atua mantendo o ténus vascular
inibindo a agregagdo plaguetéria e a adeséo dos neutrofilos e
das plaguetas ao endotélio vascular. Além disso, o NO, por ser
um radical livre, écitotoxico paracertos microorganismose para
células tumorais. Paralelamente, o0 NO reage com o radical
superéxido, resultante daisguemiae reperfusdo, dando origem
viaanion peroxinitrito (ONOO-) ao dioxido de nitrogénio e ao
atamentereativo radical hidroxila®. A produgéo descontrolada
de EROspelamitocdndriadacél ulatubular podetambém resultar
em les3o tecidual, apoptose e fendtipo de senescéncia. *’. Em
condi¢Oes normais, os radicais livres sdo continuamente
produzidos em pequenas quantidades como subprodutos
metabdlicos ou escapesdafosforilagdo oxidativae naturalmente
neutralizados por sistemas enddgenos de defesa
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antioxidante, enzimético e nao-enzimatico que previnem ou
reparam alesdo oxidativa”. Paraproteger-se acélulapossui um
sistemade defesa que atuaem duas linhas: umaque atuacomo
detoxificadora do agente antes que ele cause lesdo (GSH
[glutationa reduzida], SOD [superdxido dismutase], catal ase,
GSH-Px [glutationa-peroxidase] e acetato detocoferol [vitamina
E]) e outraque tem afuncgao de reparar alesdo ocorrida (4cido
asc;(ggl:%ioco [vitamina C], GSH-Rd [glutationa-redutase] e GSH-
Px) =
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A (GSH, L-gama-glutamil-L cisteinil-glicina) esta presente na
maioria das células e é considerada um dos agentes mais
importantesdo sistemade defesaantioxidante dacélula. A GSH-
Rd é umaflavoproteinaque recuperaa GSH quando ocorre sua
oxidagdo. A GSH-Px encontradano citosol, namitocondriae na
membrana, catalisaareducéo do perdxido de hidrogénio (HZOZ)
e de outros perdxidos organicos na presenca de selénio em seu
sitioativo®". A SOD catalisaadismutacéo do radical superéxido
em HZO eO2 napresencado préton H'. Existem duasformasde
SOD, a80D cobre-zinco presente no citosol, ea SOD manganés
localizada primariamente namitocondria ™.

Além do sistema antioxidante enzimatico, também sdo
consideradas antioxidantes todas as substancias que doam ou
recebem um elétron de um radical livre, inativando-o. S&o
exemplos: acido ascorbico (vitamina C), beta-caroteno, acido
Urico, dfatocoferol (vitaminaE), albumina, transferrinae manitol.
Haaindaaquel es que indiretamente tém um efeito antioxidante,
como o aopurinol (inibidor da xantina oxidase), o selénio
(presente na glutationa Eeroxi dase), a deferoxamina (quelante
do ferro), entre outros *°.

Quando abarreira antioxidante € insuficiente, uma quantidade
de radicais livres é produzida, levando a um aumento na
peroxidacao lipidicaque pode causar envel hecimento e muitas
doencas, incluindo complica¢cbes cardiovasculares
aterosclerdticas. A peroxidacdo dos lipidios das membranas
celulares é apenas um exempl o de lesdo biol 6gica que pode ser

promovidapelosradicaislivres, umavez que praticamente todas
as biomoléculas sdo suscetiveis & oxidagéo **. O componente
lipidico damembranaeritrocitériaestatambém sujeito aagressao
oxidativa. Os produtos destali foperoxi dagdo podem induzir o
estresse oxidativo intracelular .

Apesar das defesas antioxidantes reduzirem osriscos de | esBes
oxidativas por EROs, 0s organismos podem vivenciar situactes
nas quais a prote¢do é insuficiente. Algumas situacdes
geradoras de estresse oxidativo incluem: ativagdo de fagécitos
(neutrofilos, macréfagos, mondcitos e eosinéfilos) por micro-
organismos, hiperdxia, al guns xenobioticos, radiagéo ionizante,
isquemia e exercicio fisico extenuante **. Além de os fagécitos
produzirem grandes quantidades de EROs quando s&o
ativados™, outras células como os fibroblastos, linfécitos B e
células endoteliais também liberam O " e H O, *. As EROs
produzidas por estas células quando ativadas por
microrgani smos patogénicos atuam como bactericidas; sendo,
portanto, um importante meio de protegdo organica contra o
desenvolvimento de infec¢gBes oportunistas. Portanto, a
manutencéo das defesas antioxidantes quimicas e enziméticas
em equilibrio dindmico com aformagéo de EROs no organismo
é fundamental para a sua sobrevivéncia. Na inativagdo de um
agente oxidante ocorre producdo de GSSG (Glutationa oxidada)
e deplecdo de GSH. Em situagdes em que o sistema de 6xido-
reducéo esté integro, haverarecuperagdo da GSH. Entretanto,
sob condigdes de excesso de agentes oxidantes e/ou deficiéncia
do sistema protetor, havera desequilibrio entre o consumo de
GSH e a producdo de GSSG, o que caracteriza 0 estresse
oxidativo *'. A proporcéo entre as duas espécies (GSH / GSSG),
gaeflete acapacidade dacélulaem responder ao ataque oxidativo

Apesar de as células possuirem meios de ampliarem suas
defesas antioxidantes enzimaticas quando 0 organismo esta
sob estresse oxidativo, os fatores controladores deste processo
ainda n&o foram totalmente estabel ecidos *.

As glutationas participam de uma grande variedade de
processos metabdlicos, de transporte e de detoxificacdo, os
%uajs protegem as células contra os danos dos radicais livres

Considerada a principal enzima detoxificante da Fase Il do
metabolismo, aGSH desempenha papel fisiolégico nainiciacdo
da detoxificac@o de potenciais agentes alquilantes, incluindo
compostos farmacologicamente ativos, gerados
intracel ularmente ou encontrados naforma de xenobidticos. A
reacdo de conjugacdo do grupo SH da glutationa com grupos
eletrofilicos de compostos xenobidticos, catalisada pela GST,
torna os produtos da reagdo menos toxicos e mais sollveis em
4gua, facilitando aexcrecdo “>*.

Participando do sistemade defesacontraos efeitos prejudiciais
do estresse oxidativo estdo também as enzimas GSTs * que
desempenham um papel predominante nos processos de
detoxificagdo, tanto pelaconjugacéo com as glutationas, como
pela ligacdo ndo covalente com varios agentes xenobidticos.
As GSTs podem ser encontradas na maioria dos organismos
vivos, incluindo asformasinferiorestais como bactérias, fungos
e plantas. No homem encontram-se sete classes geneticamente
distintas de GSTs, das quais duas estdo ligadas a membrana e
cinco seencontram no citosol dacélula, como asafa(z), mi (L),
pi (A), theta(,) ekappa (©) “.
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Aposareperfusdo do rim transplantado, normaliza-sealiberagdo
de oxigénio e de substratos metabdlicos. Entretanto, o dano as
células tubulares pode continuar em decorréncia da formacéo
de radicais livres de oxigénio e do aumento da atividade
intracelular da fosfolipase **. O uso de superéxido dismutase
recombinante humano (SDO-rh), um removedor dos radicais
superoxidos, poderia aiviar o dano de reperfusdo, evitando o
desenvolvimento de necrose tubular aguda (NTA) e, como
conseqliéncia, poderia melhorar a sobrevida do enxerto pela
minimizag&o dos fatores que levam aDCE *. A leséo causada
pelo estresse oxidativo no enxerto renal imediatamente apds o
implante € consideradacomo maior fator deletério queinterfere
no sucesso do Tx .

Além daNTA, podem contribuir paraa DCE, o uso de drogas
nefrotoxicas como os agentesinibidores dacalcineurina (ICN)
4.47.% & infeccbes sistémicas graves *°. Embora tenha sido
observado aumento da sobrevida do enxerto no primeiro ano
pos— Tx em razdo damelhora na profilaxiae no tratamento da
rejeicdo aguda, muitas complicacbes de longo prazo,
permanecem como fator limitante .

Alguns estudos experimentais mostram que a DRC possui um
papel ativo na inducdo do estresse oxidativo *°. A DCE é
apontada como um estado cronico de inflamagdo e, portanto,
as EROs podem contribuir para a doencga renal progressiva.
Estudos demonstram que o nivel de estresse oxidativo esta
relacionado com o grau deinsuficiénciarenal *> %1819,
Além das EROs promoverem respostas inflamatérias agudas e
crénicas, também atuam nas agdes hemodinamicas renais,
prejudicando as propriedades de permeabilidade glomerular
seletiva, induzindo respostas de crescimento desordenado ou
aberrante, causando a perda do fenétipo celular e apoptose *°.
Adicionalmente, as EROs podem ser produzidas pelas células
renais (vascular, glomerular ou tubular) *° em decorréncia do
proprio processo inflamatério e também da utilizagdo de
imunossupressores nefrotdxicos, como os ICN % °*, Entretanto,
édificil avaliar acontribuicéo das EROs na DCE, umavez que
essas espécies sdo produzidas tanto por célulasinfiltrantes da
circulacdo quelevam ao processo inflamatdrio como liberadas
pelo préprio rim em estado deinflamag&o.

Vérias pesqguisas ha area de polimorfismos genéticos ligados a
DCE tem sido realizadas pel o nosso grupo. Pavarino-Bertelli et
al. (2004)demonstraram que a hiper-homocisteinemia e o
polimorfismos C677T e A1298C do gene MTHFR
(metilenotetrahidrofolato redutase) estdo associados com a
DCE em pacientestransplantadosrenais. 52 Por outro lado, ndo
foi observada influéncia do polimorfismo de delecdo do gene
ECA (Enzima Conversora da Angiotensina) 53 e dos genes
GSTT1eGSTM1naDCErend. 54

Portanto, pesquisas na&rea de polimorfismos genéticos ligados
aos genes das glutationas se fazem necessérias paradeterminar
aparticipacéo dando-detoxificacdo dosradicaisliviesnaDCE
renal.
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