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RESUMO 

As ações biológicas e os efeitos farmacológicos da bradicinina (BK) são mediados por 

dois receptores, um constitutivo (B2R) e outro induzido (B1R). No fígado, nós 

verificamos que a resposta hipertensiva portal à BK é mediada por receptores B2, mas 

não por receptores B1, tanto em ratos normais quanto naqueles submetidos a diferentes 

agentes de agressão hepática. Nesta última situação verificamos que há aumento da 

expressão de B1R com a progressão para a cirrose. O objetivo deste trabalho é verificar 

se o B1R está envolvido no processo de fibrogênese. Para tanto 3 modelos experimentais 

de fibrose foram utilizados em camundongos knockout de B1R (KOB1R) e selvagens: a) 

com injeções intraperitoniais (ip) de CCl4 (6 semanas); b) injeções ip de soro de porco 

(10 semanas) e c) ligadura do ducto biliar (BDL). Após uma semana da última injeção, 

os fígados foram exanguinados, retirados, pesados e processados. A fibrose foi avaliada 

por análise histológica (coloração com Picrus-Sirius), e quantificada pelo programa 

AxionVision 4.5 da Carl Zeiss. Avaliação da fibrogênese foi estudada pela expressão de 

“heat shock protein”-47 (HSP 47) analisada por Western Blotting. A indução da fibrose 

com CCl4 foi obtida com sucesso nos camundongos selvagens e KOB1R, com o 

tradicional padrão de formação de septos hexagonais. O modelo BDL apresentou 

fibrose com padrão característico de colestase em ambos animais. Pela análise 

morfométrica, a quantidade de colágeno (% da área total) nos animais KOB1R-CCl4 (1,9 

± 0,3, n=5) é significativamente maior (ANOVA, p = 0,006) que nos animais selvagens-

CCl4 (1,0 ± 0,2, n=7), bem como quando comparado com o respectivo controle 

(KOB1R–óleo) (0,4 ± 0,3%, n=3). Por outro lado, a quantidade de colágeno nos animais 

KOB1R-BDL (3,1 ± 1,4, n=5) é significativamente menor que nos selvagens (16,1 ± 3,1, 

n=6). A expressão de HSP 47 está significativamente (t-test, p = 0,04) aumentada nos 

animais KOB1R (10,6 ± 1,6 x 106 UA), comparada aos animais selvagens (6,1 ± 1,3 x 

106 UA), ambos tratados com CCl4, confirmando o pior padrão de fibrose observado 

também na quantificação morfométrica. No modelo de BDL, houve também maior 

expressão de HSP 47 nos animais KOB1R que nos animais selvagens Em conclusão, 

nossos resultados demonstram a participação do sistema calicreína-cinina na 

fibrogênese hepática e sugere que a ativação do B1R protege o fígado da fibrose 

hepática no modelo de CCl4, mas não no modelo BDL. Estes dados são importantes 

considerando o potencial terapêutico com o uso de agonistas no tratamento e/ou 

prevenção da fibrose.  
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ABSTRACT 

The biological and pharmacological effects of bradykinin (BK) are mediated by a 

constitutive B2 and induced B1R. In the liver, we verified that the portal hypertensive 

response to BK is mediated by B2R, but not by B1R, in normal rats and those submitted 

to different kind of hepatic injury. In the latter, we also verified an increased expression 

of B1R in relation to the progression of the cirrhosis. The aim of this work is to analyze 

the role of BK in the fibrogenesis in wild and knockout of B1R (KOB1R) mice. Three 

models of fibrosis were used: a) intraperitoneal (ip) injection of of CCl4 (6 weeks); b) ip 

injection of porcine serum (10 weeks) and c) bile duct ligation (BDL). After one week 

of injection, the liver were exsanguinated, removed, weighted and processed. Fibrosis 

was evaluated by histological analysis (Picrus-Sirius staining) and quantified by 

AxionVision 4.5 software (Carl Zeiss). Fibrogenesis was evaluated by heat shock 

protein-47 (HSP 47) expression by Western Blotting. Porcine serum did not induce 

fibrosis in all animals. CCl4 induced fibrosis in wild and KOB1R in the traditional 

pattern with hexagonal septa. BDL resulted in fibrosis with the characteristic pattern of 

colestasis. By morphometric analysis, hepatic collagen (% of total area) of KOB1R-CCl4 

(1,9 ± 0,3, n=5) was significantly higher (ANOVA, p = 0,006) than in wild-CCl4 (1,0 ± 

0,2, n=7). On the other hand, hepatic collagen in KOB1R-BDL (3,1 ± 1,4, n=5) is lower 

than in wild mice (16,1 ± 3,1, n=6). The liver HSP 47 expression in CCl4 model is 

significantly (t-test, p = 0,04) higher in KOB1R (10,6 ± 1,6 x 106 UA), compared to wild 

mice (6,1 ± 1,3 x 106 UA). Interestingly, hepatic HSP 47 expression in KOB1R was also 

higher than in wild mice. In conclusion, our results suggested that bradykinin 

participates in the fibrogenesis, and probably activation of B1R protects liver from 

hepatic fibrosis in the CCl4 model, but not in BDL model. This data is important 

considering the potential therapeutic with the use of agonist in the threatment and/or 

prevention of liver fibrosis. 
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 INTRODUÇÃO 

Organização geral do fígado 

O fígado é a maior massa de tecido glandular do nosso organismo e a estratégica 

posição entre o trato digestivo e o meio interno, confere ao órgão a função de 

modulador do meio interno. Em condições normais, as substâncias absorvidas pelo 

intestino fluem para o fígado antes de atingir a circulação e, portanto, estão sujeitas a 

eliminação pré-sistêmica (Desmet, 1994). O fígado é órgão metabólico e também 

glândula secretória: produz e secreta bile e produz substâncias que são enviadas a outros 

órgãos e tecidos. 

No fígado adulto de mamíferos encontramos diferentes tipos celulares (Figura 

1). As células parenquimais (hepatócitos) correspondem a 65% do volume do órgão e 

apresentam como principais funções: absorção, processamento e estocagem de 

nutrientes transportados pelo intestino, síntese e secreção de proteínas plasmáticas e 

produção de bile (Desmet, 1994). As células não parenquimais ou sinusoidais 

correspondem a 35%, sendo compostas por células endoteliais, células de Kupffer, 

células estreladas e as células natural killer. As células endoteliais sinusoidais perdem a 

membrana basal e formam camada de células com fenestras, que controlam a troca de 

material entre sangue e parênquima. As células de Kupffer são as primeiras células a 

serem expostas aos materiais absorvidos pelo trato gastrointestinal, participando da 

resposta imune inata e da expressão e secreção de mediadores inflamatórios locais. As 

células estreladas são as principais células envolvidas no processo da fibrose e sua 

atuação será descrita adiante. As células natural killer são células linfóides que contém 

grânulos específicos na qual desempenham papel de exterminadoras (Wisse et al., 1997; 

Nakatani et al., 2004).  

A organização estrutural destas células reflete a importante função metabólica do 

fígado. As células parenquimais aparecem de forma homogênea numa visão 

microscópica, mas análise mais profunda revela que o fígado é classicamente dividido 

em lóbulos 
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Figura 1 

Estrutura geral do fígado e sua arquitetura celular 

 



Receptor B1 de bradicinina e fibrogênese hepática 

 5 

hexagonais subdividos em unidades triangulares, o ácino (a unidade funcional) (Ohno et 

al., 2008) (Figura 1). 

A unidade intra–hepática vascular é formada por vênulas portais, arteríolas 

hepáticas, sinusóides, vênulas centrais e vasos linfáticos. São nos sinusóides onde as 

maiores quantidades de células responsáveis pelo controle hemodinâmico são 

encontradas (McCuskey, 2000). Por contração, os sinusóides reduzem seletivamente o 

diâmetro do seu lúmen, alterando o grau da velocidade e distribuição do fluxo 

sanguíneo (McCuskey, 1966). Assim, a vasculatura hepática tem exercido especial 

atenção, juntamente com os seus mediadores, na compreensão de mecanismos 

fisiológicos e/ou patológicos, da modulação do fluxo sanguíneo (Rockey, 2003).  

O ácino hepático pode ser dividido em três zonas metabólicas (zonas 1, 2 e 3), e 

devido ao afastamento progressivo das zonas em relação ao suprimento sanguíneo e ao 

mesmo tempo com aproximação das vênulas hepáticas, encontram características 

próprias em cada região (Ohno et al., 2008). Essa distribuição em zonas forma um 

gradiente lobular de nutrientes e de atividade para muitas enzimas hepáticas 

(Jungermann & Kietzmann, 1996; Ohno et al., 2008). A zona 1 é a região mais próxima 

da veia porta e da artéria hepática, e portanto mais agredida em situações de estresse; 

zona 2 está situada numa posição intermediária e a zona 3 em contato com as vênulas 

hepáticas, apresentando menor quantidade de oxigênio, porém, maiores quantidades de 

substâncias endógenas (Figura 2). As células sinusoidais também apresentam variação 

zonal em relação à morfologia. As células encontradas na zona 1 são menores e 

tortuosas, com diâmetro maior e com forma mais alongada do que nas demais regiões. 

A perda desta heterogeneidade ocorre somente em situações patológicas, como a 

cirrose. Neste caso, o fígado em resposta à agressão crônica desenvolverá fibrose, 

formação de cicatrizes, distorção da arquitetura tecidual e alterações na vascularização, 

finalizando com a formação de nódulos de hepatócitos circundados por tecido fibroso 

(Desmet, 1994).  
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Figura 2 

Heterogeneidade dos hepatócitos das regiões perilobular a centrolobular (zonas I-

III) 

Oxigênio
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(adaptado de Junqueira & Carneiro, 1995) 
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Células estreladas e fibrogênese hepática 

Situadas no espaço de Disse, as células estreladas localizam-se entre as células 

endoteliais do sinusóide e as células do parênquima hepático (Haruki, 2004) e 

representam aproximadamente 5 a 8% do número total das células presentes no fígado 

normal (Rockey, 2006). 

Por apresentarem filamentos contráteis, túbulos e proteínas, as células estreladas 

estão relacionadas à modulação do tônus intra-hepático vascular e consequente 

resistência hepática (McCuskey et al., 1993, Rockey, 2006). Em condições fisiológicas, 

apresentam-se na forma quiescente e são responsáveis pelo transporte e armazenamento 

de retinóides e seus metabólitos (Haruki, 2004). 

Numa lesão hepática de qualquer etiologia, as células estreladas sofrem processo 

de “ativação”, na qual mudam o seu fenótipo de quiescente para proliferativo, perdem 

seu conteúdo lipídico, passam a produzir colágeno e a apresentar processos 

citoplasmáticos alongados e contráteis, interagindo com tipos celulares vizinhos por 

sintetizar e secretar citocinas, fatores de crescimento e a expressão de receptores de 

citocinas (Friedman, 2000; Geerts et al., 1994) (Figura 3A).  

O processo de ativação é compreendido em iniciação ou estágio pré-

inflamatório, perpetuação e resolução (Friedman, 2000) (Figura 3B). A iniciação dá-se 

quando o fígado sofre alguma lesão, por meio de estimulação parácrina e por espécies 

reativas de oxigênio e citocinas (Friedman, 2000). O fenótipo ativado é caracterizado 

pela formação de septos de tecido conectivo e pelo aumento da síntese de colágeno tipo 

I e III (Geerts et al., 1994; Pinzani & Marra, 2005). 
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Figura 3 

Eventos sinusoidais na fibrogênese hepática (A) e características da ativação das 

células estreladas (B) 

A) 

 
 
B)  
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Na perpetuação, temos eventos celulares que conduzem a intensa transformação 

fenotípica e metabólica, entre eles o aumento na expressão de receptores e resposta à 

citocinas que coletivamente levam ao acúmulo de matriz extracelular (Friedman, 2000). 

Durante a perpetuação, fazem parte das respostas fenotípicas desenvolvidas pela célula 

estrelada: a proliferação, a contratilidade, o desenvolvimento da fibrogênese, a 

degradação dos componentes da matriz extracelular, a quimiotaxia, a perda de 

retinóides, a liberação de citocinas e a quimioatração de leucócitos (Reynaert et al., 

2002) (Figura 3B). 

O último evento celular pode apresentar dois destinos: 1. reversão da célula 

ativada em quiescente, pela participação de interleucinas através da diminuição da 

atividade inflamatória, com aumento da atividade intersticial de colagenase; e, 2. 

apoptose (Friedman, 2000). 

Aspectos moleculares e celulares da célula estrelada tanto quiescente quanto 

ativada tem sido estudados (Friedman, 2008a) e seus achados corroboram para a 

importância da utilização de marcadores para o estudo da célula, entre eles podemos 

citar proteína de choque térmico 47 (Heat shock protein, HSP 47) e fator de transcrição 

tipo-Kruppel 6 (KLF-6) (Van de Bovenkamp M et al., 2005). 

Proteína de choque térmico 47 (HSP 47) é chaperona específica para colágeno 

(Nagata, 1996) e é expressa em fígado, exclusivamente em células estreladas, 

miofibroblastos e células vasculares (Kawada et al., 1996). Expressão de HSP 47 pelas 

células estreladas é aumentada durante a ativação espontânea destas células em cultura 

(Van de Bovenkamp et al., 2005) e após a indução de cirrose por tetracloreto em 

modelos in vivo (Masuda et al., 1994; Kawada et al.,1996; Ikejima et al., 2001). 

Resultados demonstram o envolvimento de HSP 47 na infiltração de macrófagos na 

patogênese da fibrose em rins transplantados (Abe et al., 2000). 

Fatores de transcrição tipo-Kruppel são subclasse da família de fatores de 

transcrição ligantes de DNA tipo dedo de zinco (zinc fingers) (Atkins & Jain, 2007). 
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Sua nomenclatura é derivada da palavra em alemão para aleijado (cripple). A proteína 

recebe esse nome devido a embriões de Drosophila homozigóticos para a proteína 

Krüppel apresentarem alteração no abdome anterior e nos segmentos torácicos, 

resultando em sua morte (Nusselein-Volhard & Wieschaus, 1980). 

A ativação de células estreladas induz a produção de KLF-6 (Van de 

Bovenkamp et al., 2005; Atkins & Jain, 2007). Sua expressão gênica está relacionada 

com lesão hepática, vascularização e remodelação. Estando envolvido com a produção 

de colágeno tipo I e fator de crescimento transformante tipo I e II (Atkins & Jain, 2007). 

Para melhor caracterizar estes processos na fibrogênese, modelos animais são 

utilizados e podem ser classificados pela etiologia. São conhecidos os modelos tóxicos, 

nutricionais, imunológicos, colestático, alcoólico, genético, metabólico e transgênico. 

Cada modelo apresenta características únicas na patogênese da fibrose ou cirrose e 

podem ser adaptados a propósitos específicos. 

O tetracloreto de carbono (CCl4) é agente tóxico comumente usado para indução 

de fibrose hepática e cirrose em animais, causando destruição de hepatócitos e processo 

inflamatório importante durante estágios iniciais de intoxicação (Jiang et al, 1992). 

Após o período de 6 a 9 semanas de indução, aspectos histológicos como necrose do 

parênquima, infiltração inflamatória e deposição de tecido conectivo podem ser 

observados (Jiang et al, 1992). Metabólitos reativos de CCl4, como o triclorometil, 

produzem espécies reativas de oxigênio, causando peroxidação lipídica que é 

responsável pelos danos hepatocelulares e pela ativação de células estreladas, gerando 

produção anormal de diversos componentes da matriz extracelular (Liu et al., 1995). 

Repetidas injeções de soro de porco em ratos durante um período prolongado 

causam fibrose hepática sem dano hepatocelular e simultaneamente, resposta imune 

(Bhunchet et al, 1996). Muitos estudos voltados para a compreensão dos mecanismos de 

indução da fibrogênese hepática por soro de porco permanecem não claros. No entando, 

sabemos que esse modelo é importante para o estudo das mudanças estruturais tais 
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como a capilarização e venularização que ocorrem durante a fibrogênese (Bhunchet & 

Wake, 1992). Capilarização é caracterizada pelo desenvolvimento de lâmina basal e 

perda das fenestras das células endoteliais sinusoidais, enquanto venularização é 

caracterizada pela transformação de vênulas a partir dos sinusóides (Bhunchet & 

Fujieda, 1993).  

A fibrose colestática dá-se pelo modelo de ligação de ducto biliar (BDL). 

Caracterizado por significante infiltração de tecido conectivo na região portal e 

aumentada proliferação das células epiteliais do ducto biliar e hepatócitos (Aldana et al., 

1994), é freqüentemente usado para o estudo da expressão da matriz extracelular e sua 

regulação (Takahara et al., 1995). 



Receptor B1 de bradicinina e fibrogênese hepática 

 12 

Modulação hepática do sistema calicreína-cinina 

O fígado tem papel fundamental na modulação do sistema calicreína–cinina, 

pois sintetiza cininogênios (Borges & Gordon, 1976) e pró–calicreína (Borges et al., 

1981). 

Os cininogênios são substâncias que apresentam múltiplos domínios em sua 

molécula. No homem, encontramos o cininogênio de alto peso molecular (HMWK) 

composto por 626 aminoácidos, apresentando peso molecular de 88 a 114 kDa, e o 

cininogênio de baixo peso molecular (LMWK) composto por 409 aminoácidos e peso 

molecular de 50 a 68 kDa. Em ratos, encontramos o T–cininogênio, proteína de fase 

aguda (Greenbaum, 1986). Por apresentar características diferentes do LMWK, o 

HMWK apresenta propriedades que lhe confere participação no sistema de coagulação 

intrínseca do nosso organismo (Marceau et al., 1998).  

A pró–calicreína plasmática é glicoproteína de cadeia única sintetizada pelo 

fígado, e liberada na corrente sanguínea, onde irá circular complexada ao HMWK, 

convertida em sua forma ativa (calicreína) pelo fator XIIa pela ação da trombina, por 

proteólise limitada (Borges et al., 1981). Em mamíferos, conhecemos dois tipos de 

calicreínas: plasmática e tecidual, que se diferem pelos genes que codificam, pelas 

cininas produzidas e pelas suas propriedades físico–químicas (Margolius, 1995; 

Marceau et al., 1998). 

Participando do processo inflamatório, a pró–calicreína plasmática atua 

juntamente com o fator de Hageman e com o HMWK nas vias de coagulação intrínseca, 

na fibrinólise, angiogênese, trombose e na migração quimiotática de leucócitos 

polimorfonucleares (Kouyoumdjiam et al., 2005). Sendo que em humanos, sua 

concentração é indicador sensível da capacidade da síntese hepática (Manoukian & 

Borges, 1984), além de indicador prognóstico na insuficiência hepática crônica 

(Agnholt et al., 1990). 
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As cininas, em especial a bradicinina (BK), foi descoberta em 1948 pelos 

cientistas: Maurício Rocha e Silva, Wilson T. Beraldo e Gastão Rosenfeld; onde 

descreveram um agente que gerado em plasma humano pela ação do veneno da 

Bothrops jararaca ou da tripsina mostrava importante ação hipotensora arterial em 

gatos e coelhos e ação estimulante da contração da musculatura intestinal e uterina de 

cobaia. Recebeu o nome de bradicinina, do grego brady, lento, e kinesia, movimento 

(Rocha e Silva et al., 1949).  

No início da década de 60 a estrutura primária da BK (R-P-P-G-F-S-P-F-R) foi 

elucidada. No fígado, BK é potente peptídeo vasoativo, apresentando efeito hipertensivo 

portal (Borges et al., 1976). A BK é hidrolisada a partir do HMWK, pela ação da 

calicreína (Marceau et al., 1998). 

As cininas apresentam suas ações biológicas e seus efeitos farmacológicos 

através da mediação de dois receptores denominados B1 (induzido) e B2 (constitutivo). 

Estes efeitos estão relacionados à regulação inflamatória, vascular e processos incluindo 

angiodemia, permeabilidade tecidual, contração das células musculares lisas e 

vasodilatação (Hall, 1992; Cyr et al., 2001; Marceau et al., 2002; Prado et al., 2002; 

Kouyoumdjian et al., 2005). 

O papel das cininas nas doenças hepáticas é pouco conhecido. Recentes 

resultados de nosso Laboratório mostraram que durante vários estágios de agressão 

hepática, de inflamação a cirrose, o receptor B1 é expresso, em ratos, mas não participa 

da resposta hipertensiva portal as cininas (Nagaoka et al., 2006). Dados preliminares 

mostraram que a indução do receptor B1 em ratos não alterou nenhum parâmetro 

metabólico, como produção de bile, liberação de glicose e depuração de 

bromosulfaleína. Mas interessante, o nível de expressão de receptor B1 aumenta 

conforme a progressão da cirrose como observado por Western Blotting (Nagaoka et al., 

2006), sugerindo um papel deste receptor na fibrogênese hepática.  
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OBJETIVO 

Comparar a fibrogênese hepática induzida em camundongos selvagens com a 

induzida em camundongos knockout de receptor B1 da bradicinina. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 

1. Animais 

Neste trabalho foram utilizados camundongos adultos knockout do receptor B1 

da bradicinina (129/J background) e selvagens (129/J), pesando de 20 a 30g. Foram 

mantidos sob temperatura controlada (22 ± 2ºC), ciclo de luz claro/escuro de 12h e 60-

90% de umidade e com dieta livre. 

Os animais knockout do receptor B1 da bradicinina, fornecidos pelo Centro de 

Desenvolvimento de Modelos Experimentais da UNIFESP e obtidos pelo Prof. Dr. João 

Bosco Pesquero do Departamento de Biofísica da UNIFESP, apresentaram deleção da 

seqüência gênica que codifica o receptor B1 da bradicinina (Pesquero et al., 2000). 

Todos os experimentos foram realizados de acordo com “The International 

Guiding Principles for Biomedical Research Involving Animals” (CIOMS, 1985) e 

aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa desta Instituição (CEP 06/0097). 

2. Modelos experimentais de fibrose 

Os modelos experimentais foram caso-controle, fechado e randomizado pelo 

orientador do projeto através do uso de códigos pré–colocados nas caixas dos animais e 

nas seringas já preparadas para o uso do pesquisador, evitando assim a interferência do 

mesmo nos resultados. 

2.a. Indução imunológica por soro de porco (Bhunchet & Wake, 1998). 

Camundongos receberam injeção intraperitoneal de 0,1 mL de soro de porco 

(Gibco RBL, EUA) duas vezes por semana, em dias alternados, por 10 semanas. Os 

experimentos foram realizados uma semana após a última injeção. 

2.b. Indução química por tetracloreto de carbono (CCl4) (Gandhi et al, 1996). 

Camundongos receberam injeção intraperitoneal de CCl4 (1 mL CCl4/Kg de 

peso) (Merck, Alemanha) diluído (1:4) em óleo de milho, três vezes por semana, em 

dias alternados, no período de 6 semanas. O grupo controle recebeu o mesmo volume do 
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veículo (óleo de milho). Os experimentos foram realizados uma semana após a última 

injeção. 

2.c. Indução colestática por ligadura de ducto biliar (BDL) (Chang et al, 2005). 

Camundongos foram anestesiados com mistura de isoflurano (Baxter, Brasil) 

inalatório a 1,5%, óxido nitroso a 0,8 L/min e oxigênio medicinal a 0,4 L/min para 

indução anestésica. Tricotomia do animal e assepsia do plano cirúrgico com álcool 

iodado a 1% (Rioquímica, Brasil) foram realizadas. A temperatura corporal do animal 

(37 °C) foi mantida através da mesa cirúrgica aquecida (Prisma, Brasil). 

Após laparotomia, com auxílio de microscópio cirúrgico (Nikon, Japão), ducto 

biliar comum foi localizado, isolado e duplamente ligado com fio de seda 6-0 e 

seccionado entre as suturas. As alças abdominais foram colocadas de volta à cavidade 

abdominal e os planos foram fechados com fio de seda preto 6-0. No pós-operatório, os 

animais receberam analgesia com dipirona sódica e permaneceram sob regime de água e 

sacarose (10%) por 24 horas, quando retornaram ao livre acesso de comida e água. Os 

animais do grupo controle (sham) passaram pelo mesmo procedimento, porém, não 

tiveram seu ducto biliar duplamente ligado e seccionado. A remoção do fígado do 

animal foi realizada logo após o tempo determinado que variou de 30 minutos até 8 

semanas.  

3. Exsanguinação de fígado, in situ. 

As exsaguinações foram realizadas segundo descrito por Borges & 

Kouyoumdjian (1992). Os animais foram anestesiados (1,3 mg/g peso) com injeção 

intraperitoneal de solução aquosa de uretana (200 g/L) e pesados. Em seguida, a 

cavidade abdominal foi aberta e a veia porta foi canulada.  

A exsanguinação foi obtida com 50 mL de solução de Krebs em circuito aberto 

após abertura da cavidade torácica e canulação da veia cava inferior acima do 

diafragma. Após exsanguinação, os fígados foram cuidadosamente retirados, pesados e 
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processados. Amostras de fígado foram imediatamente congeladas em nitrogênio 

líquido e mantidas a -80ºC para posterior análise. Cortes de fígados foram fixados em 

paraformaldeído 4% em tampão fosfato-salina (PBS) e corados com picrus-sirius para 

análise morfométrica. 

4. Avaliação da fibrogênese 

4.a. Análise morfométrica 

Utilizamos para análise o processador e o analisador de imagem Axiovision 

versão 4.5 da Zeiss (Alemanha) e o microscópio Axiolab (Zeiss). Foram digitalizados 

cinco campos microscópicos aleatórios de cada corte histológico com aumento de 100 

vezes. As imagens foram processadas pelo programa onde parênquima, colágeno e 

espaço em branco receberam a cor verde, vermelha e azul, respectivamente, como 

apresentado na Figura 4. Os resultados foram apresentados como a porcentagem da área 

total (média ± EPM). 

4.b. Expressão de proteínas relacionadas à fibrogênese (van de Bovenkamp et al., 

2005) 

A fibrogênese foi estudada pela expressão da proteína de choque térmico 47 

(heat shock protein, HSP 47) e fator de transcrição tipo-Kruppel 6 (KLF6), analisada 

por Western Blotting, utilizando anticorpos monoclonais específicos. 

� Homogenato 

Tecido hepático (100 mg) foi homogeneizado em 1 mL de tampão de lise 

contendo cloreto de sódio 150 mmol/L, Tris 50mmol/L, Nonidet P-40 1%, Desoxicolato 

0,5%, dodecil sulfato de sódio (SDS) 0,1%, e coquetel de inibidores de proteases. As 

amostras foram mantidas sob agitação a 4ºC por 30 minutos e centrifugadas a 15.000 g, 

por 10 minutos, a 4ºC. O sobrenadante foi separado e armazenado a –80ºC até o 

momento de sua análise. 

Essas amostras tiveram as proteínas quantificadas pelo método de Bradford 

utilizando a albumina sérica bovina como padrão (Bradford, 1976). 
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A)             B) 

Figura 4 

Modelo representativo da análise morfométrica: 

A) Lâmina corada com Picrus-Sirius B) Lâmina após processamento pelo 

Programa Axiovision da Zeiss 
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� Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) 

Proteínas do homogenato de fígado foram separadas em eletroforese de gel de 

poliacrilamida (Laemmli, 1970).  

O gel de corrida foi preparado em tampão Tris-HCl 0,375 M, SDS 0,1%, 3 µL 

de Tetrametiletilenediamina (Temed) e 30 µL persulfato de amônio 10%, em volume 

final de 6 mL, e colocado entre placas de vidro de 1 mm de espessura. Após este ter 

polimerizado, adicionamos o gel de empilhamento com 4,5% de acrilamida, juntamente 

com o “pente”, para a formação das fendas. 

As amostras aplicadas nas fendas apresentaram 50 µg de proteína para KLF-6 e 

10 µg para HSP 47 em volume final de 30 µL de tampão TrisHCl 0,15 M pH 6,8, SDS 

2%, glicerina 5% e azul de bromofenol 0,006%. As proteínas migraram em voltagem 

inicial de 90 V (gel de empilhamento) e depois na voltagem constante de 100 V no gel 

de corrida, à temperatura ambiente.  

Após o marcador ter corrido 90% da sua extensão, a eletroforese foi 

interrompida e o gel transferido para tampão de transferência para o início do 

Immunoblotting. 

� Immunoblotting  

A transferência de proteína para a membrana de fluoreto de polivinilideno 

(PVDF) foi realizada em tampão de transferência (Tris 48 mM, glicina 39 mM, SDS 

0,0375%, metanol 20% v/v), com corrente de 0,8 mA/cm2 de gel por 1 hora e 35 

minutos, pelo método semi-seco com o aparelho Trans-blot SD Transfer cell (BioRad, 

EUA).  

A membrana de PVDF foi pré-cortada no tamanho aproximado do gel de 

poliacrilamida e imersa em metanol por 10 segundos. Em seguida foi lavada em água 

destilada e colocada em tampão de transferência até sua utilização. 

O “sanduíche” para transferência foi montado na seguinte seqüência: eletrodo 

(pólo positivo), 1 folha de papel de filtro (BioRad, EUA) embebidos no tampão, 
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membrana de PVDF, gel de poliacrilamida, 1 folha de papel filtro embebidos no 

tampão, eletrodo (pólo negativo). 

Após a transferência, o gel foi corado com solução brilhante de Coomassie e o 

fundo descorado com várias trocas de solução de ácido acético 7,5% e etanol 25% para 

certificação da transferência das proteínas. A membrana de PVDF foi lavada várias 

vezes no Sistema de Detecção de Proteína SNAP i.d. (Millipore, EUA) em PBS 

acrescido de 0,2% de Tween 20 (T). 

Para o bloqueio, a membrana foi incubada em solução contendo 5% de albumina 

em PBS-T por 30 minutos a temperatura ambiente. Após este período, a membrana foi 

lavada com várias trocas de PBS-T e incubada com o anticorpo primário (KLF-6 1:500 

ou HSP 47 1:15000 da StressGen Biotechnologies) diluído em solução de PBS  

contendo 1% de albumina sérica bovina (BSA), durante a noite,  a 4ºC, sob leve 

agitação. Após várias lavagens da membrana com PBS-T, foi realizada a incubação com 

o anticorpo secundário acoplado a peroxidase (1:1000 ou 1:50000 para KLF-6 e HSP 47 

respectivamente) por 4 horas a temperatura ambiente sob agitação constante. 

Para os experimentos com KLF-6, decorrido o tempo de incubação com o 

anticorpo secundário, a membrana foi previamente lavada com PBS-T e incubada com 

3,3’-diaminobenzidina (DAB) sem H2O2 por 15 minutos no escuro. A seguir foi 

incubada com solução de DAB contendo H2O2 sob agitação constante até o 

aparecimento das bandas. A reação foi interrompida com a lavagem da membrana com 

PBS. 

Para os experimentos de HSP 47, decorrido o tempo de incubação com o 

anticorpo secundário, a membrana, previamente lavada em PBS-T, foi incubada com o 

kit Immobilon Western (Millipore, EUA) por 1 minuto no escuro. A seguir a membrana 

foi colocada no cassete e exposta ao filme de raio X até o aparecimento das bandas. Para 

a revelação do filme, utilizamos revelador e fixador Kodak (Brasil). 
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As bandas visíveis foram fotografadas e quantificadas pelo aparelho LAS-3000 

(Fujifilm, EUA), gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Hugo P. Monteiro, do Departamento 

de Bioquímica da UNIFESP. 

5. Forma de avaliação dos resultados 

Os resultados foram expressos por média ± EPM e analisados pelo programa 

GraphPad Prism (versão 3.0). 

Para análise estatística foi utilizado o programa Primer of Statistics (Mc Graw-

Hill, version 3.02) sendo o teste utilizado test t-Student ou a análise de variância 

(ANOVA) seguida de teste de Bonferroni, quando necessário. O nível de significância 

para rejeição da hipótese nula foi considerado inferior ou igual a 0,05. 
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RESULTADOS 

Os resultados serão apresentados em três seções: 

1. Caracterização dos modelos experimentais: apresentaremos as medidas 

descritivas relacionadas ao peso dos animais, do fígado e peso relativo (fígado/animal) 

nos modelos experimentais estudados, juntamente com a respectiva análise histológica. 

2. Morfometria: serão apresentadas as quantificações da fibrose analisadas nas 

preparações histológicas do fígado dos animais submetidos aos modelos experimentais 

estudados. 

3. Expressão de proteínas relacionadas a fibrogênese: serão apresentadas as 

expressões das proteínas KLF-6 e HSP 47 no fígado dos animais estudados. 
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2. Caracterização dos modelos experimentais 

Neste trabalho foram realizados três modelos experimentais de fibrose: injeção 

intraperitoneal (ip) de tetracloreto de carbono (CCl4), injeção ip de soro de porco ou 

ligadura do ducto biliar (BDL), cuja caracterização está apresentada a seguir.  

2.1. Sobrevida dos animais submetidos aos modelos experimentais 

O trabalho utilizou uma população de 155 animais, no entanto fizeram parte da 

amostra 112 camundongos, sendo 98 selvagens e 57 knockout de receptor B1 de cininas 

(KOB1) (Tabela 1). A porcentagem de morte nos animais KOB1 foi mais prevalente 

(73%) no grupo BDL, onde observamos maior sensibilidade destes animais à anestesia e 

ao procedimento cirúrgico.  

A curva de sobrevida de parte dos animais submetidos ao modelo BDL está 

apresentada na Figura 4, onde podemos observar que a sobrevida dos animais KOB1 é 

significantemente (survival curve analysis - prism, p = 0,0365) menor que os animais 

selvagens submetidos a BDL.  
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Tabela 1 

Distribuição dos animais selvagens e knockout de receptor B1 de cininas (KOB1) 

nos grupos CCl4, soro de porco e BDL 

 Selvagem KOB1 

 Total Óbitos % Total Óbitos % 

Veículo (Óleo) 5 0 0 5 0 0 

CCl4 17 4 24 14 1 5 

Soro de porco 8 1 12 8 0 0 

Controle (sham) 23 0 0 4 0 0 

BDL 45 18 40 26 30 73 

Total 98   57   

Legenda:  

Grupo CCl4: Camundongos receberam injeção ip de CCl4 (1 mL CCl4/Kg de peso) diluído (1:4) em óleo 

de milho, três vezes por semana no período de 6 semanas. O grupo controle recebeu o mesmo volume do 

veículo (óleo de milho). Após 1 semana, os fígados foram perfundidos e retirados, pesados e processados. 

Grupo soro de porco: Animais receberam injeção ip de 0,1 mL de soro de porco duas vezes por semana 

por 10 semanas. Uma semana após a última injeção, os fígados foram perfundidos e retirados, pesados e 

processados. 

Grupo BDL: Animais, sob anestesia inalatória com isoflurano, foram submetidos a laparotomia, e o ducto 

biliar ligado e seccionado. Após diferentes intervalos de tempo, os fígados foram perfundidos e retirados, 

pesados e processados. 



Receptor B1 de bradicinina e fibrogênese hepática 

 25 

Figura 5 

Sobrevida dos animais submetidos ao modelo experimental BDL 
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Legenda: animais, sob anestesia inalatória com isoflurano, foram submetidos a laparotomia, e o ducto 

biliar ligado e seccionado. Após diferentes intervalos de tempo, os fígados foram perfundidos e retirados, 

pesados e processados. 
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1.2 Análise descritiva 

As medidas descritivas (peso dos animais e do fígado) bem como a relação peso 

do figado/peso do animal nos grupos experimentais de CCl4 e soro de porco estão 

apresentadas na Tabela 2, onde podemos observar que não houve variabilidade entre os 

grupos. 

O modelo experimental de BDL foi desenvolvido para melhor caracterização da 

expressão das proteínas relacionadas à fibrose. Realizamos experimentos em diferentes 

tempos conforme apresentado na Tabela 3. Com relação às medidas do peso dos 

animais selvagens e KOB1 não tiveram variabilidade, apresentando sobreposição dos 

intervalos de confiança nos grupos experimentais, sugerindo que a média da amostra 

encontrada é representativa da população. Achados similares foram encontrados com 

relação aos pesos dos fígados dos animais selvagens e KOB1 e os respectivos pesos 

relativos (Tabela 3). 
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Tabela 2 

Peso dos animais selvagens e knockout de receptor B1 de cininas (a), dos respectivos 

fígados (b) e relação fígado/peso dos animais (c) após indução de fibrose por soro 

de porco ou CCl4 (media ± epm) 

a) Peso dos animais 

Grupo experimental n Selvagem n Knockout 

Soro de porco 7 31,2 ± 0,9 8 31,2 ± 0,6 

Óleo 5 28,0 ± 1,2 5 27,9 ± 3,1 

CCl4 13 31,3 ± 1,6 13 30,5 ± 0,8 

 

b) Peso do fígado 

Grupo experimental n Selvagem n Knockout 

Soro de porco 7 1,8 ± 0,2 8 2,2 ± 0,2 

Óleo 5 1,84 ± 0,14 5 1,48 ± 0,21 

CCl4 13 1,87 ± 0,07 13 1,86 ± 0,07 

 

c) Relação peso do fígado/peso do animal 

Grupo experimental n Selvagem N Knockout 

Soro de porco 7 5,9 ± 0,7 8 7,3 ± 0,8 

Óleo 5 6,6 ± 0,2 5 5,4 ± 0,2 

CCl4 13 6,2 ± 0,3 13  6,2 ± 0,2 

Legenda:  

Grupo soro de porco: Animais receberam injeção ip de 0,1 mL de soro de porco duas vezes por semana 

por 10 semanas. Uma semana após a última injeção, os fígados foram perfundidos e retirados, pesados e 

processados. 

Grupo CCl4: Camundongos receberam injeção ip de CCl4 (1 mL CCl4/Kg de peso) diluído (1:4) em 

veículo (óleo de milho), três vezes por semana no período de 6 semanas. O grupo controle recebeu 

oveículo. Após 1 semana, os fígados foram perfundidos e retirados, pesados e processados. 
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Tabela 3 

Peso dos animais selvagens e knockout de receptor B1 (KOB1) de cininas (a), dos 

respectivos fígados (b) e relação fígado/peso dos animais (c) após indução de 

fibrose por ligadura do ducto biliar (BDL) (média ± epm) 

a) Peso do animal 

 Sham BDL 

 Selvagem KOB1 Selvagem KOB1 

 n  n  n  n  

Até 24hs 3 30, 0 ±  0,7  --- 8 31,4 ± 0,5  --- 

1-4 sem 8  27, 3 ± 1,0  --- 13 23,2 ± 0,9  --- 

6-8 sem 12 28,7 ± 0,6  4 28,0 ± 1,1 7 23,7 ± 0,5 5 27,6 ± 2,8 

 

b) Peso do fígado 

 Sham BDL 

 Selvagem KOB1 Selvagem KOB1 

 n  n  n  n  

Até 24hs 3 1,5 ± 0,1  --- 8 1,7 ± 0,0  --- 

1-4 sem 8  1,8 ± 0,1  --- 13 1,9 ± 0,1  --- 

6-8 sem 12 1,6 ± 0,1 4 1,7 ± 0,1 7 2,4 ± 0,2 5 2,0 ± 0,1 

 

c) Relação peso do fígado/peso do animal 

 Sham BDL 

 Selvagem KOB1 Selvagem KOB1 

 n  n  n  n  

Até 24hs 3 0,067 ± 0,033  --- 8 0,088 ± 0,013  --- 

1-4 sem 8 0,065 ± 0,003  --- 13 0,085 ± 0,004  --- 

6-8 sem 12 0,054 ± 0,002 4 0,063 ± 0,002 7 0,100 ± 0,009 5 0,078 ± 0,012 

Legenda: Animais, sob anestesia inalatória com isoflurano, foram submetidos a laparotomia, e o ducto 

biliar ligado e seccionado. Após diferentes intervalos de tempo, os fígados foram perfundidos e retirados, 

pesados e processados. 
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1.3 Características macroscópicas e histológicas 

a) Grupos soro de porco e CCl4 

Nos animais selvagens e KOB1 submetidos ao modelo experimental de fibrose 

por soro de porco podemos sugerir a presença de processo inflamatório, principalmente 

nos animais selvagens (Figura 5). Estes dados sugerem que a dose e/ou o tempo de 

injeção não foram suficientes para a indução de fibrose nos animais. 

No modelo de fibrose experimental por CCl4, tanto os animais selvagens quanto 

os KOB1, observamos septos hexagonais interconectados com a veia central (Figura 6). 

Nos grupos controles, verificamos que óleo de milho não altera o padrão histológico 

hepático. 
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Figura 6 

Perfil histológico do fígado de animais selvagens e knockout de receptor B1 (KOB1) 

de cininas após indução de fibrose por soro de porco. 

 (aumento de 100x) 

Selvagem KOB1 

  

Legenda: Camundongos receberam injeção ip de 0,1 mL de soro de porco duas vezes por semana por 10 

semanas. Uma semana após a última injeção, os fígados foram perfundidos e retirados, pesados e 

processados. Cortes de fígados foram fixados em paraformaldeído/PBS e corados com picrus-sirius. 
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Figura 7 

Perfil histológico dos fígados de animais selvagens e knockout de receptor B1 

(KOB1) de cininas após indução de fibrose por CCl4. 

(aumento de 100x) 
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Legenda: Camundongos receberam injeção ip de CCl4 (1 mL CCl4/Kg de peso) diluído (1:4) em óleo de 

milho, três vezes por semana no período de 6 semanas. O grupo controle recebeu o mesmo volume de 

óleo de milho. Após 1 semana, os fígados foram perfundidos e retirados, pesados e processados. Cortes de 

fígados foram fixados em paraformaldeído/PBS e corados com picrus-sirius. 
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b) Grupo BDL 

Até 24 horas, todos os animais selvagens não apresentaram nenhum sinal 

macroscópico relacionado à cirrose apenas aumento do tamanho da vesícula biliar. Nos 

animais a partir de uma semana de indução da fibrose já observamos sinais clássicos de 

cirrose tais como: icterícia, ascite, emagrecimento, colúria e presença de cálculos na 

vesícula biliar (Figura 7). 

Na Figura 8, podemos acompanhar as alterações histológicas nos fígados dos 

animais selvagens em uma hora a oito semanas após BDL. Observamos na análise 

histológica dos fígados de animais selvagens antes de 24 horas, ausência de fibrose, 

porém, a partir de 24 horas encontramos o início da formação de septos fibróticos com 

aparecimento de fibrose portal, indicando estágio 1. Com uma semana de indução, os 

fígados apresentam estágio 2, com surgimento de fibrose periportal e perisinusoidal, 

intensificado a partir de duas a quatro semanas, onde encontramos a formação de pontes 

de fibrose (estágio 3) e com oito semanas, o animal já havia desenvolvido cirrose 

(estágio 4). 

O grau de fibrose foi determinado pela escala de cinco pontos (Brunt et al., 

2000; Kleiner et al., 2005) e está apresentada na Tabela 4. Sendo, 0 – ausência de 

fibrose; 1 – portal / perisinusoidal; 2 – perisinusoidal e portal/periportal; 3 – septal ou 

pontes de fibrose e 4 – presença de cirrose. 

Quando comparamos os fígados dos animais selvagens e KOB1 após 8 semanas 

de BDL (Figura 9) podemos verificar que os selvagens apresentaram fibrose numa 

estágio mais avançado (nível 4) do que nos animais KOB1 (nível 3). Os animais 

controle (sham) não apresentaram alteração histológica importante após o mesmo 

período de cirurgia. 
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Figura 8 

Aspecto macroscópico do animal selvagem submetido ao modelo de ligadura do 

ducto biliar após 1 semana 

 

Legenda: Camundongos, sob anestesia inalatória com isoflurano, foram submetidos a laparotomia, e o 

ducto biliar ligado e seccionado. Após o tempo pré-determinado de 30 minutos a 8 semanas, os fígados 

foram perfundidos e retirados, pesados e processados. Cortes de fígados foram fixados em 

paraformaldeído/PBS e corados com picrus-sirius. 
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Figura 9 
Perfil histológico do fígado dos animais selvagens em diferentes tempos após 

ligadura do ducto biliar (aumento de 100x) 
1 hora 24 horas 

1 semana 2 semanas 

4 semanas 8 semanas 

Legenda: Camundongos, sob anestesia inalatória com isoflurano, foram submetidos a laparotomia, e o 

ducto biliar ligado e seccionado. Após diferentes intervalos de tempo, os fígados foram perfundidos e 

retirados, pesados e processados. Cortes de fígados foram fixados em paraformaldeído/PBS e corados 

com picrus-sirius. 
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Tabela 4 

Escore de fibrose em animais selvagens e knockout de receptor B1 de cininas 

submetidos ao modelo de ligadura do ducto biliar em função do tempo de indução 

 Sham BDL 

 Selvagem KOB1 Selvagem KOB1 

 n Escore n Escore n Escore n Escore 

30 min 1 0 - - 1 0 - - 

1h - - - - 1 0 - - 

2h - - - - 1 0 - - 

3h - - - - 1 0 - - 

4h - - - - 1 0 - - 

5h 1 0 - - 1 0 1 0 

10h - - - - 1 0 - - 

24h 1 0 - - 1 1 - - 

1 sem - - - - 5 2 1 1 

2 sem 4 0 - - 4 3 - - 

4 sem 4 0 - - 4 3 - - 

6 sem 4 0 - - 1 3 - - 

8 sem 8 0 4 0 6 4 5 3 

Legenda: Animais, sob anestesia inalatória com isoflurano, foram submetidos a laparotomia, e o ducto 

biliar ligado e seccionado. Após diferentes intervalos de tempo, os fígados foram perfundidos e retirados, 

pesados e processados. Cortes de fígados foram fixados em paraformaldeído/PBS e corados com picrus-

sirius. Escore foi realizado segundo Brunt et al., 2000; Kleiner et al., 2005 
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Figura 10 

Perfil histológico dos fígados de animais selvagens e knockout de receptor B1 de 

cininas submetidos ao modelo experimental de ligadura do ducto biliar ao final de 

8 semanas (aumento de 100x) 
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Legenda: Camundongos, sob anestesia inalatória com isoflurano, foram submetidos à laparotomia, e o 

ducto biliar ligado e seccionado. Os animais do grupo sham passaram pelo mesmo procedimento, porém, 

não tiveram seu ducto biliar ligado e seccionado. Após 8 semanas, os fígados foram perfundidos e 

retirados, pesados e processados. Cortes de fígados foram fixados em paraformaldeído/PBS e corados 

com picrus-sirius. 
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2. Morfometria 

Para melhor caracterizar o perfil histológico observado nos diferentes grupos 

utilizados neste trabalho, realizamos a analise morfométrica quantificando o conteúdo 

de colágeno e parênquima hepático. 

No grupo soro de porco o conteúdo de parênquima nos animais selvagem (82,2 

± 1,5; n=7) e KOB1 (85,4 ± 1,8; n=7) não apresentou diferença estatisticamente 

significante (teste-t p= 0,129) (Figura 10A). O conteúdo de colágeno quantificado no 

fígado dos animais selvagens (0,29 ± 0,15; n=7) foi semelhante ao dos animais KOB1 

(0,26 ± 0,05; n=7 ) (Figura 10B).  

Na Figura 11A podemos observar que os animais KOB1 tratados com CCl4 

apresentaram significativamente menor conteúdo de parênquima (83,0 ± 1,5; n=12) 

quando comparado com seu respectivo controle (óleo - KOB1) (91,6 ± 1,4; n=5). 

Animais selvagens tratados com óleo (87,4 ± 1,2; n=4) ou CCl4 (86,3 ± 4,7; n=10) não 

apresentaram diferenças. 

Em relação ao conteúdo de colágeno neste modelo experimental nós verificamos 

que CCl4 foi capaz de induzir fibrose nos dois tipos de animais já que o conteúdo de 

colágeno tanto nos animais selvagens (1,1 ± 0,2; n=10) quanto nos KOB1 (1,6 ± 0,3; 

n=12) foi maior que os respectivos controles (0,3 ± 0,1, n=4 selvagem; 0,4 ± 0,2, n=5 

KOB1) (Figura 11B). 

Na Figura 12A podemos observar o conteúdo de parênquima nos animais 

selvagens e KOB1 submetidos ao modelo BDL. O fígado dos animais selvagens 

submetidos ao BDL apresentou conteúdo de parênquima (82,1 ± 3,3; n=6) 

significativamente menor (teste t p=0,008) que nos respectivos controles sham (92,2 ± 

1,3; n=8). Nos animais KOB1 não houve diferença entre os grupos sham (95,0 ± 1,6; 

n=4) e BDL (91,6 ± 2,2; n=5). Como podemos observar os animais KOB1 submetidos 

ao BDL apresentaram significativo (teste t p=0,048) conteúdo de colágeno que os 

animais selvagens.  



Receptor B1 de bradicinina e fibrogênese hepática 

 38 

Figura 11 

Conteúdo de parênquima (A) e colágeno (B) do fígado dos animais selvagens e 

knockout de receptor B1 de cininas (KOB1) após indução de fibrose por soro de 

porco (média ± epm) 
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Legenda: Camundongos receberam injeção ip de 0,1 mL de soro de porco duas vezes por semana por 10 

semanas. Uma semana após a última injeção, os fígados foram perfundidos e retirados, pesados e 

processados. Cortes de fígados foram fixados em paraformaldeído/PBS e corados com picrus-sirius. 

Foram digitalizados cinco campos microscópicos aleatórios de cada corte histológico com aumento de 

100 vezes. As imagens foram processadas e quantificadas utilizando o programa Axiovision (Zeiss). 
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Figura 12 

Conteúdo de parênquima (A) e colágeno (B) do fígado dos animais selvagens e 

knockout de receptor B1 de cininas (KOB1) após indução de fibrose por CCl4 

(média ± epm) 
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Legenda: Camundongos receberam injeção ip de CCl4 (1 mL CCl4/Kg de peso) diluído (1:4) em veículo 

(óleo de milho), três vezes por semana no período de 6 semanas. O grupo controle recebeu o veículo. 

Uma semana após a última injeção, os fígados foram perfundidos e retirados, pesados e processados. 

Cortes de fígados foram fixados em paraformaldeído/PBS e corados com picrus-sirius. Foram 

digitalizados cinco campos microscópicos aleatórios de cada corte histológico com aumento de 100 vezes. 

As imagens foram processadas e quantificadas utilizando o programa Axiovision (Zeiss). 
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Figura 13 

Conteúdo de parênquima (A) e colágeno (B) do fígado dos animais selvagens e 

knockout de receptor B1 de cininas após 8 semanas de ligadura do ducto biliar 

(média ± epm) 
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Legenda: Camundongos, sob anestesia inalatória com isoflurano, foram submetidos a laparotomia, e o 

ducto biliar ligado e seccionado. Os animais do grupo sham passaram pelo mesmo procedimento, porém, 

não tiveram seu ducto biliar ligado e seccionado. Após 8 semanas, os fígados foram perfundidos e 

retirados, pesados e processados. Cortes de fígados foram fixados em paraformaldeído/PBS e corados 

com picrus-sirius. Foram digitalizados cinco campos microscópicos aleatórios de cada corte histológico 

com aumento de 100 vezes. As imagens foram processadas e quantificadas utilizando o programa 

Axiovision (Zeiss). 
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Em relação ao conteúdo de colágeno (Figura 12B) verificamos que o fígado dos 

animais selvagens apresentaram maior conteúdo de colágeno no grupo BDL (16,1 ± 3,1; 

n=6) que nos respectivos controles sham (1,1 ± 0,6; n=8). Interessantemente fígado de 

animais KOB1 submetidos ao BDL apresentou conteúdo de colágeno (3,1 ± 1,4; n=5) 

menor que nos animais selvagens submetidos ao mesmo procedimento (16,1 ± 3,1; 

n=6). 

3. Expressão de marcadores de fibrogênese 

3.1 KLF-6 

A Figura 13 mostra o padrão de blotting para KLF-6 nas amostras de fígado dos 

diferentes grupos. Pudemos observar que os animais KOB1 apresentaram forte marcação 

em relação aos selvagens submetidos aos modelos de fibrose por CCl4 ou soro de porco 

(Figura 13a). Nos animais selvagens submetidos à BDL verificamos marcação relativa à 

KLF-6 de intensidade crescente em função do tempo de indução (Figura 13b). A 

expressão de KLF-6 não foi estudada nos animais KOB1. 

A tabela 5 resume os resultados encontrados da expressão de KLF-6 nos grupos 

experimentais de CCl4, soro de porco ou BDL. 
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Figura 14 

Perfil representativo do blotting para KLF-6 no homogenato de fígado de animais 

selvagens e/ou knockout de receptor B1 de cininas (KOB1) após indução de fibrose 

por CCl4, soro de porco ou ligadura do ducto biliar (BDL) 

a) grupos CCl4 e soro de porco 
 
 

 

 
POÇO AMOSTRA  
1 Padrão  
2 Selvagem – CCl4 - 
3 Selvagem – CCl4 - 
4 KOB1 – Soro de porco + 
5 KOB1 – Soro de porco + 
6 KOB1 – Soro de porco + 
7 Selvagem – Soro de porco -  

 
 
 
b) grupo BDL-animais selvagens 
 
 
 

 

 
 

POÇO AMOSTRA   
1 Padrão  
2 2 semanas ± 
3 4 semanas ± 
4 1 semana ± 
5 1 semana ± 
6 6 semanas + 
7 8 semanas ++ 
8 8 semanas +++  

1 2 3 4 6 7 5 

1  3  4 5 7 8  2 6 
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Tabela 5 

Padrão de expressão do KLF-6 no fígado de animais selvagens e knockout de 

receptor B1 de cininas (KOB1) após indução de fibrose por CCl4, soro de porco ou 

ligadura do ducto biliar (BDL) 

 

KLF-6 Selvagem KOB1 
CCl4 ±±±± (a) + 

Soro de porco - + 
BDL + NR 

Legenda: a: apenas um animal apresentou uma fraca banda positiva; NR: não realizado. 
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3.2 HSP 47 

Não houve diferença estatisticamente significante (t-test p=0,602) na expressão 

de HSP 47 no fígado dos animais selvagens (146,8 ± 35,4 x 106 UA; n=7) e KOB1 

(124,3 ± 24,3 x 106 UA; n=8) tratados com soro de porco (Figura 14). 

A Figura 15 apresenta o perfil do blotting para a proteína HSP 47 e sua 

quantificação no grupo CCl4. Nós podemos observar que houve aumento (teste t p= da 

expressão de HSP 47 no fígado dos animais KOB1 tratados com CCl4 (104,1 ± 15,2 x 

106 UA; n=13) quando comparado com o fígado dos animais selvagens (61,1 ± 13,1 x 

106 UA; n=13). Surpreendentemente o fígado dos animais tratados com óleo (controle) 

apresentou expressão de HSP 47 aumentada tanto nos animais selvagens (72,9 ± 25,2 x 

106 UA; n=5) quanto nos animais KOB1 (166,7 ± 39,4 x 106 UA; n=5). 

Em relação ao modelo experimental de BDL, verificamos que a expressão de 

HSP 47 no fígado dos animais selvagens (23,5 x 106 UA; n=1) e KOB1 (14,0 ± 5,4 x 106 

UA; n=2) no grupo sham (controle) não apresentou diferença e foi relativamente baixa 

(Figura 16). No grupo BDL, a expressão de HSP 47 no fígado dos animais KOB1 (247,1 

± 12,8 x 106 UA; n=2) foi maior que nos animais selvagens submetidos a BDL (137,5 ± 

25,5 x 106 UA; n=4) 
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Figura 15 

Perfil representativo do blotting e quantificação da expressão de HSP 47 no 

homogenato de fígado de animais submetidos ao modelo experimental de soro de 

porco 
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Legenda: Proteínas (10 µg) do homogenato de fígado dos animais submetidos ao modelo de fibrose 

experimental por soro de porco foram separadas em SDS-PAGE (5-12%) e transferidas para membrana 

PVDF onde foi realizado o Western Blotting utilizando anticorpo especifico anti-HSP 47 e secundário 

associado a peroxidase. A revelação foi realizada por quimiluminescência (ECL).  As bandas visíveis 

foram fotografadas e quantificadas pelo aparelho LAS-3000. 
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Figura 16 

Perfil representativo do blotting e quantificação da expressão de HSP 47 no 

homogenato de fígado de animais submetidos ao modelo experimental de CCl4 

 

0

50

100

150

200

250

300

óleo - selvagem (n=5) óleo - KOB1 (n=5)

CCl4 - selvagem (n=13) CCl4 - KOB1 (n=13)

H
S

P
-4

7

(U
A

 x
 1

06 )
*

* teste t: p = 0,042

 

Legenda: Proteínas (10 µg) do homogenato de fígado dos animais submetidos ao modelo de fibrose 

experimental por CCl4 foram separadas em SDS-PAGE (5-12%) e transferidas para membrana PVDF 

onde foi realizado o Western Blotting utilizando anticorpo especifico anti-HSP 47 e secundário associado 

a peroxidase. A revelação foi realizada por quimiluminescência (ECL).  As bandas visíveis foram 

fotografadas e quantificadas pelo aparelho LAS-3000. 
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Figura 17 

Quantificação da expressão de HSP 47 no homogenato de fígado de animais 

submetidos ao modelo experimental de ligadura do ducto biliar 
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Legenda: Proteínas (10 µg) do homogenato de fígado dos animais submetidos ao modelo de fibrose 

experimental por BDL foram separadas em SDS-PAGE (5-12%) e transferidas para membrana PVDF 

onde foi realizado o Western Blotting utilizando anticorpo especifico anti-HSP 47 e secundário associado 

a peroxidase. A revelação foi realizada por quimiluminescência (ECL).  As bandas visíveis foram 

fotografadas e quantificadas pelo aparelho LAS-3000. 
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DISCUSSÃO 

Neste trabalho estudamos o papel do receptor B1 de cininas na fibrogênese 

hepática. A avaliação da fibrogênese foi realizada por análise morfométrica bem como a 

expressão de duas proteínas importantes do processo, KLF-6 e HSP 47, em 

camundongos selvagens e knockout de receptor B1 (KOB1) de cininas submetidos a 3 

modelos experimentais diferentes. 

Fibrose é resposta do fígado a agressão e envolve vários tipos celulares e 

mediadores para proteger o órgão da lesão (Figura 17) (Rockey & Bissel, 2006). 

Embora lesões agudas ativem mecanismos de fibrogênese, doenças hepáticas crônicas 

decorrentes de infecção, drogas, doenças metabólicas ou resposta imune são necessárias 

para manutenção da fibrose. Em humanos, fibrose pode eventualmente progredir 

rapidamente de semanas a meses, mas em geral evolui em décadas. 

Para melhor compreensão da fibrose e cirrose hepática, modelos animais são 

desenvolvidos e utilizados com o propósito de melhor entender a gênese e o 

desenvolvimento da fibrose e assim tratá-la ou impedi-la. A manutenção da arquitetura 

hepática nos modelos animais favorece o estudo do conjunto de respostas envolvidas na 

fibrogênese, mas também torna ainda mais complexa a compreensão deste evento. 

Modelos in vitro para o estudo das respostas encontradas em células estreladas 

também foram desenvolvidos e têm contribuído significativamente para o entendimento 

de sua biologia e da fibrogênese, mas não refletem completamente a complexidade da 

arquitetura celular in vivo (Pinzani & Marra, 2005; Van de Bovenkamp et al., 2005).  
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Figura 18 

Participação dos diferentes tipos celulares na cascata fibrogênica 

 

 

(Rockey & Bissell, 2006) 
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Neste trabalho, utilizamos 3 modelos experimentais de fibrose com etiologias 

diferentes: indução química por CCl4, imunológica por soro de porco e colestática por 

ligadura de ducto biliar (BDL) (Pinzani & Marra, 2005). Camundongos KOB1 foram 

utilizados para a compreensão do papel do receptor na fibrogênese em função de 

resultados anteriores onde verificamos maior expressão do receptor em modelo 

experimental de fibrose em ratos (Nagaoka et al., 2006). Sancho-Bru et al. (2007) 

demonstrou que o receptor B1 (B1R) é encontrado tanto em fígados humanos normais 

quanto em fibróticos, tendo maior expressão nos últimos, corroborando nossos 

resultados. 

Como o objetivo do trabalho foi o processo de fibrogênese hepática e não o 

estágio final (cirrose) 6 semanas de indução foi o tempo máximo já que estudos 

mostram que o desenvolvimento de cirrose por CCl4 ocorre a partir de 2 ou mais meses 

de injeção (Song et al., 2007; Tamayo, 1983). 

A análise histológica do fígado dos animais submetidos ao modelo de CCl4 

revelou o aparecimento de septos de colágeno tanto em animais selvagens quanto nos 

KOB1, confirmando a presença de fibrose. Verificamos através da análise morfométrica 

dos fígados que os animais selvagens e KOB1 apresentaram quantidade de colágeno 

semelhante, sugerindo que os animais KOB1 respondem igualmente ao estímulo por 

CCl4 como os animais selvagens. 

Outro modelo utilizado nesse trabalho foi de fibrose induzida por soro de porco. 

Repetidas injeções ip com soro de porco por um período prolongado causam fibrose 

hepática sem reconhecimento de dano hepatocelular. Esse modelo de fibrose 

experimental é bastante utilizado para estudar a formação de septos fibróticos ao nível 

celular e as mudanças estruturais que acompanham a fibrose como capilarização e 

venularização (Bhunchet & Fujieda, 1993; Bhunchet & Wake, 1998). 

Pela análise histológica verificamos que o grupo soro de porco não desenvolveu 

fibrose tanto nos animais selvagens como nos KOB1, evidenciado pela ausência de 
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septos fibróticos. No entanto, observamos a presença de processo inflamatório e/ou 

alteração no aspecto das células parenquimais com fibrose perisinusoidal e/ou portal. 

Pela análise morfométrica confirmamos a ausência de fibrose no grupo soro de porco já 

que tanto animais selvagens como KOB1 apresentaram quantidades semelhantes de 

colágeno e nenhuma alteração também no conteúdo de parênquima. Provavelmente o 

tempo de indução e/ou dose utilizada não foram suficientes para a indução de fibrose, 

mas utilizamos este grupo para avaliar o início da fibrose no estágio de inflamação pré-

fibrose. 

No estudo onde ratos receberam injeções intraperitoneais de soro de porco, 3 

vezes por semana, durante 16 semanas, a análise histológica revelou alterações 

hemodinâmicas na circulação intra-hepática, induzindo necrose/apoptose hepatocelular 

(Shiga et al., 1997). No mesmo estudo, os testes bioquímicos apresentaram apenas a 

elevação na concentração de globulinas, porém, nenhuma alteração foi encontrada com 

relação à atividade das enzimas ALT, AST e ALP (Shiga et al., 1997). 

O modelo BDL é amplamente utilizado para indução de fibrose e cirrose. 

Pesquisadores relatam que depois do procedimento cirúrgico, ratos apresentam indícios 

de fibrose a partir de 12 dias, sendo que a partir de 4 a 8 semanas a cirrose hepática está 

presente em quase todos os animais (Chang et al., 2005). Realizamos experimentos com 

tempos iniciais (30 minutos) e o tempo máximo descrito de 8 semanas e verificamos 

pela análise histológica aumento progressivo da cirrose nos animais selvagens, 

indicando que o modelo experimental foi realizado com sucesso. 

De acordo com a quantidade de colágeno encontrada no fígado dos animais, 

verificamos que os animais selvagens, independente de serem do grupo sham ou BDL 

apresentaram maior quantidade de colágeno que o fígado dos animais KOB1. Esses 

dados sugerem que no modelo BDL, a ausência do receptor de B1 de cininas modula o 

fígado do desenvolvimento de fibrose por colestase. 
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Para melhor avaliarmos a fibrogênese nestes modelos experimentais, analisamos 

a expressão da proteína KLF-6 e HSP 47 por Western blotting. 

O fator de transcrição KLF-6, previamente referido como um Zf9, localizado em 

núcleo e zonas perinucleares é expresso rapidamente após ativação de células estreladas 

in vivo, mas não em células quiescentes (Ratziu et al., 1998; Lang et al., 2000). Em 

estudos in vitro com células estreladas isoladas revelou a expressão de KLF-6 após 3 

horas da administração de CCl4, sendo essa expressão observada até 24 horas (Ratziu et 

al., 1998; Van de Bovenkamp M et al., 2005). Nós verificamos que KLF-6 é expressa 

pelo fígado de animais KOB1 que receberam por seis semanas CCl4, demonstrando 

manutenção da expressão no órgão inteiro. Nos animais tratados com soro de porco e 

sem desenvolvimento de fibrose, nós também verificamos a expressão de KLF-6 porém 

somente nos animais KOB1. No grupo BDL, observamos que o aumento da expressão 

da proteína KLF-6 foi presente em camundongos selvagens após 10 a 24 horas de 

ligação do ducto biliar, sendo mais significativo após 8 semanas. Assim, podemos 

observar que a expressão da KLF-6 foi presente mesmo em fígados que não 

desenvolveram fibrose (grupo soro de porco). Estes dados sugerem papel inibitório do 

receptor B1 na expressão de KLF-6. 

Em relação à expressão de HSP 47, esta proteína está diretamente relacionada 

com a produção de colágeno, principalmente nas células estreladas (Friedmann, 2008b). 

Recentemente, Sato et al (2008) demonstraram forte reversão da fibrose experimental 

por CCl4, DMN ou BDL utilizando lipossomo contendo siRNA contra HSP 47 acoplado 

a vitamina A como sistema de entrega de drogas/ferramentas anti-fibrose às células 

estreladas (Figura 18). 

Nós verificamos que nos modelos experimentais que resultaram em fibrose 

comprovada histológica e morfometricamente, isto é, grupo CCl4 e BDL, o fígado dos 

animais KOB1 apresentou maior expressão de HSP 47 que o fígado dos animais 
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selvagens. Song et al. (2007) também verificou aumento da expressão de HSP 47 em 

fígado de camundongos knockout de HSP 70 tratados com CCl4. 

Nos grupos onde houve uma maior prevalência de inflamação como no grupo 

controle com óleo e o de soro de porco, fígados também expressaram HSP 47. 

Interessante, no grupo controle que recebeu óleo de milho, a análise histológica do 

fígado comprovou a ausência de fibrose, no entanto observamos expressão de HSP 47 

no fígado dos animais selvagens e KOB1, sendo maior no último. Nos animais do grupo 

soro de porco também observamos forte expressão de HSP 47 no fígado tanto de 

animais selvagens quanto nos KOB1. 

Estes dados nos levaram a hipotetizar que HSP 47 não poderia ser utilizada 

como marcador de fibrogênese visto que sempre apresentava aumentada em fígados de 

animais KOB1. Entretanto, no modelo de BDL, o fígado dos animais controle (sham) 

selvagens e KOB1 apresentaram quantidade inexpressiva de HSP 47 em comparação 

com os demais grupos. Assim, todos os dados juntos sugerem que a expressão de HSP 

47 esteja de fato relacionada com a produção de colágeno induzida na fibrose, mas 

também presente no inicio de processo inflamatório conforme observado no grupo 

controle óleo. No caso do grupo soro de porco, além do processo inflamatório, início do 

desenvolvimento de fibrose poderia estar ocorrendo apesar de ainda não termos a 

observação dos sinais clássicos como a presença dos septos fibrosos, i.e., a formação de 

colágeno poderia estar numa fase inicial. 
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Figura 19 

Entrega de lipossomo acoplado a vitamina A às células estreladas 

 

 

(Friedmann, 2008b) 
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A relação da HSP 47 com processo inflamatório pode ser melhor explorada 

utilizando o grupo controle tratado apenas com óleo como modelo experimental. De 

fato, foi verificado que óleo de milho pode aumentar processo de peroxidação lipídica, 

mas não inflamação nem fibrose induzidos por CCl4 (Fang & Lin, 2008). Não há dados 

na literatura sobre o efeito do óleo no fígado, mas nossos dados mostram algum efeito 

pelo aumento da expressão de HSP 47 pelo fígado dos animais tratados apenas com 

óleo. Estes dados serão melhor investigados. 

Durante a ativação de células estreladas in situ, temos o aumento da expressão 

de TGF-β (Nakatsukasa et al., 1990), receptores para fator de crescimento derivado de 

plaquetas (Wong et al., 1994), a isoforma músculo específica de α-actina (Rockey et al., 

1992) e moléculas de adesão celular (Knittel et al., 1996). 

Clarke et al (1993) demonstraram que a expressão de HSP 47 e de procolágeno 

são co-regulados em células da linhagem mioblástica. Masuda et al (1994) elucidou a 

relação da expressão de HSP 47 com a biossíntese de colágeno e verificou que esta 

expressão não está relacionada com a administração direta de CCl4, já que apresenta 

expressão após 3 dias de administração.  

A participação do TGF-β no processo de fibrogênese é importante, pois aumenta 

a síntese de α-actina e colágeno in vivo e in vitro (Border & Noble, 1994). Entretanto foi 

demonstrado que a resposta ao TGF-β é diferente em cultura de células estreladas e 

miofibroblastos (Dooley et al., 2000). 

Estudo em camundongos knockout de receptores de fator de necrose tumoral 

(TNF-α) que receberam injeções de CCl4 apresentou significativa diminuição da fibrose 

comprovada por menor deposição de colágeno bem como expressão de TGF-β 

(Simeonova et al., 2001). 

A relação direta entre estes mediadores (TNF-α e TGF-β) e HSP 47 não é 

descrita na literatura embora pareça existir já que tem em comum o aumento da 

expressão das mesmas e conseqüente aumento da síntese de colágeno. De forma 
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interessante, nós verificamos aumento da expressão de HSP 47 no fígado dos animais 

tratados com óleo (controle grupo CCL4) independente da presença de fibrose 

comprovada histologicamente. Nos animais KOB1 esta expressão foi ainda maior que 

nos animais selvagens. Assim, óleo induz processo inflamatório no fígado que induz a 

maior produção de HSP 47 sem conseqüente síntese de colágeno (Figura 19).  

Outras funções ou regulações da HSP 47 no fígado não são descritas e devem ser 

mais bem investigadas neste grupo. Além disso, a ausência do receptor B1 aumenta 

ainda mais a expressão de HSP 47 em todos os modelos estudados sugerindo uma 

contra-regulação dos mesmos no processo de fibrogênese, sendo a HSP 47 tendo papel 

pró-fibrótico e a ativação de receptor B1 anti-fibrótico.  

A Tabela 6 sumariza os dados encontrados até o momento. E podemos observar 

que dependendo do tipo de indução da fibrose, o animal KOB1 respondeu de forma 

diferente ao agente agressor.  

Se levássemos em consideração apenas a análise morfométrica poderíamos 

sugerir que o sistema cinina participa da fibrinogênese protegendo o órgão já que o 

animal KOB1 teve menor grau de fibrose, entretanto quando observamos a expressão de 

HSP 47 o contrário foi observado em todos os modelos estudados. De fato, a expressão 

da HSP 47 está mais bem relacionada com a produção de colágeno e é descrita como 

indicador de fibrose (Nagata, 1996), sendo, portanto mais sensível as alterações que 

podem estar ocorrendo no fígado antes da alteração histológica observada. 

Portanto, de acordo com os modelos estudados, no grupo soro de porco, tanto os 

animais selvagens quanto KOB1 não desenveram fibrose, sendo ausente a expressão de 

B1. No grupo CCl4, verificamos a presença de fibrose nos dois animais, no entanto, 

tivemos expressão do receptor B1 apenas em animais selvagens. No grupo BDL tivemos 

a presença de fibrose nos dois animias, no entanto, mais intensa nos selvagens quando 

comparados aos KOB1 sendo maior a expressão da proteína nos animais selvagens. 
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Sugerindo uma possível participação da expressão do receptor com o progressão da 

fibrose (Figura 20). 



Receptor B1 de bradicinina e fibrogênese hepática 

 58 

Tabela 6 

Sumário das respostas hepáticas aos diferentes modelos experimentais analisados 

por análise morfométrica e expressão de HSP 47 

 

   Selvagem KOB1 
Modelo 

experimental 
Indução Histologia Colágeno 

HSP 
47 

Colágeno 
HSP 
47 

Óleo controle Normal Ǿ + Ǿ +++ 

CCl4 Química Fibrose + + + ++ 

Soro de porco Imunológica Inflamação Ǿ ++ Ǿ ++ 

Sham controle Normal Ǿ Ǿ Ǿ Ǿ 

BDL Colestática 
Fibrose 

cirrose 
+++++ +++ ++ 

++++

+ 
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Figura 20 

Sumário das respostas hepáticas aos diferentes modelos experimentais analisados 

por análise morfométrica e expressão de B1 
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Figura 21 

Proposta da ativação de mediadores da fibrogênese e papel do receptor B1 de 

cininas 

A) geral 

 
Obs.: o tamanho da letra é proporcional a resposta. 

B) grupo CCl4 

 

 
Obs.: o tamanho da letra é proporcional a resposta. 
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Vários autores demonstraram evidências que o receptor B1 de bradicinina 

apresenta importante papel protetor em patologias relacionadas com o sistema 

cardiovascular como hipertensão, diabetes e doenças isquêmicas. Couture et al (2001) 

descreveu a participação dos receptores B1 e B2 de cininas na inflamação e dor e sugeriu 

a participação do receptor B2 na fase aguda da inflamação e dor e o receptor B1 na fase 

crônica deste processo. Assim, receptor B1 teria importante papel em doenças como 

asma, artrite reumatóide, diabetes, esclerose múltipla, como agente papel pro- 

inflamatório em alguns casos e protetor no caso de doenças como a esclerose múltipla. 

A participação direta do receptor B1, bem como dos receptores B2 na regulação 

da fibrogênese tecidual tem sido descrita em diferentes tecidos (Schanstra et al., 2002; 

Kakoki et al., 2007; Sancho-Bru et al., 2007;).  

Schanstra et al. (2002), demonstrou a participação dos receptores B2 na fibrose 

renal via aumento da cascata do ativador de plasminogênio e metaloproteinase-2. 

Recentemente, Wang et al. (2009), verificou que após a obstrução uretral unilateral em 

animais selvagens e knockout do receptor B1 de bradicinina, os animais KOB1 tiveram 

prevenção da fibrose renal com aumento na produção de moléculas anti-inflamatórias 

como IL-10 e redução de moléculas pró-inflamatórias como TGF-β, proteína 

quimiotática de monócito-1, TNF-α e interleucina-6. Estes dados demonstram a 

participação do sistema cinina bem como o balanço de moléculas pró e anti-

inflamatórias na fibrogênese renal. 

Friedmann (2008) descreve as características fenotípicas típicas da etapa de 

perpetuação da ativação das células estreladas durante a fibrogênese e estão 

apresentadas na Figura 21. Assim, quais seriam os possíveis locais de atuação do 

receptor B1 na proteção do fígado contra a fibrose induzida por CCl4 ou BDL? 
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Figura 22 

Possiveis locais de ação da ativação do receptor B1 na proteção contra fibrose.  
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Ignjatovic et al., 2004 descreveram o aumento da liberação de óxido nítrico 

(NO) em células endoteliais pulmonares bovinas (que expressam B1R 

constitutivamente) e em células endoteliais pulmonares humanas tratadas com IL-1β 

para indução de B1R. Seus dados sugerem que a ativação de B1R via agonista desArg10-

calidina ou via inibidor da ECA promove aumento da liberação de NO dependente de 

NO sintase endotelial (eNOS) nas células bovinas e de NO sintase induzida (iNOS) nas 

células humanas. Além disso, liberação de NO pela ativação de B1R por desArg10-

calidina nas células bovinas depende de Ca++, enquanto este processo é Ca++ 

independente nas células endoteliais humanas. Portanto, é possível que em nosso 

modelo os animais selvagens tenham uma maior produção de NO com conseqüente 

diminuição da contratilidade e menor efeito na perpetuação da ativação das células 

estreladas. 

Outra característica fenotípica da ativação das células estreladas é o aumento de 

TGF-β e fator de crescimento de tecido conectivo na fibrogênese. Semelhante aos 

nossos achados, Yin et al. (2008) descreveram a proteção cardíaca após isquemia e 

reperfusão via ativação de B2R pela calicreína, mediada por NO e diminuição da 

inflamação. Estes dados demonstram que a diminuição de fatores da inflamação como o 

TGF-β via ativação de receptor de cininas promove efeito protetor na função cardíaca e 

remodelamento ventricular após isquemia e reperfusão. Calixto et al (2000) e Souza et 

al (2004) demonstraram efeitos contrários com efeito deteriorante da ativação dos 

receptores de cininas na dor e inflamação e em modelo experimental de lesão por 

isquemia e reperfusao em intestino respectivamente. 

Ricupero et al. (2000) demonstraram que o agonista de B1R, desArg10-calidina, 

promove aumento de RNA mensageiro para α1(I)colágeno e de CTGF em fibroblastos 

humanos, contribuindo para o depósito de colágeno na asma e fibrose pulmonar. 

Westermann et al (2009) demonstraram menor fibrose cardíaca em modelo 

experimental de diabetes por estreptozotocina (STZ) em animais KOB1 com menor 
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produção de CTGF e colágeno tipo I. Em contraste, nossos resultados demonstraram 

maior fibrose hepática nos animais KOB1 e sugerem que ativação de B1R diminui a 

produção de colágeno. 

A diminuição de MMP-2 e 9 poderia ser outro efeito da ativação de B1R na 

proteção contra a fibrose. Westermann et al (2009) demonstraram menor produção de 

MMP 9 nos animais selvagens quando comparados com animais KOB1 em modelo 

experimental de cardiopatia diabética. De fato, em animais knockout de MMP-9 ou 

tratados com inibidor de metaloproteinases BB94 foi observado menor grau de 

letalidade m modelo experimental de hepatite (Wielockx et al., 2001), sugerindo o uso 

de inibidor de metaloproteinases no tratamento das complicações decorrentes da 

hepatite como a fibrose e/ou cirrose. Estes dados corroboram a nossa hipótese que a 

ativação de B1R levando a menor produção de MMPs poderia ser mais um fator 

responsável pelo efeito protetor do B1R na fibrose hepática nos modelos experimentais 

estudados. 

Recentemente foi descrito o papel do receptor B1 na quimiotaxia de células 

inflamatórias via CXCL5 (Duchene et al, 2009). Dixon et al (2002) demonstrou 

também a inibição da mitogênese induzida por PDGF via ativação de B1R em células 

musculares lisas arteriais.  

Em conclusão, nosso presente estudo demonstrou que no modelo soro de porco, 

a dose e duração do tratamento não foi capaz de induzir fibrose. No entanto no modelo 

CCl4, animais selvagens e KOB1 respondem da mesma forma. Sendo que o modelo de 

ligadura de ducto biliar foi o que apresentou fibrose mais intensa nos animais selvagens 

quando comparados ao KOB1. De acordo com a expressão das proteínas HSP 47 e KLF-

6 nos modelos estudados, observamos a maior expressão dos marcadores nos animais 

KOB1. Logo, concluímos que a bradicinina está envolvida no processo de fibrogênese 

no modelo BDL, mas não participa na fibrogênese induzida por CCl4. Ligantes naturais 

do B1R estão sujeitos a rápida inativação por enzimas teciduais e plasmáticas, mas já 
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foram desenvolvidos agonistas resistentes a proteases e de longa duração que podem ser 

úteis no futuro para fins terapêuticos (Côté et al, 2009). Neste sentido, o estudo da 

fibrogênese com uso de agonistas fornecidos pelo Prof Dr Gobeil Jr da Universidade de 

Sherbrooke está em desenvolvimento no momento e deve contribuir para o completo 

entendimento do papel do B1R na fibrogênese, bem como do seu possível papel 

terapêutico. 
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