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RESUMO

Campanholle G. O papel do receptor Bl da bradicinina em modelos experimentais de
lesao pulmonar aguda direta e indireta [tese (Doutorado em Imunologia)]. Sao Paulo
(Brasil): Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo; 2010.

A sindrome do desconforto respiratdrio aguda (SDRA) é caracterizada por influxo de
neutrdfilos no pulmao, aumento de mediadores pro-inflamatorios, danos epiteliais e
endoteliais. A SDRA pode ser classificada em lesdo pulmonar direta (LPD), quando um
insulto atinge diretamente o parénquima pulmonar, ou lesao pulmonar indireta (LPI)
quando o insulto resulta de uma resposta inflamatdria sistémica. A LPD pode ser
induzida por lipopolissacarideos (LPS) presentes em superficies de bactérias gram-
negativas, enquanto que a LPI pode ser induzida por mediadores inflamatdrios
liberados por drgaos distantes apos lesdao de isquemia e reperfusao (IR). A bradicinina
(BK) pode agir em dois receptores, um constitutivo (B2R) e um induzivel (B1R). O BIR é
induzido por citocinas inflamatorias e € o responsavel pela maioria dos efeitos
inflamatérios da BK. Nosso objetivo foi estudar o papel dos receptores da BK em
modelos de LPD e LPI. A LPD foi induzida por tratamento via intra-nasal de 20 ug de
LPS, e a LPI foi induzida por 45 minutos de isquemia renal. Tanto na LPD como na LPI,
24 horas ap0s o insulto, os animais apresentaram um aumento de infiltrado celular,
hiperreatividade pulmonar a metacolina, extravasamento de proteinas para o lavado
broncoalveolar (BAL) e aumento na expressao de citocinas pré-inflamatdrias no
pulmao. A expressao de BIR estava aumentada no pulmdo apods inalacao de LPS,
enquanto apds a IR renal, tanto a expressao de BIR como a de B2R estavam aumentadas
no pulmao. Bloqueamos entao o BIR com o tratamento do antagonista R954. Na LPI
induzida por IR renal, o bloqueio de BIR atenuou a lesao pulmonar, diminuindo a
hiperreatividade a metacolina e extravasamento de proteinas para o BAL. Entretanto,
nao alterou o infiltrado celular no BAL. Na LPD induzida por LPS, o bloqueio de BIR
inibiu a hiperreatividade pulmonar a metacolina, infiltrado de células no BAL, e
diminuiu a presenga de proteinas no BAL. Em ambos os tipos de lesdes, o bloqueio de
BIR diminuiu a expressao das citocinas inflamatérias IL-13, TNF-a, IL-6, e da
quimiocina KC, enquanto aumentou a expressao da citocina anti-inflamatoria IL-4.
Assim, sugerimos que o BIR tem papel fundamental na contribuicao tanto para a LPD,
induzida por LPS, quanto para a LPI, induzida por IR renal.

Palavras-chave: Isquemia e reperfusao renal. LPS. Inflamagdo pulmonar. Bradicinina.
Receptor B1. Inflamacao sistémica. Citocinas.



ABSTRACT

Campanholle G. The role of Bl bradykinin receptor in experimental models of direct
and indirect acute lung injury. [Ph.D. Thesis (Immunology)]. Sao Paulo (Brasil):
Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo; 2010.

The adult respiratory distress syndrome (ARDS) is characterized by neutrophil
infiltration in the lung, increase of inflammatory mediators and, epithelial and
endothelial damages. The ARDS can be classified in direct acute lung injury (ALI),
when the insult directly affects lung parenchyma, or indirect ALI, when the insult
results from a systemic inflammatory response. The direct ALI can be induced by
lipopolysaccharides from gram-negative bacterias, whereas indirect ALI can be induced
by systemic inflammatory mediators released by distant organs after an ischemia and
reperfusion injury (IRI). Bradykinin (BK) can acts in two different receptors, the
constitutive one (B2R), and the inducible one (B1R). BIR is induced by inflammatory
cytokines and is responsible for the most inflammatory effects of BK. We aimed to
study the role of the BK receptors in experimental models of direct and indirect ALL. We
induced direct ALI by 20 pg of LPS instillation, and indirect ALI by 45 minutes of renal
IRIL. In both injuries, 24 hours after insult, the animals presented an increase in cellular
infiltration, hyperreactivity to methacholine, protein leakage to bronchoalveolar lavage
fluid (BALF) and an up-regulation of pro-inflammatory cytokines expression in lungs.
B1R expression was up-regulated in the lung after LPS instillation, while the expression
of BIR and B2R was up-regulated in the lung after renal IRI. Therefore, we blocked the
BIR by treating the animals with the receptor antagonist (R954). In the indirect ALI
model, induced by renal IRI, the BIR blockage attenuated the lung injury, decreasing
the airway hyperreactivity to methacholine and protein leakage to BALF. However,
there was no decrease in cellular infiltration in the BALF. In the direct ALI model,
induced by LPS instillation, the BIR blockage prevented the airway hyperreactivity to
methacholine and cellular increase in BALF. In both injuries, the BIR blockage down-
regulated the inflammatory cytokines expressions, such as IL-13, TNF-a, IL-6, and the
chemokine KC, whereas up-regulated the expression of an anti-inflammatory cytokine,
IL-4. Thus, we suggest that BIR has an important role in the development of both, direct
AL induced by LPS, and indirect ALI induced by renal IRI.

Keywords: Renal ischemia and reperfusion injury. LPS. Lung inflammation. Bradykinin
B1 receptor. Systemic inflammation. Cytokines.
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Introducdo

1INTRODUCAO

1.1 LESAO PULMONAR AGUDA

A lesao pulmonar aguda (LPA), ou sua forma mais grave, a Sindrome do
Desconforto Respiratdrio Agudo (SDRA), é uma importante causa de mortalidade na
populagdo [1]. E caracterizada por intenso influxo de neutréfilos no pulmao,
aumento de mediadores pro-inflamatorios e danos epiteliais e endoteliais [2-4].

Em 1994, a “American-European Consensus Conference (AECC)” classificou a
SDRA em duas categorias, de acordo com sua fisiopatologia: a primeira corresponde
a SDRA direta (primdria ou pulmonar), quando o insulto atinge diretamente o
parénquima pulmonar, enquanto a segunda, corresponde a SDRA indireta
(secundéria ou extra-pulmonar), quando o insulto resulta de uma resposta
inflamatdria aguda sistémica [5].

A causa mais comum de lesdao pulmonar direta (LPD) é a pneumonia, seguida
de aspiracao de suco gastrico e trauma pulmonar [5]. Na lesdo pulmonar indireta
(LPI), a causa mais comum é a sepse, causada normalmente por infec¢oes de
bactérias gram-negativas [5]. A lesdao de isquemia e reperfusao (IR) em érgaos como,
intestino e rim, também podem levar a liberacdo de mediadores inflamatorios
sistémicos e causar SDRA indireta [6, 7].

Embora varios casos de SDRA resultem em uma condicdo patoldgica uniforme
nos estagios mais tardios, alguns estudos indicam que a fisiopatologia precoce pode
ser diferente de acordo com o tipo de insulto [8-10]. Apos um insulto direto, o
epitélio pulmonar é a primeira estrutura a sofrer lesao. Isso leva a uma ativagao do

macréfago alveolar, desencadeando uma inflamagao local. Além disso, causa
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acumulo de liquido nos alvéolos, diminui¢ao da producao de proteina surfactante e
fibrose [11-14].

No caso do insulto indireto, o endotélio pulmonar é o alvo principal, e esta
lesdo € causada por mediadores que estao no sangue e foram liberados de focos
extra-pulmonares (por exemplo: peritonite, pancreatite e d6rgaos isquémicos). A
ativacdo do endotélio pulmonar acarreta em um aumento da permeabilidade e
recrutamento de monocitos, neutrofilos, plaquetas, e outras células [15, 16]. Isso sera

detalhado adiante.

1.2 LESAO PULMONAR DIRETA INDUZIDA POR LPS

Um dos principais componentes de indugao da LPD é o lipopolissacarideo
(LPS) [17]. Este componente estd presente na superficie de bactérias gram-negativas,
como Escherichia coli, e é reconhecido pelas células hospedeiras através do Toll-like
receptor-4 (TLR-4), promovendo efeitos inflamatdrios e ativando o sistema imune.
Ap0s ser reconhecido e se ligar a proteina de fase aguda ligadora de LPS (LBP), este
complexo liga-se a molécula CD14, esta facilita o reconhecimento do LPS pelo TLR-4
e a glicoproteina MD-2. Esta ligacdo do LPS ao TLR-4 resulta na ativagao de uma
cascata de sinaliza¢do, que comega no recrutamento de moléculas adaptadoras, como
MyD88, TIRAP, TRIF e TRAM, ativagao de kinases, como MAPK (do inglés mitogen-
activated protein kinase), resultando na ativagao de fator de transcri¢ao nuclear (NF-
kB) responsaveis pela indugao de varios genes pro-inflamatorios [18].

O TLR-4 é essencial para o reconhecimento de LPS por diferentes tipos
celulares do hospedeiro [19, 20]. Esta via de sinalizacdo, TLR-4/CD14 e Myd88, é
fundamental para a inflamagao pulmonar resultante de inalagdo do LPS. Noulin e

colegas demonstraram que camundongos Myd88 nocautes apresentaram diminuigao
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da inflamagao aguda apos inalacao de LPS, avaliada pela infiltragao de neutrofilos,
broncoconstric¢do, extravasamento de proteina, diminui¢do na producgao das
citocinas IL-12, fator de necrose tumoral (TNF) e da quimiocina derivada de
queratinocitos (KC). Entretanto, a via de sinalizagao independente de Myd88, TRIF,
IL-1R e IL-18R sao dispensaveis para a broncoconstrigao e infiltragao de neutroéfilos
induzidas por LPS [21].

Apesar dos mecanismos de lesdo pulmonar por LPS ainda nao serem
totalmente esclarecidos, alguns estudos ja demonstraram possiveis mecanismos
envolvidos na broncoconstri¢ao e neutrofilia causado por LPS inalado. Além disso, a
LPD causada por inalacao de LPS induz aumento da permeabilidade dos capilares
alveolares, permitindo liberagao de proteina, aumento de citocinas e quimiocinas
pré-inflamatorias no lavado broncoalveolar (BAL), como o TNF-a, IL-6 e KC
(quimiocina do camundongo homologa a IL-8 humana) [17, 22].

Alguns estudos j4 demonstraram que a broncoconstricio é dependente de
TLR-4 [23], da sinalizagao via p38 MAPK e da presenga de TNF-a [24]. Isso porque,
camundongos nocautes para TLR-4 e TNF-a, ou entdo, tratados com inibidores de
p38, ndao apresentam broncoconstricdo causada por LPS. A neutrofilia no BAL e
pulmao é também dependente de TLR-4 e p38, entretanto, nao parece ser dependente
de TNF-a, uma vez que camundongos TNF-a nocaute apresentam infiltrado
neutrofilico no BAL e pulmao. Com isso, entende-se que a broncoconstri¢ao causada
pelo LPS é dependente de TNF-a e ndao depende de neutrofilia, enquanto que a
neutrofilia, independe da presenca de TNF-a [24].

Outro indicio de que a neutrofilia pode ndo estar envolvida com a
broncoconstri¢ao, é um estudo que mostra que as plaquetas teriam um papel mais
importante do que os neutroéfilos na broncoconstri¢do causada por tratamento intra-

traqueal de LPS em cobaias. Este estudo demonstra que utilizando drogas para
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depletar neutrofilos, a broncoconstricdo nao se alterava, entretanto, quando se
utilizou drogas para depletar plaquetas, a broncoconstri¢ao foi atenuada [25].

Um dos mecanismos que pode estar envolvido na migracao de neutrofilos
para o pulmao apds inalacao de LPS, é o aumento de expressdo do inibidor de
ativacdo de plasminogénio (PAI-1). O PAI-1 ¢ uma molécula com propriedades
tibrinoliticas, pois inibe a ativacdo do plasminogénio, e, conseqiientemente, a
atividade da plasmina [26]. Estudos ja descreveram seu potencial em regular a
migragao celular por trés diferentes maneiras: 1) modulando a degradacao da matriz
extracelular por regular os niveis de plasmina; 2) regulando a adesao celular; e, 3)
modificando o gradiente de quimiocinas [27]. Um estudo demonstrou que
camundongos que inalaram LPS apresentavam um aumento da expressao de PAI-1
pulmonar e que animais nocautes para PAI-1 tinham diminuicdo de migracao de

neutrofilos no pulmao e BAL apds administragao intra-traqueal de LPS [28].

1.3 LESAO PULMONAR INDIRETA INDUZIDA POR ISQUEMIA E REPERFUSAO

A LPI pode ser causada por lesao de IR de 6rgaos como rim, intestino e figado.
Estudos demonstraram que a isquemia hepatica resulta em uma ativacao pulmonar
de NF-kB, aumento de expressao de TNF-a, KC, proteina quimiotatica de mondcitos-
1 (MCP-1), proteina inflamatoria de macrofago-2 (MIP-2), infiltrado de neutrofilos e
aumento de permeabilidade pulmonar [29, 30]. Além disso, um estudo demonstrou
que o tratamento com IL-10, uma citocina anti-inflamatoria, foi capaz de atenuar essa
lesdao pulmonar [31]. A LPI apds IR intestinal é caracterizada pelo aumento de
permeabilidade microvascular, evidéncias histologicas de lesdao endotelial dos
capilares alveolares e infiltrado de neutroéfilos [32, 33]. Durante uma lesdao de IR,

muitos mediadores inflamatodrios sao liberados, incluindo o TNF-«, IL-18 e oxido
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nitrico (NO), sendo possiveis candidatos para mediar a disfun¢ao pulmonar
resultante de IR intestinal [34, 35]. Alguns estudos ja mostraram que a IL-18 e o
TNF-a, apds a IR intestinal podem causar danos pulmonares através do ducto
toracico linfatico, ja que quando este ducto € bloqueado, os niveis séricos de IL-1p
diminuem, assim como o dano pulmonar [36, 37]. Também foi demonstrado que a
adesao de neutrofilos a célula endotelial mediada pela molécula de adesao
intercelular-1 (ICAM-1) pode ser um passo limitante na patogénese da lesao
pulmonar induzida pela IR intestinal [38].

Um estudo feito por Cavriani e colaboradores demonstrou o papel do NO na
lesdo pulmonar apds IR intestinal. O estudo sugere que o NO endédgeno tem efeito
importante para conter os efeitos inflamatdrios causados pela IR, enquanto que o NO
induzivel exerce um efeito pro-inflamatdrio. Ainda mais, este papel do NO parece ter
diferentes efeitos sobre o aumento de permeabilidade vascular ou infiltracao de
neutrofilos [39]. Assim como na isquemia intestinal, outro estudo também mostrou o
aumento da expressao de Oxido nitrico-sintase induzivel (iNOS) e diminuicao da
expressao de Oxido nitrico-sintase endotelial (eNOS) no pulmao apds isquemia
hepatica [40].

A LPI também pode ser induzida apos IR renal, embora ainda nao é
totalmente esclarecido os mecanismos pelo qual isso ocorre. Um dos mecanismos
pode ser a liberagao de citoquinas pré-inflamatorias pelo rim que através do sangue
chegam ao pulmao ativando a inflamagao local. Um aumento das citocinas IL-6, IL-8
e IL-10 no plasma de pacientes com insuficiéncia renal aguda estd associada com
maior chance de mortalidade [41]. Um estudo demonstrou o papel de macréfagos na
modulagdo da lesao pulmonar apds isquemia bilateral em ratos. Neste estudo, a lesao
renal levou a um aumento de permeabilidade vascular pulmonar mediada por

macrofagos, uma vez que o tratamento com inibidor destas células foi capaz de
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atenuar essa lesao [6]. Outro estudo mostrou que o tratamento com a-MSH
(hormonio estimulador de melandcito), citocina anti-inflamatodria, foi capaz de
reduzir a lesdo pulmonar, infiltragio de leucdcitos, e diminuir a expressao de
citocinas pulmonares como TNF-a e ICAM-1. Entretanto, neste estudo a lesao renal
também foi atenuada pelo tratamento com a-MSH, ficando dificil explicar se a
diminui¢do da lesao pulmonar nao é devida a melhora na lesao primaria renal [42].
As alteragdes pulmonares sao dependentes da severidade envolvida na lesao renal.
Isquemias de 30 minutos levaram a pouquissimas alteracdes da histologia pulmonar
6 horas apds a isquemia e, apresentando-se completamente normal apos 36 horas.
Entretanto, uma isquemia de 60 minutos causou altera¢cdes pulmonares e aumento de
celularidade com 6 horas apds IR permanecendo por 36 horas [43].

A SDRA e a IR renal freqlientemente co-existem nas unidades de tratamento
intensivo e essa combinagdo € associada com uma alta mortalidade. Por isso, estudos

que visam entender melhor este mecanismo de lesdo sao necessarios.

1.4 LESAO DE ISQUEMIA E REPERFUSAO RENAL

A insuficiéncia renal aguda (IRA) afeta 5% de todos os pacientes
hospitalizados com um alto grau de mortalidade devido a auséncia de terapias
especificas, apesar dos avangos das estratégias preventivas e medidas de suporte [44,
45]. A lesao de IR renal é a principal causa da IRA intrinseca de rins nativos e esta
associada a uma mortalidade acima de 50% [44]; nos rins transplantados, a lesdo de
IR implica na diminui¢do da sobrevida tanto a curto, quanto a longo prazo do
enxerto [46, 47].

O rim é composto por milhares de unidades denominadas néfron. Os néfrons

sao divididos em diferentes segmentos: glomérulo, tabulo proximal, al¢a de henle,
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tabulo distal e ducto coletor, que juntos sao responsaveis pela filtracdo do sangue,
eliminando metabdlitos através da urina, reabsorvendo nutrientes, ajudando na
manutencao do pH e pressao arterial, entre outras fungées. O tubulo proximal é
responsavel pela reabor¢ao de importantes nutrientes, e altamente dependente de
adenosina trifosfato (ATP) para o funcionamento das bombas de sodio e potassio
[48].

Numa lesao de IR, a diminuicdo do suprimento de oxigénio e
consequentemente diminuicao de ATP, leva a alteragoes celulares principalmente das
células do tuibulo proximal. A diminuicdo de ATP causa alteragdes na expressao e
distribuicio de moléculas de adesdo nestas células, levando a perda da
permeabilidade e polaridade, fazendo com que haja uma descamacdo das células
epiteliais causando obstrucdo tubular e redugao na taxa de filtracao glomerular [49].
Quando a deplecao de ATP ¢ prolongada, isso pode levar a alteragdes bioquimicas
irreversiveis causando entao morte celular por necrose [50].

Além da morte celular causada pelo periodo da isquemia, as consequéncias
apds a reperfusao, contribuem ainda mais para o dano renal. A inflamagao ¢é
atualmente aceita como o principal componente na patogénese da lesao de IR renal
[51].

As células endoteliais iniciam a inflamagdo apds a IR renal. Um estudo
utilizando microscépio intravital, demonstrou que a lesdo de isquemia altera a
integridade e a barreira endotelial, aumentando a permeabilidade vascular e
facilitando o infiltrado neutrofilico para o parénquima renal [52]. Além disso, as
células endoteliais produzem mediadores como quimiocinas (IL-8 e MCP-1) e
moléculas de adesao (ICAM-1 e VCAM-1), contribuindo ainda mais para adesao e

influxo de leucdcitos para o tecido renal [53].
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Além da contribuicao dos leucocitos e células endoteliais para a inflamagao na
IR renal, as células tubulares epiteliais tétm uma importante participacao neste
processo. Muitos mediadores inflamatorios sao produzidos pelas células epiteliais
tubulares, aumentando ainda mais a inflamagao local. Estes mediadores incluem o
TNF-a, IL-13, IL-6, e quimiocinas, como IL-8 e MCP-1 [54-57].

Diferentes subgrupos de leucdcitos contribuem para a lesao de IR. Alguns
estudos demonstraram que o bloqueio e migracao de neutroéfilo para o rim, melhora
a lesao de IR renal [58, 59], assim como, o bloqueio de macréfagos [60, 61]. Um
estudo demonstrou que camundongos duplo nocaute CD4 e CD8 sao protegidos de
lesdao de IR renal. Em outro estudo, CD4 nocautes, mas nao CD8, foram protegidos
contra IRA, e a transferéncia adotiva destas células, reestabeleu a lesao [62, 63].
Diversos estudos, inclusive do nosso laboratorio, demonstraram que o padrdo de
células Thl (produtoras de interferon y) é deletério na IRA enquanto o padrao de
células Th2 (produtoras de IL-4) é protetor [64-66].

Em geral, muitos estudos demonstraram que diminuindo a inflamacao, seja
por diminuir infiltrado celular, diminuir producdo de mediadores pré- inflamatorios,
ou por aumentar mediadores anti-inflamatorios, a lesdo de IR renal é diminuida [67,
68]. Um dos trabalhos realizados no nosso laboratério mostrou que, inibindo o
receptor Bl de bradicinina, receptor responsavel pelos efeitos inflamatdrios deste

mediador, a lesao de isquemia foi atenuada [69].

1.5 BRADICININA

A cascata plasmatica de formacgao das cininas pode ser ativada pelas células
endoteliais apos diversos insultos, tais como lesao de IR. As cininas sao responsaveis

por varios efeitos fisioldgicos, incluindo controle da pressao sanguinea, contracao e



26
Introducdo

relaxamento da musculatura lisa, permeabilidade vascular e mecanismos de
transmissao de dor. As cininas, que tém como sua principal molécula a bradicinina,
sao formadas a partir de um precursor, o cininogénio, que sofre acdo de enzimas
plasmaticas ou teciduais, denominadas calicreina [70]. Ao agir no endotélio, a
bradicinina (BK) e seus fragmentos promovem uma série de efeitos bioldgicos, como
liberagao de NO e prostaciclina. Em situagdes inflamatdrias, alergia, ou apos
traumas, as cininas podem promover a migracao de células para os tecidos,
promover ativacdo de mastdcitos, fibroblastos, macrofagos e vdrias células do
sistema imunoldgico [71]. Suas a¢des sao mediadas pela estimulacao de dois subtipos
de receptores transmembranicos acoplados a proteina-G, denominados B1 e B2. Os
receptores B2 (B2R) se ligam preferencialmente a BK e sdao constitutivamente
expressos em diversos tecidos e considerados como os principais mediadores dos
efeitos fisiologicos da BK. Diferentemente dos B2R, os receptores B1 (B1R), se ligam
ao metabdlito da BK (des-Arg9-bradicinina) e sao normalmente ausentes nos tecidos
nado-traumatizados, sendo expressos sob condi¢des particulares, como ap0s lesdes ou
infeccoes teciduais [72-74].

Citocinas inflamatorias, como IL-13 e TNF-q, e ativacdo de componentes da
familia MAPK, estao envolvidos na regulagdao e superexpressao do gene para BIR
[75]. A regiao promotora do gene para BIR tem sitios de ligacdes para diversos
fatores de transcricao, dentre eles o NF-kB e fator de transcricao de ativacao de
proteina (AP-1) [76]. Ambos os fatores estao presentes em situagdes de inflamacao, e
podem estar relacionados com a indugao do BIR por citocinas inflamatorias,
endotoxinas (LPS) e stress [75]. A ativagao do BIR é capaz de ativar NF-kB, e
também de promover uma série de efeitos pré-inflamatorios, como migragao
leucocitaria, edema, dor, liberagao de prostaglandinas [77], citocinas (IL-1P) [78, 79],

quimiocinas e leucotrienos [80, 81].



27
Introducdo

A BK agindo nas células endoteliais esta envolvida na liberagao de NO através
da indugao das enzimas NOS. A BK ao se ligar no B2R de células endoteliais,
promove ativagao de eNOS através de fosforilagao pela Akt e elevagao de Ca*
intracelular, levando a um aumento transiente de NO. Entretanto, num ambiente
inflamatdrio, o metabolito da BK age no BIR, levando a fosforilagao e ativagao de
iNOS, através da via de sinalizagao ERK/MAPK, o que leva a um aumento
prolongado de NO [82].

O papel benéfico ou deletério destes receptores ¢ dependente do modelo de
lesdao estudado e ainda é controverso na literatura. Em alguns modelos, o bloqueio
de B2R esta envolvido numa melhora da lesao. Por exemplo, em modelo de isquemia
intestinal e transplante pulmonar canino, o bloqueio de B2R através do tratamento
com antagonista foi capaz de melhorar a lesdo tecidual [83, 84]. Este mesmo efeito de
protecao através do bloqueio de B2R também foi observado em um modelo de
isquemia cerebral em ratos [85]. Entretanto, uma grande maioria dos estudos ja
demonstrou o papel deletério de BIR em diferentes lesdes. Outros estudos utilizando
modelo de isquemia e reperfusao cerebral em ratos ou camundongos nocautes para
os receptores de bradicinina mostraram que o B1R contribui para a lesao cerebral
enquanto o B2R é benéfico [85, 86]. Este efeito deletério de BIR também foi
demonstrado em um modelo de colite e tumor cerebral [87, 88].

Em modelos de alergia pulmonar o papel de BIR e B2R também é controverso.
Enquanto alguns estudos demonstraram que o bloqueio do receptor BIR diminui a
lesao pulmonar prevenindo a secrecao de muco, hiperreatividade pulmonar e
infiltracao de eosinodfilos em modelos de asma [89, 90], outros estudos demonstraram
que a maioria dos efeitos observados na asma como broncoconstrigao, e aumento de

permeabilidade vascular parecem ser mediados através de B2R [91].
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Nosso laboratorio demonstrou anteriormente que o BIR também esta
envolvido numa pior lesao renal em modelo de isquemia e reperfusdao. Apds 24 e 48
horas de reperfusao, os animais nocautes de BIR apresentaram menores niveis de
creatinina plasmatica, e menor alteracao histologica, indicando menor dano renal
comparado com animais selvagens. Além disso, a protegdao renal dos animais
nocautes do BIR foi também associada com menor expressao de citocinas pro-
inflamatdrias e maior expressao de IL-4 e IL-10 no rim [69, 92]. Outro estudo
demonstrou que o BIR estd associado a lesao renal aguda ndo s6 em modelos
causados por IR renal. Neste estudo, os autores analisaram o perfil dos transcritos
génicos em um modelo de lesdo renal aguda induzida por LPS em animais selvagens
e nocautes de BIR e demonstraram que, genes relacionados a inflamacdo, adesao
celular e apoptose estavam aumentados nos animais selvagens, enquanto genes
relacionados a crescimento e proliferagao celular estavam diminuidos. Esta expressao
¢ invertida nos animais nocautes, que apresentam menor expressao de genes
relacionados a inflamagao e maior expressao de genes relacionados a proliferacao
celular [93].

Como o componente inflamatério é o grande responsavel pela SDRA, tanto
direta como indireta, acreditamos que a bradicinina possa ser um importante

mediador inflamatorio envolvido nesta lesao.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi estudar o papel dos receptores da bradicinina na
lesao pulmonar direta (LPD) induzida por LPS, e na lesao pulmonar indireta (LPI)

secundaria a IR renal.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Nos modelos de LPD e LPI, os objetivos especificos foram:

- Verificar a expressao dos receptores Bl e B2 no pulmao;

- Avaliar a funcdo pulmonar, através de hiperreatividade bronquica a
metacolina, do infiltrado de células e do extravasamento de proteina para o BAL; e

- Estudar a participagao do B1R nas lesdes pulmonares através da modulagao

farmacologica deste receptor.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

Os estudos foram aprovados pela Comissao de Etica em Experimentagio
Animal (CEEA) do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo
(ICB-USP) em 27.02.2007, registrado sob protocolo (009-fls 42, livro 2). Foram usados
camundongos machos C57Bl/6, com idade entre 6 e 8 semanas, pesando de 20 a 28¢g
que foram fornecidos pelo Biotério de Camundongos Isogénicos da USP. Apds os
procedimentos cirdrgicos e tratamentos, os animais foram mantidos no laboratério,
em estante ventilada, acondicionados em caixas coletivas, contendo no maximo cinco
animais por caixa, com ciclo artificial claro/escuro de 12 horas, a uma temperatura
ambiente constante de 22 °C e com suprimentos de dgua e alimento autoclavados

disponiveis todo o tempo.

3.2 MODELO DE LESAO PULMONAR INDUZIDA POR ISQUEMIA E
REPERFUSAQO RENAL

Camundongos C57Bl/6 foram submetidos a cirurgia de IR renal e a fungao
pulmonar analisada apds 6 ou 24 horas de reperfusao. Brevemente, os animais foram
anestesiados com 350 uL (via i.p.) da mistura de cloridrato de ketamina (0,5%,
Agribands, Sao Paulo, Brasil) e cloridrato de xilazina (0,3%, Agribands) em PBS. Uma
incisao mediana foi realizada e ambos os pediculos renais foram ligados de forma
reversivel. Durante o procedimento cirtrgico, os animais foram mantidos hidratados
com soro fisiolégico e a constante temperatura (~37 °C) através de aquecimento

indireto. Apods quarenta e cinco minutos de isquemia, os clampes microcirurgicos
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foram removidos. O abdomen foi fechado em duas camadas e os animais foram
acondicionados em gaiolas, aquecidos por luz indireta até a completa recuperagao da
anestesia. Os animais controles (sham) passaram por todo o procedimento cirtargico,
exceto a colocacao dos clampes.

Com 30 minutos, 6, 12, 24 e 48 horas apds a reperfusao renal os animais foram
sacrificados para coleta de sangue e avaliagao da fungao renal através da dosagem de
creatinina e uréia. Nos grupos de 6 e 24 horas de reperfusao, a fungao pulmonar foi
avaliada. Para isso, analisamos a hiperreatividade pulmonar e, no sacrificio, o BAL
foi coletado para contagem total de células, e seu sobrenadante utilizado para
dosagem de proteina total. O pulmao foi coletado para extracao de RNA mensageiro

(RNAm) e a analise de transcritos génicos foi feita através de PCR em tempo real.

3.3 MODELO DE LESAO PULMONAR INDUZIDA POR LPS

Camundongos C57Bl/6 foram anestesiados com cetamina e xilazina e tratados
com 20 pg/animal de LPS obtido de E. coli (O111:B4 Sigma-Aldrich) por via intra-
nasal diluido em salina a um volume final de 20 pl. Os animais controle receberam
apenas salina. Apos 6 ou 24 horas, a hiperreatividade pulmonar foi avaliada e, em
seguida, os animais foram sacrificados para coleta do BAL e pulmao. O BAL foi
utilizado para contagem de células totais, e seu sobrenadante para dosagem de
proteina total e quantificacdo de citocinas pela técnica de bioplex. O pulmao foi
coletado para extracdo de RNAm e quantificacdo da expressaio de DNA
complementar (cDNA) de moléculas pro e anti inflamatorias através de PCR em

tempo real.



32
Material e Métodos

3.4 TRATAMENTO COM R954

Os animais submetidos a IR renal receberam por via intra-nasal, 200ug/kg de
antagonista de BIR (R954), gentilmente doado pelo Dr. Pierre Sirois da Universidade
de Sherbrooke, Quebec, Canada, diluido em 20 pl de salina, 30 minutos apds
reperfusao, e receberam uma segunda dose 6 horas apds a reperfusao [69, 90]. Os
animais submetidos a lesdo por inalagdo de LPS receberam apenas uma dose de 200

ug/kg de R954 por via intra-nasal 30 minutos apds o tratamento com LPS.

3.5 AVALIACAO DA FUNCAO RENAL

Os niveis de creatinina e uréia sérica foram usados para avaliar a fungao renal
apos a IR renal. Nos devidos tempos de reperfusdao, amostras de sangue foram
coletadas da veia cava abdominal inferior imediatamente antes da indug¢ao de morte.
O sangue foi centrifugado 20 minutos a 1500g para obtencdao do soro. As
concentragoes de creatinina sérica foram dosadas pelo método de Jaffé modificado.
Brevemente, foi adicionado 100 pl de acido sulftrico 1,84%, 100 pl de tungstato de
sodio 10% e 200 ul de agua a 100 ul de soro. As amostras foram centrifugadas por 10
minutos a 4000g. 200 pl do sobrenadante foi transferido para uma placa de 96 pogos e
foi acrescentado 80 pl de acido picrico 2% e 20 pl de hidréxido de sédio a 10%. A
absorbancia foi lida num espectofotometro de leitor de placas (Spectra-max190-
Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) a 520nm. A concentragao foi calculada em
relacdo a curva padrao de creatinina e os resultados foram expressos em mg de
creatinina/dl. Para a dosagem da uréia, foi utilizado o kit comercial colorimétrico de

urease (Lab Test). O método foi realizado de acordo com as instruc¢des do fabricante.
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3.6 AVALIACAO DOS PARAMETROS FUNCIONAIS PULMONARES

3.6.1 Lavagem broncoalveolar

Os animais foram anestesiados com uma injecao de cetamina/xilazina. A
canula traqueal foi inserida via incisdao médio-cervical e as vias respiratdrias foram

lavadas duas vezes com 1 ml de tampao fosfato (PBS, pH 7,4 a 4 °C).

3.6.2 Contagem total e diferencial das células

O fluido do lavado broncoalveolar foi centrifugado a 170g por 10 min a 4 °C, o
sobrenadante foi removido e o botao celular ressuspendido em 0,5 ml de PBS. Um
volume de uma solugao contendo 0,5% de cristal violeta dissolvido em 30% acido
acético foi adicionado a nove volumes da suspensao celular. A contagem total das
células foi determinada por camara de Neubauer. As células foram centrifugadas em

Citocentrifuga e coradas com hematoxilina e eosina para a contagem diferencial.

3.6.3 Proteina total do lavado broncoalveolar

O sobrenadante obtido da centrifugacao do BAL foi utilizado para dosagem
de proteina total. Para a dosagem, foi utilizado o kit Dc-Protein da (Bio-Rad
Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA). Brevemente, o ensaio foi feito de acordo com
especificacdes do fabricante, a absorbancia lida em 650nm em espectrofotometro
(Spectra-max190-Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA), e a concentragao
determinada através de utilizagao de curva padrao de albumina sérica bovina (BSA).

Os resultados foram expressos em g de proteina/ml.
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3.6.4 Reatividade Pulmonar

Os animais conscientes e livres, foram colocados em camaras pletismograficas
(BUXCO Eletronics, USA) e os parametros respiratorios foram medidos por 5
minutos antes e apds nebulizacao por 2,5 minutos com doses de concentragao
crescente de metacolina (3, 6, 12 e 25 mg/ml ; Sigma, St Louis, USA) [94]. A
resisténcia respiratoria é expressa como aumento da pausa respiratoria (Penh),
calculada segundo instrugdes do fabricante como:

Penh = (Te/Tr-1) x Pef/Pif

Onde, Penh: “enhanced pause”; Te: tempo expiratorio (segundos); Tr: tempo
de relaxamento (segundos); Pef: pico de fluxo expiratério e Pif: pico de fluxo
inspiratdrio.

Os resultados foram expressos na média dos valores obtidos do penh com
diferentes concentracdes de metacolina, ou sob a forma de area sob a curva da dose

resposta com metacolina.

3.7 HISTOLOGIA

ApOs a realizacao da coleta do BAL, os pulmoes foram perfundidos com 10ml
de PBS através do ventriculo direito para remover o excesso de sangue. Os pulmoes
foram entao fixados a 10% de formalina em PBS durante a noite. Foram entao
colocados em 70% de etanol até serem embebidos em parafina. Os cortes foram
feitos com 5pum de espessura e as laminas foram coradas com hematoxilina e eosina.

As imagens foram analisadas com um aumento de 400X.
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3.8 WESTERN BLOT PARA INOS E COX-2

Para avaliagao da expressao de iNOS e COX-2 em homogenatos pulmonares, o
pulmao foi perfundido apos coleta do BAL, com PBS gelado e homogenizado em 2
ml de tampao de lise gelado (10% Nonodiet P40, 150 mM NaCl, 10 mM Tris HCI pH
7,6, 2 mM PMSF, 5 uM Leupeptin) por 5 passagens por um homogenizador
motorizado a média velocidade. Apds centrifugacdo (16.000 g, 10 min, 4°C), o
contetdo protéico de cada sobrenadante foi determinado pelo método BCA (BCA™
Protein Assay Kit, Pierce). Aliquotas contendo a mesma quantidade protéica (50ug)
foram fervidas com tampao Laemmli (100 mM DTT, 0.1% Bromofenol Blue) por 4
min e submetidas a eletroforese em um gel de poliacrilamida a 10%. As proteinas
foram eletroforeticamente transferidas para uma membrana de nitrocelulose e
bloqueadas com 5% de leite desnatado diluido em tampao Tris-HCl-Tween (TBS-T,
TrisHCl 10 mM, NaCl 150 mM, tween 20 0.1%) a temperatura ambiente por 1 hora.
Apos lavagem com TBS-T, a membrana foi incubada com o anticorpo primario
durante a noite a 4°C (anticorpo monoclonal IgG anti NOS2, COX2 ou {3-actina a
1:2000). As membranas foram lavadas com TBS-T e incubadas com anticorpo
secunddrio (anticorpo anti-camundongo IgG conjugado com peroxidase a 1:10.000)
por 1 hora a temperatura ambiente. As bandas foram visualizadas por um kit de
quimiluminescéncia seguindo as instrugdes do fabricante e expostos ao filme
fotografico (Kodak, Brazil). A analise densitométrica das bandas foi realizada por
escaneamento a laser e processado pelo programa AlphaEaseFc™. Os resultados

foram expressos em unidades arbitrarias.
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3.9 DOSAGEM DE PROSTAGLANDINA E2

As concentragdes de prostaglandina E: (PGE2) no BAL foram determinadas
usando o kit EIA (Cayman Chemical Co, MI, USA). Brevemente, dilui¢des do
sobrenadante do BAL (1:10 e 1:100) foram incubadas com o conjugado
acetilcolinesterase-PGE: e com o anticorpo de coelho anti-PGE: em placas de 96 pogos
revestidas com anticorpos anti-imunoglobulina de coelho. O método é baseado na
competicao entre a PGE: livre e a PGE2 conjugada por uma limitada concentragao de
anticorpo. Como a concentra¢ao de PGE:2 conjugada é sempre constante, a coloragao
do poco ird depender da concentragao de PGE: livre da amostra. Apos 18 horas de
incubacado a 4 °C, as placas foram lavadas e o substrato da enzima (Ellman’s Reagent)
foi adicionado por 60-120 min a 25 °C. A absorbancia foi lida em 420nm em leitor de
microplaca, e a concentracao de prostaglandina foi determinada em relacdo a curva

padrao. A coloragao é inversamente proporcional a quantidade de PGE2 na amostra.

3.10 ANALISE DOS TRANSCRITOS GENICOS

Foram analisados os transcritos génicos do rim e pulmao para diferentes
citocinas inflamatdrias, IL-1p, TNF-a, IFN-y, IL-6, citocina anti-inflamatéria, IL-4,
quimiocinas, MCP-1, KC e proteina inflamatéria de macréfago- 1a ( MIP-1a/CCL3),
molécula de adesao, ICAM-1, e dos receptores Bl e B2. Os tecidos (pulmao e rim)
foram rapidamente congelados em nitrogénio liquido. O RNA total foi isolado dos
tecidos renais e pulmonares usando o método de TRIzol (Invitrogen, EUA) e a
concentracao do RNA foi determinada pela leitura da absorbancia em 260 nm pelo
nanodrop (ND1000 Thermo Scientific, Delaware USA). O ¢cDNA foi sintetizado pela

transcriptase reversa MML-V (Promega, EUA). O PCR em tempo real foi realizado
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usando o ensaio do PCR quantitativo SYBR Green ou Tagman (Applied Biosystem,
EUA). A seqiiéncia dos primers foi desenhada de acordo com a seqiiéncia do RNA
publicada no genebank. As condigdes de termociclamento foram determinadas para
cada primer. A analise dos resultados foi feita pelo programa Sequence Detection
Software 1.9 (SDS), utilizando o método para célculo de 24, A expressao do RNAm
foi normalizada pela abundancia do gene endodgeno hipoxantina fosforibosil
transferase (HPRT). E em seguida normalizados em relagdo ao grupo controle.
Subseqiientemente, todos os resultados foram expressos em unidades arbitrarias em

numero de vezes em relacao ao respectivo grupo controle.

3.11 BIOPLEX

O sobrenadante do BAL foi armazenado em -80 °C até o momento do uso. O
painel utilizado foi o LINCOplex (Millipore -Billerica, MA, USA). O ensaio foi
desenvolvido de acordo com o protocolo do fabricante. Brevemente, o filtro da placa
de 96 pogos foi lavado com Bioplex Assay Buffer (Bio Rad, Hercules, CA). Em seguida,
foram adicionados as beads conjugadas com anticorpos anti-citocinas, lavados com
Bioplex Wash Buffer, sendo posteriormente adicionadas as amostras do BAL ou do
soro. Seguido de uma incubacao de 2h, a placa foi novamente lavada com o Bioplex
Wash Buffer, sendo entao adicionado a cada pogo o anticorpo de detecgao biotinilado
para um epitopo diferente da citocina, formando entdo um sanduiche de anticorpos,
incubado por 1h. Apds esse periodo, novas lavagens com o Bioplex Wash Buffer foram
realizadas, sendo entao adicionada estreptavidina conjugada com PE, que se liga ao
anticorpo biotinilado, por 30 minutos. Novas lavagens foram realizadas e as beads
foram ressuspensas com Bioplex Assay Buffer e analisadas no Bioplex 200 Suspension

Array System/ Luminex (Bio Rad, Hercules, CA) através do Software Bio-Plex
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Manager, versao 4.1 (Bio Rad, Hercules, CA). Os dados apresentados sdo referentes a
no minimo 100 beads por citocina. Os limites de deteccao para as seguintes citocinas

analisadas foram: TNF-a 3,36; IFN-y 5,53; IL-1f3 5,56 e MCP-1 20,6 pg/ml.

3.12 ANALISES ESTATISTICAS

Todos os dados foram apresentados através da média + erro padrao da média
(EPM). Para a andlise estatistica foi utilizado o teste ndo paramétrico Mann-Whitney
quando dois grupos foram comparados, e o teste de andlise de variancia (ANOVA)
seguido pelo teste de Tukey quando mais de dois grupos foram comparados. A
diferenca foi considerada significante quando p < 0,05. Toda a andlise estatistica foi

realizada pelo programa estatistico GraphPad Prism 4.0.
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4 RESULTADOS

4.1 LESAO PULMONAR INDIRETA INDUZIDA POR IR RENAL

4.1.1 Estabelecimento do modelo de lesao renal por isquemia e reperfusao

Antes de avaliarmos a LPI propriamente dita, estabelecemos o modelo de
lesdo renal apds a cirurgia de isquemia e reperfusado. Para isso, realizamos cirurgias
de isquemia em animais C57Bl/6 por 45 minutos, seguida de reperfusao de diferentes
tempos: 6, 12, 24 e 48 horas. Os animais controle (sham) passaram por todo o
processo cirurgico, exceto pelo clampeamento do pediculo renal.

A disfungao renal apds a lesao por IR foi avaliada pelas dosagens de creatinina
e uréia séricas e pode ser observada na figura 1. A uréia estava aumentada nos
animais isquemiados em comparacao ao controle (sham) em todos os tempos de
reperfusao, 6h (120+11 vs 5241 mg/dl), 12h (166+8 vs 41+7 mg/dl; p < 0,05), 24h
(21534 vs 48+5,5 mg/dl; p < 0,05) e 48h (164+28 vs 58+8 mg/dl). O mesmo aconteceu
com a creatinina em 6h (1,2+0,2 vs 0,6+0,1 mg/dl; p < 0,05), 12h (1,7+0,2 vs 0,5+0,2
mg/dl; p < 0,05), 24h (2.6+0,1 vs 0,5+0,2 mg/dl; p < 0,05) e 48h (1,4+0,5 vs 0,6+0,1
mg/dl), mostrando a eficiéncia do modelo com relagao a inducdo de dano renal apods

aIR.
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Figura 1.

Fungao Renal apos 24 horas da cirurgia de isquemia e reperfusao (IR) renal. As
amostras de sangue foram coletadas 6, 12, 24 e 48 horas apds a cirurgia de
isquemia. (A) Concentragdo sérica de uréia quantificada pelo kit de dosagem de
uréia da Lab Test. (B) Concentragado sérica de creatinina quantificada pelo método
de Jaffé modificado; Os animais isquemiados apresentaram aumento nos niveis
séricos de uréia e creatinina em relagao ao controle. Os valores foram expressos
em média + EPM. *p < 0,05, n=5.
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4.1.2 Avaliacao da Fun¢ao Pulmonar apds lesdao induzida por IR renal

Apos estabelecermos o modelo de lesao de IR, escolhemos um tempo precoce,
mas que ja demonstrava presenca de lesdao renal pelo aumento de uréia e creatinina
(6 horas), e o tempo do pico da lesdao renal (24 horas) para analisarmos a fungao
pulmonar. Para isso, realizamos cirurgia de 45 minutos de isquemia em
camundongos C57Bl/6, seguida de 6 ou 24 horas de reperfusao, e analisamos a

funcao pulmonar.

4.1.2.1 Hiperreatividade pulmonar

Antes do sacrificio dos animais, os mesmos foram colocados em camara
pletismografica onde receberam doses de concentragao crescente de metacolina (3, 6,
12 e 25 mg/ml), e o aumento da pausa respiratdria (penh) foi obtido para andlise de
hiperreatividade pulmonar. Os resultados foram expressos em duas maneiras: um
grafico com a média dos valores do penh para cada dose de metacolina, e outro
grafico com a drea sob a curva dos valores obtidos do penh. Conforme podemos
observar na figura 2, com 6 horas apo6s isquemia, nao houve diferenca significativa
entre o grupo isquemiado e o grupo controle. Entretanto, a figura 2C mostra que,
com 24 horas, esta diferenca é significante entre o grupo isquemiado e o controle

(116x8 vs 33+0,2, p <0,05), respectivamente.
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Figura 2. Hiperreatividade pulmonar 6 e 24 horas apos IR renal. Animais controle e
isquemiados, (A) 6 e (B) 24 horas apos cirurgia, foram colocados em camara
pletismografica (BUXCO) e apos nebulizacao com doses crescentes de metacolina
(3, 6, 12 e 25 mg/ml) foi medido por 5 minutos o aumento da pausa respiratoria
(Penh) e feito uma média. (A) e (B) média dos valores de penh obtidos em
diferentes concentra¢des de metacolina. (C) Os valores do penh foram expressos
na forma de d4rea sob a curva da dose resposta com metacolina. Animais
isquemiados apresentaram uma maior reatividade bronquica a metacolina em
relagao ao sham. * p < 0,05, n=10.
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4.1.2.2 Células totais no BAL

O BAL foi coletado no sacrificio dos animais, com 6 ou 24 horas apds cirurgia
de isquemia, para a contagem de células totais. Com 6 horas de reperfusao, nao foi
observada diferenga entre o nimero de células no BAL do grupo isquemiado e sham,
conforme ilustra a figura 3. J4 com 24 horas, foi observado um aumento no ntiimero
de células totais dos animais isquemiados em relagdo ao sham (8x10‘+0,5 vs

2x10%+0,2, p<0,05).
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Figura 3. Numero total de células no BAL 6 e 24 horas ap0s IR renal. O BAL foi coletado apos
sacrificio dos animais submetidos a 6 ou 24 horas de reperfusao. As células totais
foram coradas com cristal violeta e 4cido acétido e contadas em camara de
neubauer. Os animais isquemiados apresentaram um aumento significativo no
numero de células totais em relagao ao controle com 24h de reperfusdo. Os valores
foram expressos em média + EPM. *p < 0,05, n=10.
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4.1.2.3 Proteina total no BAL

O BAL coletado apds sacrificio dos animais foi centrifugado e o sobrenadante
foi utilizado para dosagem de proteina total. Assim como o nimero de células, a
proteina total também nao foi diferente entre os animais isquemiados e os controles
com 6 horas de reperfusdao. Entretanto, com 24 horas, os animais isquemiados
apresentaram maior quantidade de proteina total no BAL em relagao aos controles

(319+70 vs 88+12 ug/ml, p < 0,05), como podemos observar na figura 4.
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Figura 4. Proteina total no BAL 6 e 24 horas ap0s IR renal. No sacrificio dos animais, o BAL
foi coletado, centrifugado, e o sobrenadante foi utilizado para dosagem de
proteina total pelo kit dc-protein da BioRad. O grupo isquemiado apresentou um
aumento significativo na proteina total em relagdo ao grupo controle com 24h de
reperfusao. Os valores foram expressos em média + EPM. *p < 0,05, n=10.
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4.1.3 Expressao de iNOS e COX-2 no pulmaio e prostaglandina no BAL

Escolhemos o tempo onde a lesdao no pulmao foi maior, 24 horas apds a
cirurgia de isquemia renal, e analisamos através de western blot a expressao de iNOS
e COX-2 do pulmao coletado dos animais isquemiados e controle. Além disso,
dosamos no BAL, um dos produtos da COX-2, a prostaglandina Ez (PGEz).

A iNOS é uma enzima que produz 6xido nitrico, aumentando a inflamacao. A
COX-2 é uma enzima que age sobre o acido araquidoénico, liberando mediadores
inflamatorios como prostaglandina. Ambas as enzimas sao induzidas em processos
inflamatorios e podem estar envolvidas com disfun¢ao endotelial.

A densidade das bandas do western blot de iNOS e COX-2 do tecido
pulmonar pode ser observada na figura 5. Com 24 horas de reperfusao, tanto a iNOS
quanto a COX-2 estavam aumentadas no pulmao dos animais isquemiados em
comparagao ao controle (iNOS 1172+126,2 vs 529+59 UA ; COX-2 1084+97,09 vs
129+10 UA; p < 0,05).
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Figura 5. Expressao de iNOS e COX-2 no pulmao 24 horas apods IR renal. O tecido pulmonar
foi coletado 24 horas apds cirurgia de IR renal para quantificagdo das proteinas
através de western blot. Os graficos representam a média da densidade das bandas

de iNOS e COX-2 normalizadas por B-actina. Os valores foram expressos em média
+ EPM. *p < 0,05, n=8.
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Além disso, como podemos observar na figura 6, dosamos a PGE2 no BAL 24
horas apds IR renal. Os animais isquemiados apresentaram um aumento nos niveis

de PGE: quando comparados aos animais controles (320+21 vs 18+2; p < 0,05).
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Figura 6. Dosagem de prostaglandina E:2 (PGE:z) no BAL 24 horas apds IR renal. No sacrificio
dos animais, o BAL foi coletado, centrifugado, e o sobrenadante foi utilizado para
dosagem de PGE:. O grupo isquemiado (IR) apresentou um aumento nos niveis de

PGE: em relagdo ao grupo controle (sham). Os valores foram expressos em média +
EPM. * p < 0,05, n=5.
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4.1.4 Expressao de transcritos génicos de citocinas, quimiocinas e molécula de

adesdo no rim e pulmao

Avaliamos diferentes transcritos génicos de citocinas pro-inflamatorias,
quimiocina, molécula de adesao e citocina anti-inflamatdria no rim (figura 7A) e
pulmao (figura 7B) 24 horas ap0s IR renal. O rim e pulmao foi coletado com 24 horas
de reperfusao e o RNA total foi extraido. Foi sintetizado o cDNA e realizado o PCR
em tempo real para quantificagdo relativa dos transcritos génicos. As amostras foram
normalizadas pelo controle endégeno HPRT e em seguida pelo grupo controle,
utilizando o método 2-22<t | conforme descrito no material e métodos.

Com 24 horas de reperfusao, os animais isquemiados apresentaram um
aumento na expressao das citocinas pro-inflamatdrias (IL-1B, TNF-a, IL-6) e
quimiocinas (MCP-1 e KC) em relacdo aos controles. Este aumento foi observado
tanto no rim quanto no pulmdo. Nao houve nenhuma diferenca significativa apds IR
renal na expressao da quimiocina CCL3 no rim e pulmao.

A expressao da citocina anti-inflamatoria IL-4, estava diminuida no rim e
pulmao nos animais isquemiados em relac¢ao ao controle.

A expressao de ICAM-1, uma molécula de adesao que é expressa no endotélio
e facilita a infiltracao de leucdcitos, estava aumentada no pulmao dos animais
isquemiados em comparacao ao controle. Entretanto, no rim, a expressao de ICAM-1

estava diminuida.
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Figura 7. Expressao dos transcritos génicos de citocinas, quimiocinas e molécula de adesao
no Rim (A) e Pulmao (B) 24 horas apds IR renal. O pulmao foi coletado 24 horas
apos a lesao de IR renal. A quantificagdo do RNAm foi realizada por PCR em tempo
real e normalizada por HPRT. Método utilizado para calculo 2-AAct. Os valores
estao expressos em unidades arbitrdrias em nimero de vezes em relagao ao sham.
Os valores foram expressos em média + EPM. * p < 0,05, n=8. A linha corresponde
ao valor do grupo controle.
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4.1.5 Dosagem de citocinas e quimiocina no soro apds IR renal

Quantificamos algumas citocinas pro-inflamatorias e uma quimiocina no soro
para avaliarmos se estes mediadores poderiam estar sendo liberados pelo rim e,
sistemicamente, ativando a resposta inflamatoria no pulmao. Como ilustra a figura 8,
as citocinas estavam significantemente aumentadas no soro de animais isquemiados
em relacdo aos controles 24 horas ap0s a cirurgia (IL-1p 234+10 vs 34+3; TNF-a 91+10
vs 19+1,4, p < 0,05). A quimiocina MCP-1 também estava aumentada no grupo
isquemiado (MCP-1 178+26 vs 35+3.7 pg/ml, p < 0,05). A IL-6 parece estar

aumentada, mas essa diferenca nao foi significante (240+95 vs 78.5+8 pg/ml).
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Figura 8. Quantificacdo de citocinas e quimiocina no soro 24 horas apds IR renal. O sangue
foi coletado apds o sacrificio dos animais, centrifugado, e o soro foi utilizado para
dosagem de citocinas e quimiocina através da técnica de Bioplex. Animais
isquemiados apresentaram aumento das citocinas e quimiocina no soro 24 horas
apos cirurgia. Os valores foram expressos em média + EPM. * p <0,05, n=5.
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4.1.6 Expressao dos receptores Bl e B2 no rim e pulmao apds lesao de IR renal

Apods verificarmos que mediadores inflamatorios estavam sendo liberados
pelo rim no sangue, e possivelmente ativando a inflamagdo no pulmao, contribuindo
para uma lesdo pulmonar secundaria a lesao de IR renal, resolvemos estudar se os
receptores de bradicinina Bl e B2 poderiam estar envolvidos nesta lesdao. Sendo
assim, verificamos suas expressoes no rim e pulmao ap0s cirurgia de IR renal.

Apods as cirurgias de isquemia renal, o rim e o pulmao dos camundongos
foram coletados em diferentes tempos de reperfusao (30 minutos, 6, 12, 24 e 48 horas)
para extracao de RNA total, sintese do cDNA e realizagao de PCR em tempo real
para andlise dos transcritos génicos dos receptores Bl e B2.

No rim, a expressao do receptor B2 estava bem aumentada nos animais
isquemiados em relagao ao sham com 12h (4,72+0,80 vs 1,0 UA; p < 0,05) e 24 horas
(5,3841,87 vs 1,0 UA; p <0,05) de reperfusao (figura 9A).

No pulmao, tanto a expressao de Bl quanto B2 estavam aumentadas com 24
horas de reperfusao comparada ao controle (B1 2,68+0,58 vs 1,0 UA, # p < 0,05; B2
2,77+0,63 vs 1,0 UA, * p < 0,05) (figura 9B).
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Figura 9. Cinética da expressao dos transcritos génicos dos receptores Bl e B2 no rim (A) e
pulmdo (B) apds IR renal. A quantificagdo do RNAm foi realizada por PCR em
tempo real dos rins e pulmdes coletados com 30 min, 6, 12, 24 e 48h de reperfusao.
Meétodo utilizado para cdlculo 222, A expressao de B2R estava aumentada nos
animais isquemiados 24 horas apos cirurgia. No pulmao, tanto o BIR quanto o
B2R estavam aumentados nos animais isquemiados. Os valores estao expressos em
unidades arbitrarias em n-vezes diferente em relacao ao sham. Os valores foram
expressos em média + EPM. * B2R em relagao ao sham, # B2R em rela¢do ao BIR, A
B1R em relagao ao sham, *#A p < 0,05, n=5.
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4.1.7 Avaliacao pulmonar ap6s tratamento com antagonista de BIR (R954) na lesao

induzida por IR renal

Apods verificarmos que a lesao de IR foi capaz de modular a expressao dos
receptores da bradicinina no pulmao, decidimos usar o antagonista do BIR para
verificar se 0 mesmo poderia estar envolvido na lesao pulmonar apds IR renal. Como
os dois receptores estavam aumentados no pulmao com 24 horas apds IR renal,
escolhemos bloquear o receptor induzivel (B1R), uma vez que nosso laboratério ja
havia verificado seu papel deletério na lesao de IR renal [92].

Para isso, camundongos C57Bl/6 passaram por 45 minutos de isquemia renal,
e com 30 minutos e 6 horas de reperfusao foram tratados com 200 ug/kg de
antagonista de BIR (R954) em 20 pl de salina por via intra-nasal. Animais controle
receberam somente salina.

Antes de avaliarmos a fungao pulmonar, verificamos se o inibidor de BIR
administrado por via nasal, estava promovendo algum efeito sistémico influenciando
na lesao renal. Como podemos observar na figura 10, o tratamento com R954 nao
teve nenhum efeito na lesao renal. Ambos os grupos de animais isquemiados, tratado
e nao tratado, tiveram o mesmo nivel de uréia sérica (17714 vs 186+1 mg/dl),

respectivamente.
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Figura 10. Fung¢ao Renal 24 horas ap6s IR renal e tratamento intra-nasal com inibidor de B1R
(R954). Animais C57Bl/6 passaram por 45 minutos de cirurgia de IR e, com 30min
e 6 horas de reperfusao receberam 200 ug/kg de inibidor de BIR (R954) por via
intra-nasal. Com 24 horas os animais foram sacrificados, o sangue coletado, e a
uréia dosada. Os valores foram expressos em média + EPM. *# p < 0,05, n=10.

4.1.7.1 Hiperreatividade pulmonar

Ao avaliarmos a hiperreatividade pulmonar, percebemos que os animais
isquemiados que receberam tratamento com R954 intra-nasal, apresentaram uma
melhora significativa dos valores do penh comparado ao grupo isquemiado que

recebeu apenas salina (87+28 vs 185+30 UA, p <0,05) respectivamente (Figura 11).
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Figura 11. Hiperreatividade pulmonar apos tratamento com inibidor de BIR (R954) em lesao
induzida por IR renal. Animais receberam 200 ug/kg de R954 por via intra-nasal
30min e 6h apds IR renal. Apds 24h de reperfusdo, foram colocados em camara
pletismografica (BUXCO) e apds nebulizacao com doses crescentes de metacolina
(3, 6, 12 e 25 mg/ml) foi medido por 5 minutos o aumento da pausa respiratdria
(Penh) e feito uma média. (A) Média dos valores de penh obtidos em diferentes
concentragoes de metacolina. (B) Os valores do penh foram expressos na forma de
area sob a curva da dose resposta com metacolina. Animais isquemiados que
receberam tratamento apresentaram menor hiperreatividade pulmonar a
metacolina em relagdo aos isquemiados sem tratamento. Os valores foram
expressos em média + EPM. #* p < 0,05, n=10.
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4.1.7.2 Células totais no BAL

Apesar da melhora na hiperreatividade, podemos verificar na figura 12, que o

tratamento com R954 nao foi capaz de reduzir o nimero de células no BAL.

Total de células x 10 *
no BAL

Figura 12. Numero total de células no BAL apods tratamento com inibidor de BIR (R954) em
lesdo induzida por IR renal. Animais receberam 200 pg/kg de R954 por via intra-
nasal 30 min e 6h apds IR renal. Apds 24h de reperfusao, os animais foram
sacrificados e o BAL foi coletado para contagem de células totais. Os valores
foram expressos em média + EPM, n=10.
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4.1.7.3 Proteina Total no BAL

Podemos verificar na figura 13, que o tratamento com inibidor de BIR (R954)
foi capaz de inibir o aumento nos niveis de proteina total no sobrenadante do BAL de

animais isquemiados de 1011+31 ug/ml para 220+10 pg/ml.
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Figura 13. Proteina total no BAL ap0s tratamento com inibidor de BIR (R954) em lesao
induzida por IR renal. Animais receberam 200 ug/kg de R954 por via intra-nasal
30min e 6h apds IR renal. Apos 24h de reperfusao, os animais foram sacrificados,
e o sobrenadante do BAL coletado foi utilizado para dosagem de proteina total .
O aumento de proteina no BAL observado nos animais isquemiados foi inibido
quando os animais foram tratados com antagonista de BIR. Os valores foram
expressos em média + EPM. *# p < 0,05, n=10.
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4.1.8 Expressao génica de citocinas e quimiocina ap6s tratamento com antagonista

de B1R na lesao induzida por IR renal

Analisamos alguns transcritos para as citocinas pro-inflamatorias que vimos
anteriormente que estavam aumentadas no pulmao apods IR renal, apds tratamento
com inibidor de B1R (R954). Como podemos observar na figura 14, o tratamento com
o inibidor R954 diminui a expressao destas citocinas no pulmao (TNF-a 3,8+0,8 para
2+0,2; IL-6 43,9+12 para 3,3+1,5 e IL-1B 3,7+1.1 para 1.1+0,3, respectivamente, p <
0,05). O mesmo acontece com a quimiocina KC (1,3+0,3 para 0,6+0,2, p <0,05). A
expressao da citocina anti-inflamatdria IL-4 que estava diminuida no pulmao apds IR
renal em relacao ao controle (0.2+0,1 vs 1 UA, respectivamente, p < 0,05) teve sua
expressao aumentada com o tratamento de inibidor de BIR (0.2+0,1 para 0.9+0,1, p <
0,05). Por outro lado, a expressdo da citocina anti-inflamatdria IL-10 estava
aumentada no pulmao apos IR renal e teve sua expressao diminuida apds tratamento

com a droga (IL-10 29,9+5,2 para 1,8+0,8 UA, p <0,05).
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Figura 14. Expressao dos transcritos génicos de citocinas e quimiocina no pulmao apds
tratamento com inibidor de BIR (R954) em lesao induzida por IR renal. O
pulmao dos animais foi coletado 24 horas apds cirurgia de IR renal e tratamento
com inibidor de B1R (R954). A quantificagdo do RNAm foi realizada por PCR em
tempo real e normalizada por HPRT. Método utilizado para calculo 2-AAct. A
expressao de mediadores pro-inflamatoérios € significativamente reduzida no
pulmao dos animais tratados com inibidor de BIR em relagdo aos nao tratados.
Os valores estdo expressos em unidades arbitrdrias em numero de vezes em
relacdo ao grupo controle. Os valores foram expressos em média + EPM. * p <
0,05, n=8. A linha sdlida representa a expressao do grupo controle.
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4.2 LESAO PULMONAR DIRETA INDUZIDA POR INALACAO DE LPS

4.2.1 Estabelecimento do modelo de lesao induzida por LPS

Para estabelecermos o modelo de lesao por LPS, camundongos C57BI/6 foram
anestesiados com cetamina e xilazina e tratados com 20 pg/animal de LPS de E. Coli
em 20 pl de salina por via intra-nasal. Os animais controles receberam o mesmo
volume de salina. Apos 6 e 24 horas do tratamento com LPS, a fun¢do pulmonar foi

avaliada.

4.2.1.1 Hiperreatividade Pulmonar

Apds tratamento com LPS, os animais apresentaram um aumento significativo
na reatividade pulmonar a metacolina em relagao ao grupo controle. As figuras 15A
e 15B mostram os valores do penh obtidos com diferentes concentragoes de
metacolina, 6 horas (A) e 24 horas (B) apods inalacao de LPS. Os valores obtidos do
penh foram expressos na forma de area sob a curva da dose-resposta com metacolina
(15C). Tanto com 6 horas (234+5 vs 79+27 UA, p < 0,05) como 24 horas (136+16 vs
43+11 UA, p < 0,05) os animais tratados com LPS apresentaram um aumento
significativo na reatividade pulmonar a metacolina em relacdo ao grupo controle,

respectivamente.
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Figura 15. Hiperreatividade pulmonar 6 e 24 horas apds inalagao de LPS. Animais C57Bl/6
receberam 20 pg de LPS ou salina. Apos 6 e 24 horas, os animais foram colocados
em camara pletismografica (BUXCO) e apds nebulizagao com doses crescentes de
metacolina (3, 6, 12 e 25 mg/ml) foi medido por 5 minutos o aumento da pausa
respiratdria (Penh) e feito uma média dos valores observados. Média dos valores
de penh obtidos em diferentes concentragdoes de metacolina 6 horas (A) ou 24
horas (B) apds inalagao de LPS. (C) Os valores do penh foram expressos na forma
de area sob a curva da dose resposta com metacolina. Animais tratados com LPS
apresentaram uma maior reatividade bronquica a metacolina em relagao ao
grupo controle, tanto 6 como 24 horas ap6s inalacao. Os valores foram expressos
em média + EPM. *# p <0,05, n=5.
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4.2.1.2 Células totais no BAL

Assim como a hiperreatividade, o LPS também foi capaz de aumentar
consideravelmente o numero de células totais no BAL apds 6 horas (2x10%+1 vs
123x10%£39, p<0.05) e 24 horas (5x10*1 vs 60x10%*+3, p < 0,05) de tratamento, como
podemos observar na figura 16A. Os neutrdfilos foram as células que mais
contribuiram para o aumento do infiltrado celular tanto 6 horas (1x10‘+0.8 vs
82x10%+29, p < 0,05) como 24h (0.8x10%+0.8 vs 33x10*+29, p < 0,050), como mostra
figura 16B. As células mononucleares também estavam aumentadas em relacao ao
controle (figura 16C), mas em menor quantidade quando comparadas ao aumento de

neutroéfilos.
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Figura 16. Numero total e diferencial de células no BAL 6 e 24 horas apds inala¢ao de LPS. O
BAL foi coletado no sacrificio dos animais apos 6 ou 24 horas de tratamento com
LPS. (A) O ntimero de células totais do BAL foi determinado por contagem em
camara de neubauer. As células foram centrifugadas em citocentrifuga e coradas
com hematoxilina-eosina para contagem diferencial. (B) Neutroéfilos e (C) células
mononucleares no BAL. Os animais que receberam LPS apresentaram um
aumento significativo no nimero total de células em relagao ao controle com 24h
apos inalacao. Isso se deu principalmente pelo aumento no ndmero de
neutroéfilos. Os valores foram expressos em média + EPM. #* p < 0,05, n=5.
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4.2.1.3 Proteina total no BAL

Com 6 horas apos o tratamento, hd uma tendéncia no grupo tratado com LPS
em apresentar um aumento da proteina total do sobrenadante do BAL em relagao ao
controle, mas esta diferenca nao foi significante estatisticamente (292+22 vs 183451
ug/ml, respectivamente). Entretanto, com 24 horas apos tratamento com LPS, houve
uma diferenga significativa no aumento de proteina total no BAL em relacdo ao

controle (456+28 vs 206+61 pug/ml, p < 0,05, respectivamente), conforme apresentado

na figura 17.
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Figura 17. Proteina total no BAL 6 e 24 horas apds inalagao de LPS. O BAL foi coletado no
sacrificio dos animais apds 6 ou 24 horas de tratamento com LPS. O
sobrenadante foi utilizado para dosagem de proteinas totais. Os animais que
receberam LPS apresentaram um aumento significativo nos niveis de proteina
total em relagao aos controles no grupo de 24h. Os valores foram expressos em
média + EPM. * p < 0,05, n=5.
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4.2.2 Expressao dos receptores B1 e B2 no pulmao ap6s lesao direta induzida por

LPS

Como verificamos anteriormente que os receptores da bradicinina sao
modulados e podem estar envolvidos numa lesdo pulmonar indireta por IR renal,
decidimos analisar a expressao destes receptores no pulmao apos lesao direta por
LPS.

Observamos que 6 horas apds o tratamento com LPS, nenhum dos receptores
(BIR e B2R) estavam alterados em relagao ao grupo controle (figura 18A). Entretanto,
vimos que 24 horas apds o tratamento com LPS, os camundongos aumentaram
significantemente a expressao de BIR em relagao ao controle (14,8+4,4 vs 1,0 UA, p <
0,05, respectivamente), como ilustra a figura 18B. Nenhuma significancia foi

observada nos niveis de B2R em rela¢ao ao controle com 24 horas apds LPS.



66
Resultados

>

N
(6]
]

B1R
v B2R

= = N
o ol o
1 1 1

Expressdo de RNAm
o
g

normalizada por HPRT (UA)

©
o
I

Salina LPS

N
o
J

mmmm B2 R

Expressdo de RNAm
normalizada por HPRT (UA)

Figura 18. Expressao dos transcritos génicos dos receptores Bl e B2 no pulmao 6 e 24 horas
apos inalacdo de LPS. O pulmao foi coletado 6 horas (A) ou 24 horas (B) apos
inalagao de LPS. A quantificagdo do RNAm foi realizada por PCR em tempo real e
normalizada por HPRT. O método 224 foi utilizado para célculo. A expressao de
BIR estava aumentada 24 horas apos tratamento com LPS. Os valores estdo
expressos em unidades arbitrdrias em N-vezes diferente em relagdo ao grupo
controle. Os valores foram expressos em média + EPM. * p <0,05, n=5.
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4.2.3 Avaliacao da funcao pulmonar ap6s tratamento com antagonista de BIR na

lesao induzida por LPS

Como observamos anteriormente a diminui¢ao da lesao pulmonar secundaria
a lesao de IR renal com o tratamento pelo antagonista de BIR, e também verificamos
que na lesdo direta por LPS a expressao dos receptores era modulada, decidimos
bloquear o BIR apo0s lesao direta por LPS.

Os camundongos C57Bl/6 receberam 200 pg/kg de antagonista de B1R (R954)
em 20 ul de salina por via intra-nasal, 30 minutos apo6s o tratamento com LPS. A

fun¢ao pulmonar foi avaliada 24 horas apos inalagao do LPS.

4.2.3.1 Hiperreatividade pulmonar

O tratamento com inibidor de BIR foi capaz de reduzir significantemente a
hiperreatividade pulmonar a metacolina expressa em drea sob a curva, de 103+38
para 9+3 UA ( p < 0,05), 24 horas apds tratamento com LPS, conforme podemos

verificar na figura 19.
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Hiperreatividade pulmonar apds tratamento com inibidor de BIR (R954) em lesao
por inalacdo de LPS. Animais C57Bl/6 receberam 20 ug de LPS ou salina e 30min
depois 200 pg/kg de R954. Apos 24 horas, os animais foram colocados em camara
pletismografica (BUXCO) e apos nebulizagao com doses crescentes de metacolina
(3, 6, 12 e 25 mg/ml) foi medido por 5 minutos 0 aumento da pausa respiratdria
(Penh) e feito uma média dos valores observados. (A) Média dos valores de penh
obtidos em diferentes concentracdes de metacolina 24 horas apds inalagao de LPS.
(B) Os valores do penh foram expressos na forma de area sob a curva da dose
resposta com metacolina. Animais tratados com R954 apresentaram uma queda na
reatividade bronquica a metacolina em relagdo ao grupo sem tratamento. Os
valores foram expressos em média + EPM.. *LPS versus salina, # LPS tratado com
R954 versus LPS nao tratado. *# p <0,05, n=5.
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4.2.3.2 Infiltrado celular no BAL e pulmdo

O tratamento com inibidor de BIR, R954, reduziu significantemente o nimero
de células no BAL em relagao ao grupo que recebeu apenas LPS (40x104+4.6 para
5x104+0,2 p < 0,05, respectivamente). Estes resultados podem ser observados na
figura 20. Além disso, o tratamento com inibidor de BIR foi capaz de reduzir o
infiltrado neutrofilico no parénquima pulmonar na regiao peribronquiolar, como

ilustra a figura 21.
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Figura 20. Numero total de células no BAL apds tratamento com inibidor de BIR em lesao
por inalacao de LPS. Animais C57BIl/6 receberam por via intra-nasal 20 ug de LPS
ou salina e 30min depois, foram tratados com 200 pg/kg de R954 ou salina. O BAL
foi coletado 24 apds o tratamento para contagem do numero total de células.
Animais tratados com inibidor de B1R nao apresentaram aumento de células no
BAL quando comparados aos animais ndo tratados. Os valores foram expressos
em média + EPM. #* p < 0,05, n=5.
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RS

Figura 21. Secgao representativa do pulmao de animais tratados com inibidor de B1R (R954)
e LPS. Os tecidos foram coletados 24 horas apds inalacao de LPS, e os cortes foram
corados com hematoxilina e eosina. (A) Controle; (B) Tratado com LPS; (C)
Tratado com LPS e antagonista de receptor Bl (R954). Animais tratados com
inibidor de B1R apresentaram diminui¢do no infiltrado polimorfonuclear na regiao
peribronquiolar quando comparado aos animais ndo tratados. As imagens sao
representativas de cinco animais por grupo. Aumento de 400X.
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4.2.3.3 Proteina total no BAL

A quantidade de proteina total no BAL foi significativamente diminuida no
grupo tratado com inibidor de BIR (R954), que passou de 291+5 no grupo nao tratado

para 184422 ug/ml no grupo tratado ( p <0,05). Isto pode ser observado na figura 22.
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Figura 22. Proteina total no BAL apds tratamento com inibidor de BIR em lesao por
inalagao de LPS. Animais C57Bl/6 receberam por via intra-nasal 20 pg de LPS
ou salina e 30min depois, foram tratados com 200 ug/kg de R954 ou salina. O
BAL foi coletado no sacrificio dos animais, centrifugado, e o sobrenadante foi
usado para dosagem de proteina total. Apds 24 horas os animais tratados com
R954 apresentaram redugao significativa nos niveis de proteina total em relagao
ao grupo LPS sem tratamento. Os valores foram expressos em média + EPM. *#
p < 0,05, n=5.
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4.2.4 Expressao génica de citocinas e quimiocina apds tratamento com antagonista

de B1R na lesdo induzida por LPS

Analisamos a expressao genica de citocinas e quimiocina pro-inflamatdria no
tecido pulmonar através de PCR em tempo real 24 horas apds tratamento com
inibidor de BIR. Como podemos observar na figura 23, o tratamento com LPS induz
grande expressao génica das citocinas e quimiocina pro-inflamatorias analisadas em
comparagao ao grupo que recebeu apenas salina (TNF-a 35,0+8 vs 1,0 UA ; IFN-y
2282+460 vs 1,0 UA; IL-1pP 38,848 vs 1,0 UA; IL-6 34+3 vs 1,0 UA e KC 29,5+7 vs 1,0
UA; p < 0,05), respectivamente. E este aumento foi praticamente abolido com o
tratamento com R954 (TNF-a 35,048 para 0,3+0,1 UA ; IFN-y 2282+460 para 58,4+2,4
UA; IL-1B 38,848 para 3,8+0,8 UA; IL-6 34+3 para 0.69+0,1 UA e KC 29,5+7 para
1,7+0,82 UA; p < 0,05). Também analisamos a expressao das citocinas anti-
inflamatorias, IL-4 e IL-10, no pulmao ap6s inibigao do BIR. A IL-4 estava diminuida
nos animais tratados com LPS em relagao ao controle (0,60+0,05 vs 1 UA, p < 0,05,
respectivamente) enquanto que no grupo tratado com inibidor de B1R, a expressao
foi aumentada de 0,60+0,05 para 1,840,4, p < 0,05. A expressao de IL-10 estava
aumentada no pulmao apods inalagao por LPS e foi diminuida com o bloqueio do

B1R.
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Figura 23. Expressao dos transcritos génicos de citocinas e quimiocina no pulmdo apods
tratamento com inibidor de BIR (R954) em lesdo por inalagao de LPS. O pulmao
dos animais foi coletado 24 horas apos inalagdo de LPS e tratamento com
inibidor de BIR (LPS+R954). A quantificagdo do RNAm foi realizada por PCR em
tempo real e normalizada por HPRT. Método utilizado para calculo 244, A
expressao de mediadores pré-inflamatdrios € significativamente reduzida nos
animais tratados com inibidor de B1R em relagdao aos nao tratados. Os valores
estdo expressos em unidades arbitrdrias em ntiimero de vezes em relagao ao
grupo controle. Os valores foram expressos em média + EPM. *# p < 0,05, n=5.
Salina, animais controle tratados apenas com salina; R954, animais controle
tratados apenas com inibidor de BIR; LPS, animais tratados com LPS; LPS+R954,
animais tratados com LPS e inibidor de BIR.
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4.2.5 Quantificacao de citocinas e quimiocina no BAL ap6s tratamento com

inibidor de B1R na lesdao induzida por LPS

Quantificamos citocinas e uma quimiocina no BAL apds tratamento com
inibidor de B1R (R954). Podemos observar na figura 24, que o LPS induziu a presenca
de citocinas pro-inflamatdrias no BAL, que nao sdo detectadas nos animais controle
(TNF-a  63,7+20; IFN-y 322+20; IL-18 25,5+4,5 e MCP-1 4749 pg/ml, p < 0,05). E
também, que o tratamento com R954 foi capaz de abolir completamente este aumento
de TNF-a e IL-1B causado pelo LPS, e diminuir consideravelmente a presenca de
IFN-y (322420 para 2,7+1 pg/ml, p < 0,05) e da quimiocina MCP-1 (4749 para 17+1
pg/ml, p <0,05). As citocinas anti- inflamatorias IL-4 e IL-10 nao foram detectadas no

BAL em nenhum nos grupos.
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Figura 24. Quantificagao de citocinas e quimiocina no BAL ap¢s tratamento com inibidor de
BIR (R954) em lesao por inalacao de LPS. O BAL foi coletado 24 horas apds
inalagao de LPS e inibidor de BIR (R954), e as citocinas foram quantificadas pela
técnica de Bioplex da BioRad. Os limites de deteccao para cada citocina estao
descritos no material e métodos. Os valores foram expressos em média + EPM. * p
< 0,05, n=5; LPS, animais tratados apenas com LPS; LPS+R954, animais tratados
com LPS e inibidor de B1R. ND, nao detectada.
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5 DISCUSSAO

A SDRA ¢ a forma mais severa da LPA e ¢ caracterizada por intenso influxo
de neutrofilos no pulmao, aumento de mediadores pro-inflamatorios e danos
epiteliais e endoteliais. Pode ser classificada em SDRA direta, quando a lesao atinge
diretamente o pulmao, como exemplo de sua principal causa, a pneumonia, ou pode
ser classificada em SDRA indireta, quando mediadores inflamatdrios liberados por
uma lesdo extra-pulmonar atingem o pulmdo, como, por exemplo, Orgaos
isquemiados [2-4].

Na primeira etapa deste trabalho, n6s avaliamos o modelo de LPI, induzida
através de IR renal, e o modelo de LPD, induzida através da inalacao de LPS.

Para estabelecer o modelo de lesdo de IR renal, realizamos cirurgias em
camundongos C57Bl/6 de 45 minutos de isquemia seguida de diferentes tempos de
reperfusao: 6, 12, 24 e 48h. No sacrificio, coletamos sangue para dosagem de uréia e
creatinina sérica, ambos indicadores de fungao renal. Pudemos observar que 6 horas
apoOs a reperfusao, ja ha um aumento nos niveis destes marcadores, indicando o
inicio de um dano renal. E também que, o pico da lesao renal ocorreu em 24 horas.
Com estes resultados, verificamos a eficiéncia do modelo em causar dano renal. O
tempo de isquemia determina a severidade da lesao renal. Alguns trabalhos utilizam
periodos de 30 minutos de isquemia para uma lesao moderada [95], entretanto, nos
utilizamos 45 minutos para obtermos uma lesao renal mais severa, e
consequentemente um maior dano sistémico. J& foi demonstrado na literatura que 30
minutos de isquemia renal nao é suficiente para levar a grandes alteragdes
pulmonares, enquanto que 60 minutos de isquemia renal leva a consideravel

alteragoes pulmonares [43]. No nosso modelo, a taxa de mortalidade com 60 minutos
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de isquemia € alta, por isso, escolhemos 45 minutos de isquemia renal para podermos
estudarmos os danos sistémicos no pulmao.

Escolhemos dois pontos de reperfusao, 6 e 24 horas, para avaliarmos a funcao
pulmonar através da hiperreatividade bronquica a metacolina e quantificagao do
numero de células totais e proteina no BAL. Verificamos que 6 horas apds a IR renal,
o pulmdo nao apresentou aumento de nenhum destes parametros avaliados.
Entretanto, com 24 horas apds isquemia, os animais apresentaram aumento de
hiperreatividade pulmonar a metacolina, de infiltrado celular, e de extravasamento
de proteinas para o espago alveolar. Em estudos realizados com lesao de IR
intestinal, ratos ja apresentam infiltragao de neutréfilos e aumento de permeabilidade
vascular em tempos precoces como 2 e 4h [39]. Entretanto, Hausson e colaboradores
[96] realizaram IR renal em camundongos e verificaram que com 6 horas os animais
nao apresentavam aumento de proteina no BAL e apresentavam pouquissimo
infiltrado neutrofilico no tecido. Ja com 36 horas apds isquemia, eles verificaram um
maior aumento de infiltrado neutrofilico no tecido e extravasamento de proteinas
para o BAL. Estes parametros nao foram avaliados com 24 horas apos isquemia. Isso
mostra que, a cinética envolvida na lesao pulmonar causada por estes diferentes
orgaos isquemiados pode ser diferente a depender do modelo.

Ainda ndo é totalmente esclarecido o mecanismo que acarreta este aumento
de infiltrado celular no pulmao. Uma das possibilidades ¢ a ativacao endotelial no
pulmao apds a liberagao sistémica de citocinas pré-inflamatdrias. Nos observamos
que citocinas proé-inflamatorias, IL-13 e TNF-a, e a quimiocina MCP-1, estavam
aumentadas no soro 24 horas ap0s lesao de IR renal, podendo estar envolvidas com a
ativagao endotelial e infiltrado celular no pulmao. Em modelo de isquemia intestinal,
alguns estudos ja mostraram que a IL-13 e o TNF liberados apds uma isquemia

intestinal estao aumentados no soro e podem levar a danos pulmonares [36, 37]. Nos
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dosamos também a citocina IL-6 no soro, mas nao observamos um aumento
significativo. Um estudo anterior mostrou que a IL-6 atinge o pico no soro com 4 a 8
horas ap0s lesao de IR renal, voltando aos niveis basais 24 horas apds o insulto [97].
A ativacdo endotelial é um dos processos envolvidos na lesdo de IR. Uma vez
ativado, ele passa a expressar moléculas em sua superficie, como ICAM-1, facilitando
a adesao e infiltracao de leucdcitos no tecido [53]. J& foi demonstrado o importante
papel de ICAM-1 na lesao de IR renal. Neste trabalho, o tratamento com anticorpo
anti ICAM-1 apds a IR renal em ratos preveniu os danos no rim [68]. Para
estudarmos a disfuncao endotelial pulmonar, avaliamos a expressao de ICAM-1 no
pulmao 24 horas ap0s lesao de IR renal. Observamos que a expressao de RNAm de
ICAM-1 estava aumentada no pulmao dos animais apos IR renal, sugerindo ativacao
endotelial. Um estudo anterior demonstrou o importante papel de ICAM-1 na lesao
pulmonar sistémica apos lesao de IR intestinal. Neste estudo, ratos foram tratados
com anticorpo anti ICAM-1 apds lesdao de IR intestinal e o infiltrado neutrofilico e
aumento de permeabilidade microvascular foram diminuidos no pulmao [38].
Quantificamos também a expressao de duas enzimas, COX-2 e iNOS, que
poderiam estar envolvidas na disfuncao endotelial, infiltracdo celular e aumento da
inflamacao. Em condi¢des normais, a expressao das duas enzimas € baixa em células
endoteliais e células inflamatdrias, como macrofagos, mas é aumentada por citocinas
inflamatdrias como IL-18 e TNF-a [98, 99]. A COX-2 é uma enzima que produz
mediadores inflamatorios, como as prostaglandinas, a partir do acido araquidonico.
A iNOS produz NO a partir da L-arginina. Nosso laboratorio ja demonstrou que a
COX-2 é importante na lesao de IR renal uma vez que, o bloqueio desta enzima
melhora a fungao renal apds IR [100]. Estudos anteriores demonstraram que ambas
formas de NOS (induzida e constitutiva) exercem diferentes efeitos no pulmao apds

lesdao de IR intestinal e hepatica. A forma induzida ¢ deletéria, contribuindo para a
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disfungao pulmonar, enquanto a forma constitutiva é benéfica [39, 40, 101, 102]. Nos
observamos que tanto a COX-2 quanto iNOS estao aumentadas no pulmao 24 horas
apos lesao de IR renal, e podem estar contribuindo para a infiltragdo celular e
inflamacdo. Nao podemos afirmar se a iNOS esta sendo produzida pelas células
endoteliais no pulmao ou pelos macréfagos infiltrantes. Um estudo anterior
demontrou através de um modelo de LPA induzida por sepse que a iNOS tem um
papel importante na disfuncdo da microcirculagdo, mas € produzida pelos
macréfagos alveolares, e nao pelas células endoteliais. Os autores depletaram
macrofagos alveolares em camundongos iNOS +/+ e verificaram diminui¢cdo no
extravasamento de proteina e reducao de neutrofilos apds indugao da sepse.
Entretanto, quando os macrofagos alveolares foram reconstituidos a partir de
doadores iNOS +/+, a lesao pulmonar foi re-estabelecida. Por outro lado, quando os
camundongos foram reconstituidos com macroéfagos alveolares de animais iNOS -/-,
eles continuaram protegidos apds a indugao da sepse [103].

Uma vez que a expressao de COX-2 estava aumentada no pulmao, nds
dosamos um dos produtos lipidicos da COX-2, a PGEz. Vimos um aumento da PGE2
no BAL 24 horas apds lesao de IR renal. Mediadores lipidicos estdao envolvidos na
patogénese da asma contribuindo para eventos precoces como infiltrado celular,
hiperreatividade bronquica e secrecao de muco [104]. O papel da producao de
prostaglandina no pulmao é controverso, podendo ser deletério ou benéfico
dependendo do modelo estudado. Em modelos de alergia, a PGE2 quando inalada
por pacientes asmaticos antes da inalacdo do alérgeno foi relacionada com um efeito
protetor [105]. Enquanto outros estudos mostraram um efeito pro-inflamatério da
PGE: por aumentar a sobrevida de eosindfilos [106, 107], e aumentar o influxo de
neutrodfilos, eosinodfilos e linfocitos no BAL dos camundongos apds desafio com

alérgeno [108]. Em modelos de LPA induzida por LPS e nao por alérgenos, a PGE:
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contribui para infiltracao de neutrofilos [109]. Acreditamos que no nosso modelo de
LPA indireta, com caracteristicas diferentes de um modelo alérgico, a PGE:
produzida pela COX-2, juntamente com o NO produzido pela iNOS, estao
contribuindo para a inflamacao local.

Alguns estudos ja demonstraram que um padrdao Thl de resposta
imunologica € deletério a lesao de IR renal, enquanto o padrao Th2 é protetor [66].
Animais IL-4 nocautes apresentaram uma piora na disfungao renal em relagao aos
controles [65]. Enquanto animais IL-12KO apresentaram uma protegao na lesao de IR
renal [64]. Diversos estudos demonstraram o papel das células T CD4+ na
contribuicdo da lesao de IR renal [110]. Com uma e trés horas de reperfusao ja
encontra-se infiltrado de linfécitos no rim, entretanto, esse infiltrado ¢ diminuido
apos 24 horas. Acredita-se que os linfécitos infiltram o rim rapidamente apds a
reperfusao, produzindo citocinas, contribuindo para o inicio da inflamacdo e logo
depois desaparecem [111, 112] . Camundongos nocautes para CD4 e CD8 (nu/nu)
tiveram diminuicdo nos danos renais apds isquemia. Quando reconstituidos com
linfécitos CD4+, a lesao foi reestabelecida. Entretanto, a reconstituicao com CD4+ de
animais IFN-yKO ou CD28KO nao foi capaz de reestabelecer a lesao. Mostrando a
importancia da co-estimula¢ao e um ambiente de padrao Thl no papel dos linfdcitos
na contribuicao da lesao de IR [63]. Nos quantificamos a expressao génica de
citocinas pro-inflamatdrias de padrao Thl, quimiocinas, e citocinas anti-inflamatdrias
de padrdao Th2 no rim e pulmao 24 horas apds IR renal. Vimos que tanto no rim
quanto no pulmao, as citocinas proé-inflamatorias IL18, TNF-a e IL-6 estavam
aumentadas 24 horas apds IR renal. Assim como as citocinas, as quimiocinas MCP-1
e KC também estavam aumentadas. A expressao da citocina de padrao Th2, IL-4,

estava diminuida tanto no rim quanto no pulmao em rela¢dao ao controle. Com isso,
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caracterizamos o padrao de citocinas no pulmao apods lesao de IR renal, e vimos que,
assim como no rim, a resposta imunoldgica no pulmao também é de padrao Thl.

Com os resultados obtidos até aqui, sugerimos que a lesao de IR renal libera
mediadores inflamatérios no sangue que chegam ao pulmao ativando células
endoteliais, aumentando expressao de ICAM-1, COX-2 e iNOS, liberando citocinas
de padrao Thl, promovendo infiltragio celular, aumentando permeabilidade
vascular e hiperreatividade bronquica.

Apods analisarmos a LPI induzida por lesdo de IR renal, avaliamos o modelo
de LPD induzida por inalagao de LPS. Apesar da lesao pulmonar ser semelhante no
estagio tardio, independentemente do estimulo ter sido direto ou indireto, ela difere
no estdgio inicial. A LPI causada por IR renal, causaria liberacdo de mediadores
inflamatdrios sistémicos, ativando as células endoteliais, contribuindo para o
infiltrado celular e maior inflamacdo, enquanto uma LPD causada por inalagao de
LPS causaria danos primeiramente ao epitelio pulmonar, com ativacdo de
macréfagos alveolares, liberagao de citocinas, inflamagao e infiltracao de leucocitos
[15]. Por isso nosso interesse em estudar a lesao pulmonar em dois modelos
diferentes.

Para isso, camundongos C57B1/6 foram anestesiados com cetamina e xilazina e
tratados por via intra-nasal com 20 pg de LPS de E. coli diluidos em 20ul de salina.
Avaliamos o infiltrado celular no BAL, hiperreatividade pulmonar a metacolina e
aumento de permeabilidade vascular através da dosagem de proteina total no BAL.
Vimos que, tanto 6 horas como 24 horas apds tratamento com LPS a hiperreatividade
pulmonar e o infiltrado de células estavam aumentados no BAL apods inalagao de
LPS. Entretanto, apenas o grupo de 24 horas apresentou um aumento significativo no
nivel de proteina total no BAL. Diferentemente da lesdo pulmonar induzida

indiretamente por lesdo de IR renal, os animais que inalaram LPS apresentaram um
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robusto aumento de infiltrado celular j4 com 6 horas apos inalagao de LPS, e este
infiltrado era causado principalmente por neutréfilos. Nossos resultados estao de
acordo com trabalhos anteriores [113, 114] que mostram inducdo de inflamacao
pulmonar com aumento de neutrofilos no BAL e pulmao, aumento de
permeabilidade vascular e hiperreatividade bronquica apds inalagdo por LPS,
mostrando a eficiéncia do nosso modelo em causar lesdo pulmonar.

Muitos estudos tém sido feitos para tentar elucidar os possiveis mecanismos
para esta lesdo pulmonar por LPS. Foi demonstrado que em macréfagos pulmonares
de rato, o LPS induz ativagao de NF-xB, MAPK, liberacao de TNF-a e expressao de
iNOS e COX-2 [115]. Além disso, Schnyder-Candrian e colegas demonstraram que a
sinalizacdo via p38 MAPK é importante para producao de TNF-a no pulmao de
camundongos C57Bl/6 que inalaram LPS, pois utilizando um inibidor de p38, os
niveis de TNF foram significantemente reduzidos. O inibidor de p38 também foi
capaz de reduzir a broncoconstri¢ao. Neste trabalho, além de demonstrar que a
broncocontricdo depende de p38, ele também mostra que é dependente de TNF-a e
sinalizacdo via TLR-4 [24]. Por outro lado, a broncoconstricao nao depende de
neutrofilia. Camundongos nocautes para TNF-a nao apresentaram broncoconstri¢ao
ap0s inalagao de LPS, mas continuam apresentando neutrofilia [116].

Até esta etapa do trabalho, conseguimos caracterizar a LPI induzida por IR
renal e a LPD induzida por LPS. Muitos sao os esforgos para tentar entendermos os
mecanismos envolvidos em ambas as lesdes. Tanto na LPI como na LPD, a
inflamagao teve um papel fundamental promovendo aumento de infiltrado celular e
permeabilidade vascular contribuindo para a lesao pulmonar. Nossa hipdtese € que a
bradicinina (BK), importante mediador inflamatorio, estaria contribuindo para o

desenvolvimento tanto da LPI como da LPD.
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A BK pode agir em dois receptores, um constitutivo (B2), promovendo
principalmente efeitos fisiologicos, como controle da pressao sanguinea e aumento
de permeabilidade vascular, e um induzivel (B1), promovendo principalmente
efeitos pro-inflamatdrios, como migracao leucocitaria, ativacao de células do sistema
imune e produgao de citocinas como IL-1(3. A expressao de BIR pode ser induzida
por IL-1p3, TNF-a e NF-kB e alguns estudos ja demonstraram seu envolvimento em
lesoes de IR [69, 117].

Diante disso, o segundo passo deste trabalho foi verificar a modulagao dos
receptores da BK em ambas as lesOes. Para isso, verificamos a expressdao dos
receptores Bl (BIR) e B2 (B2R) através de PCR em tempo real no rim e pulmao apds
IR renal, e no pulmao apods inalagao de LPS.

Nos verificamos que a isquemia tem um efeito modulador nos receptores Bl e
B2 do rim e pulmao. No rim, local onde esta sendo causado o insulto, a isquemia
aumentou a expressao do receptor B2 ja com poucas horas de reperfusao, atingindo o
pico em 24 horas. Entretanto, a expressao de BIR nao foi aumentada. Isso esta de
acordo com resultados anteriores de nosso laboratério, o qual mostraram um
aumento na expressao de B2R e nenhum aumento de BIR com 24 horas apds IR
renal [69]. Além disso, este trabalho demostrou uma regulacgao cruzada entre os dois
receptores. Com 48 horas apds a isquemia, hd uma inversao da expressao dos
receptores, os niveis de B2R estdo diminuidos enquanto os niveis de BIR estao
aumentados. Ja4 com 120 horas apds a IR renal, a expressao de B2R volta a subir e a
expressao de BIR volta a diminuir.

Ainda nao ¢é totalmente esclarecido o papel e a regulacao da expressao dos
BIR e B2R. Sabe-se que o receptor BIR nado é expresso em condi¢des normais e
apresenta na regidao promotora do gene, sitios de ligagao para fatores de transcricao

como NF-kB e AP-1, fazendo com que o B1R seja induzido em respostas a citocinas
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inflamatdrias, como IL-1fb e TNF-a [117]. A ativacdo dos receptores B2R pela
bradicinina também pode colaborar para o aumento de expressao do BIR. Um
estudo anterior demonstrou que a indugdo de BIR num modelo de isquemia
intestinal depende da ativagao do receptor B2R, pois quando eles tratam os
camundongos com antagonista de B2R, o aumento observado na expressao de BIR é
inibido [83]. Entretanto, no nosso laboratorio, verificamos que em camundongos
B2KO, utilizando um modelo de IR renal, a expressao de BIR estd aumentada [69].
Assim como um outro estudo mostrou que a expressao de B1R estava aumentada em
camundongos B2KO [118]. Diferentemente do B1R, o B2R ¢é expresso em condigdes
fisioldgicas, mas também pode ter sua expressao aumentada em condicdes
inflamatdrias [119]. Um estudo demonstrou que a regidao promotora do gene para
B2R em ratos tem sitios de ligacdo para diversos fatores estimuladores da transcri¢ao
como, GATA-1, NF-xb e IL-6, mas também apresenta uma regiao de ligacdo para
fatores de trasncrigao responsaveis pelo silenciamento do gene, que é diferentemente
regulada dependendo do tipo de célula, podendo ser responsavel pelo controle na
expressao transcricional do gene B2R em condigdes fisioldgicas e patoldgicas [120].

A modulacdo da expressio dos receptores também estd ocorrendo
sistemicamente. NOs observamos um aumento na expressao tanto do B2R quanto do
BIR no pulmao somente 24 horas apds IR renal. Isto esta de acordo com a cinética de
disfungao pulmonar que nds observamos ap0s a IR renal. Apds 6 horas da lesao de
IR renal, ndo observamos nenhum sinal de inflamacdo e lesao pulmonar, como
aumento no infiltrado celular, permeabilidade vascular e hiperreatividade a
metacolina. S observamos aumento nestes parametros, 24 horas apods IR renal.
Mostrando que, a indugdo sistémica dos BIR e B2R no pulmao apds IR renal,
depende primeiro do estabelecimento da inflamagao no pulmao, que entao colabora

para inducao da expressao destes receptores.
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No modelo de LPD, 24h apds inalacao de LPS, a expressao do BIR estava bem
aumentada em relacdo ao controle, enquanto que a expressao de B2R estava
diminuida. Isto estda de acordo com alguns estudos que demonstraram que o LPS é
capaz de aumentar a expressao do receptor Bl em diferentes células [121-123]. Um
estudo avaliou a expressao de BIR e B2R no rim de ratos 18 horas apos indugao de
lesao por LPS. Animais controles expressavam somente B2R no rim. Apds tratamento
com LPS a expressao do BIR foi induzida em praticamente todos os segmentos do
néfron. O tratamento com LPS também aumento consideravelmente a expressao de
B2R em praticamente todos segmentos do rim [124]. Isso mostra como diferentes
tecidos e diferentes lesdes podem responder diferentemente na regulacao destes
receptores. No pulmao, o LPS pode induzir expressao somente de BIR, enquanto no
rim, é capaz de induzir também o B2R [124]. J& num modelo de lesao pulmonar
secundario a IR renal, tanto 0 BIR quanto B2R podem ser induzidos no pulmao.

Ja que houve modulagao dos receptores da BK na LPD e LPI, nosso préximo
passo foi bloquear o receptor BIR com o uso do antagonista R954 em ambas as
lesdes. Escolhemos bloquear o receptor induzivel (B1R), uma vez que, a expressao
deste receptor estava aumentada no pulmao apds lesao de IR renal e inalacao de LPS,
e também, diversos estudos ja mostraram seu envolvimento na inflamacao, inclusive
estudos realizados no nosso laboratério [69].

No modelo de LPI induzida pela lesao de IR renal, camundongos C57Bl/6
passaram por 45 minutos de isquemia renal, e com 30 minutos e 6 horas de
reperfusao foram tratados com 200 pg/kg de antagonista de BIR (R954) por via intra-
nasal. Como mostrado anteriormente pelo nosso laboratorio, o tratamento com R954
por via IP é capaz de atenuar a lesdo de IR renal [69]. Por isso, escolhemos a via de
administracdo intra-nasal, para a droga ter o minimo efeito possivel sistémicamente

nao influenciando na lesao renal. Os niveis de uréia sérica foram semelhantes entre o
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grupo tratado e nao tratado, mostrando que nao houve nenhuma influéncia da droga
administrada por via nasal na fungao renal. Verificamos que 24 horas apds a IR renal,
camundongos que tiveram o BIR bloqueado apresentaram uma diminui¢do na
hiperreatividade pulmonar e proteina total no BAL. Entretanto, o tratamento nao foi
capaz de diminuir o nimero de células totais no BAL. Isso mostra que o mecanismo
de hiperreatividade e infiltracao celular podem nao estar relacionados. Um trabalho
anterior demonstrou que o BIR tem um papel importante na migragao de neutrofilos
para o sitio de inflamacao [125]. Entretanto, no nosso modelo, as células presentes no
BAL 24 horas apds a IR renal sdo principalmente mononucleares. Isso seria uma
possivel explicacao do por que nao observamos diminui¢ao no niimero de células no
BAL.

No modelo de LPD induzida por inalagao de LPS, camundongos C57Bl/6
receberam 200 pg/kg de R954 30 minutos apds o tratamento com LPS. Observamos
que 24 horas apds a inalagdo de LPS, o bloqueio do BIR foi capaz de inibir a
hiperreatividade pulmonar e o infiltrado de células para o BAL, e reduzir
significantemente o infiltrado de células no parénquima pulmonar e extravasamento
de proteinas para BAL.

Em ambos os modelos de lesao, avaliamos a expressao de citocinas pro-
inflamatorias, anti-inflamatorias, e quimiocinas no pulmado apds tratamento com
inibidor de BI1R. A inibicao de BIR foi capaz de reduzir significantemente a
expressao de TNF-a, IL-1( e IL-6, e quimiocinas, KC e MCP-1, no pulmao 24 horas
apos a lesao. Além disso, na lesao induzida por LPS, dosamos estas citocinas no BAL
e, verificamos que o bloqueio de BIR aboliu completamente o aumento de TNF-a e
IL-1PB. Por outro lado, a expressdo da citocina anti-inflamatdria IL-4, foi aumentada
apos inibicdo de B1R tanto na lesdao induzida por IR renal quanto por LPS. Esse

aumento na expressao da citocina de padrao Th2, IL-4, e diminui¢do das citocinas
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pré-inflamatorias, podem sugerir um dos possiveis mecanismos pelo qual o bloqueio
de BIR estd ajudando a melhorar a lesao pulmonar. Nosso laboratério mostrou
anteriormente que a melhora na fungao renal com o bloqueio de BIR em lesdo de IR
estd associada com diminui¢ao da expressdao das citocinas Thl e aumento das
citocinas IL-4 e IL-10 no rim [69]. Ja foi demonstrado que linfécitos expressam
principalmente BIR e sua ativagao pode estar envolvida na migracao e contribui¢ao
para lesao em esclerose multipla [126]. Diversos estudos descreveram um padrao
heterogéneo de expressao de B2R e BIR em macréfagos. Dependendo do tecido, se
esta ativado ou nao, os macrofagos apresentam diferente padrao na expressao dos
receptores de cininas. Mas em geral, os macréfagos apresentam B2R
constitutivamente, aumentando a expressao de BIR em resposta a inflamacao [127] .
Em células dendriticas, o B2R parece ter um papel mais importante do que o BIR na
inducdo de IL-12 e resposta Thl [128]. Num modelo de infec¢ao subcutanea por
Trypanosoma cruzi, Monteiro e colegas [129] mostraram que a BK produzida no local
da infec¢ao leva a um aumento na producao de IL-12 por células dendriticas CD11c+
através da sinalizacdo pelo B2R. Nossos resultados mostraram um aumento da
citocina IL-4 no bloqueio dos receptores BIR tanto na lesao pulmonar induzida por
LPS quanto por IR renal, entretanto a citocina IL-10 estava diminuida.
Diferentemente do que haviamos observado anteriormente no rim [69], que o
bloqueio de BIR aumentou tanto IL-4 quanto IL-10 no rim. Considerando a
diversifisidade na expressao dos receptores de cininas nos macréfagos, uma das
possiveis explicagdes poderia ser que a expressao e o papel dos receptores nos
macrofagos alveolares respondem diferentemente dos macréfagos do rim. O
bloqueio de BIR também foi importante para a melhora da inflama¢ao num modelo
Th2 de asma, sendo capaz de inibir a secre¢ao de muco, hiperreatividade pulmonar,

infiltrado eosinofilico no BAL e parénquima pulmonar [90]. Isso mostra a
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versatilidade do BIR, podendo estar envolvido em lesdes inflamatorias causadas
principalmente por resposta Thl, induzida por lesao de IR ou LPS, ou em lesoes
inflamatorias causadas por resposta Th2, como na asma.

Diante dos dados apresentados neste trabalho, sugerimos que apds a lesao de
IR renal, mediadores inflamatorios sao liberados na corrente sanguinea, atingem o
pulmao contribuindo para ativacao endotelial, infiltragio celular, aumento de
permeabilidade vascular, aumento de expressio de BIR e B2R, promovendo
inflamagdo com padrao de citocinas Thl com consequentes danos pulmonares. Na
lesio induzida diretamente por LPS, observamos um aumento de infiltrado
neutrofilico, permeabilidade vascular, hiperreatividade pulmonar a metacolina,
aumento da expressao de BIR, e também inflamag¢ao com padrao de citocinas Thl. O
BIR tem um papel importante na contribuicao para a inflamacao e lesao pulmonar
induzida tanto por IR renal quanto por LPS, uma vez que, com o bloqueio deste
receptor, a lesdo pulmonar diminui significantemente no modelo de lesao de IR
renal, e é praticamente abolida no modelo de lesao induzida por LPS. Ainda mais,
com o bloqueio do BIR a expressao de citocinas de padrao Thl é diminuida e a
citocina IL-4 de padrao Th2 é aumentada, podendo ser um dos possiveis mecanismos

responsaveis por essa protecao.
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6 CONCLUSOES

> Apos lesdao de IR renal houve aumento de infiltrado celular, extravasamento
de proteinas e liberagio de PGE: no BAL, hiperreatividade pulmonar a
metacolina, aumento na expressao de COX-2 e iNOS no pulmao, e aumento
das citocinas inflamatorias IL-13 e TNF-a no sangue.

> A inalacdo de LPS aumentou o infiltrado neutrofilico, extravasamento de
proteinas para o BAL e hiperreatividade pulmonar a metacolina;

> As citocinas pré-inflamatdrias IL-18, TNF-a e IL-6, e quimiocinas MCP-1 e KC,
estavam aumentadas no pulmao em ambos os modelos de lesao, enquanto a
citocina de padrao Th2, IL-4, estava diminuida;

> A expressao dos receptores Bl e B2 foram modulados em ambas as lesdes. Na
LPI, tanto a expressao do BIR como do B2R estavam aumentadas no pulmao
24 horas ap6s IR renal, enquanto que no modelo de LPD apenas o BIR estava
super expresso ap0s inalagao de LPS;

> O bloqueio do BIR com o tratamento do antagonista (R954) atenuou a lesao
pulmonar induzida por IR renal, diminuindo a hiperreatividade pulmonar a
metacolina e aumento da permeabilidade vascular;

> O bloqueio do BIR aboliu a lesao induzida por LPS, inibindo a
hiperreatividade pulmonar a metacolina e o infiltrado de células para o BAL, e
reduzindo significantemente o infiltrado de células no parénquima pulmonar
e aumento de permeabilidade vascular; e

> Em ambas as lesdes, o bloqueio do BIR diminuiu a expressao de citocinas
inflamatdrias como IL-13, TNF-a, IL-6, e da quimiocina KC, e aumentou a

expressao da citocina IL-4.
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Sendo assim, os dados apresentados neste trabalho sugerem que o BIR tem
papel fundamental na contribuicao tanto para a LPD, induzida por LPS, quanto para

a lesao LPI, induzida por IR renal.
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Baixar livros de Meio Ambiente
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Baixar Monografias e TCC
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