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RESUMO 

 

Campanholle G. O papel do receptor B1 da bradicinina em modelos experimentais de 

lesão pulmonar aguda direta e indireta [tese (Doutorado em Imunologia)]. São Paulo 

(Brasil): Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo; 2010. 

 

A síndrome do desconforto respiratório aguda (SDRA) é caracterizada por influxo de 

neutrófilos no pulmão, aumento de mediadores pró-inflamatórios, danos epiteliais e 

endoteliais. A  SDRA pode ser classificada em lesão pulmonar direta (LPD), quando um 

insulto atinge diretamente o parênquima pulmonar, ou lesão pulmonar indireta (LPI) 

quando o insulto resulta de uma resposta inflamatória sistêmica. A LPD pode ser 

induzida por lipopolissacarídeos (LPS) presentes em superfícies de bactérias gram-

negativas, enquanto que a LPI pode ser induzida por mediadores inflamatórios 

liberados por órgãos distantes após lesão de isquemia e reperfusão (IR). A bradicinina 

(BK) pode agir em dois receptores, um constitutivo (B2R) e um induzível (B1R). O B1R é 

induzido por citocinas inflamatórias e é o responsável pela maioria dos efeitos 

inflamatórios 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 µg  de 

LPS, e a LPI foi induzida por 45 minutos de isquemia renal. Tanto na LPD como na LPI, 

24 horas após o insulto, os animais apresentaram um aumento de infiltrado celular, 

hiperreatividade pulmonar à metacolina, extravasamento de proteínas para o lavado 

broncoalveolar (BAL) e aumento na expressão de citocinas pró-inflamatórias no 

pulmão. A expressão de B1R estava aumentada no pulmão após inalação de LPS, 

enquanto após a IR renal, tanto a expressão de B1R como a de B2R estavam aumentadas 

no pulmão. Bloqueamos então o B1R com o tratamento do antagonista R954. Na LPI 

induzida por IR renal, o bloqueio de B1R atenuou a lesão pulmonar, diminuindo a 

hiperreatividade à metacolina e extravasamento de proteínas para o BAL. Entretanto, 

não alterou o infiltrado celular no BAL. Na LPD induzida por LPS, o bloqueio de B1R 

inibiu a hiperreatividade pulmonar à metacolina, infiltrado de células no BAL, e 

diminuiu a presença de proteínas no BAL. Em ambos os tipos de lesões, o bloqueio de 

B1R diminuiu a expressão das citocinas inflamatórias IL-1β, TNF-α, IL-6, e da 

quimiocina KC, enquanto aumentou a expressão da citocina anti-inflamatória IL-4. 

Assim, sugerimos que o B1R tem papel fundamental na contribuição tanto para a LPD, 

induzida por LPS, quanto para a LPI, induzida por IR renal. 

Palavras-chave: Isquemia e reperfusão renal. LPS. Inflamação pulmonar. Bradicinina. 

Receptor B1. Inflamação sistêmica. Citocinas. 



 

ABSTRACT 

 

Campanholle G. The role of B1 bradykinin receptor in experimental models of direct 

and indirect acute lung injury. [Ph.D. Thesis (Immunology)]. São Paulo (Brasil): 

Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São 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). B1R 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 ALI. We 

induced direct ALI by 20 µg of LPS instillation, and indirect ALI by 45 minutes of renal 

IRI. 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 B1R and B2R was up-regulated in the lung after renal IRI. Therefore, we blocked the 

B1R by treating the animals with the receptor antagonist (R954). In the indirect ALI 

model, induced by renal IRI, the B1R 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 B1R blockage prevented the airway hyperreactivity to 

methacholine and cellular increase in BALF. In both injuries, the B1R blockage down-

regulated the inflammatory cytokines expressions, such as IL-1β, TNF-α, IL-6, and the 

chemokine KC, whereas up-regulated the expression of an anti-inflammatory cytokine, 

IL-4. Thus, we suggest that B1R has an important role in the development of both, direct 

ALI, 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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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 LESÃO PULMONAR AGUDA 

  

A lesão pulmonar aguda (LPA), ou sua forma mais grave, a Síndrome do 

Desconforto Respiratório Agudo (SDRA), é uma importante causa de mortalidade na 

população [1]. É caracterizada por intenso influxo de neutrófilos no pulmão, 

aumento de mediadores pró-inflamatórios 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 

à SDRA direta (primária ou pulmonar), quando o insulto atinge diretamente o 

parênquima pulmonar, enquanto a segunda, corresponde à SDRA indireta 

(secundária ou extra-pulmonar), quando o insulto resulta de uma resposta 

inflamatória aguda sistêmica [5]. 

A causa mais comum de lesão pulmonar direta (LPD) é a pneumonia, seguida 

de aspiração de suco gástrico e trauma pulmonar [5]. Na lesão pulmonar indireta 

(LPI), a causa mais comum é a sepse, causada normalmente por infecções de 

bactérias gram-negativas [5].  A lesão de isquemia e reperfusão (IR) em órgãos como, 

intestino e rim, também podem levar à liberação de mediadores inflamatórios 

sistêmicos e causar SDRA indireta [6, 7]. 

Embora vários casos de SDRA resultem em uma condição patológica uniforme 

nos estágios mais tardios, alguns estudos indicam que a fisiopatologia precoce pode 

ser diferente de acordo com o tipo de insulto [8-10]. Após um insulto direto, o 

epitélio pulmonar é a primeira estrutura a sofrer lesão. Isso leva a uma ativação do 

macrófago alveolar, desencadeando uma inflamação local. Além disso, causa 
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acúmulo de líquido nos alvéolos, diminuição da produção de proteína surfactante e 

fibrose [11-14]. 

No caso do insulto indireto, o endotélio pulmonar é o alvo principal, e esta 

lesão é causada por mediadores que estão no sangue e foram liberados de focos 

extra-pulmonares (por exemplo: peritonite, pancreatite e órgãos isquêmicos). A 

ativação do endotélio pulmonar acarreta em um aumento da permeabilidade e 

recrutamento de monócitos, neutrófilos, plaquetas, e outras células [15, 16]. Isso será 

detalhado adiante.  

 

1.2 LESÃO PULMONAR DIRETA INDUZIDA POR LPS 

 

Um dos principais componentes de indução da LPD é o lipopolissacarídeo 

(LPS) [17]. Este componente está presente na superfície de bactérias gram-negativas, 

como Escherichia coli, e é reconhecido pelas células hospedeiras através do Toll-like 

receptor-4 (TLR-4), promovendo efeitos inflamatórios e ativando o sistema imune.  

Após ser reconhecido e se ligar à proteína de fase aguda ligadora de LPS (LBP), este 

complexo liga-se à molécula CD14, esta facilita o reconhecimento do LPS pelo TLR-4 

e a glicoproteína MD-2.  Esta ligação do LPS ao TLR-4 resulta na ativação de uma 

cascata de sinalização, que começa no recrutamento de moléculas adaptadoras, como 

MyD88, TIRAP,  TRIF e TRAM, ativação de kinases, como MAPK (do inglês mitogen-

activated protein kinase), resultando na ativação de fator de transcrição nuclear (NF-

κB) responsáveis pela indução de vários genes pró-inflamatórios [18].  

O TLR-4 é essencial para o reconhecimento de LPS por diferentes tipos 

celulares do hospedeiro [19, 20].  Esta via de sinalização, TLR-4/CD14 e Myd88, é 

fundamental para a inflamação pulmonar resultante de inalação do LPS. Noulin e 

colegas demonstraram que camundongos Myd88 nocautes apresentaram diminuição 
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da inflamação aguda após inalação de LPS, avaliada pela infiltração de neutrófilos, 

broncoconstricção, extravasamento de proteína, diminuição na produção das 

citocinas IL-12, fator de necrose tumoral (TNF) e da quimiocina derivada de 

queratinócitos (KC). Entretanto, a via de sinalização independente de Myd88, TRIF, 

IL-1R e IL-18R são dispensáveis para a broncoconstrição e infiltração de neutrófilos 

induzidas por LPS [21].  

Apesar dos mecanismos de lesão pulmonar por LPS ainda não serem 

totalmente esclarecidos, alguns estudos já demonstraram possíveis mecanismos 

envolvidos na broncoconstrição e neutrofilia causado por LPS inalado. Além disso, a 

LPD causada por inalação de LPS induz aumento da permeabilidade dos capilares 

alveolares, permitindo liberação de proteína, aumento de citocinas e quimiocinas 

pró-inflamatórias no lavado broncoalveolar (BAL), como o TNF-α, IL-6 e KC 

(quimiocina do camundongo homóloga à IL-8 humana) [17, 22]. 

Alguns estudos já demonstraram que a broncoconstrição é dependente de 

TLR-4 [23], da sinalização via p38 MAPK e da presença de TNF-α [24]. Isso porque, 

camundongos nocautes para TLR-4 e TNF-α, ou então, tratados com inibidores de 

p38, não apresentam broncoconstrição causada por LPS. A neutrofilia no BAL e 

pulmão é também dependente de TLR-4 e p38, entretanto, não parece ser dependente 

de TNF-α, uma vez que camundongos TNF-α nocaute apresentam infiltrado 

neutrofílico no BAL e pulmão. Com isso, entende-se que a broncoconstrição causada 

pelo LPS é dependente de TNF-α e não depende de neutrofilia, enquanto que a 

neutrofilia, independe da presença de TNF-α [24].  

Outro indício de que a neutrofilia pode não estar envolvida com a 

broncoconstrição, é um estudo que mostra que as plaquetas teriam um papel mais 

importante do que os neutrófilos na broncoconstrição causada por tratamento intra-

traqueal de LPS em cobaias. Este estudo demonstra que utilizando drogas para 
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depletar neutrófilos, a broncoconstrição não se alterava, entretanto, quando se 

utilizou drogas para depletar plaquetas, a broncoconstrição foi atenuada  [25]. 

 Um dos mecanismos que pode estar envolvido na migração de neutrófilos 

para o pulmão após inalação de LPS, é o aumento de expressão do inibidor de 

ativação de plasminogênio (PAI-1). O PAI-1 é uma molécula com propriedades 

fibrinolíticas, pois inibe a ativação do plasminogênio, e, conseqüentemente, a 

atividade da plasmina [26]. Estudos já descreveram seu potencial em regular a 

migração celular por três diferentes maneiras: 1) modulando a degradação da matriz 

extracelular por regular os níveis de plasmina; 2) regulando a adesão celular; e, 3) 

modificando o gradiente de quimiocinas [27]. Um estudo demonstrou que 

camundongos que inalaram LPS apresentavam um aumento da expressão de PAI-1 

pulmonar e que animais nocautes para PAI-1 tinham diminuição de migração de 

neutrófilos no pulmão e BAL após administração intra-traqueal de LPS [28]. 

 

1.3 LESÃO PULMONAR INDIRETA INDUZIDA POR ISQUEMIA E REPERFUSÃO 

  

A LPI pode ser causada por lesão de IR de órgãos como rim, intestino e fígado. 

Estudos demonstraram que a isquemia hepática resulta em uma ativação pulmonar 

de NF-κB, aumento de expressão de TNF-α, KC, proteína quimiotática de monócitos-

1 (MCP-1), proteína inflamatória de macrófago-2 (MIP-2), infiltrado de neutrófilos e 

aumento de permeabilidade pulmonar [29, 30]. Além disso, um estudo demonstrou 

que o tratamento com IL-10, uma citocina anti-inflamatória, foi capaz de atenuar essa 

lesão pulmonar [31]. A LPI após IR intestinal é caracterizada pelo aumento de 

permeabilidade microvascular, evidências histológicas de lesão endotelial dos 

capilares alveolares e infiltrado de neutrófilos [32, 33]. Durante uma lesão de IR, 

muitos mediadores inflamatórios são liberados, incluindo o TNF-α, IL-1β e óxido 
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nítrico (NO), sendo possíveis candidatos para mediar a disfunção pulmonar 

resultante de IR intestinal [34, 35].  Alguns estudos já mostraram que a IL-1β e o 

TNF-α, após a IR intestinal podem causar danos pulmonares através do ducto 

torácico linfático, já que quando este ducto é bloqueado, os níveis séricos de IL-1β 

diminuem, assim como o dano pulmonar [36, 37]. Também foi demonstrado que a 

adesão de neutrófilos à célula endotelial mediada pela molécula de adesão 

intercelular-1 (ICAM-1) pode ser um passo limitante na patogênese da lesão 

pulmonar induzida pela IR intestinal [38]. 

Um estudo feito por Cavriani e colaboradores demonstrou o papel do NO na 

lesão pulmonar após IR intestinal. O estudo sugere que o NO endógeno tem efeito 

importante para conter os efeitos inflamatórios causados pela IR, enquanto que o NO 

induzível exerce um efeito pró-inflamatório. Ainda mais, este papel do NO parece ter 

diferentes efeitos sobre o aumento de permeabilidade vascular ou infiltração de 

neutrófilos [39].  Assim como na isquemia intestinal, outro estudo também mostrou o 

aumento da expressão de óxido nítrico-sintase induzível (iNOS) e diminuição da 

expressão de óxido nítrico-sintase endotelial (eNOS) no pulmão após isquemia 

hepática [40]. 

A LPI também pode ser induzida após IR renal, embora ainda não é 

totalmente esclarecido os mecanismos pelo qual isso ocorre. Um dos mecanismos 

pode ser a liberação de citoquinas pró-inflamatórias pelo rim que através do sangue 

chegam ao pulmão ativando a inflamação local. Um aumento das citocinas IL-6, IL-8 

e IL-10 no plasma de pacientes com insuficiência renal aguda está associada com 

maior chance de mortalidade [41]. Um estudo demonstrou o papel de macrófagos na 

modulação da lesão pulmonar após isquemia bilateral em ratos. Neste estudo, a lesão 

renal levou a um aumento de permeabilidade vascular pulmonar mediada por 

macrófagos, uma vez que o tratamento com inibidor destas células foi capaz de 
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atenuar essa lesão [6]. Outro estudo mostrou que o tratamento com α-MSH 

(hormônio estimulador de melanócito), citocina anti-inflamatória, foi capaz de 

reduzir a lesão pulmonar, infiltração de leucócitos, e diminuir a expressão de 

citocinas pulmonares como TNF-α e ICAM-1. Entretanto, neste estudo a lesão renal 

também foi atenuada pelo tratamento com α-MSH, ficando difícil explicar se a 

diminuição da lesão pulmonar não é devida à melhora na lesão primária renal [42].   

As alterações pulmonares são dependentes da severidade envolvida na lesão renal. 

Isquemias de 30 minutos levaram a pouquíssimas alterações da histologia pulmonar 

6 horas após a isquemia e, apresentando-se completamente normal após 36 horas. 

Entretanto, uma isquemia de 60 minutos causou alterações pulmonares e aumento de 

celularidade com 6 horas após IR permanecendo por 36 horas [43]. 

A SDRA e a IR renal freqüentemente co-existem nas unidades de tratamento 

intensivo e essa combinação é associada com uma alta mortalidade. Por isso, estudos 

que visam entender melhor este mecanismo de lesão são necessários.  

 

1.4 LESÃO DE ISQUEMIA E REPERFUSÃO RENAL 

 

A insuficiência renal aguda (IRA) afeta 5% de todos os pacientes 

hospitalizados com um alto grau de mortalidade devido à ausência de terapias 

específicas, apesar dos avanços das estratégias preventivas e medidas de suporte [44, 

45]. A lesão de IR renal é a principal causa da IRA intrínseca de rins nativos e está 

associada a uma mortalidade acima de 50% [44]; nos rins transplantados, a lesão de 

IR implica na diminuição 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 

são divididos em diferentes segmentos: glomérulo, túbulo proximal, alça de henle, 
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túbulo distal e ducto coletor, que juntos são responsáveis pela filtração do sangue, 

eliminando metabólitos através da urina, reabsorvendo nutrientes, ajudando na 

manutenção do pH e pressão arterial, entre outras funções.  O túbulo proximal é 

responsável pela reaborção de importantes nutrientes, e altamente dependente de 

adenosina trifosfato (ATP) para o funcionamento das bombas de sódio e potássio 

[48]. 

Numa lesão de IR, a diminuição do suprimento de oxigênio e 

consequentemente diminuição de ATP, leva a alterações celulares principalmente das 

células do túbulo proximal. A diminuição de ATP causa alterações na expressão e 

distribuição de moléculas de adesão nestas células, levando a perda da 

permeabilidade e polaridade, fazendo com que haja uma descamação das células 

epiteliais causando obstrução tubular e redução na taxa de filtração glomerular [49]. 

Quando a depleção de ATP é prolongada, isso pode levar a alterações bioquímicas 

irreversíveis causando então morte celular por necrose [50]. 

Além da morte celular causada pelo período da isquemia, as consequências 

após a reperfusão, contribuem ainda mais para o dano renal. A inflamação é 

atualmente aceita como o principal componente na patogênese da lesão de IR renal 

[51]. 

As células endoteliais iniciam a inflamação após a IR renal. Um estudo 

utilizando microscópio intravital, demonstrou que a lesão de isquemia altera a 

integridade e a barreira endotelial, aumentando a permeabilidade vascular e 

facilitando o infiltrado neutrofílico para o parênquima renal [52]. Além disso, as 

células endoteliais produzem mediadores como quimiocinas (IL-8 e MCP-1) e 

moléculas de adesão (ICAM-1 e VCAM-1), contribuindo ainda mais para adesão e 

influxo de leucócitos para o tecido renal [53]. 
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Além da contribuição dos leucócitos e células endoteliais para a inflamação na 

IR renal, as células tubulares epiteliais têm uma importante participação neste 

processo. Muitos mediadores inflamatórios são produzidos pelas células epiteliais 

tubulares, aumentando ainda mais a inflamação local. Estes mediadores incluem o 

TNF-α, IL-1β, IL-6,  e quimiocinas, como IL-8 e MCP-1 [54-57]. 

Diferentes subgrupos de leucócitos contribuem para a lesão de IR. Alguns 

estudos demonstraram que o bloqueio e migraçao de neutrófilo para o rim, melhora 

a lesão de IR renal [58, 59], assim como, o bloqueio de macrófagos [60, 61]. Um 

estudo demonstrou que  camundongos duplo nocaute CD4 e CD8 são protegidos de 

lesão de IR renal. Em outro estudo, CD4 nocautes, mas não CD8, foram protegidos 

contra IRA, e a transferência adotiva destas células, reestabeleu a lesão [62, 63].  

Diversos estudos, inclusive do nosso laboratório, demonstraram que o padrão de 

células Th1 (produtoras de interferon γ) é deletério na IRA enquanto o padrão de 

células Th2 (produtoras de IL-4) é protetor  [64-66]. 

Em geral, muitos estudos demonstraram que diminuindo a inflamação, seja 

por diminuir infiltrado celular, diminuir produção de mediadores pró- inflamatórios, 

ou por aumentar mediadores anti-inflamatórios,  a lesão de IR renal é diminuída [67, 

68]. Um dos trabalhos realizados no nosso laboratório mostrou que, inibindo o 

receptor B1 de bradicinina, receptor responsável pelos efeitos inflamatórios deste 

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

 

1.5 BRADICININA 

 

A cascata plasmática de formação das cininas pode ser ativada pelas células 

endoteliais após diversos insultos, tais como lesão de IR. As cininas são responsáveis 

por vários efeitos fisiológicos, incluindo controle da pressão sanguínea, contração e 
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relaxamento da musculatura lisa, permeabilidade vascular e mecanismos de 

transmissão de dor. As cininas, que têm como sua principal molécula a bradicinina, 

são formadas a partir de um precursor, o cininogênio, que sofre ação de enzimas 

plasmáticas ou teciduais, denominadas calicreína [70]. Ao agir no endotélio, a 

bradicinina (BK) e seus fragmentos promovem uma série de efeitos biológicos, como 

liberação de NO e prostaciclina. Em situações inflamatórias, alergia, ou após 

traumas, as cininas podem promover a migração de células para os tecidos, 

promover ativação de mastócitos, fibroblastos, macrófagos e várias células do 

sistema imunológico [71]. Suas ações são mediadas pela estimulação de dois subtipos 

de receptores transmembrânicos acoplados à proteína-G, denominados B1 e B2. Os 

receptores B2 (B2R) se ligam preferencialmente à BK e são constitutivamente 

expressos em diversos tecidos e considerados como os principais mediadores dos 

efeitos fisiológicos da BK. Diferentemente dos B2R, os receptores B1 (B1R), se ligam 

ao metabólito da BK (des-Arg9-bradicinina) e são normalmente ausentes nos tecidos 

não-traumatizados, sendo expressos sob condições particulares, como após lesões ou 

infecções teciduais [72-74]. 

Citocinas inflamatórias, como IL-1β e TNF-α, e ativação de componentes da 

família MAPK, estão envolvidos na regulação e superexpressão do gene para B1R 

[75]. A região promotora do gene para B1R tem sítios de ligações para diversos 

fatores de transcrição, dentre eles o NF-κB e fator de transcrição de ativação de 

proteína (AP-1) [76]. Ambos os fatores estão presentes em situações de inflamação, e 

podem estar relacionados com a indução do B1R por citocinas inflamatórias, 

endotoxinas (LPS) e stress [75].  A ativação do B1R é capaz de ativar NF-κB, e 

também de promover uma série de efeitos pró-inflamatórios, como migração 

leucocitária, edema, dor, liberação de prostaglandinas [77], citocinas (IL-1β) [78, 79], 

quimiocinas e leucotrienos [80, 81].  
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A BK agindo nas células endoteliais está envolvida na liberação de NO através 

da indução das enzimas NOS. A BK ao se ligar no B2R de células endoteliais, 

promove ativação de eNOS através de fosforilação pela Akt e elevação de Ca2+ 

intracelular, levando a um aumento transiente de NO. Entretanto, num ambiente 

inflamatório, o metabólito da BK age no B1R, levando à fosforilação e ativação de 

iNOS, através da via de sinalização ERK/MAPK, o que  leva a um aumento 

prolongado de NO [82].  

O papel benéfico ou deletério destes receptores é dependente do modelo de 

lesão estudado e ainda é controverso na literatura.  Em alguns modelos, o bloqueio 

de B2R esta envolvido numa melhora da lesão. 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 lesão tecidual  [83, 84]. Este mesmo efeito de 

proteção através do bloqueio de B2R também foi observado em um modelo de 

isquemia cerebral em ratos [85]. Entretanto, uma grande maioria dos estudos já 

demonstrou o papel deletério de B1R em diferentes lesões. Outros estudos utilizando 

modelo de isquemia e reperfusão cerebral em ratos ou camundongos nocautes para 

os receptores de bradicinina mostraram que o  B1R contribui para a lesão cerebral 

enquanto o B2R é benéfico [85, 86]. Este efeito deletério de B1R também foi 

demonstrado em um modelo de colite e tumor cerebral [87, 88].   

Em modelos de alergia pulmonar o papel de B1R e B2R também é controverso. 

Enquanto alguns estudos demonstraram que o bloqueio do receptor B1R diminui a 

lesão pulmonar prevenindo a secreção de muco, hiperreatividade pulmonar e 

infiltração de eosinófilos em modelos de asma [89, 90], outros estudos demonstraram 

que a maioria dos efeitos observados na asma como broncoconstrição, e aumento de 

permeabilidade vascular parecem ser mediados através de B2R [91].  



28 
Introdução 

 

Nosso laboratório demonstrou anteriormente que o B1R também está 

envolvido numa pior lesão renal em modelo de isquemia e reperfusão. Após 24 e 48 

horas de reperfusão, os animais nocautes de B1R apresentaram menores níveis de 

creatinina plasmática, e menor alteração histológica, indicando menor dano renal 

comparado com animais selvagens. Além disso, a proteção renal dos animais 

nocautes do B1R foi também associada com menor expressão de citocinas pró-

inflamatórias e maior expressão de IL-4 e IL-10 no rim [69, 92]. Outro estudo 

demonstrou que o B1R está associado a lesão renal aguda não só em modelos 

causados por IR renal. Neste estudo, os autores analisaram o perfil dos transcritos 

gênicos em um modelo de lesão renal aguda induzida por LPS em animais selvagens 

e nocautes de B1R e demonstraram que, genes relacionados à inflamação, adesão 

celular e apoptose estavam aumentados nos animais selvagens, enquanto genes 

relacionados a crescimento e proliferação celular estavam diminuídos. Esta expressão 

é invertida nos animais nocautes, que apresentam menor expressão de genes 

relacionados à inflamação e maior expressão de genes relacionados a proliferação 

celular [93].  

Como o componente inflamatório é o grande responsável pela SDRA, tanto 

direta como indireta, acreditamos que a bradicinina possa ser um importante 

mediador inflamatório envolvido nesta lesão.  
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2  OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

O objetivo deste trabalho foi estudar o papel dos receptores da bradicinina na 

lesão pulmonar direta (LPD) induzida por LPS, e na lesão pulmonar indireta (LPI) 

secundária à IR renal. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

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

- Verificar a expressão dos receptores B1 e B2 no pulmão; 

- Avaliar a função pulmonar, através de hiperreatividade brônquica à 

metacolina, do infiltrado de células e do extravasamento de proteína para o BAL; e 

- Estudar a participação do B1R nas lesões pulmonares através da modulação 

farmacológica deste receptor. 
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3  MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 ANIMAIS 

 

Os estudos foram aprovados pela Comissão de Ética em Experimentação 

Animal (CEEA) do Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São 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 28g 

que foram fornecidos pelo Biotério de Camundongos Isogênicos da USP. Após os 

procedimentos cirúrgicos e tratamentos, os animais foram mantidos no laboratório, 

em estante ventilada, acondicionados em caixas coletivas, contendo no máximo cinco 

animais por caixa, com ciclo artificial claro/escuro de 12 horas, a uma temperatura 

ambiente constante de 22 °C e com suprimentos de água e alimento autoclavados 

disponíveis todo o tempo. 

 

3.2 MODELO DE LESÃO PULMONAR INDUZIDA POR ISQUEMIA E 

REPERFUSÃO RENAL 

 

Camundongos C57Bl/6 foram submetidos à cirurgia de IR renal e a função 

pulmonar analisada após 6 ou 24 horas de reperfusão. Brevemente, os animais foram 

anestesiados com 350 µL (via i.p.) da mistura de cloridrato de ketamina (0,5%, 

Agribands, São Paulo, Brasil) e cloridrato de xilazina (0,3%, Agribands) em PBS. Uma 

incisão mediana foi realizada e ambos os pedículos renais foram ligados de forma 

reversível. Durante o procedimento cirúrgico, os animais foram mantidos hidratados 

com soro fisiológico e à constante temperatura (~37 oC) através de aquecimento 

indireto. Após quarenta e cinco minutos de isquemia, os clampes microcirúrgicos 
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foram removidos. O abdômen foi fechado em duas camadas e os animais foram 

acondicionados em gaiolas, aquecidos por luz indireta até a completa recuperação da 

anestesia. Os animais controles (sham) passaram por todo o procedimento cirúrgico, 

exceto a colocação dos clampes. 

Com 30 minutos, 6, 12, 24 e 48 horas após a reperfusão renal os animais foram 

sacrificados para coleta de sangue e avaliação da função renal através da dosagem de 

creatinina e uréia. Nos grupos de 6 e 24 horas de reperfusão, a função pulmonar foi 

avaliada. Para isso, analisamos a hiperreatividade pulmonar e, no sacrifício, o BAL 

foi coletado para contagem total de células, e seu sobrenadante utilizado para 

dosagem de proteína total. O pulmão foi coletado para extração de RNA mensageiro 

(RNAm) e  a análise de transcritos gênicos foi feita através de PCR em tempo real.  

 

3.3 MODELO DE LESÃO PULMONAR INDUZIDA POR LPS 

 

Camundongos C57Bl/6 foram anestesiados com cetamina e xilazina e tratados 

com 20 μg/animal  de LPS obtido de E. coli (O111:B4 Sigma-Aldrich) por via intra-

nasal diluído em salina a um volume final de 20 μl. Os animais controle receberam 

apenas salina. Após 6 ou 24 horas, a hiperreatividade pulmonar foi avaliada e, em 

seguida, os animais foram sacrificados para coleta do BAL e pulmão. O BAL foi 

utilizado para contagem de células totais, e seu sobrenadante para dosagem de 

proteína total e quantificação de citocinas pela técnica de bioplex. O pulmão foi 

coletado para extração de RNAm e quantificação da expressão de DNA 

complementar (cDNA) de moléculas pró e anti inflamatórias através de PCR em 

tempo real. 
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3.4 TRATAMENTO COM R954 

 

Os animais submetidos à IR renal receberam por via intra-nasal, 200μg/kg de 

antagonista de B1R (R954),  gentilmente doado pelo Dr. Pierre Sirois da Universidade 

de Sherbrooke, Quebec, Canadá, diluído em 20 μl de salina, 30 minutos após 

reperfusão, e receberam uma segunda dose 6 horas após a reperfusão [69, 90]. Os 

animais submetidos à lesão por inalação de LPS receberam apenas uma dose de 200 

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

 

3.5 AVALIAÇÃO DA FUNÇÃO RENAL 

 

Os níveis de creatinina e uréia sérica foram usados para avaliar a função renal 

após a IR renal. Nos devidos tempos de reperfusão, amostras de sangue foram 

coletadas da veia cava abdominal inferior imediatamente antes da indução de morte. 

O sangue foi centrifugado 20 minutos a 1500g para obtenção do soro. As 

concentrações de creatinina sérica foram dosadas pelo método de Jaffé modificado. 

Brevemente, foi adicionado 100 µl de ácido sulfúrico 1,84%, 100 µl de tungstato de 

sódio 10% e 200 µl de água a 100 µl de soro. As amostras foram centrifugadas por 10 

minutos a 4000g. 200 µl do sobrenadante foi transferido para uma placa de 96 poços e 

foi acrescentado 80 µl de ácido pícrico 2% e 20 µl de hidróxido de sódio a 10%.  A 

absorbância foi lida num espectofotômetro de leitor de placas (Spectra-max190-

Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) a 520nm. A concentração foi calculada em 

relação a curva padrão 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 instruções do fabricante.  
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3.6 AVALIAÇÃO DOS PARÂMETROS FUNCIONAIS PULMONARES 

 

3.6.1 Lavagem broncoalveolar 

 

 Os animais foram anestesiados com uma injeção de cetamina/xilazina. A 

cânula traqueal foi inserida via incisão médio-cervical e as vias respiratórias foram 

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

 

3.6.2 Contagem total e diferencial das células  

 

 

O fluído do lavado broncoalveolar foi centrifugado a 170g por 10 min a 4 °C, o 

sobrenadante foi removido e o botão celular ressuspendido em 0,5 ml de PBS. Um 

volume de uma solução contendo 0,5% de cristal violeta dissolvido em 30% ácido 

acético foi adicionado a nove volumes da suspensão celular. A contagem total das 

células foi determinada por câmara de Neubauer. As células foram centrifugadas em 

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

 

3.6.3 Proteína total do lavado broncoalveolar  

 

O sobrenadante obtido da centrifugação do BAL foi utilizado para dosagem 

de proteína 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 

especificações do fabricante, a absorbância lida em 650nm em espectrofotômetro 

(Spectra-max190-Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA), e a concentração 

determinada através de utilização de curva padrão de albumina sérica bovina (BSA). 

Os resultados foram expressos em μg de proteína/ml. 
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3.6.4 Reatividade Pulmonar 

  

Os animais conscientes e livres, foram colocados em câmaras pletismográficas 

(BUXCO Eletronics, USA) e os parâmetros respiratórios foram medidos por 5 

minutos antes e após nebulização por 2,5 minutos com doses de concentração 

crescente de metacolina (3, 6, 12 e 25 mg/ml ; Sigma, St Louis, USA) [94]. A 

resistência respiratória é expressa como aumento da pausa respiratória (Penh), 

calculada segundo instruções do fabricante como: 

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

Onde, Penh: “enhanced pause”; Te: tempo expiratório (segundos); Tr: tempo 

de relaxamento (segundos); Pef: pico de fluxo expiratório e Pif: pico de fluxo 

inspiratório. 

Os resultados foram expressos na média dos valores obtidos do penh com 

diferentes concentrações de metacolina, ou sob a forma de área sob a curva da dose 

resposta com metacolina. 

 

3.7 HISTOLOGIA 

 

Após a realização da coleta do BAL, os pulmões foram perfundidos com 10ml 

de PBS através do ventrículo direito para remover o excesso de sangue. Os pulmões 

foram então fixados a 10% de formalina em PBS durante a noite. Foram então 

colocados em  70% de etanol até serem embebidos em parafina. Os cortes foram 

feitos com 5µm de espessura e as lâminas 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 avaliação da expressão de iNOS e COX-2 em homogenatos pulmonares, o 

pulmão foi perfundido após coleta do BAL, com PBS gelado e homogenizado em 2 

ml de tampão de lise gelado (10% Nonodiet P40, 150 mM NaCl, 10 mM Tris HCl pH 

7,6, 2 mM PMSF, 5 µM Leupeptin) por 5 passagens por um homogenizador 

motorizado à média velocidade. Após centrifugação (16.000 g, 10 min, 40C), o 

conteúdo protéico de cada sobrenadante foi determinado pelo método BCA (BCATM 

Protein Assay Kit, Pierce). Alíquotas contendo a mesma quantidade protéica (50µg) 

foram fervidas com tampão Laemmli (100 mM DTT, 0.1% Bromofenol Blue) por 4 

min e submetidas a eletroforese em um gel de poliacrilamida a 10%. As proteínas 

foram eletroforeticamente transferidas para uma membrana de nitrocelulose e 

bloqueadas com 5% de leite desnatado diluído em tampão Tris-HCl-Tween (TBS-T, 

TrisHCl 10 mM, NaCl 150 mM, tween 20 0.1%) a temperatura ambiente por 1 hora. 

Após lavagem com TBS-T, a membrana foi incubada com o anticorpo primário 

durante a noite a 40C (anticorpo monoclonal IgG anti NOS2,  COX2 ou β-actina a 

1:2000). As membranas foram lavadas com TBS-T e incubadas com anticorpo 

secundário (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 

quimiluminescência seguindo as instruções do fabricante e expostos ao filme 

fotográfico (Kodak, Brazil). A análise densitométrica das bandas foi realizada por 

escaneamento a laser e processado pelo programa AlphaEaseFcTM. Os resultados 

foram expressos em unidades arbitrárias.  
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3.9 DOSAGEM DE PROSTAGLANDINA E2 

 

As concentrações de prostaglandina E2 (PGE2) no BAL foram determinadas 

usando o kit EIA (Cayman Chemical Co, MI, USA). Brevemente, diluições do 

sobrenadante do BAL (1:10 e 1:100) foram incubadas com o conjugado 

acetilcolinesterase-PGE2 e com o anticorpo de coelho anti-PGE2 em placas de 96 poços 

revestidas com anticorpos anti-imunoglobulina de coelho. O método é baseado na 

competição entre a PGE2 livre e a PGE2 conjugada por uma limitada concentração de 

anticorpo. Como a concentração de PGE2 conjugada é sempre constante, a coloração 

do poço irá depender da concentração de PGE2 livre da amostra.  Após 18 horas de 

incubação a 4 0C, as placas foram lavadas e o substrato da enzima (Ellman’s Reagent) 

foi adicionado por 60-120 min a 25 0C. A absorbância foi lida em 420nm em leitor de 

microplaca, e a concentração de prostaglandina foi determinada em relação a curva 

padrão. A coloração é inversamente proporcional a quantidade de PGE2 na amostra. 

 

3.10 ANÁLISE DOS TRANSCRITOS GÊNICOS  

 

Foram analisados os transcritos gênicos do rim e pulmão para diferentes 

citocinas inflamatórias, IL-1β, TNF-α, IFN-γ, IL-6, citocina anti-inflamatória, IL-4, 

quimiocinas, MCP-1, KC e proteína inflamatória de macrófago- 1α ( MIP-1α/CCL3), 

molécula de adesão, ICAM-1, e dos receptores B1 e B2. Os tecidos (pulmão e rim) 

foram rapidamente congelados em nitrogênio líquido. O RNA total foi isolado dos 

tecidos renais e pulmonares usando o método de TRIzol (Invitrogen, EUA) e a 

concentração do RNA foi determinada pela leitura da absorbância 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 Taqman (Applied Biosystem, 

EUA).  A seqüência dos primers foi desenhada de acordo com a seqüência do RNA 

publicada no genebank. As condições de termociclamento foram determinadas para 

cada primer. A análise dos resultados foi feita pelo programa Sequence Detection 

Software 1.9 (SDS), utilizando o método para cálculo de 2-ΔΔct.  A expressão do RNAm 

foi normalizada pela abundância do gene endógeno hipoxantina fosforibosil 

transferase (HPRT). E em seguida normalizados em relação ao grupo controle.  

Subseqüentemente, todos os resultados foram expressos em unidades arbitrárias em 

número de vezes em relação 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 poços 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 incubação de 2h, a placa foi novamente lavada com o Bioplex 

Wash Buffer, sendo então adicionado a cada poço o anticorpo de detecção biotinilado 

para um epítopo diferente da citocina, formando então um sanduíche de anticorpos, 

incubado por 1h. Após esse período, novas lavagens com o Bioplex Wash Buffer foram 

realizadas, sendo então 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, versão 4.1 (Bio Rad, Hercules, CA). Os dados apresentados são referentes a 

no mínimo 100 beads por citocina. Os limites de detecção para as seguintes citocinas 

analisadas foram: TNF-α 3,36; IFN-γ 5,53; IL-1β 5,56 e MCP-1 20,6 pg/ml.  

 

 

3.12 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

Todos os dados foram apresentados através da média ± erro padrão da média 

(EPM). Para a análise estatística foi utilizado o teste não paramétrico  Mann-Whitney 

quando dois grupos foram comparados, e o teste de análise de variância (ANOVA) 

seguido pelo teste de Tukey quando mais de dois grupos foram comparados. A 

diferença foi considerada significante quando  p < 0,05. Toda a análise estatística foi 

realizada pelo programa estatístico GraphPad Prism 4.0. 
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4  RESULTADOS 

 

4.1 LESÃO PULMONAR INDIRETA INDUZIDA POR IR RENAL 

 

4.1.1 Estabelecimento do modelo de lesão renal por isquemia e reperfusão 

 

Antes de avaliarmos a LPI propriamente dita, estabelecemos o modelo de 

lesão renal após a cirurgia de isquemia e reperfusão. Para isso, realizamos cirurgias 

de isquemia em animais C57Bl/6 por 45 minutos, seguida de reperfusão de diferentes 

tempos: 6, 12, 24 e 48 horas. Os animais controle (sham) passaram por todo o 

processo cirúrgico, exceto pelo clampeamento do pedículo renal. 

A disfunção renal após a lesão 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 comparação ao controle (sham) em todos os tempos de 

reperfusão, 6h (120±11 vs 52±1 mg/dl), 12h (166±8 vs 41±7 mg/dl;  p < 0,05), 24h 

(215±34 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 eficiência do modelo com relação à indução de dano renal após 

a IR. 
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Figura 1. Função Renal após 24 horas da cirurgia de isquemia e reperfusão (IR) renal. As 

amostras de sangue foram coletadas 6, 12, 24 e 48 horas após a cirurgia de 

isquemia. (A) Concentração sérica de uréia quantificada pelo kit de dosagem de 

uréia da Lab Test. (B) Concentração sérica de creatinina quantificada pelo método 

de Jaffé modificado; Os animais isquemiados apresentaram aumento nos níveis 

séricos de uréia e creatinina em relação ao controle. Os valores foram expressos 

em média ± EPM. *p < 0,05, n=5. 
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4.1.2 Avaliação da Função Pulmonar após lesão induzida por IR renal 

 

Após estabelecermos o modelo de lesão de IR, escolhemos um tempo precoce, 

mas que já demonstrava presença de lesão renal pelo aumento de uréia e creatinina 

(6 horas), e o tempo do pico da lesão renal (24 horas) para analisarmos a função 

pulmonar. Para isso, realizamos cirurgia de 45 minutos de isquemia em 

camundongos C57Bl/6, seguida de 6 ou 24 horas de reperfusão, e analisamos a 

função pulmonar.  

  

4.1.2.1 Hiperreatividade pulmonar 

 

Antes do sacrifício dos animais, os mesmos foram colocados em câmara 

pletismográfica onde receberam doses de concentração crescente de metacolina (3, 6, 

12 e 25 mg/ml), e o aumento da pausa respiratória (penh) foi obtido para análise de 

hiperreatividade pulmonar. Os resultados foram expressos em duas maneiras: um 

gráfico com a média dos valores do penh para cada dose de metacolina, e outro 

gráfico com a área sob a curva dos valores obtidos do penh. Conforme podemos 

observar na figura 2, com 6 horas após isquemia, não houve diferença significativa 

entre o grupo isquemiado e o grupo controle. Entretanto, a figura 2C mostra que, 

com 24 horas, esta diferença é significante entre o grupo isquemiado e o controle 

(116±8 vs 33±0,2,  p < 0,05), respectivamente. 
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Figura 2. Hiperreatividade pulmonar 6 e 24 horas após IR renal. Animais controle e 

isquemiados, (A) 6 e (B) 24 horas após cirurgia, foram colocados em câmara 

pletismográfica (BUXCO) e após nebulização com doses crescentes de metacolina 

(3, 6, 12 e 25 mg/ml) foi medido por 5 minutos o aumento da pausa respiratória 

(Penh) e feito uma média. (A) e (B) média dos valores de penh obtidos em 

diferentes concentrações de metacolina. (C) Os valores do penh foram expressos 

na forma de área sob a curva da dose resposta com metacolina. Animais 

isquemiados apresentaram uma maior reatividade brônquica à metacolina em 

relação ao sham. * p < 0,05, n=10. 
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4.1.2.2 Células totais no BAL 

 

O BAL foi coletado no sacrifício dos animais, com 6 ou 24 horas após cirurgia 

de isquemia, para a contagem de células totais. Com 6 horas de reperfusão, não foi 

observada diferença entre o número de células no BAL do grupo isquemiado e sham, 

conforme ilustra a figura 3. Já com 24 horas, foi observado um aumento no número 

de células totais dos animais isquemiados em relação ao sham (8x104±0,5 vs 

2x104±0,2,  p < 0,05). 

 

 

 

 

Figura 3. Número total de células no BAL 6 e 24 horas após IR renal. O BAL foi coletado após 

sacrifício dos animais submetidos a 6 ou 24 horas de reperfusão. As células totais 

foram coradas com cristal violeta e ácido acétido e contadas em câmara de 

neubauer. Os animais isquemiados apresentaram um aumento significativo no 

número de células totais em relação ao controle com 24h de reperfusão. Os valores 

foram expressos em média ± EPM. *p < 0,05, n=10.  
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4.1.2.3 Proteína total no BAL 

 

O BAL coletado após sacrifício dos animais foi centrifugado e o sobrenadante 

foi utilizado para dosagem de proteína total. Assim como o número de células, a 

proteína total também não foi diferente entre os animais isquemiados e os controles 

com 6 horas de reperfusão. Entretanto, com 24 horas, os animais isquemiados 

apresentaram maior quantidade de proteína total no BAL em relação aos controles 

(319±70 vs 88±12 μg/ml, p < 0,05), como podemos observar na figura 4. 

 

 

 

 

 

Figura 4. Proteína total no BAL 6 e 24 horas após IR renal. No sacrifício dos animais, o BAL 

foi coletado, centrifugado, e o sobrenadante foi utilizado para dosagem de 

proteína total pelo kit dc-protein da BioRad. O grupo isquemiado apresentou um 

aumento significativo na proteína total em relação ao grupo controle com 24h de 

reperfusão. Os valores foram expressos em média ± EPM. *p < 0,05, n=10. 
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4.1.3 Expressão de iNOS e COX-2 no pulmão e prostaglandina no BAL 

 

Escolhemos o tempo onde a lesão no pulmão foi maior, 24 horas após a 

cirurgia de isquemia renal, e analisamos através de western blot a expressão de iNOS 

e COX-2 do pulmão coletado dos animais isquemiados e controle. Além disso, 

dosamos no BAL, um dos produtos da COX-2, a prostaglandina E2 (PGE2).  

A iNOS é uma enzima que produz óxido nítrico, aumentando a inflamação. A 

COX-2 é uma enzima que age sobre o ácido araquidônico, liberando mediadores 

inflamatórios como prostaglandina. Ambas as enzimas são induzidas em processos 

inflamatórios e podem estar envolvidas com disfunção 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 reperfusão, tanto a iNOS 

quanto a COX-2 estavam aumentadas no pulmão dos animais isquemiados em 

comparação 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. Expressão de iNOS e COX-2 no pulmão 24 horas após IR renal. O tecido pulmonar 

foi coletado 24 horas após cirurgia de IR renal para quantificação das proteínas 

através de western blot. Os gráficos representam a média da densidade das bandas 

de iNOS e COX-2 normalizadas por β-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 após IR renal. Os animais isquemiados apresentaram um aumento nos níveis 

de PGE2 quando comparados aos animais controles (320±21 vs 18±2; p < 0,05). 
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Figura 6. Dosagem de prostaglandina E2 (PGE2) no BAL 24 horas após IR renal. No sacrifício 

dos animais, o BAL foi coletado, centrifugado, e o sobrenadante foi utilizado para 

dosagem de PGE2. O grupo isquemiado (IR) apresentou um aumento nos níveis de 

PGE2 em relação ao grupo controle (sham). Os valores foram expressos em média ± 

EPM. * p < 0,05, n=5. 
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4.1.4 Expressão de transcritos gênicos de citocinas, quimiocinas e molécula de 

adesão no rim e pulmão 

 

Avaliamos diferentes transcritos gênicos de citocinas pró-inflamatórias, 

quimiocina, molécula de adesão e citocina anti-inflamatória no rim (figura 7A) e 

pulmão (figura 7B) 24 horas após IR renal. O rim e pulmão foi coletado com 24 horas 

de reperfusão e o RNA total foi extraído. Foi sintetizado o cDNA e realizado o PCR 

em tempo real para quantificação relativa dos transcritos gênicos. As amostras foram 

normalizadas pelo controle endógeno HPRT e em seguida pelo grupo controle, 

utilizando o método 2-ΔΔct , conforme descrito no material e métodos.  

Com 24 horas de reperfusão, os animais isquemiados apresentaram um 

aumento na expressão das citocinas pró-inflamatórias (IL-1β, TNF-α, IL-6) e 

quimiocinas (MCP-1 e KC)  em relação aos controles. Este aumento foi observado 

tanto no rim quanto no pulmão.  Não houve nenhuma diferença significativa após IR 

renal na expressão da quimiocina CCL3 no rim e pulmão.  

A expressão da citocina anti-inflamatória IL-4, estava diminuída no rim e 

pulmão nos animais isquemiados em relação ao controle. 

A expressão de ICAM-1, uma molécula de adesão que é expressa no endotélio 

e facilita a infiltração de leucócitos, estava aumentada no pulmão dos animais 

isquemiados em comparação ao controle. Entretanto, no rim, a  expressão de ICAM-1 

estava diminuída. 
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Figura 7. Expressão dos transcritos gênicos de citocinas, quimiocinas e molécula de adesão 

no Rim (A) e Pulmão (B) 24 horas após IR renal. O pulmão foi coletado 24 horas 

após a lesão de IR renal. A quantificação do RNAm foi realizada por PCR em tempo 

real e normalizada por HPRT. Método utilizado para cálculo 2-ΔΔct. Os valores 

estão expressos em unidades arbitrárias em número de vezes em relação 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 após IR renal 

 

Quantificamos algumas citocinas pró-inflamatórias e uma quimiocina no soro 

para avaliarmos se estes mediadores poderiam estar sendo liberados pelo rim e, 

sistemicamente, ativando a resposta inflamatória no pulmão. Como ilustra a figura 8, 

as citocinas estavam significantemente aumentadas no soro de animais isquemiados 

em relação aos controles 24 horas após a cirurgia (IL-1β 234±10 vs 34±3; TNF-α 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 diferença não foi significante (240±95 vs 78.5±8 pg/ml). 
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Figura 8. Quantificação de citocinas e quimiocina no soro 24 horas após IR renal. O sangue 

foi coletado após o sacrifício 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 

após cirurgia. Os valores foram expressos em média ± EPM. * p < 0,05, n=5.  

 

 

 



51 
Resultados 

 

 

4.1.6 Expressão dos receptores B1 e B2 no rim e pulmão após lesão de IR renal 

 

Após verificarmos que mediadores inflamatórios estavam sendo liberados 

pelo rim no sangue, e possivelmente ativando a inflamação no pulmão, contribuindo 

para uma lesão pulmonar secundária à lesão de IR renal, resolvemos estudar se os 

receptores de bradicinina B1 e B2 poderiam estar envolvidos nesta lesão. Sendo 

assim, verificamos suas expressões no rim e pulmão após cirurgia de IR renal. 

Após as cirurgias de isquemia renal, o rim e o pulmão dos camundongos 

foram coletados em diferentes tempos de reperfusão (30 minutos, 6, 12, 24 e 48 horas) 

para extração de RNA total, síntese do cDNA e realização de PCR em tempo real 

para análise dos transcritos gênicos dos receptores B1 e B2. 

   No rim, a expressão do receptor B2 estava bem aumentada nos animais 

isquemiados em relação ao sham com 12h (4,72±0,80 vs 1,0 UA;  p < 0,05) e 24 horas 

(5,38±1,87 vs 1,0 UA;  p < 0,05) de reperfusão (figura 9A). 

No pulmão, tanto a expressão de B1 quanto B2 estavam aumentadas com 24 

horas de reperfusão 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 expressão dos transcritos gênicos dos receptores B1 e B2 no rim (A) e 

pulmão (B) após IR renal. A quantificação do RNAm foi realizada por PCR em 

tempo real dos rins e pulmões coletados com 30 min, 6, 12, 24 e 48h de reperfusão.  

Método utilizado para cálculo 2-ΔΔct. A expressão de B2R estava aumentada nos 

animais isquemiados 24 horas após cirurgia. No pulmão, tanto o B1R quanto o 

B2R estavam aumentados nos animais isquemiados. Os valores estão expressos em 

unidades arbitrárias em n-vezes diferente em relação ao sham. Os valores foram 

expressos em média ± EPM. * B2R em relação ao sham, # B2R em relação ao B1R, ∆ 

B1R em relação ao sham, *#∆ p < 0,05, n=5. 
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4.1.7 Avaliação pulmonar após tratamento com antagonista de B1R (R954) na lesão 

induzida por IR renal 

 

Após verificarmos que a lesão de IR foi capaz de modular a expressão dos 

receptores da bradicinina no pulmão, decidimos usar o antagonista do B1R para 

verificar se o mesmo poderia estar envolvido na lesão pulmonar após IR renal. Como 

os dois receptores estavam aumentados no pulmão com 24 horas após IR renal, 

escolhemos bloquear o receptor induzível (B1R), uma vez que nosso laboratório já 

havia verificado seu papel deletério na lesão de IR renal [92].  

Para isso, camundongos C57Bl/6 passaram por 45 minutos de isquemia renal, 

e com 30 minutos e 6 horas de reperfusão foram tratados com 200 μg/kg de 

antagonista de B1R (R954) em 20 μl de salina por via intra-nasal. Animais controle 

receberam somente salina.  

Antes de avaliarmos a função pulmonar, verificamos se o inibidor de B1R 

administrado por via nasal, estava promovendo algum efeito sistêmico influenciando 

na lesão renal. Como podemos observar na figura 10, o tratamento com R954 não 

teve nenhum efeito na lesão renal. Ambos os grupos de animais isquemiados, tratado 

e não tratado, tiveram o mesmo nível de uréia sérica (177±14 vs 186±1 mg/dl), 

respectivamente. 
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Figura 10. Função Renal 24 horas após 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 reperfusão receberam 200 μg/kg de inibidor de B1R (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 após tratamento com inibidor de B1R (R954) em lesão 

induzida por IR renal. Animais receberam 200 μg/kg de R954 por via intra-nasal 

30min e 6h após IR renal. Após 24h de reperfusão, foram colocados  em câmara 

pletismográfica (BUXCO) e após nebulização com doses crescentes de metacolina 

(3, 6, 12 e 25 mg/ml) foi medido por 5 minutos o aumento da pausa respiratória 

(Penh) e feito uma média. (A) Média dos valores de penh obtidos em diferentes 

concentrações de metacolina. (B) Os valores do penh foram expressos na forma de 

área sob a curva da dose resposta com metacolina. Animais isquemiados que 

receberam tratamento apresentaram menor hiperreatividade pulmonar à 

metacolina em relação 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 não foi capaz de reduzir o número de células no BAL. 
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Figura 12. Número total de células no BAL após tratamento com inibidor de B1R (R954)  em 

lesão induzida por IR renal. Animais receberam 200 µg/kg de R954 por via intra-

nasal 30 min e 6h após IR renal. Após 24h de reperfusão, 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 Proteína Total no BAL 

 

Podemos verificar na figura 13, que o tratamento com inibidor de B1R (R954) 

foi capaz de inibir o aumento nos níveis de proteína total no sobrenadante do BAL de 

animais isquemiados de 1011±31 μg/ml para 220±10 μg/ml. 

 

 

 

Figura 13. Proteína total no BAL após tratamento com inibidor de B1R (R954) em lesão 

induzida por IR renal. Animais receberam 200 μg/kg de R954 por via intra-nasal 

30min e 6h após IR renal. Após 24h de reperfusão, os animais foram sacrificados, 

e o sobrenadante do BAL coletado foi utilizado para dosagem de proteína total . 

O aumento de proteína no BAL observado nos animais isquemiados foi inibido 

quando os animais foram tratados com antagonista de B1R. Os valores foram 

expressos em média ± EPM. *# p < 0,05, n=10. 
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4.1.8 Expressão gênica de citocinas e quimiocina após tratamento com antagonista 

de B1R na lesão induzida por IR renal 

 

Analisamos alguns transcritos para as citocinas pró-inflamatórias que vimos 

anteriormente que estavam aumentadas no pulmão após IR renal, após tratamento 

com inibidor de B1R (R954). Como podemos observar na figura 14, o tratamento com 

o inibidor R954 diminui a expressão destas citocinas no pulmão (TNF-α 3,8±0,8 para 

2±0,2; IL-6 43,9±12 para 3,3±1,5 e IL-1β 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 

expressão da citocina anti-inflamatória IL-4 que estava diminuída no pulmão após IR 

renal em relação ao controle (0.2±0,1  vs 1 UA, respectivamente,  p < 0,05) teve sua 

expressão aumentada com o tratamento de inibidor de B1R (0.2±0,1  para 0.9±0,1,  p < 

0,05). Por outro lado, a expressão da citocina anti-inflamatória IL-10 estava 

aumentada no pulmão após IR renal e teve sua expressão diminuída após 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. Expressão dos transcritos gênicos de citocinas e quimiocina no pulmão após 

tratamento com inibidor de B1R (R954)  em lesão induzida por IR renal. O 

pulmão dos animais foi coletado 24 horas após cirurgia de IR renal e tratamento 

com inibidor de B1R (R954). A quantificação do RNAm foi realizada por PCR em 

tempo real e normalizada por HPRT. Método utilizado para cálculo 2-ΔΔct. A 

expressão de mediadores pró-inflamatórios é significativamente reduzida no 

pulmão dos animais tratados com inibidor de B1R em relação aos não tratados. 

Os valores estão expressos em unidades arbitrárias em número de vezes em 

relação ao grupo controle. Os valores foram expressos em média ± EPM. * p < 

0,05, n=8. A linha sólida representa a expressão do grupo controle. 
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4.2 LESÃO PULMONAR DIRETA INDUZIDA POR INALAÇÃO DE LPS 

 

4.2.1 Estabelecimento do modelo de lesão induzida por LPS 

 

Para estabelecermos o modelo de lesão por LPS, camundongos C57Bl/6 foram 

anestesiados com cetamina e xilazina e tratados com 20 μg/animal de LPS de E. Coli 

em 20 μl de salina por via intra-nasal. Os animais controles receberam o mesmo 

volume de salina. Após 6 e 24 horas do tratamento com LPS, a função pulmonar foi 

avaliada. 

 

4.2.1.1 Hiperreatividade Pulmonar 

 

Após tratamento com LPS, os animais apresentaram um aumento significativo 

na reatividade pulmonar à metacolina em relação ao grupo controle. As figuras 15A 

e 15B mostram os valores do penh obtidos com diferentes concentrações de 

metacolina, 6 horas (A) e 24 horas (B) após inalação de LPS. Os valores obtidos do 

penh foram expressos na forma de área 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 à metacolina em relação ao grupo controle, 

respectivamente. 
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Figura 15. Hiperreatividade pulmonar 6 e 24 horas após inalação de LPS. Animais C57Bl/6 

receberam 20 μg de LPS ou salina. Após 6 e 24 horas, os animais foram colocados 

em câmara pletismográfica (BUXCO) e após nebulização com doses crescentes de 

metacolina (3, 6, 12 e 25 mg/ml) foi medido por 5 minutos o aumento da pausa 

respiratória (Penh) e feito uma média dos valores observados. Média dos valores 

de penh obtidos em diferentes concentrações de metacolina 6 horas (A) ou 24 

horas (B) após inalação de LPS. (C) Os valores do penh foram expressos na forma 

de área sob a curva da dose resposta com metacolina. Animais tratados com LPS 

apresentaram uma maior reatividade brônquica à metacolina em relação ao  

grupo controle, tanto 6 como 24 horas após inalação. 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 número de células totais no BAL após 6 horas (2x104±1 vs 

123x104±39, p<0.05) e 24 horas (5x104±1 vs 60x104±3, p < 0,05) de tratamento, como 

podemos observar na figura 16A. Os neutrófilos foram as células que mais 

contribuiram para o  aumento do infiltrado celular tanto 6 horas (1x104±0.8 vs 

82x104±29, p < 0,05) como 24h (0.8x104±0.8 vs 33x104±29, p < 0,050), como mostra 

figura 16B. As células mononucleares também estavam aumentadas em relação ao 

controle (figura 16C), mas em menor quantidade quando comparadas ao aumento de 

neutrófilos.  
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Figura 16. Número total e diferencial de células no BAL 6 e 24 horas após inalação de LPS. O 

BAL foi coletado no sacrifício dos animais após 6 ou 24 horas de tratamento com 

LPS. (A) O número de células totais do BAL foi determinado por contagem em 

câmara de neubauer. As células foram centrifugadas em citocentrifuga e coradas 

com hematoxilina-eosina para contagem diferencial. (B) Neutrófilos e (C) células 

mononucleares no BAL. Os animais que receberam LPS apresentaram um 

aumento significativo no número total de células em relação ao controle com 24h 

após inalação. Isso se deu principalmente pelo aumento no número de 

neutrófilos. Os valores foram expressos em média ± EPM. #* p < 0,05, n=5.  
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4.2.1.3 Proteína total no BAL 

 

Com 6 horas após o tratamento, há uma tendência no grupo tratado com LPS 

em apresentar um aumento da proteína total do sobrenadante do BAL em relação ao 

controle, mas esta diferença não foi significante estatisticamente (292±22 vs 183±51 

μg/ml, respectivamente). Entretanto, com 24 horas após tratamento com LPS, houve 

uma diferença significativa no aumento de proteína total no BAL em relação ao 

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

na figura 17. 
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Figura 17. Proteína total no BAL 6 e 24 horas após inalação de LPS. O BAL foi coletado no 

sacrifício dos animais após 6 ou 24 horas de tratamento com LPS. O 

sobrenadante foi utilizado para dosagem de proteínas totais. Os animais que 

receberam LPS apresentaram um aumento significativo nos níveis de proteína 

total em relação 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 Expressão dos receptores B1 e B2 no pulmão após lesão direta induzida por 

LPS 

 

Como verificamos anteriormente que os receptores da bradicinina são 

modulados e podem estar envolvidos numa lesão pulmonar indireta por IR renal, 

decidimos analisar a expressão destes receptores no pulmão após lesão direta por 

LPS.  

Observamos que 6 horas após o tratamento com LPS, nenhum dos receptores 

(B1R e B2R) estavam alterados em relação ao grupo controle (figura 18A). Entretanto, 

vimos que 24 horas após o tratamento com LPS, os camundongos aumentaram 

significantemente a expressão de B1R em relação ao controle (14,8±4,4 vs 1,0 UA,  p < 

0,05, respectivamente), como ilustra a figura 18B. Nenhuma significância foi 

observada nos níveis de B2R em relação ao controle com 24 horas após LPS.  
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Figura 18. Expressão dos transcritos gênicos dos receptores B1 e B2 no pulmão 6 e 24 horas 

após inalação de LPS. O pulmão foi coletado 6 horas (A) ou 24 horas (B) após 

inalação de LPS. A quantificação do RNAm foi realizada por PCR em tempo real e 

normalizada por HPRT. O método 2-ΔΔct foi utilizado para cálculo. A expressão de 

B1R estava aumentada 24 horas após tratamento com LPS.  Os valores estão 

expressos em unidades arbitrárias em N-vezes diferente em relação ao grupo 

controle. Os valores foram expressos em média ± EPM.  * p < 0,05, n=5. 
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4.2.3 Avaliação da função pulmonar após tratamento com antagonista de B1R na 

lesão induzida por LPS 

 

Como observamos anteriormente a diminuição da lesão pulmonar secundária 

à lesão de IR renal com o tratamento pelo antagonista de B1R, e também verificamos 

que na lesão direta por LPS a expressão dos receptores era modulada, decidimos 

bloquear o B1R após lesão direta por LPS. 

Os camundongos C57Bl/6 receberam 200 μg/kg de antagonista de B1R (R954)  

em 20 μl de salina por via intra-nasal, 30 minutos após o tratamento com LPS. A 

função pulmonar foi avaliada 24 horas após inalação do LPS. 

 

4.2.3.1 Hiperreatividade pulmonar 

 

O tratamento com inibidor de B1R foi capaz de reduzir significantemente a 

hiperreatividade pulmonar à metacolina expressa em área sob a curva, de 103±38 

para 9±3 UA ( p < 0,05), 24 horas após tratamento com LPS, conforme podemos 

verificar na figura 19. 
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Figura 19. Hiperreatividade pulmonar após tratamento com inibidor de B1R (R954)  em lesão 

por inalação de LPS. Animais C57Bl/6 receberam 20 μg de LPS ou salina e 30min 

depois 200 μg/kg de R954. Após 24 horas, os animais foram colocados em câmara 

pletismográfica (BUXCO) e após nebulização com doses crescentes de metacolina 

(3, 6, 12 e 25 mg/ml) foi medido por 5 minutos o aumento da pausa respiratória 

(Penh) e feito uma média dos valores observados. (A) Média dos valores de penh 

obtidos em diferentes concentrações de metacolina 24 horas após inalação de LPS. 

(B) Os valores do penh foram expressos na forma de área sob a curva da dose 

resposta com metacolina. Animais tratados com R954 apresentaram uma queda na 

reatividade brônquica à metacolina em relação ao  grupo sem tratamento. Os 

valores foram expressos em média ± EPM.. *LPS versus salina, # LPS tratado com 

R954 versus LPS não tratado. *#  p < 0,05, n=5. 
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4.2.3.2 Infiltrado celular no BAL e pulmão 

 

O tratamento com inibidor de B1R, R954, reduziu significantemente o número 

de células  no BAL em relação 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 B1R foi capaz de reduzir o 

infiltrado neutrofílico no parênquima pulmonar na região peribronquiolar, como 

ilustra a figura 21.  
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Figura 20. Número total de células no BAL  após tratamento com inibidor de B1R  em lesão 

por inalação de LPS. Animais C57Bl/6 receberam por via intra-nasal 20 μg de LPS 

ou salina e 30min depois, foram tratados com 200 μg/kg de R954 ou salina. O BAL 

foi coletado 24 após o tratamento para contagem do número total de células. 

Animais tratados com inibidor de B1R não apresentaram aumento de células no 

BAL quando comparados aos animais não tratados. Os valores foram expressos 

em média ± EPM. #* p < 0,05, n=5. 
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Figura 21. Secção representativa do pulmão de animais tratados com inibidor de B1R (R954) 

e LPS. Os tecidos foram coletados 24 horas após inalação 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 B1 (R954).  Animais tratados com 

inibidor de B1R apresentaram diminuição no infiltrado polimorfonuclear na região 

peribronquiolar quando comparado aos animais não tratados. As imagens são 

representativas de cinco animais por grupo. Aumento de 400X.  
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4.2.3.3 Proteína total no BAL  

 

A quantidade de proteína total no BAL foi significativamente diminuída no 

grupo tratado com inibidor de B1R (R954), que passou de 291±5 no grupo não tratado 

para 184±22 μg/ml no grupo tratado ( p < 0,05). Isto pode ser observado na figura 22. 
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Figura 22.  Proteína total no BAL após tratamento com inibidor de B1R  em lesão por 

inalação de LPS. Animais C57Bl/6 receberam por via intra-nasal 20 μg de LPS 

ou salina e 30min depois, foram tratados com 200 μg/kg de R954 ou salina. O 

BAL foi coletado no sacrifício dos animais, centrifugado, e o sobrenadante foi 

usado para dosagem de proteína total.  Após 24 horas os animais tratados com 

R954 apresentaram redução significativa nos níveis de proteína total em relação 

ao grupo LPS sem tratamento. Os valores foram expressos em média ± EPM.  *# 

p < 0,05, n=5. 
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4.2.4 Expressão gênica de citocinas e quimiocina após tratamento com antagonista 

de B1R na lesão induzida por LPS 

 

Analisamos a expressão gênica de citocinas e quimiocina pró-inflamatória no 

tecido pulmonar através de PCR em tempo real 24 horas após tratamento com 

inibidor de B1R. Como podemos observar na figura 23, o tratamento com LPS induz 

grande expressão gênica das citocinas e quimiocina pró-inflamatórias analisadas em 

comparação ao grupo que recebeu apenas salina (TNF-α 35,0±8 vs 1,0 UA ; IFN-γ 

2282±460 vs 1,0 UA;  IL-1β 38,8±8 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-α  35,0±8 para 0,3±0,1 UA ; IFN-γ  2282±460 para 58,4±2,4 

UA;  IL-1β  38,8±8 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 expressão das citocinas anti-

inflamatórias, IL-4 e IL-10, no pulmão após inibição do B1R.  A IL-4 estava diminuída 

nos animais tratados com LPS em relação ao controle (0,60±0,05 vs 1 UA,  p < 0,05, 

respectivamente) enquanto que no grupo tratado com inibidor de B1R, a expressão 

foi aumentada de 0,60±0,05  para 1,8±0,4,  p < 0,05. A expressão de IL-10 estava 

aumentada no pulmão após inalação por LPS e foi diminuída com o bloqueio do 

B1R. 
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Figura 23. Expressão dos transcritos gênicos de citocinas e quimiocina no pulmão após 

tratamento com inibidor de B1R (R954)  em lesão por inalação de LPS. O pulmão 

dos animais foi coletado 24 horas após inalação de LPS e tratamento com 

inibidor de B1R (LPS+R954). A quantificação do RNAm foi realizada por PCR em 

tempo real e normalizada por HPRT. Método utilizado para cálculo 2-ΔΔct. A 

expressão de mediadores pró-inflamatórios é significativamente reduzida nos 

animais tratados com inibidor de B1R em relação aos não tratados. Os valores 

estão expressos em unidades arbitrárias em número de vezes em relação 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 B1R; LPS, animais tratados com LPS; LPS+R954, 

animais tratados com LPS e inibidor de B1R.  
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4.2.5 Quantificação de citocinas e quimiocina no BAL após tratamento com 

inibidor de B1R na lesão induzida por LPS 

 

Quantificamos citocinas e uma quimiocina no BAL após tratamento com 

inibidor de B1R (R954). Podemos observar na figura 24, que o LPS induziu a presença 

de citocinas pró-inflamatórias no BAL, que não são detectadas nos animais controle 

(TNF-α  63,7±20; IFN-γ  322±20; IL-1β  25,5±4,5 e MCP-1 47±9 pg/ml,  p < 0,05). E 

também, que o tratamento com R954 foi capaz de abolir completamente este aumento 

de TNF-α  e IL-1β  causado pelo LPS, e diminuir consideravelmente a presença de 

IFN-γ  (322±20 para 2,7±1 pg/ml,  p < 0,05) e da quimiocina MCP-1 (47±9 para 17±1 

pg/ml,  p < 0,05). As citocinas anti- inflamatórias IL-4 e IL-10 não foram detectadas no 

BAL em nenhum nos grupos. 
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Figura 24. Quantificação de citocinas e quimiocina no BAL após tratamento com inibidor de 

B1R (R954)  em lesão por inalação de LPS. O BAL foi coletado 24 horas após 

inalação de LPS e inibidor de B1R (R954), e as citocinas foram quantificadas pela 

técnica de Bioplex da BioRad. Os limites de detecção para cada citocina estão 

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, não detectada. 
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5  DISCUSSÃO 

 

A SDRA é a forma mais severa da LPA e é caracterizada por intenso influxo 

de neutrófilos no pulmão, aumento de mediadores pró-inflamatórios e danos 

epiteliais e endoteliais.  Pode ser classificada em SDRA direta, quando a lesão atinge 

diretamente o pulmão, como exemplo de sua principal causa, a pneumonia, ou pode 

ser classificada em SDRA indireta, quando mediadores inflamatórios liberados por 

uma lesão extra-pulmonar atingem o pulmão, como, por exemplo, órgãos 

isquemiados [2-4]. 

Na primeira etapa deste trabalho, nós avaliamos o modelo de LPI,  induzida 

através de IR renal, e o modelo de LPD, induzida através da inalação de LPS.  

Para estabelecer o modelo de lesão de IR renal, realizamos cirurgias em 

camundongos C57Bl/6 de 45 minutos de isquemia seguida de diferentes tempos de 

reperfusão: 6, 12, 24 e 48h. No sacrifício, coletamos sangue para dosagem de uréia e 

creatinina sérica, ambos indicadores de função renal. Pudemos observar que 6 horas 

após a reperfusão, já há um aumento nos níveis destes marcadores, indicando o 

início de um dano renal. E também que, o pico da lesão renal ocorreu em 24 horas.  

Com estes resultados, verificamos a eficiência do modelo em causar dano renal. O 

tempo de isquemia determina a severidade da lesão renal. Alguns trabalhos utilizam 

períodos de 30 minutos de isquemia para uma lesão moderada [95], entretanto, nós 

utilizamos 45 minutos para obtermos uma lesão renal mais severa, e 

consequentemente um maior dano sistêmico. Já foi demonstrado na literatura que 30 

minutos de isquemia renal não é suficiente para levar a grandes alterações 

pulmonares, enquanto que 60 minutos de isquemia renal leva a considerável 

alterações pulmonares [43]. No nosso modelo, a taxa de mortalidade com 60 minutos 
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de isquemia é alta, por isso, escolhemos 45 minutos de isquemia renal para podermos 

estudarmos os danos sistêmicos no pulmão.  

Escolhemos dois pontos de reperfusão, 6 e 24 horas, para avaliarmos a função 

pulmonar através da hiperreatividade brônquica à metacolina e quantificação do 

número de células totais e proteína no BAL. Verificamos que 6 horas após a IR renal, 

o pulmão não apresentou aumento de nenhum destes parâmetros avaliados. 

Entretanto, com 24 horas após isquemia, os animais apresentaram aumento de 

hiperreatividade pulmonar à metacolina, de infiltrado celular, e de extravasamento 

de proteínas para o espaço alveolar. Em estudos realizados com lesão de IR 

intestinal, ratos já apresentam infiltração de neutrófilos 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 

não apresentavam aumento de proteína no BAL e apresentavam pouquíssimo 

infiltrado neutrofílico no tecido. Já com 36 horas após isquemia, eles verificaram um 

maior aumento de infiltrado neutrofílico no tecido e extravasamento de proteínas 

para o BAL. Estes parâmetros não foram avaliados com 24 horas após isquemia. Isso 

mostra que, a cinética envolvida na lesão pulmonar causada por estes diferentes 

órgãos isquemiados pode ser diferente a depender do modelo. 

  Ainda não é totalmente esclarecido o mecanismo que acarreta este aumento 

de infiltrado celular no pulmão. Uma das possibilidades é a ativação endotelial no 

pulmão após a liberação sistêmica de citocinas pró-inflamatórias. Nós observamos 

que citocinas pró-inflamatórias, IL-1β e TNF-α, e a quimiocina MCP-1, estavam 

aumentadas no soro 24 horas após lesão de IR renal, podendo estar envolvidas com a 

ativação endotelial e infiltrado celular no pulmão. Em modelo de isquemia intestinal, 

alguns  estudos já mostraram que a IL-1β e o TNF liberados após uma isquemia 

intestinal estão aumentados no soro e podem levar a danos pulmonares [36, 37].  Nós 
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dosamos também a citocina IL-6 no soro, mas não observamos um aumento 

significativo. Um estudo anterior mostrou que a  IL-6 atinge o pico no soro com 4 a 8 

horas após lesão de IR renal, voltando aos níveis basais 24 horas após o insulto [97].   

A ativação endotelial é um dos processos envolvidos na lesão de IR. Uma vez 

ativado, ele passa a expressar moléculas em sua superfície, como ICAM-1, facilitando 

a adesão e infiltração de leucócitos no tecido [53]. Já foi demonstrado o importante 

papel de ICAM-1 na lesão de IR renal. Neste trabalho, o tratamento com anticorpo 

anti ICAM-1 após a IR renal em ratos preveniu os danos no rim [68]. Para 

estudarmos a disfunção endotelial pulmonar, avaliamos a expressão de ICAM-1 no 

pulmão 24 horas após lesão de IR renal. Observamos que a expressão de RNAm de 

ICAM-1 estava aumentada no pulmão dos animais após IR renal, sugerindo ativação 

endotelial. Um estudo anterior demonstrou o importante papel de ICAM-1 na lesão 

pulmonar sistêmica após lesão de IR intestinal. Neste estudo, ratos foram tratados 

com anticorpo anti ICAM-1 após lesão de IR intestinal e o infiltrado neutrofílico e 

aumento de permeabilidade microvascular foram diminuídos no pulmão [38].   

Quantificamos também a expressão de duas enzimas,  COX-2 e iNOS, que 

poderiam estar envolvidas na disfunção endotelial, infiltração celular e aumento da 

inflamação. Em condições normais, a expressão das duas enzimas é baixa em células 

endoteliais e células inflamatórias, como macrófagos, mas é aumentada por citocinas 

inflamatórias como IL-1β e TNF-α [98, 99]. A COX-2 é uma enzima que produz 

mediadores inflamatórios, como as prostaglandinas, à partir do ácido araquidônico. 

A iNOS produz NO à partir da L-arginina. Nosso laboratório já demonstrou que  a 

COX-2 é importante na lesão de IR renal uma vez que, o bloqueio desta enzima 

melhora a função renal após IR [100]. Estudos anteriores demonstraram que ambas 

formas de NOS (induzida e constitutiva) exercem diferentes efeitos no pulmão após 

lesão de IR intestinal e hepática. A forma induzida é deletéria, contribuindo para a 
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disfunção pulmonar, enquanto a forma constitutiva é benéfica [39, 40, 101, 102]. Nós 

observamos que tanto a COX-2 quanto iNOS estão aumentadas no pulmão 24 horas 

após lesão de IR renal, e podem estar contribuindo para a infiltração celular e 

inflamação. Não podemos afirmar se a iNOS está sendo produzida pelas células 

endoteliais no pulmão ou pelos macrófagos infiltrantes. Um estudo anterior 

demontrou através de um modelo de LPA induzida por sepse que a iNOS tem um 

papel importante na disfunção da microcirculação, mas é produzida pelos 

macrófagos alveolares, e não pelas células endoteliais. Os autores depletaram 

macrófagos alveolares em camundongos iNOS +/+ e verificaram diminuição no 

extravasamento de proteína e redução de neutrófilos após indução da sepse. 

Entretanto, quando os macrófagos alveolares foram  reconstituídos a partir de 

doadores iNOS +/+, a lesão pulmonar foi re-estabelecida. Por outro lado, quando os 

camundongos foram reconstituídos com macrófagos alveolares de animais iNOS -/-, 

eles continuaram protegidos após a indução da sepse [103].   

Uma vez que a expressão de COX-2 estava aumentada no pulmão,  nós 

dosamos um dos produtos lipídicos da COX-2, a PGE2. Vimos um aumento da PGE2 

no BAL 24 horas após lesão de IR renal. Mediadores lipídicos estão envolvidos na 

patogênese da asma contribuindo para eventos precoces como infiltrado celular, 

hiperreatividade brônquica e secreção de muco [104]. O papel da produção de 

prostaglandina no pulmão é controverso, podendo ser deletério ou benéfico 

dependendo do modelo estudado. Em modelos de alergia, a PGE2 quando inalada 

por pacientes asmáticos antes da inalação do alérgeno foi relacionada com um efeito 

protetor [105]. Enquanto outros estudos mostraram um efeito pró-inflamatório da 

PGE2 por aumentar a sobrevida de eosinófilos [106, 107], e aumentar o influxo de 

neutrófilos, eosinófilos e linfócitos no BAL dos camundongos após desafio com 

alérgeno [108]. Em modelos de LPA induzida por LPS e não por alérgenos, a PGE2 
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contribui para infiltração de neutrófilos [109]. Acreditamos que no nosso modelo de 

LPA indireta, com características diferentes de um modelo alérgico, a PGE2 

produzida pela COX-2, juntamente com o NO produzido pela iNOS, estão 

contribuindo para a inflamação local.  

 Alguns estudos já demonstraram que um padrão Th1 de resposta 

imunológica é deletério à lesão de IR renal, enquanto o padrão Th2 é protetor [66]. 

Animais IL-4 nocautes apresentaram uma piora na disfunção renal em relação aos 

controles [65]. Enquanto animais IL-12KO apresentaram uma proteção na lesão de IR 

renal [64]. Diversos estudos demonstraram o papel das células T CD4+ na 

contribuição da lesão de IR renal [110]. Com uma e três  horas de reperfusão já 

encontra-se infiltrado de linfócitos no rim, entretanto, esse infiltrado é diminuido 

após 24 horas. Acredita-se que os linfócitos infiltram o rim rapidamente após a 

reperfusão, produzindo citocinas, contribuindo para o início da inflamação e logo 

depois desaparecem [111, 112] .  Camundongos nocautes para CD4 e CD8 (nu/nu) 

tiveram diminuição nos danos renais após isquemia. Quando reconstituídos com 

linfócitos CD4+, a lesão foi reestabelecida. Entretanto, a reconstituição com CD4+ de 

animais IFN-γKO ou CD28KO não foi capaz de reestabelecer a lesão. Mostrando a 

importância da co-estimulação e um ambiente de padrão Th1 no papel dos linfócitos 

na contribuição da lesão de IR [63]. Nós quantificamos a expressão gênica de 

citocinas pró-inflamatórias de padrão Th1, quimiocinas, e citocinas anti-inflamatórias 

de padrão Th2 no rim e pulmão 24 horas após IR renal. Vimos que tanto no rim 

quanto no pulmão, as citocinas pró-inflamatórias IL1β, TNF-α e IL-6 estavam 

aumentadas 24 horas após IR renal. Assim como as citocinas, as quimiocinas MCP-1 

e KC também estavam aumentadas. A expressão da citocina de padrão Th2, IL-4, 

estava diminuída tanto no rim quanto no pulmão em relação ao controle. Com isso, 
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caracterizamos o padrão de citocinas no pulmão após lesão de IR renal, e vimos que, 

assim como no rim, a resposta imunológica no pulmão também é de padrão Th1.  

Com os resultados obtidos até aqui, sugerimos que a lesão de IR renal libera 

mediadores inflamatórios no sangue que chegam ao pulmão ativando células 

endoteliais, aumentando expressão de ICAM-1, COX-2 e iNOS, liberando citocinas 

de padrão Th1, promovendo  infiltração celular, aumentando permeabilidade 

vascular e hiperreatividade brônquica. 

Após analisarmos a LPI induzida por lesão de IR renal, avaliamos o modelo 

de LPD induzida por inalação de LPS. Apesar da lesão pulmonar ser semelhante no 

estágio tardio, independentemente do estímulo ter sido direto ou indireto, ela difere 

no estágio inicial. A LPI causada por IR renal, causaria liberação de mediadores 

inflamatórios sistêmicos, ativando as células endoteliais, contribuindo para o 

infiltrado celular e maior inflamação, enquanto uma LPD causada por inalação de 

LPS causaria danos primeiramente ao epítelio pulmonar, com ativação de 

macrófagos alveolares, liberação de citocinas, inflamação e infiltração de leucócitos 

[15].  Por isso nosso interesse em estudar a lesão pulmonar em dois modelos 

diferentes. 

Para isso, camundongos C57Bl/6 foram anestesiados com cetamina e xilazina e 

tratados por via intra-nasal com 20 µg  de LPS de E. coli diluídos em 20µl de salina. 

Avaliamos o infiltrado celular no BAL, hiperreatividade pulmonar à metacolina e 

aumento de permeabilidade vascular através da dosagem de proteína total no BAL. 

Vimos que, tanto 6 horas como 24 horas após tratamento com LPS a hiperreatividade 

pulmonar e o infiltrado de células estavam aumentados no BAL após inalação de 

LPS. Entretanto, apenas o grupo de 24 horas apresentou um aumento significativo no 

nível de proteína total no BAL. Diferentemente da lesão pulmonar induzida 

indiretamente por lesão de IR renal, os animais que inalaram LPS apresentaram um 
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robusto aumento de infiltrado celular já com 6 horas após inalação de LPS, e este 

infiltrado era causado principalmente por neutrófilos. Nossos resultados estão de 

acordo com trabalhos anteriores [113, 114] que mostram indução de inflamação 

pulmonar com aumento de neutrófilos no BAL e pulmão, aumento de 

permeabilidade vascular e hiperreatividade brônquica após inalação por LPS, 

mostrando a eficiência do nosso modelo em causar lesão pulmonar.  

Muitos estudos têm sido feitos para tentar elucidar os possíveis mecanismos 

para esta lesão pulmonar por LPS. Foi demonstrado que em macrófagos pulmonares 

de rato, o LPS induz ativação de NF-κB, MAPK, liberação de TNF-α e expressão de 

iNOS e COX-2 [115]. Além disso,  Schnyder-Candrian e colegas demonstraram que a 

sinalização via p38 MAPK é importante para produção de TNF-α no pulmão de 

camundongos C57Bl/6 que inalaram LPS, pois utilizando um inibidor de p38, os 

níveis de TNF foram significantemente reduzidos. O inibidor de p38 também foi 

capaz de reduzir a broncoconstrição. Neste trabalho, além de demonstrar que a 

broncocontrição depende de p38, ele também mostra que é dependente de TNF-α e 

sinalização via TLR-4  [24]. Por outro lado, a broncoconstriçao não depende de 

neutrofilia. Camundongos nocautes para TNF-α não apresentaram broncoconstrição 

após inalação 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 são os esforços para tentar entendermos os 

mecanismos envolvidos em ambas as lesões. Tanto na LPI como na LPD, a 

inflamação teve um papel fundamental promovendo aumento de infiltrado celular e 

permeabilidade vascular contribuindo para a lesão pulmonar. Nossa hipótese é que a 

bradicinina (BK), importante mediador inflamatório, 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 fisiológicos, como controle da pressão sanguínea e aumento 

de permeabilidade vascular,  e um induzível (B1), promovendo principalmente 

efeitos pró-inflamatórios, como migração leucocitária, ativação de células do sistema 

imune e produção de citocinas como IL-1β. A expressão de B1R pode ser induzida 

por IL-1β, TNF-α e NF-κB e alguns estudos já demonstraram seu envolvimento em 

lesões de IR [69, 117]. 

Diante disso, o segundo passo deste trabalho foi verificar a modulação dos 

receptores da BK em ambas as lesões. Para isso, verificamos a expressão dos 

receptores B1 (B1R) e B2 (B2R) através de PCR em tempo real no rim e pulmão após 

IR renal, e no pulmão após inalação de LPS.  

Nós verificamos que a isquemia tem um efeito modulador nos receptores B1 e 

B2 do rim e pulmão. No rim, local onde está sendo causado o insulto, a isquemia 

aumentou a expressão do receptor B2 já com poucas horas de reperfusão, atingindo o 

pico em 24 horas. Entretanto, a expressão de B1R não foi aumentada. Isso esta de 

acordo com resultados anteriores de nosso laboratório, o qual mostraram um 

aumento na expressão de B2R e nenhum aumento de B1R  com 24 horas após IR 

renal [69]. Além disso, este trabalho demostrou uma regulação cruzada entre os dois 

receptores. Com 48 horas após a isquemia, há uma inversão da expressão dos 

receptores, os níveis de B2R estão diminuídos enquanto os níveis de B1R estão 

aumentados. Já com 120 horas após a IR renal, a expressão de B2R volta a subir e a 

expressão de B1R volta a diminuir.  

Ainda não é totalmente esclarecido o papel e a regulação da expressão dos 

B1R e B2R. Sabe-se que o receptor B1R não é expresso em condições normais e 

apresenta na região promotora do gene, sítios de ligação para fatores de transcrição 

como NF-kB e AP-1, fazendo com que o B1R seja induzido em respostas à citocinas 
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inflamatórias, como IL-1βb e TNF-α [117]. A ativação dos receptores B2R pela 

bradicinina também pode colaborar para o aumento de expressão do B1R. Um 

estudo anterior demonstrou que a indução de B1R num modelo de isquemia 

intestinal depende da ativação do receptor B2R, pois quando eles tratam os 

camundongos com antagonista de B2R, o aumento observado na expressão de B1R é 

inibido [83]. Entretanto, no nosso laboratório, verificamos que em camundongos 

B2KO, utilizando um modelo de IR renal, a expressão de B1R está aumentada [69]. 

Assim como um outro estudo mostrou que a expressão de B1R estava aumentada em 

camundongos B2KO [118]. Diferentemente do B1R, o B2R é expresso em condições 

fisiológicas, mas também pode ter sua expressão aumentada em condições 

inflamatórias [119].  Um estudo demonstrou que a região promotora do gene para 

B2R em ratos tem sítios de ligação para diversos fatores estimuladores da transcrição 

como, GATA-1, NF-κb e IL-6, mas também apresenta uma região de ligação para 

fatores de trasncrição responsáveis pelo silenciamento do gene, que é diferentemente 

regulada dependendo do tipo de célula, podendo ser responsável pelo controle na 

expressão transcricional do gene B2R em condições fisiológicas e patológicas [120].  

A modulação da expressão dos receptores também está ocorrendo 

sistemicamente. Nós  observamos um aumento na expressão tanto do B2R quanto do 

B1R no pulmão somente 24 horas após IR renal. Isto esta de acordo com a cinética de 

disfunção pulmonar que nós observamos após a IR renal. Após 6 horas da lesão de 

IR renal, não observamos nenhum sinal de inflamação e lesão pulmonar, como 

aumento no infiltrado celular, permeabilidade vascular e hiperreatividade à 

metacolina. Só observamos aumento nestes parâmetros, 24 horas após IR renal. 

Mostrando que, a indução sistêmica dos B1R e B2R no pulmão após IR renal, 

depende primeiro do estabelecimento da inflamação no pulmão, que então colabora 

para indução da expressão destes receptores. 
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No modelo de LPD, 24h após inalação de LPS, a expressão do B1R estava bem 

aumentada em relação ao controle, enquanto que a expressão de B2R estava 

diminuída. Isto está de acordo com alguns estudos que demonstraram que o LPS é 

capaz de aumentar a expressão do receptor B1 em diferentes células [121-123]. Um 

estudo avaliou a expressão de B1R e B2R no rim de ratos 18 horas após indução de 

lesão por LPS. Animais controles expressavam somente B2R no rim. Após tratamento 

com LPS a expressão do B1R foi induzida em praticamente todos os segmentos do 

néfron. O tratamento com LPS também aumento consideravelmente a expressão de 

B2R em praticamente todos segmentos do rim [124]. Isso mostra como diferentes 

tecidos e diferentes lesões podem responder diferentemente na regulação destes 

receptores. No pulmão, o LPS pode induzir expressão somente de B1R, enquanto no 

rim, é capaz de induzir também o B2R [124]. Já num modelo de lesão pulmonar 

secundário à IR renal, tanto o B1R quanto B2R podem ser induzidos no pulmão.    

Já que houve modulação dos receptores da BK na LPD e LPI, nosso próximo 

passo foi bloquear o receptor B1R com o uso do antagonista R954 em ambas as 

lesões. Escolhemos bloquear o receptor induzível (B1R), uma vez que, a expressão 

deste receptor estava aumentada no pulmão após lesão de IR renal e inalação de LPS, 

e também, diversos estudos já mostraram seu envolvimento na inflamação, inclusive 

estudos realizados no nosso laboratório [69].  

No modelo de LPI induzida pela lesão de IR renal, camundongos C57Bl/6 

passaram por 45 minutos de isquemia renal, e com 30 minutos e 6 horas de 

reperfusão foram tratados com 200 µg/kg de antagonista de B1R (R954) por via intra-

nasal. Como mostrado anteriormente pelo nosso laboratório, o tratamento com R954 

por via IP é capaz de atenuar a lesão de IR renal [69]. Por isso, escolhemos a via de 

administração intra-nasal, para a droga ter o mínimo efeito possível sistêmicamente 

não influenciando na lesão renal. Os níveis de uréia sérica foram semelhantes entre o 
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grupo tratado e não tratado, mostrando que não houve nenhuma influência da droga 

administrada por via nasal na função renal. Verificamos que 24 horas após a IR renal, 

camundongos que tiveram o B1R bloqueado apresentaram uma diminuição na 

hiperreatividade pulmonar e proteína total no BAL. Entretanto, o tratamento não foi 

capaz de diminuir o número de células totais no BAL. Isso mostra que o mecanismo 

de hiperreatividade e infiltração celular podem não estar relacionados. Um trabalho 

anterior demonstrou que o B1R tem um papel importante na migração de neutrófilos 

para o sítio de inflamação [125]. Entretanto, no nosso modelo, as células presentes no 

BAL 24 horas após a IR renal são principalmente mononucleares. Isso seria uma 

possível explicação do por que não observamos diminuição no número de células no 

BAL.   

No modelo de LPD induzida por inalação de LPS, camundongos C57Bl/6 

receberam 200 µg/kg de R954 30 minutos após o tratamento com LPS.  Observamos 

que 24 horas após a inalação de LPS, o bloqueio do B1R foi capaz de inibir a 

hiperreatividade pulmonar e o infiltrado de células para o BAL, e reduzir 

significantemente o infiltrado de células no parênquima pulmonar e extravasamento 

de proteínas para BAL.   

Em ambos os modelos de lesão, avaliamos a expressão de citocinas pró-

inflamatórias, anti-inflamatórias, e quimiocinas no pulmão após tratamento com 

inibidor de B1R. A inibição de B1R foi capaz de reduzir significantemente a 

expressão de TNF-α, IL-1β e IL-6, e quimiocinas, KC e MCP-1, no pulmão 24 horas 

após a lesão. Além disso, na lesão induzida por LPS, dosamos estas citocinas no BAL 

e, verificamos que o bloqueio de B1R aboliu completamente o aumento de TNF-α e 

IL-1β. Por outro lado, a expressão da citocina anti-inflamatória IL-4, foi aumentada 

após inibição de B1R tanto na lesão induzida por IR renal quanto por LPS. Esse 

aumento na expressão da citocina de padrão Th2, IL-4, e diminuição das citocinas 
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pró-inflamatórias, podem sugerir um dos possíveis mecanismos pelo qual o bloqueio 

de B1R está ajudando a melhorar a lesão pulmonar. Nosso laboratório mostrou 

anteriormente que  a melhora na função renal com o bloqueio de B1R em lesão de IR 

está associada com diminuição da expressão das citocinas Th1 e aumento das 

citocinas IL-4 e IL-10 no rim [69]. Já foi demonstrado que linfócitos expressam 

principalmente B1R e sua ativação pode estar envolvida na migração e contribuição 

para lesão em esclerose múltipla [126]. Diversos estudos descreveram um padrão 

heterogêneo de expressão de B2R e B1R em macrófagos. Dependendo do tecido, se 

está ativado ou não, os macrófagos apresentam diferente padrão na expressão dos 

receptores de cininas. Mas em geral, os macrófagos apresentam B2R 

constitutivamente, aumentando a expressão de B1R em resposta à inflamação [127] . 

Em células dendríticas, o B2R parece ter um papel mais importante do que o B1R na 

indução de IL-12 e resposta Th1 [128]. Num modelo de infecção subcutânea por 

Trypanosoma cruzi, Monteiro e colegas [129]  mostraram que a BK produzida no local 

da infecção leva a um aumento na produção de IL-12 por células dendríticas CD11c+ 

através da sinalização pelo B2R. Nossos resultados mostraram um aumento da 

citocina IL-4 no bloqueio dos receptores B1R tanto na lesão pulmonar induzida por 

LPS quanto por IR renal, entretanto a citocina IL-10 estava diminuída. 

Diferentemente do que havíamos observado anteriormente no rim [69], que o 

bloqueio de B1R aumentou tanto IL-4 quanto IL-10 no rim. Considerando a 

diversifisidade na expressão dos receptores de cininas nos macrófagos, uma das 

possíveis explicações poderia ser que a expressão e o papel dos receptores nos 

macrófagos alveolares respondem diferentemente dos macrófagos do rim.  O 

bloqueio de B1R também foi importante para a melhora da inflamação num modelo 

Th2 de asma, sendo capaz de inibir a secreção de muco, hiperreatividade pulmonar, 

infiltrado eosinofílico no BAL e parênquima pulmonar [90]. Isso mostra a 
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versatilidade do B1R, podendo estar envolvido em lesões inflamatórias causadas 

principalmente por resposta Th1, induzida por lesão de IR ou LPS, ou em lesões 

inflamatórias causadas por resposta Th2, como na asma.  

Diante dos dados apresentados neste trabalho, sugerimos que após a lesão de 

IR renal, mediadores inflamatórios são liberados na corrente sanguínea, atingem o 

pulmão contribuindo para ativação endotelial, infiltração celular, aumento de 

permeabilidade vascular,  aumento de expressão de B1R e B2R, promovendo 

inflamação com padrão de citocinas Th1 com consequentes danos pulmonares. Na 

lesão induzida diretamente por LPS, observamos um aumento de infiltrado 

neutrofílico, permeabilidade vascular, hiperreatividade pulmonar à metacolina, 

aumento da expressão de B1R, e também inflamação com padrão de citocinas Th1. O 

B1R tem um papel importante na contribuição para a inflamação e lesão pulmonar 

induzida tanto por IR renal quanto por LPS, uma vez que, com o bloqueio deste 

receptor, a lesão pulmonar diminui significantemente no modelo de lesão de IR 

renal, e é praticamente abolida no modelo de lesão induzida por LPS. Ainda mais, 

com o bloqueio do B1R a expressão de citocinas de padrão Th1 é diminuída e a 

citocina IL-4 de padrão Th2 é aumentada, podendo ser um dos possíveis mecanismos 

responsáveis por essa proteção. 
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6  CONCLUSÕES 

 

 Após lesão de IR renal houve aumento de infiltrado celular, extravasamento 

de proteínas e liberação de PGE2 no BAL, hiperreatividade pulmonar à 

metacolina, aumento na expressão de COX-2 e iNOS no pulmão, e aumento 

das citocinas inflamatórias IL-1β e TNF-α no sangue. 

 A inalação de LPS aumentou o infiltrado neutrofílico, extravasamento de 

proteínas para o BAL e hiperreatividade pulmonar à metacolina; 

 As citocinas pró-inflamatórias IL-1β, TNF-α e IL-6, e quimiocinas MCP-1 e KC, 

estavam aumentadas no pulmão em ambos os modelos de lesão, enquanto a 

citocina de padrão Th2, IL-4, estava diminuída; 

 A expressão dos receptores B1 e B2 foram modulados em ambas as lesões. Na 

LPI, tanto a expressão do B1R como do B2R estavam aumentadas no pulmão 

24 horas após IR renal, enquanto que no modelo de LPD apenas o B1R estava 

super expresso após inalação de LPS; 

 O bloqueio do B1R com o tratamento do antagonista (R954) atenuou a lesão 

pulmonar induzida por IR renal, diminuindo a hiperreatividade pulmonar à 

metacolina e aumento da permeabilidade vascular; 

 O bloqueio do B1R aboliu a lesão induzida por LPS, inibindo a 

hiperreatividade pulmonar à metacolina e o infiltrado de células para o BAL, e 

reduzindo significantemente o infiltrado de células no parênquima pulmonar 

e aumento de permeabilidade vascular; e 

 Em ambas as lesões, o bloqueio do B1R diminuiu a expressão de citocinas 

inflamatórias como IL-1β, TNF-α, IL-6, e da quimiocina KC, e aumentou a 

expressão da citocina IL-4. 
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Sendo assim, os dados apresentados neste trabalho sugerem que o B1R tem 

papel fundamental na contribuição tanto para a LPD, induzida por LPS, quanto para 

a lesão LPI, induzida  por IR renal. 
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