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RESUMO

A sepse, uma sindrome de resposta inflamatéria sistémica secundaria a
infeccdo, € a principal causa de injuria renal aguda (IRA). Uma intensa resposta
inflamatdria associada a disturbios circulatérios como hipotensdo sistémica, danos
vasculares e hiporreatividade a vasoconstritores estdo envolvidos na patogénese da
IRA promovida pela sepse. O sistema renina-angiotensina (SRA) esta envolvido no
controle de importantes eventos fisiol6gicos, tal como a regulacdo da presséo
arterial, e na patogénese de doencas inflamatorias. Duas vias que se contra-
regulam s&o encontradas no SRA. A via vasoconstritora classica, formada pelo eixo
ECA/ANng II/ receptor AT,, e 0 bloqueio de sua atividade resultou em melhora de
nefropatias decorrentes de diabetes, hipertensdo e processos isquémicos. A
segunda via € formada pelo eixo ECA2/ Ang-(1-7)/ receptor Mas, apresenta
atividades vasodilatadora e antiinflamatoria. Neste estudo, foi avaliada a participacéo
de componentes do SRA na resposta inflamatéria no tecido renal e na disfuncao
renal de ratos Wistar submetidos ao modelo polimicrobiano de sepse (grupo CLP)
durante os periodos de 6, 12 e 24h pos-inducéo. Foi observada uma ativacdo dos
eixos vasoconstritor e vasodilatador dos SRA no tecido renal de ratos sépticos,
evidenciada pelo aumento da expresséao renal do RNAm que codifica ECA e ECA 2,
assim como do conteudo renal de ang Il e ang-(1-7). As relacbes da expresséao
renal ECA/ECAZ2 e do conteudo renal de Ang IlI/Ang-(1-7) ndo tem diferenca entre os
grupos CLP e controle. Além disso, foi observada uma reducéo da densidade do
receptor Mas no cortéx e medula renal do grupo CLP. O tratamento com ang-(1-7)
reduziu as concentracfes renais de TNF-q, IL-6, a infiltracdo de neutréfilos, a
poliria, a reducdo do RFG e a presenca de microalbuminuria observadas em
animais sépticos ndo tratados. Alguns desses efeitos renoprotetores permaneceu
por 7 dias apdés a administracdo Unica da Ang-(1-7). Em suma, verificamos que,
assim como o eixo vasoconstritor, o eixo vasodilatador do SRA encontra-se ativado
nas primeiras 24h da IRA promovida pela sepse e que a administracdo da ang-(1-7)
teve um efeito renoprotetor, reduzindo parametros inflamatérios e de disfuncao

renal.

Palavra-Chaves — Sepse, sistema renina — angiotensina e disfuncéo renal



ABSTRACT

Sepsis, a systemic inflammatory response syndrome caused by infection, is the
most predisposing factor for development of acute kidney injury (AKI). An intensive
inflammatory response associated with circulatory disturbances characterized by
hypotension, vascular damage and hyporesponsiveness to vasoconstrictors are
important factors involved in the sepsis-induced AKI. The control of hemodynamic
parameters, mainly blood pressure regulation, and the development of inflammatory
cascade are some of the roles attributed to renin-angiotensin system (RAS). It has
been reported two different axis in RAS. The first one, denominated vasoconstrictor
axis, is formed by ACE - Ang Il — AT1 receptor and its blocked shows renoprotector
effect in renal disease promoted by hypertension, ischemia and diabetis. The second
axis is composed by ACE2 - Ang - (1-7) - Mas receptor axis and produces a counter-
regulatory activity, in majority of tissues, inducing opposite effects by which induced
by vasoconstrictor axis. Therefore, the involvement of the counter-regulatory arm of
RAS on sepsis-induced renal dysfunction and kidney inflammatory responses was
evaluated 6, 12 and 24 h after Cecal Ligation and Puncture (CLP) surgery. The
effects of exogenous Angiotensin-(1-7) were also investigated. Sepsis produces an
increase in the components of the SRA two axis, as evidenced by increased renal
expression of mMRNA encoding ACE and ACE 2 as well as by increase of renal
content of Ang Il and Ang-(1-7). The ratios of renal expression ECA/ECA2 and renal
content of Ang Il / Ang - (1-7) were similar in the sham and CLP groups. A
downregulation of the receptor in CLP animals, evidenced by a staining reduced
intensity the cortex Mas receptor was also observed. Treatment with Ang-(1-7)
reduced the renal concentrations of TNF-qa, IL-6, infiltration of neutrophils, reduced
urinary volume, increased clearance creatinine and decreased microalbuminuria
when compared to untreated CLP animals. We have showed that renal protective
effects produced by a single Ang-(1-7) administration still remained 7 days after
treatment. In summary, we showed that the SRA counter-regulatory axis is activated
in the sepsis-induced AKI and that the effects of administration of Ang-(1-7) exhibited

anti-inflammatory and renal protective.

Keywords: Sepsis, Renin-Angiotensin System, Renal Dysfunction
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1. Introducéo
1.1- Definicdo e epidemiologia da sepse

A sepse é definida como uma sindrome resposta inflamatoria sistémica
(SRIS) decorrente de uma infecgdo (Annane et al., 2005; Vincent et al., 2011). O
processo infeccioso é causado principalmente por bactérias gram-positivas (30-
50%), bactérias gram-negativas (25-30%) e infec¢Bes polimicrobianas (25%), além
de fungos, virus e parasitas (2-5%) (Martin et al., 2003; Vincent et al., 2011). Em
termos gerais, 0s sinais e sintomas da sepse podem evoluir progressivamente,
iniciando com SRIS e culminando em choque séptico. A tabela abaixo ilustra alguns
sintomas que caracterizam os termos utilizados na evolu¢cdo do quadro clinico
séptico, conforme definicbes estabelecidas na conferéncia de consenso de sepse
em 1991 (Calandra et Cohen, 2005).

Tabela 1- Definicdes da sepse

Quadro clinico da sepse Descricao dos sintomas

SRIS Variacdo da temperatura corporal (hipo- ou hipertermia),

taquipnéia, taquicardia, leucocitose ou leucopenia.

Sepse SRIS decorrente de uma infecgcéo por bactérias, virus,

fungos ou polimicrobiana

Sintomas da sepse associada a sinais de hipoperfuséo e

Sepse Grave disfungéo de 6rgéos

Sepse grave acrescido de uma acentuada hipotenséo
Choque Séptico arterial e hiporresposividade a ressuscitacdo volémica e
vasopressores. A evolucdo do quadro de choque séptico
leva a disfuncédo de um ou mais 6rgaos (Sindrome da
Faléncia Mdltipla dos Org&os), podendo levar o paciente a

Obito
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A sepse grave e choque séptico estdo associados a taxas de mortalidade de
30 a 70% de pacientes que se encontram nas unidades de terapia intensiva (UTI),
representando a principal causa de morte em UTI de adultos (Angus et Wax, 2001;
Moore et al., 2011) Em um estudo realizado em 198 UTIs de 24 paises da Europa,
foi verificado taxas de 32,2% e 54% de mortalidade em pacientes com sepse severa
e choque séptico, respectivamente (Vincent et al., 2006). Dados dos Estados Unidos
indicam que ocorrem cerca de 500 mil casos de sepse por ano, atingindo uma taxa
de mortalidade de, aproximadamente, 30% dos pacientes sépticos (Angus et
al,.2001; Martin et al., 2003). Dados sobre a incidéncia e mortalidade de pacientes
com sepse no Brasil e demais paises da America latina sdo escassos. As taxas de
incidéncia e mortalidade de sepsis, nas UTIs brasileiras, estdo entre as maiores do
mundo. Dados do estudo da BASES (Brazilian Sepsis Epidemiological Study) em 5
UTIs da regido sul e sudeste do Brasil mostraram taxas de mortalidade de 33,9%
dos pacientes com sepsis, 46,9% dos pacientes com sepsis severa e 53,2% de
pacientes que apresentaram o quadro de choque seéptico (Silva et al, 2004).
Recentemente, em um estudo com pacientes da UTI do hospital universitario de
Londrina, Kauss et al (2010) mostraram uma mortalidade variando de 32,8 a 72,2%

em pacientes com sepse e choque séptico, respectivamente.

1.2—- Fisiopatologia da sepse

Os diversos mecanismos adaptativos de defesa do hospedeiro para controlar a
infeccdo sdo complexos e estdo, ao mesmo tempo, envolvidos na fisiopatologia das
manifestacdes clinicas dessa sindrome, dificultando assim a total compreenséo dos
eventos envolvidos na evolucdo da doenca (Jean-Baptiste, 2007; Stearns-Kurosawa
et al., 2011). Conforme ilustrado nas figuras abaixo (Fig. 1 e 2), 0s mecanismos que
desencadeiam a resposta inflamatoria sistémica na sepse podem ser resumidos da
seguinte forma: Apds a exposicdo a um insulto infeccioso (toxinas, componentes da
parede celular bacteriana, virus ou fungos), ha uma fase inicial caracterizada pelo
aumento de citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, IL-1B, IL-6, PAF), ativacdo dos
sistemas de coagulagdo e complemento . Ao mesmo tempo, ocorrem recrutamento e
ativacdo de células leucocitarias (neutréfilos, linfécitos, macrofagos entre outras),

aumento da expressao de moléculas de adesao, de agentes vasoativos (endotelina,
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vasopressina, angiotensina Il, PGI2, NO) e de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio (OH", NO) (Cunha et al., 1997; Cinel et Opal, 2009, Cai et al., 2010). Entre
as principais conseqiiéncias da agdo conjunta desses mediadores inflmatérios estao:
A) o aumento da permeabilidade vascular que leva a formacdo de edema, B)
coagulacdo vascular disseminada que favorece a formacdo de trombos C)
hipotensédo sistémica que, associada as lesfes na microcirculagdo, causa
hipoperfusao tecidual e hipoxia, que por sua vez, pode levar a disfuncao multipla de
orgdos e obito (Marshall, 2001; Cunneen et Cartwright, 2004 Chvojka et al., 2008;
Stearns-Kurosawa et al., 2011).

Em paralelo a resposta inflamatéria, h4 uma série de mecanismos de natureza
antiinflamatéria, cujo objetivo € contrabalancear os efeitos dos mediadores pro-
inflamatorios, que leva a um estado de equilibrio. Entretanto, quando ha aumento
acentuado dos mediadores e mecanismos antiinflamatoérios, tais como citocinas
antiinflamatérias (IL-10. -4, -11), antagonista para receptor de IL-1, apoptose de
linfécitos T e B, pode ocorrer a um sindrome da resposta antiinflamatéria
compensatoria, caracterizada pela imunossupresséo (Dinarello, 1997;.Delsesto et

Opal, 2011).

- ab S pepti . qlice =
Resposta inflamatoria celular
Plaquetas neutr6filos mon6citos macréfagos

N N

7 7 |
Ativagdo Liberacdo Citocinas Formagio de NO Complemento
plaquetaria Fator fissular TNFa/IL-1/1L-6/IL-10 e radicais livres
—

—_—

| Disfuncao endotelial
1

<L
Extravasamento Trombos Células Hipoxia | [ Apoptose || Enfraquecimento Lesao por
capilar microvasculares de adesdo | | tissular Toénus vascular Radicais livres
| Distungao muttipia de orgaos |

Figura 1- Esquema dos mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos na patogénese

da sepse. Fonte: Cunneen et Cartwright, 2004
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Figura 2 - Esquema que ilustra o balanco entre mecanismos inflamatérios vs
mecanismos antiinflamatérios que ocorre na fisiopatologia da sepse. Fonte:
Oberholzer et al, 2000.
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1.3 Modelo Animal de Sepse

Além da complexidade e multiplicidade dos mecanismos envolvidos na
patogénese de um episodio da sepse, outros fatores colaboram para a dificuldade
de compreender os eventos envolvidos na evolucado dessa doenca. Dentre eles, 0
uso de modelos animais inadequados para o objetivo do estudo foi um dos principais
responsaveis pela obtencdo de dados enganosos, que ndo se assemelhavam com a
apresentacao dessa doenca em humanos (Rittirsch et al, 2007; Zanotti-Cavazzoni &
Goldfarg, 2009).

Primeiramente, ¢é importante ressaltar que existem varios modelos
experimentais de sepse, e na condicdo de “modelos” sempre apresentam
imperfeigdes, vantagens e desvantagens. Portanto, o melhor modelo é aquele que
responde mais adequadamente a sua pergunta. Abaixo, seguem as principais
categorias de modelo animal de sepse, com suas respectivas vantagens e
desvantagens, conforme a literatura (Wichterman et al., 1991; Remick et al., 2000;
Zanotti-Cavazzoni et Goldfard, 2009; Doi et al, 2009).

Endotoxemia

Em termos de modelos experimentais, o termo endotoxemia refere-se a
presenca na circulacdo tanto de lipopolisacarideos (LPS) quanto a endotoxina. O

principal modelo de endotoxemia é:

e Modelo de infusdo intravenosa ou intraperitoneal de um bolus de LPS

com ou sem nenhum tratamento de suporte

» Vantagem: Apenas uma variavel se altera, altamente quantificavel e de
facil reprodutibilidade. E um modelo util para estudar processos
inflamatorios.

» Desvantagem: Presenca de varidveis metabdlicas, citocinas e outros
parametros inflamatorios que ndo apresentam correlacdo linear com a

sepse humana. Apresentam diferencas cinéticas entre diferentes espécies.
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Sepse
Os trés principais modelos animais de inducéo da sepse séo:

A. Infusdo endovenosa de bactérias vivas
» Vantagem: Conhecimento da bactéria inoculada e possibilidade de
titulacdo da quantidade a ser injetada.

» Desvantagem: Na sepse humana, os pacientes ndo sdo acometidos
por uma invasao macica e sUbita de bactérias, mas sim por uma invasao
intermitente e prolongada. Esse modelo leva a um aumento transitorio e
precoce dos mediadores inflamatérios, produzindo respostas inflamatérias
mais intensas que a observada na sepse humana. Além disso, é de baixa
reprodutibilidade.

B. Peritonite induzida por implante de in6culo definido de bactérias .

Os modelos de peritonite sdo os que mais se assemelham com a sepse
humana. Esse modelo é realizado através do implante de capsula de gelatina

contendo sulfato de bario e fezes na cavidade abdominal do animal.

» Vantagens: Assim como os demais modelos experimentais de peritonite, pode
reproduzir mais fidedignamente a evolucdo do quadro clinico de pacientes
sépticos, esse modelo permite também quantificar as bactérias prevalentes
no inéculo e, assim, contolar melhor o processo.

» Desvantagem: Dificil reprodutibilidade
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C. Modelos de injuria do intestino com consecutiva liberagéo de flora

microbiana:

o Ligacéao e perfuracdo do ceco (cecal ligation and puncture - CLP),
o Introducdo de cateter no cdélon ascendente (colon ascendens stent
peritonitis - CASP).

» Vantagem: Baixo custo, simples e facil de reproduzir. Imita o ritmo
progressdo da sepse humana, com moderado e ndo precoce pico de
mediadores inflamatério. A gravidade pode ser controlada pelo nimero
de perfuracdes ou pelo calibre da agulha. E 0 modelo experimental mais
usado para o estudo da sepse.

» Desvantagem: Dificuldade de controlar a magnitude do insulto.
Variabilidade entre espécies e idade dos animais

1.4 Sepse e Injuria Renal Aguda

A injuria renal aguda (IRA) é definida como a perda abrupta da funcéo renal,
caracterizada por reducdo da filtracdo glomerular, oliguria, lesdes de células
glomerulares e tubulares, acidez metabdlica e alteracfes hidroeletroliticas (Kellum,
2008; Lisowska-Myjak, 2010). A sepse, em especial o choque séptico, € uma dos
principais causa para o desenvolminento da IRA, sendo responsavel por cerca de 20
- 30% dos casos de injuria renal aguda (IRA) nas unidades de terapia intensivas
(UTIs). Nessas unidades, a IRA também esta associada a um aumento da taxa de
mortalidade dos pacientes sépticos, que varia de cerca de 40%, em pacientes
sépticos sem IRA, para aproximadamente 70%, em pacientes séptico com IRA
(Andrikos et al., 2009; Mori et al., 2010).

O conhecimento da fisiopatologia da IRA na sepse é ainda incompleto e
envolve uma interacdo complexa entre alteracdes hemodinamica, lesdo celular e
inflamacéo (Ricci et Ronco, 2009; Dennen et al., 2010). A queda da presséo arterial,
causada por uma vasodilatacdo sistémica intensa, leva a isquemia do tecido renal.
Essa reducdo do fluxo sanguineo renal promove a diminuicdo da filtracao
glomerular, alteracdes metabodlicas com queda do estoque de ATP e GTP, apoptose

e necrose de células glomerulares e tubulares (Ishikawa et al., 2010; Havasi et
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Borkan, 2011). Alguns mecanismos fisiolégicos que séo ativados para controlar a
gqueda da pressao arterial, como a ativacdo do sistema nervoso simpatico, do
sistema renina-angiotensina-aldosterona e a liberacdo de vasopressina, também
modulam a hemodindmica glomerular através da regulacdo das pressdes nas
arteriolas glomerulares e da é&rea filtrante glomerular. Além disso, produzem
alterac@es tubulares, tais necrose tubular aguda e aumento da reabsorgéo de agua e
de eletdlitos (Langenberg et al, 2006; Schimdt et al., 2007; Mariano et al., 2008; Wan
et al, 2008; Ishikawa et al., 2010).

Além das alteragcdes hemodinamicas, h4 uma grande variedade de tipos
celulares e mediadores inflamatérios envolvidos na fisiopatologia da IRA séptica. De
forma resumida, os componentes da parede celular dos microorganismos, como
lipopolissacarideo (LPS), acido lipoteicoico e peptideoglicanas sao reconhecidos
pelo TLR-4 presentes em macréfagos presente no tecido renal promovendo o
recrutamento de varias tipos celulares como linfécitos B e T, que causa auto-
fosforilacdo dos mesmos e a ativacdo do fator nuclear kappa B (NF-kB) (Sherwood,
2004; Jean-Baptiste, 2007; Goncalves et al., 2010). O NF-kB & um regulador
pleiotropico de muitos genes envolvidos na resposta imune e inflamatéria. Dentre
suas funcbes, esta o controle da expressdo de genes incluindo citocinas pro-
inflamatorias, quimiocinas, moléculas de adesdo, enzimas induzidas, fatores de
crescimento de algumas proteinas de fase aguda (Cai et al., 2010; Goncalves et al.,
2010). Associado a isso, ocorre ativacdo de varias cascatas de proteinas
plasmaticas como o complemento, a coagulacéo e o sistema fibrinolitico, a producao
e liberacdo de mediadores lipidicos como eicosandides e o fator de ativacao
plaquetaria, bem como radicais de oxigénio e nitrogénio também esta presente na
patogénese da IRA séptica (Cunha et al., 1997; Dinarelo, 2007; Ricci et Ronco,
2009; Mori et al., 2010).Entre as principais consequUéncias da acao conjunta desses
mediadores inflmatorios estdo lesGes de células glomerulares e tubulares e
producdo proliferacdo e migracdo fibroblastos levando ao acumulo da matriz
extracelular e consequente fibrose e perda de néfrons (Ricci et Ronco, 2009; Zarjou
et Agarwal, 2011)
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1.5 Sistema Renina — Angiotensina e Doencgas Renais

O sistema renina-angiotensina (SRA) constitui-se de uma cascata hormonal

gue envolve peptideos, enzimas e receptores especificos, cuja acao classica refere-

se a regulacdo de funcdes cardiovasculares, renais e adrenais, mantendo o balango

de fluidos e eletrdlitos do organismo, bem como controle da presséo arterial (Santos

et al.,2008). Conforme pode ser visualizado na figura 3 abaixo, duas vias distintas

estao presentes no SRA, sao elas:

A via classica, representada em azul na fig.3, é formada pelo eixo enzima
conversora da angiotensina (ECA) - Angiotensina Il - Receptor do tipo 1 de
angiotensina (AT1). Essa via é dependente da acdo da ECA, enzima que
hidrolisa a Ang | em Ang Il. A Ang Il € o principal peptideo efetor dessa via e
seus efeitos bioldgicos sdo mediadas por dois tipos especificos de receptores
angiotensinérgicos, receptor do tipo 1 (AT1) e do tipo 2 (AT2), que sao
membros da familia de receptores acoplados a proteina G e desencadeiam
mecanismos distintos de sinalizacdo intracelular. Os efeitos classicos do SRA
sdo mediados pela via da Ang Il acoplada ao receptor AT1 e, de forma
genérica, resumem-se a vasoconstricdo, disfuncdo endotelial, proliferacéo,
hipertrofia, fibrose, aterosclerose e morte celular (Chappell, 2004; Santos et
al, 2008; Ingelfinger, 2009)

A segunda via, representada em verde na fig.3, é formada pelo eixo ECA 2 —
Angiotensina (1-7) — Receptor Mas. A ECA2, uma enzima homdloga a ECA,
forma a Ang-(1-7) a partir da hidrélise da Ang Il ou indiretamente, a partir da
Ang | que forma Ang-(1-9) e, finalmente, é clivada a Ang-(1-7). A Ang-(1-7)
possui um receptor especifico, receptor Mas, que, assim como 0s receptores
AT1 e AT2, é constituido por sete dominios transmembrana, acoplado a
proteina G. A partir da interacdo entre este peptideo e seu receptor, sédo
ativados os mecanismos de sinalizacdo intracelular que desencadeiam as
seguintes acdes: vasodilatacdo, inibicdo do crescimento celular, anti-
trombogénicas, anti-proliferativas e anti-fibrogénicas (Chappell, 2004; Santos
et al, 2008; Ingelfinger, 2009)
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Sistema Renina - Anglotensina

Anai.otensinoaénio

———
Anﬂlotenslna |

ngo ensinall —— Angiotensina~- (1-7)

> . ~ r ‘ . ~
Vasoconstri¢do Vasodilata¢io
Proliferacio celular/ Hipertrofia - Anti-proliferaciio celular
Disfuncio endotelial Anti - hipertrofia

Figura 3- Representacdo das vias classica vasoconstritora (azul) e contra-
regulatéria vasodilatadora (verde) do sistema renina-angiotensina. ECA, Enzima
Consersora de Angiotensina; ECA 2, Enzima Conversora de Angiotensina 2; AT1,

Receptor tipo 1 de Angiotensina; AT2, Receptor tipo 2 de Angiotensina

Além do papel importante na regulacdo da presséo arterial e do equilibrio
hidroeletrolitico, a via vasoconstritora de SRA esta envolvida na fisiopatologia de
diversas doencas (Ingelfinger, 2009; Campbell et al., 2011). Nas doencas renais, em
especial na IRA séptica, a Ang Il tem papel efetivo na modulacdo da hemodinamica
glomerular, assim como nha progressao do processo inflamatorio (Wolf, 1998; Hisada
et al.,, 1999; Carey et Siragy, Galle, 2008). Embora a atividade pressora da Ang Il
seja um importante mecanismo de balanco fisiolégico para controlar a hipotenséo
gue ocorre durante o choque septico, 0 aumento da contracdo vascular promovido
pela Ang Il esta associado ao remodelamento vascular e disfuncdo endotelial,

contribuindo assim para o comprometimento do fluxo sanguineo renal. Além disso, a
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Ang Il estimula, via NF-kB, a producdo génica de fatores fibrinogénicos como o
TGFp e de citocinas proé inflamatoérias (TNF-a, IL-1, IL-6), induz infiltracdo de células
leucocitarias no tecido renal e apoptose das células epiteliais dos tdbulos proximais
(Ruiz-Ortega et al, 2001; De Ciuceis et al, 2005; Wan Li et al., 2009, Naviglio et
Pirozzi, 2010; Goncales et al., 2011). Kontogianus et Burns (1998) mostraram que
ha uma ativagdo do eixo vasoconstritor da SRA, evidenciada pelo aumento dos
niveis renais de Ang Il acompanhado de uma reducdo dos niveis corticais de
angiotensinogénio e de uma regulacéo para baixo do RNAm dos receptores AT1 nos
tubulos proximais dos rins de ratos submetidos de isquemia/reperfusao renal. Além
disso, ja foi observado que bloqueio da acdo da Ang Il, através do uso de inibidores
da ECA e/ou antagonistas de receptores AT1, atenuou a reducdo do ritmo de
filtracAdo glomerular e a progressdo da lesdo renal injuria renal decorrente de
diabétis, glomerulonefrites e processos isquemicos (Taal et Brenner, 2000; Dai et al.,
2011; Villa et al., 2011). Igualmente ao observado em outros modelos expermentais
de nefropatias, na IRA septica € observado um aumento dos niveis plasmatico de
angiotensinogénio, da ECA e de Ang lIl, associado a uma regulagéo para baixo do
receptor do AT1 (Baker et al., 1992, Bucher et al., 2001; Grzesk & Szadujkis-
Szadurski, 2003). Além disso, o uso de antagonista de receptor AT1 e inibidores da
ECA causaram vasodilatacédo renal e acentuado aumento do fluxo sanguineo renal,
assim como reduziram o0s niveis de superoxido nos rins de animais endotdxicos
(Wan et al., 2009; Nitescu et al, 2011).

O numero de trabalhos que investigaram a participacdo do eixo contra-
regulatério do SRA nas nas doencas renais € escasso. Embora Esteban et al. (2009)
tenham mostrado que a deficiéncia de receptores Mas diminuiu danos renais em
camundongos knouckout para este receptores e que a infusdo de Ang (1-7) agravou
a resposta inflamatéria em animais selvagens, indicando assim um possivel efeito
inflamatorio do eixo vasodilatador do SRA, a maioria dos estudos realizados tém
sugerido uma ac¢éo renoprotetora da via vasodilatadora de SRA nas doencas renais.
Dados obtidos de experimentos realizados com camundongos diabéticos mostraram
gue na nefropatia diabética ha uma reducao dos seus niveis renais de ECA 2 e de
angiotensina (1-7) e que a administracdo de MLN-4760, um bloqueador de ECA 2,
bem como a delecdo génica de ECA 2 aceleraram e aumentaram as ledes renais de
camundongos diabéticos (Soler et al, 2007; Wong et al, 2007). Além disso, Pinheiro

et al. (2009) mostraram que camundongos que Nao expressao receptores Mas para
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angiotensina (1-7) apresentam alteracdes na funcao renal assim como uma reducéo
do diametro do tufo glomerular e maior expressdo de fatores fibrinogénico. Tais

dados indicam um papel renoprotetor da via contra-regulatéria em doencas renais.

1.6 Justificativa

A sepse, em especial o choque séptico, € responsavel por cerca de 20-30%
dos casos de injuria renal aguda (IRA). Nas unidades de terapia intensivas (UTIs), a
sepse € a prinicipal causa de morte e a IRA estd associada a um aumento
significativo dessa taxa de mortalidade. Além disso, a progressdo da IRA tem um
grande impacto na qualidade de vida dos sobreviventes, constituindo causa de
incapacidade fisica e laboral na populacdo economicamente ativa, além de gerar
grande gastos dos cofres publicos em seu tratamento. Dados da Sociedade
Brasileira de Nefrologia (SBN) indicam que sdo gastos cerca de R$ 1,4 bilhdo ao
ano com o tratamento destes pacientes, o que representa 10% de toda a verba
destinada a hospitais, médicos e medicamentos no Brasil.

Os mecanismos envolvidos na IRA decorrente da sepse sdo bastante
complexos e ainda nao totalmente estabelecidos. Entre os diversos mediadores
envolvidos na fisiopatologia de doencas renais, o sistema renina-angiotensina (SRA)
tem um papel efetivo na génese e progressdao de doencas renais induzidas por
diferentes estimulos. Estudos experimentais mostram que ha uma ativacédo da via
classica vasoconstritora do SRA nos rins de animais com IRA decorrentes diabetis,
hipertens@o e processos isquémicos como a sepse, evidenciados pelo aumento da
atividade e das concentracbes plasmaticas e renais de ECA e Ang Il, além de uma
melhora nas lesfes e na perda da funcdo renal desses animais quando ha o
bloqueio desta via por inibidores da ECA e/ou antagonistas de receptores AT1. De
forma oposta, estudos indicam que a via vasodilatadora do SRA possui uma acéo
renoprotetora, uma vez que a delecdo génica dos receptores Mas e o bloqueia da
ECA2 e da Ang —(1-7) promoveram um aumento dos da nos renais.

Em particular na IRA decorrente da sepse, o conhecimento sobre a
participacdo da via vasodilatadora contra-regulatéria do SRA foi pouco investigada.
Portanto, da mesma forma que a via classica do SRA estd envolvida nesses
processos, € bastante plausivel a hipétese de a via contra-regulatoria, representada

pela ECA2-Ang-(1-7)-receptor Mas, também participe dos processos fisiopatoldgicos
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da IRA induzida pela sepse. Em sintese, sera investigado o compotamento dos
componentes chaves da via vasodilatadora no tecido durante as primeiras 24h
(periodos de 6, 12 e 24h) apo6s inducdo da sepse, assim como o efeito da
administracdo de Ang-(1-7) sobre parametros de funcdo renal e inflamatorios em
ratos sépticos com IRA, tendo como objetivo contribuir para a compreensédo dos
processos fisiopatolégicos envolvidos na instalagdo da doenca, possibilitando o
desenvolvimento de novas terapias para aumentar a sobrevida e a qualidade de vida

e reduzir o gasto orcamentario com este tipo de enfermidade.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Avaliar os componentes do eixo ECA2 — Ang-(1-7) — Mas do SRA e os efeitos
renais e inflamatérios da administracdo de Ang-(1-7) nas fases precoces da
disfuncao renal induzida pela sepse em modelo de sepse polimicrobiano (Ligadura e

Perfuragéo do Ceco).

3.2 Objetivos Especificos

1- Caracterizar a disfuncéo renal promovida pela sepse néo letal, modelo CLP,
nos periodos de 6, 12 e 24 horas apos inducédo da sepse, atraves da avaliagao
de alteracdes em:

» Parametros de funcao renal, tais como: Ritmo de filtracdo glomerular,
proteinuria (albuminuria), excrecdo de &agua e eletrdlitos (Na* e KY),

capacidade de concentrar urina.

» Perfil inflamatério através da quantificagcdo plasmatica, urinaria e no
tecido renal de citocinas proé-inflamatorias (IL-6, TNFa) na IRA promovida

pela sepse.

» Alterac6es Hemodinamica: Verificar a pressao arterial média, frequéncia
cardiaca, reatividade vascular renal a agentes vasoativos em vaso isolado

de rato.

2- Medir alguns componentes do sistema renina — angiotensina durante a
evolucdo da disfuncédo renal decorrente da sepse , através da expressao e
distribuicdo de enzimas (ECA e ECA 2) e receptores do sistema (AT1 e Mas)
utilizando técnicas de PCR-RT,, west-blot e/ou imuno-histoquimica. Assim como,

mensurar niveis plasmaticos e teciduais das angiotensina por radioimunoensaio

3-Avaliar o efeito da modulacdo do eixo ECA2/angiotensina (1-7)/Mas na
disfuncéo renal induzida pela sepse, através da analise de parametros de fungéo
renal, perfil inflamatério e alteracdo hemodinamicas apos tratamento dos ratos

sépticos com com Ang-(1-7) exdgena.
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4. Materiais e Métodos

Foram utilizados ratos Wistar, machos, com peso entre 250 e 320 g, fornecidos
pelo Centro de Bioterismo (CEBIO) do Instituto de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal de Minas Gerais. Todos os animais foram mantidos em ciclo
claro-escuro de 14 - 10h, com livre acesso a agua e racao.

Todos os procedimentos foram conduzidos de acordo com o Comité de Etica
Animal (CETEA) da Universidade Federal de Minas Gerais sob o nimero 178/08.

4.1 Grupos experimentais
4.1.1 Modelo de sepse por ligadura e perfuracdo do ceco (CLP)

A inducao da sepse foi realizada pelo modelo de ligadura e perfuracdo do ceco
(CLP). Os ratos foram anestesiados com uma solucéo anestésica de cetamina 10%

(15mg/Kg) e xilazina 2% (7,5mg/Kg) por via intraperitoneal.

Apos a realizacao da tricotomia na regido abdominal, os ratos foram colocados
em mesa cirargica. A assepsia local foi feita com alcool iodado. Os animais foram,
em seguida, submetidos a laparotomia com incisdo longitudinal de,
aproximadamente, 1cm e subsequente exposicdo do ceco. Este foi semi-ocluido
com fio de seda, na regido proxima a valvula ileocecal. O ceco dos animais recebeu
dez perfuragcdes com agulha estéril (40 x 12) e, logo apos, foi levemente comprimido
para extravasamento do conteudo fecal. Em seguida, o ceco foi recolocado na
cavidade peritoneal, que teve sua musculatura e pele suturadas com fio de seda. Em
seguida, a regido abdominal foi limpa com &lcool 70%. Por fim, os animais
receberam hidratacdo com 2 ml de solucéo fisioldgica, via subcutanea, no dorso e
foram colocados em uma caixa devidamente aquecida, para recuperacdo da

anestesia por 60 a 120 minutos.

Os animais “falso” operados ou sham foram submetidos aos mesmos

procedimentos cirargicos ndo sofrendo, contudo, perfuracées no ceco.

Uma curva de sobrevida (Fig.4), com ratos que foram submetidos ao
procedimento cirdrgico para inducdo da sepse descrito acima, foi construida para

avaliar a porcentagem de sobrevivéncia desses animais durante as primeiras 72
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horas apds inducéo da sepse. Para isso, 4 sequéncias de cirurgia, cada uma com 10
ratos, foram realizadas. Assim, como observado na figura 1, a taxa de mortalidade
desses animais foi cerca de 35% em 72 h, sendo que nos periodos de 6, 12 e 24 h,
a mortalidade foi de 0, 20 e 30% , respectivamente. Todos 0s animais sham
sobreviveram ao procedimento cirurgico. Nenhum caso de morte foi observado no

periodo de 48 - 72 h apds cirurgia.

100

()

wn Sham
80+

ol & CLP

40-

Sobrevida
(%)

20+

O 1 1 1 1 1 1
0 12 24 36 48 60 72

Tempo apos inducgéo da sepse (h)
Figura 4. Curva de sobrevida dos animais submetidos a cirurgia de inducdo de
sepse pelo modelo CLP, que receberam 10 perfuracées no ceco. Os valores estao
expressos em percentagem de sobrevivéncia nos tempos indicados até 72 h apés a
inducdo da sepse. Sobrevidas de 100 e 65 % nos grupos sham (N= 16) e CLP

(N=24), respectivamente.
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4.2 Protocolos Experimentais

Nesse estudo, trés diferentes protocolos experimentais foram realizados. A
seguir, serdo descritos os delineamentos experimentais utilizados em cada um dos

protocolos experimentais.

4.2.1 — Protocolo experimental 1

Esse protocolo teve como objetivo avaliagdo do desenvolvimento de sepse e
suas relacbes com alteracdes renais, inflamatdrias, hemodindmicas e com o sistema
renina-angiotensina, apés 6, 12 e 24 horas da cirurgia para inducdo da sepse no
modelo CLP. Sendo assim, o protocolo foi realizado da seguinte forma:

Ratos Wistar machos (250-320g) foram submetidos ao procedimento cirurgico
para inducédo da sepse, conforme descrito no item 4.1.1. Logo apds, os ratos foram
colocados, individualmente, em gaiolas metabdlicas. Nos periodos de 6, 12 e 24 h
apos inducdo da sepse, amostras de sangue, urina e rim foram coletadas para
posteriores analise de fungdo renal, parametros inflamatérios, hemodinamicos, bem
como expressao, distribuicdo e quantificacdo de componentes do SRA. As medidas
de pressao arterial média e freqiiéncia cardiaca foram adquiridas minutos antes de
cada um desses periodos. Durante este periodo, a ingestdo de agua e producéo de
urina foram constantemente monitoradas. Os grupos sham e sépticos foram

compostos por 4 a 12 ratos por grupo.

O esquema abaixo ilustra o delineamento experimental, mostrando os periodos

de coleta de amostras e do sacrificio dos animais.
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Esquema 1. Cronograma de execucao do protocolo experimental para avaliacao do
desenvolvimento de sepse e suas relagdes com alteracbes renais, inflamatorias,
hemodinamicas e com o sistema renina-angiotensina, apos 6, 12 e 24 horas apos

cirurgia para inducao da sepse no modelo CLP.

4.2.2 —Protocolo Experimental 2

Esse protocolo teve como objetivo avaliar o efeito da administracdo da
angiotensina (1-7) no desenvolvimento da disfuncdo renal induzida pela sepse
através da analise alteracdes renais e inflamatorias. O protocolo foi realizado da

seguinte forma:

De forma semelhante ao realizado no protocolo 1 (item 4.2.1), ratos Wistar
machos (250-320g) foram submetidos ao procedimento cirlrgico para inducdo da
sepse (item 4.1.1). 3 horas apods inducao da sepse era feita uma administracéo, via
oral, de Ang - (1-7) incorporada ao polimero hidropropil-B- ciclodextrina, na dose de
50 ug/kg, em seguida os ratos foram colocados, individualmente, em gaiolas
metabolicas. Nos periodos de 6, 12 e 24 h ap6s inducdo da sepse, amostras de
sangue, urina e rim foram coletadas para posteriores analise de funcédo renal e
parametros inflamatoérios. Os grupos sham e sépticos foram compostos por 4 a 8

ratos por grupo.
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O esquema abaixo ilustra o delineamento experimental utilizado no protocolo 2.

Angiotensina (1-7) (50 pg/kg)

(Via oral)
S i Coleta: urina, Coleta: urina, Coleta: urina,
Cirurgia
i Sangue erim Sangue e rim Sangue e rim
v i :
f f f . ................ :'""""t'HE H : f
oh 3h 6h 5 i 12h ; 24 h
I v ¥ I v I
’

Press&o Arterial e Frequéncia Cardiaca Avaliacdo de parametros renais e inflamatérios

Esquema 2. Cronograma de execucdo do protocolo experimental 2 para
avaliagdo do efeito da administragdo, via oral, da angiotensina (1-7) no
desenvolvimento da disfuncdo renal induzida pela sepse atraves do analise
alteracdes renais, inflamatérias e hemodinamicas, apdés 6, 12 e 24 horas apos

cirurgia para inducéo da sepse no modelo CLP.

4.3- Métodos usados na caracterizacdo da sepse

4.3.1 Determinacdo do crescimento de bactérias no sangue e no lavado

peritoneal

O lavado peritoneal foi obtido da seguinte maneira: Ap0s assepsia da regiao
abdominal com alcool iodado 1%, volume de 5 ml de salina 0,9% estéril foi
introduzido na cavidade abdominal e, posteriormente, cerca de 0,5 ml do contetudo
peritoneal foi coletado. O sangue foi coletado por puncdo da veia da cauda,
previamente limpa com &lcool 70% e alcool iodado 1%, utilizando catéteres e
seringas estéreis. Um volume 100 ul das amostras foi semeado em placas contendo
0 meio de cultura agar Mueller-Hinton (Himedia, Mumbai, india) preparado seguinda
as instrucdes do fabricante. Semeou-se 0 sangue p uro e o lavado peritoneal foi
diluido 1:1000, 1:10000 e 1:100000 em salina estéril antes da semeadura. Todo o
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procedimento foi feito sob condi¢cdes estéreis. Apos a semeadura, as placas foram
incubadas por 24 horas a 37° C e o numero de colbnias foi quantificado. Os
resultados foram expressos como Log 10 da Unidade Formadora de Colbnias
(UFC)/ml para as bactérias presentes no sangue e UFC/cavidade para as bactérias
presentes no lavado peritoneal.

4.3.2 Mensuracdo e registro da pressdo arterial média e frequéncia
cardiaca.

A pressdo arterial média e frequéncia cardiaca foram medida nos animais
acordados, através de um sistema nao invasivo, de pletismografia de cauda digital
(LE 5001, Panlab S.I Barcelona, Espanha). Este sistema, a artéria da cauda foi
brevemete ocluida com o auxilio de um manguito de cauda (“tail cuff’) acoplado a
um sensor que detecta pulsos arteriais da cauda e envia o sinal analdgico para um
conversor analdgico-digital. Os sinais digitais foram registrados e processados por

um software apropriado (NIBPchart)

4.3.3 Efeito da sepse sobre a reatividade vascular

Vinte e quatro horas ap6és inducdo da sepse, 0s animais sépticos e sham foram
sacrificados por guilhotinamento para execucdo do procedimento cirdrgico. Este
procedimento consistiu na abertura da cavidade toracica, e retirada de um segmento
da artéria aorta descendente toracica de 2 a 3 cm, a partir do diafragma até
aproximadamente o arco aértico. Seguindo a artéria aorta descendente, alcanca-se
a artéria renal, da qual um outro segmento de 2 a 3 cm é retirado. Sequencialmente,
0S segmentos aortico e renais foram transferido e acondicionado em liquido nutritivo
sobre uma placa de Petri para a retirada dos tecidos adjacentes, e corte transversal
do segmento em anéis de 2 a 3 mm de comprimento. Posteriormente, os anéis
foram fixados em suporte e haste metalicos, e transferidos para cubas de vidro (10
ml) contendo liquido nutritivo de Krebs-Henseleit (composicdo: NaCl 118; KCl 4,7,
KH,PO,0,9; MgSO, 1,1; CaCl, 2,5; NaHCO, 25, D-glucose 11 (mM), aquecido a + 37

[0}
C e aerado com mistura carbogénica (95% de O, e 5% de CO,). Os anéis foram
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individualmente tracionados e mantidos sob tensdo basal constante de 0,5 g. Os
procedimentos de obtencdo e montagem dos anéis no sistema de 6rgdo isolado
foram realizados cuidadosamente para preservacdo da camada endotelial. Na fase
inicial de todos os experimentos, as preparacdes foram primeiramente submetidas a
um periodo de equilibrio de 60 min, com substituicdo de liquido nutritivo a cada 15
min, e reajuste da tensdo basal dos vasos para a tensdo de 0,5 g quando
necessario. Ao final deste periodo de equilibrio, as preparacdes foram submetidas a
avaliacdo farmacoldgica da presenca ou auséncia da camada endotelial, através da
verificagdo do efeito da acetilcolina (10 uM) em vaso pré-contraido com fenilefrina (1
MM). Este protocolo consiste na adicdo da acetilcolina por 5 minutos e, posterior
avaliacdo da porcentagem de relaxamento da tensdo contratil da preparagdo. Assim,
as preparacdes que apresentaram valor de relaxamento igual ou superior de 80%
serdo consideradas como anéis com endotélio integro, e 0s anéis que apresentaram
valor de relaxamento igual ou inferior a 5% serdo considerados como anéis sem
endotélio. Esta avaliagdo experimental foi realizada de acordo com os
procedimentos descritos previamente por Furchgott e Zawadski”. O liquido nutritivo
de Krebs-Henseleit tem a seguinte composicao: (NaCl 118; KCI 4,7; KH,PO, 0,9;

MgSO, 1,1; CaCl, 2,5; NaHCO, 25, D-glucose 11 (mM). As modificacdes do tonus

vascular foram detectadas por transdutores de forca isométrica (World Precision
Instruments, Sarasota, FL) e registradas através de um amplificador (Modelo TMB-

4; World precision Instruments) em integracdo com sistema operacional Windows

™
XP  (Microsoft Corporation, USA) através de uma placa de conversdo aldgico-

®
digital ( AD16 JR; World Precision Instruments) e software de aquisicdo de dados

(CVMS data acquisition, World Precision Instruments).

Ap6s trinta minutos da avaliacdo experimental da presenca ou da auséncia de
endotélio, foram construidas curvas concentracdo-resposta de (10"° a 10° M) em

anéis de aorta e artéria renal de ratos sham (controle) e séptico (CLP)
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Amostras de sangue e urina foram coletadas durante periodo de 6,12 e 24

horas. Para a coleta de sangue foi realizada a puncédo da veia da cauda, as

amostras foram coletadas em eppendorff contendo 10yl de heparina sédica

(Liguemine — Roche-Brasil), utilizada como anticoagulante. Em seguida, as

amostra foram centrifugada (3000 rpm, 5 minutos) O plasma foi separado e

armazenado a - 20°C até o momento dos ensaios. O volume de urina foi medido

em proveta graduada e,assim, utilizados para expressar a diurese. Aliquotas de 1

a 2 ml de urina foram congeladas a -20°C até o momento dos ensaio

4.4.1- Dosagem de creatinina

O ritmo de filtragcdo glomerular (RFG) foi estimado determinado por meio do

clearance de creatinina. As dosagens de creatinia urinaria e plasmatica foram

realizadas com o kit fornecido pela Bioclin K016 (Quibasa, Brasil) conforme

instrucdes do fornecedor. Esse kit € composto por i) solucdo padréo de creatinina

(3mg/dl) (reagente n° 1), ii) solucéo de acido picrico (60 mmol/l) (reagente n° 2), iii)

solucéo de NaOH (110mmol/l), Na,Cos (75 mmol/l) e surfactante (reagente n° 3) e iv)

solucdo de CH3COOH (12,25 mol/l) (reagente n° 4). Os meios de reacdo sao

preparados de acordo com o quadro abaixo, a seguir:

SUMARIO PARA A DOSAGEM DE CREATININA

Plasma | Urina | Agua destilada | Reagente 01 | Reagente 02 | Reagente 03
(ml) (ml) (ml) (ml) (ml) (ml)
Branco - - 0,125 - 0,250 1,0
Padréo - - - 0,125 0,250 1,0
Amostra | 0,125 - - - 0,250 1,0
0,125 - - 0,250 1,0

As amostras foram homogeneizadas e incubadas em banho-maria a 37 °C,

por 10 min. As absorbancias da amostra e do padrdo foram lidas a 510 nm,
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acertando o zero com o branco. Essa absorbancia foi utilizada para a determinacao
da concentracdo de creatinina nas amostras de urina. Para as amostras de plasma,
esse primeiro valor de absorbancia é denominado de Al. Apos a leitura de Al, as
amostras de plasma e ao branco foram adicionados 0,050 ml do reagente n°® 4. Apos
a homogeneizagdo, uma segunda leitura de absorbéncia das amostras de plasma

(A2) foi feita também a 510 nm, acertando o zero com o branco.

As amostras de urina foram previamente diluidas 1:25 e ndo passaram pela
etapa de acidificacdo como o plasma. A concentracdo de creatinina, em mg/dl, é
calculada a partir da seguinte formula:

Creatinina mgay= (Al-A2/absorbancia padréo) x 3
Como a reacédo segue a lei de Lambert-Beer, o fator de calibracdo pode ser usado.
Fator de calibracdo = concentracédo do padréo / absorbéancia do padréo
Creatinina (mg/dl) = (A1-A2) x fator de calibracéo.
O Clearance de creatinina foi determinado utilizando a equacao abaixo:

CICr(ml/min) = ([Creatinina] uina X Fluxo urinario ) / [Creatinina] piasma

4.4.2-Dosagem de sddio e potassio

As concentracdes de sodio (Na®) e potassio (K') nas amostras de urina e
plasma foram determinadas por fotometria de chama (Kelm-140) usando padrao
contendo 140 mEg/l de Na* e 5 mEq/l de K" preparado em agua destilada. Para
determinacdo de Na® e K*, todas as amostras sdo diluidas 200 vezes em &agua
destilada. Para isso, aliqguotas de 15 pl da amostra sédo diluidas em 3 ml de agua
destilada. A dosagem em cada amostra € feita em duplicata e o fotbmetro é
calibrado com o padrao diluido 200 vezes em agua destilada como as amostras.
Para a dosagem urinaria de potassio, sdo feitas duas diluicdes: Na primeira dilui¢ao,
as amostras de urina sdo diluidas ns proporcdo 1:30 (20pl de urina em 580 de agua
destilada), em seguida é realizada uma segunda diluicdo de 1:200 (15 pl da primeira

diluicdo em 3 ml de agua destilada) e valor lido no fotdmetro € multiplicado por 30.
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Conhecendo-se as concentragdes plasmatica e urinaria de Na® e K, alguns

parametros foram quantitativamente avaliados, conforme as equagoes:
FENa+ (%) = QE na+/QFNa+ X 100
FEk+ (%) = QEx+/QFk+ x 100
FEn20 (%) = FU /RFG x 100

Sendo: FE, frag&o de excregdao.

4.4 3Determinagdo das osmolalidades plasmatica e urinaria

A determinagdo das osmolalidades plasméatica e urinaria foi feita através de
osmometria de congelamento usando padrées com osmolalidades apropriadas (100,
290 e 500 mOsm/Kg). Conhecendo-se as osmolalidades plasmatica e urinaria, 0os

seguintes parametros foram quantitativamente avaliados:

Cosm (Mml/min) = Osmolalidadeina (HOsmM/ml) / Osmolalidadepiasmatica (HOSM/MI)
x FU (ml/min)

Chzo (ml/min) = FU (ml/min) - Cosm (Ml/min)

Sendo: Cuzo = Clearance de agua livre; Cosm = clearance osmolar; FU= fluxo

urinario

4.4.4 Uréia Plasmatica
A dosagem de uréia foi feita nas amostras de plasma por meio do método
colorimeétrico utilizando o kit UREA UV (Labtest Diagndstica S/A, Brasil) e de acordo

com as instrucfes do fornecedor. A leitura foi feita em espectrofotdmetro a 600nm.

4.4.5- Proteinuria
A dosagem de proteina foi feita nas amostras de urina por meio do método
colorimétrico verde de bromocresol utilizando o kit Sensiprot (Labtest Diagndstica
S/A, Brasil) e de acordo com as instru¢cdes do fornecedor. A leitura foi feita em

espectrofotdbmetro a 600nm.
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4.4.6-Microalbuminuria

A dosagem de microalbuminuria foi feita nas amostras de urina por meio da
ligacdo com anticorpos anti-albumina utilizando o kit Microalbuminuria Bioclin
(Quibasa S/A, Brasil) e de acordo com as instru¢des do fornecedor. Essa técnica
baseia-se na aglutinacdo da albumina presente nas amostras de urina com as
particulas de latex recobertas com anticorpos anti-alboumina. A concentracdo de
albumina na amostra € diretamente proporcional a aglutinacao obtida, que é medida
por turbidimetria. Antes de iniciar 0 ensaio, mapeou-se a distribuicdo das amostras,
bem como da curva padréo e do branco, na placa de Elisa. Todo o procedimento foi
realizado em duplicata. Diluiu-se o padrdo n° 1 para obter as concentracGes de 50,
25, 10 e 5 yg/mL e construir uma curva padrao com 4 pontos. Os valores de
absorbancia das amostras estavam entre 0os pontos extremos da curva padrao, 5 e
50 pg/mL, valindando o ensaio. O leitor de Elisa foi programado para leitura a
540nm.

A primeira leitura foi efetuada imediatamente ap0s a pipetagem do reagente de
trabalho da seguinte forma: Pipetou-se 7 uL do padrao diluido nos pogos da placa.
Em seguida, foram pipetados 7 uL de agua destilada e o mesmo volume das
amostras nos demais pocos. Utilizando uma pipeta de repeticdo, 200 pL do
reagente de trabalho previamente aquecido a 37°C foram adicionados aos pocos.
Agitou-se a placa e a primeira leitura (Al) foi realizada em, até 10 segundos apdés o

final da reacdo. Apds 2 minutos, nova leitura (A2) da placa a 540 nm foi realizada.

Para obter a concentracdo da microalbumina nas amostras, a diferenca de
absorcao: A2 — Al foi calculada. Em seguida, a diferenca de absorcdo encontrada
(A2-Al) foi relacionada a cada um dos pontos da curva padréao. Calculou-se, entao,
a equacao da reta que define esta correlacdo e, de posse dela, interpolamos os
valores de absorbancia encontrados em cada amostra a equacdo, obtendo a
guantidade de microalbumina num determinado volume de urina. A unidade utilizada

foi microgramas de albumina a cada mililitro de urina (mg/mL).
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4.5 Métodos utilizados para avaliar inflamacgéo

4.5.21 Avaliacdo da migracao de neutrofilos (MPO)

Para medir a migracdo de neutrofilos no rim, foi utilizado o método de
guantificacdo da atividade da mieloperoxidase (MPO), como previamente descrito
(De Matos et al., 1999). Antes da realizacdo do ensaio, retirou-se um fragmento de
100 mg das amostras armazenadas a -20 °C. Tal fragmento foi mantido num tubo
plastico FALCON® de 14 ml e no gelo durante todo o processamento. Adicionou-se,
entdo, 1.9 ml de tampé&o 1 (NaCl 0.1M, NazPO4 0.02M, Na,EDTA 0.015M — pH 4.7).
Homogenizou-se o tecido na presenca do tampéao 1 e centrifuga-se o0 homogenato a
10.000 rpm, durante 10 minutos. O sobrenadante foi desprezado e, em seguida,
adicionou-se 1.5 ml de solucéo gelada de NaCl 0.2% ao precipitado remanescente.
Apos 30 segundos, adicionou-se 1.5 ml de solugéo gelada de NaCl 1.6% e Glicose
5%. Homogeneizou-se rapidamente o precipitado e centrifugou-se a 10.000 rpm
durante 10 minutos. O sobrenadante foi novamente desprezado, sendo, entdo,
adicionados 1.9 ml de tampéo 2 (NazPO, 0.05M, HETAB 0.5% p/v — pH 5.4) ao
precipitado remanescente. Uma nova homogeneizacao foi realizada, armazenou-se

0 homogenato a -20°C em eppendorf de 2ml até a realizacdo do ensaio.

Para o0 ensaio propriamente dito, as amostras foram inicialmente
descongeladas em temperatura ambiente e, em seguida, novamente congeladas em
nitrogénio liquido. Descongelou-se, entdo, em agua corrente. Os congelamentos e
descongelamentos foram repetidos por 3 vezes. Apds esses ciclos, as amostras
descongeladas foram centrifugadas a 10000 rpm durante 15 minutos. O
sobrenadante dessa centrifugacdo foi utilizado no ensaio. Adicionou-se, em
duplicata, 25 uyL dos sobrenadantes das amostras a uma placa de ELISA de 96
pocos. Acrescentou-se, também em duplicata, 25 yL do branco (tampao 2).
Prosseguiu-se o ensaio adicionando-se 25 uL de tetramethylbenzine (3.845 mg / ml
em Dimetilsulfoxido) e incubando a placa a 37°C na estufa por 5 minutos. ApGs este
periodo, adicionou-se 100 pL de H,O, (0.002% em tampdo 2) e incubou-se
novamente a 37°C, por 5 minutos. Para finalizar, adicionou-se 100 uL de H,SO4
(1M) aos pocos e foi realizada a leitura das absorbancias em leitor de ELISA num

comprimento de onda de 450 nm. Para o calculo da atividade da mieloperoxidase



42

multiplicou-se a média das absorbéncias das duplicatas por 0.93, somar 0.0031 ao
produto e multiplicou-se o resultado pelo fator de diluicdo. Os resultados foram

expressos como nimero de neutréfilos x 10°.

4.5.2 - Dosagem de citocinas

As concentracdes da interleucina seis (IL-6) e do TNFa na urina, no plasma e
no rim foram determinadas usando Kit ELISA Duo Set (R&D Systems, Minneapolis,
MN), que emprega a técnica tipo sanduiche, ou seja, padrbes, amostras e
conjugados foram pipetados na placa e, em presenca de IL-6 ou TNFa, estes foram
apresentados como sanduiche pelos anticorpos imobilizados e pelos anticorpo
monoclonal especifico para a citocina. Apés a lavagem para remocao de outras
substancias ndo ligadas ao anticorpo e/ou reagentes, um substrato acido foi
adicionado a solucéo e desenvolve coloracdo na proporcao da quantidade de IL-6 ou
de TNFa ligados. A intensidade da cor foi medida por leitura de densidade 6ptica
em leitor automatico de Elisa, em comprimento de onda de 450nm. As
concentracdes de IL-6 e TNFa na urina, plasma e no rim, foram calculadas a partir
dos resultados obtidos na curva padrdo do mesmo ensaio, realizada com IL-6 e

TNFa recombinante para ratos.

4.6 Métodos utilizados para avaliar os componentes do SRA

4.6.1 - Avaliacdo da expressao renal do RNA mensageiro de receptores e

enzimas do sistema renina-angiotensina.

O conteudo renalde RNA mensageiro que codifica componentes do SRAA foi

determinado utilizando a reacdo em cadeia de polimerase em tempo real (RT-PCR)

A partir da busca na base de dados NCBI (National Center for Biotechnology
Information) foi possivel selecionar a sequéncia dos mMRNAs das proteinas do estudo
em questdo, em ratos. De posse da sequéncia completa, foram identificadas as
sequéncias codificantes, que foram, entdo, utilizadas para a selecao dos “primers”

para cada uma das proteinas estudadas, relacionados na Tabela 1.
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Tabela 2. Sequéncia de DNA dos pares de “primers” utilizados para amplificagao do

cDNA das proteinas avaliadas neste estudo.

Proteinas Primers

ECA Sense 5’-CTTCACTGACCAAAAGCTGCG-3’
Anti-sense 5-CCTAGGGTCTGTAGGGATCCG-3’

ECA 2 Sense 5-GTGGAGGTGGATGGTCTTTCA-3
Anti-sense 5-TTGGTCCACTGTTCTCTGGGA-3’

Receptor Mas Sense 5-TGACCATTGAACAGATTGCCA-3’

Anti-sense 5-TGTAGTTTGTGACGGATGGTG-3’
Receptor AT1 Sense 5-TCTCAGCATCGATCGCTACCT-3

Anti-sense 5’-AGGCGAGACTTCATTGGGTG-3’

GAPDH Sense 5’- ATGTTCCAGTATGACTCCACTTCACG-3
Anti- sense 5-GAAGACACCAGTAGACTCCACGACA-3’

Para a preparacdo das amostras para a RT-PCR foram realizadas as

seguintes etapas:

1) Extracdo do RNA mensageiro

Para a extracdo do RNA mensageiro, foi utilizado um fragmento de 100 mg
contendo por¢des do cortex e da medula renal. O fragmento foi armazenado em um

tubo estéril, a — 80 °C até o momento da extracao.

As amostras foram descongeladas e, a elas, adicionado 1 ml de RNAzol para
cada 100 mg de tecido. Em seguida, foram trituradas com a ajuda de um
homogeneizador, e permaneceram em repouso por 15 min no gelo. Em seguida,
foram adicionados 200 uL de cloroférmio para cada ml da suspenséo obtida que foi
entdo, homogeneizada, em agitador de tubos, por 15 seg. Estes tubos foram
incubados durante 2-3 min no gelo e centrifugados a 10.000 rpm, por 15 min. A fase
aquosa obtida foi transferida para um novo tubo no qual adicionou-se 500 uL de
isopropanol para cada ml de suspensdo, procedendo-se nova homogenizacao.
Prosseguiu-se com sua incubacao no gelo (10 min) e centrifugacéo (10.000 rpm, por
10 min, a 4 °C). O sobrenadante foi removido e, ao precipitado contido no tubo,

acrescentou-se 1 ml de etanol 75% gelado para cada ml de suspensédo. Realiza-se,
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entdo, nova homogenizacdo, em agitador de tubos, seguida por centrifugacao (5.000
rpm, por 5 min, a 4 °C). Apos esta centrifugacdo, o sobrenadante (fase etandlica) foi
descartado, mantendo-se o0 tubo aberto para a secagem do precipitado a
temperatura ambiente. Por fim, ressuspendeu-se o precipitado em 30 uL de uma

solucédo de Dimetil pirocarbonato (DEPc) diluida em agua Milli-Q (1:1000) .

A determinacdo da concentracdo de RNA mensageiro foi realizada em
aliquotas obtidas a partir da diluicdo das amostras em agua deionizada (1:200). A
absorbancia deve ser lida em espectrofotdbmetro (Shimadzu, UV - 160 A, Japéo),
num comprimento de onda de 260 e 280 nm. Os tubos contendo as amostras foram
mantidos a -80 °C até o momento do uso e a concentracdo de RNA foi obtida de
acordo com a equacao abaixo:

[RNA] = Absorbéncia a 260 nm x 40 (1 O.DRNA = 40 pg/ml) x 200 (diluigéo)

1000

2) Transcricdo reversa

Imediatamente antes do inicio da transcricdo reversa, uma aliquota do RNA
mensageiro extraido foi diluida em agua milliQ, de forma a obter uma solucéo de
RNA com concentracdo de 0.2 ug/uL. Para a transcricdo, foram pipetados, em um
tubo de centrifuga (tipo “eppendorf’), 1.8 yL de dNTP 10 mM, 2.5 uL de RT buffer
5X, 1.0 uL de DTT 100 mM, 0.2 uL de RNAsin 10.000 U, 1.0 uL de oligo dT (1:10)
50 ng/ml e 5 pL (1.0 pg) de RNA a 0.2 pg/pL. O tubo contendo essa mistura foi
colocado no termociclador previamente programado com o seguinte protocolo: 70 °C
por 5 min, 4 °C por 5 min, e 25 °C. Nesse ponto, ao atingir 25 °C, a ciclagem foi
interrompida, pelo acionamento do botédo “pause”, para permitir a adicdo de 1 uL da
enzima trascriptase reversa 200U diluida 1:4. O botdo “pause” foi acionado
novamente para reiniciar a ciclagem: 25 °C por 5 min, 37 °C por 60 min, 70 °C por 5
min, 4 °C por 5 min. Ao cDNA obtido (12.5 pL), foram adicionados 17.5 pL de agua

milliQ estéril. A aliquota de 30 pl obtida foi armazenada a —20 °C.

3) PCR em tempo real (RT-PCR)
A PCR em tempo real foi realizada em placa de 96 pocos apropriada para o
procedimento. Para evitar pipetagens sucessivas diretamente nos pocos, foi

previamente feita uma mistura dos constituintes comuns a todas as rea¢cées em tubo
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eppendorf estéril. O volume final dessa mistura foi variavel dependendo do ndmero
de reacdes a ser executado. Para cada poco da placa, foi transferida uma aliquota
de 20 pL da mistura que consistiu de 2.5 pL de tampao Sybr 10x, 2.0 pL de uma
mistura dNTPs (200 uM cada), 3 uL de MgCL,, 2 pyL do “primer sense”, diluido 1:80
em agua milliQ (100 nM), 2 pyL de “primer antisense”, diluido 1:80 em agua milliQ
(100 nM), 0.125 pL de polimerase (Amplitag Gold) (0.25U/uL) e 8.725 uL de agua
milliQ. O cDNA (5 pL), preparado conforme descrito no item anterior, foi adicionado a
cada poco da placa. O volume final em cada poco (reacdo) foi de 25uL. Os pogos
foram cobertos com tampas apropriadas e a placa submetida a centrifugacéo a 1500
rom, por 1 min, para a homogenizacdo das reacdes. Em seguida, a placa foi
transferida para o equipamento de PCR em tempo real (ABI PRISM 7000 Sequence
Detection System — Applied Biosystems).

4.6.2 Dosagem de peptideos Angiotensina Il e Angiotensina-(1-7).

Apoés realizacao do protocolo experimental 1 apresentado acima (item 4.2.1), os
animais foram sacrificados no periodo de 24 horas apds inducdo da sepse para a
coleta do sangue e rim. As dosagens das concentracdes plasmaticas e renal de
angiotensina Il e Angiotensina —(1-7) foram feitas por técnica de radioimunoensaio,

de acordo com o seguinte protocolo:

a) Coletade sangue para dosagem de angiotensina Il e angiotensina-(1-7)

Para cada mililitro de sangue colhido foram utilizados 140 ul de coquetel
composto de: 10 ul de p-hidroxi—benzoato de mercurio 1 mm, 50 yl de o-fenantrolina
9,1 mm, 10 pl de para-metilsulfonil fluoreto 1 mm , 50 yl de EDTA a 7,5% e 20 pl de
pepstatin A 0,5 mm.As solu¢cbes de pOHHgBz e o PMSF foram preparados
imediatamente antes das coletas, da seguinte forma:

a) Pesou-se 1 mg de pOHHgBz em balanca analitica, diluindo-se, a seguir, em 2,5
ml de NaCl 0,9%.
b) Pesou-se 1,74 mg de PMSF em balanca analitica, diluindo-se, a seguir,em 10 ml
de MeOH a 50%.
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c) Depois disso, preparou-se o coquetel de inibidores de angiotensinases logo antes
do momento da coleta de sangue, utlizando-se as solugbes mencionadas
juntamente com pepstatin a 0,5 mm e o O-fenantrolina 9,1mm, que foram

conservados em freezer, e EDTA a 7,5%, mantido em geladeira.

b) Obtencado das amostras de plasma

Apébs a coleta das amostras de sangue, os tubos foram colocados em centrifuga
refrigerada e centrifugados a 2.000 rotagcbes por minuto (rpm) durante 20 minutos,
sob temperatura de 4°C. O plasma foi mantido em tubos em um freezer a - 80°C, até

a extracao.

c) Obtencédo das amostras de rim

Os rins foram rapidamente coletados, separados e congelados em nitrogénio
liquido, sendo mantidos a temperatura de — 80° C até o momento da
homogeneizacdo. Os rins foram homogeneizados com o auxilio de um
homogeneizador (Turax) utilizando-se 10 ml de solucdo de etanol acido (HCI 0,045
N/etanol) na presenca de 1.400 pl de coquetel de inibidores de proteases como
descrito anteriormente e 10 pl de BSA 5% em &gua deionizada. Amostras dos
homogenatos foram retiradas para dosagem de proteinas pelo método de Bradford
(Bradford, 1976). Apés homogeneizacédo, as amostras foram centrifugadas por 30
min a 10.000 rpm a 4° C. O sobrenadante foi vertido para tubo de polietileno lavado
com BSA 0,1 % e foi realizada liofilizacdo em centrifuga evaporadora por 12-10
horas até formacao de residuo. Depois de liofilizado, o residuo foi ressuspendido
sequencialmente em 750 pl de agua milig, solugdes de TFA 0,2% e TFA 0,1%. Para
a completa dissolucdo desses residuos foi utilizado aparelho de ultra-som (Vibra
Cell, Sonics e Materiasl Inc). O sobrenadante resultante foi transferido para tubo de
polietileno lavado com BSA 0,1% e mantido em tubos em um freezer a - 80°C, até a

extracao.
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d) Extracdo das amostras de plasma e rim

A extracdo de angiotensinas do plasma e rim foi realizada em colunas Bond Elut
C-18. As solucdes e amostras de plasma e rim foram passadas pela coluna através
da adaptacdo de uma seringa que permitia aplicar presséo positiva a coluna. Antes
disso, foram centrifugadas novamente a 4°C sob 2.000 rpm por 20 minutos. A coluna
Bond Elut C-18 foi pré-ativada por meio da lavagem com 20 ml de acetronitrila
99,9% (ACN 99,9%)/ acido heptafluobutirico 0,1% (HFBA 0,1%) e 20 ml de solucéo
aquosa de HFBA 0,1%. A seguir, a coluna foi lavada sequencialmente com 3 ml de
BSA 0,1%/ HFBA 0,1%, 10 ml de ACN 10%/ HFBA 0,1% e 3 ml de HFBA 0,1%. Em
seguida, foi aplicada a amostra, anotando-se o volume de plasma colocado na
coluna. Posteriormente a aplicacdo das amostras, as coluna foi lavada com 20 ml de
HFBA 0,1% e 3 ml de ACN 60%/ HFBA 0,1%. Os peptideos foram eluidos com 3 ml
de ACN 99,9%/ HFBA 0,1% e armazenados a —20°C em tubos de polietileno
previamente lavados com BSA 0,1%. O material eluido foi submetido a secagem em
centrifuga evaporadora (Eppendorf Vacufuge Speed Vac 5301, San Diego-USA) por
8-12 horas e estocado a -20°C até o processamento das amostras pelo método de

radioimunoensaio.

e) Radioimunoensaio para angiotensina ll

O material submetido a secagem na centrifuga evaporadora foi ressuspendido
em 650 pl de tampao de Ang Il para a dosagem de Ang Il. Esse tampao consistiu de
uma solucdo de NaCl a 0,9%, BSA a 0,1% e acido acético a 0,03%.0 anticorpo
empregado foi produzido no Laboratério de Hipertensdo do ICB-UFMG e foi utilizado
na diluicdo de 1:160.000 em tampéao de Tris 0,1m, EDTA 15mm e lisosima a 0,1%,
com pH 7,4 para dosagem de Ang Il (tampéo I). A solucdo contendo Ang Il marcada
com | foi utilizada num volume correspondente a 6.000 cpm, sendo diluida em
tampédo | para dosagem de Ang Il. A curva-padrdo do radioimunoensaio foi feita
pelas diluicdes progressivas a partir de solucdo estoque contendo 2 mg/ml de Ang II.

Os ensaios seguiram o seguinte protocolo (Tabela 3)
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Tabela 3 — Solugbes e volumes utilizados para RIE de Angli

Solucdes (ul) Total  Branco Po! Padr&o Amostra
Tampao | 1100 100 - -- -
Tampé&o de ensaio 200 200 200 100 -
Pontos da Curva - - - 100 -
Amostra - - - - 200
125|Ang 117 100 100 100 100 100
Anticorpo - - 100 100 100
Volume final 1400 400 400 400 400

Tubo Padrao “zero” — Valor de Referéncia

Ang Il radioiodada

Todos os tubos de ensaio receberam 100 pl de Ang Il marcada com *?°I. O tubo
branco recebeu 100 pl de tampao | no lugar do anticorpo e 200 pl de tampao de
ensaio no lugar da amostra. O tubo padrao “zero” recebeu 100 ul de anticorpo e 200
Ml de tampéo Il no lugar da solugao padrao. Os tubos com amostra receberam 200 pl
de plasma e 100 pl de anticorpo, além do peptideo marcado. A seguir, os tubos
foram incubados em agitacdo por 18 a 22 horas, numa temperatura de 4°C. Apos a
incubacédo, adicionou-se a todos os tubos, exceto ao “total”, suspensdo de carvao
ativado. O tubo total recebeu 1.100 pl de tampéao |, sendo 100 ul correspondentes a
solugao de carvao ativado e 100 pl correspondendo ao anticorpo, 200 ul de tampéo
Il (correspondendo as amostras ou padrdes), além de 100 pl de Ang Il marcada.

Depois da adicdo de carvao, os tubos foram agitados e centrifugados a 4°C
durante 20 minutos, a 2.000 rpm. Em seguida a centrifugacéo, o sobrenadante foi
vertido e a radioatividade contada em contador-gama. As concentracdes de Ang Il
foram fornecidas pela programacéo do proprio contador de radioatividade, a partir da
curva-padrdo construida. Essa concentracdo foi, entdo, corrigida para o volume

eluido da coluna de extracao.
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f) Radioimunoensaio para angiotensina - (1-7)

O material ja& ressuspendido anteriormente foi retirado do freezer -20°C e
colocado para descongelar em gelo. O anticorpo empregado foi produzido no
laboratério de Hipertensdo do ICB-UFMG, na diluicdo de 1:20.000 em tampao de
Tris-HCI 50mM, azida sédica0,02% com pH 7,5 (tampéo 1). A solugcéo contendo Ang-
(1-7) marcada com 125I foi utilizada num volume correspondente a contagem de
6.000 cpm, sendo diluida em tampéao |.A curva-padrdo do radioimunoensaio foi feita
adotando-se diluicbes progressivas a partir de uma solugdo estoque contendo 2
mg/ml de Ang-(1-7).

Os ensaios seguiram o seguinte protocolo (Tabela 4)

Tabela 4 — Solugdes e volumes utilizados para RIE de Ang-(1-7)

Solugdes (pl) Total Branco PO’ Padrao Amostra
Tampao | - 100 - -- -
Tampé&o de ensaio 1300 200 200 100 -
Pontos da Curva - - - 100 -
Amostra - - - - 200
125 Ang-(1-7)? 100 100 100 100 100
Anticorpo - - 100 100 100
Volume final 1400 400 400 400 400

Tubo Padrao “zero” — Valor de Referéncia
?Ang-(1-7) radioiodada

Todos os tubos de ensaio receberam 100 ul de Ang —(1-7) marcada com **°I. O
tubo branco recebeu 100 pul de tampéo Il de Ang Il no lugar do anticorpo e 200 pl de
tampao | no lugar da amostra. O tubo padrao “zero” recebeu 100 pl de anticorpo e
200 pl de tampao Il de Ang Il no lugar da solugao padrao. Os tubos com amostra
receberam 100 pl de plasma e 100 ul de anticorpo, além do peptideo marcado. A
seguir, os tubos foram incubados em agitacdo por 18 a 22 horas numa temperatura
de 4°C. Depois da incubacdo, adicionou-se a todos os tubos, exceto ao “total”,
suspensao de carvao ativado. O tubo “total” recebeu 1.300 ul de tampao |, sendo
100 plI correspondentes a solugdo de carvao ativado e 100 pl correspondendo ao

anticorpo, 200 pl de tampao Il correspondendo as amostras ou padrbes, além de
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100 pl de Ang-(1-7) marcada. Em seguida a adicdo de carvdo, os tubos foram
agitados e centrifugados a 4°C durante 20 minutos, a 2.000 rpm.Posteriormente a
centrifugagéo, o sobrenadante foi vertido e a radioatividade contada em contador-
gama. As concentracbes de Ang -(1-7) foram fornecidas pela programacgédo do
proprio contador de radioatividade a partir da curva-padrdo construida. Essa
concentracdo foi entdo corrigida para o volume eluido da coluna de extracdo e
multiplicada por 0,7.

4.6.3 Dosagem de Aldosterona e Vasopressina

As dosagens dos niveis plasmaticos de aldosterona e vasopressina foram
realizadas nos laboratérios Hemes Pardini utilizando a técnica de radioimunoensaio.
Apos realizacdo do protocolo experimental 1 apresentado acima, os animais foram
sacrificados no periodo de 24 horas apoOs inducdo da sepse para a coleta do
sangue. Em seguida, o sangue foi centrifugado (5000 rpm por 10 minuto) e plasma
coletado em recepiente apropriado e enviado ao setor veterinario do laboratorio
Hermes Pardini. Os ensaios nao foram realizados na UFMG por falta de anticorpos

marcados.

4.4.13 - Imuno-histoquimica
a) Preparo do rim para imunohistoquimica.

Apos realizacdo do protocolo experimental 1 apresentado acima, os animais foram
sacrificados no periodo de 6, 12 e 24 horas apoés inducdo da sepse. Em cada um
desses periodos, foram realizadas a laparotomia e toracotomia, e procedida a
perfusdo dos 6rgdos através do ventriculo esquerdo com tampéo fosfata a(PBS)
0,05M, até a clarificacdo total dos rins. Logo apds, os animais foram perfundidos
com inibidores de peptidases (fenil-metilosulfonil fluoreto 10-5181 M, Pepstatina-A
0,5 x 10-5M e EDTA a 10-5182 M, todos adquiridos da Sigma-Aldrich Corp., USA)
em acido acético 0,1M, seguido de perfusdo com paraformaldeido 4% em tampéao
fosfato a 0,2M, pH7,4. Os rins foram mantidos na solucdo de paraformaldeido a 4°C
por 48h, incluidos em 185 parafina, seccionados com 4um e os cortes montados em

laminas gelatinizadas.
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b) Imuno-histoquimico

Para a realizacdo de ensaio imunohistoquimico, para avaliar expressdo e
distribuicdo do receptor Mas de angiotensina (1-7), foi utilizada a técnica de
estreptavidina-biotina-peroxidase (DAKO K0690). Os cortes foram desparafinizados
com xilol e reidratados em uma seqiéncia gradual de alcodis. Em seguida, foi
empregada recuperacdo antigénica usando solucao de citrato (DAKO), pH 6 em
calor umido durante 20 minutos. O bloqueio de peroxidase enddgena foi realizado
com H;O, 1% em metanol durante 30 minutos, seguido pelo blogueio de sitios
inespecificos com soro de bloqueio (Ultra Vison Block, Lab Vison) durante 30 min,
ambos a temperatura ambiente. As laminas foram incubadas em camara umida
over night com o anticorpo primario policlonal de coelho Anti-Mas (diluicdo de
1:1000). Em seguida, foi realizada incubagdo durante 30 min com anticorpo
secundario (Biotin Goat, Lab Vision) e incubacdo com o complexo estreptavidina
peroxidase (Streptavidin Peroxidase, Lab Vison) por 30 min. Foi utilizado como
cromégeno o DAB (Diaminobenzidina, Lab Vision), em incubacdo durante 3 min, e
contra-coloracdo com hematoxilina.Os controles negativos foram realizados na
auséncia do anticorpo primario durante todo o processo. Os cortes foram
desidratados, clarificados em xilol e montados com Entelan. A quantificacdo da
intensidade da expressao do receptor Mas no cortex e medula renal foi realizada no

programa de analise de imagem KS 400 Zeiss.

4.5 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média (X £ EPM).
Para a andlise estatistica foram utilizados testes two-way ANOVA seguido pelo teste
de correcdo de Bonferroni, one-way ANOVA com post-test Newman Keuls e teste t
de Student, empregados de acordo com o protocolo realizado. P < 0.05 foi

considerado estatisticamente significante.
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5- Resultados

Para melhor compreensdo dos dados obtidos nesse trabalho, os resultados
serdo divididos em trés partes. Sao elas:

5.1- Caracterizacdo da sepse: Os resultados apresentados nessa se¢cao mostram
gue animais submetidos ao processo cirdrgico para inducdo sepse polimicrobiana
(Modelo de ligadura e perfuracdo do ceco — CLP) desenvolveram um quadro clinico
gue caracteriza a sepse, mais especificamente a sepse grave. Para isso, alguns
parametros clinico-laboratoriais, como deteccdo de bactérias no lavado peritonial e

na circulagdo sanguinea e alteragdes hemodinamicas. foram avaliados

5.2- Caracterizagcdo do processo inflamatério e da disfuncdo renal induzida
pela sepse: Apos constatar que os animais do grupo CLP utilizados nesse estudo
desenvolveram um quadro de sepse grave, a etapa seguinte foi avaliar marcadores
biol6gicos de processos inflamatorios e de fungéo renal com o objetivo de verificar
se nos rins desses animais havia um processo inflamatério e/ou de alteracdo das

suas funcoes.

5.3 Sistema renina-angiotensina na disfuncao renal: Nessa secado sera ilustrado
0 comportamento de componentes dos eixos vasoconstritor e vasodilatador do SRA
durante a fase precoce de instalacdo da disfuncao renal promovida pela sepse. Além
disso, serdo mostrados os dados sobre o efeito da administracdo da angiotensina(1-
7) sobre na disfuncéo renal decorrente da sepse (Modelo de ligadura e perfuracao
do ceco — CLP).
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5.1 Caracterizacao da sepse
5.1.1 Presenca de bactérias no sangue e na cavidade peritoneal

Conforme ilustra a figura abaixo, amostras do lavado peritoneal e do sangue
de animais submetidos a CLP, coletadas 6,12 e 24 h pds-cirugia, promoveram um
crescimento de bacterias quando semeadas em meio de cultura. Esses resultados
mostram a presenca de elevadas quantidades de bactérias na cavidade peritoneal e
na corrente sanguinea de animais do grupo CLP durante todos os periodos de
avaliacdo utilizados nesse trabalho. No lavado peritoneal e no sangue coletados dos
animais do grupo controle (sham) nédo foi observado crescimento bacteriano em

nenhum dos periodos analisados.
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Figura 5. Quantificacdo de bactérias no lavado peritoneal e no sangue de ratos com
sepse. Bactérias, no lavado peritoneal (A, B e C) e no sangue (D, Ee F) as 6, 12 e
24 h, respectivamente, apos a inducdo da sepse através da ligadura seguida de 10
perfuracdes cecais (CLP,triangulos escuros). O sangue e lavado peritoneal foram
coletados sob condicfes estéreis, semeados em placas contendo agar Muller-Hinton
e incubados por 24 h a 37 °C. Os resultados em unidades formadoras de coldnia
(UFC), representam a média * erro padrdo da média (n = 4). 'p < 0,05 em relacgéo

ao grupo sham (teste t-student, ndo pareado).
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5.1.2 Presséao arterial média e frequéncia cardiaca

Igualmente ao observado em pacientes sépticos e em outros estudos de
experimentacdo animal de sepse, foi verificado um quadro de hipotenséo sistemica
acompanhada de taquicardia nos animais submetidos a CLP (grupo CLP) apos 12 e
24h pés-cirurgia (Figs 6 e 7). Durante os periodos de aclimatagdo as condi¢bes
ambientais (temperatura, gaiola metabdlica, pletismégrafo etc) e 6h pds-cirurgia,
nenhuma diferenca na presséao arterial média (PAM) e na frequéncia cardiaca ( FC)
foi verficada entre os grupos experimentais (Figs. 6 e 7A e B, respectivamente). A
partir das 12 h ap6s inducéo da sepse, 0os animais submetidos a CLP apresentaram
uma queda da PAM (72,83 £ 1,8 mmHg, n = 6), quando comparada aos valores da
PAM do grupo sham (103,5 +3,6 mmHg, n = 4) (Fig. 6C). A reducdo da PAM do
grupo CLP foi acompanhada por aumento da FC de 357 £ 9 bpm, para 467 + 12
bpm (n=7), 6 e 12 h pos-cirurgia, respectivamente (Fig. 7C). A PAM dos animais
sépticos se manteve reduzida (75 = 3,4 mmHg; CLP, n = 4 vs 109 + 2,3 mmHg;
sham, n = 7) e a FC aumentada (476 + 32 bpm; CLP (n=4) vs 340 * 4,46 bpm;
sham, n=4) 24 h apds a inducéo da sepse (Fig 6 e 7D). Os valores individuais de

PAM e FC encontram-se nos anexos 1 e 2, respectivamente.
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Figura 6. Pressao arterial média (PAM) apés a inducdo da sepse por ligadura e 10
perfuracdes cecais (modelo CLP). Grupo CLP (ratos Wistar submetidos a CLP,
barras escuras); grupo controle sham (ratos falso-operados, barras claras). A PAM
foi medida por pletismografia de cauda durante aclimatacao (A), as 6 h (B), 12 h (C)
e 24 h (D) pos-cirugia. Os valores representam a média + erro padrao da média (n =

4). **p < 0,01 em relacdo ao grupo sham (teste t-student ndo pareado). Anexo 1
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Figura 7. Frequéncia cardiaca de ratos apos a inducéo da sepse através da ligadura
seguida de 10 perfuracdes cecais pelo modelo CLP. frequéncia cardiaca foi medida,
por pletismografia de cauda, as 6 h (B), 12 h (C) e 24 h (D). A, aclimatac&o; grupo
sham, ratos falso-operados. Os valores representam a média + erro padrdo da

média (n = 4-7). "p < 0,01 em relacdo ao grupo sham (teste t-student no pareado).

5.1.3 Reatividade vascular

Como mostra figura abaixo, a reatividade vascular € alterada durante a sepse e,
além disso, essas alteracdes possuem perfis diferentes que sdo dependente do leito
vascular analisado. A contratilidade das artérias aortas, quando expostas crescentes
concentracdes do vasoconstritor a-adrenérgico fenilefrina (107 e 10 M), foi menor
nas artérias aortas de ratos submetidos a CLP do que a observada no grupo Sham
(Fig.8A). Contrariamente ao observado na artéria aorta, nas artérias renais a
fenilefrina (10”7 e 10° M) promoveu maior contracdo desses vasos no grupo CLP, em
relacdo a contratilidade promovida pela mesma na artéria renal dos animais do grupo
sham (Fig. 8B)
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Figura 8. Contratilidade das artérias aorta (A) e renal (B) de ratos com sepse
induzida por ligadura e 10 perfuracdes cecais (modelo CLP). Grupo CLP (barras
escuras, n=3); grupo controle sham (ratos falso-operados, barras claras, n=4).
Concetracdes crescente de fenilefrina foram incubadas com anéis de artérias aorta
(A) e renal (B) de ratos, 24 h apds inducéo de sepse. Os valores representam a média

+ erro padréo da média. (Two — way ANOVA seguida pelo post-test de Bonferroni).

5.2 Caracterizacdo do processo inflamatorio e da disfuncéo renal

induzida pela sepse
5.2.1 Sepse e mediadores inflamatdrios no tecido renal

A resposta inflamatéria foi avaliada através da quantificacdo de citocinas pro-
inflamatorias, IL -6 e TNF-a (Figs. 9A e B), e pelo acumulo renal de neutrofilos,
medido indiretamente através da atividade da mieloperoxidase (MPO) (Fig. 9C). De
modo geral, todos os parametros inflamatoérios avaliados estdo aumentados no
grupo CLP, em relacdo ao grupo sham. As concentracdes IL -6 e MPO do tecido
renal de animais submetidos a CLP estdo aumentadas ja nas primeiras 6h e
permanece elevada até as 24h pdés-cirurgia. O conteudo renal de TNF-a esta

aumentado nos periiodos de 12 e 24h pés-crirurgia. Os valores individuais das
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dosagens encontram-se no anexo 3. As dosagens plasmaticas e urinarias desses
mediadores inflamatérios foram realizadas, porém ndo foi possivel detectar a

presenca dessas substancias nesses meios biolégicos em nenhum dos periodos
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Figura 9. Conteudo renal das citocinas IL-6 e TNFa e acumulo de neutréfilos no rim
de ratos com sepse. Apos a inducao da sepse pelo modelo CLP (10 perfuracdes
cecais, barras escuras, n=5), a IL-6 (A), o TNFa (B) e o acumulo de neutrdfilo renais
(C) foram determinados as 6, 12 e 24 h. Grupo sham, ratos falso-operados (barras
claras, n=4). Os valores representam a média + erro padrédo da média (n = 5-8). *p <

0,05 em relacéo ao grupo sham (teste t-student ndo pareado).

5.2.2 Sepse e funcéao renal

A funcdo renal dos animais submetidos a CLP foi avaliada através da
mensuracdo de alguns biomarcadores classicos de funcdo renal (Anexo 4). De
acordo com os graficos ilustrados na figuras 10 e 11, observa-se que:

A. Creatinina plasmética - Nenhuma diferenca significativa foi observada

entre asconcentracdes plasmaticas de creatinina nos grupos sham e
CLP(Fig. 10A).

B. Uréia Plasmatica- 24 h apds inducéo da sepse, 0s niveis plasmaticos
de uréia do grupo CLP (70,7 + 14,4 mg/dl, n=6) estava aumentado em
relacdo a uréia plasmatica do grupo sham (40,0 + 2,9 mg/dl, n = 8) ,
ver Fig. 10B.
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C. Volume urinario- Como mostra a figura 10 C, foi observado um
aumento de 0,57 £ 0,11 (n=39) para 19,60 + 2,30 ml (n = 27) no volume
urinario de animais submetidos & CLP no intervalo de 6 a 24 h pdés-
cirurgia. Nesse mesmo intervalo de tempo, o volume de urina
produzida pelo do grupo sham variou de 0,63 + 0,22 (n=18) para 5,80
0,69 ml (n =18). O aumento da diurese no grupo CLP foi acompanhado
por uma maior ingestdo de 4gua de 18,0 £ 1,7 para 41,0 £ 3,4 ml (n
=15) versus (de 9,3 £ 1,8 para 29,0 + 3,8 ml (n=9) do grupo sham (Fig.
10D), refletindo num balanco hidrico que variou de 9,1 + 7,2% (n = 6)
de para 66,7 £ 2,8% (n = 11). Enquanto que os ratos sham apresentam
um balanco hidrico relativamente constante, variando de 21,6 + 2,9
para 26,9 + 4,8%, as 6 e 24 h respectivamente. (Fig. 10 E).

D. Clearance de creatinina (CICr) - Uma tendéncia reducdo do CICr,
usado como estimativa do RFG, foi observada nos animais do grupo
CLP durante todos os periodos avalaiados (Fig. 10F). Os valores dos

CICr encontra-se no anexo 4
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Figura 10. Efeito da sepse induzida pela ligadura e 10 perfuracdes cecais (Modelo

CLP) sobre os seguintes parametros de funcao renal: Concentracdes plasmaticas de

creatinina (A) e uréia (B), volume urinério (C), ingestdo de agua (D) e balanco hidrico

(E) e clearance de creatinina (F). Grupo CLP, ratos Wistar submetidos a CLP, esta

representado por circulos e barras escuras, sobre. Grupo controle ou sham, ratos

Wistar falso-operados, esta representado por circulos e barras claras. Os valores

representam a média + erro padrdo da média (n = 5-8). *p < 0,05 e ***p <0,001 em

relagéo ao grupo sham (teste t-student n&o pareado).
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Fracdo de excrecdo de sodio (FENa' ) e potassio (FEKY)- Foi
observado uma reducdo FENa' e FEK" nos animais séptico (Fig 11A e
B). O valores individuais das FENa® e FEK" estdo no anexo 4. A reducdo
da excrecédo de Na* é acompanhada de aumento dos niveis plasmaticos
de aldosterona no grupo CLP (47,0 = 15,9; n=3 vs 5,13 + 1,72 ng/dl,
sham, n=4) 24h apds inducgéo da sepse (Fig.12A).

Clearance Osmolar (COsm) - O grupo CLP apresentou um valor maior
de clearance osmolar (22,3 £ 2 ml/6h, n = 7) em relagdo ao grupo sham
(9,5 £ 1,7 ml/6h, n = 9), no final das 24 h p6s inducdo da sepse (Fig
11C). Néao foi observada diferenca entre 0s grupos experimentais nos
demais periodos.

Clearance de agua livre (CH,0) — Nao houve diferenca significativa
entre os clearances de agua livre entre os grupos experimentais (Fig.
12J), embora um aumento significativo da concentracdo plasmatica de
vasopressina (2,12 + 0,07 pg/dl, sham; n=4) tenha sido observado nos
animais septicos (2,68 + 0,22 pg/d; n=4) 24 h pés-cirurgia (Fig.12B).

Proteinuria- H4& um aumento da excre¢cdo urinaria de proteina nos
animais submetidos a CLP, 24 h pds-cirurgia, evidenciado por uma
relacdo entre as concentracdes urinarias de proteina e creatinina (UP:C)
maior nesses animais (1,63 £ 0,3; n=5), em relacdo ao grupo controle
sham (0,60 + 0,14; n =9), ver figura 11L. A microalbuminuria, marcador
biologico de lesdo glomerular precoce, também esta elevada no grupo
CLP (46,0 £ 8,0 mg/h, n=4) quando comparada com o grupo sham (10,6
+ 4,4 mg/h, n = 4) (Fig. 11M). Nao foi observada diferenca entre os

grupos experimentais nos demais periodos (Anexo 4).
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Figura 11. Efeito da sepse induzida pela ligadura e perfuracdo do ceco (10
perfuracdes cecais) sobre os seguintes parametros de funcéo renal: Fracdo de
excrecao de sodio (G) e potassio (H), clearance osmolar (]), clearance de agua livre
(J), UP:C (L) e microalbuminuria (M). Grupo CLP, ratos Wistar submetidos a CLP,
estd representado por circulos e barras escuras, sobre. Grupo controle ou sham,
ratos Wistar falso-operados, esta representado por circulos e barras claras. Os
valores representam a média + erro padrdo da média (n = 5-8). **p < 0,01 e ***p

<0,001 em relag&o ao grupo sham (teste t-student ndo pareado).
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Figura 12. Concentracdes plasmaticas de aldosterona (D) e vasopressina (E), 24 h
apos inducdo da sepse. As dosagens foram realizadas por radioimunoensaio. Os
resultados representam a media + erro padrédo da média (n = 3-4). *p<0,05 em
relacéo ao grupo sham (teste t-student ndo pareado).

5.3 Sistema renina-angiotensina na disfuncédo renal induzida pela

sepse

5.3.1 Via vasoconstritora do sistema renina-angiotensina: ECA -

Angiotensina ll - receptor AT1

A Figura 13A mostra que a expressao de RNA mensageiro que codifica a ECA
encontra-se aumentada nos rins dos animais do grupo CLP 24 h ap0s cirurgia para
inducdo da sepse. Os valores, em unidades arbitrarias, foram de 1,0 £ 0,037 (n = 5)
nos ratos seépticos, enquanto que nos ratos sham foram de 0,574 + 0,079 (n = 5).
Embora uma tendéncia de aumento das concentracfes plasmaticas de Ang Il tenha
sido observada no plasma de animais submetidos a CLP, ndo houve diferenca
significativa do concentracdes plasmaticas de Ang Il entre os grupos experimentais
(Fig. 13 B). O conteudo renal de Ang Il esta reduzido no grupo CLP no periodo de 12
h (19,92 + 1,77 pg/mg de proteina total, n = 3) em relacdo ao grupo sham e 46,4 +
1,26 pg/mg de proteina total, n = 3), enquanto que no periodo de 24 h pdés-cirurgia foi
observado um aumento do conteudo renal de Ang Il no grupo CLP (37,11 + 5,67
pg/mg de proteina total sham; n =7), quando comparado com o grupo sham (22,7 +

3,6 pg/mg de proteina total, n = 7) (Fig. 13C). Foi observada reducéo da expresséo
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de RNA mensageiro que codifica receptores AT1 de angiotensina nos rins de ratos
sépticos (0,72 £ 0,19 unidades arbritarias, n = 4), quando comparado ao grupo sham
(1,2 + 0,1 unidades arbritarias, n = 4), 24 h apés a inducéo da sepse (Fig. 13D).
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Figura 13. Efeito da sepse induzida pela ligadura e perfuracdo do ceco (10
perfuracdes cecais) sobre a expressdo do RNAm que codifica a ECA (A) e receptor
AT1 (D), sobre o conteudo plasmatico (B) e renal (C) de Ang Il. A expresséao de
RNAm foi determinada por RT-PCR e relacionada a expressdo de GAPDH. As
concentragbes de Ang Il plasmatica e renal foram determinadas por
radioimunoensaio. Grupo CLP, ratos Wistar submetidos a CLP, esta representado
por barras escuras, sobre. Grupo controle ou sham, ratos Wistar falso-operados,
estd representado por barras claras. Os resultados representam a média = erro

padrdo da média. *p<0,05 em relagéo ao grupo sham (Teste t-student ndo pareado).
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5.3.2 Via vasodilatadora do sistema renina-angiotensina: ECA2 -
Angiotensina(1-7) - receptor Mas

A Figura 14A mostra que os animais do grupo CLP apresentaram um
aumento na expressao renal de RNA mensageiro que codifica a enzima ECA 2
(1,250 + 0,110 unidades arbritarias, n = 4), quando comparado com a expressao da
mesma no grupo sham (1,000 + 0,035 unidades arbritarias, n = 5), 24 h apés a
inducdo da sepse. A expressdo de RNA mensageiro que codifica o receptor Mas
encontra-se reduzida nos rins dos ratos do grupo CLP (Fig.14B). Os valores, em
unidades arbitrarias, foram de 0,680 + 0,072 (n = 5) vs 1,000 + 0,124 (n = 5) do
grupo sham. Foi observado aumento da concentracdo plasméatica de Ang-(1-7) do
grupo CLP nos periodos de 12 h (68,4 + 6,83 pg/mg de proteina total, n=3) versus
sham (39,16 + 3,13 pg/mg de proteina total, n=7) e 24 h pés-cirurgia (44 = 4,47
pg/mg de proteina total, n = 5) versus sham (35,87 = 2,41 pg/mg de proteina total, n
=6) (Fig. 14C). Semelhante ao observado com a expressdo renal do RNA
mensageiro de AT1 (Fig. 13D), foi observada uma reducédo da expressao do RNA
mensageiro que codifica os receptores Mas nos rins dos animais sépticos (0,68 *
0,07 unidades arbritarias, n = 5), quando comparado ao grupo sham (1,0 = 0,12

unidades arbritarias, n = 4), 24 h apds a inducao da sepse(Fig. 14D).
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Figura 14. Efeito da sepse induzida pela ligadura e perfuracdo do ceco (10
perfuracdes cecais) sobre a expressdo do RNAmM que codifica a ECA 2 (A) e
receptor Mas (D), sobre o conteudo plasmatico (B) e renal de Ang-(1-7) (C). A
expressdo de RNAm, 24 h pés-sepse, foi determinada por PCR em tempo real e
relacionada a expressdo de GAPDH. A concentracdo de Ang-(1-7) foi determinada
por radioimunoensaio. Grupo CLP, ratos Wistar submetidos a CLP, esta
representado por barras escuras, sobre. Grupo controle ou sham, ratos Wistar falso-
operados, esta representado por barras claras. Os resultados representam a média
+ erro padrdo da média. *p<0,05 em relacdo ao grupo sham (Teste t-student ndo

pareado).

Nenhuma diferenca estatistica nas razdbes ECA/ECA2 e AT1/Mas renais foi
observada entre os grupos CLP e Sham (Fig. 15A e D, respectivamente). Como
mostram as figuras 15B e C, a razdo Angll/Ang-(1-7) plasmatica encontra-se
estatisticamente igual entre os grupos CLP e Sham no periodo de 12h pd6s-cirurgia e
elevada nos animais sépticos (0,96 £ 0,3; n=3) em relacdo ao grupo sham (0,53 +
0,3, n=-6), 24h apods inducédo da sepse. De forma inversa, a razdo Angll/Ang-(1-7)

renal esta reduzida no periodo de 12 h pds-cirurgia no grupo CLP (0,13 £ 0,03; n=3)
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em relagdo ao grupo sham (0,56 = 0,02; n=3) e sem diferenca estatistica entre os

grupos experimentais (0,68 + 0,13 Vs 0,56 = 0,16 CLP e sham, respectivamente,

n=3) , no periodo de 24h pds-cirurgia
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Figura 15. Razdes entre o RNAmM para as enzimas renais ECA/ECA2 (A) e dos

conteudos renal (B) e plasmatico (C) de angiotensina ll/angiotensina(1-7). Grupo

CLP, ratos Wistar submetidos a CLP, esta representado por barras escuras, sobre.

Grupo controle ou sham, ratos Wistar falso-operados, esta representado por barras

claras. Os resultados representam a média * erro padrdo da média. *p<0,05 em

relacdo ao grupo sham (Teste t-student ndo pareado).
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As Figuras 16 e 17 apresentam resultados obtidos pela técnica de
imunohistoquimica para receptores Mas na regido cortical e medular de rins de ratos
do grupo sham (coluna de laminas a esquerda) e do grupo CLP (coluna de laminas a
direita) as 6, 12 e 24 h ap0s a inducdo da sepse. Nos graficos apresentados a direita
das laminas, estd a quantificacdo da intensidade de expressdo do receptor Mas,
realizada usando o programa de analise de imagem KS 400 Zeiss. Conforme mostra
a Figura 16, o receptor Mas esté distribuido na membrana das células dos tabulos
proximais e distais (setas pretas) e ainda, de maneira bem menos intensa, nos
glomérulos (seta vermelha) de ambos os grupos. A intensidade de marcacdo do
receptor Mas permanece relativamente constante no grupo sham, variando de 394 +
40 para 310 + 23 pm? no intervalo entre 6 e 24h, respectivamente. De forma
diferente, no grupo CLP, a intensidade de marcacao reduz de 500 + 60 para 243 +
13 pm? (n = 4) durante 0 mesmo intervalo de tempo, sugerindo reducdo na

expressao de receptores Mas na regido cortical, 24 h apos indugao (Fig. 13).

Em relacdo ao efeito da sepse sobre a expressao do receptor Mas na regiao
medular, animais do grupo CLP apresentaram uma reducdo da intensidade de
marcacdo (desses receptores, nessa regido) mais intensa e precoce do aquela
observada na regido cortical dos mesmos. A partir das 12 h apés inducéo da sepse,
a regido medular dos rins de ratos sépticos apresentou uma menor expressao de
receptores Mas (253 + 24 pm?, n = 3) em relacdo ao grupo sham (595 + 40 pm?
n=3) Essa reducdo na expressdo medular dos receptores Mas manteve-se até o
final das 24 h (502 + 133 pm? vs, 247 + 30 grupos sham e CLP respectivamente, n =
4-3, p <0,08)
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Figura 16. Cortes histologicos (40X) da regido cortical de rins de ratos dos grupos
sham (Iaminas a esquerda) e CLP (laminas a direita) apds imunohistoquimica para o
receptor Mas de angiotensina(1-7). As setas pretas indicam marcacéo de receptores
Mas na membrana de células tubulares proximais e distais; setas vermelhas indicam
marcacdo dos receptores Mas nos glomérulos. Os graficos representam a
guantificacdo da intensidade de expressao do receptor Mas nos periodos de 6, 12 e
24 h poés-inducdo da sepse. A guantificacéo foi feita usando o programa de analise
de imagem KS 400 Zeiss. Grupo falso-operado ou sham (barras brancas) e grupo
CLP (barras escuras). Os resultados representam a média + erro padrdo da média (n

= 3-5). *p<0,05 em relacéo ao grupo sham (teste t-student, ndo pareado).
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Figura 17. Cortes histologicos (40X) da regiao medular de rins de ratos dos grupos
sham (laminas a esquerda) e CLP (laminas a direita) apds imunohistoquimica para o
receptor de angiotensina(1-7), Mas. Os gréaficos representam a quantificacdo da
intensidade de expressédo do receptor Mas nos periodos de 6, 12 e 24 h pés-inducéo
da sepse. A quantificacao foi feita usando o programa de analise de imagem KS 400
Zeiss. Grupo falso-operado ou sham (barras brancas) e grupo CLP (barras escuras).
Os resultados representam a média *+ erro padrao da média (n = 3-5). *p<0,05 em

relacdo ao grupo sham (teste t-student, ndo pareado).
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5.3.3 Angiotensina-(1-7) no tratamento da disfunc¢é&o renal promovida pela sepse

Uma anica administracdo oral do composto formado por Ang-(1-7), na dose de
50ug/kg, incorporada ao polimero B-dextrina ndo teve efeito na hemodinamica
sistémica tanto do grupo controle (sham) como do grupo CLP, uma vez que nao
promoveu alter¢cdes na pressédo arterial média e na freqliéncia cardiaca do animais
do grupo controle, assim como nédo alterou o quadro de hipotensdo e taquicardia

promovida pela sepse dos animais do grupo CLP. (Figs. 18 Ae B)
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Figura 18. Efeito da administrac&o Unica, via oral, da angiotensina (1-7) incorporada a
ciclodextrina, na dose de 50ug/kg, sobre a pressao arterial média (A) e frequéncia
cardiaca (B) de ratos Wistar ap0s procedimento cirurgico para inducdo da se pse
modelo CLP (10 perfuracdes cecais) Os valores, expressos em mmHg (A) e em BPM
(b) representam a média * erro padrdo da média, n=4-7. p < 0,01 em relagéo ao

grupo sham (n=4) (Two — way ANOVA seguida pelo post-test de Bonferroni).

Nenhuma diferenca significativa nas concentracdes renais das citocinas pro-
inflamatorias, IL-6 e TNF-a, e na atividade da mieloperoxidase foi observada nos rins
dos animais controles do grupo sham tratados com angiotensina (1-7) quando
comparado ao grupo de animais sham nao tratado (Fig. 19). Entretanto, o grupo de
animais CLP tratados com ang (1-7) apresentaram menores concentracdes renais
de TNF-a (450 £ 21 pg/100mgde tecido renal, n=5) em relacdo ao grupo CLP néo
tratado (615+14,7pg/100mgde tecido renal, n=5), 24h ap6s a inducao da sepse (Fig.
29 A). A figura 19B mostra que os niveis renais de IL-6 encontram-se reduzidos nos
animais CLP tratados (2429 + 135 pg/100mgde tecido renal; n=4) em relacdo aos
CLP nao tratados (1725 = 132 pg/100mg de tecido renal; n=4), a partir das 12h apos
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inducdo da sepse e essa reducdo permanece até as 24h apOs inducdo da sepse
(2893 £ 130 pg/100mgde tecido renal; CLP, n=4 vs 2326+ 91 pg/100mgde tecido
renal; CLP + Ang (1-7),n=4). Além disso, a migracdo de neutrofilos esta reduzido nos
rins de animais CLP tratados com angiotensina (1-7) (2,73 + 0,025 x10° neutréfilos
por 100mg de tecido, n= 5) em relacdo ao grupo CLP sem tratamento (4,6 + 0,56 x10°
neutréfilos por 100mg de tecido, n= 5), sem diferenca significativa para os grupos de
animais nao sépticos, como ilustra a figura 19C.
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Figura 19.Efeito da administragé@o Unica, via oral, da angiotensina-(1-7) incorporada

a ciclodextrina, na dose de 50ug/kg, sobre nos niveis renais de IL-6 (A) e TNFa (B),

expresso em pg/ por 100 mg de tecido renal, e o acumulo de neutrdéfilo no rim (C),

medido indiretamente pela da atividade da mieloperoxidase, 6,12 e 24 h apés

procedimento cirdrgico para inducao da sepse.Os resultados representam a média +

erro padrdo da média, ‘p < 0,05 e ** p < 0,01, em relacéo ao grupo sham; * p < 0,05,

em relacdo ao grupo CLP ) (Two — way ANOVA seguida pelo post-test de

Bonferroni)

A figura 20 ilustra os efeitos da administracdo de com Ang-(1-7) sobre os

seguintes parametros de funcao renal (ver anexo 4):

A. Volume urinario — A administracdo de Ang-(1-7) néo alterou, significativamente,

0 volume urinario de animais do grupo controle em nenhum dos periodos
avaliados. Em animais sépticos, a Ang-(1-7) inibiu 0 aumento da diurese induzida
pela sepse, 24 h poés-cirurgia. Ratos sépticos ndo tratados com Ang-(1-7)
produziram um volume urinario de 19,63 + 2,25 ml (n=27), enquanto ratos

sépticos tratados com o heptapeptideo produziram 7,8 + 1,8 ml (n=9) (Fig.20A).

. Creatinina Plasmatica — N&o foi observado nenhuma alteracdo significativa nos
valores das concentracdes plasmaticas de creatinina tanto dos animais controle
(sham) como sépticos (CLP) tratatos com Ang-(1-7) em nenhum dos periodos
avaliados (Fig.20B).

. Clearance de creatinina (CICr) - A administracdo angiotensina (1-7) nao teve
efeito significativo no clearance da creatinina dos animais sham, enquanto que
nos animais sépticos, o tratamento com ang (1-7) inibiu a reducao do clearance
da creatinina promovida pela sepse. Nos periodos de 12 e 24 h, o grupo CLP
apresentou CICr de 0,54 +£0,07 e 0,52 + 0,093 ml/min (n=9), respectivamete, ao
passo que os CICr do grupo CLP tratado com Ang-(1-7), nos mesmos periodos,
foram 0,98 04,07 e 1,056 + 0,1344 ml/minn (n=8), respectivamente (Fig.20C).

. Fracdo de Excrecdo de sddio (FENa') — Conforme ilustra a figura 20D, a
administragdo de Ang-(1-7) ndo alterou, significativamente, a FENa" dos animais
sham e CLP, quando comparada com seus respectivos grupos controles (Sham

e CLP sem tratamento). Embora possa ser obsevado uma tendéncia na reducgéo
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da FENa® promovida pela administracdo de heptapeptideo em ratos do grupo
sham, néo foi constatado diferencas estatisticamente significante em relagdo aos
animais sham nao tratados. Da mesma forma, animais sépticos tratados com a
Ang-(1-7) ndo teve uma FENa" diferente, estatisticamente, da excrecdo de Na*
dos animais sépticos nio tratados. Como visto anteriormente, a FENa"* dos grupo
CLP estava bastante reduzida, em relagdo ao grupo sham, porém sem diferenca
com o grupo sham tratado com a Ang-(1-7).

. Fracdo de Excrecéo de potassio (FEK") — N&o houve diferenca na FEK" entre
0s grupos sham e sham tratados com Ang-(1-7). A FEK+ do grupo CLP é menor
(10 £1,5 vs 17 + 4%) que a observada nos demais grupos sham (26,74 + 1,7%;
n=8), Sham + Ang-(1-7) (23 + 2,6%; n=5) e CLP (23,6 = 3,8%; n=12) (Fig.20E)

. O Clearance Osmolar (COsm) — A administracado da Ang-(1-7) reduziu o COsm
animais controles do grupo sham, nos periodos de 12 h (7,27 + 0.82 ml/12h, n=7)
e 24 h (9,5 = 1,7ml/24h. n=8) para 2,86 + 0.57 ml/12h (n=4) e 2,8 + 0.6 ml/24h
(n=4), respectivamente. Nos animais sépticos, ndo foi observado diferenca
significativa entre os COsm dos grupos CLP e CLP + Ang-(1-7) como mostra a
figura 20F.

O Clearance de agua livre (CH20) — A administracdo de Ang-(1-7) ndo alterou
o CH,0 tanto em animais controles como séptios, quando comparado ao CH20

dos seus respectivos grupos controles (Sham e CLP), ver Fig.20G.

. Proteinuria — A Ang-(1-7) reduziu a proteindria dos animais séptico (CLP) sem
alterar o proteinaria de ratos controles (Sham). Como mostra a figura 20H, a
U:PC de animais sépticos sem tratamento foi maior em todos os periodos
avaliados, em relacdo a UP:C dos animais sépticos tratados com Ang-(1-7), ver

anexo 4.
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Figura 20. Efeito da administracdo Unica, via oral, da angiotensina (1-7) incorporada
a ciclodextrina, na dose de 50ug/kg, sobre volume urinério (A), creatinina plasmatica
(B), clearance de creatinina (C), fracao de excrecao de sédio (D), fracdo de excre¢céo
de potasssi (E), clearance osmolar (F), clearance osmolar (G) e relacdo urinaria
proteina/creatinina (UP:C) (H) de ratos sham e CLP. Os resultados representam a
média + erro padrdo da média, *p < 0,05, ” p < 0,01 em relacdo ao grupo controle
sham e #p < 0,05 em relacédo ao grupo CLP ) (Two — way ANOVA seguida pelo

post-test de Bonferroni).

A administracdo de Ang-(1-7) reduziu a excrecao urinaria de micralbumina,
um marcador biolégico de lesdo glomerular, dos animais séptico de (46 + 8 mg/h,
n=4) em relacdo aos animas sépticos ndo tratados com o peptideo (21 +2,7 mg/h,
n=6), 24h apos indugdo da sepse (Fig.21). Nenhuma diferenca significativa foi
encontrada entre os valores de microalbuminuria dos ratos controle (sham) tratados

ou ndo com o heptapeptideo, conforme mostra abaixo
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Figura 21. Efeito da administracdo Unica, via oral, da angiotensina (1-7) incorporada
a ciclodextrina, na dose de 50ug/kg, sobre a microalbuminuria (G) 6, 12 e 24 horas

apo6s procedimento cirdrgico para inducédo da sepse. Os resultados representam a
*
média + erro padrdo da média, p < 0,05 em relacdo aos respectivos grupos

controles sham e CLP (Two — way ANOVA seguida pelo post-test de Bonferroni)
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Com a finalidade de verificar se o efeito renoprotetor de uma Unica
administracdo de angiotensina (1-7) (50ug/kg) sobre a disfuncdo renal promovida
pela sepse, observada em animais sépticos, permaneceria por um tempo superior
ao periodo de 24 horas, alguns parametros de funcdo renal dos ratos sépticos
sobreviventes tratados com a Ang-(1-7) foram reavaliados 7 dias apés a inducédo da
sepse. Durante esse periodo (7dias), os ratos permaneceram, individualmente, em
gaiolas metabdlicas com livre acesso a agua e racdo e sem nenhum tratamento
adicional. Ao final dos 7 dias, uma nova coleta de sangue e urina foi feita para a
avaliagdo da funcéo renal. Conforme mostra a figura abaixo, ratos sobreviventes do
grupo CLP que nédo foram tratados com a Ang- (1-7) ndo apresentaram diferencas
significativas, em relacdo aos demais grupos experimentais, na maioria dos
parametros avaliados, evidenciado um processo de recuperacdo da funcdo renal
desses animais. Entretanto, dois parametros continuam alterados nesse grupo
experimental, que séo: o volume urinario (Fig.22A), que continua aumentado (23,4 +
3.15 ml, n=5) em relacdo ao grupo sham (15 + 2 ml, n= 5) e excrec¢éo urinaria de
proteina, cuja UP:C dos animais sobreviventes do grupo CLP (2,6+ 0,22, n=4)
continua aumentada quando comparada com a UP:C dos animais sham (1 + 0,09;
n=5) (Fig. 22F). A figura 22 mostra também que nao ha diferenca significativa entre
valores de todos dos parametros reavaliados dos animais sépticos tratados com
Ang-(1-7) e do grupo controle sham. Além disso, quando comparado com o grupo
CLP néo tratado, tanto a diurese (15 = 1,9 ml, n=4) como a proteinuria (1,15 £ 0,04;
n= 5) encontram-se reduzidos e similares ao grupo sham. Esses dados evidenciam
gue uma unica administracdo de Ang- (1-7) foi suficiente para garantir a integridade
da funcéo renal dos ratos sépticos tratados e que sua acdo na protecdo da leséo
glomerular, nas primeiras horas apos indu¢éo da sepse, € fundamental para que néao

haja a instalacéo e progressao da disfuncao renal.
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Figura 22 - Efeito, apds 7 dias da administracdo Unica, via oral, da angiotensina (1-
7) incorporada a ciclodextrina, na dose de 50ug/kg, sobre volume urinario (A),
creatinina plasmatica (B), clearance de creatinina (C), fracdo de excrecdo de sédio
(D), fracdo de excrecdo de potasssio (E) e relacdo urinaria proteina/creatinina
(UP:C) (F) de ratos sham e CLP. Os resultados representam a média + erro padrao

da média, *p <0,05e #p < 0,05 em relacdo ao grupos sham CLP, respectivamente.

(One — way ANOVA seguida pelo post-test de Newman-Keuls).
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.6. Discussao

Diversos estudos tém demonstrado que 0 eixo vasoconstritor do sistema
renina-angiotensina  (SRA), ECA-Angll-AT1, esta envolvido no processo
fisiopatolégico de génese e progressdo de varias doencas renais. (Hisada et
al.,1999; Santos et al., 2008; Wan et al., 2009; Campbell et al., 2011). O bloqueio da
acdo da Ang Il, principal efetor da via classica do SRA, seja por inibicdo da ECA ou
por bloqueio do receptor AT1, tem apresentado efeito renoprotetor em diferentes
modelos experimentais de nefropatias (Wolf, 1998; Taal et al., 2000). Por exemplo,
ratos Sprague-Dawley com injlria renal aguda induzida isquemia renal de 1h
seguida de reperfusdo e/ou nefrectomia unilateral tratados com captopril
(2mg/kg/dia) apresentaram uma melhora na disfungdo renal, no processo
inflamatorio intrarenal e nas alteragcbes morfologicas observadas nos animais do
grupo controle que ndo foram tratados com o inibidor da ECA (Efrati et al., 2011).
Além disso, a delecdo génica da ECA tem sido associada com a reducéo de lesdes
renais da nefropatia diabética (Ruggenenti et al., 2008). Bonnet et al (2002)
observaram que ratos espontaneamente hipertensos (SHR) com diabetis induzida
por estreptozotocina apresentaram lesdes glomerulares e tubulares, assim como
albumindria, que eram inibidas apdés 32 semanas de tratamento com irbersartan,
antagonista de receptor AT1 de Ang Il. Da mesma forma, Watanabe et al (2009)
verificaram que o bloqueio de receptors AT1 de Ang Il reduziu, significativamente, as
lesbes glomerulares e tubulares de ratos SHR tratados com olmesartan (5mg/kg)

durante 12 semanas.

Nos ultimos anos, o papel da via vasodilatadora contra-regulatoria do SRA na
fisiopatologia de doencas renais decorrentes de diabetis, hipertensdo e processos
isquémicos tem sido investigada (Ingelfinger, 2009; Ferrario et Varagic, 2010).
Estudos mostram que parte dos beneficios decorrentes do tratamento com inibidores
da ECA nas doencas renais, é atribuida a elevacao dos niveis de Ang-(1-7), que por
sua vez € capaz de desencadear a¢des anti-fibroticas e anti-proliferativas (Dilauro et
Burns, 2009). Além disso, ja foi relatado que a Ang-(1-7) inibiu a fosforalizacédo de
MAP quinases pela Ang Il em células proximais tubulares (Su et al.,2006) e a
delecdo génica de receptores Mas levaram a um aumento da filtracdo glomerular e
alteracOes estruturais e moleculares de camundongos “ knockout” para receptores

Mas (Pinheiro et AL., 2009). Esses resultados evidenciam a atividade renoproterora
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do eixo ECA2-Ang-(1-7)-Mas do SRA. Nesse contexto, este estudo investigou 0s
componentes ECA2-Ang-(1-7)-Mas do eixo contra-regulatorio do SRA, assim como o
efeito da administracdo oral de Ang-(1-7), na resposta inflamatdria renal e nas
alteracdes agudas da funcéo renal de ratos com sepse polimicrobiana (Modelo de
Ligadura e Perfuragédo do ceco-CLP).

Considerando que distlrbios e/ou lesdes renais ja estdo presente nas primeiras
24-48h apds inducdo da sepse tanto em pacientes hospitalizados como em outros
estudos de experimentacdo animal de sepse (Hollenberg et al., 2004; Langemberg
et al., 2007; Chvojka et al.,, 2008) e que em um estudo realizado sob nossas
condicles laboratoriais, no qual foi avaliado o perfil do desenvolvimento da injuria
renal promovida pela sepse (modelo CLP — 10 perfuracdes) durante 25 dias, foi
observado que as principais alteragcbes na funcédo renal ocorriam dentro das
primeiras 24h apds procedimento cirargico para inducdo da sepse. Dessa forma,
achamos interessante dividir as 24 h pos-cirurgia em trés periodos (6,12 e 24h) com
0 objetivo de avaliar o comportamento do eixo vasodilatador ao longo do do
desenvolvimento da injuria renal aguda (IRA) séptica. Inicialmente, foram feitas trés
baterias experimentais, em diferentes dias, para avaliar o percentual de sobrevida
dos ratos submetidos procedimento de inducdo da sepse (modelo CLP - 10
perfuracdes) nas nossas condi¢cdes operacionais. Como observado na figura 4, o
percentual de sobrevida foi de aproximadamente 35%. Esse percentual € compativel
com as taxas de mortalidade atribuida a sepse grave nas unidades de terapia
intensivas (UTIs) européias (Vincent et al., 2006), norte-americanas (Angus et
al,.2001; Martin et al., 2003), porém inferior ao relatado nas UTIs brasileiras (Silva et
al, 2004; Kauss et al.,2010).

Para nos certificarmos que os ratos submetidos ao nosso procedimento
cirargico desenvolveram a sepse, foi feito primeiramente o cultivo tanto do lavado
peritoneal quanto do sangue dos animais dos grupos CLP e Sham, nas condi¢des
descritas acima. Como ilustrado na figura 5, bactérias ja podem ser detectadas na
circulacdo 6 h ap6s a cirurgia e nos demais periodos avaliados, estando de acordo
com outros estudos que avaliaram ou utilizaram este modelo experimental, nos
guais hemoculturas com amostras de sangue de animais com sepse induzida pelo
modelo CLP, coletadas 6h apds cirurgia, revelaram-se positivas para a presenca de

bactérias, tais como E. coli, S.bovis, P. mirabalis e B. fragilis. (Wichterman et
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al.1991; Remick et al., 2000; Zanotti-Cavazzoni et Goldfard, 2009). Na hemocultura
dos animais sham nao foi detectado crescimento bacteriano, indicando que né&o
animais aptos para servir de grupo controle.

Apos a confirmacdo da bacteremia nos animais submetidos & CLP, foi feita a
analise de alguns parametros hemodinamicos, frequentemente utilizados para definir
um quadro clinico de sepse como presséao arterial média (PAM), frequiéncia cardiaca
(FC) e reatividade vascular. (Hollenberg et al., 2004; Callandra et Cohen, 2005;
Vincent et al., 2011). Disturbios hemodindmicos, caracterizados pelo aumento do
débito cardiaco e queda da resisténcia vascular periférica, sdo as manifestacdes
clinicas mais graves da sepse e mais utilizadas na clinica médica para definir um
guadro sepse grave e choque séptico, uma vez que varias outras caracteristicas da
sepse como febre, leucocitose, hiperglicemia etc podem nédo ser observado em
todos os casos e/ ou estdo presentes no quadro clinico de outras doencas
(Hollenberg et al., 2004; Vincent et al., 2011). O progressivo reducao da PAM (Fig.6)
associado a um aumento compensatorio da FC (Fig.7) e areducdo da resposta
contratil de anéis adrticos ao vasoconstritor fenilefrina (Fig.8), observado nos ratos
submetidos a CLP, foram compativeis com o quadro clinico de hipotensao,
taquicardia e reducdo da resposta a vasoconstritores que sdo observados em
pacientes sépticos, em especial o choque séptico (Hollenberg et al., 2004; Chvojka
et al., 2008; Moore et al., 2011). Semelhante ao observado em ratos e suinos com
sepse induzida pela administracdo de LPS (Baker et al., 2003, Chvojka et al., 2008),
a contracdo de anéis de artéria renal promovida pela fenilefrina foi maior nos vasos
renais de ratos sépticos que dos ratos controles(Fig. 8B), mostrando assim um perfil
contratil oposto do observado para os anéis aorticos (Fig.8A). Alguns autores
associam esse aumento de resposta contratil da artéria renal a reducdo do fluxo
sanguineo renal (FSR) e consequentemente a instalacédo da IRA (Klahr et Morrissey,
1998; Langenberg et al., 2008., Ishikawa et al. 2009). Entretanto, a reducédo do FSR,
durante a sepse, nhdo € um consenso entre o0s pesquisadores. Em 2005,
Langenberg et al (2006) fizeram um levantamento bibliografico de 159 estudos de
experimentacdo animal de sepse que avaliaram o FSR através de diferentes
técnicas e constatou que 99 estudos identificaram reducdo do FSR, enquanto 60
trabalhos observaram nenhuma alteragcdo ou aumento do FSR. Mais recentemente,
Chvojka et al. (2008), avaliando parametros hemodinamicos renais de porcos com

sepse induzida por peritonite, ndo observaram alteragdo de FSR nos animais
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sépticos.  Outro aspecto dos parametros hemodindmicos que merece ser
mencionado é a reducdo da pressao arterial média no periodo de 6h pds-cirurgia.
Provavelmente, essa hipotensdo possa ser devido ao efeito da anestesia, ja que um
dos anestésicos utilizado, cetamina, tem acdes excitatérias tanto no sistema
cardiovascular como no sistema simpatico central, que provocam um aumento da
pressao arterial no nos primeiros 5-10 minutos apds sua administracao, e logo apos
€ compensada por hipotenséo e taquicardia reflexa (Ostermann et al.,2000). Além
disso, Amorim et al. (2008), em um estudo sobre a farmacocinética de anestésicos
utilizados nas associagdes medicamentosas em cées, verificaram que o tempo de
meia vida de eliminagéo (T1,) é de cerca de 3h , o que significa que, no periodo de
6h p6s —cirurgia, apenas 2 Tj;, se passaram, podendo haver quantidade suficiente
do anestésico para alterar esses parametros. Um grupo controle, sem anestesia e
nem cirurgia, foi utilizado nas séries experimentais iniciais, e verificamos que apenas
0s parametros de pressao arterial e fracdo de excrecao de sodio tiveram diferenca
em relagcédo aos valores observados no grupo sham, no periodo de 6h apos-cirurgia.
Nos demais (12 e 24h), esse parametros foram similares aos do sham, assim como
todos os outros parametros, em todos os intervalos (dados nao apresentados)
Sabe-se que a fisiopatologia da maioria das doencas renais, seja aguda ou
cronica, esta associada a um processo inflamatério no tecido renal (Klahr et
Morrissey., 2000; Cunha et al.; Cai et al, 2010). Na sepse, disturbios na funcéo renal
esstdo associados a trés proncipais fatores: inflamacéo, hipoperfusdo e estresse
oxidativo no tecido rena (Remuzzi et Bertani; 1998, Annane et al. 2005, Wa et al.,
2008). Os mecanismos adaptativos de resposta do hospedeiro sdo de natureza
bastante complexa, englobando diferentes células de defesa e mediadores
inflamatorios, tais como as citocinas pré-inflamatéria TNF—a e IL-6 (Blackwell et
Chrsitman, 1996; Beishuizwn et al., 1998; Cinel et Opal, 2009; Cai et al., 2010;
Deltesto et Opal, 2011). De modo simplificado, o TNF-a promove o influxo de
neutrofilos nos locais de lesdo, que, por sua vez, sdo capazes de aumentar ainda
mais a producéo local de TNF-a e de outras citocinas, como a IL-6, que por sua vez
também aumenta a liberacdo desse fator, gerando um ciclo vicioso (Kayama et al.,
1997; Oberholzer et al., 2000; Alves-Filho et al., 2008; Deltesto et Opal, 2011).
Semelhante ao observado em suino apés inducado sepse polimicrobiana (Chvojka et
al. 2008; Simon et al, 2009), o conteudo renal de IL-6 encontra-se aumentado no

grupo CLP a partir das 6h pdés-cirurgia, permanecendo até o final das 24H (Fig.9A).
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Enquanto que o contetdo renal de TNF- a nos periodos de 12 e 24h pds-cirurgia
(Fig.9B). O perfil cinético de liberacdo e degradacdo dessas citocinas varia de
acordo com o modelo experimental de inducdo de sepse. Por exemplo, no modelo
de administracdo intravenosa de lipopolissacarideo (LPS) ocorre um aumento
acentuado e transitério dos niveis de TNF —a e IL-6 dentro das primeiras 2-6h ap6s
administracdo do LPS, enquanto que no modelo CLP de inducdo de sepse
polimicrobiana esse aumento se da de forma gradual e progressiva, alcancando
niveis moderados dentro de 12-24h apds cirurgia, sendo a magnitude dessas
concentracbes dependente do numero e diametro de perfuracdes. (Doi et al., 2009;
Cai et al., 2010). Outro parametro inflamatério avaliado foi o acumulo dos leucdcitos
polimorfonucleares neutrofilos, medido indiretamente pela atividade da
mieloperoxidase (MPO), uma vez que apos ativacao por substancia P e por citocinas
(IL-1, TNF- q, IL-6 entre outras), os neutrofilos migram, rapidamente, para o sitio da
infeccdo, reconhecem, fagocitam e destroem o invasor através da liberacdo de
espécies reativas de nitrogénio e oxigénio produzidas pela acdo da mieloperoxidase
(Alves-filho et al. 2008). Como pode ser visto na figura 9C, o acumulo de neutroéfilos
estd aumentado, significativamente nos periodos de 6 a 24h apos inducao da sepse.
Em geral, os dados obtidos dos parametros inflamatérios avaliados indicam que um
processo inflamatério esta presente nos rins dos animais submetidos a CLP durante
todos periodos escolhidos para analisar a funcao renal, o eixo vasodilatador do SRA
e o efeito da administracdo da Ang-(1-7) na IRA séptica. Alguns dados sugerem a
participacéo citocinas TNF-a e IL-6 na disfuncédo renal do grupo CLP. Por exemplo,
foi observado aumento da microalbuminuria (Fig.11F), um marcador precoce de
lesdes glomerulares, na urina dos animais CLP somente 24h apods inducdo sepse,
enquanto o conteudo renal citocinas TNF-a e IL-6 estdo aumentadas em periodos
gue antecedem (6 e 12h) o aumento significativo da proteinuria.Alguns trabalhos
mostraram que a administracdo de TNF-a aumenta a proteinuria e a leséo
glomerular, as quais séo inibidas pelo bloqueio da atividade da citocona, na injaria
renal promovida decorrente de processos isquémicos (Fisher et al. 1993; Klahr et
Morrissey, 2000). Além disso, IL-6 parece estar envolvida na proliferacdo de células
mesangiais, durante processo de nefrites (Klahr et Morrissey, 1998; Cai et al.,
2010).

De acordo com os critérios adotados pela Acute Dialysis Quality Iniciative (

concentracdo plasmatica de creatinina e fluxo urinério,) para definir e classificar o
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grau da lesao renal em Risco, Injuria, Faléncia, Perda e Estagio final da doenca
renal (RIFLE), os animais do grupo CLP estariam classificados no grupo de risco de
disfuncao renal. (Srisawat et al., 2010). Essa € uma etapa importante para ajudar a
entender um pouco mais a fisiopatologia da injuria renal aguda decorrente da sepse,
uma vez que é nessa etapa que ocorrem alteracdes tanto sistémicas quanto renais
gue resultam na resolucéo e normalizacédo da fungcéo renal ou no agravamentoda
disfuncao renal levando a um quadro de injuria renal aguda (Klarh et Morrissey,
2000; Chvojka et al. 2010). Além disso, do ponto de vista farmacoldgico, uma
ferramenta terapéutica eficaz que agisse nessa etapa evitaria a progressao para a
IRA e formacdo de lesbes renais irreversiveis (Thijs et Thijs, 1998; Doi et al., 2010).
Avaliando mais detalhadamente alguns dos parametros de funcdo renal utilizados
neste estudo, observa-se que nao ha diferenca significativa, nas concentracdes
plasmatica de creatinina entre os dois grupos experimentais (Fig.10A). Embora a
creatinina plasmatica seja um marcador classico de IRA, € importante ressaltar que
para que ocorra um aumento constante da concentragdo plasmatica de creatinina
preciso que haja a perda funcional de um grande namero dos néfrons, cerca de 40-
50%, o que leva um determinado tempo para acontecer, dependendo da intensidade
e duracdo de exposicdo ao agente agressor, e talvez o periodo de 24h néo tenha
sido suficiente para que uma alteracdo na concentracdo plasmatica de creatinina
fosse observada (Lisowska-Myjak, 2010).

A reducéo do clearance de creatinina do grupo CLP (Fig.10F) esta de acordo
com a reducdo de RFG observada nos pacientes sépticos e na maioria dos
trabalhos experimentais, independente do modelo animal de sepse utilizado (
Langenberg et al. 2007; Chvojcka et al., 2008; Simon et al. 2009). A reducédo do RFG
€ atribuida a duas prinicpais causas: A queda da presséao hidrostatica decorrente da
vasoconstricdo da arteriola aferente e uma maior vasodilatacdo da arteriola eferente
em relacdo a aferente (Langenberg et al. 2007; Chvojcka et al., 2008; Simon et al.
2009). A queda da filtracdo glomerular decorrente de hipoperfusédo renal € a causa
mais atribuida a reducdo da FENa® encontrada em pacientes sépticos e em
trabalhos de experimentacdo animal de sepse (Langenberg et al. 2006). Além disso,
0 aumento da concentracdo plasmatica de aldosterona, mineralocorticoide que
aumenta a reabsorcdo de Na+ nas porc¢des finais dos tubulos renais, observada no
plasma de ratos submetidos a CLP, sugere a participacdo, a0 menos em parte, da

aldosterona na reducéo da FENa+ desses animais (Fig.11A) (Zeidel, 1993). Embora
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tenha sido observada uma reducdo do clearance de creatinina, acompanhada de
uma menor excrecdo de sodio, o grupo CLP apresentou uma diurese cerca de 4
vezes maior e um balanco hidrico de 70% contra aproximadamente 30% do grupo
sham (Fig.10 C e D). Em ratos, a fase de oliguria encontrada na sepse humana é
inexistente ou muito rapida, sendo mascarada pela fase de politria (Doi et al., 2010).
Com os dados que temos, podemos sugerir que esse aumento da diurese do grupo
CLP seja devido, ao menos em parte, pela pressdo osmética da uréia no limen dos
tubulos renais, dificultando a reabsor¢cdo de &gua e, consequentemente,
favorencendo uma diurese osmotica (Verbalis, 2003)

Apo6s induzir a sepse e a disfuncédo renal, a préxima etapa foi avaliar como o
SRA se comportava durante essas alteracdes renais promovida pela sepse.
Primeiramente foi feita uma analise dos principais componentes da via
vasoconstritora classica do SRA. Nosso resultados indicaram aumento da atividade
dessa via , evidenciado pelo aumento da expressao renal do RNAmM que codifica a
ECA (Figs. 13 A), do conteudo renal Ang Il (Figs. 13 C) e reducdo na expressao
renal do RNAm que codifica o receptor AT1 (Fig. 13D). Esse reultados estdo de
acordo com outros estudos que investigaram o comportamento do eixo ECA-Angll-
AT1 na génese e progressao de lesbes renais em modelo de isquemia/reperfuséo
renal. Kotongiannis et Burns (1998) verificaram um aumento do conteudo renal de
Ang Il, acompanhado de uma regulacdo para baixo dos RNAmM que codificam o
angiotensinogénio e o0s receptores AT1, no coOrtex renal de ratos submetidos
isquémia (1h)/reperfusdo (24h). Nosso grupo mostrou que ratos submetidos a 45
min de isquemia renal seguida por 4 h de reperfusdo apresentaram um aumento do
conteudo renal de Ang Il, sem diferenca significativa nas concentracfes plasmaticas
do peptideo, além de reducdo da expressao renal do RNAmM que codifica o receptor
AT1 (da Silveira et al., 2010). Bucher et al. (2001) observaram uma reducdo dos
receptores AT1 nos ratos sépticos, 12 e 24h apés a infusdo de LPS

Dados da literatura indicam que o eixo vasodilatador do SRA, ECA2-Ang-(1-
7)-Mas, tem atividade renoprotetora. Reich et al (2008) relataram uma reducéo da
expressdo de ECA2 nos glomérulos e tubulos renais de pacientes diabéticos,
sugerindo a participacdo da ECA2 na protecdo contra as lesdes renais que ocorrem
na nefropatia diabética. Mais recentemente, Dilauro et al (2011) mostraram que o
blogueio da ECA 2 aumentou as lesdes e a albuminuria, via mecanismo dependente

de AT1, de camundongos com injuria renal induzida por nefrectomia. Animais
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Knockout para ECA 2 e para receptores Mas apresentaram lesdes glomerulares
com aumento da albuminuria, entre outros danos renais (Pinheiro et al. 2009;
Ferrario et Varagic, 2010). Nossos resultados mostram que, assim como a via
classica vasoconstritora, a via vasodilatadora também estd ativada durante as
alteracbes ocorridas no rim durante as primeiras 24h ap6s inducdo da sepse. Essa
ativacao foi evidenciada pelo aumento da expressao renal do RNAm que codifica a
ECA 2 (Fig. 14 A) e do conteudo renal de Ang (1-7) (Fig 14 C) e reducdo na
expressao e distribuicdo “downregulation” dos receptores Mas no cortex e na medula
renal de animais submetidos a CLP (Figs.16 e 17). Foram feitas relacdes entre os
componentes de ambos os eixos do SRA como o objetivo de saber qual dos dois
eixos predominva na IRA séptica. As relacdes da expressao renal dos RNAmM que
codificam ECA/ECA2 e AT1/Mas nao apresentam diferengas entre os grupos CLP e
Sham (Figs. 15A e D). A andlise das relagbes Ang IlI/Ang (1-7) plasmatica e renal
sugerem que ocorra uma maior ativacdo sistémica do eixo vasoconstritor, em
relacdo ao eixo vasodilator, caracterizada por uma maior relagdo Ang II/Ang (1-7)
plasmatica dos animais submetidos a CLP no final das 24 h pos-cirurgia (Fig.15C).
Entretanto, como visto em outros modelos de doencas renais e cardiovasculares
(Simdes e Silva et al., 2006; Santos et al. 2008, Ingelfinger, 2009; Ferrario et
Varagic, 2010), parece haver um efeito contra-regulatério do eixo vasodilatador em
relacdo ao eixo vasoconstritor nos rins dos animais CLP, evidenciado por uma
maior relacao relacdo Ang Il/Ang (1-7) nas primeira 12 h pos-cirurgia, que é igualada
ao final das 24 h (Fig 15 B)

Recentemente, Giani et al. (2010) mostraram que o tratamento por duas
semanas com ang-(1-7) (0,6 mg/kg) reduziu os niveis séricos de TNF-q, IL-6 e NF-
kB, proteinuria e alteracdes morfolégicas de ratos hipertensos. da Silveira et al.
(2010) mostraram que a ang —(1-7) ou AVE 0991, um agonista de receptor Mas,
tiveram um efeito antiinflamatoério, reduzindo a producéo de citocinas e acumulo de
neutrofilos, entre outros parametros inflamatério, em modelo experimentais de
artrite. No presente estudo, as a¢des renoprotetoras e antiinflamatoérias da ang-(1-7)
e a participacdo de receptor Mas foram observadas nos animais do grupo CLP
tratados, uma Unica vez, com ang — (1-7) incorporado a ciclodextrina, que permitiu a
liberacado lenta e continua do peptideo durante cerca de 24h. A ang (1-7) nédo alterou
os niveis de TNF-a, IL-6 e acumulo de neutréfilos dos ratos sham (Figs 19 A, B e

C). No entanto, a Ang-(1-7) reduziu conteddo de TNF-a, IL-6 e acumulo de
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neutréfilos no rim dos animais tratados para niveis encontrado nos animais do grupo
controle (Fig.19E,D e F). Estudos mostram que existe uma deficiéncia dos
neutréfilos nas etapas de rolamento, adesédo e migracdo do endotélio para o local da
infeccdo, mediadas por 6xido nitrico e ONOO’, além de uma menor capacidade de
responder aos estimulos quimiotaxicos das citocinas, durante a sepse grave (Alves-
filho et al., 2008). Esperava-se que o conteudo renal do TNF-a, do grupo CLP,
estivesse aumentado anteriormente ou no mesmo periodo em que ocorreu aumento
do acumulo dos neutréfilos no tecido renal. No entanto, o TNF-a estava aumentado
(12h) posteriormente ao aumento do acumulo de neutréfilo (6h). Entretanto,
comparando as figuras 6B e 6C, nota-se que o perfil apresentado pela IL-6 é muito
semelhante ao do acumulo de neutréfilos, provavelmente decorrente da ja conhecida
liberacdo de IL-6 por neutrdfilos ativados (Dinarrello, 1997; Cai et al; 2010). Assim,
os dados sugerem que o efeito da Ang-(1-7) parece ser mais direto sobre a IL-6,
levando a uma acao indireta sobre liberacdo de TNF-a e da ativagdo dos préprios
neutrofilos, que, por sua vez, € amplificado devido ao ciclo vicioso entre a citocinas e
neutrofilo. Obviamente, € uma visdo generalizada e simplificada, perante a
complexidade de mediadores e componentes celulares envolvidos da resposta
inflamatoria desenvolvida durante a sepse (Annane et al., 2005). O TNF-a ndo é o
unico agente quimiotatico para infiltracdo dos neutrofilos, por exemplo as IL-1 e 8
possuem forte acdo ativadora de neutrofilos (Wakabayashi et al., 1991; Dinarrello,
1997). Outro aspecto importante € que o tempo de 24h apds-cirurgia possa ser um
tempo longo para avaliar fenbmenos inflamatérios, uma vez que etapas importantes
do processo inflamatério possam ja ter terminado. Embora no modelo CLP, ao
contrario de outros modelos de inducdo de sepse, a resposta inflamatéria evolui bem
mais lentamente (Cai et al. 2010). Considerando que a IL-6 esta normalmente
localizada no rim e estd envolvida nos processos de nefrites mesangiais e
proliferativas (Kayama et al., 1997), pode ser que a reducéo da liberacdo da IL-6
pela ang-(1-7) esteja diretamente ligada a reducdo da microalbumindria, verificada
nos ratos CLP tratados com a Ang-(1-7) (Fig.21).

O efeito da administracdo da Ang-(1-7) foi mais intenso nos parametros de
funcao renal que tém envolvimento total ou parcial com a regido glomerular ou pré-
glomerular, tais como: volume urinario , clearance de creatinina e UP:C, diminuindo
a medida que os parametros tém envolvimento com a funcéo tubular medular como

:FENa", FEK", Cosm e CH,0 (Figs.20). Ao compararmos o efeito da administracdo
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da Ang-(1-7) no grupo CLPe sham, nota-se que o sentido da resposta € 0 mesmo
nos dois grupos, 0 que muda é a intensidade, por exemplo: ang-(1-7) diminui o
volume urinario tanto do grupo sham como do grupo CLP, porém em intensidades
diferentes (Fig. 20A) , da mesma forma que o clearance de creatinina é elevado pela
Ang-(1-7) tanto no grupo sham como do grupo CLP, porém em intensidades
diferentes (Fig. 20 C). Esses dados estédo de acordo com a regulagao para baixo do
receptores Mas no cortéx e medula renal do do grupo CLP quando comparada ao
grupo sham (figs. 16 e 17).

Um grande numero de resultados controversos sobre o efeito da
angiotensina-(1-7) na hemodinamica renal e na excre¢do de agua e eletrolitos sdo
encontrados na literatura (Chappell et al., 1998; Ferrario et Varagic . 2010) De
acordo com Dilauro et Burns (2009), esse resultados contraditérios sdo devido aos
diferentes protocolos experimentais utilizados, anestesia e diversidade de estruturas
ao longo do néfron com caracteristicas especificas. Ferrario et Varagic (2010)
creditam essa diferenca de resultados apresentados também a possiveis efeito de
cross talk entre o receptor Mas e ATl e AT2, interagbes da ang-(1-7) com a
bradicinina e um possivel papel de modulador alostérico da ang-(1-7) sobre o
receptor AT1 de angiotensina Il. Temos que considerar que além das variacdes de
resultados encontradas na literatura no que diz respeito ao efeito na funcéo renal da
Ang (1-7) em animais saudaveis, o grupo CLP é um condicéo patolégica que por si
s6 produz alteracbes na hemodinamica renal e equilibrio hidroeletrolitico,
dificultando a comparacéo do efeito da ang-(1-7) nos ratos sham e CLP. A reducéo
do volume urinario e da FENa" e aumento dos clearances de creatinina e o de agua
livre foram observado por Baracho et al. (1998) ,em ratos e camundongos volume-
expandidos, tratados com ang (1-7). Esse efeito antidiurético foi também observado
na administracdo agonista ndo peptidico de receptor Mas (AVE 0991) (Pinheiro et
al.2005). Um mecanismo de cross-talk dos receptores Mas com os receptores ATle
AT2 de angiotensina Il e V2 de vasopressina tem sido sugerido para explicar tais
resultados (Santos et al.2008).

A administracdo da ang-(1-7) inibiu a microalbuminuria e aumentou o volume
do urinario observado no grupo CLP nao tratado (Fig. 21). A reducédo do ritmo de
filtracdo decorrente da sepse ndo foi observada nos ratos CLP tratados com a Ang -
(1-7). A ang-(1-7) nao alterou nenhum dos parametros tubulares de funcéo renal

avaliado, seu efeito protetor foi basicamente glomerular ou pré-glomérular nos ratos
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sépticos Possiveis explicacbes para essa acdo cortical da ang-(1-7), podem estar
ligadas a localizacdo da ECA 2 nos poddcitos glomerulares, vasculatura renal e
inicio do tubulo proximal (Ferrario et Varagic et a. 2010) associada a uma reducao
“‘downregulation” precoce e mais intensa dos receptores Mas na medula do que no
cortex (Figs 16 e 17). Como observado na figura 22, apenas a proteinuria e o fluxo
urinério estao diferentes, significativamente, entre os animais sépticos tratados e nao
tratados com ang-(1-7) apds sete dias, indicando que o efeito protetor de lesdo
glomerular da administracdo Unica da ang-(1-7), observado nas primeiras 24 h pos-
inducdo, permanece apds 1 semana. A normalizacdo das excrecdes de Na* e K* e
clearance de creatinina observadas nos animais CLP sobreviventes n&o tratado,
também foi verificada em ratos com sepse endotédxica, apds 3 dias de inducédo da
sepse (Langenberg et al. 2007).

A figura abaixo resume os principais resultados deste estudo.
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Figura 23- Esquema das alteracdes renais e inflamatérias encontradas no estudo da

participacdo do SRA na disfuncdo renal induzida pelo modelo CLP de sepse
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7. Conclusodes

O aumento proporcional do eixo ECA2 — Ang-(1-7) — Mas e ECA-AnglI-
AT1, indicado na relagédo da expressdo ECA/ ECA2 e do conteudo renal
de Angll/Ang-(1-7), bem como da redugéo dos receptores AT1 e Mas,
indicam que na disfuncdo renal decorrente da sepse, o SRA também
funciona como um sistema bidirecional no qual os dois eixos se contra-

regulam

A ativacao do receptor Mas, por meio da administracdo de Ang-(1-7) ,
exerce efeito anti-inflamatério e renoprotetor na disfuncéo renal induzida

pelo modelo CLP de sepse polimicrobiana.
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