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RESUMO

FANTOZZI, E. T. Hormodnios sexuais femininos como moduladores da geracdo de
mediadores inflamatdrios em modelo experimental de isquemia e reperfusdo intestinal.
2013. 115 f. Dissertagdo (Mestrado em Farmacologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2013.

A isquemia e reperfusdo intestinal (I/R-i) pode causar inflamacdo pulmonar aguda
caracterizada por infiltrado de neutréfilos e aumento da permeabilidade microvascular.
Evidéncias clinicas e experimentais mostram que os horménios sexuais femininos (HSF)
exercem efeito protetor do pulmao apds trauma seguido por choque hemorragico. Apesar do
mencionado o papel modulador dos HSF sobre as repercussdes pulmonares e sistémicas em
modelo de I/R-i ainda ndo foi totalmente identificado. Neste estudo investigamos o papel dos
HSF na modulacdo da inflamacédo pulmonar, sistémica e no intestino em modelo experimental
de I/R-i. Para tanto, ratas (Wistar, 60 dias, 160 g) foram ovariectomizadas (OVXx) e 7 dias
apos foram submetidas a I/R-i por meio da oclusdo da artéria mesentérica superior (45min),
seguida por 2h de reperfusdo intestinal. Em paralelo, ratas OVx receberam dose Unica de
estradiol (280ug/kg, s.c.) ou de progesterona (200ug/kg, s.c.) 24 h antes da inducédo da I/R-i.
Como controle foram utilizadas ratas Ndo-OVXx, ratas OVx falsamente submetidas a I/R-i
(Sham) e ratas ndo manipuladas (Basal). As repercussdes pulmonares da I/R intestinal foram
avaliadas por meio da quantificacdo do extravasamento do corante azul de Evans (AE), do
recrutamento de células inflamatorias, citocinas (IL-1p, IL-6, IL-10, INF-y ¢ VEGF),
concentracdo de nitritos, expressdo de moléculas de adesdo e do receptor P2X; no endotélio
vascular pulmonar. Também avaliamos os efeitos sistémicos causados pela I/R-i
guantificando acido Urico, ATP, fosfatase alcalina, LDH, leucograma, mielograma, AMPc e
TNF-o0. Por fim, caracterizamos a inflamag¢do intestinal causada pela I/R-i quantificando o
extravasamento do cortante AE e da atividade de MPO intestinal. Os dados obtidos revelaram
que o pulméo de ratas OVx aumentou significativamente a geracdo de IL-1p e VEGF, a
quantidade de neutrofilos e extravasamento do corante AE em relacdo ao observado no grupo
N&o-OVx. Ainda, no pulmdo de animais OVx observamos reducdo de IL-10, nitritos e da
expressdo de PECAM-1 e do receptor P2X; em relacdo ao grupo N&o-OVx. As ratas OVxX
submetidas a I/R-i apresentaram maior recrutamento celular e aumento da concentracdo sérica
dos sinais de perigo (LDH, fosfatase alcalina e ATP) em relagcdo ao grupo N&o-OVx. O
tratamento dos animais OVx com estradiol ou progesterona preveniu o recrutamento celular e
permeabilidade vascular, 0 aumento de citocinas, a geracdo dos sinais de perigo, a expressao
das moléculas de adesdo e do P2X;, observados nos animais OVx apds I/R-i. Nossos
resultados indicam que o estradiol e a progesterona alteram a sintese de mediadores
inflamatdrios no pulméo e também exercem influéncia enddgena na expressdo de moléculas
de adesdo endoteliais, do receptor P2X5 e na concentracdo de fosfatase alcalina. Tomados em
conjunto os dados apresentados permitem sugerir que os HSF exercem efeito protetor das
repercussdes pulmonares e sistémicas causada pela I/R-intestinal.

Palavras-chave: Horménios sexuais femininos. Inflamagdo pulmonar. Isquemia e reperfusao
intestinal. Ratas.



ABSTRACT

FANTOZZI, E. T. Female sex hormones modulates the generation of inflammatory
mediators in experimental model of intestinal ischemia and reperfusion. 2013. 115 p.
Masters thesis (Pharmacology) — Instituto de Ciéncias Biomedicas, Universidade de S&o
Paulo, S&o Paulo, 2013.

Intestinal Ischemia/Reperfusion (I/R-i) causes acute lung injury with neutrophil infiltration
and increase microvascular permeability. Clinical and experimental evidences indicate that
female sex hormones (FSH) may have a protective effect after trauma hemorrhagic shock.
Despite the mentioned modulatory role of FSH on the pulmonary and systemic effects on
model of I/R-i has not been fully identified. We investigated the effects of FSH modulating
lung, systemic and intestine in an experimental model of I/R-1.For this, female rats (Wistar, 60
days, 160 g) were ovariectomized (OVx) and after 7 days were subjected to I/R-i through the
superior mesenteric artery occlusion (45 min), followed by 2 hours of reperfusion. In parallel,
OVxrats received a single dose of estradiol (280ug/kg,s.c.) or progesterone (200pg/kg,s.c.) 24
hours before induction of I/R-i. As a control rats were used Non-OVx, OVx rats falsely
subjected to I/R-i (Sham) and non-manipulated rats (Naive). The pulmonary effects caused by
I/R-i were evaluated by quantifying the extravasation of Evans Blue dye (EB), recruitment of
inflammatory cells, cytokines (IL-1B, IL-6, IL-10, INF-y and VEGF), concentration of
nitrites, expression of adhesion molecules and P2X; receptor in pulmonary vascular
endothelium. We also evaluate the systemic effects caused by I/R-i quantifying uric acid,
ATP, alkaline phosphatase, LDH, WBC, bone marrow, CAMP and TNF-a. Finally, we
characterize the intestinal inflammation caused by I/R-i quantifying intestinal extravasation of
EB dye and MPO activity. The data obtained revealed that the lungs of OVXx rats significantly
increased the generation of VEGF and IL-1p, the amount of neutrophil and the extravasation
of the EB dye compared to that observed in Non-OVx group. Still in the lung of OVxrats we
observed reduction of IL-10, nitrites and expression of PECAM-1 and P2X; receptor in
comparison with Non-OVx group. The OVx rats subjected to I/R-i showed higher cell
recruitment and increased serum concentrations of danger signs (LDH, alkaline phosphatase
and ATP) in relation to the Non-OVx group. Treatment of OVx animals with estradiol or
progesterone prevented cell recruitment and vascular permeability, increased cytokine
generation of danger signs, expression of adhesion molecules and P2X; observed in OVx
animals after I/R-i. Our results indicate that estradiol and progesterone affect the synthesis of
inflammatory mediators in the lung and also influence endogenous the expression of
endothelial adhesion molecules, and P2X; receptor in the concentration of alkaline
phosphatase. Taken together the data presented may suggest that the FSH exert protective
effect of pulmonary and systemic effects caused by I/R-i.

Keywords: Female sex hormones. Lung injury.lschemia and reperfusion.Female rats.



1 INTRODUCAO

1.1 Isquemia e Reperfuséo (I/R) intestinal e repercussdes

A isquemia é definida como a perda do suprimento de sangue e de oxigénio para um
determinado 6rgdo por diminuicdo da luz de artérias, arteriolas ou capilares. Por
consequéncia, este orgdo sofre diversas alteracdes do metabolismo, resultando no acimulo de
metabolitos toxicos, reducdo de reservas energéticas e eventualmente necrose tecidual
(SCARABELLI et al., 2002; SUN et al., 1999).

Ainda ndo esta totalmente esclarecido se apenas a isquemia é condicao suficiente para a
inducdo de leséo tecidual. Todavia, sabe-se que durante o quadro de isquemia e reperfusdo as
alteracdes metabolicas e funcionais nas células que podem ser reconhecidas pelo sistema
imune inato. De fato, a hipoxia tecidual e a reducdo de nutrientes causadas pela isquemia
levam ao dano celular, sendo que a posterior fase de reperfusdo pode ser considerada como
fator de contribuicdo para a ativacdo celular e o desencadeamento de resposta inflamatdria
exacerbada a estimulos subsequentes (WAXMAN, 1996).

Por exemplo, a hipdxia causada pela I/R intestinal ativa o NF-«B (fator nuclear kappa
B) nas células do epitélio intestinal, levando um aumento do TNF-a (fator de necrose tumoral
tipo o), uma citocina pro-inflamatdria. Esta citocina se eleva no soro e se acumula na mucosa
intestinal estimulando simultaneamente a apoptose epitelial (CHEN et al., 2003).

Contudo, o periodo de reperfusdo parece ser o mais crucial para a lesdo intestinal.
Estudos elaborados por Parks e Granger (1986) mostram que o0 intestino de animais
submetidos a 3h de isquemia e 1lh de reperfusdo estava mais lesionado que o intestino de
animais que foram submetidos a 4h de isquemia. Este dado pode ser explicado pelas espécies
reativas de oxigénio presentes no fluxo sanguineo que volta a circular no intestino resultando
na ativacdo de leucécitos e sua adesdo ao endotélio (MC CORD, 1985). Por consequéncia ha
um aumento de permeabilidade vascular, perda da integridade endotelial, formacao de edema
intersticial com aumento da pressdo intersticial. Este aumento de pressdo ndo permite que o
conteddo microvascular retorne ao vaso gerando um aumento da hemoconcentracdo
intravascular e trombose, disfuncdo vasomotora, aumento das células endoteliais e edema
(MENGER; RUCKER; VOLLMAR, 1997). Entdo se pode inferir que a lesdo na
microvascularizacdo intestinal é crucial para os danos intestinais e consequentemente
sisttmicos causados pela I/R intestinal (VOLLMAR; MENGER, 2011). A acdo lesiva da

reperfusdo aparentemente reside na disseminacdo sistémica dos produtos toxicos gerados



durante o evento, que tem suas consequéncias geradas ainda na fase de isquemia e também
durante reperfusdo tecidual, quando ocorre o restabelecimento da oxigenacdo interrompido
pela isquemia (BERTHIAUME; LESUR; DAGENAIS, 1999; ELTZSCHIG; CARMELIET,
2011; GIRN et al., 2007).

Como consequéncia da I/R intestinal pode ocorrer o aparecimento de inflamacéo
pulmonar aguda a qual pode evoluir, em casos mais graves para a sindrome do desconforto
respiratorio agudo, inflamacéo sistémica e faléncia multipla de 6rgéos e sistemas (BARON et
al.,1994; HSIEH et al., 2011; JAMES et al., 2010; TURNAGE; GUICE; OLDHAM, 1994).

Evidéncias experimentais mostram que a I/R intestinal causa ativacdo de neutrofilos,
aumento de permeabilidade vascular, edema pulmonar, inducdo de necrose e apoptose
(CHOPRA; KEUBEN; SHARMA, 2009; GRACE, 1994; GRANGER; KORTHUIS, 1995;
MAXWELL,; LIP, 1997). Do ponto de vista das células efetoras, neutrofilos e macréfagos
exercem papel importante na inflamacdo pulmonar causada pela I/R intestinal. Um aspecto
interessante associando 0s neutrofilos a inflamacdo pulmonar experimental, refere-se aos
dados indicando que a reducdo do seu numero no pulmao diminui a gravidade da lesdo
pulmonar aguda causada pela I/R intestinal (MATSUO et al., 2013). Ainda, as vias de
sinalizacdo intracelular constituem alvos importantes para o controle do trafego de neutréfilos
para o pulmao. Neste sentido a p38 (proteina quinase ativadora de mitégeno), AKT (proteina
quinase B) e NF-kB representam importantes alvos para o controle da atividade funcional dos
neutrofilos, pois reduzem a toxicidade e hemorragia causada pela inflamacéo pulmonar aguda
(ABRAHAM, 2003).

Em decorréncia da I/R intestinal, os neutrdfilos cruzam a barreia endotelial migram
para o pulmao, liberam diversas enzimas proteoliticas e espécies reativas do oxigénio, razdo
pela qual a interacdo leucdcito-endotélio é relevante para que o processo inflamatorio
pulmonar se estabeleca. De fato, o recrutamento de neutréfilos para locais de injdria tecidual é
evento critico para a defesa do hospedeiro contra estimulos lesivos e para a reparacdo de
tecidos (BAUMANN; GAULDIE, 1994). A acdo dos neutréfilos é iniciada e potencializada
por diversos mediadores, tais como as interleucinas (IL) IL-1B, IL-6, IL-8, 0 TNF-a ¢ os
mediadores lipidicos como eicosanoides e PAF (Fator Ativador de Plaquetas), e receptores do
tipo toll-like (IKAI et al., 1996; KOIKE et al., 2000; VICTONI et al., 2010).

Durante a isquemia, a hipoxia o metabolismo anaerobico estimula as vias das xantinas
por consequéncia da deplecdo dos niveis de trifosfato de adenosina (ATP), que ¢é
metabolizado até se transformar em hipoxantina que, com a restauragdo do fluxo de sangue,

favorece a formacdo de radicais de oxigénio. Estes por sua vez, podem produzir injuria celular



através de reacOes de peroxidacdo lipidica das membranas mitocondriais, lisossdmicas e
plasmaéticas, alterando, entdo, a estrutura e a funcdo dessas membranas (MCCORD, 1985).
Muitos estudos acreditam que a maior fonte de radicais de oxigénio seja atraves da vida da
Xantina-oxidase, enzima presente em muitos tecidos que converte a hipoxantina em radicais
de oxigénio (JAESCHKE; WOOLBRIGHT, 2012). Nesse contexto, a inibi¢cdo da acdo da
xantina-oxidase reduz a atividade funcional de neutrofilos e o dano pulmonar ocasionados
pela I/R intestinal (KOIKE et al., 1993; SEEKAMP; WARD, 1993; TURUT et al., 2009). De
forma geral, os neutréfilos medeiam as alteracdes funcionais em oOrgdos submetidos a
isquemia e reperfusdo, bem como aquelas observadas em 6rgéos distantes do local onde o
evento isquémico teve origem. Além dos neutrofilos, os macréfagos, mastécitos e linfocitos
também medeiam as lesGes teciduais causadas pela I/R intestinal. Ainda, células estruturais
das vias aéreas também favorecem o desencadeamento da lesdo pulmonar aguda causada pela
I/R intestinal. De fato, esta bem estabelecido que células musculares das vias aéreas sdo
potenciais geradoras de mediadores pro-inflamatérios (XIA et al., 2012). Portanto fica claro
que a lesdo pulmonar aguda (LPA) causada pela I/R intestinal € um evento multimediado,
justificando a dificuldade de tratamento farmacoldgico efetivo e a inexisténcia de terapia
Unica e definitiva.

Recentemente mostramos que a I/R intestinal aumenta a expressdo de moléculas de
adesdo plaquetéria do tipo 1 (PECAM-1) no pulméo e que, possivelmente, esta molécula
esteja associada aos efeitos lesivos dos neutréfilos sobre o pulmdo (BREITHAUPT-
FALOPPA et al., 2012). Estudos anteriores do nosso grupo revelaram o envolvimento da
enzima oxido nitrico sintase (NOS) constitutiva no controle do recrutamento de neutrdfilos
para o pulmé&o apds a I/R intestinal em ratos (CAVRIANI et al., 2004). Estes dados indicam
gue um complexo sistema de sinalizacdo intracelular pode mediar os eventos pulmonares
observados apo6s a I/R intestinal.

Macréfagos alveolares liberam grande contingente de mediadores e fatores que regulam
a inflamacdo pulmonar. Em um pulméo sadio a populacdo de macrofagos € elevada. Assim,
estas células representam a primeira linha de defesa no pulmdo. Evidéncias mostram que
macrofagos podem constituir populagdes distintas de células na dependéncia da natureza do
mediador que os estimule. Nesse sentido sdo reconhecidos macrofagos do tipo 1 (M1) e do
tipo 2 (M2) (para revisédo ver LASKIN et al., 2011). Estas células como mencionado, estdo
presentes em grande quantidade no tecido pulmonar e, quando estimuladas, liberam amplo
espectro de mediadores, tais como TNF-o, INFy (interferon gama), LTB4 (leucotrieno B4),

radicais livres de oxigénio, Oxido nitrico e eicosanodides 0s quais podem induzir ou



potencializar o processo inflamatério (CHOPRA; KEUBEN; SHARMA, 2009; DAVIDSON
et al.,, 2004; MUKUNDAN et al., 2001; OHKUBO et al., 2013; POULTER et al., 1994;
SOUZA et al., 2000). Dados publicados por Moraes et al. (2008) mostram que em modelo de
I/R intestinal em ratos machos, 0s macrofagos alveolares sdo essenciais para o0
desencadeamento da inflamacdo pulmonar. Ainda, é interessante notar que os neutrdfilos
quando ativados interagem com os macrofagos e induzem estas células a liberarem
quantidades aprecidveis da citocina anti-inflamatéria IL-10 (BORJESSON et al., 2000;
MORAIS et al., 2008). Esta interacdo se torna interessante uma vez que estas células sdo
encontradas de forma exacerbada no modelo de I/R intestinal, assim como pode ser observada
a presenca de IL-10 (DE LIMA et al., 2013; BREITHAUPT-FALOPPA et al., 2012;
MATSUO et al., 2013; PAMUK et al., 2010; XIA; MARTIN; BERNER, 2003).

Embora esteja bem estabelecido que eventos isquémicos intestinais podem causar a
inflamag&o pulmonar, persistem ddvidas acerca dos sinais que medeiam a indugdo/controle da
resposta inflamatoria pulmonar ap6s a I/R intestinal. Estudos revelam que citocinas e
interleucinas geradas no intestino durante o estresse provocado pelo chogue hemorragico, um
modelo que possui efeitos semelhantes ao da I/R intestinal, sdo disseminadas sistemicamente
e concorrem para a lesdo inflamatoria pulmonar (DEITCH et al., 2001). A lesdo intestinal
causada pela isquemia resulta em diminuicdo da funcdo intestinal e consequentemente,
favorece a translocacdo bacteriana (VOLLMAR; MENGER, 2011). Existe, também,
evidéncia de translocacdo bacteriana para o sistema linfatico mesentérico apés a I/R intestinal
(Foex, 2005). A translocacdo bacteriana ocorre quando ha lesdo da barreira intestinal e
passagem das bactérias do trato gastrointestinal através da mucosa epitelial para outros locais,
como, por exemplo, os linfonodos mesentéricos (BERG; OWENS, 1979). Diversos estudos
mostram que a I/R intestinal promove a translocacdo bacteriana em modelos animais de
trauma intestinal (HONGGANG et al., 2012; KUCUKAYDIN et al., 2000; LU et al., 2012;
XING et al., 2005) Por outro lado, estudos comprovaram que em humanos apds o trauma
intestinal ndo ocorre translocacdo bacteriana (MOORE et al., 1991; MOORE et al., 1992).

Em conclusdo, a I/R intestinal € um problema clinico que se associa ao
desenvolvimento de inflamagdo sistémica e disfun¢do da microcirculagdo pulmonar que pode
ocasionar uma lesdo pulmonar aguda (CARDEN; YOUNG; GRANGER, 1993; CATY et al.,
1990; HARWARD et al., 1993; HE et al., 2012; HILL et al., 1992; XIAO et al., 1997). Nesse
sentido, a despeito de seus efeitos benéficos inquestionaveis, a reperfusdo tecidual
subsequente aos quadros de isquemia, é importante fator de risco para o desencadeamento de

lesGes teciduais generalizadas, geralmente fatais, onde o pulmado é o principal 6rgéo afetado.



1.2 Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo (SDRA)

Como mencionado a I/R intestinal ¢é fator de inducéo de lesdo pulmonar aguda que, em
casos mais graves, pode desencadear a sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA).
Considerando que a SDRA é um dos primeiros eventos na insuficiéncia multipla de 6rgéos e
sistemas (IMOS) (BIFFL; MOORE, 1996), a lesdo intestinal ocasionada pelo trauma pode ser
considerada motor da IMOS e consequentemente da lesdo pulmonar aguda (DEITCH et al.,
2001). Desta forma, a geracdo de mediadores inflamatdrios pelo intestino, quando este se
encontra sob o estresse de reducao de perfusdo (isquemia) pode mediar/modular a inflamacao
pulmonar (LPA/SDRA).

Conceitualmente, a SDRA é uma sindrome clinica grave caracterizada por leséo
pulmonar aguda decorrente de intensa inflamacdo pulmonar onde ha hipoxemia grave
(BERNARD, 2005). Os sinais clinicos sdo caracterizados por: hipoxemia (PaO,/FiO, < 300
para LPA e < 200 para SDRA), infiltrado bilateral pulmonar sugerindo edema, sem sinais
clinicos de faléncia cardiaca e, nenhuma outra explicacdo para esses sintomas (RUBENFELD
et al., 2005).

Durante a SDRA diversos mediadores inflamatorios sdo potenciais candidatos a
mediagdo das lesdes, dentre eles o TNFa, a IL-1 e a IL-8 ocupam lugar de destaque. Embora
possa ter inicio agudamente (6-48 horas apds o insulto lesivo), a SDRA pode persistir por dias
e até semanas (HUDSON et al., 1995). A SDRA apresenta uma fase denominada de
exsudativa, onde pode ser observada a liberacdo de amplo espectro de mediadores, exsudacéo,
edema intersticial e presenca de membrana hialina. Além desta, observa-se a fase
proliferativa, na qual ocorre infiltracdo de miofibroblastos e deposicdo de colageno. Por fim,
em pacientes com doenca prolongada observa-se prejuizo da arquitetura pulmonar, fibrose

difusa e formacéao de edema (Figura 1).



Figura 1 - Perfil temporal do curso da SDRA.
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Fonte: Galhardo e Martinez, 2003

A SDRA atinge de 10 a 15% dos pacientes na UTI (Unidade de Terapia Intensiva) e
cerca de 20% dos pacientes que estdo em ventiladores mecanicos, nos EUA foram relatados
cerca de 190.000 casos por ano (WARE; MATTHAY, 2000). A mortalidade em casos severos
(maior hipoxemia) de SDRA é superior a 50% (BRAUNE; KLUGE, 2013).

Foram evidenciadas mais de sessenta causas para a SDRA, estas caracterizadas como
sendo de origem direta ou indireta. As de origem direta sdo ocasionadas por eventos
pulmonares como a pneumonia e aspiracao de conteudo gastrico. J& as de origem indireta séo
consequentes de uma resposta inflamatoria sistémica como a sepse e 0 trauma grave com
choque (GALHARDO; MARTINEZ, 2003). Ferguson et al. (2007) concluiu que as causas
diretas de se contrair a SDRA sdo mais frequentes do que as causas de origem indireta
contudo, o trauma é a causa mais severa.

O quadro clinico dos pacientes com SDRA consiste em insuficiéncia respiratoria
aguda de horas ou até dias apds a lesdo (BERNARD et al.,, 1994). Com isso, ha o
aparecimento de sinais fisicos como dispnéia, cianose, taquipnéia, uso da musculatura
acessOria da respiracdo. Ainda, pode ser observado um infiltrado alveolar difuso e bilateral no
exame radiolégico. Contudo, ndo ha um tratamento especifico para a SDRA e busca-se aliviar
os sintomas subjacentes (STEINBERG; HUDSON, 2000). E digno de nota que o prognéstico
é de 35 a 40% dos pacientes diagnosticados com SDRA chegam ao ébito (LUHR et al., 1999;
MILBERG et al., 1995).



1.3 Sinais de Perigo

A resposta inflamatoria de defesa tem como funcdo combater a infeccdo e o dano
tecidual. Varias células como macrofagos, neutrofilos, células dendriticas, e leucocitos
reconhecem as células afetadas a partir de receptores de padrdo de reconhecimento (PRRs).
Estes receptores detectam padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPs — Pathogen-
associated molecular pattern molecules) como as lipoproteinas de bactérias, e também
padrdes moleculares associados ao dano celular (DAMPs — Damage-associated molecular
patterns). Uma vez ativado, os PRRs induzem uma cascata de eventos celulares que
promovem a sintese de diversos fatores que participam, por exemplo, do recrutamento celular
para a area lesada (BIANCHI, 2007; NEWTON; DIXIT, 2012).

A I/R intestinal pode ativar o sistema complemento e ativar a sintese de DAMPs. A
ligacdo dos DAMPs aos receptores presentes em células associadas a resposta imune inata
leva a uma resposta inflamatéria estéril, a qual em conjunto com a ativacdo do sistema
complemento, aumenta o dano tecidual. Esta inflamacao estéril também induz maturacéo de
células apresentadoras de antigeno (por exemplo, macrofagos e células dendriticas) que uma
vez ativadas, medeiam o recrutamento de linfocitos (THAUNAT, 2011).

No caso de pacientes com inflamacdo sistémica, a resposta imune inata libera moléculas
conhecidas como PAMPs, que sdo expressas por uma grande variedade de patdégenos. Apés o
dano tecidual sdo liberadas as moléculas endogenas de origem celular, os DAMPs. Os
PAMPs e DAMPs induzem uma resposta imune inata semelhante mesmo sem a presenca de
microorganismos (IWASAKI; MEDZHITOV, 2010).

No caso de uma inflamacdo estéril os DAMPs ganham destaque com a liberacdo de
muitas moléculas enddgenas, como o ATP, IL-1, acido urico, HMGB-1(proteinas de alta
mobilidade do grupo 1) (BIANCHI, 2009). Alguns DAMPs, incluindo o HMGBL1 e as
proteinas S100, sdo rapidamente liberados na corrente sanguinea de pacientes ap0s o trauma.
Altas concentracfes de HMGB1 sdo associadas a faléncia de 6rgdos ap6s o trauma (COHEN
et al., 2009; MOLLEN et al., 2006).

Logo apds a necrose tecidual, o DNA mitocondrial é liberado na circulagéo assim como
0s peptideos formilados, considerados como DAMPSs, e atuam ativando neutrofilos iniciando
a resposta imune inata. Este estimulo molecular além de ativar os neutréfilos através do
receptor de membrana para peptideos formilados também promove uma resposta inflamatéria
através da fosforialagcdo e liberacdo de mediadores inflamatorios como a IL-8 e a MMP-8

(metaloproteinase de matrix 8). O DNA mitocondrial também é capaz de ativar a p38 MAP



Kinase através da ligagdo com o receptor toll-like tipo 9 (TLR9) presente na superficie dos
neutrofilos (PITTMAN; KUBES, 2013; ZHANG et al., 2010).

Em modelo animal, Zhang et al. (2010), observou que ao se administrar na via
circulatéria de ratos DAMPs mitocondriais eles desenvolveram lesdo pulmonar aguda, a
maior causa de faléncia respiratoria em pacientes na UTI (WARE; MATTHAY, 2000).
Mesmo a LPA causada pelos DAMPs nédo sendo grave, ela pode explicar como os DAMPs
podem atuar como primeiro estimulo para a LPA e agravar a inflamacdo pulmonar apds um
segundo estimulo inflamatorio, como transfusdes sanguineas ou infec¢fes (LOONEY et al.,
2009).

Os sinais de perigo sdo moléculas ou estruturas moleculares, liberadas ou produzidas
por células sob estresse e que sdo detectadas por células do sistema imune podendo
desencadear a resposta imune (GALLUCCI; MATZINGER, 2001). Dentre os sinais de perigo
considerados classicos estdo o ligante de CD40 (proteina coestimulatéria), TNFa, IL-1,
acidose extracelular (RAJAMAKI et al., 2013; SALLUSTO et al., 1995). No que tange ao
CD40, o aumento de sua expressdo nas células dendriticas estd associado a inducdo da
resposta imune adaptativa, pois este pode controlar a comunica¢do das células T com as
celulas B e com as celulas dendriticas (O"SULLIVAN; THOMAS, 2003). Por outro lado, em
condigBes onde ocorre leséo tecidual, o aumento da expressdo de CD40 em plaquetas, por
exemplo, se relaciona com a sinalizacdo para células dendriticas e o desencadeamento da
resposta imune inata (LAPCHAK et al., 2012). Vale ressaltar que adicionalmente aos
mediadores sintetizados, componentes intracelulares sdo igualmente potenciais sinais de
perigo. Portanto os DAMPs também séo considerados sinais de perigo.

Na vigéncia de hipoxia, isquemia e estresse mecénico celular, nucleotideos como o
ATP podem ser liberados. O ATP isoladamente ou em sinergismo com o TNF-a pode ser
indutor de estimulacéo do sistema imune (SCHNURR et al., 2000). Como dito anteriormente,
a isquemia reduz o suprimento sanguineo e isto causa hipoxia no sitio inflamado. Nesta
condicdo € possivel que ocorra a liberacao celular de ATP (LUTZ; THURMEL; HEEMANN,
2010). O ATP se acopla a receptores purinérgicos do tipo 2 (P2) (BURNSTOCK et al., 2012).
Conforme o subtipo (X ou Y) de receptor de ATP ativado um distinto efeito pode ser
observado. Nesse contexto o ATP quando interage a seu receptor P2Ys pode causar resposta
imunossupressora (GIANNATTASIO et al., 2011) e quando estimula o P2X; determina
eventos associados a um efeito pro-inflamatério (BOOTH; TAM; UNWIN, 2012).

E interessante notar que o ATP presente no espaco extracelular se acopla ao receptor

purinérgico tipo 2, subtipo X (P2X). Este receptor possui distintas subunidades, dentre elas o



P2X;. O P2X; encontra-se bem distribuido no organismo podendo ser encontrado no
endotélio vascular, vias aéreas, linfocitos, masculo liso, entre outros sitios (NORTH, 2002).
Ainda, nas vias aéreas, foi encontrada a expressdo de P2X; nos mastdcitos humanos
(WAREHAM et al., 2009).

O sistema nervoso entérico é composto pelos plexos mioentérico e submucoso, que
controlam a motilidade, o transporte de fluidos através da mucosa e o fluxo sanguineo local
(FURNESS, 2000; FURNESS, 2006). A familia do receptor P2X esta presente em cerca de 80
a 90% dos neurdnios no plexo mioentérico (BARAJA-LOPEZ et al., 1996). Este receptor é
importante para a motilidade intestinal (BIAN; BERTRAND; BORNSTEIN, 2000;
GALLIGAN et al., 2000; GALLIGAN 2002). Contudo, estudos mostraram que a I/R
intestinal reduz o numero de neurénios entéricos (LINDESTROM; EKBLAD, 2004; PIAO et
al.,, 1999). Estudos realizados em colaboracdo com a Prof. Patricia Castelucci do
Departamento de Anatomia do ICB/USP revelaram reducéo da expresséo de receptores P2X;
e P2X7 em neurbnios entéricos de ratos submetidos a I/R intestinal. Este estudo mostrou que
os efeitos da I/R intestinal nos neurénios entéricos sdo dependentes do subtipo de receptor, e
gue ha reducdo na expressao dos receptores P2X, e alteracGes na densidade e tamanho dos
neurdnios entéricos observados no plexo mioentérico e submucoso (PAULINO et al., 2011).

Embora potencialmente agressivas, as repercussoes locais e sisttmicas da I/R intestinal
devem estar sob alguma forma de controle endégeno, o que concorre para minimizar suas
eventuais complicacGes. Nesse sentido é razoavel postular que o organismo lance mao de
mecanismos que se contraponham aos efeitos dos sinais de perigo. Desta maneira, admite-se a
existéncia de indugcdo de mecanismos que informem ao organismo a necessidade de
antagonizar o risco de uma estimulagdo acentuada do sistema imune originada pelos sinais de
perigo. Tais mecanismos devem gerar condi¢cdes para o estabelecimento de uma atividade
anti-inflamatoria. Nesse sentido, estudos realizados por Serhan et al. (2008) acerca das ac6es
anti-inflamatorias das lipoxinas e seus similares tém recebido destaque como controladores
enddgenos da resposta inflamatéria. As lipoxinas compdem um grupo de mediadores
derivados da familia dos eicosanoides que podem exercer efeito modulador do curso da
resposta inflamatéria. Estudos recentes mostram que animais tratados com um agonista do
receptor A-4 para lipoxina (BML-111) reduziram a lesdo pulmonar aguda causada pelo
modelo de trauma seguido por choque hemorragico (GONG et al., 2012; L1 et al., 2013).

1.4 Hormonios sexuais femininos



Embora existam evidéncias de que a modulagéo da resposta imune (inata e adaptativa)
difira entre homens e mulheres, o dimorfismo sexual ndo recebe atengcdo merecida como fator
para o entendimento das diferentes respostas imunes observadas entre homens e mulheres
(FISH, 2008). O perfil dominante da resposta imune (Thl ou Th2) depende da variacdo
hormonal durante o ciclo sexual feminino estudos que visem a esclarecer qual o efeito ou
acoes dos hormonios sexuais femininos nesses perfis sdo de interesse.

De acordo com Fish (2008) o perfil Thl da resposta tende a ser dominante durante a
menstruacdo e na fase lutea do ciclo sexual. Por outro lado, na fase folicular, o padrdo Th2 se
sobrepde ao Thl. Com esta percepgdo sugere-se que os hormoénios sexuais femininos, ao
exercerem atividade moduladora do sistema imune, podem igualmente interferir com o curso
da resposta inflamatoria. De fato, estudos clinicos revelam que mulheres apresentam menor
incidéncia de pneumonia, sepse e faléncia de multiplos dérgdos em relacdo a homens
(DEITCH et al., 2007; GROSSMANN, 1985; MEES et al., 2008; OLSEN; KOVACS, 1996;
SCHRODER et al., 2000, SPERRY et al., 2008) Disturbios cardiovasculares sdo também
mais graves em mulheres na p6s-menopausa (STANGL et al., 2002). A incidéncia de asma
em mulheres é maior do que em homens (DEMARCO et al., 2000).

Sdo varios os dados de literatura relatando a participacdo dos hormdnios sexuais
femininos na mediacdo das repercussbes causadas pelo trauma seguido de choque
hemorragico (ANGELE et al., 2000; ANGELE; FRANTZ; CHAUDRY, 2006; CHAUDRY et
al., 2003; FRINK et al., 2007; HILDEBRAND et al., 2006; KNOFERL et al., 2001;
KNOFERL et al., 2002; MELDRUM, 2006; MOEINPOUR et al., 2007).

Evidéncias clinicas mostram que mulheres sob trauma intestinal geram menores
concentragdes séricas de citocinas inflamatdrias, e que isso reduz o indice de faléncia multipla
de 6rgdos (FRINK et al., 2007). E interessante notar que em modelo experimental de choque
hemorragico, roedores machos, sob tratamento com estradiol desenvolvem les6es menos
intensas (DEITCH et al., 2001). Nesse contexto, fémeas também preservam melhor os
parametros hemodinadmicos ap6s o choque hemorragico (DEITCH et al., 2008a; DEITCH et
al., 2008b). De acordo com esses autores é possivel que o estradiol exerca efeitos protetores
por meio da preservacdo da circulacdo sanguinea intestinal.

Durante a I/R intestinal, ocorre reducdo da taxa de geracdo de NO e aumento de
permeabilidade microvascular no intestino. Em roedores machos, a magnitude do
recrutamento celular para o pulméo e das lesdes vasculares intestinais depende de alteragdes
(aumento/reducdo) na atividade das NOS (constitutiva ou induzida) (WARD et al., 2000).

Vale lembrar que existem estudos indicando que o estradiol exerce papel protetor da fungéo



endotelial (MA et al., 2001) e que no intestino este esteroide medeia 0 aumento da expressao
de NOS induzida em modelo de I/R intestinal (XIAO et al., 2004). Neste contexto, é razoavel
supor que os hormonios sexuais femininos possam modular a geracdo de mediadores
envolvidos com a homeostasia intestinal. Na medida em que a I/R intestinal induz
recrutamento de células inflamatdrias, entdo os hormonios sexuais femininos podem interferir
com a expressao de moléculas de adesdo.

Estudos conduzidos por Cavriani et al. (2005) revelaram que a obstrucdo do fluxo
linfatico atenua a inflamagcdo pulmonar causada pela I/R intestinal em ratos. Assim, em
fémeas os efeitos nocivos da hipoperfuséo intestinal no pulméo, podem ser menos expressivos
por causa de uma maior protecdo do leito intestinal em gerar mediadores inflamatorios que
uma vez transportados pela linfa até os pulmdes puderam induzir inflamacao pulmonar aguda
(ADAMS et al., 2000). Assim, o controle hormonal no compartimento intestinal pode ser
relevante para o desencadeamento das lesdes em oOrgdos distantes do local de origem do
trauma intestinal (ANANTHAKRISHNAN et al., 2005).

Os efeitos dos hormonios sexuais resultam primariamente da sua interacdo com
receptores localizados em diversos tecidos e células. Basicamente os receptores para estradiol
sdo classificados em a ¢ . Tais receptores podem ser encontrados na superficie da membrana
celular ou no nucleo. Ao se acoplar com seu receptor ocorre ativagdo seguida por uma
dimerizagdo do receptor, que aumenta sua afinidade com o DNA. Ao se ligar ao DNA, o
complexo receptor+DNA recruta uma cascata de coativadores e proteinas para a regido
promotora dos genes-alvo. Esse tipo de interacdo do horménio com o DNA é chamado de via
genémica (GOODMAN; GILMAN, 2010). Alguns dos efeitos do estradiol ocorrem apos
minutos de sua administracdo. Por isso estes efeitos ndo podem ocorrer através da transcricéo
e sintese de proteinas (MEYER; HAAS; BARTON, 2006). Estas acGes ocorrem por vias
enzimaticas e canais de ions em receptores presentes na membrana celular, esta via é
conhecida como ndo-gendmica (BOONVARRATANAKORNKIT; EDWARDS, 2007).
Porém, vale ressaltar que os efeitos ndo-genémicos e genémicos ndo devem ser separados,
uma vez que as acles intra-celulares ativam fatores de transcricdo nucleares
(BJORNSTROM; SJOBERG, 2005). Além disso, existem evidéncias da influéncia do
estradiol na expressédo de fatores de transcri¢cdo envolvidos no processo inflamatério, como o
NF-kB e o AP-1 (proteina ativadora 1) apos o choque hemorragico experimental (SHIMIZU
etal., 2007).

Os receptores de progesterona séo classificados em A e B, que variam sua quantidade

e tipo conforme o tecido que se encontra. Estes receptores usam dois promotores distintos



dependentes de estrogénio, permanecem no nucleo como um mondmero inativo. Ao se ligar a
progesterona formam homo e heterodimeros que se ligam com alta afinidade aos elementos
responsivos nos genes-alvo. O subtipo B medeia as a¢6es estimuladoras da progesterona, ja o
subtipo A inibe a acdo de B (GOODMAN; GILMAN, 2010).

Embora ainda ndo totalmente elucidada a distribuicdo dos receptores de estradiol no
intestino e no pulm@o é heterogénea. Neste contexto, existem relatos de que em modelo de
trauma seguido de choque hemorragico os receptores do subtipo o e f medeiam os efeitos
protetores do estradiol no intestino enquanto no pulmado somente os receptores do subtipo P
modulam suas acdes protetoras (YU; CHAUDRY, 2009).

Tomados em conjunto os dados apresentados indicam que os hormdénios sexuais
femininos podem interferir com o curso da resposta inflamatdria além de exercer importante
efeito na homeostasia. Todavia, ainda ndo existem dados conclusivos acerca do papel desses
horménios sobre a inflamacdo pulmonar causada pelo evento isquémico intestinal ou se 0s
hormonios sexuais afetam a capacidade do pulmao de gerar mediadores inflamatérios. Como
os mediadores gerados no intestino, durante a isquemia, na reperfusdo tem acesso ao pulméao e
podem atuar, por exemplo, na interacdo leucocito-endotélio, na modulacdo da atividade das
celulas do sistema imune na alteracdo da matriz extracelular, na geracdo adicional de
mediadores inflamatorios, entdo mecanismos enddgenos que regulem a producdo desses
fatores podem contribuir para a manutencdo da homeostasia pulmonar.

Considerando que nossos estudos convergem para a percep¢do do pulmdo como
sensivel e propulsor da inflamacdo sistémica, entdo a compreensdo dos sensores e
sinalizadores enddgenos da inflamacdo ap6s a I/R intestinal, num contexto controlado pelos

horménios sexuais femininos pode ser de interesse.



2. CONCLUSOES

— Os horménios sexuais femininos protegem o pulmao das repercussdes inflamatorias
induzidas pela I/R intestinal visto que a remocgdo dos ovérios se relacionou com o
aumento de recrutamento celular e da permeabilidade microvascular pulmonar.

— E possivel que os efeitos protetores dos horménios sexuais femininos sejam
resultantes de sua modulacao na geracdo pulmonar de IL-1p, IL-10 e VEGF.

— A reducdo da geracao pulmonar de nitritos e das citocinas IL-1B ¢ VEGF depende da
presenca de estradiol circulante.

— A administracdo de progesterona induz aumento nos niveis de IL-10 e altera expressao
de VCAM e do receptor P2X; no endotélio vascular pulmonar, além de prevenir o
aumento de células na medula 6ssea.

— Sugere-se que a geracdo de sinais perigo (fosfatase alcalina e LDH) e a expressao de
ICAM-1 e PECAM-1 em modelo de I/R intestinal depende da acdo em conjunto do
estradiol e progesterona. Enquanto que a concentracdo de acido Urico parece ser

modulada apenas pelo estradiol.

Os dados gerados neste estudo apontam para uma possivel utilizacdo dos estradiol oi
progesterona como moduladores da resposta inflamatoria decorrente de eventos isquémicos

intestinais.
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