Roberta Figueiredo Vieira

Estudo dos efeitos do 17B-estradiol sobre a
microcirculacdo em modelo de morte encefalica em

ratos machos

Tese apresentada a Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo para obtencdo do titulo de
Doutor em Ciéncias

Programa de Cirurgia Toracica e Cardiovascular
Orientadora: Profa. Dra. Paulina Sannomiya

Coorientadora: Dra. Ana Cristina Breithaupt-Faloppa

Sao0 Paulo

2018



Roberta Figueiredo Vieira

Estudo dos efeitos do 17B-estradiol sobre a
microcirculacdo em modelo de morte encefalica em

ratos machos

Tese apresentada a Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo para obtencdo do titulo de
Doutor em Ciéncias

Programa de Cirurgia Toracica e Cardiovascular
Orientadora: Profa. Dra. Paulina Sannomiya

Coorientadora: Dra. Ana Cristina Breithaupt-Faloppa

Sao Paulo

2018



Dados Internacionais de Catalogagio na Publicagao (CIP)

Preparada pela Biblioteca da
Faculdade de Medicina da Universidade de 550 Paulo

@reproducdo autorizada pelo autor

Vielra, Roberta Figueiredo
Estudo dos efeitos do 177-estradicl schre a
microcirculacdo em modeleo de morte encefalica em

ratos machos / Roberta Figueiredec Vieira. —— 880
Paulo, 2018.
Tese (doutorado) ——Faculdade de Medicina da

Universidade de S3c Paulo.
Programa de Cirurgia Tordcica e Cardiovascular.
Orientadora: Paulina Sannomiva.
Coorientadora: &Zina Cristina Breithaupt-Faloppa.

Descritores: 1.Morte encefalica Z2.Estradicl
3.Microcirculac&c 4.Mesentéric 5.Pulmfio &.Inflamacio
7.Ratos Wistar

UsSe/FM/DBD-001/148




Dedicatoria




Dedicatéria

Aos meus pais e a minha irma, pelo apoio e amor incondicionais.



Agradecimentos




Agradecimentos Especiais

A Profa. Dra. Paulina Sannomiya pelo incentivo, dedicac&o e orientaco.

A Dra. Ana Cristina Breithaupt-Faloppa pelo auxilio nas varias etapas deste
trabalho.

Ao Prof. Dr. Luiz Felipe Moreira pelas contribuicbes que enriqueceram este

trabalho.

Aos funcionarios Dra. Sueli Ferreira e Cristiano Correia, pelo auxilio na

execucao dos experimentos deste trabalho.



Agradecimentos

A banca de qualificacdo, pelas criticas construtivas que melhoraram a

qualidade desta tese.

Aos colegas e funcionarios do LIM 11, pelo apoio e companheirismo, que

tornaram essa jornada mais alegre.

Aos estudantes de medicina, pelo auxilio nas analises deste trabalho.

As funcionarias da pés-graduacéo do INCOR, pela atengéo e profissionalismo.

A FAPESP pelo suporte financeiro e por acreditar no potencial deste estudo.

Aos animais, parte fundamental desse trabalho, obrigada por suas

contribui¢des a ciéncia.



Epigrafe




Epigrafe

“O interesse pela doencga e pela morte € apenas outra expresséo do interesse

pela vida”.

Thomas Mann



Normatizacao adotada




Normatizagao adotada

Esta tese esta de acordo com as seguintes normas, em vigor no momento de sua

publicacao:

Referéncias: adaptado de International Committee of Medical Journals Editors

(Vancouver)

Universidade de S&o Paulo. Faculdade de Medicina. Divisdo de Biblioteca e
Documentagdo. Guia de apresentagédo de dissertagdes, teses e monografias. Elaborado
por Anneliese Carneiro da Cunha, Maria Julia de A.L.Freddi, Maria F. Crestana,
Marinalva de Souza Aragao, Suely Campos Cardoso, Valéria Vilhena. 3a ed. Sdo Paulo:

Diviséo de Biblioteca e Documentagao; 2011.

Abreviaturas dos titulos dos periddicos de acordo com List of Journals Indexed in Index

Medicus.




Sumario




Sumario

1.1
1.2
1.3

2.1
2.2

3.1
3.2
3.3
3.4
3.5
3.6

3.7
3.8

3.9

3.10
3.11

3.12
3.13
3.14
3.15
3.16

Lista de abreviaturas
Lista de figuras

Lista de tabelas

Resumo

Abstract

INTRODUGAQ........coucereriererecesesessesessessessesessessessssssssssessesssssssssnens 01
Consideracdes Preliminares.............ooouuveeieeieiiiiicie e 02
Morte encefalica e microcirculacao..............ccccoviiiiiiiii i, 03
Estradiol € microcirculagdo.............ccoooiiiiiii i 05
OBUJETIVOS ... cceeeee e s sssssssrsne s s s s ssssmn e s s s ss s snmnn e s s s nnsssmnnnnnns 08
Objetivo geral..... ..o 09
Objetivos eSpecCifiCoS......oviiiii 09
MATERIAIS E METODOS........ccooeiitirneereseessessssessssessssessssssssssssns 10
ANIMAIS. e 11
Delineamento experimental..............ccoooiiiiiii i 11
Anestesia e preparo dos animais..........ccvoiiiiiiiiii i, 12
Inducdo da morte encefalica............ccooiiiiiiii i 13
Tratamento dos animais com 17- estradiol........................c..... 14

Microscopia intravital in situ de mesentério e analise do fluxo
5= 1T U1 =T o TSRS 14
Analise histologica do pulmao............ooeieiiiiiii i 15
Imunohistoquimica para pesquisa de eNOS, endotelina-1 e
moléculas de adesdo endoteliais no mesentério.......................... 16
Imunohistoquimica para pesquisa de eNOS, endotelina-1,
moléculas de adesao endoteliais € INOS no pulméo.................... 17
Captacéo e analise de imagens..........covvviiiiiiiii i 19
Real time PCR para expressao génica de eNOS e endotelina-1 no

MESENtErio € PUIMAEO0... ..o e, 20
Dosagem de 17-B estradiol............cooiiiiiiiiii e, 20
Dosagem de CortiCoSterona...........cooveiuiiiiiieiiiieeie e, 21
LeUCOGrama. ... ... 21
Dosagem de citocinas no soro € Nno pulmao.............ccovviivveennnnnn. 21

Parametros hemodinamicos € gasomeétricos..............coevveeeennnnn. 22



Sumario

3.17 Analise estatistiCa..........ccoooiiiii 22
4. RESULTADOS.......ccooieiiiiciiesrrssss s sssmssss s ssns e s e e s e s sesssnsnsnnssnnnes 23
5 DISCUSSAD.......oceeeeirreienenssessssessssesassesssssssssssssssssssssssssssssssssssnsees 41
6. CONCLUSOES.........ccoeeeerernecennseenssessesessssssss e seessssssssssssssssssssnees 50
7 REFERENCIAS.......coooeetiieieeee s sessessssesesss e ssessssssssssssssssssssasans 52



Listas




Lista de abreviaturas

AEC
BSA
CINC-1
DNA
ELISA
eNOS
EPM
ER
ERE

PBS
PECAM
PI3K/Akt
OoCT
TBST
TNFa
TRIS

T3
VEGF

3-amino-9-etilcarbazol

Albumina sérica bovina

Quimiocina para neutrdfilo induzida por citocina-1
Acido desoxirribonucleico
Enzima-imunoensaio

Sintase endotelial do 6xido nitrico

Erro padrao da média

Receptor de estradiol

Elementos responsivos ao estradiol
Estradiol

Fracao inspirada de oxigénio

Falso-operado

Receptor de estradiol acoplado a proteina G
Horseradish peroxidase

Molécula de adesdo intercelular-1
Imunoglobulina

Interleucina

Sintase induzivel do 6xido nitrico

Proteina quinase ativada por mitégeno
Proteina quimiotaxica de macréfago-1

Morte encefalica

Proteina inflamatoria de macrofago-1a
Pressao arterial média

Tampao fosfato salina

Molécula de adesao da plaqueta/célula endotelial
Fosfatidilinositol-3-quinase /ativagdo da proteina quinase B
Optimal cutting temperature

Tampao TRIS salina Tween

Fator de necrose tumoral-a
Tris(hidroximetil)aminometano
Triiodotironina

Fator de crescimento do endotélio vascular



Lista de figuras

Figura1 -  Pressdo arterial média de ratos: FO, ratos falso-
operados (n=11); ME, ratos submetidos a morte
encefalica (n=11); E2, ratos tratados com 17p-estradiol
(n=10). Os valores representam a médiatEPM.
‘p=0,0003, “p=0,0001 FO wversus ME e
B s 24

Figura 2 - Concentragdes séricas de 173-estradiol e corticosterona
em ratos FO, falso-operados; ME, submetidos a morte
encefalica; E2, tratados com 17B-estradiol. Os valores
representam a médiatEPM de 3 a 5 ratos/grupo.
Kruskal Wallis seguido de teste de Dunn para multiplas
comparacgdes. ?p<0,0255 E2 versus ME; p<0,0393 FO
Versus ME. ... ... 25

Figura 3 - Determinacgao do fluxo sanguineo (A) e da porcentagem
de microvasos perfundidos na microcirculagao
mesentérica (B) de ratos falso operados (FO, n=5), ratos
submetidos a morte encefalica (ME, n=5) e ratos
tratados com 17B-estradiol (E2, n=5). Os valores
representam a médiatEPM. ANOVA seguida de teste
de Tukey para multiplas comparagdes. "‘p=0,0093 FO
versus ME; ®p=0,0404 E2 versus ME........................... 27

Figura 4 - Fotomicrografias e quantificagdo da expressao proteica
de eNOS nos microvasos do mesentério de ratos FO,
falso-operados; ME, submetidos a morte encefalica; E2,
tratados com 17B-estradiol. Os valores representam a
médiatEPM de 03 amostras/rato; 03 ratos/grupo.
Kruskal-Wallis seguido de teste de Dunn para multiplas
comparacdes. ‘p<0,0001 E2 versus ME...................... 28

Figura 5 - Fotomicrografias e quantificacdo da expressao proteica
de endotelina-1 nos microvasos do mesentério de ratos
FO, falso-operados; ME, submetidos a morte encefalica;

E2, tratados com 17B-estradiol. Os valores representam

a médiatEPM de 03 amostras/rato; 04 ratos/grupo.



Lista de figuras

Teste de Kruskal-Wallis.............cooiiiiiii, 29
Figura 6 - Quantificagdo da expressdao génica de eNOS e
endotelina-1 no mesentério de: FO, ratos falso-
operados; ME, ratos submetidos a morte encefalica; E2,
ratos tratados com 17B-estradiol. Os valores
representam a meédiatEPM de 03 amostras/rato; 05
ratos/grupo. Os dados da expressdo génica sao
relativos aos valores obtidos de ratos naive. Teste de
Kruskal Wallis. ..o, 30
Figura 7 - Fotomicrografias e quantificacdo da expresséo proteica
de P-selectina nos microvasos do mesentério de ratos
FO, falso-operados; ME, submetidos a morte encefalica;
E2, tratados com 173-estradiol. Os valores representam
a médiatEPM de 03 amostras/rato; 04 ratos/grupo.
Teste de Kruskal-Wallis.............ceeeeieiiiiiiiiiiiiiiiiie 31
Figura 8 - Fotomicrografias e quantificacdo da expressao proteica
de ICAM-1 nos microvasos do mesentério de ratos FO,
falso operados; ME, submetidos a morte encefalica; E2,
tratados com 173-estradiol. Os valores representam a
médiatEPM de 03 amostras/rato e 04 ratos/grupo.
Kruskal-Wallis seguido de teste de Dunn para multiplas
comparacdes. ‘p=0,0002 FO versus ME...................... 32
Figura 9 - Fotomicrografias e quantificacdo da expressao proteica
de VCAM-1 nos microvasos do mesentério de ratos FO,
falso operados; ME, submetidos a morte encefalica; E2,
tratados com 173-estradiol. Os valores representam a
médiatEPM de 03 amostras/rato e 04 ratos/grupo.
Kruskal-Wallis seguido de teste de Dunn para multiplas
comparacdes. ‘p=0,0034 E2 versus ME....................... 33
Figura10 - Anadlise histomorfométrica do edema, hemorragia e
infiltrado inflamatdério pulmonar. Ratos falso-operados
(FO), submetidos a morte encefalica (ME) e tratados
com 17B-estradiol (E2). Os valores representam a



Lista de figuras

médiatEPM de 05 amostras/rato e 06 ratos/grupo.
ANOVA seguida de teste de Dunnett para multiplas
comparagdes. ®p<0,0001 e *p=0,0077 FO versus ME;
"p<0,0001 e ®p<0,0001 E2 versus ME................cc......... 34
Figura 11 - Fotomicrografias representativas do parénquima
pulmonar de ratos falso-operado (FO), submetido a
morte encefalica (ME) e tratado com 17(-estradiol (E2).
Aumento final de 200X..........c.cooviiiiiiii 35
Figura 12 - Fotomicrografias e quantificagdo da expressao proteica
de INOS no parénquima pulmonar de ratos FO, falso
operados; ME, submetidos a morte encefélica; E2,
tratados com 17B-estradiol. Os valores representam a
médiatEPM de 01 amostra/rato e 05 ratos/grupo.
Kruskal-Wallis seguido de teste de Dunn para multiplas
comparagdes. p<0,0001 FO versus ME e ®p=0,0035 E2
Versus ME...... .o 36
Figura 13 - Quantificagdo das expressdes proteica e génica de
eNOS e endotelina-1 no pulmao. Ratos falso-operados
(FO), submetidos a morte encefalica (ME) e ratos
tratados com 17B-estradiol (E2). Os valores
representam a meédiatEPM para 02 amostras/rato, 05
ratos/grupo (imunohistoquimica) e 5 a 6 ratos/grupo
(RT-PCR). Os dados da expressao génica séao relativos
aos valores obtidos de ratos naive. Teste de Kruskal
Wallis seguido de teste de Dunn para multiplas
comparagdes. p=0,0055 FO versus ME e ¢p=0,0003 E2
Versus ME. ... ... 37
Figura 14 - Quantificagdo da expressao proteica de ICAM-1,
PECAM-1 e VCAM-1 no pulmdo de ratos FO, falso
operados; ME, submetidos a morte encefalica; EZ2,
tratados com 173-estradiol. Os valores representam a
médiatEPM de 02 amostras/rato e 05 ratos/grupo.

Kruskal-Wallis seguido de teste de Dunn para multiplas



Lista de figuras

comparagdes. p<0,0001 FO versus ME; ®p=0,0482 E2
versus ME. ... .o 38



Lista de tabelas

Tabela1 - Contagens total e diferencial dos leucdcitos circulantes... 26
Tabela2 - Dosagem de citocinas no pulm&o..........cccoeeeveeeeiiiiieiinnnnee. 39

Tabela 3 - Dosagem de citocinas SEericas..........ccuuuveuueniiiiiieeeeeeeeeeeen. 40



Resumo




Resumo

Vieira RF. Estudo dos efeitos do 17B-estradiol sobre a microcirculagdo em
modelo de morte encefalica em ratos machos [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2018.

INTRODUCAO: A morte encefdlica (ME) associa-se & instabilidade
hemodindmica, disfuncdo microvascular e inflamagdo, comprometendo a
viabilidade dos orgados para o transplante. O hormbnio 17B-estradiol
caracteriza-se por seus efeitos protetores vasculares e propriedades anti-
inflamatorias. OBJETIVO: Neste estudo investigou-se os efeitos do 17[3-
estradiol, como modulador da microcirculagdo, em modelo de indugao rapida
de morte encefalica em ratos machos. METODOS: Ratos Wistar machos foram
submetidos a inducdo rapida de morte encefalica através da insuflacdo
intracraniana do cateter de Fogarty. Os animais foram randomizados em 3
grupos: ratos falso-operados, apenas trepanados (FO, n=11); ratos submetidos
a ME (ME, n=11); ratos tratados com 173-estradiol (280 pug/Kg, iv) 60 minutos
ap6s a indugdo da ME (E2, n=11). Os experimentos foram realizados
decorridos 180 minutos ap6s a ME. A perfusédo e o fluxo sanguineo na
microcirculacdo mesentérica foram avaliados através das técnicas de
microscopia intravital e fluxometria a laser. A expressdo génica relativa da
sintase endotelial do 6xido nitrico (eNOS) e da endotelina-1, no mesentério e
pulmao, foi avaliada por técnica de PCR (polymerase chain reaction) em tempo
real. A expressao proteica de eNOS, endotelina-1, P-selectina, molécula de
adesdo intercelular (ICAM)-1, molécula de ades&o vascular (VCAM)-1 e
molécula de adesao da plaqueta/célula endotelial (PECAM)-1 foi determinada
por técnica de imunohistoquimica. As alteragdes histopatolégicas pulmonares
foram analisadas por técnica histomorfométrica. A expressdo da sintase
induzivel do 6xido nitrico (INOS) no pulméao foi determinada por técnica de
imunohistoquimica. Citocinas, quimiocinas, corticosterona e 173-estradiol foram
quantificados por enzima-imunoensaio (ELISA). RESULTADOS: O grupo ME
apresentou redugédo da porcentagem de microvasos perfundidos (<30 uym) no
mesentério comparado ao grupo FO e ao grupo E2, decorridos 180 minutos
(p=0,0117), sem alteragdes no fluxo sanguineo mesentérico (p=0,3692). Houve
aumento na expressao proteica (p<0,0001) e génica (p=0,0009) de eNOS no
mesentério no grupo E2. N&do houve diferengas na expresséo proteica e génica
da endotelina-1 entre os grupos. A expressao de ICAM-1 nos microvasos
mesentéricos aumentou no grupo ME (p<0,0001) e a expressdo de VCAM-1 foi
reduzida no grupo E2 (p=0,0008). Nao houve diferengas significativas na
expressdo de P-selectina entre os grupos (p=0,0675). As analises
histopatolégicas do pulmdo demonstraram aumento do edema (p<0,0001) e
hemorragia (p<0,0001) no grupo ME comparado aos grupos FO e E2, sem
diferengas no numero de células inflamatérias (células polimorfonucleares:
p=0,4033; células linfomononucleares: p=0,5003). A expressdo de iINOS no
tecido pulmonar aumentou no grupo ME comparado aos grupos FO e E2
(p<0,0001). A expressao proteica de eNOS no pulmao diminuiu nos ratos ME e
aumentou nos ratos E2 (p=0,0002). A expressao proteica de endotelina-1 no
pulm&o assim como a expressao génica pulmonar de eNOS e endotelina-1 n&o
diferiram entre os grupos. Com relagdo a expressdo de moléculas de adesao
na microcirculacdo pulmonar observou-se que os niveis de ICAM-1 nao
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diferiram entre os grupos (p=0,4550); os niveis de VCAM-1 reduziram-se no
grupo E2 (p<0,0001); niveis de PECAM-1 foram reduzidos nos ratos ME
(p=0,0037). Observou-se aumento das concentracbes séricas de TNF-a
(p=0,0004) e reducdo de VEGF sérico (p=0,0380) nos ratos ME. Houve
reducao das concentragdes séricas de CINC-1 (p=0,0020) e aumento de MCP-
1 (p=0,0094) no grupo E2. CONCLUSAO: O tratamento com o 17B-estradiol foi
efetivo em restaurar a perfusdo mesentérica e reduzir a lesdao pulmonar
associadas a morte encefélica. Sugere-se que o estradiol, como modulador
microcirculatorio, possa contribuir para a preservagado dos 6rgaos destinados
ao transplante.

Descritores: morte encefalica; estradiol; microcirculacdo; mesentério; pulmao;
inflamacao; ratos Wistar
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Abstract

Vieira RF. Effects of 17[B-estradiol in the male rat microcirculation on a sudden
brain death model [thesis]. Sdo Paulo: "Faculdade de Medicina, Universidade
de Sao Paulo"; 2018.

BACKGROUND: Brain death (BD) is associated with hemodynamic instability,
microvascular dysfunction and inflammation, which compromise the viability of
the organs for transplantation. The hormone 17B-estradiol is known to display
vascular protective effects and anti-inflammatory properties. OBJECTIVE: This
study aimed to investigate the effects of 17B-estradiol, as a microcirculatory
modulator, in a sudden onset BD model in male rats. METHODS: Male Wistar
rats underwent rapid onset BD by inflating a Fogarty catheter in the intracranial
space. Rats were randomly divided in three groups: sham-operated rats
submitted to trepanation only (SH, n=11); rats submitted to BD (BD, n=11); and
rats treated with 17B-estradiol (E2, 280 ug/kg, iv) 60 min after BD (E2, n=11).
Experiments were performed 180 min thereafter. Laser Doppler flowmetry and
intravital microscopy were used to evaluate mesenteric microvascular
alterations. Gene expression of endothelial nitric oxide synthase (eNOS) and
endothelin-1 in the mesentery and lungs were measured by real-time
polymerase chain reaction. Protein expression of eNOS, endothelin-1, P-
selectin, intercellular adhesion molecule (ICAM)-1, vascular cell adhesion
molecule (VCAM)-1, and platelet/endothelial cell adhesion molecule (PECAM)-1
was investigated by immunohistochemistry. Lung histopathological changes
were evaluated by histomorphometry and tissue expression of inducible nitric
oxide synthase (iINOS) by immunohistochemistry. Cytokines, chemokines, 173-
estradiol, and corticosterone were measured by enzyme-linked immunosorbent
assay. RESULTS: The proportion of mesenteric perfused small vessels (<30
pm diameter) was reduced in BD rats compared to SH and E2 rats at 180 min
(p=0.0117), without changes in mesenteric blood flow (p=0.3692). Protein
expression of eNOS was increased in E2 group (p<0.0001), as well gene
expression of eNOS (p=0.0009). There were no differences in protein and gene
expression of endothelin-1 between groups. The expression of ICAM-1 on
mesenteric vessels was increased in BD group (p<0.0001) and expression of
VCAM-1 was reduced in E2 rats (p=0.0008). There were no differences in the
expression of P-selectin between groups (p=0.0675). Lung histopathological
analyses showed increased edema (p<0.0001) and hemorrhage (p<0.0001) in
BD group compared to SH and E2 groups, without differences in the number of
inflammatory cells (polymorphonuclear cells: p=0.4033; lymphomononuclear
cells: p=0.5003). The expression of INOS on lung tissue was increased in BD
group, compared with SH and E2 groups (p<0.0001). Lung protein expression
of eNOS decreased in BD rats, and increased in E2 rats (p=0.0002). Protein
expression of lung endothelin-1 as well as gene expression of lung eNOS and
endothelin-1 did not differ among groups. Regarding the expression of adhesion
molecules on lung microcirculation, it was observed that ICAM-1 levels did not
differ between groups (p=0.4550); levels of VCAM-1 decreased in E2 group
(p<0.0001); PECAM-1 levels were reduced in BD rats (p=0.0037). BD rats
showed increased levels of TNF-a (p=0.0004), and a reduction in the levels of
VEGF (p=0,0380) in the serum. BD-E2 rats exhibited reduced CINC-1 levels
(p=0.0020) and increased levels of MCP-1 (p=0,0094) in the serum.
CONCLUSION: Data presented showed that 17@-estradiol treatment was
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effective in restoring mesenteric perfusion and reducing lung injury in brain-
dead rats. Estradiol, as a microcirculatory modulator, is a promise therapy to
improve organs viability to transplant.

Descriptors: brain death; estradiol; microcirculation; mesentery; lung;
inflammation; Wistar rats
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11 Consideragdes Preliminares

O transplante de 6rgéos é considerado a unica opgao terapéutica para
pacientes em estagio terminal de muitas doengas. Nas ultimas décadas, a taxa
de sucesso dos transplantes aumentou progressivamente devido a melhor
compreensdo da faléncia organica, do processo de rejeicado e do
desenvolvimento de tratamentos imunossupressores mais adequados
(Pratschke et al., 2005; Skrabal et al., 2005; McKay, 2011).

Doadores em morte encefalica ainda sdo a principal fonte de 6rgaos
para transplante. Entretanto, situagdes variadas comprometem a viabilidade
dos diferentes 6rgaos, de modo que as diferentes listas de espera crescem a
cada ano (Mascia et al., 2009; Dupuis et al., 2014). Essa situagéo €, ainda mais
grave, no caso do transplante de pulm&o, 6rgdo que apresenta baixas taxas de
utilizacdo (Machuca et al., 2013). O pulm&o é particularmente vulneravel aos
efeitos deletérios relacionados a morte encefalica. Ha lesdes inespecificas
como a pneumonia associada a ventilacdo mecéanica e lesdes especificas
como o edema pulmonar neurogénico, que contribuem para a sua baixa
utilizagao (Avlonitis et al., 2005; Cypel et al., 2011; Zhou et al., 2013; Belhaj et
al., 2017).

Com o objetivo de reduzir a desproporgédo entre demanda e oferta de
orgaos, iniciou-se a flexibilizagdo dos critérios de inclusdo dos doadores,
aceitando-se doadores considerados marginais e doadores apoOs parada

cardiaca (n&o aprovado no Brasil), além da adogcdo de técnicas de
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recondicionamento de o6rgaos ex vivo (Mariani et al., 2012; Machuca et al.,
2013; Krutsinger et al., 2015).

Evidéncias clinicas e experimentais ressaltam, também, o impacto da
morte enceféalica sobre a viabilidade de diferentes 6rgaos (Terasaki et al., 1995;
Wilhelm et al.,, 2000; Pratschke et al., 2005; Floerchinger et al., 2012) e
destacam a importancia das condi¢des clinicas do doador na taxa de sucesso
dos transplantes (Feng et al., 2006). Deste modo, parece evidente que a morte
encefalica seja considerada importante fator de estresse comprometendo os
orgaos antes mesmo do transplante (Skrabal et al., 2005; Dominguez-Roldan
et al., 2009; McKeown et al., 2012).

Portanto, a compreensao das alteragdes geradas pela morte encefalica
contribui ndo apenas para a otimizacao clinica do doador mas, também, para a

investigacao de propostas terapéuticas mais adequadas.

1.2 Morte Encefalica e microcirculagao

A morte encefalica decorrente de trauma, infarto ou hemorragia
cerebral resulta em aumento da presséao intracraniana, seguida de instabilidade
hemodindmica causada por aumento na concentragdo seérica das
catecolaminas (tempestade autonémica) (Steen et al, 2012). Como
consequéncia, ocorre uma fase hiperdinamica caracterizada por hipertensao,
taquicardia, aumento da resisténcia vascular sistémica e do débito cardiaco,
seguida de uma fase hipotensiva secundaria a vasodilatagdo e a hipovolemia,

relativa ou absoluta (Novitsky, 1997; Wood e McCartney, 2007). As baixas
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taxas de utilizagdo de glicose, piruvato e palmitato coincidem com o acumulo
de lactato e acidos graxos livres no plasma, indicando a troca do metabolismo
aerobico para o anaerébico (Cooper et al., 1989; Avlonitis et al., 2003; Mascia
et al., 2009).

Modelos experimentais de morte encefalica evidenciam alteracdes
hormonais secundarias a faléncia do eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal. Ha
reducado nos niveis de corticosterona, insulina, T3 livre (triiodotironina) e T4
(tiroxina) (Ranasinghe e Bonser, 2011). Este colapso hormonal associado a
tempestade autondmica provoca alteragdes microcirculatérias e metabdlicas,
que potencializam o processo degenerativo nos diferentes érgaos (Weymann et
al., 2011).

A morte encefalica desencadeia a ativagdo do sistema imune inato,
caracterizado pelo aumento na expressdo de mediadores inflamatorios
(citocinas, quimiocinas e moléculas de adesdo) e pelo infiltrado celular
inflamatdrio representado pela presenga de leucdcitos polimorfonucleares,
macréfagos e linfocitos T no coragdo, pulmdo, rim e figado (Takada et al.,
1998; Van der Hoeven et al., 1999; Avlonitis et al., 2003; Skrabal et al., 2005;
Floerchinger et al., 2012; Rech et al., 2013).

A integridade da microcirculacdo é essencial para uma adequada
oxigenagao tecidual, particularmente no doador de 6rgédos (Ince, 2005;
Tamosuitis et al., 2016). Em modelo de isquemia e reperfuséo, a disfungéo
microcirculatoria nos diferentes tecidos agrava-se com a redugéo da perfuséo
tecidual e interagdo dos neutrofilos com o endotélio (Hoffmann et al., 2006). O
recrutamento dos leuctcitos depende do reconhecimento sequencial de

moléculas de adesdo expressas pelo leucécito e pela célula endotelial. As
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etapas desta cascata de adesdo se iniciam pela captura e rolamento dos
leucdcitos ao longo da parede do vaso, interagao de baixa afinidade mediada
pelas selectinas e seus ligantes, glicoproteinas e glicolipideos (Zarbock et al.,
2011). Sob estimulo inflamatdrio, ativam-se leucdcitos e células endoteliais que
passam a expressar moléculas distintas responsaveis pela adesdo e
transmigracao leucocitarias. Moléculas da familia das B2-integrinas, expressas
pelos leucécitos, ligam-se a moléculas da familia das imunoglobulinas, como a
molécula de adeséo intercelular (ICAM)-1, expressas pelas células endoteliais
(Kolaczkowska e Kubes,2013). Em estudos anteriores, descreveram-se as
alteracbes decorrentes da morte encefalica em ratos machos, incluindo
hipoperfusdo na microcirculacdo mesentérica, aumento da expressao de ICAM-
1 e infiltrado leucocitario associados a reducédo das concentragdes séricas de
corticosterona endogena (Simas et al., 2012a; Simas et al., 2012b).

Em suma, a morte encefalica associa-se a alteragcbes hemodinamicas,
neuro-humorais e imunoldgicas, as quais contribuem para a deterioragcdo da
qualidade intrinseca do 6rgao e/ou ampliam a lesao de isquemia e reperfuséo
durante os procedimentos de preservagao e transplante (Skrabal et al., 2005;

Chamorro et al., 2009; Novitzky et al., 2014; Yount e Greer, 2014).

1.3 Estradiol e microcirculacao

Evidéncias indicam que o sexo feminino esta associado a menor
incidéncia de eventos cardiovasculares, sepse e faléncia multipla de 6rgaos

(Homma et al., 2005; Meyer et al., 2006; Frink et al., 2007; lorga et al., 2017).
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Destaca-se o efeito benéfico do horménio feminino estrogénio e o efeito
deletério do hormdnio masculino testosterona (Kawasaki e Chaudry, 2012).

O esteroide gonadal 17B-estradiol apresenta efeitos protetores contra
lesdes isquémicas, inflamatdrias e metabdlicas (Straub, 2007; Burkhardt et al.,
2008; Yang et al., 2012; Kypreos et al., 2014). Em experimentos conduzidos in
vitro e in vivo Ma et al. (2001) demonstraram que o 17B-estradiol exerce agao
dilatadora sobre artérias mesentéricas isoladas de ratas ovariectomizadas e
preserva a funcao endotelial dos animais submetidos a isquemia e reperfusao.
Estudos adicionais indicam que o horménio restaura a perfusdo esplancnica
(Kuebler et al., 2002; Rocha de Sousa et al., 2017) e reduz a lesao intestinal e
pulmonar na vigéncia de choque hemorragico em ratos (Doucet et al., 2010).
Conforme demonstrado por Breithaupt-Faloppa et al. (2014), a administragéo
de 17B-estradiol a ratos machos reduz a migragao de leucécitos e a expressao
das moléculas de ades&o na microcirculacdo pulmonar em modelo de isquemia
e reperfuséo intestinal.

O hormodnio 17B3-estradiol liga-se aos receptores classicos ERa e ER,
assim como ao receptor do estrogénio acoplado a proteina G (GPER). Ao se
ligar aos receptores ERa. e ERB, o horménio confere tanto a acdo genbémica
quanto a agao rapida, ndo genébmica. No mecanismo genémico, a ligagado dos
receptores classicos ao estrogénio promove a sua dimerizagdo e migragéo
para o nucleo, ligando-se aos elementos responsivos ao estrogénio (ERE) ou a
fatores de transcrigdo, como o ativador da proteina-1 (Ap-1), regulando a
transcricdo génica (lorga et al.,, 2017). Os receptores classicos, quando

presentes na membrana plasmatica, e o GPER ativam vias de sinalizagao
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rapidas, incluindo a via PI3K/Akt e/ou a cascata da MAPK (Menazza e Murphy,
2016; lorga et al., 2017). No sistema cardiovascular, estes receptores foram
identificados no endotélio, na musculatura lisa, na adventicia e em terminacdes
nervosas adrenérgicas de artérias de diferentes territérios e espécies animais
incluindo o homem (Novella et al., 2012).

O efeito protetor do 17B-estradiol na microcirculagao envolve a ativagao
da sintase endotelial do 6xido nitrico (eNOS), determinando a produg¢ao de NO
que, por sua vez, promove vasodilatacdo, inibe a agregacao plaquetéaria e
reduz a adesdo leucocitaria (Bullard et al., 2010; Kypreos et al., 2014). O
horménio também regula a expressdo da sintase induzivel do NO (iNOS),
expressa por macrofagos residentes e leucdcitos polimorfonucleares, no curso
do processo inflamatdrio (Bullard et al., 2010).

Considerando as acbes benéficas do 17B-estradiol sobre a
microcirculagcdo em diferentes modelos experimentais, pretende-se investigar

os efeitos deste hormdnio em modelo de morte encefalica em ratos machos.



2. Objetivos




Objetivos 9

21 Objetivo geral

Este estudo tem por objetivo investigar as ag¢des do 17B-estradiol
sobre a microcirculagdo mesentérica e pulmonar no modelo de morte

encefalica em ratos machos.

2.2 Objetivos especificos

Pretende-se investigar:

o O fluxo sanguineo e a porcentagem de microvasos perfundidos
na microcirculacado mesentérica;

o As alteragdes histolégicas no pulmao;

. A expressao proteica e génica da sintase endotelial do éxido
nitrico (eNOS) e da endotelina-1 no mesentério € no pulméao;

. A expresséo génica da sintase induzivel do é6xido nitrico (iINOS)
no pulméao;

o A expressao de moléculas de adesao endoteliais no mesentério e
no pulmao;

o As concentragdes sérica e pulmonar de citocinas e quimiocinas;

o A concentracao sérica de corticosterona;

o A concentracao sérica de estradiol;

O leucograma, parémetros hemodindmicos e gasométricos.



3. Materiais e Métodos
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3.1 Animais

Neste estudo foram utilizados 45 ratos Wistar machos, provenientes do
Biotério da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo, com 8
semanas de idade (250-300 g). Os animais foram mantidos a 23+2°C, periodo
de claro e escuro de 12 horas, sem restricdes a ingestao de agua e ragao. O
projeto de pesquisa foi realizado no Laboratério de Investigagdo Médica (LIM) -
11 da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo. Os animais foram
manipulados de acordo com as diretrizes do Conselho Nacional de Controle de
Experimentagcdo Animal (CONCEA — 2013) para o cuidado, manipulacéo e
utilizacdo de animais de laboratorio. O presente estudo foi aprovado pela
Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq) da
Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo sob numero SDC 3989/13/112. Referente a
eutanasia e descarte dos animais, estes foram submetidos a exsanguinagéo
através da aorta abdominal e, em seguida, armazenados em camara fria para

posterior retirada por uma empresa responsavel pela coleta.

3.2 Delineamento experimental

Os animais foram divididos nos seguintes grupos:
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Falso operado (FO) - administracdo endovenosa de ciclodextrina 30 minutos

antes da manipulagao cirurgica, porém sem indugao da morte encefalica;

Morte encefalica (ME) — administragdo endovenosa de ciclodextrina 30

minutos antes da indugao da morte encefalica;

Estradiol (E2) - administragdo endovenosa de 17(3-estradiol em bolus de 280

ug/Kg (associado ao seu veiculo ciclodextrina) 1 hora apdés a indugao da morte

encefalica.

30’ Injegao: 0
Ciclodextrina Morte
Encefalica

Hemodinamica
Gasometria
Leucograma

=)

3.3 Anestesia e preparo dos animais

60’ Injegao:
17B-estradiol

: 180’

Hemodinamica
Gasometria
Leucograma

~

)

Microscopia Intravital
Histologia
Imunohistoquimica
Enzima-imunoensaio
RT-PCR

A anestesia foi induzida em camara fechada com isoflurano a 5%,

seguida de intubacdo e ventilagdo mecéanica através de ventilador para

roedores (Harvard 683, Harvard Apparatus, Inc, Holliston, MA, USA). O plano

anestésico foi mantido com isoflurano a 2%. A ventilagao foi realizada com FiO2
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de 100%, volume corrente de 10 mL/kg e frequéncia de 70 ciclos por minuto.
Os animais foram colocados em decubito dorsal horizontal, e passaram por
tricotomia e antissepsia da regidao cervical. Em seguida, os animais foram
posicionados na plataforma cirurgica com aquecimento local, para manutencao
da temperatura (37°C). A artéria carétida esquerda e a veia jugular interna
direita foram canuladas, utilizando cateter de polietileno Clay Adams PE-10,
conectado a PE-50. O cateter da artéria foi conectado a um transdutor de
pressdo (P23XL Viggo-Spectramed Statham, CA, USA) acoplado ao sistema
multicanal computadorizado de aquisigao de dados biologicos (Acqgknowledge —
Biopac Systems, Inc Goleta, CA, USA). A veia jugular foi utilizada para infus&o

continua de soro fisiolégico a 2 mL/h.

34 Indugao da morte encefalica

Os animais foram colocados em decubito ventral, passaram por
tricotomia e antissepsia do cranio. Utilizando-se uma broca motorizada foi
realizada a perfuracado da calota craniana para posterior inser¢céo intracraniana
de um cateter Fogarty-4F (Edwards Lifescience LLC, Irvine, CA, USA). A
inducdo da morte encefalica ocorreu com a rapida insuflagdo do cateter com
500 uL de solugao salina e, na sequéncia, a anestesia foi suspensa. A morte
encefalica foi confirmada por pico hipertensivo, auséncia de reflexo palpebral,

midriase fixa bilateral e apneia.
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3.5 Tratamento dos animais com 17-f estradiol

Os animais foram tratados com 280 ug/Kg de 173-estradiol (B-estradiol-
Water Soluble, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) em dose unica por via
endovenosa 1 hora apds a indugdo da morte encefélica. Os grupos morte
encefalica e falso operado foram tratados com volume equivalente do veiculo
ciclodextrina (2-hydroxypropyl-B-cyclodextrin, ~Sigma-Aldrich) diluido em

solucao fisioldgica.

3.6 Microscopia intravital in situ de mesentério e analise do fluxo

sanguineo

Para a observacdo da microcirculacdo mesentérica foi realizada uma
incisdo cutanea e muscular na porcao lateral direita do abdome para a
exteriorizagao do leito vascular mesentérico, conforme descrito anteriormente
por Simas et al. (2012a). Os animais foram mantidos em decubito lateral direito
sobre uma placa acrilica aquecida a 37°C. A preparacio foi mantida umida e
aquecida por superfusao com solugao de Krebs-Henseleit (pH 7,2 a 7,4) com a
seguinte composicao (mM): 113 NaCl; 4,7 KCI; 2,5 CaCl2.2H20; 25 NaHCOs;
1,1 MgSO0Os4; 1,1 KH2PO4 e 5-glicose, saturada com uma mistura de gases (95%
N2 e 5% COz2). O sistema consiste de microscopio triocular (Axioplan 2, Carl
Zeiss Co., Miinchen-Hallbergmoos, Germany) acoplado a uma camera digital
para captura de imagens em movimento (Axiocam-HSB, Carl Zeiss Co.,
Miinchen-Hallbergmoos, Germany) e microcomputador. A perfusdao da

microcirculagdo mesentérica foi determinada pela quantificagdo de vasos (<30
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um de diametro) com fluxo continuo ou intermitente/ausente, considerado o
nimero total de vasos em area de 1,0 mm2 A determinacdo do fluxo
sanguineo na microcirculagdo mesentérica foi avaliada pela utilizagado de probe
(MNP110XP Fine Needle Probe) de 25 mm de extensédo e 0.48 mm de
didmetro acoplado a fluxébmetro a laser (IN191 Laser Doppler Flowmetry, AD
Instruments, Colorado Springs, CO, USA). O sinal captado & proporcional ao
fluxo de células sanguineas na microvasculatura. Portanto, a perfusao
microvascular é o produto da velocidade média das células sanguineas e do
numero médio de células sanguineas presentes no tecido sob incidéncia do
laser. Os sinais do laser sao registrados como unidades de perfusao

sanguinea.

3.7 Analise histolégica do pulmao

Fragmentos do pulmao foram fixados e armazenados em solugao de
formaldeido  (10%), incluidos em parafina, cortados e corados
(hematoxilina/eosina) para analise histopatologica em microscépio Optico.
Analises morfométricas convencionais foram realizadas em amostras de tecido
pulmonar (01 amostra/rato; 05 ratos/grupo). Os parametros investigados foram:
infiltrado leucocitario, edema intersticial e hemorragia. As analises foram
realizadas por dois observadores. Os cortes foram digitalizados e cinco areas
por imagem foram extraidas e exportadas em formato compativel com o
software NIS Elements (Nikon). Um reticulo com 104 intersecgdes foi utilizado
para a avaliacdo da proporc¢éo ar/tecido. O numero de leucdcitos e as unidades

de edema e hemorragia foram expressos por area de tecido.
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3.8 Imunohistoquimica para pesquisa de eNOS, endotelina-1 e

moléculas de adesao endoteliais no mesentério

Apods exsanguinagao pela aorta abdominal, o mesentério foi removido,
imerso em hexano sob nitrogénio liquido e armazenado a -80°C. Cortes
seriados do mesentério (8 um de espessura) foram colocados sobre laminas
silanizadas (StarFrost®, Knittelglass, Germany) e fixados em acetona gelada
por 10 minutos. Os cortes foram lavados com solucdo tampao TRIS salina
tween-20 (TBST) e permeabilizadas com TBST e triton X-100. O bloqueio de
sitios inespecificos foi realizado com tampao proteico, constituido de TBST e
2% de albumina sérica bovina (BSA) por 1 hora a 37°C, e o bloqueio da
peroxidase enddégena com solugao de H202 (2%) por 15 minutos a temperatura
ambiente. Seguem as especificagcbes dos anticorpos utilizados: (a) para a
imunodetecgao de eNOS e endotelina-1 foram utilizados anticorpos primarios,
IgG de coelho anti-eNOS (Abcam, Cambridge, Mass, USA) e IgG de
camundongo anti-endotelina-1 (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA),
diluidos em solugdo de TBST contendo 2% de BSA a 1:100. A incubagdo com
os anticorpos foi realizada por 2 horas a 37°C. Em seguida, as laminas foram
lavadas com TBST e incubadas com solugao a 1:200 de anticorpo secundario
anti-coelho ou anti-camundongo associados a HRP (Horseradish peroxidase,
Millipore, Billerica, Mass, USA) por 1 hora a 37°C; (b) para a imunodetecc¢ao de
ICAM-1, VCAM-1 e P-selectina foram utilizados anticorpos primarios
monoclonais, IgG de camundongo anti-ICAM-1 de rato (CD54, Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, TX, USA); 1IgG de camundongo anti-VCAM-1 de rato

(CD106, BD-Pharmigen, San Jose, CA, USA) e IgG de camundongo anti-P-
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selectina humana (CD62P, R&D Systems, Minneapolis, Minn, USA), diluidos
em solucdo de TBST contendo 2% de BSA a 1:50, 1:100 e 1:40,
respectivamente. A incubagdo com os anticorpos foi realizada por 2 horas a
37°C. Em seguida, as laminas foram lavadas com TBST e incubadas com
solugdo a 1:200 de anticorpo secundario anti-camundongo associado a HRP
(Millipore, Billerica, Mass, USA) por 1 hora a 37°C. Apds nova lavagem com
TBST, as laminas foram incubadas com solugdo de substrato 3-amino-9-
etilcarbazol (AEC, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) por 5 a 10
minutos e contra coradas com hematoxilina. Para o controle negativo o

anticorpo primario foi substituido por TBST-BSA.

3.9 Imunohistoquimica para pesquisa de eNOS, endotelina-1,

moléculas de adesao endoteliais e iNOS no pulmao

ApOs exsanguinagdo pela aorta abdominal, o pulm&o esquerdo foi
removido, insulflado com solugéo (1:3) de OCT (optimal cutting temperature)
em tampéo fosfato salina (PBS), os tecidos imersos em hexano sob nitrogénio
liguido e armazenados a -80°C. Cortes seriados (10 ym de espessura) do
pulmio foram colocados sobre laminas silanizadas (StarFrost®, Knittelglass,
Germany) e fixados em acetona gelada por 10 minutos. Os cortes foram
lavados com solugédo tampao TRIS salina tween-20 (TBST) e permeabilizadas
com TBST e triton X-100. O bloqueio de sitios inespecificos foi realizado com
tampéo proteico, constituido de TBST e 2% de albumina sérica bovina (BSA)
por 1 hora a 37°C, e o bloqueio da peroxidase enddégena com solugao de H20:2

(2%) por 15 minutos a temperatura ambiente. Seguem as especificagdes dos
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anticorpos utilizados: (a) para a imunodetecgdo de eNOS e endotelina-1 foram
utilizados anticorpos primarios, 1gG de coelho anti-eNOS (Abcam, Cambridge,
Mass, USA) e IgG de camundongo anti-endotelina-1 (Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, TX, USA), diluidos em solu¢do de TBST contendo 2%
de BSA a 1:200 e 1:100, respectivamente. A incubacdo com os anticorpos foi
realizada por 12 horas a 4°C. Em seguida, as laminas foram lavadas com
TBST e incubadas com solucéo a 1:200 de anticorpo secundario anti-coelho ou
anti-camundongo associados a HRP (Millipore, Billerica, Mass, USA) por 1 hora
a 37°C; (b) para a imunodetecgao das moléculas de adesao endoteliais ICAM-
1, PECAM-1 e VCAM-1 foram utilizados os anticorpos primarios IgG de
camundongo anti-ICAM-1 de rato (CD54, Cedarlane, Burlington, Ontario,
Canada); IgG de camundongo anti-PECAM-1 de rato (CD31, Millipore, Billerica,
Mass, USA); IgG de camundongo anti-VCAM-1 de rato (CD106, BD-
Pharmigen, San Jose, CA, USA) diluidos em solu¢do de TBST-BSA a 1:100,
1:200 e 1:200, respectivamente. Os cortes de tecido foram incubados por 12
horas a 4°C. Em seguida, as laminas foram lavadas com TBST e incubadas
com solugdo a 1:200 de anticorpo secundario anti-camundongo associado a
HRP (Millipore, Billerica, Mass, USA) por 1 hora a 37°C. Ap6s nova lavagem
com TBST, as laminas foram incubadas com solugao de substrato AEC (Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA) por 5 a 10 minutos e contra coradas com
hematoxilina. Para o controle negativo o anticorpo primario foi substituido por
TBST-BSA.

Outro fragmento, obtido do pulméo direito, foi fixado em solugdo de
formaldeido (10%) por 24 horas, desidratado em concentragdes crescentes de

etanol, diafanizado em xilol e incluido em parafina para a obtencdo de cortes



Materiais e Métodos 19

seriados (4 um) destinados a imunodetecgdo da sintase induzivel do éxido
nitrico (iNOS). Os cortes, dispostos sobre |aminas de vidro, foram
desparafinizados, reidratados e os sitios antigénicos foram reativados pela
incubagdo com tampéao citrato (pH 6,0) por 20 minutos a 100°C. Na sequéncia,
os cortes de pulmao foram permeabilizados com solucdo tampao de TBST e
triton X-100, e os sitios inespecificos foram bloqueados com solugcdo tampao
de TBST contendo 2% de BSA por 1 hora a temperatura ambiente, seguido de
bloqueio da peroxidase endégena com solugado de H202 (2%) por 15 minutos a
temperatura ambiente. Para a imunodetec¢gdo da enzima iNOS utilizou-se o
anticorpo primario 1IgG de coelho anti-iINOS de rato (Abcam, Cambridge, Mass,
USA) diluido a 1:100 em solucdo de TBST contendo 2% de BSA. As amostras
foram incubadas por 12 horas a temperatura ambiente. Apds lavagens
sucessivas com TBST, os cortes foram incubados por 1 hora a 37°C com
anticorpo secundario anti-coelho conjugado ao HRP (Millipore, Billerica, Mass,
USA) diluido a 1:100 em TBST-BSA. Apds lavagem com TBST, as amostras
foram incubadas com solugdo do substrato AEC, (Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA), por 5 a 15 minutos, e contra coradas com hematoxilina.

Para o controle negativo as amostras foram incubadas com PBS.

3.10 Captacao e analise de imagens

A avaliagdo das reagdes imunohistoquimicas nos cortes de tecido

mesentérico e pulmonar foi realizada através de sistema de aquisicdo de

imagens com camera digital DS-Ri1 (Nikon, Tokyo, Japan), acoplada a
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microscopio de fluorescéncia (Nikon), e analisadas com auxilio do software

NIS-Elements-BR (Nikon).

3.11 Real time PCR para expressado génica de eNOS e endotelina-1 no

mesentério e pulmao

Os genes foram quantificados quanto a expressao através de PCR em
tempo real, em aparelho Step One Plus® (Applied Biosystem, USA). A extragao
de RNA do mesentério e do pulmao foi realizada com a utilizacdo de kit
comercial (Mirvana®, Ambion, MA, USA), seguindo o protocolo do fabricante. O
cDNA foi transcrito (High capacity reverse transcriptase kit, Applied Biosystem,
USA) e a reacédo de PCR em tempo real realizada. Os primers utilizados foram
Tagman (Applied Biosystem, USA): GAPDH (Rn01775763_g1), p-actin
(Rn00667869_m1*), eNOS (Rn02132634_s1%), endothelin-1
(Rn00561129_m1*). As condigbes de ciclagem foram: 2 minutos a 50°C, 10

minutos a 95°C seguido de 40 ciclos de 15 segundos 95°C e 1 minuto a 60°C.

3.12 Dosagem de 17-8 estradiol

A concentragao sérica de 17-3 estradiol foi determinada por enzima-
imunoensaio (ELISA) utilizando o kit USCN® (USCN Life Sciences, Cloude-
Clone Co., Houston, TX, USA) segundo protocolo do fabricante. O nivel de

deteccdo do Kit é 13,35 pg/mL até 1000 pg/mL.
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3.13 Dosagem de corticosterona

A concentracao sérica de corticosterona foi determinada por ELISA

(Cayman@, Ann Arbor, Michigan, USA), segundo protocolo do fabricante.

3.14 Leucograma

A partir de amostras de sangue (20 pl) coletadas da cauda dos animais,
contagens total e diferencial das células foram realizadas com auxilio de um

analisador hematologico (BC-2800vet, Mindray, China).

3.15 Dosagem de citocinas no soro e no pulmao

As concentragdes séricas do fator de necrose tumoral (TNF)-a, IL-1f,
IL-10, fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) e das quimiocinas
proteina inflamatdéria de macrofago (MIP)-1a e proteina quimiotaxica de
macrofago (MCP)-1 foram determinadas com o kit Milliplex (Millipore, USA). As
concentracdes seéricas da quimiocina para neutrofilo induzida por citocina
(CINC)-1 e da IL-6 foram determinadas por enzima-imunoensaio (ELISA)
segundo instru¢cdes do fabricante (R&D Systems Inc., Minneapolis, USA).
Amostras congeladas do tecido pulmonar foram homogeneizadas em tampao
fosfato salina (PBS) na proporgéo de 4 yL/mg de tecido e, apds centrifugacéo a
12.000g, 4°C por 20 minutos, amostras do sobrenadante foram utilizadas para
a dosagem de citocinas (TNF-a, IL-1B3, IL-10), VEGF e CINC-1 por ELISA

segundo instrugdes do fabricante (R&D Systems Inc., Minneapolis, USA).
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3.16 Parametros hemodindmicos e gasométricos

Os parametros hemodinamicos, pressao arterial média (PAM) e
frequéncia cardiaca, foram registrados continuamente. A veia jugular foi
utilizada para infusdo de liquidos. Amostras de sangue foram coletadas da
artéria carétida para determinacdo dos parametros pO2, pCO2, pH, Na*, K*,

Ca™, CI e lactato (ABL 555, Radiometer Medical ApS, Denmark).

3.17 Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA)
seguido do teste de Tukey para multiplas comparagdes ou o teste de Kruskal-
Walllis seguido do teste de Dunn para multiplas comparagdes. As analises
estatisticas foram conduzidas utilizando o programa GraphPad Prism Software
v.6. Os resultados foram expressos como meédia = erro padrdo da média

(EPM). Valores de p<0,05 foram considerados significantes.



4. Resultados
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A inducdo da ME coincidiu com um pico hipertensivo conforme
ilustrado na Figura 1. Oscilagdes na frequéncia cardiaca acompanharam o pico
hipertensivo nestes animais. Decorridos aproximadamente 10 minutos, seguiu-
se periodo hipotensivo em todos os grupos submetidos a ME perdurando até
os 60 minutos. A PAM n&o se alterou de modo significativo no grupo FO. Nao
se observaram alteracées significativas na gasometria arterial e eletrdlitos entre

0s grupos (dados ndo mostrados).
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Figura 1 - Pressao arterial média de ratos: FO, ratos falso-operados (n=11);
ME, ratos submetidos a morte encefalica (n=11); E2, ratos tratados com 17[3-
estradiol (n=10). Os valores representam a médiaEPM. "p=0,0003, **p=0,0001
FO versus ME e E2.

Conforme ilustrado na Figura 2, houve um aumento significativo na
concentracdo sérica do 17B-estradiol apds a sua administracdo. Os valores
basais do horménio em ratos machos sdo 24,0+6,1 pg/mL (médiatEPM). Os

grupos submetidos a ME apresentaram redug¢do acentuada na concentragéo
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sérica de corticosterona. Os valores de referéncia para este horménio sao

13561196 pg/mL (médiatEPM).
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Figura 2 - Concentragcbes séricas de 17B3-estradiol e corticosterona em ratos
FO, falso-operados; ME, submetidos a morte encefalica; E2, tratados com 173-
estradiol. Os valores representam a médiatEPM de 3 a 5 ratos/grupo. Kruskal
Walllis seguido de teste de Dunn para multiplas comparagdes. ¢p<0,0255 E2
versus ME; "p<0,0393 FO versus ME.

Pela analise da Tabela 1, verificou-se que ratos submetidos a ME
apresentaram leucopenia com redugao de linfécitos e mondcitos e sem
alteracdo do numero de granulécitos. O tratamento com o hormdnio 173-

estradiol corrigiu a leucopenia, com aumento da relacdo neutroéfilo/linfécito. O
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grupo FO exibiu leucocitose com neutrofilia, caracteristico da resposta

inflamatdria decorrente da trepanacéao a que foi submetido.

Tabela 1 - Contagens total e diferencial dos leucécitos circulantes

Grupos n Leucdcitos/mm?
Total Linfécitos Granulécitos  Mondcitos
FO 11
Basal 131451879 8145597 45731315 427124
Final 2486412075 5491+612T  18527+1653** 845+98T
ME 07
Basal 133431802 85291811 43571362 457153
Final 9071+1066% 3771+4801 50141594 286+40%
E2 10
Basal 15690803 103801607 48201337 490448
Final 1495012386 5190+568™** 9400+1814% 360467+

FO, ratos falso-operados; ME, ratos submetidos a morte encefalica; E2, ratos
tratados com 17B-estradiol. Os valores representam a médiatEPM. **p<0,0001,
*p<0,001, Tp<0,01, ¥p<0,05 versus valores basais em cada grupo.

Embora o fluxo sanguineo nado tenha variado entre os grupos, verificou-
se uma redugcdo no percentual de microvasos perfundidos no grupo ME
comparado ao grupo FO. A administragdo do hormdnio apds a morte encefalica
determinou uma melhora da perfusdo. Os resultados encontram-se ilustrados

na Figura 3.
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Figura 3 - Determinagdo do fluxo sanguineo (A) e da porcentagem de
microvasos perfundidos na microcirculagdo mesentérica (B) de ratos falso
operados (FO, n=5), ratos submetidos a morte encefalica (ME, n=5) e ratos
tratados com 17B-estradiol (E2, n=5). Os valores representam a médiatEPM.
ANOVA seguida de teste de Tukey para multiplas comparagées. ‘p=0,0093 FO
versus ME; ®p=0,0404 E2 versus ME.

Procedendo-se os ensaios de imunohistoquimica para a pesquisa da
expressdo da eNOS na microcirculagdo mesentérica, verificou-se que o
tratamento dos ratos com o 17B-estradiol determinou aumento significativo da
sua expressao. Fotomicrografias representativas encontram-se ilustradas na

Figura 4.
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Area marcadalarea do vaso

: 0.0-

Figura 4 - Fotomicrografias e quantificagcdo da expressao proteica de eNOS
nos microvasos do mesentério de ratos FO, falso-operados; ME, submetidos a
morte encefalica; E2, tratados com 17B-estradiol. Os valores representam a
médiatEPM de 03 amostras/rato; 03 ratos/grupo. Kruskal-Wallis seguido de
teste de Dunn para multiplas comparagdes. “p<0,0001 E2 versus ME.

Em relagdo ao estudo da expressao da endotelina-1 na microcirculagao
mesentérica, observou-se que o tratamento com estradiol n&o influenciou a sua
expressao. Fotomicrografias representativas encontram-se ilustradas na Figura

5.
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Figura 5 - Fotomicrografias e quantificagdo da expressdo proteica de
endotelina-1 nos microvasos do mesentério de ratos FO, falso-operados; ME,

Y

submetidos a morte encefalica; E2, tratados com 17B-estradiol. Os valores
representam a médiatEPM de 03 amostras/rato; 04 ratos/grupo. Teste de
Kruskal-Wallis.

Avaliando-se a expressdo génica da eNOS e endotelina-1 na
microcirculagdo mesentérica, observou-se que o tratamento com estradiol
determinou aumento da expressao da eNOS, sem interferir com a expressao

de endotelina-1 (Fig.6).
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Figura 6 - Quantificacdo da expressado génica de eNOS e endotelina-1 no
mesentério de: FO, ratos falso-operados; ME, ratos submetidos a morte
encefalica; E2, ratos tratados com 17(3-estradiol. Os valores representam a
médiatEPM de 03 amostras/rato; 05 ratos/grupo. Os dados da expressao
génica sao relativos aos valores obtidos de ratos naive. Teste de Kruskal
Wallis.

Com o propésito de investigar a ativagdo do endotélio, procedeu-se a
analise da P-selectina, ICAM-1 e VCAM-1. Com relacdo a expressao de P-
selectina ndo houve diferengas significativas entre os grupos (Fig. 7). Houve
aumento significativo da expressao de ICAM-1 no grupo ME comparado ao FO
(Fig. 8) e reducao da expressdao de VCAM-1 apéds o tratamento com o 17[3-

estradiol (Fig. 9).
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Figura 7 - Fotomicrografias e quantificacdo da expressdo proteica de P-
selectina nos microvasos do mesentério de ratos FO, falso-operados; ME,
submetidos a morte encefalica; E2, tratados com 17B-estradiol. Os valores
representam a médiatEPM de 03 amostras/rato; 04 ratos/grupo. Teste de
Kruskal-Wallis.
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Figura 8 - Fotomicrografias e quantificagdo da expressao proteica de ICAM-1
nos microvasos do mesentério de ratos FO, falso operados; ME, submetidos a
morte encefalica; E2, tratados com 17B-estradiol. Os valores representam a
médiatEPM de 03 amostras/rato e 04 ratos/grupo. Kruskal-Wallis seguido de
teste de Dunn para mdultiplas comparagdes. “p=0,0002 FO versus ME.
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Figura 9 - Fotomicrografias e quantificagao da expressao proteica de VCAM-1
nos microvasos do mesentério de ratos FO, falso operados; ME, submetidos a
morte encefalica; E2, tratados com 17B-estradiol. Os valores representam a
médiatEPM de 03 amostras/rato e 04 ratos/grupo. Kruskal-Wallis seguido de
teste de Dunn para multiplas comparagdes. “p=0,0034 E2 versus ME.
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Considerando-se o acometimento pulmonar associado a ME, procedeu-se
a analise histolégica do parénquima pulmonar. Conforme demonstrado na
Figura 10, observou-se maior edema e hemorragia nos pulmdes oriundos de
ratos submetidos a ME. O tratamento com o 17B-estradiol reverteu as
alteracdes descritas. Em relacado ao infiltrado inflamatério, ndo houve diferencga
entre os grupos. Fotomicrografias representativas encontram-se ilustradas na

Figura 11.
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Figura 10 - Analise histomorfométrica do edema, hemorragia e infiltrado
inflamatoério pulmonar. Ratos falso-operados (FO), submetidos a morte
encefalica (ME) e tratados com 173-estradiol (E2). Os valores representam a
médiatEPM de 05 amostras/rato e 06 ratos/grupo. ANOVA seguida de teste de
Dunnett para multiplas comparagdes. ?p<0,0001 e *p=0,0077 FO versus ME;
*p<0,0001 e 3p<0,0001 E2 versus ME.
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Figura 11 - Fotomicrografias representativas do parénquima pulmonar de ratos

falso-operado (FO), submetido a morte encefalica (ME) e tratado com 173-

estradiol (E2). Aumento final de 200x.
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Procedendo-se a analise da expressao proteica da iINOS no parénquima

pulmonar verificou-se maior expressao da enzima no grupo ME em relagédo ao

grupo FO. O tratamento dos animais com o horménio determinou redugao

significativa da expressao da iNOS (Fig. 12).
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Figura 12 - Fotomicrografias e quantificagao da expresséao proteica de iNOS no
parénquima pulmonar de ratos FO, falso operados; ME, submetidos a morte
encefalica; E2,
médiatEPM de 01 amostra/rato e 05 ratos/grupo. Kruskal-Wallis seguido de
teste de Dunn para mdltiplas comparagbes. p<0,0001 FO versus ME e
¢p=0,0035 E2 versus ME.

tratados com 17(3-estradiol.

Os valores representam a
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Com o propdsito de investigar a participagao da eNOS e endotelina-1 no
pulmdo, procedeu-se a pesquisa da expressao proteica e génica destas
moléculas. Verificou-se reducao significativa da expressao proteica da eNOS
no grupo ME comparado ao FO. Esta situagao foi revertida pelo tratamento
com o 17B-estradiol (Fig. 13). A expressao proteica da endotelina-1 n&o variou
entre os grupos. Nao houve diferengas significativas entre os grupos quanto a

expressao génica destas moléculas (Fig. 13).
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Figura 13 - Quantificagcdo das expressdes proteica e génica de eNOS e
endotelina-1 no pulmao. Ratos falso-operados (FO), submetidos a morte
encefalica (ME) e ratos tratados com 17@-estradiol (E2). Os valores
representam a médiatEPM para 02 amostras/rato, 05 ratos/grupo
(imunohistoquimica) e 5 a 6 ratos/grupo (RT-PCR). Os dados da expresséo
génica sao relativos aos valores obtidos de ratos naive. Teste de Kruskal Wallis
seguido de teste de Dunn para multiplas comparagdes. ‘p=0,0055 FO versus
ME e ¢p=0,0003 E2 versus ME.
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Na sequéncia, pesquisou-se a expressao proteica de ICAM-1, PECAM-1 e
VCAM-1 no pulméo. Conforme ilustrado na Figura 14, ndo houve diferencas
significativas entre os grupos com relagdo a expressao de ICAM-1. Observou-
se reducao na expressdao de PECAM-1 pulmonar no grupo ME comparado ao

FO. A expressao de VCAM-1 reduziu-se no grupo tratado com 17B-estradiol.
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Figura 14 - Quantificacdo da expressédo proteica de ICAM-1, PECAM-1 e
VCAM-1 no pulméo de ratos FO, falso operados; ME, submetidos a morte
encefalica; E2, tratados com 17B-estradiol. Os valores representam a
médiatEPM de 02 amostras/rato e 05 ratos/grupo. Kruskal-Wallis seguido de
teste de Dunn para mdultiplas comparagdes. ‘p<0,0001 FO versus ME;
¢p=0,0482 E2 versus ME.
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Avaliando-se a participagcdo de citocinas e quimiocinas no curso do
processo inflamatério pulmonar, observou-se um aumento na concentragao de
IL-10 no grupo ME em relagédo ao grupo FO. Ainda, em relagdo ao grupo ME,
nao houve diferengas significativas nas concentragées de TNF-a, IL-13, CINC-

1 e VEGF (Tabela 2).

Tabela 2 - Dosagem de citocinas no pulmao

FO ME E2 P

TNF-a
378,1+89,62  565,1+93,85  264,2+85,02 0,1373

(pg/mL)

IL-1B
5892+993,2 7711+506,7 6359+1417 0,3928

(pg/mL)

IL-10
158,5+23.23%*  420,1+73,81  205,8+57,89 0,0168

(pg/mL)

VEGF
1836+433,4 856,5+212 1409+367 0,1279

(pg/mL)

CINCA1
1860+162,5 1417+99,60  1200+165,8 0,0136

(pg/mL)

Ratos falso-operados (FO); ratos submetidos a morte encefélica (ME) e ratos
tratados com 17(3-estradiol (E2). TNF-a, fator de necrose tumoral; IL,
interleucina; VEGF, fator de crescimento do endotélio vascular; CINC-1,
quimiocina para neutrofilo induzida por citocina. Os valores representam a
médiatEPM de 4 a 6 ratos/grupo. Kruskal Wallis seguido de teste de Dunn
para multiplas comparagdes. ‘p=0,0217 FO versus ME.

Procedendo-se a dosagem de mediadores inflamatérios sistémicos,
observou-se aumento das concentracoes de TNF-a e MIP-1a e redugcao na
concentragcdo de VEGF no grupo ME em comparagdo ao grupo FO. Com

relagdo ao tratamento dos animais com 17(-estradiol, verificou-se redugcao de
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CINC-1 e aumento de MCP-1 comparado ao grupo ME. Avaliando-se a
participacao de IL-1B, IL-6 e IL-10 observou-se significancia estatistica apenas

com relagéo a IL-10 (Tabela 3).

Tabela 3 - Dosagem de citocinas séricas

FO ME E2 P
TNF-a

1,63+0,35% 18,22+3,23 9,63+5,66 0,0004
(pg/mL)
IL-1B

1,74+0,69 1,14+0,43 3,62+1,36 0,2400
(pg/mL)
IL-10

73,18+19,31 219,2+61,68 73,28+29,29 0,0431
(pg/mL)
IL-6

595,4+179,6 154145722 475,5+121,2 0,2109
(pg/mL)
VEGF

51,29+17,94? 7,38+3,1 22,68+13,07 0,0380
(pg/mL)
MIP-1a

103,9+24,21¢ 297,7+45,46 183,9+54,75 0,0532
(pg/mL)
MCP-1

846,4+71,28 1141+317,2  2774+666,5° 0,0094
(pg/mL)
CINC-1

452,8+95,65 542.6+239,5 30.40+6,261 0,0020
(pg/mL)

Ratos falso-operados (FO); ratos submetidos a morte encefalica (ME) e ratos
tratados com 17B-estradiol (E2). TNF-a, fator de necrose tumoral; IL,
interleucina; VEGF, fator de crescimento do endotélio vascular; MIP-1q,
proteina inflamatéria de macrofago; MCP-1, proteina quimiotaxica de
macrofago; CINC-1, quimiocina para neutrofilo induzida por citocina. Os valores
representam a médiatEPM. Teste de Kruskal Wallis seguido de Teste de Dunn
para multiplas comparagdes. “p=0,0029, ¢p=0,0285, ¢p=0,0386 FO versus ME
e ¥p=0,0429, Tp=0,0157 E2 versus ME.
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Os dados apresentados sugerem que o tratamento com 17B-estradiol
restaura a perfusao na microcirculacdo mesentérica e reduz a lesao pulmonar
induzidas pela morte encefalica em ratos machos.

O comportamento hemodinamico, caracterizado por pico hipertensivo
seguido de periodo hipotensivo, € semelhante ao observado em estudos
experimentais que utilizam o modelo de inducao rapida de morte encefalica, em
diferentes espécies animais (Barklin et al.,2008; Simas et al., 2012a; Wauters
et al., 2013; Zhou et al., 2013).

No presente estudo, verificou-se que os ratos em morte encefalica
apresentaram hipoperfusdo persistente da microcirculacdo mesentérica,
mesmo apos a normalizagdo da pressao arterial. O mesmo fenbmeno foi
descrito na microcirculagdo sublingual e conjuntiva de pacientes em morte
encefalica (Tamosuitis et al., 2016) e em modelos experimentais, incluindo a
observacado da microcirculagdo hepatica, pancreatica e mesentérica de ratos
(Okamoto et al., 1999; Obermaier et al., 2004; Simas et al., 2012a).

O tratamento com 17B-estradiol restaurou a perfusdo na
microcirculagdo mesentérica sem modificar o fluxo sanguineo local. Este
resultado difere de estudo anterior em modelo de isquemia adrtica, no qual o
estradiol aumenta o fluxo, mas nao interfere com a perfusdo na microcirculagao
mesentérica (Rocha de Sousa et al., 2017). Em contraste, Kuebler et al. (2002)
observaram aumento da perfusdo intestinal, hepatica e adrenal apds o uso de
17B-estradiol em modelo de trauma-hemorragia e sepse. Provavelmente,
diferentes modelos, técnicas e leitos microvasculares investigados sejam os
elementos responsaveis pelas diferengas registradas, embora prevalega o

efeito benéfico do horménio sobre a microcirculagio.
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Considerando que a hipoperfusdo mesentérica persistente, induzida
pela morte encefalica, ndo ¢é influenciada pela inibicdo da tempestade
autonbmica (Simas et al., 2015a), investigou-se a participacédo de eNOS e
endotelina-1 nos microvasos mesentéricos. Conforme demonstrado no
presente estudo, ndo houve alteragao na expressao proteica e génica de eNOS
e de endotelina-1 nos ratos submetidos a morte encefalica. Todavia, Oczkowicz
et al. (2014) relatam maior expresséao de eNOS e endotelina-1 em bidpsias
renais de suinos em morte encefalica. Deve-se considerar, entretanto, a
participacdo de outras substincias vasoativas, como prostaciclina e
tromboxano por exemplo, na regulagéo da perfusao microvascular.

Na tentativa de investigar os mecanismos subjacentes aos efeitos do
17B-estradiol na microcirculagdo mesentérica, avaliou-se a influéncia do
hormonio sobre a expressao proteica da eNOS e da endotelina-1. O tratamento
com 17B-estradiol promoveu aumento da expressao da eNOS sem alterar a
expressao da endotelina-1, restaurando a perfusdao no mesentério. De fato,
este efeito protetor do estrogénio é descrito em modelos de lesdo de isquemia
e reperfusdo, através de sua agdo na expressao e atividade da eNOS,
responsavel pelo aumento da produgao de NO (Vacca et al., 1999; Breithaupt-
Faloppa et al., 2013; Rocha de Sousa et al., 2017).

A reducdo na expressdo de substancias vasoconstritoras poderia,
também, contribuir para a restauracédo da perfusao associada ao 17p-estradiol.
Estudos clinicos e experimentais demonstram que este horménio esta
envolvido com a reducgdo da sintese e dos efeitos da endotelina-1 (Akishita et
al., 1998; Lee et al., 2002; Ho et al., 2015). Entretanto, neste estudo, o 178-

estradiol ndo interferiu com a expressao proteica da endotelina-1.
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Estudo recente do nosso grupo (Simas et al., 2015b) demonstrou, por
técnica de microscopia intravital (epi-iluminagao), redugdo da perfusdo na
microcirculacdo pulmonar, 3 horas apds a indugdao da morte encefalica em
ratos machos. No presente estudo, observou-se redugado significativa da
expressao proteica de eNOS, sem alteracdo da endotelina-1, no pulmao de
animais submetidos a morte encefalica. Estudos experimentais apontam, de
modo semelhante, o comprometimento da eNOS pulmonar apds lesdo de
isquemial/reperfusdo no pulméao (Dolkart et al., 2014) e no figado (Lin et al.,
2006). Além do mais, em estudo realizado em pulmdes, improprios para
transplante e submetidos a perfusao ex vivo, evidenciou-se associagao entre o
aumento precoce da eNOS e a melhora da fungcdo pulmonar (George et al.,
2013).

No presente estudo, o tratamento dos animais com o hormbnio 17f3-
estradiol restaurou, por completo, a expressao da eNOS sem modificar a
expressao da endotelina-1 pulmonar. De modo semelhante, Kan et al. (2008)
relatam que o estradiol reduz a les&o pulmonar pelo aumento da expressao da
eNOS em modelo de choque hemorragico. O mesmo foi observado no pulmao
de ratas ovariectomizadas e tratadas com 17B-estradiol em modelo de
isquemia/reperfusao intestinal (Breithaupt-Faloppa et al., 2013).

Na pratica clinica, a lesdo pulmonar associada a morte encefalica é
responsavel pela baixa utilizagdo deste 6rgdo, sendo que menos de 20% sé&o
considerados adequados para transplante (Van Raemdonck et al., 2009). Os
dados, apresentados neste estudo, demonstraram comprometimento
acentuado do parénquima pulmonar no grupo submetido a morte encefalica,

evidenciado pela presengca de edema intersticial e hemorragia, embora sem
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alteragdes significativas quanto ao numero de células polimorfonucleares e
linfomononucleares no tecido pulmonar. Estes achados estdo de acordo com
estudos experimentais que relatam congestdo vascular, edema alveolar,
aumento da permeabilidade capilar pulmonar e hemorragia intra-alveolar
(Rostron et al., 2008; Simas et al., 2012b; Wauters et al., 2013; Zhou et al.,
2013), alteragbes vasculares precoces da leséo inflamatéria pulmonar. Neste
contexto, macrofagos residentes e neutréfilos migrados para o pulmao, quando
ativados, passam a expressar a sintase induzivel do 6xido nitrico (Férstermann
e Sessa, 2012).

Investigando-se a expressdo de iINOS no parénquima pulmonar,
constatou-se aumento expressivo desta enzima nos ratos em morte encefalica,
a semelhanga do que se observa em modelos de trauma/hemorragia e
isquemial/reperfusdo (Lin et al., 2006; Yu et al., 2006). Além do mais, o
aumento da iINOS no parénquima pulmonar associado a morte encefalica
indica que a inflamacdo esta em curso, embora nao se observe, ainda,
diferencga significativa em relagao ao infiltrado inflamatério pulmonar.

O tratamento com o hormdnio 17B-estradiol foi efetivo em restringir a
evolugdo do edema e hemorragia pulmonar apés a morte encefalica em ratos
machos. Além disso, reduziu-se a expressao de iINOS no parénquima pulmonar
sob o efeito do hormoénio. Este achado esta em consonancia com estudo
anterior que associa o 17B3-estradiol a reducéo da expressao de iNOS pulmonar
em modelo de trauma/hemorragia (Yu et al., 2006). De fato, o estradiol exibe
efeito protetor pulmonar em modelos de trauma/hemorragia e de
isquemial/reperfusdo (Yu et al., 2006; Hamidi et al., 2011; Hsu et al., 2013;

Breithaupt-Faloppa et al., 2014).
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A disfuncéo da microcirculagdo associada a morte encefalica deflagra a
ativacao endotelial resultante, em grande parte, da queda acentuada da
concentracao sérica de corticosterona, desencadeando a inflamacao sistémica
(Barklin, 2009; Floerchinger et al., 2012; Simas et al. 2012a; Ritschl et al.,
2016). A liberagdo de citocinas, quimiocinas e a expressao diferenciada de
moléculas de ades&o endoteliais, determinam o recrutamento de neutrofilos,
linfocitos € mondcitos para os tecidos ampliando, desta forma, a inflamacao
nos diferentes 6rgaos (Cypel et al.,, 2011). De fato, no presente estudo
verificou-se aumento da expressao de ICAM-1 no mesentério e reducado da
PECAM-1 no pulmado de ratos submetidos a morte encefalica. Nao houve,
entretanto, alteracao significativa nos niveis de P-selectina (mesentério), ICAM-
1 (pulméo) e VCAM-1 (mesentério e pulmao). Em estudo anterior, Simas et al.
(2012a) demonstraram aumento da expressao de ICAM-1 na microcirculagao
mesentérica de ratos em morte encefélica. Zweers et al. (2004) observaram
que a morte encefalica esta associada ao aumento da expressao de VCAM-1
no pulmao, sem alteracdo da expressdo de ICAM-1 pulmonar. Além disso,
evidéncia clinica sugere que a expressdao de ambas moléculas, ICAM-1 e
VCAM-1, relaciona-se a pior prognostico no transplante renal (Nijboer et al.,
2005).

Considerando que a inflamagédo sistémica deflagrada pela morte
encefalica em ratos machos esta associada, de modo paradoxal, a leucopenia
persistente (Simas et al., 2012a) e que a redugdo da atividade da medula
O0ssea nao esta relacionada a alteracdes na expressao de moléculas de adesao

granulociticas (Menegat et al., 2017), sugere-se que a inflamagao sistémica e
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progressiva observada em doadores em morte encefdlica depende,
essencialmente, da ativagao da célula endotelial.

Conforme demonstrado, o 17B-estradiol reduziu a expressdo de VCAM-
1 no mesentério e pulméo, sem modificar a expressao das demais moléculas
investigadas. Em modelo de isquemia intestinal verificou-se que o 173-estradiol
reduz a expressao de ICAM-1 e VCAM-1 pulmonar (Breithaupt-Faloppa et al.,
2014). Rocha de Sousa et al. (2017) demonstraram que o horménio reduz a
expressao de ICAM-1 e P-selectina no mesentério de ratos em modelo de
oclusdo aortica. Em cultura de células endoteliais oriundas de aorta humana
Hou e Pei (2015) relataram menor expressao de ICAM-1 e VCAM-1 sob efeito
do 17B-estradiol, sendo este efeito mais proeminente sobre a molécula VCAM-
1. Portanto, atuando a nivel da microcirculagdo o horménio 17B-estradiol reduz,
de um modo geral, a ativagao endotelial associada a morte encefalica.

Evidéncias clinicas e experimentais demonstram aumento das
concentracdes séricas de citocinas e a presenca de infiltrado inflamatério em
diferentes 6rgaos na vigéncia da morte encefalica (Zweers et al., 2004; Stoica
et al., 2005; Skrabal et al., 2005; Avlonitis et al., 2005; Carpenter et al., 2017).
Estudos conduzidos em modelo de morte encefalica relatam elevagao sérica de
IL-1B8, IL-6, TNF-a e CINC-1 (Skrabal et al., 2005; Rostron et al, 2008). Neste
estudo, verificou-se aumento de TNF-a e MIP-1a e reduc¢do de VEGF no soro
com aumento de IL-10 no pulm&o de ratos em morte encefalica.

O tratamento dos animais com 17(-estradiol promoveu aumento de
MCP-1 e redugdo de CINC-1 séricos. Em adicdo, observou-se no pulméo
alteracao significativa da concentragdo de CINC-1 sob influéncia do hormdnio.

Estudos prévios demonstram que o hormdnio 17B-estradiol reduz a
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concentracdo da quimiocina CINC-1 em modelos experimentais de pancreatite
(Yang et al., 2011) e de isquemia-reperfusdo (Shimizu et al., 2008; Breithaupt-
Faloppa et al., 2014; Ricardo-da-Silva et al., 2017).

Conforme demonstrado, a dose de 17B-estradiol (280 ug/Kg) atingiu
concentracao sérica efetiva. A definicdo da dose baseou-se em resultados de
estudos prévios, com ratos machos, em modelos de isquemia/reperfusdo e
oclusao adrtica (Breithaupt-Faloppa et al., 2014; Rocha de Sousa et al., 2017),
apesar da ampla variagao de doses descritas na literatura (Kuebler et al., 2002;
Doucet et al., 2010; Sharawy et al., 2011).

Ao se considerar os efeitos do horménio 17B-estradiol sobre as
alteracbes decorrentes da morte encefalica, restaurando a perfusao
mesentérica e reduzindo a inflamagdao pulmonar, sugere-se que a acéao
benéfica do estradiol reside na modulagcao das sintases do 6xido nitrico, eNOS
e iNOS. De fato, o horménio aumenta a expressao proteica e génica da eNOS
na microcirculacdo mesentérica e a expressao proteica da eNOS na
microcirculacao pulmonar, favorecendo a perfusao tecidual. Ao mesmo tempo,
a expressao de iNOS no parénquima pulmonar reduz-se sob a influéncia do
17B-estradiol, reduzindo a lesdo pulmonar.

Considerando os resultados obtidos, sugere-se que os efeitos
vasculares do 17@-estradiol sobre a microcirculagcdo mesentérica e pulmonar
envolvem vias de sinalizagdo rapida, decorrentes da ativagao de receptores do
horménio localizados na membrana plasmatica da célula endotelial (Menazza e
Murphy, 2016), embora o horménio tenha promovido aumento incipiente da

expresséo génica de eNOS no mesentério.
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Em suma, os efeitos vasculares protetores e as propriedades anti-
inflamatdrias do 17B-estradiol, demonstrados neste estudo, sugerem que o
hormonio pode ser considerado terapia promissora na manutencao da funcao

organica do doador de 6rgaos.



6. Conclusoes
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Com base nos resultados obtidos, € possivel concluir que a

administracao de 173-estradiol a ratos machos, em morte encefalica:

e Restaurou a perfusdo na microcirculacdo mesentérica;

¢ Restringiu 0 edema e a hemorragia pulmonar;

¢ Reduziu a expressao de iNOS no pulméao;

e Aumentou a expressao proteica de eNOS na microcirculagao
mesentérica e pulmonar, sem alterar a expressao proteica de
endotelina-1;

e Aumentou a expressao génica de eNOS no mesentério, sem alterar a
expressao génica de endotelina-1;

e Reduziu a expressao de VCAM-1 no mesentério e pulmao;

e Aumentou as concentragdes séricas de MCP-1 e reduziu CINC-1 no

soro e pulméao.
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