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Resumo

A lesdo de isquemia e reperfusao pulmonar (LIRI) é a principal causa de
disfuncdo precoce do enxerto apds o transplante pulmonar. Diferentes
substancias tém sido utilizadas na tentativa de proteger o pulméo na fase inicial
pos-transplante e melhorar o desempenho do enxerto com pouco resultado
tanto a curto quanto em longo prazo. O peptideo liberador gastrina (GRP) esta
envolvido na indugdo de respostas imunes inatas adaptativas por induzir a
quimiotaxia de mastdcitos, migragcdo de macrofagos e proliferagéo de células T
e fibroblastos. Este agente foi capaz de proteger o dano tecidual em outros
modelos experimentais de inflamacgao, incluindo sepsis pds-isquemia e
perfuragdo de ceco, artrite e colite induzidos por drogas. O efeito protetor foi
atribuido ao bloqueio na liberacdo de citocinas proé-inflamatérias, como da
interleucina -1 beta (IL-18) e TNF- alfa (TNF-a), e inibigdo de migragdo de
mononucleares. Nesta tese o efeito protetor do antagonista do receptor de
peptideo liberador de gastrina (GRPR), o RC-3095 (RC) endovenosamente
administrado antes e depois da reperfusao foi estudado em modelo animal de
LIRI. Vinte ratos Wistar foram randomizados em quatro grupos: (SHAM),
Isquemia-reperfuséo (IR), administracdo de RC Pré-IR (RC-Pré) e RC Pds-IR
(RC-P6s). Apos a reperfusdo, os animais foram observados por 120 minutos.
Foi realizada a anadlise histolégica, com verificacdo de escala de lesao
pulmonar, e imunohistoquimica para Caspase clivada - 9 e oxido nitrico
sintetase endotelial (eNOS). Expressao de IL-18 e TNF-a foram quantificadas
por Enzime-Linked Immunosorbent Assay (ELISA). Uma redugao significativa
na pressao arterial média foi observada nos grupos IR e RC - Pré quando
comparado com seus valores antes da reperfusdo (p < 0.001). No final do
experimento o grupo RC-Pés apresentou uma reducgéao significativa na presséo
arterial de oxigénio em relacao ao inicio (p=0.005). Observou-se maior
expressdo de Caspase - 9 clivada no grupo RC-Pés (p>0.013), quando
comparado aos demais grupos. N&o houve diferenga significativa na captagéo
da eNOS entre os grupos (p=0.206). Os grupos RC - Pré e Pds mostraram
discreta reducdo, ndo atingindo significancia estatistica, da IL-1B (p=0.159) e
TNF- a (p= 0.260), quando comparado com o grupo IR. Nao houve diferenga
estatistica entre as médias dos escores histoldgicos entre os diferentes grupos.
e SHAM. Notavelmente, quando administrado apds reperfusdo parece
potencializar dano celular estimulando a apoptose. Concluindo, a utilizagdo do
antagonista do peptideo liberador de gastrina, RC-3095, ndo produziu efeito
protetor significativo na resposta inflamatéria em pulmdes de ratos. Estudos
adicionais devem ser implementados para confirmar estes achados.

Palavras-chave: Isquemia-reperfusdao; resposta antiinflamatoéria; apoptose;

lesao de reperfusdo; GRPR.



Abstract

Lung ischemia reperfusion injury (LIRI) is the main cause of early graft
dysfunction and death after lung transplantation. Several methods and
substances have been used as an attempt to protect the lung during the early
phase after transplantation and improve graft performance at short and long
term with limited results. The selective gastrin-releasing peptide receptor
(GRPR) antagonist RC-3095 (RC) was shown to protect from damage in
various models of inflammation, including sepsis due to cecal ischemia and
perforation, drug-induced arthritis and colitis, probably due to the inhibition in
the release of proinflammatory cytokines, such as interleukin-1-beta and TNF-
alpha, as well as interference with mononuclear migration. In this thesis, the
protective effect of the selective gastrin-releasing peptide receptor (GRPR)
antagonist RC-3095, administrated intravenous before and after reperfusion
was studied in an animal model of LIRI. A total of 20 Wistar rats were
randomized in four groups: (SHAM), Ischemia-reperfusion (IR), RC Pre-IR (RC-
Pre) and the RC Post-IR (RC-Post) .The IR groups were submitted to a model
of ischemia/reperfusion by clamping of the left pulmonary hilum for 45 minutes
followed by reperfusion for 120 minutes. We recorded the hemodynamic
parameters, blood gas analysis and histology. We analyzed Cleaved Caspase-9
and endothelial nitric oxide synthase (eNOS) by immunohistochemistry.
Expression of IL-13 and TNF-a was evaluated by Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA). We observed that the final mean arterial
pressure significantly decreased in IR and RC Pre-IR compared to their values
before reperfusion (p < 0.001).The RC-Post group showed significant decrease
of partial pressure of arterial oxygen at the end of the observation compared to
baseline (p=0.005). Caspase-9 activity was significantly higher in the RC-Post-
IR as compared to the other groups (p < 0.013). No significant differences were
observed of eNOS activity among the groups. The groups RC Pre-IR e RC
Post-IR did not show a significant decrease of IL-1B3 (p=0.159) and TNF-a (p=
0.260), as compared to IR. The histological score showed no significant
differences among the groups. Notably, its use after reperfusion seems to
potentiate cell damage, stimulating apoptosis In conclusion, RC3095, a
selective GRPR antagonist failed to demonstrate a significant protective effect
in our LIRI model in male Wistar rats. Further studies to address this question
are warranted.

Keywords — Ischemia; Reperfusion; Apoptosis; anti-inflammatory response;
lung injury; gastrin-releasing peptide receptor antagonist
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1. Introdugao

O primeiro transplante pulmonar em seres humanos foi realizado nos
Estados Unidos da América, na Universidade do Mississipi, em 1963, em um
paciente portador de carcinoma de pulmao, que depois de 18 dias evoluiu a
obito. Apds 20 anos, o grupo de transplante de pulmdo de Toronto, Canada,
realizou a primeira cirurgia com sucesso. No Brasil, o primeiro transplante
pulmonar foi realizado em Porto Alegre no ano de 1989".

As indicacbes para o transplante de pulmio estdo bem definidas em
protocolos estabelecidos pela American Thoracic Society (ATS)?> e sao
universalmente aceitos. As principais condicdes que levam o paciente ao
transplante pulmonar sdo a doenga pulmonar obstrutiva crénica, fibrose cistica,
fibrose pulmonar idiopatica, bronquiectasia, hipertensdo pulmonar primaria e
sindrome de Eisenmenger (enfisema acompanhado ou ndo de deficiéncia de
alfa-1 antitripsina). Atualmente, € uma opc¢ao terapéutica bem estabelecida
para o doente de 65 anos ou menos, portador de pneumopatia terminal nao
neoplasica, com condicdo ambulatorial preservada e perfil psicossocial
adequado, sem outras comorbidades, e sem alternativas terapéuticas - esse
seria considerado candidato potencial ao transplante®.

No Brasil, o transplante pulmonar é o tratamento de escolha para
pacientes com doencgas pulmonares em fase terminal®. De acordo com dados
fornecidos pelo Registro Brasileiro de Transplantes da Associagao Brasileira de
Transplantes de Orgdos (ABTO), no ano de 2013, realizamos 80 transplantes
pulmonares no Brasil, com um significativo aumento de 55% nos ultimos dois
anos. Este numero de transplantes foi realizado em apenas quatro estados
com hegemonia do Rio Grande do Sul. Porém, recentemente, a ABTO emitiu
um sinal de alerta divulgando uma queda preocupante do numero de
transplantes realizados no pais. O transplante de pulmao, que ja é realizado
em menor numero em relagdo aos outros 6rgaos, caiu 55% no primeiro
trimestre de 2014°.

O sucesso do transplante pulmonar depende de varios fatores, como o
tempo de isquemia toleravel mais reduzido do que para a maioria dos outros
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orgaos, condig¢des clinicas do receptor, além do proprio ato de implantagéo do
enxerto®. Alguns eventos estdo associados ao risco elevado do
desenvolvimento da lesdo de isquemia - reperfusédo (IR), como a necessidade
de circulagao extracorpdrea no intra-operatério, o uso de hemoderivados, o
tempo de isquemia dos enxertos superior a 6 horas, e a utilizagdo de pulmbdes
de doadores considerados nao ideais. As solucdes de preservacdo pulmonar
com elevado conteudo de potassio também estdo relacionadas na génese da
lesdo de IR’

A lesao de IR compreende uma série de fenbmenos que decorrem da
recirculagdo do sangue (reperfusdo) em um érgéo cuja circulagdo sanguinea foi
interrompida temporariamente (isquemia). O produto final desta sequencia de
eventos serd a alteragdo da permeabilidade capilar cuja graduacao sera
diretamente proporcional ao grau do dano isquémico o qual, por sua vez, pode
variar do edema intersticial até a ruptura vascular com hemorragia, também
caracterizada por edema pulmonar e extravasamento de neutréfilos®.

Varios estudos sugerem um papel central das espécies reativas de
oxigénio (ERO) na lesédo por isquemia e reperfusdo®, que estd marcada pelo
aumento das ERO e de outros radicais livres, podendo ter papel crucial na
sucessdo de eventos que levam a faléncia pulmonar'®. Nos pulmées, as ERO
estao relacionadas a ativacdo de processos inflamatoérios por meio de fatores
de transcrigdo, tais como o fator nuclear — kappa B (NF-kB), estimulando o
remodelamento de cromatina e a expressdo génica de mediadores proé-
inflamatérios’".

A lesdo de IR que, em sua forma clinica grave, é também conhecida
como disfungdo primaria do enxerto (DPE) é um obstaculo ao sucesso dos
transplantes pulmonares estando associada a elevada morbimortalidade nos
primeiros dias apos o transplante e, a médio e longo prazo, ao
desenvolvimento de bronquiolite obliterante, como forma de rejeigdo crénica,
que ocorre em 15 a 25% dos casos. A sobrevida dos transplantados no
primeiro ano é de 67%'2.

Diversas estratégias tém sido adotadas para minimizar os efeitos da
lesdo de IR sobre os pulmdes transplantados, com destaque para o pré-
condicionamento do enxerto a ser implantada13, a utilizacao de solucado de

preservacdo com baixo conteudo de poté\ssio14 e 0 uso de drogas tanto em
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carater clinico quanto experimental15. Estudos se concentraram em adicionar
substancias, tais como prostaglandinas16 as solugdes de preservacdo e no
momento da reperfusdo dos enxertos pulmonares, aplicacdo de ventilagcao

I'” o uso de substancias antioxidantes, como a N-Acetilcisteina’®

liquida parcia
e, mais recentemente, de substancias antiinflamatérias, como inibidores do
peptideo ativador de plasminogénio® e inibidores da elastase neutrofilica® .

O desenvolvimento da lesdo de IR pulmonar, além de ser responsavel
por uma alta taxa de mortalidade e morbidade, estd sendo associada ao
prolongamento da duragdo da ventilagio mecanica e do tempo de
permanéncia, quer nas unidades de cuidados intensivos, quer nas unidades
hospitalares. A lesdo de IR do pulméo tem, portanto, um impacto significativo
na recuperagao do estado de saude dos doentes e, consequentemente, no
aumento do consumo dos recursos de satde'?.

A utilizacdo de novas moléculas com potencial antioxidante e/ou anti-
inflamatério na lesdo de reperfusdo pulmonar vem sendo exploradas e
demonstra ser um racional importante na busca de novas alternativas
terapéuticas que possam aumentar o sucesso do transplante pulmonar.

O RC-3095 é um peptideo sintético com agao antagonista do GRPR.
Nosso grupo de pesquisa tem estudado este agente e seus efeitos
antitumorais, inclusive com uma avaliagdo inicial de seguranga em
participantes de pesquisa com neoplasias soélidas avangadas”.

Além disso, resultados obtidos por nosso grupo? e outros® sugerem que o
RC-3095 possa reduzir morbidade e mortalidade em modelos de sepse? em
roedores, apos inducao de isquemia e perfuragao de ceco bem como artrite®,
colite® e uveite® induzida por agentes quimicos.

Baseado na hipdtese que o RC-3095 possa interferir em processos
inflamatorios envolvidos na génese da IR, serdo descritos nesta tese os
resultados obtidos em um estudo exploratério com o agente em um modelo
experimental de lesdo induzida por clampeamento da artéria pulmonar em

ratos.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. ESTRATEGIAS PARA LOCALIZAR E SELECIONAR AS
INFORMAGOES

Esta revisdo da literatura observara os principais aspectos relacionados
e implicagdes que ocorrem durante o processo de isquemia e reperfusio,
principalmente no contexto da lesdo de reperfusdo pulmonar em modelo
experimental. Também revisamos o papel do RC-3095, aspectos sobre a
molécula e os resultados encontrados em diversos estudos com animais e
clinicos. A estratégia de busca envolveu as seguintes bases de dados:
Pubmed, SciELO e banco de teses da Capes, no periodo de 1997 a 2014.
Foram realizadas buscas através dos termos “Lung Ischemia-reperfusion,

Injury, inflammatory process, drug terapy e combinagbes”.

2. 1. 1. Aspectos sobre Isquemia e Reperfusao

Uma determinada area ou tecido esta sujeito a isquemia quando se
verifica uma interrupgao ou deficiéncia no fornecimento sanguineo, resultando
um aporte insuficiente de oxigénio e nutrientes durante um determinado
periodo de tempo. A isquemia €, assim, causa de disfuncdo e morte de tecido
em varias situagdes clinicas, sendo que as suas consequéncias poderao ser
completamente ou parcialmente reversiveis ou irreversiveis conforme o tipo de

tecido, a intensidade e o tempo ao qual esteve sujeito a isquemia 2

O restabelecimento do fluxo sanguineo, apds um periodo de isquemia, é

designado de reperfusdo?®.

O termo lesao de IR, também designado leséo de reperfusdo, é utilizado
para definir alteragdes funcionais e estruturais resultantes da reperfusdo de

tecidos isquémicos, inicialmente viaveis®.

Embora a restituigdo do fluxo sanguineo ao tecido isquémico seja
inequivocamente essencial na prevencao de danos celulares irreversiveis,

evidéncias clinicas e experimentais tém demonstrado que as principais
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disfuncdes celulares e teciduais observadas se relacionam com a reperfusao.
Ao longo dos anos, a lesdo de IR tem sido alvo de investigagdo em diferentes
orgaos, como o intestino, rins, coragéo e cérebro, entre outros. Nestes 6rgaos,
a isquemia resulta em hipoxia ou andxia do tecido, e diversos estudos referem
um agravamento das lesdes produzidas pela isquemia apds a reintrodugao do
aporte de oxigénio®. E também importante salientar que a leso de IR, além de
afetar o 6rgdo sujeito a isquemia, pode também estender-se a outros 6rgdos a
distancia. A lesdo pulmonar causada por IR intestinal € um dos exemplos

dessa situacao®".

A fisiopatologia da lesdo provocada por IR compreende uma série de
mecanismos complexos. Durante a isquemia, verifica-se um acumulo de
metabdlitos toéxicos, provenientes da degradacdo de ATP. Na fase de
reperfusdo, as liberagbes desses metabdlitos, em conjunto com a
reoxigenagao, promovem, por meio de reagdes enzimaticas, a formacéo de
especies reativas de oxigénio”. Ainda na fase de reperfusdo, observa-se o
desenvolvimento de uma cascata inflamatéria e o consequente envolvimento
do sistema imunolégico, o que resulta na ativagdo do endotélio vascular,
aumento da sua permeabilidade, expressdo de moléculas de adesao e de
mediadores pro-inflamatérios (citocinas, fatores de ativagdo plaquetaria,
leucotrienos, selectinas, endotelinas), ativagdo da cascata do complemento e

mobilizac&o de leucdcitos polimorfonucleares®°.

Considerando especificamente a IR do pulmao, € importante salientar
que esta difere fisiologicamente daquela que se observa em outros 6rgaos. A
isquemia pulmonar nao resulta obrigatoriamente em hipdxia ou andxia do
tecido, pois as células do tecido pulmonar tém a capacidade de utilizar o
oxigénio proveniente das trocas gasosas alveolares, se a ventilacdo se
mantiver. Assim, a IR pulmonar n&o € sinGnimo de anoxia-reoxigenagao,
apesar de também originar espécies reativas de oxigénio e,
consequentemente, lesdes oxidativas®®.

Varios estudos sugerem um papel central das espécies reativas de
oxigénio (ERO) na leséo por IR que esta marcada pelo aumento das ERO e de
outros radicais livres, podendo ter papel crucial na sucessao de eventos que
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levam a faléncia pulmonar®’. Acredita-se que a lesao de IR seja decorrente de
um aumento das ERO, as quais desencadeiam uma resposta do enxerto
resultando em uma ativagao da resposta imune adaptativa (rejeigdo aguda) por
meio da ativagao de células apresentadoras de antigeno38. ERO sé&o produtos
do metabolismo normal da célula. As maiores fontes desses radicais sao a
cadeia de transporte de elétrons da mitocéndria, o reticulo endoplasmatico e a
nicotinamida-adenina dinucleotideo (NADH/NADPH) oxidase associada a
membrana. Em baixas concentragdes, as ERO atuam como mediadores
fisioloégicos de resposta celular e reguladores da expressao génica. Em altas
concentragbes, podem gerar uma cascata bioquimica, produzindo
lipoperoxidagdo, oxidagdo de proteinas, dano de DNA, morte celular e
contribuir para a ocorréncia de situagdes patologicas®. A producdo de ERO
intracelulares tem sido observada em varios tipos celulares do tecido
pulmonar®’, incluindo células endoteliais*!, epiteliais alveolares do tipo I,

células claras, epiteliais ciliadas e macréfagos alveolares*,

Contudo, o tempo de isquemia toleravel pelo pulméo é de apenas 4 a 7
horas, bastante mais reduzido do que para a maioria dos outros érgaos, como
rim, figado ou coragéo, que reforga a necessidade de aprofundar as alteragdes
celulares que ocorrem no tecido pulmonar a cerca da ocorréncia de IR. No
campo da cirurgia toracica, os mecanismos responsaveis pela lesdo de IR do
pulmao ocorrem frequentemente apos bypass  cardiopulmonar,
tromboendarterectomia,  ressecgdo  (lobectomia, @ segmentectomia e
pneumonectomia) e transplante pulmonar que €, indubitavelmente, a situagao

clinica que melhor representa a lesao de IR do pulméo”.

2. 1. 2. Bombesina / Peptideo Liberador de Gastrina (GRP)

A bombesina (BBS) € um peptideo primeiramente isolado por Anastasi e
colaboradores a partir da pele dos sapos Bombina bombina em 1971%.
Estudos imuno-histoquimicos mostraram a presenca da BBS-imunorreatividade
no sistema nervoso central (SNC) e trato gastrointestinal em varias espécies,
incluindo ratos, porcos, cachorros e humanos. Contudo, a imunorreatividade

nao é somente devida a BN como também aos peptideos relacionados: GRP,
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decapeptideo neuromedina-B (NM-B) e neuromedina C (NM-C)*. Todos esses
peptideos fazem parte da familia dos BLP. Um analogo mamifero da
bombesina, com potente atividade liberadora de gastrina, o GRP, foi
caracterizado quimicamente em1978 a partir do tecido gastrico de suinos?®.
Esse peptideo apresenta 27 aminoacidos e é estruturalmente homdlogo a BBS
de anfibios, tendo em comum nove dos dez aminoacidos da porgao
carboxiterminal. Estudos direcionados ao GRP tém mostrado que o mesmo
encontra-se em varios tecidos de diversas espécies de mamiferos, incluindo
trato gastrointestinal (Bjomskov-Bartholdy, Bersani e Holst, 1991), glandula
pituitaria (Larsen et al., 1989), trato geniturinario e articulagdes (Chu et al,,
1995), medula espinhal (Fuxe et al., 1983), ganglios simpatico e sensorial
(Panula et al., 1983; Helen et al., 1984), glandula adrenal (Lemaire et al., 1986),
pulm&o (McKillop et al., 1990), tiredide (Conlon et al., 1998), e cérebro
(Hernanz A, 1990)..

2. 1. 3. Funcdes fisiolégicas do GRP

O GRP possui importante papel em varias atividades bioldgicas, tais
como crescimento tecidual®’, modulagdo do trato gastrointestinal, SNC, trato
respiratorio e resposta imune. Relacionado ao crescimento celular do tecido
normal e neoplasico, os efeitos foram estabelecidos na mucosa intestinal
normal*, pancreas*®, neoplasias do pulmao®, préstata®’, estomago®, célon®®,
mama®* e através da mediagdo dos receptores de membrana especificos nas

células-alvo®.

Relacionado ao trato gastrointestinal, o GRP modula a secregao gastrica
e pancreatica através da ativacdo das células G e consequente liberacdo de
colecistocinina e gastrina, regulando a secregao do acido gastrico e fungdes
motoras na musculatura estomacal (Ghatei, 1982). No péncreas, estimula a
liberagcdo de neurotensina, motilina, peptideo pancreatico, insulina e glucagon
(Minamo, 1983). No SNC, tem sido envolvido na modulagdo da saciedade
(McCoy e Avery,1990), termorregulacao (Brown, Carver e Fisher, 1988),

homeostase, ritmo cicardiano (Albers, 1991), metabolismo (Hill e McDonald,
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1992) e na participagdo em desordens psiquiatricas e neurolégicas
desempenhando papel neuroimunoregulatorio importante na patogenia da

ansiedade, depressao, esquizofrenia, autismo e deméncia®®.

Finalmente, o GRP, assim como outros BLP, esta envolvido em diversas
fungdes fisioldgicas, tanto em animais como em culturas de tecido*®* desde o
crescimento de células e diferenciacéo de epitélios derivados de tumores® até
o desenvolvimento e regulacdo da resposta imune através de agdes diretas
sobre as células do sistema imunoldgico, como a ativagdo de processos

inflamatérios a partir da migragdo de macréfagos in vivo®.

2.1.4. Bombesina e seus receptores

O GRPR é uma proteina de superficie celular ligante com alta afinidade
a BSS, GRP, assim como a peptideos intimamente relacionados. O GRPR,
clonado no inicio da década de 1990, desencadeia alteragdes intracelulares
que influenciam o comportamento celular®, interage com proteinas G e ativa a
liberagdo de inositol-trifosfato, com aumento do calcio inico intracelular.
Esses receptores apresentam uma ampla distribuicdo no SNC e no tecido
periférico, incluindo o trato intestinal de murinos, suinos, caninos e em seres
humanos. S&o encontrados em altos niveis no musculo liso (intestino,
estomago e bexiga) e em glandulas secretoras, como o pancreas, por exemplo.
Também ¢é encontrado em varias linhagens celulares como, por exemplo,

fibroblastos de Swiss 3T3, carcinoma de pulmonar de pequenas células™.

Linfocitos, neutrofilos, eosinofilos, macréfagos, mastocitos e células
endoteliais expressam o receptor GRP. A ativacdo do receptor do GRP tem
efeitos imunoldgicos, incluindo quimioatragdo de macréfagos peritoneais,
mondcitos e linfocitos®, ativagdo de células natural killer (NK)*® e citotoxidade
dependente de anticorpos®®. Além disso, induz a proliferacdo de mastécitos e
quimiotaxia in vitro, sendo implicado na patogenia de doengas pulomonares®® e

artrite reumatoéide®”.
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O GRP e o GRPR sao expressos de forma aberrante em células
tumorais e o GRP tem sido considerado um dos mais importantes fatores de
crescimento tumoral®. Estudos demonstraram em modelos tumorais distintos e
em estudos com seres humanos que a via de ativagdo do GRP e seu receptor
co-estimulam vias de proliferagéo celular e da angiogénese, como o fator de
crescimento epidérmico (EGF), fator de crescimento vascular (VEGF), quinases
(Akt, mTOR) entre outras® . Estas vias de sinalizagdo celular estdo envolvidas
em eventos inflamatérios ativados durante a lesdo vascular, como as lesdes

que ocorrem em processos isquémicos®.

2. 1. 5. Neuropeptideos e Inflamacgéao

Neuropeptidios sdo peptideos liberados por neurbnios que atuam como
mensageiros intracelulares exercendo inumeras fungdes modulatorias do
sistema nervoso. O espectro da sua acao é restrito, isto se da de acordo como
o tipo de neuropeptidio e o local da agao®. A evidéncia do seu envolvimento
em doencas inflamatdrias tem focalizado predominantemente no papel pro
inflamatdrio da substancia P%°, GRP®® e nociceptina/orphanina FQ®, bem como
efeito imunomodulador do peptideo Y®® e atividade anti inflamatéria do
peptideo vasoativo intestinal (VIP)*°. Dessa forma, o mecanismo de agdo dos
neuropeptidios na modulagdo das doengas inflamatérias €, em grande parte,
pela influéncia na producéo de citocinas.

O neuropeptideo GRP esta envolvido na indugdo de resposta imune
inata e adaptativa por induzir a quimiotaxia de mastdcitos, migragdo de

macrofagos e proliferacédo de células T e fibroblastos’® 7!

. Muitas doencas
pulmonares inflamatdrias agudas e crénicas estdo associadas com hiperplasia
de células neuroendocrinas pulmonares (PNEC) e/ou niveis elevados de
peptideos derivados de PNEC®'. Essas células epiteliais das vias aéreas
secretam neuropeptideos bioativos incluindo GRP, que afeta a proliferacdo e
diferenciagao celular, regulando aspectos da fungdo neuroenddcrina quando
ligado a seu receptor, o GRPR?"3. No entanto, a expressao excessiva do
neuropeptideo GRP e de seu receptor podem promover alteragdes fisioldgicas

e estarem relacionadas ao desencadeamento de doencas’’. Quando
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macrofagos sao ativados, secretam GRP, que por sua vez exerce uma fungao
importante entre as células do sistema imune no desenvolvimento de doengas
inflamatorias. Neste contexto o RC-3095, foi abordado em estudo com animais

demonstrando um potencial efeito anti-inflamatério”™.
2.1.6. RC - 3095 — Antagonista do GRPR

O antagonista da BN, RC-3095, foi sintetizado através de uma técnica
de fase sélida da resina benzidrilamina no laboratério de Shally (Universidade
de Tulane, New Orleans)”. Na posicdo 6, a forma D do analogo Trp 2, 3, 4, 9
tetrahidro-1H-pirido (3,4-b) acido indol-3-carboxilico (Tpi) foi introduzida no
nonapeptideo Leu 13 w(Ch2-NH) Leu 14-Bombesina. A reducdo da ligagao
peptidica entre a posi¢cao 13 e 14 foi introduzida utilizando-se uma reagao de
alquilacdo redutiva’. O antagonista da BN foi sintetizado como dois diferentes
sais. O D-212663 é um sal triflior-acetato e o D-22213 é um sal acetato’”.

Diversas pesquisas mostram que a meia-vida de peptideos relacionados
a BLP, como o GRP, é muito curta na circulacdo, devido a sua rapida
metabolizagdo. Assim, os efeitos de BN, GRP e seus antagonistas aparecem
rapidamente mais sao relativamente de curta duracdo. Estudo in vivo mostra
que a meia-vida de varios antagonistas da BN/GRP estdo entre 154 e 1.388
minutos’®. Experimentos em modelos animais demonstraram que niveis de RC-
3095, no sangue, decrescem rapidamente apds inje¢cdo intravenosa ou
subcutanea, decaindo rapidamente e tornando-se indetectaveis apos 3-5
horas’®. Quando e administrado pela via cutanea, os efeitos do RC-3095 s3o
obtidos em 15-30 minutos ap6s a inje¢cdo e terminando em poucas horas.
Observa-se inibicdo significativa da liberagdo da gastrina diminuindo a
elevacdo de glicose no plasma, causada pelo GRP®.

Em relagdo ao perfil de seguranga, estudo clinico de fase | em sujeitos
com diferentes tipos de cancer em estagio avangado nao demonstrou nenhuma
reacado adversa significativa, mesmo em doses mais elevadas que variaram
entre 8 a 96ug/Kg’™.

O RC-3095 vem sendo estudado nos ultimos anos em uma abordagem
exploratéria a fim de elucidar o seu mecanismo de agdo como agente na

cadeia anti-inflamatéria. Os efeitos do RC-3095 foram demonstrados em
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modelos bem estabelecidos de sepse experimental de ligacdo e perfuragao
cecal (CLP) e dano pulmonar agudo®’. Nesses modelos propostos, 0 RC-3095,
melhorou as taxas de sobrevida reduzindo a insuficiéncia orgénica e o infiltrado
inflamatdrio. Além disso, modulou a liberagao de citocinas pro-inflamatérias (IL-
18, TNF-a) por macréfagos ativados, bloqueando diversos processos
associados a progressao da sepse.

Em modelo experimental de artrite induzida por adjuvante completo de
Freund em ratos, o RC-3095 exerceu significante inibicdo na inflamacgéo
articular diminuindo os niveis séricos de IL-1B8, TNF-qa, interleucina-6 (IL-6) e
interleucina-10 (IL-10) em relagdo ao grupo controle®”. Em outro estudo com
modelo animal de colite ulcerativa, também verificou a sua atividade anti-
inflamatéria associada com a redugdo de TNF-a na express&o coldnica®.

Outro recente estudo de 2012 demonstrou que houve a diminuigdo da
inflamacdo em culturas de macréfagos peritoneais seletivamente para
interleucinas pro-inflamatérias e TNF-a e ndo para IL-10, que é anti-
inflamatdria, sob a agdo do RC-3095. De forma interessante, o RC-3095 atua
exercendo uma quimiotaxia na fase inicial do processo inflamatério recrutando

neutrofilos a partir da migragdo de macrofagos in vivo®.

2. 1. 7. Evolucao dos estudos realizados nesse modelo experimental

Como ja referido anteriormente, o transplante pulmonar é a situagéo
clinica que melhor representa a ocorréncia da lesdo de IR em pulm&o. Dado
que este procedimento se tem revelado benéfico e é cada vez mais utilizado na
terapéutica de muitas doencgas pulmonares crbnicas, torna-se indispensavel a
otimizagao de abordagens farmacoldgicas que permitam reduzir os efeitos
nefastos da lesdo de IR pulmonar, que caracteriza este tipo de transplantes.
Embora existam algumas terapéuticas ja utilizadas na pratica clinica, como o
surfactante pulmonar, os corticosteroides e a ventilacdo, a maioria das

abordagens farmacoldgicas encontram-se ainda em fase de investigagao.

Desde 1993 o grupo do HCPA desenvolveu e vem aperfeicoando o
modelo experimental de transplante pulmonar unilateral em caes utilizando

doadores depois de parada cardiocirculatoria e tempo de isquemia
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normotérmica de 3 horas. Estudos prévios permitiram-nos avancgos
significativos na investigacdo, desde técnicas de preservacdo do enxerto até
aplicagdo de ventilagdo liquida parcial na busca de reduzir as sequelas da
lesdo de IR®.

Evidéncias clinicas e experimentais sugerem que a lesdo de IR ocorre
em um padréo bifasico. A fase inicial da reperfusdo depende primariamente
das caracteristicas do doador, que ocorre nas primeiras 6 horas, a fase mais
tardia, até 72 horas apds, depende de fatores ligados as condi¢gdes do
receptor84. Baseados nessas constatagdes, varios estudos se concentraram
em adicionar substancias, tais como prostaglandinas, as solugbes de
preservacdo e no momento da reperfusdo dos enxertos pulmonares, no intuito
de se minimizarem estes efeitos®®.

O presente experimento tem de carater exploratorio, pois nao esta
baseado em nenhum modelo de investigagdo anterior sobre o efeito do RC-
3095 no contexto da lesdao de reperfusdo pulmonar. Experiéncias anteriores
com este modelo experimental possibilitaram-nos avaliar a natureza da
influéncia sem a interferéncia de fatores relacionados ao doador. Além disso,
baseado em estudos anteriores, verificamos que o tempo de 45 minutos de I/R
seria 0 melhor momento para avaliar o efeito pré e pos da intervengdo, assim
como o tempo de 120 minutos para analisar sua influéncia sob o sistema

imunoregulatorio e sobre a via apoptotica®®.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Elucidar os efeitos da administracdo do RC-3095 em um modelo de

lesao de isquemia e reperfusido pulmonar em ratos.

3. 2. Objetivos Secundarios

a) Avaliar o desempenho funcional dos pulmdes por medidas hemodinamicas e

gasomeétricas durante o experimento nos diferentes subgrupos;

b) Realizar analise histolégica através da técnica de hematoxilina-eosina e uso
de escala de lesao pulmonar, no tecido pulmonar obtido dos diferentes
subgrupos;

c) Analisar as concentragdes das citocinas proé-inflamatérias interleucina - 1
beta (IL-1B) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), através do teste de Elisa
em extratos do tecido pulmonar;

d) Analisar a atividade da enzima sintase do éxido nitrico (eNOS) no tecido

pulmonar através da técnica de imunohistoquimica;

e) Avaliar a atividade Caspase clivada - 9 no tecido pulmonar através da

técnica de imunohistoquimica.
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4. METODOS
4. 1. Animais e local da pesquisa

Este estudo foi desenvolvido na Unidade de Experimentagdo Animal
(UEA) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, no Centro de Pesquisa
Experimental, apds a aprovacdo pela Comissdo de Etica no uso de
Animais/HCPA.

Foram estudados 20 ratos da linhagem Wistar sadios, machos, adultos
jovens, o que corresponde a uma idade em torno de oito semanas, com peso
médio de 360g adquiridos do biotério Central da Universidade Federal de
Pelotas, Rio Grande do Sul.

Os animais foram pesados no dia da chegada, mantidos em ambiente
com temperatura controlada de 22 °C + 2° C com ciclo claro-escuro de 12
horas (luz das 7 as 19 horas), com oferta de agua e ragao a vontade. Durante
todo o periodo do estudo, foi oferecida racdo da marca Nuvilab® com a
seguinte composicdo: proteina bruta de 22% a 22,5%, gordura de 4,4% a
4,65%, Carboidrato de 53% a 55% e um total de energia metabolizavel de
2.950 Kcal/Kg. No periodo de ambientagao, os animais ndo foram submetidos
a nenhum procedimento invasivo ou gerador de estresse e foram utilizados
apods o periodo de quarentena.

Os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com a lei
11.794/08 conforme regulamento local e normas estabelecidas pela Comissao
de Pesquisa e Etica em Saude do Grupo de Pesquisa e Pés-Graduacdo do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (GOLDIM, 1997). Todos os animais
receberam tratamento de acordo com os “Principios de cuidados com Animais
de Laboratorio” formulados pela National Society for Medical Research dos
EUA e “Guia para Cuidados e uso de Animais de Laboratoério” publicado pelo
National Institute of Health (NIH, Edigdo em Portugués 1996).

Os animais foram submetidos a inducdo anestésica com uma mascara
onde utilizamos o fluxo de O2 de 0,5 L/min e de isoflurano de 100 mL/min. Os
animais foram heparinizados sistemicamente (1 mg/kg) via parenteral, sendo
submetidos a traqueostomia cervical com canula plastica (Abbocath® n° 14;

Abbott Laboratories, Abbott Park, IL, EUA) e a anestesia foi mantida sob essa
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via, com um fluxo de O2 de 0,2 L/min e de isofluorano de 10 mL/min. A
ventilagdo mecénica (VM) foi instalada em ventilador volumétrico (Harvard
Rodent Ventilator, modelo 683; Harvard Apparatus Co., Millis, MA, EUA), com
volume corrente = 10 mL/kg de peso corporal, freqiéncia = 70-80 ciclos/min,
fragdo inspirada de oxigénio = 0,2 (ar ambiente). Um microscoépio cirurgico
(Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha) foi utilizado na dissec¢ao das estruturas
hilares e na canulacao arterial (Sirecust 730 Siemens, Solna, Sweden). Apos a
traqueostomia e a canulagao da carétida direita foi realizada uma toracotomia
esquerda no quinto espaco intercostal, o ligamento pulmonar foi seccionado e o
apice do pulmao esquerdo tracionado caudalmente com o auxilio de uma haste
flexivel com ponta de algoddo. Em seguida, a artéria pulmonar esquerda foi
isolada para clampeamento do pediculo pulmonar por 45 minutos. (Vicca
Neuroclip, Cachoeirinha, RS, Brasil). A analise de gasometria arterial foi
realizada para avaliar o potencial respiratorio dos animais submetidos ao
procedimento cirurgico apos a instalagdo da ventilagdo mecanica, ao término
do periodo isquémico e ao final do tempo de 120 minutos. A cada
clampeamento arterial foi realizada expansao pulmonar por oclusao da valvula
expiratoria por 3 ciclos inspiratorios, com o objetivo de evitar colapso alveolar.
Para esta analise, gases arteriais foram aspirados 0,1 mL de sangue arterial via
puncdo da cardtida. A analise dos gases arteriais foi realizada através de
maquina de gasometria (Radiometer ABL 5 Copenhagem) em trés tempos: t o
(baseline) 15 minutos apds a instalagdo da ventilagdo mecanica, t , (45
minutos) ao término do periodo isquémico e t3 (120 minutos) ao final do tempo

reperfusao.

4. 2. Produto Investigacional e dose administrada

O antagonista do GRPR, RC-3095 (D-Tpi6, Leu13 psi (CH2NH)Leu14-
bombesin) foi cedido pela Cristalia - Produtos Quimicos Farmacéuticos LTDA
sob a responsabilidade do Prof. Gilberto Schwartsmann. A dose utilizada no
estudo foi determinada com base em dados da literatura e de experimentos ja
realizados pela equipe de oncologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

O RC-3095 foi diluido em aliquotas de 0,3 mg em 1mL de agua destilada

pela Central de Misturas Intra Venosa (CMIV) do HCPA e foi administrado na
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veia jugular interna,15 minutos antes do clampeamento (grupo RC-Pré) e apos

45 minutos de reperfusao (grupo RC-Pés).

4. 3. Desenho Experimental

Estudo, randomizado, delineado com a mesma metodologia utilizada em
ensaios clinicos. Além dos pesquisadores, todos os integrantes da equipe de
investigacao que realizaram as analises n&o possuiam essa informag&o. Todas
as pessoas que trabalharam no estudo desde o preparo das amostras,
quantificagbes de proteinas, observagdes das laminas até a analise estatistica
dos dados desconheciam a condi¢do dos grupos. O experimento foi assim
conduzido com o objetivo de evitar fatores que poderiam interferir nas

observagdes qualitativas e qualitativas das diferentes técnicas utilizadas.

Os grupos controle e aqueles que receberam a intervengdo foram
mascarados e numericamente representados de 1 — 4, depois foram

denominados como segue de agora em diante:

1. Simulac&o da cirurgia (SHAM);

2. Isquemia - reperfuséo (IR);

3. Administracao anterior a IR (RC-Pré);
4. Administragao posterior a IR (RC-Pds).

O modelo experimental tem carater exploratério comparativo, em
material biolégico proveniente de um modelo animal de lesdo de isquemia e
reperfusdo, por clampeamento da artéria pulmonar esquerda, testando a
influéncia de um produto investigacional (Pl) endovenoso sob a lesdo de
reperfusdo pulmonar. O RC-3095, um antagonista do receptor de GRPR,
doravante denominado (RC) foi administrado 15 minutos antes do

clampeamento e 45 minutos apds reperfusao.
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Figura 1. Esquematizag¢ao dos grupos experimentais. VM — ventilagdo mecéanica;
min. — minutos; GAR — Gasometria Arterial; RC 3095 — antagonista de GRPR.

4. 4. Randomizagao dos grupos experimentais

O processo de randomizacdo foi realizado seguindo o critério de
listagem designando a entrada aleatoria dos animais em um dos quatro grupos:
1. Controle (SHAM), 2. Isquemia - reperfusdo (IR), 3. RC-3095 anterior a IR
(RC-Pré), 4. RC-3095 posterior a IR (RC-Pés).

O modelo foi desenhado com uma previsdo inicial de 24 animais,

conforme determinado pelo calculo amostral.
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4. 5. Eutanasia e coleta de amostras de sangue para analise funcional

Procedeu-se a eutanasia dos animais por meio de incisdo da artéria
aorta abdominal, com retirada subsequente do bloco pulmonar (primeiro
retiramos o pulméao esquerdo, depois o direito para controle). A coleta de gases
arteriais foi realizada por aspiracao de 0,1 mL de sangue arterial via pungao da
carotida. A analise dos gases arteriais foi realizada 15 minutos apds a
instalagao da ventilagdo mecéanica, ao término do periodo isquémico e ao final

do tempo de 120 minutos.

4. 6. Amostras de tecido para histologia do pulmao

As amostras para a analise histolégica foram preparadas na Unidade de
Pesquisa de Patologia no Centro de Pesquisa Experimental do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre. Foram obtidas amostras de tecido pulmonar do
pulm&o esquerdo e direito dos animais. Estas amostras foram obtidas do lobo
superior e fixadas em formalina 10% por 48 horas. Apés a fixagado, as amostras
foram seccionadas horizontalmente em fatias de 1 cm. O tecido foi emblocado
em parafina e efetuados cortes de 5 micra, corados pela técnica de

hematoxilina — eosina.

4. 7. Preparagao dos extratos e quantificagao de proteinas

O odrgéo foi homogeneizado em Ultra-Turrax durante um minuto a
temperatura de 4°C (Celsius) e a seguir centrifugado por 10 minutos a 3000rpm
em centrifuga refrigerada. Amostras de tecido do pulmao direito e esquerdo
foram seccionadas, pesadas e mantidas a -80 °C. Brevemente, amostras do
lobo inferior esquerdo do pulm&o foram separadas e incubadas com Triton X-
100 - 10% por 30 minutos em gelo (Tris base 100 mM, pH 7,5; EDTA 10 mM;
fluoreto de sédio 100 mM; pirofosfato de sédio 100 mM; ortovanadato de sédio
10 mM; aprotinina 10ug/mL, leupeptina 1 ng/mL, PMSF 2 mM). Imediatamente,
a amostra foi centrifugada a 13.000 rpm, 4°C, durante 20 minutos, e os
sobrenadantes submetidos a quantificagao protéica através do meétodo de

Bradford e utilizando uma curva padrédo de 50 a 1000 ug/mL de albumina
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bovina sérica e reagente de Bradford® (coomassie brilliant blue 0,01%, etanol
47%, acido fosforico 8,5% e agua destilada q.s.p); a absorbéncia foi
determinada a 595nm. A leitura da densidade 6ptica foi determinada através do
leitor de ELISA (Power Wave; Bio-Tek Instruments Inc., Winooski, VT, EUA). A
sensibilidade do ensaio foi de 15 pg/ml. O protocolo de ELISA foi realizado com
o kit Duo-set (BD Bioscience Inc., MA, USA) e as amostras com o homogenato
de proteinas permaneceram incubadas em gelo durante todo o processo e

brevemente foram analisadas.
4. 8. Expressao de citocinas por ELISA

A andlise da expressao das citocinas IL-1B e TNF-a foi realizada pelo
método de ELISA com anticorpo especifico para cada citocina. - Kits Duo-set
disponiveis para IL-1B (BD Systems Inc., Minneapolis, MN, EUA) e TNF-a
(Pharmingen, San Jose, CA, EUA). Incubou-se a placa, de um dia para o outro
a 4°C com o anticorpo primario (captura 100uL/pogo). Apds esse periodo, a
placa foi lavada trés vezes com o tampao de lavagem (PBS contendo 0,05%
Tween 20 - Sigma Chemical Co, EUA) e incubada com o tampdo de
experimento que contém PBS e BSA por 1 hora. Apés nova lavagem, foram
adicionadas as amostras /ou padr&o (curva) e incubou-se por mais 2 horas. Ao
final desse periodo, foram adicionados os anticorpos secundarios biotinilados
(100uL/pocgo) e incubados por mais 2 horas. A placa foi novamente lavada e
adicionada 100uL/pogo de estreptovidina conjugada com HRP (Horseradish
Peroxidase). A placa foi coberta e protegida da luz e incubada por mais 20
minutos. Em sequencia, a placa foi novamente lavada e incubada a 37°C por
mais 30 minutos com 100uL/po¢o de TMB (tetramethylbenzidine -
Calbiochem,USA) e protegida da luz. A reagédo colorimétrica foi interrompida
com HySO4 (2N) utilizando um filtro de 450 nm. Os resultados foram
normalizados pela proteina total do tecido pulmonar com sensibilidade de 15
pg/ml quantificada previamente pelo método de Bradford® A metodologia

encontra-se no anexo 1 e 2.
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4. 9. Expressao proteica por imunohistoquimica - atividade da eNOS e

Caspase clivada - 9

A analise da atividade da eNOS e Caspase-9 foi realizada pelo método
de imunohistoquimica especifico para cada anticorpo especifico disponivel
para cada deteccdo. Seccdes de tecido do pulmdo esquerdo e direito dos
animais foram fixados em formol e emblocados em parafina em cortes de 3 um
para a preparagao das laminas. Apos 40 minutos em estufa a 80°C passaram
pelo processo de desparafinizacdo, hidratagdo, recuperagado antigénica,
bloqueio da peroxidase enddgena e receberam proteina bloqueadora REF
DPB-125 por 10 minutos e tamp&do PBS por 5 minutos. As mesmas foram
incubadas em temperatura ambiente durante 2 horas com um anticorpo

primario alvo especifico.

Enzima sintase do 6xido nitrico (eNOS)

Foi utilizado o anticorpo NOS3 (H-159): 8311, Santa Cruz, diluido 1:100 em
PBS. Imediatamente as laminas foram enxaguadas durante 15 minutos com
PBS e incubadas em temperatura ambiente durante uma hora com um
anticorpo secundario anti-coelho conjugado com peroxidase (HRP; DGS -125,
BIOGEN) em uma concentragdo de 1:200. As laminas foram novamente
enxaguadas com PBS durante 15 minutos, e logo depois utilizado DAB liquido
(BGSPB-999, BIOGEN) como substrato para a visualizagdo dos alvos no tecido
Apos a reagcdo com DAB para obter um melhor contraste as Iaminas foram
coradas com hematoxilina, que resultou num precipitado de cor marrom-

castanho no local de antigeno.

Caspase clivada -9

Foi utilizado o anticorpo Cleaved Caspase-9 (Asp353), Cell Signaling, diluido
1:100 em PBS. Logo apds, as laminas foram enxaguadas durante 15 minutos

com PBS e incubadas em temperatura ambiente durante uma hora com um

anticorpo secundario multi espécie conjugado com peroxidase (HRP; DGS -

31



125, BIOGEN) em uma concentragdo de 1:200. As laminas foram novamente
enxaguadas com PBS durante 15 minutos, e logo depois utilizado DAB liquido
(BGSPB-999, BIOGEN) como substrato para a visualizagdo dos alvos no
tecido. Apds a reacao com DAB para obter um melhor contraste as laminas

foram coradas com hematoxilina.

4.10. Variaveis estudadas

e Variaveis hemodinamicas: Pressdo Arterial Média (PAM), Pressao
Arterial de Oxigénio (PO;) e Pressao Parcial de Gas Carbonico (PCO,).
Os parametros de PAM, PO, e PCO, foram observados em trés tempos

e denominados:

Baseline — apds instalagdo da ventilagcdo mecanica
t 2 - término do periodo isquémico

Final —término do tempo de reperfusao.

e Lesao pulmonar

A analise histopatolégica quantitativa foi realizada por dois patologistas
cegos ao protocolo do experimento e da regido da amostra. Cada amostra foi
analisada sobre campo de baixo e alto poder e as alteragdes inflamatdrias,
intensidade e localizag&o das lesdes histopatoldgicas foram avaliadas usando o
escore (HIS) baseado em seis pardmetros, segundo Fujino Y. et al, 2000%.

A — edema intra-alveolar, (edema septal, intersticial, linfangiectasias, exsudado
intra-alveolar);

B — formacédo de membrana hialina;

C — hemorragia alveolar;

D - recrutamento de granuldcitos para dentro de espacgos aéreos, neutrofilos
em espacos aéreos, infiltrado neutrocitario perivascular;

E — colapso alveolar focal ou consolidagao;
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F — descamacéo epitelial/necrose de via aérea ou alvéolo; ruptura de septos.

Cada parametro foi avaliado semi quantitativamente quanto a
intensidade da leséo usando a seguinte escala: grau 0= ausente, grau 1= leve,

grau 2= moderado, grau 3= acentuado.

Escore Observacao Microscopica
0 zero
1 1 - 30% alvéolos
2 31-60 %
3 61-100%

Além disso, a percentagem de area envolvida de cada amostra de tecido
foi estimada (0 -100%) para quantificar as mudangas histologicas. Para cada
amostra foi calculado um escore balanceado (WIS) através do produto de HIS
com a percentagem de area envolvida conforme Fujino Y. et al, 2000.

e Expressao da enzima sintase do 6xido nitrico (eNOS)

Os paréametros das observagdes de captacdo de eNOs nas células do
endotélio, pneumdcitos, estroma, macrofago e neutrédfilo foram marcados
quanto a localizacdo, intensidade de distribuicdo e tipo de distribuicdo. A
planilha com a graduagdo conforme o critério estabelecido encontra-se em

anexo e segue abaixo os parametros com as siglas utilizadas.
Localizagao: citoplasma (C), membrana (M) ou nucleo (N);
Intensidade: forte (F) ou fraca (f);

Distribuigdo; focal (F) ou difusa (D).

e Expressao de Caspase clivada — 9
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A expressao da caspase 9 foi estudada a fim de avaliar o envolvimento do RC-
3095 através da via apoptética. A analise dos tecidos foi realizada foi realizada
por patologista do HCPA cego ao protocolo experimental que avaliou a
captacao de caspase clivada - 9 por células do endotélio, pneumdcitos,
estroma, macréfago, neutréfilo, células brénquicas e linfocitos foram marcados
seguindo os parametros: localizagdo (citoplasma, membrana e nucleo),
intensidade (forte ou fraca) e quanto ao tipo de distribuigdo (focal ou difusa). A

tabela com a marcacao das laminas encontra-se em anexo.

4. 11. Consideracdes Eticas

O projeto de pesquisa elaborado para o desenvolvimento deste estudo
foi aprovado pela Comissdo de Etica e Pesquisa em Saude do Grupo de
Pesquisa e Pés-Graduacédo (GPPG) do HCPA, conforme consta na Resolugao
do Projeto numero 11-0609. Todos os procedimentos experimentais foram
realizados de acordo com a legislagao vigente, em especial a Lei 11.794/08,
conforme as recomendacdes de cuidados da Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) das normas estabelecidas pela Comisséo de Pesquisa e Etica
em Saude do Grupo de Pesquisa e Pés-Graduacio do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre (GOLDIM, 1997), bem como o preconizado no Principles for
Research Involving Animals (NAS) e com o Guide for the care and use of

laboratory animals e as recomendagées de cuidado®.

4.12. Analise Estatistica

Os dados coletados foram armazenados em planilha eletrbnica
(Microsoft Excel® 6.0). A analise estatistica foi realizada por programa
estatistico SPSS 17.0 (Statistical Package for Social Science). Para analisar as
amostras independentes foi utilizado o teste ndao paramétrico do qui —
quadrado, seguido pelo teste de Kruskal — Wallis para a comparagao dos
grupos. Os valores obtidos foram descritos através de medianas e intervalo
interquartilico.
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As medidas hemodindmicas estudadas, de mecanica respiratéria e de
troca gasosa, avaliada pela analise de gases arteriais foram medidas em
diferentes tempos e analisadas através do teste Friedman e da analise
estatistica Generalized Estimatimating Equation (GEE) que é similar a ANOVA
para medidas repetidas. Os resultados foram representados em tabelas por

mediana e intervalo interquartilico.

A severidade das lesdes histolégicas foi analisada usando o escore
(HIS) e foram descritas na forma de frequéncia absoluta. O teste exato de
Fisher foi utilizado para analise comparativa entre os grupos. A avaliagao
estatistica foi apresentada graficamente com as medianas dos grupos e
intervalo interquartilico (inferior-superior). O calculo do escore balanceado
(WIS) foi obtido através do produto de HIS com a percentagem de éarea
envolvida. As mudangas histolégicas de HIS e WIS foram representadas

graficamente por frequéncias relativas.

4. 13. Calculo do tamanho da amostra

O estudo foi delineado com calculo de tamanho amostral com um
intervalo de confianga de 95% a fim de detectar nas variaveis estudadas uma
diferenga maior que 30 % entre os grupos intervengao e controle. Levando-se
em consideragdo um erro tipo | de 0,05 e um erro tipo Il de 0,5, o resultado
apontou para uma amostra de seis animais por grupo. Prevendo as possiveis
perdas que poderiam ocorrer durante o experimento, foi adicionado a este

calculo uma margem de 10%, totalizando 28 animais.
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5. Resultados

O modelo foi desenhado com uma previsdo inicial de 24 animais,
conforme determinado pelo célculo amostral. A este numero foi adicionado uma
margem de 15%, prevendo possiveis perdas durante o experimento,
totalizando 28 animais.

Foram considerados incompletos os animais que n&ao obtiveram todas as
medidas necessarias, seja por falha do equipamento durante o estudo, seja por
nao completar o tempo de observacido previamente estabelecido. Finalizamos
o0 estudo com 20 animais com todos os dados completos para a analise dos
resultados, conforme ilustracdo abaixo (Fig.2). O experimento iniciou em

agosto de 2013 e terminou em margo de 2014.

Inicio do Experimento

Randomizagio

Incompleto
Incompleto oy Incompleto Incompleta

n=1 n=2 n=3

Fig. 2 - Modelo esquematizado com fluxo de entrada dos animais com a previsao inicial
da amostra, os animais excluidos e o nimero final de animais estudados.
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5.1. Atividade funcional dos pulmdes

O desempenho funcional dos pulmdes foi avaliado por gasometria
utilizando a analise estatistica GEE para medidas repetidas. Houve reducao
significativa na PaO, dos grupos IR, e RC pré e p6s-IR quando comparado com
seus valores antes da reperfusao (p=0,02). O grupo que recebeu RC pés-IR
apresentou uma reducao significativa na PaO, quando comparado com todos
os outros grupos (p = 0, 04). Dados do desempenho funcional com as variaveis

hemodinamicas encontram-se em anexo (Tabela1).

5.2. Lesao Pulmonar

A avaliacao da influéncia da medicacdo em estudo sobre a lesao foi
realizada conforme os parametros: edema, inflamacao intersticial e alveolar,
hemorragia alveolar, colapso e necrose. Apesar de nao haver diferenca
estatistica entre valores médios dos grupos (p = 0,973), observam-se discretas
diminuigdes nos escores encontrados em lobo superior esquerdo dos animais

dos grupos RC pré e p6s-IR comparando ao grupo IR (Fig.3).
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Fig.3 — Asimagens capturadas porimunohistoquimica através datécnica
de hematoxilina-eosina (HE) ilustram as mudanc¢as ocorridas entre os
grupos duranteo experimento: SHAM(A).IR (B), RC-Pre(C) e RC-Pés
(D). Aumento X 400. O resultado da analise estatistica(médiaxEP) nao
detectou diferencasignificativa (p = 0, 973).

5.3. Expressao de citocinas inflamatorias

As amostras do lobo superior inferior esquerdo foram analisadas
cegadamente pelo método de ELISA através da quantificagdo das
interleucinas- 1 beta (IL-1 B) e Fator de Necrose tumoral alfa (TNF-a) para
avaliar o envolvimento do RC-3095 sob a via inflamatoria. Ndo foi encontrada
diferenca estatistica significante entre os grupos nos niveis de IL-1 (p = 0.159)
e TNF-a (p= 0.260). No entanto, observam-se interessantes diminuigcdes nos
niveis de TNF-a com quantificagbes menores no grupo RC-Pés que RC-Pré.
Diminuigdo mais expressiva observa-se nas quantificacées da IL-13 no grupo
RC-Pré quando comparadas as encontradas nos grupos RC-Pés e IR (Fig 6,

7). A metodologia utilizada encontra-se em anexo.
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IL-1 beta median (pg/ml)

Fig.
nao apresentou diferenga estatisticamente significante.
p = 0.159 (mediana + EP).
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4 - Expressoes de IL-1 B comparativa entre os grupos
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Fig. 5 - Expressdes de TNF-a conforme analise
comparativa entre os grupos nao apresentou diferenga
estatisticamente significante p= 0.260 (mediana + EP).

5.4. Expressao da Caspase clivada - 9

Observa-se minima expressdo de caspase clivada - 9 no nucleo de

pneumacitos dos animais dos grupos IR e RC-Pré, no entanto uma diferenca

significativa (p=0,013) no grupo RC-Pés, tanto no lobo superior esquerdo como

no direito associado a alta captagdo de caspase em relagdo aos outros grupos.
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Fig. 6 - Analise das expressdes de caspase-9
realizada por imunohistoquimica evidenciando
diferenga significativa no grupo RC pés-IR em
relagdo aos demais grupos * (p< 0,013)

Fig. 7 - Imagens ilustrando controle positivo em
bronquiolo e a captagédo de caspase nos alvéolos
dos grupos: SHAM (A) IR (B), RC-Pré (C) e RC-
Pés. (Aumento x 400).
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5.5. Expressédo da eNOS)

Observa-se forte expressao da eNOS no citoplasma do endotélio tanto
do lobo superior direito como do esquerdo em todos os grupos de forma que
nao foram encontradas evidéncias que o RC-3095 possa interferir na acao
imunorregulatéria de eNOS. Entretanto, uma frequéncia de distribuicdo com
padrao mais focal foi encontrada nos grupos onde houve a intervengao com RC
Pré e P6s quando comparado a padréao mais difuso dos grupos controle IR e
SHAM (p=0,206 [0,196 — 0,216]).

Fig. 8 — Imagens da captagao da eNOS ilustrada pela coloragdo marrom através da técnica de
imunohistoquimica. A analise estatistica ndo apresentou diferenca significativa entre os grupos
(p=0.206). SHAM (A), IR (B), RC-Pré (C) e RC-Pés (D) . (Aumento x 400)
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ABSTRACT

RC-3095, a selective GRPR antagonist, has been shown to have anti-
inflammatory properties in different models of inflammation, however its
protective effect on lungs submitted to lung ischemia reperfusion injury has not
been addressed before. Then, we administrated RC-3095 intravenously
before and after lung reperfusion using an animal model of lung ischemia-
reperfusion injury (LIRI). Twenty Wistar rats were randomized in four groups:
SHAM, Ischemia-reperfusion (IR), RC-Pre and the RC-Post IR. The final mean
arterial pressure significantly decreased in IR and RC-Pre compared to their
values before reperfusion (P<0.001). The RC-Post group showed significant
decrease of partial pressure of arterial oxygen at the end of the observation
when compared to baseline (P=0.005). Caspase-9 activity was significantly
higher in the RC-Post as compared to the other groups (P<0.013). No
significant differences were observed of eNOS activity among the groups. The
groups RC-Pre e RC-Post did not show any significant decrease of IL-1f3
(P=0.159) and TNF-a (P=0.260), as compared to IR. The histological score
showed no significant differences among the groups. In conclusion, RC3095
does not demonstrate a protective effect in our LIRI model. Additionally, its use

after reperfusion seems to potentiate cell damage, stimulating apoptosis.

Keywords — Ischemia; Reperfusion; Apoptosis; anti-inflammatory response;

lung injury; gastrin-releasing peptide receptor antagonist
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Introduction

Lung ischemia reperfusion injury (LIRI) is the main cause of early graft
dysfunction and death after lung transplantation (2). Pulmonary edema
constitutes its most frequent clinical manifestation, which is triggered by an
excessive release of proinflammatory mediators, reactive oxygen species
(ROS), cytokines, and neutrophil infiltration in the lungs (3-5). Ischemia causes
an imbalance between metabolic supply and demand, leading to tissue hypoxia,
cellular damage, and death (6).

Several methods and substances have been used as an attempt to
protect the lungs during the early phase of post-transplantation and to improve
short- and long-term graft performance; however, these efforts have generated
limited results (7, 8). The techniques include lung protective ventilation (9, 10),
appropriate fluid management, the optimization of organ preservation in lung
transplantation and the minimization of ventilation and anoxic ischemic time
(11).

The gastrin-releasing peptide (GRP) is a neuropeptide that acts through
G protein-coupled receptors (12). It participates in signal transmission in both
the central and peripheral nervous systems (12, 13). Its preferred receptor,
gastrin-releasing peptide receptor (GRPR), is expressed by various cell types,
including those of the gastric, respiratory, and nervous systems, and it is
overexpressed in tumor cells (13). Recent studies have demonstrated the
relationship between GRPR signaling and inflammation (14). GRPR is involved
in the induction of innate and adaptive immune responses by inducing mast cell
chemotaxis, macrophage migration, and T cell and fibroblast proliferation (15).

RC-3095, a selective GRPR antagonist, has been shown to have anti-
inflammatory properties in murine models of arthritis, gastritis, uveitis, and
sepsis by attenuating the release of proinflammatory cytokines such as tumor
necrosis factor-alpha (TNF-a) and interleukin-1-beta (IL-1B), and the activation
and migration of mononuclear cells to sites of inflammation (16). In addition,
GRP mediates air pollution-induced airway hyperreactivity and inflammation in
rodents (14).

Because GRPR signaling has been shown to be a relevant component of

the inflammatory response in various experimental models and the excessive
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release of proinflammatory mediators and cytokines, as well as neutrophil
infiltration in the lung, is a central event for the development of LIRI, we
hypothesized that the GRPR antagonist, RC-3095, imparts a protective effect
on LIRI.

Materials and Methods

The animals were handled in accordance with the Animal Welfare Act
and the Guidelines for the Care and Use of Laboratory Animals (NIH
Publication, revised 1996). The Ethical Committee of the Hospital de Clinicas
de Porto Alegre approved the experimental protocols.

Experimental protocol

Twenty Wistar male rats with a mean weight of 360 g were randomly
assigned to one of four treatment groups (n = 5): Simulation of surgery (SHAM),
Ischemia-reperfusion (IR), RC-Pre (RC-3095 Pre-LIRI), and RC-Post (RC Post-
LIRI). RC-3095 was administered as a single dose to the left jugular vein 15 min
before the induction of ischemia (RC Pre-IR group) and immediately after clamp
removal (RC Post-IR group). All animals were observed for 120 min after
reperfusion. RC-3095 (0.3 mg/1 mL) was diluted in normal saline, following the
protocol described in previous studies conducted by our research group (14).

The animals were subjected to induction anesthesia with 0.5 L/min of
oxygen flow and isoflurane (100 mL/min). Rats were systemically heparinized (1
mg/kg) parenterally and underwent cervical tracheostomy with a plastic cannula
(Abbocath® n° 14; Abbott Laboratories, Abbott Park, IL, USA).

Anesthesia was then maintained using 0.2 L/min of oxygen flow and
isoflurane (10 mL/min). The animals were mechanically ventilated with room air
(Harvard Rodent Ventilator, Model 683; Harvard Apparatus Co., Millis, MA,
USA) using a tidal volume of 8 mL/kg body weight, a respiratory rate of 70-80

breaths/min, and a positive end-expiratory pressure of 2 cm H.0.

The mean arterial pressure (MAP) was measured through cannulation of

the right carotid artery (Sirecust 730, Siemens, Solna, Sweden), which was also
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used for collecting samples for arterial blood gas analysis (Blood Gas Analyzer,
Siemens Bayer 865; Siemens).

Left thoracotomy was performed in the fifth intercostal space, the
pulmonary ligament was sectioned, and subsequently, the left pulmonary hilum
was clamped (Vicca Neuroclip, Cachoeirinha, RS, Brasil). Immediately before
clamping, lung expansion was achieved through occlusion of the expiratory
valve for three inspiratory cycles to prevent alveolar collapse and consolidation.
During the clamping period, both lungs were maintained on mechanical
ventilation using the settings previously described (17)

MAP and arterial blood gases were measured before thoracotomy
(baseline), after ischemia (predetermined 45-min), and at the end of the
experiment. After the 120-min reperfusion period, the animals were sacrificed
by incision of the abdominal aorta. Hemodynamic, gas exchange, and
pulmonary mechanics were measured at baseline, after lung injury, and after

120 min of observation.

Measurement of cytokine levels

Tissues of the right and left lungs were sectioned, weighed, and stored at
-80°C. Homogenates were prepared by incubating the tissues in a tissue lysis
buffer containing 10% Triton X-100 dissolved in a solution consisting of 100 mM
Tris (pH 7.5), 10 mM EDTA, 100 mM sodium fluoride, 100 mM sodium
pyrophosphate, 10 mM sodium orthovanadate, 10 ug/mL aprotinin, 1 ug/mL
leupeptin, and 2 mM PMSF, for 30 min on ice. Immediately after incubation, the
samples were centrifuged at 13,000 rpm, 4°C for 20 min. The supernatants
were submitted for protein quantification by the Bradford method, using a
standard curve from 50-1,000 ug/ ml of bovine serum albumin and the Bradford
reagent (0.01% Coomassie brilliant blue, 47% ethanol, 8.5% phosphoric acid,
and distilled water q.s.p); the absorbance was determined at a wavelength of
595 nm.

Protein quantification and expression analysis of IL-18 and TNF-a were
performed using an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) method that
was specific for each cytokine. The ELISA protocol was performed with the
Duo-set (BD Bioscience Inc., MA, USA).

45



Immunohistochemical studies

Caspase-9 and eNOS activity were performed on serial sections
prepared from paraffin-embedded, formalin-fixed rat lungs. After paraffin
removal using xylene, the sections were rehydrated and subjected to a 40-min
to heat treatment at 80°C. The specimens were incubated in a peroxidase Block
reagent (BIOGEN) to quench endogenous peroxidase activity and any
nonspecific reactions were blocked for 10 min.

The sections were then incubated with primary antibodies specific for
caspase-9 and eNOS (Asp353, Cell Signaling) and (H-159-Santa Cruz),
respectively, at a dilution of 1:100, for 2 h at room temperature, followed by
incubation with the labeled polymer for 30 min. Staining was performed by
incubating the sections with diaminobenzidine tetrahydrochloride substrate
chromogen, (DAB-BIOGEN), which resulted in a brown-colored precipitate at
the antigen site. The sections were then counterstained with hematoxylin for
visualization.

Immunohistochemical staining was scored according to the distribution of
expression of the target proteins in the evaluated areas, namely, the nucleus,
membrane, or cytoplasm. In addition, the intensity of immunostaining was
described as follows: 1 = mild, 2 = moderate, and 3 = strong. A semi-
quantitative approach was used to measure the areas and the intensity of
staining of the tissues. A pathologist who was blinded to the clinical and
histopathologic information independently analyzed the slides. Caspase-9 and
eNOS activity was assed using a cellSens Digital Imaging Software (DP77

microscopy camera, BX41 Microscopy, Olympus).

Histologic Analysis

Sample preparation. The sections of the right and left lungs were excised
and then immersed in 10% formalin for 60 h. After fixation, the lungs were
separated at the hilum, and each lung was sectioned horizontally (right and left
lung). The tissue blocks were cut from each region and embedded in paraffin
wax, from which 5-mm sections were prepared, mounted, and stained with
hematoxylin-eosin.

Two pathologists who were blinded to the experimental protocol, the test

groups, and the region of sampling performed the quantitative examination by
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light microscopy. Each sample was examined under both low and high power
fields, and 20 fields from each section were analyzed by one of the pathologists.
The other pathologist randomly selected and analyzed those 20 fields from
each sample.

The severity of histologic lesions was assed using a score (HIS) that was
based on six parameters: intra-alveolar edema, hyaline membrane formation,
hemorrhage, recruitment of granulocytes into the air space, focal alveolar
collapse or consolidation, and epithelial desquamation/necrosis of airways or
alveoli. Each parameter was evaluated semi-quantitatively using the following
scale: 0 = absent, 1 = mild, 2 = moderate, and 3 = prominent. In addition, the
percentage of the involved area of each histologic specimen was estimated (0
to 100%) to quantify any observed histologic changes (18).

For each sample, a weighted histologic score (WIS) was computed from
the product of HIS and the percentage of area involved. The HIS and WIS
scores of the dependent and non-dependent lung regions of each animal were

calculated.

Statistical Analysis

The results presented in the text, tables, and figures were expressed as the
median % interquartile range. The data were analyzed using the SPSS version
16.0 statistical software (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Nonparametric Kruskal-
Wallis test was performed, followed by chi-squared test for intergroup

comparisons. A P value of <0.005 was considered significant.

Results

The final mean arterial pressure significantly decreased in the IR and RC
Pre-IR groups compared to the baseline (P < 0.001). The RC Post-IR group
showed a significant decrease in the partial pressure of arterial oxygen at the
end of the observation period compared to the baseline (P = 0.005) (Table 1).

No differences in the levels of IL-18 (P = 0.159) and TNF-a (P = 0.260) were
observed in the RC-Pre and RC-Post groups, compared to the IR group (Fig. 1).

No significant differences in histological scores were observed among the
study groups. The RC-Post group showed a slight reduction in the histological

scores compared to that of the other groups (Fig. 2)
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The caspase-9 activity of pneumocytes was significantly higher in the RC
Pos-IR group, compared to the other groups (P < 0.013) (Fig. 3 and 4). No
significant differences in eNOS activity were observed among the groups

Discussion

Several studies using both animals and humans have investigated the
effects of pharmacologic interventions in reducing the release of
proinflammatory cytokines and chemokines, as well as other events that are
potentially related to the development LIRI; however, these efforts have
generated unclear results (7, 17, 19, 20)

A rodent model for LIRI was selected for the present study because this
has been extensively used in the previous reports (17, 21). This animal model
mimics several features of LIRlI such as the inflammatory changes and
structural damage to the lungs (20, 21). Furthermore, the differences in mean
arterial pressure prior to and after reperfusion among the groups were similar
compared to those described in the literature (20).

Only the RC Post-IR group showed a significant decrease in the mean
measurements of partial pressure of arterial oxygen at the end of the
observation, as compared to the baseline. These results indicate that RC, when
administered after reperfusion, potentiates the harmful effects of the IR process.
Although, the present study did not show a clear protective effect of RC on the
lung ischemia reperfusion injury model, we observed a trend in reduction of IL-
18 in the RC-Pre group, compared to that in the IR group. This effect of RC
reduction of inflammatory mediators has been demonstrated in various
conditions such as arthritis, colitis, and sepsis (22-24). Unfortunately,
information on the level of GRPR expression in the tissues and the GRP levels
in plasma was not available for inclusion in the analysis of the present study.
This information might have assisted in the interpretation of our results. It is also
possible that the basic mechanisms involved in the pathogenesis of LIRI differ
from those of other inflammatory conditions whose GPRR signaling could be
more relevant (22-24). Additionally, there are also species-specific
pharmacological effects that could sometimes lead to discrepancies between
laboratory observations and the findings obtained from patients with LIRI in the

clinical setting (2-5, 11).
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RC-3095 was administered to animals as a single dose before the
induction of ischemia and immediately after clamp removal. This treatment
schedule and doses were comparable to those applied by our group in previous
studies performed in rodent models (22, 23). Thus, we could argue that the
experimental conditions were adequate for the evaluation of the protective
effects of the GRPR antagonist, particularly in terms of dose intensity.

Although GRPR inhibition did not impart a protective effect on our LIRI
model, caspase-9 activity in pneumocytes was significantly higher in the
animals that received RC-3095 Pos-IR, compared to the other groups. Active
caspase-9 cleaves and activates caspase-3, thereby inducing events that lead
to DNA fragmentation and cell death. This occurs as early as 15 min after
treatment. Thus, once caspase-9 is activated, a protease cascade is initiated,
which in turn leads to the rapid activation of caspase-3 and apoptosis (25).
Based on these findings, we hypothesize that in the presence of RC-3095,
caspase-9 was upregulated in the RC-Post group, which activated caspase-3
and resulted in apoptosis as a response mechanism to tissue injury.
Interestingly, the RC-Pre group did not show these alterations, suggesting that
its administration prior to reperfusion might have a beneficial effect or at least
did not induce an increase in caspase-9 activity. Additionally, in a previous
study conducted by our group, we observed an increase in the activity of
caspase-3 after 45 min of ischemia, which was associated with a higher number
of apoptotic cells (21).

eNOS activity mainly observed in the cytoplasm of the endothelial layer
of the lung tissue, with a similar distribution among all groups. This finding
therefore demonstrates that this enzyme does not have any function in LIRI
(26).

In conclusion, the administration of RC3095, which is a selective GRPR,
after reperfusion is harmful to IR lungs, as indicated by the induction of
apoptosis and the decrease in PaO;; however, no signs of lung damage were
evident during lung histological analysis. The use of RC prior to reperfusion as a
protective substance against IR therefore requires further studies to establish
the mechanism of GRPR modulation in LIRI.
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TABLE 1 - Hemodynamic variables and gas exchange. Comparative analysis of the groups regarding the time during all experimental protocol

MAP Pa0, PaCoO,
P P P
Baseline t2 Final Baseline t2 Final Baseline t2 Final
94 90 86 0165 342.2 278.6 300.6 0368 474 449 475 0779
SHAM [90; 140] [75;103] [73.5;90] ) [265.2; 353.9] [231.4;300.5] [255.95;378.15] ™ [44.6; 49.9] [43.7; 48.9] [45.45; 50.8] )
110* 81 65%* 0.007 187.1 228.1 149.1 0.449 359 39.9 20.7 0819
IR [96; 151] [73;90] [64; 75] ) [148.6;318.4] [171.9; 348] [147.4; 161.2] ) [32.5; 44.9] [34.1; 44.4] [20.5; 49.7] )
93* 67.5 46%* 0015 282.3 223.7 116.5 0074 41.2 36.7 46.4 0091
RC-PRE [85.5; 125] [62; 73] [45; 53] ) [251.2;341.7] [204.4;394.4] [88.7;269.3] ) [37.9; 44] [34.1; 37] [38.4; 50.8] )
86.5 76 61.5 0105 289.05 208.1 181.6 0.050 475 52.3 51.25 0174
RC-POST [80.3; 117.3] [72.5;77] [51; 73] ) [268.5;294.4] [194;218.9] [103.75;229.5] ™ [40.9; 49.8] [50.7; 66.85]  [49.75; 69.9] )
94*# 76** 65## 288.2%* 228.1 195.3%%* 44.6 43.7 48.7
General [85.5; 140] [68; 90] [50; 75] <0.001 [199.2;324.6] [199.2;324.6] [129.4;271.9] 0.005 [36.6;49.4] [36.7; 43.7] [33.9; 51.5] 0.801

The values are described as median + interquartile range. SHAM group did not have reperfusion and was observed for 120minutes. t;: five
minutes after reperfusion; Final: 120 minutes after reperfusion.
MAP: mean arterial pressure; PaCO;: partial pressure of arterial carbon dioxide; PaO,: partial pressure of arterial oxygen.
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Figure 1 - IL-1 B and TNF-a protein expression. There was no significant differences in lung tissue protein expression among the
groups in IL-1 B (P = 0.159) and TNF-a (P= 0.260). Data are presented as median + standard error of the median.
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Figure 2— Photomigrograph of the lung in the different experimental groups.
The histological score (HIS) showed no significant difference between
groups (P = 0.973). (A:SHAM, B:IR, C:RC-Pre and D:RC-Post,
magnification x 100)



Figure 3 - Immunohistochemical staining for Cleaved Capase 9. There was maximum
expression of brown-positive cells in pneumocytes specially in the RC-POST group
(D). (A: SHAM; B: IR; C: RC-PRE; and D: RC-POST magnification x 200).
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Figure 4 - Cleaved Caspase 9 pneumocyte expression in lung tissues. The RC-Post IR

group exhibited a significant overexpression of cleaved caspase 9 (P < 0.013) compared

to the other groups. Data are presented as the median + standard error of the median.
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7. DISCUSSAO

A principal razdo que incitou a realizagdo deste estudo foi a inexisténcia
de citagbes, na literatura, de experimentos com prognostico promissor de
intervencdo de farmaco para diminuir o dano decorrente de processo

inflamatério agudo.

Neste trabalho, se pretendeu quantificar as citocinas IL-1 B e TNF-a na
lesdo de reperfusdo em ratos para avaliar o efeito do antagonista do receptor
de liberador de gastrina em processo inflamatério agudo. O estudo das
citocinas tem sido realizado com frequéncia por serem consideradas
importantes para o diagnostico de enfermidades na investigacdo da imunidade
protetora, na modulagao da resposta imune a vacinas e no desenvolvimento de

modelos pré-clinicos para as doengas humanas®.

Uma resposta diferencial era esperada na lesdo de reperfusdo do
pulmdo em ratos, derivada do fato que o RC-3095 ter efeito na regulacdo
negativa de citosinas pro-inflamatérias em estudos com doengas cronica e
autoimune como sepse®’ e artrite®>. No entanto, ndo fomos capazes de

demonstrar esse achado no presente estudo.

Além de avaliar o efeito protetor do RC-3095 em um modelo de
inflamac&o aguda induzida, nos propusemos analisar sua influéncia sob a
morte celular, ou apoptose, e aprofundar dados sobre a toxidade da molécula

em estudo.

Ha dois mecanismos chave por meio dos quais as células podem ser
levadas a apoptose — a via intrinseca e extrinseca. A via extrinseca €
tipicamente a via que o sistema imune utiliza para destruir células doentes. Ela
€ ativada por moléculas extracelulares que sao ligadas a receptores de
membrana que entre outros inclui o fator de necrose tumoral (TNF-a).
Ocorrendo esta ligagao ha uma sinalizagdo de estimulo as caspase 8 e 10, que
por sua vez clivam caspase 3 e 7. Uma vez efetivado este gatilho essas
caspases sao em ultima instancia as responsaveis por dar sequéncia a morte

celular irreversivel.
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A via intrinseca ¢é iniciada por multiplos estimulos sinalizadores de dano
celular incluindo irradiagdo ionizante, agentes citotoxicos, hipdxia, dano ao
DNA, e supressdo do fator de crescimento. A etapa critica desta via € a
permeabilidade da membrana externa das mitocondrias. Quando ha
desequilibrio entre proteinas pro- ou anti apoptética consequentemente falha o
sistema de protegcdo que permite que grande numero de substratos ativos saia
de dentro da mitocéndria para o citoplasma. Entre outras organelas se inclui o
citocroma c que por sua vez ativa uma enzima promotora da apoptose (APAF-
1) que se liga a caspase-9 formando o apoptosoma. Entédo, o apoptosoma age
clivando a caspase-3 e 7 e novamente é efetivada a morte celular irreversivel*™.

Neste estudo, foi investigado a caspase-9 por atuar na apoptose em
uma fase inicial como um gatilho para morte celular que ocorre somente
quando a caspase-3 é clivada. A caspase-9 clivada € um indicativo de ativagéo
pela via mitocondrial, que pode ser também consequéncia da sinalizacdo de
dano ao DNA ou hipdxia entre outros fatores. Portanto, maiores expressdes
observadas junto a administragcdo do RC pés IR provavelmente devem estar
associadas a hipoxia decorrente ao tempo de isquemia. Células desprovidas
de ATP sofrem necrose em vez de apoptose em resposta a estimulos
apoptoticos®.

As expressdes mais altas da caspase-9 foram observadas somente
quando o RC-3095 foi administrado apés IR. Consistente com o aumento de
atividade da caspase-3 apos 45 minutos de isquemia, isso foi demonstrado em
estudo com modelo semelhante, refletindo em maior numero de células
apoptdticas. Por outro lado, apdés 60 min. de isquemia, o mesmo estudo
observou minima atividade da caspase-3, porém havia uma enorme presenca

de células necroticas®.

Como o foco do estudo foi avaliar uma possivel associacdo do RC-3095
na diminuicdo de dano decorrente de processo inflamatério agudo, a outra
proposta do experimento foi estudar a atividade do 6xido nitrico neste contexto.

As enzimas NO sintases (NOS), hemeproteinas da familia citocromo
P450, sao fundamentais para biossintese do oxido nitrico. S&do conhecidas trés

principais isoformas dessas enzimas, sendo duas delas constitutivas, presentes
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em condicdes fisioldgicas no endotélio e nos neurdnios, e uma enzima sendo
indutivel, que se expressa nos macrofagos e células de Kupffer, neutrdfilos,
fibroblastos, musculo liso vascular e células endoteliais em resposta a
estimulos patolégicos como microrganismos invasores. Suas siglas sao,
respectivamente, cNOS (nNOS, eNOS) e INOS. Séao trés enzimas
estruturalmente semelhantes, porém reguladas de forma diversa e induzidas a
partir de genes localizados nos cromossomos 7 (isoforma | ou nNOS), 12

(isoforma Il ou iINOS) e 17 (isoforma Il ou eNOS)*.

Um estudo anterior com modelo similar de lesdo por IR em ratos®
observou redugdes nas expressbes da INOS apds administracdo de
aminoguanidina, um inibidor seletivo da NO-sintase, que também mostrou o
papel da enzima sob a permeabilidade vascular e o influxo de neutréfilos para
cavidade peritoneal induzidos pela enterotoxina estafilocdcica tipo B (SEB) em

camundongos®.

A INOS também exerce importante papel na manutencido da
homeostase fisiologica no endotélio do sistema vascular. O NO mantém o
calibre brénquico e regula a frequéncia dos movimentos ciliares; na circulagéo
pulmonar, o NO equilibra a relagdo ventilacdo-perfusdo. A INOS epitelial
bronquial € responsavel pela defesa imunoldégica a agentes externos
inalados, principalmente pelo recrutamento de macréfagos epiteliais e
subepiteliais. Isto € configurado pela queda da resisténcia as infecgdes
broncopulmonares com administracdo de analogos da L-arginina in vitro e in

vivo %,

Em culturas de células alveolares pulmonares epithelium-like, Asano et
al. demonstraram atividade basal de NOS constatada como isoforma |
ou nNOS, néo se constatando eNOS ou isoforma Ill. Em outro estudo com o
mesmo modelo experimental, porém utilizando a N- Acetylcysteine, Forgiarini
LF et al demonstraram que apds 120 min de reperfusdo os niveis de iINOS
ficaram aumentados em todos os grupos, quase uniformemente, comparados
ao SHAM.
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Considera-se 0 NO-mensageiro produzido a partir da cNOS (nNOS,
eNOS) como responsavel pela homeostase das vias aéreas e por isso a
eNOS foi alvo neste experimento®™. O nosso estudo permitiu demonstrar igual
atividade da eNOS no endotélio do pulmao de ratos em todos os grupos,
experimental e controle, sem diferenca estatistica. Isso nos leva a concluir que
apesar de haver variagao significativa da presséao arterial nos animais do grupo
RC-Pdés em relagédo aos outros grupos, parece que o RC-3095 néo influenciou

negativamente a homeostase pulmonar durante o experimento.
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8. CONCLUSOES
8.1. Conclusao Geral

A analise dos resultados obtidos ndo evidencia a ocorréncia de um efeito
protetor significativo com a utilizacdo do RC-3095 na resposta inflamatéria em

pulmdes de ratos submetidos a IR.

8.2. Conclusdes especificas

a) Observou-se redugao significativa na PaO2 nos grupos IR, e RC-pré e
pos-IR, quando comparado com valores antes da reperfusdo (p= 0,02). O
grupo que recebeu RC Pés-IR apresentou uma reducgao significativa na PaO2,
quando comparado com todos os outros grupos (p= 0,04).

b) Nado houve diferenca estatistica entre as médias dos escores
histologicos entre os diferentes grupos, ainda que houvesse uma discreta
diminuicdo na frequéncia média desses escores nos grupos RC Pré-IR e Pos-

IR em relagédo aos observados nos grupos IR e SHAM.

c) Os grupos RC Pré-IR e P6s-IR mostraram redugcdo sem significancia
estatistica nos niveis séricos de IL-1B (p = 0.159) e TNF- a (p= 0.260), quando

comparado com o grupo IR.

d) Nao houve diferenga significativa na captacdo da eNOS entre os

grupos (p= 0.206).

e) Observou-se maior expressao de caspase -9 clivada apenas no grupo

RC P6s-IR (p > 0.013), quando comparado aos demais grupos.
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9. COMENTARIOS FINAIS

Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que o uso de RC-
3095 nao trouxe efeito protetor no modelo de IR induzida em ratos, nas
condigdes experimentais utilizadas. Foi possivel demonstrar a ocorréncia dos
danos caracteristicos, decorrentes da indugdo de IR neste modelo, os quais
nao foram influenciados pela presenga do RC-3095. Considerando a relevancia
clinica do tema, novos estudos explorando outros potenciais alvos terapéuticos

nesta condicdo sao recomendados.
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Protocolo do teste de ELISA IL-1

1. Revestir a placa com 100 pyL/pog¢o com o Anticorpo de Captura diluido no
tampao de revestimento (Coating Buffer) e diluir conforme a bula (Certificado

de Analise). Selar a placa e incubar a 4° C, overnight.

2. Aspirar os pogos e lavar 5 X com 2250 pL/pogo de solugdo de lavagem.
Durante cada sequéncia de lavagem, deixar a placa com a solugéo de lavagem

por aproximadamente um minuto.

3. Diluir o diluente do kit numa proporcéo 1:5 com agua deionizada. Bloquear
as placas com 200 yL /pogo de 1x da solugdo com o diluente do kit (Assay

Diluent).. Incubar a temperatura ambiente por 1 hora.
4. Aspirar e lavar conforme o item 2. Repetir um total de 5 lavagens.

5. Utilizando 1 x Assay Diluent, diluir os padrdées conforme a bula do fabricante
(Certificado de Analise). Adicionar 100 pL/po¢o de amostras conforme o
desenho da placa. Selar a placa e incubar a temperatura ambiente por 2 horas
(ou durante uma noite a 4° C, para aumentar a sensibilidade.

6. Aspirar /lavar conforme o item 2. Repetir um total de 5 lavagens.

7. Adicionar 100 pL/pogo do anticorpo de detec¢do diluido 1 x no Assay

Diluent. Selar a placa e incubar em temperatura ambiente por 30 minutos.
8. Aspirar e lavar conforme o item 2. Repetir um total de 5 lavagens.

9. Adicionar 100 pL/pogo da Solugdo de avidina-HRP (reagente enzimatico)
diluido no diluente do ensaio 1 x. Selar e incubar a placa em temperatura

ambiente por 15 minutos.

10. Aspirar e lavar conforme o item 2. Durante cada sequéncia de lavagem
deixar a placa com a solugdo de lavagem por aproximadamente um minuto.

Repetir um total de 7 lavagens.

11. Adicionar 100 pL/pogo da Solucdo de substrato. Selar e incubar a placa em

temperatura ambiente por 15 minutos.
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12. Adicionar 50 pL/pogo de solugdo de parada (Stop Solution) para

interromper o ensaio;

13. Fazer a leitura em leitor de ELISA em um comprimento de onda de 450nm
dentro de 30 minutos apdés o término do ensaio. Obter a absorbancia

subtraindo de 450nm a absorbéancia de 570nm para analisar os dados.
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Protocolo do teste de ELISA TNF-a

1. Revestir a placa com 100 pyL/pog¢o com o Anticorpo de Captura diluido no
tampao (Coating Buffer). Para realizar a diluicdo seguir a bula do fabricante.

Selar a placa e incubar a 4° C, overnight.

2. Aspirar os pogos e lavar 5 X com = 300 uyL/pog¢o de solugcdo de lavagem.
Durante cada sequéncia de lavagem, deixar a placa com a solugéo de lavagem

por aproximadamente um minuto.

3. Bloquear a placa com = 200 pL/pogo do da solugdo com o diluente do kit

(Assay Diluent). Incubar a temperatura ambiente por uma hora;
4. Aspirar e lavar conforme o item 2. Repetir um total de 5 lavagens.

5. Preparar os padrbes de diluicdo das amostras usando o tampao conforme a

bula do fabricante.

6. Adicionar 100 pL/pogco de cada padrao, amostra e controle no pogo

apropriado. Selar a placa e incubar em temperatura ambiente por duas horas.
7. Aspirar e lavar conforme o item 2, com 5 lavagens no total.

8. Adicionar 100 uL/pogo do Anticorpo de Detecgédo diluido em cada pogo

Selar a placa e incubar em temperatura ambiente por 1 hora;
9. Aspirar e lavar conforme item 3, com um total de 5 lavagens;

10. Adicionar 100 uL/pogo do reagente enzimatico diluido (SAv-HRP) em cada
poco. Selar a placa na placa e incubar por 30 minutos em temperatura

ambiente.

11. Aspirar e lavar conforme o item 2, e repetir no total 7 lavagens. A cada

lavagem deixar a placa na solugao por 30 segundos a um minuto;

*Obs.: Muito importante nesta lavagem final deixar a placa na solugcéo de

lavagem por 30 segundos a 1 minuto;
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12. Adicionar 100 uL/pogo de solugdo com o substrato TMB. Incubar a placa

(sem selar) por 30 minutos a temperatura ambiente, deixando-a no escuro.
13. Adicionar 50 pL/pogo de solucdo de parada para interromper o ensaio.

14. Efetuar a leitura em leitor de placas ELISA de 96 pogos ap6s 30 minutos do
termino da reagdo. Obter a absorbancia a um de comprimento de onda de
450nm. Fazer correcéo, subtraindo de 450nm a absorbéncia de 570nm para

analisar os dados.
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Tabela 1. Hemodinadmica — analise dos dados entre os grupos

Tabela 2. Hemodinamica - analise dos dados de tempo em relac&o aos

grupos

Tabela 3. Planilha com as observagdes das laminas através da analise
realizada por imunohistoquimica - Captag¢ao da Caspase-9

Tabela 4. Planilha com as observag¢des das laminas da analise realizada por

imunohistoquimica - Captacdo da eNOS
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TABELA 1 - Comparacgio dos grupos em relacio aos tempos

MAP Pao, Paco,
p p p
Baseline t2 Final Baseline t2 Final Baseline t2 Final
94 90 86 0.165 3422 278,6 300,6 0368 474 44,9 47,5 0.779
Grupol [90; 140] [75;103] [73,5;90] i [265,2;353,9] [231,4;300,5] [255,95;378,15] i [44,6;49,9] [43,7,48,9] [45,45;50,8] i
110* 81 65%* 0.007 187,1 228,1 149,1 0.449 35,9 39,9 20,7 0.819
Grupo2 [96; 151] [73;90] [64; 75] i [148,6; 318,4] [171,9; 348] [147,4; 161,2] i [32,5;44,91 [34,1;44,4] [20,5; 49,7] i
93* 67,5 46%* 0.015 2823 223,7 116,5 0.074 41,2 36,7 46,4 0.091
Grupo3 [85,5; 125] [62; 73] [45; 53] i [251,2;341,7] [204.,4;394,4] [88,7; 269,3] i [37.9; 44] [34,1; 37] [38.4; 50,8] i
86,5 76 61,5 0.105 289,05 208,1 181,6 0.050 47,5 52,3 51,25 0.174
Grupo4 [80,3; 117,3] [72,5,77] [51;73] i [268,5; 294,4] [194;218,9] [103,75;229,5] i [40,9; 49,8] [50,7; 66,85] [49,75; 69,9] i
94 sksk % sk
Geral [85,5;140] <0,001 0,005 0,801
Os simbolos iguais sinalizam diferencas estatisticas entre tempos.
TABELA 2 - Comparacio dos tempos em relaciio aos grupos
MAP Pao, Paco,
Baseline t2 Final Baseline t2 Final Baseline t2 Final
94 90 86 342, 278,6 300,6 474 44,9 47,5 [45.45: 50.8]
Grupol [90; 140] [75; 103] [73,5; 90] [265,2; 353,9] [231,4; 300,5] [255,95; 378,15] [44,6; 49,9] [43,7; 48,9] ’ 2T T
110 81 65 187,1 228,1 149,1 35,9 39,9 20,7 [20,5: 49,7]
Grupo2 [96; 151] [73;90] [64; 75] [148,6; 318,4] [171,9; 348] [147,4; 161,2] [32,5; 44,9] [34,1; 44,4] i o
93 67,5 46 2823 2237 116,5 41,2 36,7* 46.4 [38.4: 50.8]
Grupo3 [85,5; 125] [62; 73] [45; 53] [251,2; 341,7] [204,4; 394,4] [88,7; 269,3] [37.9; 44] [34,1; 37] i >
86,5 76 61,5 289,05 208,1 181,6 47,5 52,3%* 51,25 [49.75: 69.9]
Grupo4 [80,3; 117,3] [72,5; 77] [51; 73] [268,5; 294,4] [194;218,9] [103,75;229,5] [40,9; 49,8] [50,7; 66,85] ’ 2T
p 0,537 0,122 0,137 0,594 0,668 0,082 0,207 0,01 0,294

Os simbolos iguais sinalizam diferengas estatisticas entre grupos.



Grupos | ANIMAL | Endot LSD | Endot LSE | Pneum LSD | PrneulSE |Estrom LSD|Estrom LSBMacrof LSD|Macrof LSENeutrofilo LS§N eutrofilo LSD |Cels Brong LSD | Cels Brong LSE |Linf LSD |Linf LSE
12 NfF NfF
SHAM 13 NfF 0 NfF
17 NFD NFD
24 0 0
20 i 0
14 NFF MFF
IR 16 0 0
19 i i}
2 NFF 0
i 0 0
20 i 0
RCPre-R| %7 0 0
b i 0
8 NFF 0
15 0 MFF NFF NfF
3 NFF NFF
RCPos-R| 3 NFF NFD NFD NFD
y NFF NFF
10 NFF NFD NFD
i NFF NFF
Kl 0 NFF
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Grupos AMIMAL Endotélio LSD Endotelio LSE  |[Pneumdcito LSD[Pneumdcito LSE Estroma LSD | Estroma LSE  |Macréfago LSO{Macrdfage LSE|N eutrdfilo LSD|N eutrofilo LSE
12 CFD CFD
SHAM 13 CFDr CFD
17 CFD CFD
24 CFF CFF
28 CFF CFF
14 CFD CFD
IR 16 CFF CFD CFF MFF
149 CFF CFD
26 CFF CFF
29 CFD CFF
20 CFF CFF
RC Pre-lIR 27 CFF CFF
] CFF CFF
5 CFD CFD CFF
15 CFF CFD
31 CFF CFF CFF
RCPos-IR 3 CFD CFD
8 CFF CFF
10 CFD CFF
25 CFD CFD CFF
30 CFF CFF CFF
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