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RESUMO

Sepse ¢é definida como uma disfungao organica com risco de vida, causada por
uma resposta imune exacerbada frente a infecgdo. Os achados clinicos da sepse
incluem vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular e diminuicdo da
reatividade aos vasoconstritores, levando a hipotenséao refrataria, sendo o 6xido
nitrico (NO) um importante modulador neste quadro. Em oposigao a circulagao
sistémica, a reatividade vascular renal € preservada na sepse, contribuindo para
a insuficiénia renal aguda (IRA) na sepse. Dados prévios de nosso laboratorio
mostram que o NO (derivado da NOS-2) ativa a cinase de receptor acoplado a
proteina G (GRK2) na aorta e no coracgao, levando a diminuicao da densidade
dos receptores adrenérgicos a1l e B1 que, por sua vez, esta associada a
diminuicao da reatividade vascular e cardiaca na sepse, respectivamente. Dessa
forma, nosso objetivo foi investigar se a IRA, na sepse, ocorre por ativagdo da
via NO-GRK2-receptor a1 adrenérgico. Camundongos fémeas selvagens Swiss
e C57BL/6 NOS-2-KO foram submetidos a sepse por ligadura e perfuragéo do
ceco (CLP). Camundongos Swiss foram tratados com um inibidor de NOS-2
(1400W; 1 mg/kg), com inibidor da guanilato ciclase soluvel (azul de metileno;
s.c.; 10mg/Kg) 6, 12 e 18 h apds CLP 30 min antes e 6 e 12 horas ap6s CLP ou
com um antagonista do receptor adrenérgico a1 (prazosina; 1 mg/Kg), 12 horas
apos CLP. Experimentos in vivo, moleculares e bioquimicos foram realizados 24
h apés CLP.Camundongos Swiss nao sépticos foram tratados com um doador
de NO (SNAP, 10 mg / Kg) e as analises foram realizadas apos 4 h. Ensaios
complementares foram feitos em células epiteliais de rim de porco (LLC-PK1),
tratadas com SNAP (100 uM) e na presenga ou nao de um inibidor de guanilato
ciclase soluvel (ODQ, 1 pyM) ou do inibidor de proteassoma (MG132; 10 uM) e
as analises foram realizadas apds 4 h. Nossos resultados mostram que a sepse
diminuiu a pressao arterial média, a reatividade vascular a fenilefrina e o fluxo
sanguineo renal basal, o qual foi normalizado pelo tratamento com prazosina. A
sepse levou a um aumento na expressao de NOS-2 renal, na producao de NO,
nos metabdlitos do NO e nos niveis plasmaticos de creatinina e ureia. Os niveis
de GRK2 e B-arrestina diminuiram e a densidade do receptor a1 adrenérgico
aumentou no rim durante a sepse. A diminuigdo de GRK2 renal foi prevenida em

camundongos NOS-2-KO ou camundongos tratados com 1400W, mas nao pelo



tratamento com azul de metileno. A densidade do receptor da angiotensina Il
(AT1) nao foi alterada no rim séptico. Ja a densidade do receptor 31 adrenérgico
aumentou no coragao séptico e os niveis de B-arrestina reduziram. O tratamento
com um doador de NO reduziu o conteudo de GRK2 no rim de camundongos
nao sépticos e em células LLC-PK1. A diminuigdo do nivel de GRK2 em células
LLC-PK1 foi prevenida pela inibicdo da guanilato ciclase soluvel, mas ndo com
o inibidor de proteassoma. Portanto, nossos resultados mostram que o NO leva
a uma reducdo no nivel de GRK2 nos rins durante a sepse, levando a
preservagao da densidade do receptor a1 adrenérgico o que, juntamente com
maior tbnus vasoconstritor maior na sepse, leva a vasoconstricdo excessiva nos

rins e pode contribuir para o desenvolvimento da IRA associada a sepse.

Palavras-chave: sepse; insuficiéncia renal aguda; GRK2; receptor a1

adrenérgico; 6xido nitrico



ABSTRACT

Sepsis is defined as a life-threatening organ dysfunction caused by an
overwhelming immune response to infection. Sepsis clinical findings include
vasodilatation and decrease of reactivity to vasoconstrictors leading to severe
and untreatable hypotension, being the nitric oxide (NO) an important player in
this dysfunction. If in addition to this acute kidney failure (AKI) takes place, the
prognostic is worsened. The mechanism of kidney failure in sepsis is under
debate. What is known is, in the opposition to the systemic vasculature, renal
vascular reactivity to catecholamines is preserved in sepsis. Previous data of our
laboratory show that NOS-2-derived NO activates G protein-coupled receptor 2
(GRK2) in aorta and heart, leading to the decrease in a+ and (1 adrenergic
receptor density which, in turn, is associated with the decrease in vascular and
cardiac reactivity in sepsis, respectively. Thus, we aimed to study whether the
distinct behavior of the kidney was related to NO-GRK2- a1 adrenergic receptor.
Female wild type Swiss and C57BL/6 NOS-2-KO mice were submitted to sepsis
by cecal ligation and puncture (CLP). Swiss mice were treated with a NOS-2
inhibitor (1400W; 1 mg/kg), 30 min before and 6 and 12 hours after CLP, with a
soluble guanylate cyclase inhibitor (methylene blue; 10 mg/Kg), 6, 12 and 18 h
after CIP or with a a1 adrenergic receptor antagonist (prazosin; 1 mg/Kg), 12
hours after CLP. In vivo experiments, molecular and biochemistry assays were
performed 24 h after CLP. Normal Swiss mice were treated with a NO donor
(SNAP, 10 mg/Kg) and analyses were carried out 4 hours later. For
complementary experiments, swine kidney epithelial cell line (LLC-PK1) were
treated with SNAP (100 uM) in the presence or not of an inhibitor of soluble
guanylate cyclase (ODQ, 1 yM) and proteasome inhibitor (MG132,10 uM) and
analysis were carried out 4 hours later. Our results show that sepsis decreased
the systemic mean arterial pressure, the vascular reactivity to phenylephrine and
the basal renal blood flow, which was normalized by treatment with prazosin.
Sepsis increased NOS-2 expression in kidney, NO production, NO metabolites
and plasm creatinine and urea levels. GRK2 and pB-arrestin levels were
decreased whereas a1 adrenergic receptor density increased in septic kidney.
The disappearance of renal GRK2 was prevented in NOS-2-KO mice or mice

treated with 1400W but not with methylene blue treatment. Angiotensin Il receptor



density (AT1) did not change in septic kidney. B1 adrenergic receptor density
increased in septic heart while B-arrestin levels were reduced. Treatment with a
NO donor reduced GRK2 content in the kidney of non-septic mice and in LLC-
PK1 cells. The decrease in GRK2 level in LLC-PK1 cells was prevented by the
inhibition of soluble guanylate cyclase but not with the proteasome inhibitor.
Therefore, our results show that a NO-dependent reduction in GRK2 level in the
kidney leads to the maintenance of a normal a1 adrenergic receptor density
which, together with a higher vasoconstrictor tonus in sepsis lead to

vasoconstriction and may help to explain sepsis-induced AKI.

Keywords: sepsis; acute kidney injury; GRK2; aiadrenergic receptor; nitric oxide
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1 INTRODUGAO

1.1 SEPSE

1.1.1Conceitos e aspectos gerais

A palavra sepse deriva do grego septikos e significa putrefagdo. O termo sepse,
citado nos poemas de Homero, 770 a.C., foi instituido por Hipocrates (460-377 a.C.) para
descrever um estado perigoso, odorifero e de deterioragao biolégica que poderia ocorrer
no corpo. Mais tarde, no século XIX, os trabalhos de Semmelweis, Pasteur, Koch e Lister,
forneceram informagdes que possibilitaram a identificacdo de microorganismos na
corrente sanguinea de pacientes com sepse, relacionando a infec¢do com a origem da
doenca. Desde entdo, a palavra sepse tem sido usada para caracterizar um estado grave
de toxicidade sistémica associada a uma infec¢ao (revisado por NAMAS et al., 2012 e
PETTIGREW, 2014).

Ao longo dos anos, diversas definigdes foram propostas para melhor identificar e
caracterizar o quadro de sepse. Em 2016, o Terceiro Consenso Internacional de Sepse
e Choque Séptico (Sepse 3) estabeleceu critérios para o diagndstico da sepse, visando
um reconhecimento precoce da doenga e um manejo mais adequado de pacientes.
Assim, a sepse é atualmente definida como uma disfungéo de 6rgados com risco de vida
causada por uma resposta imune desregulada frente a uma infeccédo (SINGER et al.,
2016).

Na pratica clinica atual, a sepse € diagnosticada através da pontuagédo SOFA (do
inglés, Sequential Organ Failure Assessment). Os critérios SOFA tém como objetivo
especificar o diagndstico de sepse e quantificar a gravidade da doenga com base no grau
de disfuncéo organica ao longo do tempo. O quadro séptico é identificado quando ha um
aumento de dois ou mais pontos no SOFA e uma pontuacao alta esta associada com um
aumento na probabilidade de mortalidade (SINGER et al., 2016). Sao avaliados os
sistemas respiratorio, de coagulagao, hepatico, cardiovascular, nervoso e renal, através

de exames clinicos e laboratoriais, conforme demonstrado na Tabela 1.
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TABELA 1 — AVALIACAO SEQUENCIAL DE FALENCIA DE ORGAOS - SOFA

Pontuacio
Sistema 0 1 2 3 4
Respiragio < 400 <300 <200 <100
P20,/FIO, (mm He) > 400 221 - 301 142 - 220 67 - 141 <67

5a0,/F10,

Figado
Bilirrubina (mg/dL)

<12 12-19 20-39 60-119 >120

SNC
Escala de coma de 15 13-14 10-12 6-9 <6

Fonte: adaptada de (SINGER et al., 2016).

Abreviagdes: PaO2, pressao arterial de oxigénio; FIO2, fragdo inspirada de oxigénio; SaO2, saturagéo

arterial de oxigénio; PAM, pressao arterial média; SNC, sistema nervoso central.
aDoses de catecolaminas dadas em pg/Kg/min por pelo menos 1 h.

bEscala de coma de Glasgow: pontuagdo de 3 a 15; alta pontuagdo indica melhor fungéo neuroldgica

Entretanto, a pontuacdo SOFA requer diversos testes laboratoriais e pode néo estar
disponivel em tempo habil. Pacientes em choque séptico apresentam um aumento da
mortalidade de, em média, 7,6% a cada hora de atraso até o inicio da terapia, tornando
o tempo uma variavel importantissima para a melhora do paciente (KUMAR et al., 2006).
Além disso, paises com poucos recursos nao possuem condi¢cdes necessarias para que
a avaliagao seja realizada. Desta forma, desenvolveu-se o quickSOFA (qSOFA) que nao
utiliza variaveis laboratoriais e permite uma triagem dos pacientes que correm o risco de
desenvolver a sepse, tornando essa ferramenta util a beira do leito (SINGER et al., 2016).

Os critérios utilizados no qSOFA sao: pressao arterial sistélica menor que 100

mmHg, frequéncia respiratéria maior que 22 ciclos por minuto e rebaixamento do nivel



de consciéncia (Escala de coma de Glasgow < 15). Se pelo menos duas variaveis forem
encontradas, recomenda-se a utilizacdo do SOFA e ha indicio de mortalidade ou
permanéncia prolongada em Unidades de Terapia Intensiva (UTI) (SEYMOUR et al.,
2016; SHANKAR-HARI et al., 2016; SINGER et al., 2016).

Quando nao resolvida, a sepse pode evoluir para um quadro de choque séptico,
que € acompanhado por anormalidades circulatérias, celulares e metabdlicas que
aumentam substancialmente o risco de mortalidade. De acordo com os critérios clinicos,
o choque séptico € definido como a presenga de hipotensdo com necessidade de
vasopressores para manter pressao arterial média = 65 mmHg associada a lactato
plasmatico = 2 mmol/L, apds reposicao volémica (SHANKAR-HARI et al., 2016; SINGER
et al., 2016).

1.1.2 Epidemiologia

A sepse € uma doenga multifatorial, complexa, de dificil tratamento e é uma das
principais causas de mortalidade no mundo. A sepse é responsavel por uma a cada cinco
mortes mundialmente e estima-se que ocorram 48 milhdes de casos a cada ano,
resultando em cerca de 11 milhdes de mortes (RUDD et al, 2020).

No Brasil, pelo menos 30% dos leitos em unidades de terapia intensiva (UTls) sdo
ocupados por pacientes sépticos e a incidéncia é de 36,3 casos por 1000 pacientes/dia
(MACHADO, 2017). Dados do Instituto Latino Americano da Sepse (ILAS), mostram que
a mortalidade nos hospitais privados brasileiros para sepse e choque séptico € de 23,4%
e 56,2%, respectivamente, e nos hospitais publicos, de 44,2% e 72,9%, indicando que a
diminuicdo da mortalidade esta atrelada ao manejo e suporte adequados da doenca
(IDALGO et al., 2021).

Observa-se que as condi¢des socioecondmicas sao relevantes no desenvolvimento
da sepse, pois cerca de 85% dos casos ocorrem em paises subdesenvolvidos. Além
disso, a sepse representa um dos maiores gastos hospitalares e tem um alto impacto
nos gastos com saude publica (FLEISCHMANN et al. 2016; RUDD et al. 2020). Nos
Estados Unidos, por exemplo, o tratamento de pacientes sépticos custa mais de USD 24
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bilhdes por ano para o pais, correspondendo a 13% dos custos totais hospitalares
(PAOLI et al., 2018).

Outro fator significante associado a sepse é a etiologia da doenga. A sepse pode
ser desencadeada por bactérias, fungos, virus ou protozoarios, mas os agentes
etiolégicos mais frequentes sao as bactérias, seguidas dos fungos (NDUKA; PARRILLO,
2009). De acordo com o registro internacional de sepse, entre os 12881 casos
registrados, as infecgdes por bactérias gram-negativas sdo as mais comuns (41,4%),
seguidas das gram-positivas (32,4%), das infecgdes fungicas (8,7%) e virais (1,3%)
(BEALE et al., 2009). Os achados laboratoriais mostram que o Staphylococcus aureus e
o Streptococcus pneumoniae s&o as bactérias gram-positivas prevalentes, enquanto que
as gram-negativas mais isoladas sado Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e
Pseudomonas aeruginosa. As espécies de Candida sao as principais causadoras das
infeccbes fungicas, as quais tém demonstrado crescimento nos casos de sepse
(ANGUS; VAN DER POLL, 2013). Mais recentemente por conta da pandemia de SARS-
COV-2 as infecgbes virais aumentaram muito deve haver um aumento de casos por
sepse viral.

Em relagao as infecgbes mais comumente causadoras de sepse, pode-se citar as
pneumonias, infeccbes abdominais, urinarias, de pele e sanguineas. Ainda, sao
frequentes infecgdes relacionadas a cateteres, abcessos de partes moles, meningites,
endocardites, entre outros (ANGUS; VAN DER POLL, 2013).

Além dos fatores socioeconémico e etioldgico, as caracteristicas ligadas ao
paciente também estdo associadas a suscetibilidade a sepse. A presenca de
imunossupressao decorrente de neoplasias, infeccao pelo virus da imunodeficiéncia
adquirida ou uso de imunossupressores sao fatores classicos. Além disso,
particularidades genéticas do paciente que estido associadas a modulagao da resposta
imune e as oportunidades de intervengdes terapéuticas também sao fatores
determinantes (ANGUS; WAX, 2001; ANGUS; VAN DER POLL, 2013). Idade, sexo e
raca também sao relevantes na incidéncia do quadro séptico, onde a maior ocorréncia é
em bebés e idosos, homens e na populagdo negra (ANGUS et al., 2001; MAYR et al.,
2010).
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1.1.3 Fisiopatologia

O quadro séptico evolui a partir da interagdo entre o micro-organismo e 0s
mecanismos de defesa do hospedeiro. A resposta imune inata € a responsavel pelo
processo inflamatério inicial da sepse e € mediada por Receptores de Reconhecimento
de Padrées (PRR; do inglés Pattern Recognition Receptors), como os receptores Toll-
like (TLR) e o CD14, que reconhecem os patégenos ou seus produtos, os quais sao
coletivamente chamados de PAMPs (do inglés, Pathogen-Associated Molecular
Patterns) ( HOTCHKISS; KARL, 2003; SALVADOR et al., 2016).

Uma vez que ocorra o reconhecimento de PAMPs, uma cascata de eventos
intracelulares €& desencadeada, recrutando varias proteinas citoplasmaticas e
culminando na ativagao de diversos fatores de trascricao, dentre eles o Fator Nuclear kB
(NF-kB; do inglés Nuclear Factor Kappa B), a Proteina Ativadora-1 (AP-1; do inglés
Activation Protein 1), Proteina de Resposta de Crescimento Precoce (EGR-1; do inglés
Early Growth Response 1) e os Transdutores de sinais e ativadores de transcricao 1
(STAT 1; do inglés Signal Transducer and Activator of Transcription 1) (SHERWOOD,
2004; HOTCHKISS et al., 2016).

A ativagao desses fatores de transcricdo leva a expressao génica de moléculas
inflamatorias, como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina-6 (IL-6),
interleucina-1 beta (IL-1B) e interleucina-10 (IL-10). Ocorre aumento da expressao da
enzima o6xido nitrico sintase 2 (NOS-2; do inglés Nitric Oxide Synthase), levando a
geracédo de o6xido nitrico (NO; do inglés, Nitric Oxide) e produgdo dos metabdlitos do
acido araquiddnico, como prostaglandinas e leucotrienos (O’'BRIEN et al., 2007). As
citocinas pré-inflamatoérias sao liberadas na circulacdo levando a ativagao de células,
como neutrofilos, mondcitos, macréfagos, plaquetas e células endoteliais. Varios outros
sistemas compostos de proteinas plasmaticas, como os sistemas complemento,
coagulacdo e sistema fibrinolitico, também s&o ativados (ARRIETA; RODRIGUEZ-
REYNA; SOTELO, 2000; DELLINGER et al., 2004). Ha aumento da permeabilidade

vascular e recrutamento dos leucdcitos para os tecidos, onde acontece a producgao de
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mediadores secundarios como espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, amplificando
ainda mais o processo inflamatério (revisado por CINEL; OPAL, 2009).

Quando o quadro inflamatoério nao € resolvido, o desequilibrio entre as respostas
inflamatorias e anti-inflamatdrias leva a disfungdo multipla de érgdos, culminando na
sepse (SOGAYAR et al., 2008). As manifestagdes clinicas da sepse séo variaveis e
dependem do foco inicial da doenga, do agente etiolégico, do estado de saude do
paciente e, ainda, das intervencbes terapéuticas iniciais. Entretanto, a faléncia do
sistema cardiovascular € determinante no prognostico da doenga, pois o aporte
sanguineo inadequado contribui para a faléncia dos demais sistemas. Ainda, sabe-se
que o risco de mortalidade da sepse aumenta de acordo com o numero de Orgaos
acometidos (FERREIRA et al., 2001).

1.1.3.1 Disfung&o cardiovascular

A disfungao cardiovascular € a manifestacdo mais grave da sepse e € caracterizada
pelo comprometimento da fungcdo cardiaca e por alteracdées hemodinamicas, tanto na
circulagao sistémica como na microcirculagao (revisado por LUSH; KVIETYS, 2000;
MIRANDA et al., 2016).

A produgdo de mediadores inflamatérios na sepse resulta na redugdo do ténus
vascular e no aumento da permeabilidade vascular, contribuindo para um quadro de
hipovolemia, hipotensédo e depressao miocardica. Além disso, ja foi demonstrado pelo
Nnosso grupo de pesquisa e por outros que ha uma diminuigdo da resposta vascular
sisttmica a agentes vasoconstritores, culminando em hipotenséo refrataria (SILVA-
SANTOS & ASSREUY, 1999; FERNANDES et al., 2006).

Do ponto de vista da microcirculagdo na sepse, observa-se heterogeneidade de
fluxo, com areas com capilares apresentando fluxo muito lento ou mesmo sem fluxo,
proximas a areas com perfusdo capilar preservada. Também, ha uma reducado da

densidade de capilares, trombose e edema intersticial, fatores que contribuem para a
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reducdo da oferta tecidual de oxigénio, aumento do metabolismo anaerébio e
hiperlactatemia (revisado por MIRANDA et al., 2016).

1.1.3.2 Disfungéo renal

Outra grave e frequente complicagdo observada na sepse € a insuficiéncia renal
aguda (IRA). A IRA aumenta substancialmente o risco de morte dos pacientes sépticos,
com taxas de mortalidade de 80%. Ademais, a IRA é relatada em 30% a 60% dos casos
de sepse, dos quais pelo menos metade necessita de didlise (TAKASU et al., 2013;
ZARJOU; AGARWAL, 2011). Uma vez que o débito urinario normal € comprometido,
desenvolve-se rapidamente uma sobrecarga liquida que leva a um aumento do liquido
extravascular nos pulmdes com piora consideravel nas trocas gasosas (AWAD, 2003).

A IRA é caracterizada por uma falha aguda dos rins em filtrar o sangue
adequadamente, regular o balango de agua e de ions e gerar urina. Clinicamente, a IRA
associada a sepse ¢ identificada pela diminuigao do débito urinario e pelo aumento dos
niveis plasmaticos de creatinina (Seymour et al. 2016 ; 2016, LI et al., 2018).

A fisiopatologia da IRA é multifatorial e seus mecanismos ainda néo estdo
totalmente elucidados, mas sabe-se que envolve uma interagdo complexa entre
alteragdes hemodinadmicas, lesao celular e inflamacao (ERGIN et al., 2015).

Os tubulos renais de pacientes com sepse sao expostos continuamente a PAMPs,
espécies reativas de oxigénio, espécies reativas de nitrogénio, citocinas e outros fatores
produzidos em resposta a infecgao, ja que os rins filtram grandes volumes de plasma a
cada hora. Dentre as principais consequéncias da exposi¢ao renal aos mediadores
inflamatorios, estdo as lesdes de células glomerulares e tubulares e a producgéo,
proliferagdo e migracado de fibroblastos, levando ao acumulo da matriz extracelular,
fibrose e, consequentemente, perda de néfrons (DINIZ, 2011). No entanto, apesar da
perda de fungado renal, as evidéncias histolégicas mostram que lesdes celulares sao
escassas, indicando que a IRA esta mais relacionada a uma disfungédo do que a uma
lesdo no tecido (MARTENSSON; BELLOMO, 2015).
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Desde o inicio da sepse, a disfungao cardiovascular impacta na hipoperfusédo
glomerular e desregulagdo da rede peritubular, resultando em um dano isquémico e
disfungao tubular renal, sugerindo que a IRA ¢ iniciada pela disfungéo vascular.

Conforme exposto anteriormente, a disfuncdo vascular na sepse € marcada por
uma incapacidade na resposta aos agentes vasoconstritores, porém, no leito renal, a
reatividade € conservada ou até mesmo aumentada, contrapondo-se a circulagao
sistémica (BOFFA; ARENDSHORST, 2005). Esse fenbmeno € um ponto importante no
entendimento da IRA na sepse, pois em resposta ao quadro de vasodilatacio, diferentes
mecanismos fisioldgicos sao ativados na tentativa de restabelecer a pressao arterial € a
perfusdo dos tecidos. Entdo, como resultado da deplecdo do volume arterial, os
barorreceptores sdo sensibilizados e aumentam a atividade simpatica e a producéo de
angiotensina e de arginina-vasopressina, resultando em uma vasoconstricdo renal,
diminuicao da taxa de filtracdo glomerular e retencao de agua (SCHRIER; WANG, 2004).

E importante enfatizar que no choque séptico ha uma ativacgéo inapropriada do
sistema simpatico, o que leva ao aumento da concentragcdo das catecolaminas
circulantes (ANNANE et al., 1999; DUNSER; HASIBEDER, 2009). Por exemplo, em
condigdes fisioldgicas, os niveis de adrenalina correspondem a ordem de picograma por
ml de sangue, enquanto que na sepse, esses niveis podem aumentar mil vezes. Com
isso, a associacao dos altos niveis circulantes de catecolaminas, aliada a diminuicao da
resposta sistémica mais a manutencgéo da responsividade renal a elas , gera uma acgéo
exacerbada do sistema simpatico no rim, o que contribui para a IRA e a letalidade na
sepse ( WORTSMAN; FRANK; CRYER, 1984; JONES; ROMANO, 1989; SCHMIDT et
al., 2005).

Adicionalmente, em contraste com os demais 6rgaos, a NOS-2 é expressa
constitutivamente nas células do tubulo renal e contribui para as mudangas
hemodinamicas e para a reducéo da filtracdo glomerular subsequentes durante o choque
séptico. A excessiva produgao de espécies reativas de nitrogénio induz ao estresse

nitrosativo, resultando em disfungdo do fluxo sanguineo e da resposta arterial,
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comprometimento da circulagdo sanguinea nos capilares e danos na fungao celular
(ERGIN et al., 2015).

1.2 OXIDO NiTRICO

1.2.1 Biossintese e bioquimica do Oxido Nitrico

O NO é uma molécula de estrutura simples, que possui um elétron desemparelhado
e € reativo com radicais livres e metais de transicdo (BECKMAN; KOPPENOL, 1996).
Com solubilidade maxima em agua de cerca de 2 mM, o NO tende a se concentrar em
membranas lipidicas e dominios hidrofébicos de proteinas em sistemas bioldgicos
(FUKUTO; CHO; SWITZER, 2000).

O NO é produzido por diversos tipos celulares e € um mediador em muitos
processos fisiolégicos, como regulagdo do tdnus vascular, inibicdo da agregacao
plaquetaria, neurotransmissdo, nocicepg¢do, respostas imunologicas e fungéo erétil
(MONCADA; PALMER; HIGGS, 1991).

A producédo do NO ocorre através da oxidacdo da L-arginina em L-citrulina pela
enzima NOS. Existem trés isoformas de NOS, derivadas de genes distintos, onde a 6xido
nitrico sintase tipo | (NOS-1) e a oxido nitrico sintase tipo 3 (NOS-3) sdo expressas
constitutivamente, ou seja, estdo presentes em condig¢des fisioldgicas, enquanto a 6xido
nitrico sintase tipo 2 (NOS-2) tem sua expressao estimulada em processos inflamatérios.
Apesar de catalisarem a mesma reacgdo, as trés isoformas diferem na localizagao
cromossOmica, regulagao, amplitude e duragcéo da produgao de NO, além da distribuicdo
celular e tecidual (FORSTERMANN; BOISSEL ; KLEINERT, 1998).

A regulacao da atividade das NOS esta relacionada com diferentes mecanismos
pos-traducionais, incluindo dimerizacao da proteina, fosforilacdo de sitios da proteina e
ligacdo de cofatores, além da biodisponibilidade de oxigénio molecular (O2) e de L-
arginina (AKTAN, 2004; FLEMING; BUSSE, 1999).

A NOS-1 e a NOS-3 tém sua atividade dependente da presenca de cofatores
(NADPH, FAD, FMN e BHa4) e necessitam da ligagdo calcio-calmodulina para sua

atividade catalitica, isto €, dependem de calcio. A producdo de NO pelas isoformas
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constitutivas ocorre em concentracbes nanomolares e por curtos periodos de tempo
(segundos a minutos). A NOS-1 é encontrada em células neuronais, epiteliais,
endoteliais, miocitos esqueléticos, neutrofilos e mastocitos. O NO proveniente desta
isoforma atua na regulagdo da transmissao simpatica no sistema nervoso central, na
regulacéo central da pressao sanguinea, no relaxamento do musculo liso e na dilatagao
via nervos periféricos. Ainda, regula o fluxo sanguineo cerebral local e esta envolvido na
formacado da memoria. A NOS-3 é expressa em varios tipos celulares, como em células
endoteliais, leucdcitos, plaquetas, cardiomidcitos, em células do hipocampo, pulméao e
figado. Sua atividade é regulada por tensdo de cisalhamento de fluidos, hipdxia,
fosforilagao e localizacao celular, podendo ser encontrada no citosol, complexo de Golgi,
no contato entre as células, mas é nas cavéolas da membrana plasmatica que parece
ter a maior importancia na producdo de NO. O NO proveniente da NOS-3 participa de
processos de vasodilatagao, proliferagdo de células musculares lisas, permeabilidade
endotelial e agregacdo e adesdo plaquetaria (FLEMING; BUSSE, 1999;
FORSTERMANN; BOISSEL; KLEINERT, 1998; FORSTERMANN et al., 1994).

A NOS-2 tem sua expressao induzida por citocinas ou por combinagcido destas com
componentes bacterianos, tais como o LPS. Assim como as isoformas constitutivas, a
NOS-2 tem sua atividade dependente da presenga de cofatores, porém requer uma
concentragdo nanomolar de calcio (100 nM, concentragdo equivalente ao nivel basal
intracelular) para o seu funcionamento e por isso é classificada como sendo
independente de calcio. Inicialmente, a NOS-2 foi identificada em macréfagos, mas hoje
sabe-se que mediante estimulacdo, uma variedade de células pode expressa-la.
Leucdcitos, células endoteliais e epiteliais, queratindcitos, fibroblastos, ostedcitos,
plaquetas e neurénios podem expressar a NOS-2. Esta enzima produz e libera NO em
concentragdes micromolares e durante longos periodos de tempo. O NO produzido por
essa isoforma, geralmente, tem acgao citotdxica e microbicida. Entretanto, a producgao
excessiva de NO pela NOS-2 esta relacionada com algumas patologias, como artrite

reumatoide, miocardite, colite, glomerulonefrite, choque séptico e doengas
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neurodegenerativas (AKTAN, 2004; FORSTERMANN et al, 1994; HECKER;
CATTARUZZA; WAGNER, 1999).

O NO pode atuar em diversos alvos, dependendo da sua concentracéo e do seu
local de producgao. Seus efeitos podem ser classificados como diretos e indiretos. Os
efeitos diretos envolvem a interagdo do NO com outros ligantes, como complexos
metalicos, sendo o grupo heme o maior exemplo. Esta reagdo requer baixas
concentragdes de NO e sugere-se que seja responsavel pelos efeitos fisioldgicos deste
composto. Efeitos indiretos decorrem da produgdo de compostos intermediarios,
geralmente derivados da interacdo de altas concentragcdes de NO com oxigénio e
superoéxido. Os efeitos indiretos sao consequéncia do estresse nitrosativo e estresse
oxidativo causados por estes compostos intermediarios e sao considerados
responsaveis pelos efeitos patologicos do NO (FUKUTO; CHO; SWITZER, 2000; WINK;
MITCHELL, 1998; WINK et al., 2000).

O NO apresenta variagbes no numero de elétrons nos orbitais atdmicos,
determinando a existéncia de diferentes formas redox como NO- (radical monéxido de
nitrogénio), o NO* (cation nitrosénio) e o NO- (anion nitroxil), com diferentes propriedades
quimicas e distintos alvos moleculares. Desta forma, o NO pode atuar através da
ativacao da guanilato ciclase soluvel (GCs), da interagcdo com metalo-proteinas e com
moléculas possuidoras de residuos tidis e da ativacdo de canais de potassio
dependentes de Ca?* (STAMLER; SINGEL; LOSCALZO, 1992).

Como segundo mensageiro, o NO age ativando a GCs através de sua interagao
com o grupo heme, o que gera mudancga conformacional da enzima, havendo exposi¢cao
do sitio catalitico da guanosina trifosfato (GTP) e magnésio, permitindo a formagao de
guanosina monofosfato ciclico (GMPc). Por sua vez, o GMPc formado pode agir sobre a
fosfodiesterase (PDE), sobre canais idnicos e sobre a proteina quinase dependente de
GMPc (PKG) (HUSSAIN; HOBBS; MACALLISTER, 1999; STAMLER; SINGEL;
LOSCALZO, 1992).

Por ser um radical livre e relativamente reativo, o NO pode reagir com outros
radicais, formando espécies tdo ou mais biologicamente ativas do que a molécula
original. Assim, o NO pode reagir com o O2 formando diéxido de nitrogénio (NO2). Uma

vez produzido, o NO2 pode reagir com outra molécula de NO e produzir triéxido de
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dinitrogénio (N203) ou com o proprio NO2, gerando tetroxido de dinitrogénio (N204) que,
apos dismutacdo, geram ions nitrito e nitrato. Tanto o N203 como o N204 sdo
considerados potenciais doadores de nitrosénio (NO*) e esta molécula pode ser
transferida para uma variedade de nucledfilos presentes em biomoléculas, como
hidroxilas, aminas ou tiois, levando a formacéao de nitrito, N-nitrosaminas e S-nitrosotidis,
respectivamente (STAMLER; SINGEL; LOSCALZO, 1992; WINK et al., 2000).

Ainda, NO pode reagir com o anion superéxido (O2-), gerado pelas NADPH
oxidases, formando o &anion peroxinitrito (ONOz2). O peroxinitrito € rapidamente
protonado, formando o acido peroxinitroso (HONO:2). Devido a sua instabilidade, o acido
peroxinitroso se decompde e produz didéxido de nitrogénio e o radical hidroxila, capaz de
iniciar a peroxidacao de lipideos, bem como o radical NO2, o qual pode promover nitragao
de residuos de aminoacidos aromaticos, como tirosina e triptofano. O peroxinitrito, o
acido peroxinitroso e seus produtos de decomposi¢cdo, participam do crescimento,
migracao, proliferacao celular e rearranjo do citoesqueleto. Entretanto, essas espécies
podem ser extremamente danosas as biomoléculas e estdo associadas a danos
teciduais (BECKMAN; KOPPENOL, 1996; PACHER; BECKMAN; LIAUDET, 2007).

As reacdes do NO+< com metais de transicdo sao rapidas, uma vez que existe
doacgao de densidade eletrénica da molécula para o metal e/ou vice-versa, consistindo
um processo chamado de retro-doagao. Esta reacdo forma complexos nitrosil-metalicos
como ocorre na hemoglobina, mioglobina e citocromo oxidase, as quais contém ferro no
grupo heme. O NO+ pode ainda nitrosilar substratos protéicos, levando a modificagao
pos-traducional de proteinas (STAMLER; SINGEL; LOSCALZO, 1992; WINK et al.,
2000).

1.2.2 Oxido Nitrico e a sepse

As primeiras evidéncias da participagao do NO na sepse vieram com a observagao
de niveis elevados de nitrato e nitrito em pacientes sépticos (EVANS et al., 1993; OCHOA
et al., 1991) e que o uso de inibidores da NOS é capaz de atenuar sintomas desses
pacientes. Varios trabalhos mostraram que os inibidores de NOS normalizam a queda
da pressao arterial (KILBOURN et al., 1990), aumentam a sobrevivéncia (WU et al.,
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1995) e atenuam a faléncia de multiplos 6rgaos na sepse experimental em ratos (WU,
CHIN-CHEN; RUETTEN; THIEMERMANN, 1996). Isto €, ha uma grande quantidade de
dados implicando o NO como um mediador chave na disfungcéo cardiovascular durante
a sepse e choque séptico (revisado por ASSREUY, 2006).

Sabe-se que a maioria do NO relevante na sepse é proveniente da NOS-2. Este
fato é reforgado pela demonstragdo de que camundongos knockout para o gene da NOS-
2 respondem melhor a vasoconstritores e apresentam menor mortalidade em modelos
de sepse (KILBOURN; SZABO; TRABER, 1997). Entretanto, ja foi observado que o NO
derivado da NOS-3 induz a translocacdo nuclear de NF-kB, demonstrando sua
participagdo na patologia (SZABO, 1995). Ainda, o NO produzido pela NOS-1 atua como
sinal de disparo no desenvolvimento da resposta inflamatdria sistémica (DUMA et al.,
2011). Em células musculares lisas, a atividade da NOS1 também induz a translocagao
de NF-kB para o nucleo, levando a expressao da NOS2 e sugerindo sua participagcédo na
disfungéo vascular da sepse (SCHESCHOWITSCH et al., 2015).

Ha uma producado continua e elevada de NO pela NOS-2 durante a sepse e 0
choque séptico, o que influi na hipotenséo, na hiporreatividade a vasoconstritores, na
depressao da funcdo miocardica, na inibicdo da coagulagao sanguinea e adesao
leucocitaria, na inducao de apoptose e em outras funcdes ditas deletérias do NO (COBB;
DANNER, 1996; VINCENT et al., 2000).

Nesse contexto, o uso de inibidores da NOS na sepse parecia ser promissor.
Porém, o NO é importante na modulacdo da resposta inflamatéria e na defesa contra
microorganismos e sua inibicao se reflete na capacidade do hospedeiro em combater a
infecgcéo subjacente. Outro importante problema em lidar com a inibigdo da NOS-2 é que
todos os inibidores das NOS testados até agora no ambiente clinico ndo sé&o
suficientemente seletivos para esta isoforma. Esta foi possivelmente a razao porque um
estudo de Fase Ill com um inibidor de NOS em sepse humana teve que ser interrompido
antes do término, ja que a mortalidade aumentou no grupo de pacientes que recebeu o
inibidor (LOPEZ et al., 2004).

Adicionalmente, o envolvimento das espécies reativas de nitrogénio, tais como os
S-nitrosotidis, ja foi observado no modelo de endotoxemia em ratos. A inje¢cao de LPS

causa um aumento nas concentragdes de S-nitrosoalbumina e S-nitrosohemoglobina em
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3 a 25 vezes acima dos animais controle, respectivamente (JOURD’HEUIL; GRAY;
GRISHAM, 2000). Também, ja foi demonstrado que o aumento da expressao de NOS-2
esta associado com o aumento da nitrosilacdo de proteinas e que os S-nitrosotidis
contribuem para a patogénese da sepse nos modelos de CLP e endotoxemia em ratos
(FOSTER; MCMAHON; STAMLER, 2003; LIU et al., 2004; MARSHALL; STAMLER,
2002).

A ativacdo excessiva da via NO-GCs-GMPc na sepse foi demonstrada pelo
aumento da expressao da GCs e consequente produ¢cao de GMPc, principalmente, nas
fases tardias da doencga, além do que a inibicdo da GCs melhorou a resposta a agentes
vasoconstritores (FERNANDES et al., 2006, 2009). Foi demonstrado que o GMPc
produzido via NO derivado da NOS-2, inibe a via Rho-A/Rhocinase, prejudicando a
fosforilagdo da miosina fosfatase e, consequentemente, reduzindo a contratilidade
vascular (DA SILVA-SANTOS et al., 2009).

1.3 REATIVIDADE VASCULAR NA SEPSE

A pressdo sanguinea € determinada, principalmente, pelo ténus vascular, isto €,
pela contratilidade das células do musculo liso da parede dos vasos, as quais sao
reguladas pela concentragdo intracelular de célcio. A concentracéo de calcio, por sua
vez, pode ser regulada por alteragdes no potencial de repouso da membrana, induzindo
a abertura de canais de calcio voltagem-dependente e influxo de calcio extracelular da
célula muscular lisa ou por ativacdo de receptores especificos da membrana celular,
como por exemplo, o receptor a1 adrenérgico, receptor de angiotensina | (AT1) e receptor
de endotelina | (revisado por GILCHRIST, 2007; TUCKER, et al., 2021).

Uma vez ativados pelo estimulo contratil, receptores a1 adrenérgico, por exemplo,
ativam os segundos mensageiros, inositol trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG) que por
sua vez, causam liberagao de calcio dos estoques intracelulares (OGUT; BROZOVICH,
2003). Na célula, o calcio se liga a calmodulina, formando um complexo capaz de ativar
a miosina de cadeia leve cinase (MLCK, do inglés, Myosin Light Chain Kinase), que € a
enzima responsavel pela fosforilagdo das cadeias leves de miosina (cadeias

regulatorias). Assim, quando a cadeia regulatéria é fosforilada, as cabegas de miosina
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sdo capazes de se ligar repetitivamente aos filamentos de actina, promovendo a
contracédo (HOROWITZ et al., 1996).

Por outro lado, a ativacdo de receptores [2 adrenérgicos, a inibicdo de
fosfodiesterases e outros mecanismos, levam a uma diminuicdo do calcio intracelular,
reduzindo a fosforilagdo da cadeia leve de miosina (MLC) pela miosina fosfatase e,
consequentemente, ao relaxamento da célula muscular lisa. Diversos vasodilatadores
agem sobre os niveis de adenosina monofosfato ciclico (AMPc) e de GMPc, os quais
ativam respectivamente a proteina cinase A (PKA) e a PKG. A PKA e a PKG fosforilam
e inativam a MLCK, favorecendo a perda do ténus muscular (NAJAFI, et al., 2016).

Além dos estimulos quimicos, existe ainda um importante estimulo fisico, o
estresse de cisalhamento, que corresponde a for¢a que o fluxo sanguineo exerce sobre
as células endoteliais e que gera a sintese e liberacdo de mediadores relaxantes
vasculares (MATLUNG; BAKKER; VANBAVEL, 2009). Fisiologicamente, o endotélio
relaxa a musculatura lisa vascular por meio de trés mediadores principais: o NO
(FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980; FURCHGOTT, 1993; MONCADA; HIGGS, 2006), a
prostaciclina (MONCADA et al., 1976) e o fator hiperpolarizante derivado do endotélio
(FELETOU; VANHOUTTE, 1988). O NO encontra-se entre os mediadores locais
liberados no ambiente onde a célula do musculo liso esta inserida, sendo considerado
um importante regulador fisiolégico do relaxamento do musculo liso vascular e nao
vascular. No caso do musculo liso vascular, o relaxamento induzido por NO ocorre
basicamente por dois mecanismos distintos: a) o NO pode abrir canais de potassio no
musculo liso vascular, o que reduz o potencial de membrana, hiperpolariza a membrana
da célula e fecha os canais de calcio, assim reduzindo o calcio intracelular e levando a
vasodilatagao; b) o NO pode interagir com a GCs, aumentando a produg¢ao de GMPc na
célula e ativando a PKG (LUCAS et al., 2000; MONCADA; PALMER; HIGGS, 1991;
BEAVO; BRUNTON, 2002).

Na sepse, o0 prejuizo na resposta vasoconstritora tem sido associado com a
expressao da NOS-2 e acentuada producdo de NO, em decorréncia da agao do LPS
(SZABO et al., 1993). Em estudo do decurso temporal, a hiporreatividade as
catecolaminas causada pelo LPS revelou duas fases distintas: a fase inicial (até uma

hora apds o LPS) e a fase tardia (pelo menos 5 horas apds o LPS). Em ambas as fases
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existe a participagao do NO, sendo que na fase inicial o NO é liberado pelo endotélio e
na fase tardia o NO é produzido em grande quantidade no musculo liso, resultante da
expressao da NOS-2 (PAYA et al., 1995).

Em modelos de endotoxemia, a administracao de LPS em ratos anestesiados leva
a reducao da resposta contratil a noradrenalina (JULOU-SCHAEFFER et al., 1990), ao
U46619 (STOCLET et al., 1999), ao cloreto de potassio (UENO; LEE, 1993) e a fenilefrina
(HO; KWAN; BOURREAU, 1996), entre outros agonistas. Ainda, as artérias mesentérica
superior, renal, hepatica e coronaria sdo alguns exemplos de diferentes segmentos
vasculares nos quais a expressdao da NOS-2 e as modificagdes da reatividade estao
associadas ao LPS e ao NO (PIEPOT et al., 2002).

No modelo de sepse induzida por ligadura e perfuragdo do ceco (CLP) observa-se
hiporreatividade a agentes vasoconstritores (fenilefrina, serotonina e altas concentragdes
de K+) e a hiperreatividade a agentes vasodilatadores (acetilcolina e trinitrato de glicerila)
em artéria mesentérica (CHEN; WU; YEN, 1994). Entretanto, é importante destacar que
no choque séptico, os vasos pertencentes a microcirculagéo (arteriolas, vénulas e
capilares) sao os mais afetados (HINSHAW, 1996).

As evidéncias clinicas que confirmam a hiporreatividade vascular em pacientes
sépticos mostram que apesar da terapia de reposicédo volémica e dos niveis elevados de
catecolaminas enddgenas e exdgenas e da maxima ativagdo do sistema renina-
angiotensina-aldosterona, os pacientes ainda permaneciam hipotensos (BENEDICT;
ROSE, 1992; UMANS et al., 1993).

Ja foi demonstrado pelo nosso grupo de pesquisa e por outros que a diminui¢ao da
resposta vascular a agentes vasoconstritores e da resposta cardiaca a agentes
inotrépicos na sepse, esta relacionada com a dessensibilizacdo de receptores
adrenérgicos, estando o NO um importante mediador dessa disfungao (revisado por
FERNANDES e ASSREUY, 2008). Além disso, diversos trabalhos relatam o envolvimento da
via do NO com a dessensibilizagao de receptores na sepse (RIOS-SANTOS et al., 2007).

No que diz respeito a reatividade vascular no tecido renal, os mecanismos
envolvidos na preservagao da resposta vasoconstritoras ainda ndo foram elucidados,
mas especula-se que as alteragdes de perfusdo local incluem o excesso de citocinas
inflamatdrias, deficiéncias na vasodilatacdo mediada por NO, producdo de espécies
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reativas de oxigénio e dano no glicocdlice e barreira endotelial (revisado por
PEERAPORNRATANA, et al., 2019). Outro aspecto a ser destacado, € que na
vasculatura pulmonar ocorre uma hipertensdo local, a despeito da queda generalizada

da pressao arterial na sepse (ROJAS et al., 2005).

1.4 PROTEINA G E RECEPTOR a1 ADRENERGICO

As proteinas G sao formadas por trés subunidades a, B e y e sua funcido é
reconhecer os GPCRs ativados e transmitir a mensagem para os sistemas efetores que
geram as respostas celulares. Quando n&o estimulada, a subunidade a possui uma
guanosina difosfato (GDP) ligada, e a proteina G esta inativa. Quando estimulada por
um receptor ativado, isto é, pela agdo de um agonista, a subunidade a libera seu GDP,
permitindo que a guanosina trifosfato (GTP) se ligue no seu lugar. Essa troca causa a
dissociagao do trimero em dois componentes ativados — uma subunidade a-GTP e um
complexo By. Estas sédo as formas ativas da proteina G, que se difundem na membrana
e podem se associar a diversas enzimas e canais ibnicos causando ativagao do alvo.
Dependendo do tipo de proteina G envolvida, a associagdo das subunidades a ou By
com enzimas-alvo ou canais pode causar a ativagado ou inibicdo de determinada via
sinalizadora. Os principais alvos das proteinas G, através dos quais os GPCRs controlam
diferentes aspectos da funcao celular, sao: adenililciclase, responsavel por formar AMPc;
fosfolipase C (PLC), responsavel pela formacdo de IPs e DAG; canais ibnicos,
particularmente os canais de calcio e de potassio; Rho A/Rhocinase, sistema que
controla a atividade das muitas vias de sinalizagao responsaveis pelo crescimento e
proliferacdo celular e da contragdo da musculatura lisa; e proteina cinase ativada por
mitégenos (MAPK), sistema que controla varias fungdes celulares, incluindo a divisao
celular (revisado por OLDHAM e HAMM, 2008).

Os receptores adrenérgicos pertencem a familia dos receptores acoplados a
proteina G (GPCRs, do inglés, G Protein Coupled Receptors). Os GPCRs consistem em
uma unica cadeia polipeptidica de até 1100 residuos, cuja estrutura compreende sete a-

hélices transmembrana com um dominio N-terminal extracelular de tamanho variavel e
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um dominio C-terminal intracelular, sendo que a terceira alga citoplasmatica longa
corresponde a regidao da molécula que se acopla a proteina G.

Os receptores adrenérgicos respondem pelas a¢des das catecolaminas, tais como
a adrenalina e a noradrenalina, importantes mediadores do sistema nervoso simpatico.
Eles sao classificados em a e 3, 0s quais possuem subtipos, a1a, a1s, A1D, 424, A28, O2Cc €
B1, B2, Bs. Todos os subtipos de receptores B estimulam a adenilato ciclase, enquanto
gue os azinibem a atividade da adenilato ciclase, ativam os canais de K™ operados por
receptores e inibem os canais de Ca?*. Ja os subtipos de receptores a1 acoplam-se a
diferentes sistemas efetores, sendo a via da PLC um importante efetor (GRAHAM, et al.,
1996).

Os receptores a1 adrenérgicos sado encontrados, principalmente, na musculatura
lisa vascular. Como resultado da ativacdo desses receptores, ocorre vasoconstricdo e,
consequentemente, aumento na pressao arterial. Entretanto, também sao observados
efeitos na contracdo do musculo liso do utero, contragdo do esfincter da bexiga,
inotropismo cardiaco, relaxamento da musculatura lisa gastrointestinal, secregéo salivar
e glicogendlise hepatica. Em relacdo a localizagdo dos subtipos de receptores a
observa-se que o RNAm do subtipo a1a é encontrado, principalmente, no coragéo,
cerebelo, cértex cerebral e prostata. Ja para o subtipo a1s, o predominio ocorre no bago
e rins, enquanto que o RNAm para o subtipo a1p € encontrado em altas concentracdes
na aorta (revisado por COTECCHIA, 2010; AKINAGA, GARCIA-SAINZ e PUPO, 2019).
O principal mecanismo de ativagdo dos receptores a1 adrenérgicos esta ilustrado na

Figura 1.
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Figura 1. Mecanismo de sinalizagao dos receptores a;adrenérgicos. (1) No estado inativo, a proteina
G fica ancorada a membrana plasmatica através de residuos de lipideos. (2). A ocupagao do receptor por
um agonista promove a troca do GDP por GTP intracelular, causando o deslocamento do complexo a-
GTP. (3) O complexo a-GTP interage com a proteina alvo, PLC, (4) que catalisa a hidrélise de fosfatidil-
inositol-4,5-difosfato (PIP2) em IP3 e DAG. O IPs se difunde no citosol e se liga na membrana do reticulo
endoplasmatico (5), causando a liberagdo de Ca?* dos reservatérios e aumentando sua concentragdo no
citosol. (6) Ja o DAG é responsével por ativar a PKC, que € capaz de fosforilar diversos tipos de proteina.
Fonte: a autora

E importante ressaltar que a densidade e a proporcdo de receptores adrenérgicos
sdo importantes fatores na resposta da célula ou 6rgdao as aminas simpatomiméticas.
Além disso, a modulagao da fungao desses receptores € necessaria para a homeostase
celular e, por isso, a célula possui mecanismos de regulagao. Isto €, para atenuar ou
cessar a transducgao de sinal e proteger a célula da agao excessiva de agonistas, ocorre
um processo de dessensibilizacdo dos receptores. A dessensibilizacdo dos GPCRs
envolve os processos de fosforilagdo e internalizacdo dos receptores (PALMER,
BENOVIC e STILES, 1995; PAO e BENOVIC, 2002).

A sequéncia dos GPCRs inclui certos residuos que podem ser fosforilados por
cinases, como a PKA, PKC e cinases de GPCRs (GRKs) especificas ligadas a
membrana. A fosforilagdo efetuada pela PKA e PKC geralmente resulta no bloqueio do

acoplamento entre o receptor ativado e a proteina G com consequente redugao do efeito
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do agonista. Estas cinases nao sao seletivas, de modo que outros receptores, além
daqueles para o agonista dessensibilizante, também sao afetados. Esse efeito no qual
um agonista pode dessensibilizar outros receptores é conhecido como dessensibilizagao
heter6loga e, em geral, é pouco intenso e de curta duragdo. A fosforilagdo pelas GRKs
€ especifica em maior ou menor grau para determinados receptores e afeta
principalmente receptores no estado ativado, isto €, na presenca do agonista. Neste
caso, 0 processo € conhecido como dessensibilizagdo homologa e resulta na
internalizacdo do receptor (BENOVIC et al., 1987b; MAYOR et al., 1987; STRASSER et al.,
1986).

1.5 CINASE DE RECEPTOR ACOPLADO A PROTEINA G (GRK)

As GRKs sao proteinas multi-dominios que compdéem uma familia de sete
isoformas (1 - 7). Com base na homologia das sequéncias, as GRKs sao divididas em
trés subfamilias: as GRKs visuais, 1 e 7 (anteriormente ditas cinases de rodopsina), as
GRKs 2 e 3 (anteriormente ditas cinases de receptores 3 adrenérgicos) e as GRKs 4, 5
e 6 (revisado por PENELA; RIBAS; MAYOR, 2003).

Todas as isoformas possuem uma organizacado estrutural semelhante (~60-80
kDa), com um dominio amino-terminal (~185 aminoacidos), um dominio catalitico (~270
aminoacidos) e um dominio carboxiterminal (~105 a 230 aminoacidos). A regido amino-
terminal é importante no reconhecimento do receptor e possui uma a-hélice (fundamental
para a estabilidade proteica) e um dominio homologo (RH) regulador da sinalizagao de
proteina G, que se liga na subunidade Ga. O dominio catalitico é bilobular, caracterizado
por um subdominio amino-terminal enovelado com um subdominio carboxiterminal e com
um sitio de ligacdo de ATP numa fenda entre os dois. Por fim, a extremidade
carboxiterminal é variavel entre as isoformas e é determinante na localizagao subcelular
e/ou translocagdo das GRKs para a membrana. A interagdo com a membrana pode
ocorrer através de isoprenilagcado (nas GRK1 e GRK7), por palmitoilagdo (nas GRK4 e
GRK®6) ou diretamente pelo dominio de homologia de pleckstrina (PH) (nas GRK2 e
GRK3) ou por sitios de aminoacidos carregados positivamente (na GRK5) (revisado por
KOMOLOV; BENOVIC, 2018).
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As isoformas também diferem em relagdo a sua localizagdo no organismo. As
GRKs 2, 3, 5 e 6 sdo encontradas ubiquamente em todos os tecidos, enquanto que a
GRK1 é encontrada em bastonetes, na retina e glandula pineal, a GRK7 em cones e a
GRK4 nos testiculos, rim e cerebelo (revisado por PENELA; RIBAS; MAYOR, 2003).
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Figura 2. Estrutura geral das GRKs. As GRKs sao divididas em trés subfamilias: GRKs visuais (GRK1 e
GRKY7), GRKs {3 adrenérgicos (GRK2 e GRK3) e subfamilia GRK4 (GRK4, GRK5 e GRK®6). Cada isoforma
€ composta por uma regido amino-terminal que contém uma a-helix e um dominio homolégo (RH)
regulador da sinalizagdo de proteina G, uma regido catalitica e uma regido carboxi-terminal variavel entre
as isoformas. Adaptado de KOMOLOV; BENOVIC, 2018.
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1.5.1Interacdo entre GRK e GPCR - Mecanismo de dessensibilizacao

Ainteracao das GRKs com os GPCRs é fundamental para a regulagéo do estimulo
no receptor e interfere na associacéo da proteina G com seus efetores de sinalizagcéo
celular. Assim, as GRKs fosforilam especificamente a conformacao ativa dos GPCRs e
os residuos fosforilados sao diferentes daqueles que sao alvos de outras cinases.

O mecanismo de dessensibilizagao do receptor € iniciado quando a regido amino-
terminal das GRKs interage com a subunidade a da proteina G. Nas GRK2 e GRK3
também ocorre a interagédo do dominio PH da regiao carboxiterminal com a subunidade
By livre, ancorando a cinase na membrana e facilitando a associagdao do seu sitio
catalitico. Em seguida, ocorre a fosforilagdo nos residuos de serina e treonina localizados
nos loops intracelulares ou na cauda carboxiterminal do receptor. O receptor fosforilado
expde um sitio com alta afinidade para arrestinas, proteinas intracelulares que bloqueiam
estericamente a interagcao das proteinas G e direcionam o receptor para a internalizagao,
produzindo uma dessensibilizagdo mais profunda e de maior duragao que outras cinases
(KOMOLQOV; BENOVIC, 2018; MOORE; MILANO; BENOVIC, 2007; REITER;
LEFKOWITZ, 2006).

A arrestina recruta proteinas chamadas clatrinas que, juntamente com seu
complexo adaptador AP2, medeiam a internalizagao do receptor em pequenas vesiculas
endociticas. Além de promover a internalizacao e a regulagao negativa (down regulation)
do receptor, a arrestina também participa da ativacao de diferentes vias de sinalizagao,
como da MAPK, c-Src, JNK-3, PDE4, componentes da via do NF-kB e outras. Uma vez
internalizado, o receptor pode ser defosforilado e reinserido na membrana plasmatica

(ressensibilizagdo) ou encaminhado para os lisossomos, onde é degradado (inativagéo)
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(EICHEL; JULLIE; VON ZASTROW, 2016; PENELA et al., 2010). Esse mecanismo esta

ilustrado na Figura 3.

eeddesdeeicrssoseesseseces

Figura 3. Mecanismo de dessensibilizagdo de GPCR através da GRK. Uma vez ativados (1), os

receptores GPCR sofrem fosforilacdo pela GRK (2) sinalizando para a ligagdo da arrestina. A ligacéo da
arrestina (3) ao receptor fosforilado impede sua interacdo com a proteina G e promove sua internalizagao
por vesiculas recobertas por clatrinas e seu complexo adaptador (AP-2)(4). Dinaminas realizam a fissao
da membrana celular formando endossomos. (5). Por fim, os receptores podem ser degradados pelos

lisossomos ou reinseridos na membrana plasmatica (6). Fonte: a autora

1.5.2 Interacdo da GRK com proteinas nao GPCR

Além da classica atuacao na dessensibilizacido de receptores, sabe-se que as
GRKs podem interagir com diversas outras proteinas. Embora nem todos os
mecanismos estejam completamente elucidados, as GRKs podem participar da ativagao
de outras vias e que também podem ter sua agao controlada dependendo da associagao
(PENELA; RIBAS; MAYOR, 2003).
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Dados da literatura mostram que as GRKs s&o inibidas quando interagem com
proteinas sensiveis ao calcio, como a calmodulina (SALLESE et al., 2000). Por exemplo,
a interagdo da GRK2 ou GRK3 com a calmodulina ocorre devido a residuos presentes
nas regidées amino e carboxiterminal das cinases e resulta na diminuicdo da sua atividade
catalitica. Na GRKS5, a ligagdo da calmodulina impede a associagdo da cinase na
membrana, promovendo uma autofosforilagdo regulatéria diferente daquela produzida
por lipideos e impedindo sua agdo no GPCR (IACOVELLI et al., 1999; PENN; PRONIN;
BENOVIC, 2000; SALLESE et al., 2000).

Ja foi demonstrado que as GRKs também tem sua ac¢do diminuida quando ha
associacdo com caveolinas na membrana microssomal. Ainda ndo se sabe qual o
significado funcional dessa associagdo, porém ha diminuicdo da fosforilacdo dos
receptores alvos das GRKs presentes nos microdominios de membrana.
Adicionalmente, sabe-se que a atividade catalitica das GRKs é completamente inibida
pela interacdo com a-actinina e embora o sitio de interagdo ainda tenha sido descrito,
acredita-se que ocorre entre residuos preservados em todas as isoformas (PENELA;
RIBAS; MAYOR, 2003).

Outra interagao importante a ser destacada é entre as GRKs e 0 4,5 bisfosfato de
fosfatidil-inositol (PIP2). A ligagdo com o PIP2 na membrana aproxima a GRK do seu
GPCR alvo e aumenta a fosforilacdo do receptor. Ainda, nas GRK2 e GRK3 pode ocorrer
uma ligagdo simultanea entre o dominio PH das cinases com PIP2 e com a subunidade
GBy favorecendo ainda mais a acao no receptor (DEBBURMAN et al., 1996).

A atividade das GRKs também é aumentada quando ha interacdo direta com
clatrinas, aumentando a internalizacado de GPCRs. Experimentos in vitro mostram que
os residuos 498-502 no dominio carboxiterminal da GRK2 ligam-se no dominio amino-
terminal das clatrinas de cadeia pesada, semelhante a ligacdo das [(-arrestinas nas
clatrinas. Essa ligagdo promove uma internalizagdo do complexo GRK2/receptor B+

adrenérgico e é independente de (B-arrestinas (SHIINA et al., 2001).
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1.5.3 Mecanismos de regulagao das GRKs

No contexto de regulagdo das GRKs, sabe-se que o principal fator regulador € a
interacdo com GPCRs. O controle da expressdo e diferentes modificacbes pods-
traducionais, tais como a fosforilagdo, nitrosilagdo e ubiquitinagdo, participam na
modulagao da atividade, translocagao e niveis de GRKs.

Na literatura, os trabalhos que envolvem os mecanismos moleculares de controle
da expressao de GRKs ainda séo escassos. O que se sabe é que os niveis de RNAm de
GKRs sao mantidos por genes de manutengdo, mas as particularidades de cada
isoforma, tecido e em patologias ainda nao sao totalmente elucidadas (RAMOS-RUIZ et
al., 2000).

Ja foi evidenciado que a expressdo de GRK2 esta correlacionada com os niveis
circulantes de catecolaminas e a ativagao de receptores 3 adrenérgicos, pois a infusdo
crbnica com agonistas ou antagonistas leva ao aumento ou diminui¢gdo da quantidade de
RNAm e proteina de GRK2 no coragéo, respectivamente (IACCARINO et al., 1998). Em
células de musculo liso de aorta, a atividade transcricional do gene promotor de GRK2
aumenta em situacgdes fisioldgicas de vasoconstricdo ou hipertrofia. Entretanto, quando
ha inflamagao o oposto é observado, isto €, ocorre diminuicao na expresséo de GRK2,
indicando que a transcricao da cinase em células vasculares é controlada por diferentes
vias de sinalizagdo e que este balango pode ser alterado em condi¢des patologicas.
Ademais, o aumento da transcricdo de GRK2 em células do musculo liso de aorta por
agentes que promovem vasoconstricdo e hipertrofia, tais como ésteres de forbol
(RAMOS-RUIZ et al., 2000).

Além dos efeitos de fosforilagdo e dessensibilizacdo nos GPCRs, a proteina
cinase A (PKA) e a proteina cinase C (PKC) podem fosforilar as GRKs. Experimentos in
vitro demonstraram que a GRK2 pode ser fosforilada pela PKA e pela PKC, resultando
no aumento da fosforilacdo e consequente internalizagcdo do receptor. Além disso, os
dados mostram que a fosforilagdo pela PKC promove um aumento da translocacao das
GRK2 para a membrana, enquanto que a PKA aumenta a interagdo da GRK2 com a
subunidade Gy, favorecendo a acao no receptor ativo. Entretanto, na GRK5 a

fosforilagdo pela PKC ocorre em um sitio inibitério e também atua intensificando o
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bloqueio causado pela calmodulina (autofosforilagdo inibitoria). Assim, a modulagao
dependente de PKA e PKC pode variar de acordo com a isoforma de GRK e sua
distribuicdo celular (CONG et al., 2001; KRASEL et al., 2001; PRONIN et al., 1997;
PRONIN; CARMAN; BENOVIC, 1998).

Evidéncias revelam que a ativagcdo de GPCRs leva a modulacdo das GRKs
através da ativagao de tirosinas cinases, como c-Src e da cascata MAPK (Raf-1, MEK1
e ERK). A fosforilagdo da GRK2 pela c-Src em residuos de tirosina no dominio amino-
terminal favorece a interagdo da cinase com a subunidade Gaq e potencializa a agao no
receptor adrenérgico B2 em curto prazo. Contudo, a longo prazo a tirosina fosforilada
promove a degradacéao proteolitica da GRK2. Ja a proteina ERK1 é capaz de fosforilar a
Ser670 da GRK2, prejudicando a ligagdo GRK2-Gpy e inibindo a translocagao e atividade
catalitica da cinase. Da mesma forma, a interagao da GRK2 com proteinas inibitorias da
cinase Raf (RKIP; do inglés, Raf kinase inhibitory protein) resulta na diminuicdo da
habilidade de fosforilagdo do receptor (ELORZA et al., 2003; PENELA et al., 2001;
PENELA; RIBAS; MAYOR, 2003).

Ademais, o oxido nitrico (NO) e/ou S-nitrosotidis (RSNOs) causam a inibigdo da
atividade da GRK2. Neste caso, o residuo Cis340 da GRK2 é S-nitrosilado, inibindo a
fosforilagdo do receptor, o recrutamento da -arrestina e a internalizagdo do receptor
(WHALEN et al., 2007).

As GRKs sado proteinas de vida curta (meia vida de ~ 1h), que sofrem
ubiquitinagdo e sao degradadas por proteassoma. Entretanto, acredita-se que o
processo de degradacao seja dependente da atividade de outras cinases, pois uma
mutante GRK2 inativa (GRK2-K220R) apresenta retardo na sua degradacdo. Nesse
sentido, experimentos com superexpressdo de [-arrestinas revelam aumento no
turnover de GRK2-K220R, indicando que as B-arrestinas participam no processo de
degradacao das GRKs. Além disso, os estudos sugerem que a [(-arrestina atua como
uma proteina de ancoragem, facilitando a ativagao de diversas vias de sinalizagdo, como
a da c-Src e MAPK e também pode recrutar ligases, como Mdm2 e ubiquitina ligase E3.
Dessa forma, a ancoragem da arrestina permite que os residuos de tirosina da GRK2
sejam fosforilados através da c-Src ou MAPK, sinalizando para ubiquitinagdo pelas
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ligases e degradacéo por proteassoma (revisado por PENELA et., 2001; ELORZA et al.,
2003; PENELA et al., 2019).

A degradagdo das GRKs também € mediada pela da producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS). Em modelos experimentais de inflamagé&o, onde linfocitos T
foram expostos ao estresse oxidativo, foi observada uma diminuigcdo no conteudo de
GRK2. Interessantemente, a degradacdo de GRK2 induzida pela produgéao de perdxido
de hidrogénio (H20:2) foi prevenida através inibicdo da atividade de calpainas, mas néo
de proteassoma, sugerindo que as calpainas também desempenham um papel
importante na degradacdo da GRK2. Experimentos in vitro mostram que a protedlise da
GRK2 via m-calpaina é dependente de calcio e esta associada com uma redugao de
aproximadamente 70% na internalizagdo do receptor 32 adrenérgico (LOMBARDI et al.,
2002; SALCEDO; MAYOR; PENELA, 2006).

Outra interacao proteina-proteina a ser destacada neste contexto, é a das GRKs
com a chaperona Hsp90. LUO e BENOVIC (LUO; BENOVIC, 2003), revelaram que a
ligacdo da Hsp90 com GRK2, GRK3, GRK5 e GRK6 é importante para a maturacéo e
estabilidade das cinases em células epiteliais. Os dados sugerem que a inibicdo da
Hsp90 leva ao aumento da degradacgao das GRKs por proteassoma, reduzindo os niveis

da cinase de uma maneira dose e tempo dependente.

1.5.4 GRK2

Desde que foi descoberta na década de 80, a GRK2 tem sido amplamente
estudada. A GRK2 ¢é distribuida ubiquamente no organismo e o papel que ela
desempenha na modulagdo de GPCRs sugere que mudangas em sua atividade e/ou
compartimentalizacao interferem diretamente na homeostase celular. Ademais, a GRK2
€ uma das principais isoformas no sistema cardiovascular e entre os seus alvos estao os
receptores adrenérgicos e os receptores AT1 (revisado por SATO et al., 2015).

No tecido cardiaco, as GRK2, GRK3 e GRK5 sao as principais isoformas, porém
sabe-se que ha diferenca na localizagao das isoformas. Analises imunohistoquimicas de
coragdes de ratos mostram alta expressdo de GRK2 em células cardiacas nao

miocitarias, enquanto que a GRK3 é predominante em cardiomiécitos. Ja a GRK5 é
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igualmente distribuida entre os tipos de células cardiacas. Assim, a distribuicdo das
isoformas reflete no envolvimento de diferentes patologias cardiacas (PENELA et al.,
2006). Camundongos heterozigotos para GRK2 (GRK2*-) apresentam alteragbes da
funcao cardiaca, com aumento da resposta contratil miocardica as catecolaminas por
intermédio de receptores B adrenérgicos (ROCKMAN et al., 1998). Além disso, existem
evidéncias demonstrando que camundongos transgénicos com alta expressao de GRK2
apresentam hiporresponsividade aos receptores beta adrenérgicos vasculares,
contribuindo para o quadro de hipertensdo (ECKHART et al., 2002). A atividade e
expressao da GRK2 é significativamente aumentada em individuos hipertensos em
comparagao com normotensos (GROS et al., 1997).

A GRK2 também ja foi reportada na modulagcdo de receptores AT1 e a alta
expressdo de GRK2 ocorre em pacientes com hipertensdo (TUTUNEA-FATAN et al.,
2015). Além disso, o aumento na produgao de espécies reativas de oxigénio mediado
por AT1 e renina foi observado em animais knockdown para GRK2, resultando em dano
glomerular (TUTUNEA-FATAN et al., 2018).

Em modelos animais de resisténcia a insulina, a GRK2 foi identificada como
importante regulador negativo da captacao de glicose via fosforilagdo do substrato do
receptor de insulina 1 (IRS1). Assim, animais knockout para GRK2 apresentam melhora
no transporte de glicose e toleréncia a insulina na obesidade (GARCIA-GUERRA et al.,
2010; MAYOR et al., 2011). Além da melhora na sensibilidade a insulina, a inibigdo da
GRK2 reduz a disfungao endotelial em camundongos diabéticos. Sabe-se que a GRK2
interage diretamente com a AKT e prejudica a produgdo de NO em células endoteliais.
Assim, a inibicdo da GRK2 aumenta a fosforilacdo da AKT e melhora a fungao do
endotélio (TAGUCHI et al., 2012, TAGUCHI et al., 2014; TAGUCHI et al., 2017).

Na sepse, ja foi demonstrado que ha um aumento nos niveis de GRK2 e GRK5 em
neutrofilos, o que se correlaciona com a dessensibilizacdo de receptores quimiotaticos
CXCR1 e CXCR2 e consequente faléncia na migracdo de neutrdfilos para o foco
infeccioso (ARRAES et al., 2006). Em um trabalho recente publicado por HU e
colaboradores (2019), foi demonstrado que a ativagédo dos receptores do tipo Toll 4
(TLR4) pelo LPS na sepse, leva a fosforilagdo da Ser670 da GRK2 via cinases ativadas

por mitdgenos p38. Como resultado, a translocagédo da GRK2 para a membrana € inibida
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e a internalizacao do receptor quimiotatico CCR2 é suprimida, permitindo a migragao das
células supressoras de origem mieldide.

Em camundongos sépticos, a resposta a noradrenalina na aorta foi restaurada
quando a GRK2 foi inibida (KANDASAMY et al., 2016). Em concordancia, dados nosso
laboratorio revelam que a hiporreatividade as catecolaminas esta associada com um
aumento no conteudo e na atividade de GRK2, culminando na diminui¢do na densidade
de receptores 31 adrenérgicos no coragdo de camundongos sépticos (DAL-SECCO et
al., 2017).

No trabalho realizado por PAULA-NETO (2011), foi sugerido que ha um aumento
dos niveis de GRK2 em neutréfilos por um mecanismo dependente de guanilato ciclase
soluvel (sGC)/cGMP/PKG, sendo o NO proveniente da NOS2. Os resultados mostram a
ativacao dos receptores do tipo Toll 2/4 leva ao aumento na quantidade de GRK2 e,
consequentemente, ha um aumento na internalizagdo dos receptores quimiotaticos em
neutrofilos humanos. De maneira semelhante, dados do nosso grupo demonstram que a
inibicdo da via sGC/cGMP/PKG é capaz de prevenir o aumento de GRK2 no tecido
cardiaco de animais sépticos e restaura a resposta adrenérgica (DAL-SECCO et al.,
2017).

1.6 HIPOTESE DO TRABALHO

Na sepse, a disfuncao cardiovascular é caracterizada por hipotensao, diminuicao
da resisténcia vascular e hiporreatividade a agentes vasoconstritores, sendo o NO o
principal mediador desta disfuncdo. Contudo, o leito renal tem sua capacidade contratil
preservada ou até mesmo aumentada, o que resulta em uma resposta excessiva a
catecolaminas e isto esta associado com a IRA associada a sepse.

Os dados prévios do laboratério revelam que a hiporreatividade vascular e cardiaca
estdo relacionadas com um aumento nos niveis de GRK2, culminando na diminuigdo na
densidade de receptores a1 e 31 adrenérgicos na aorta e no coragao, respectivamente,
de camundongos sépticos. Ademais, foi demonstrado que a inibigdo da via do NO
(proveniente da NOS2) é capaz de reverter esse quadro e restaurar a resposta

adrenérgica.
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Com base no exposto, a hipétese deste trabalho é que ha uma regulagao negativa
da GRK2 no rim, o que acarreta na preservagdao da densidade de receptores a1
adrenérgicos, contribuindo para vasoconstrigao renal e prejuizo da fungéo do érgéo, por

um mecanismo dependente de NO.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi avaliar a participagao da via NO-GRK2-receptor a1

adrenérgico no rim de animais com sepse.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar a pressdo sanguinea e a resposta vascular a agentes constritores em
camundongos com sepse;

b) Avaliar o fluxo sanguineo renal de camundongos com sepse;

c) Investigar a funcao renal de camundongos com sepse, através dos marcadores
plasmaticos creatinina e ureia e do fluxo sanguineo renal,;

d) Determinar a densidade do receptor a+ adrenérgico renal em camundongos com
sepse;

e) Determinar os niveis de GRK2 renal em camundongos com sepse;

f) Avaliar a expressao da NOS2 e a produgao de NO no rim de camundongos com
sepse;

g) Investigar a modulagéo da GRK2 pelo NO no rim de camundongos com sepse.
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3  MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos Swiss fémeas, pesando entre 35 e 40 g, fornecidos
pelo Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina. Camundongos
C57BL/6 NOS-2 knockout fémeas, pesando entre 30 e 35 g, foram gentilmente doados
pelo Dr. Fernando de Queiroz Cunha (Departamento de Farmacologia, Universidade de
Séao Paulo — Ribeirdo Preto, SP, Brasil). Os animais foram mantidos em mini isoladores
(Alesco, Monte Mor, Sao Paulo, Brasil), cinco animais por caixa, com temperatura
controlada (22 = 2°C), ciclo de luz claro/escuro (12/12h) e com livre acesso a racao e
agua. Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA/UFSC) sob o protocolo 8443190617 e seguiram as Diretrizes do Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA).

3.2 MODELO EXPERIMENTAL DE SEPSE POLIMICROBIANA POR LIGADURA E
PERFURACAO DO CECO (CLP)

Os animais foram analgesiados com tramadol (15 mg/Kg; s.c), anestesiados com
isoflurano (5% para indugao e 2,5% para manutenc¢ao) e mantidos sobre cama aquecida
a 37°C. Em seguida, foi realizada uma laparotomia, de aproximadamente 1 cm, com
subsequente exposic¢ao e ligadura nao-obstrutiva do ceco. O ceco foi submetido a uma
perfuracao transfixante, com agulha 21G, seguida de leve compressao para assegurar a
saida de conteudo intestinal. Depois, o ceco foi recolocado na cavidade abdominal e a
musculatura e a pele foram suturadas. Apds a cirurgia, os animais receberam tampao
fosfato (PBS; em mM: NaCl 137, KCI 2,7, KH2PO4 1,5 e NaH2PO4 10.8; pH 7,4), 30 ml/kg
(s.c), para reposicéo fluidica e tramadol a cada 12 h para analgesia. Os animais foram

mantidos em ambiente aquecido até a recuperagao da anestesia.
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3.3 AVALIAGAO DA PRESSAO ARTERIAL MEDIA E DO FLUXO SANGUINEO

Os animais foram anestesiados com cetamina e xilazina (90 e 15 mg/kg,
respectivamente; i.p.) e posicionados em decubito dorsal em uma manta de aquecimento
(837°C). A veia femoral esquerda foi dissecada e nela foi inserido uma canula de
polietileno (PE 10) heparinizada para a administracao de farmacos. Em seguida, a artéria
carotida esquerda foi exposta, isolada e nela foi inserido um catéter (24G) heparinizado
acoplado a um transdutor de pressédo (Mikro-Tip, Millar Instruments Inc., Houston TX,
EUA).

Apos 10 min para estabilizagdo, os animais receberam trés doses consecutivas de
fenilefrina (2, 6 e 20 nmol/Kg), diluida em 20 uL de PBS, para avaliar a reatividade
vascular. A presséo arterial média (PAM) foi registrada através do sistema de aquisicéo
Powerlab 8/30 e do software de integragcao Chart versao 7 (ambos da AD Instruments
Pty Ltd., Castle Hill, Australia) e os valores obtidos foram expressos em relagao a linha
basal registrada (em mmHg).

O fluxo sanguineo foi determinado no rim e na veia caudal através do sistema Laser
Doppler moorVMS-LDF (Moor Instruments, Axminster, Reino Unido), utilizando as
sondas VP1T e VP4s, respectivamente. O rim esquerdo foi exposto por uma incisao (1,5
cm) na regiao retroperitoneal superior, o liquido peritoneal e o sangue foram secos com
um swab e a sonda VP1T foi cuidadosamente posicionada no meio do rim. A sonda VP4s
foi colocada sobre a veia caudal, 2 cm acima da extremidade da cauda. Na veia femoral,
foi inserido um cateter PE 10 heparinizado para infusdo de farmacos, acoplado a uma
bomba de infus&o (Insight, Sdo Paulo, SP, Brasil). Os animais receberam uma infuséo
de fenilefrina (40 nmol/kg/min; 50 yL/min) por 5 minutos e o fluxo sanguineo foi registrado
simultaneamente no rim e na veia caudal por 15 minutos. Os resultados foram obtidos

em intervalos de 30 s e expressos como unidades arbitrarias (U.A.).

3.4 DETERMINACAO DOS PRODUGAO DE OXIDO NiTRICO PELA SONDA DAF-FM

A concentragédo de NO foi determinada de maneira direta através da sonda

fluorescente DAF-FM DA (diacetato de 4- amino-5-metilamino-2',7'-difluorofluoresceina;
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Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). As amostras de rim foram obtidas apds 24 h a cirurgia
de CLP e os ¢rgaos foram rapidamente incluidos em blocos de Tissue-Tek O.C.T
(Sakura Finetek Inc., Torrance, CA, EUA) e congelados a -80°C. Em seguida, foram
obtidos cortes transversais de 7 um com o auxilio de um criostato (Leica CM 1850 UV;
Leica Biosystems, Wetzlar, Alemanha). As sec¢des foram colocadas em laminas tratadas
com poli-L-lisina (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA) e mantidas em solugdo de Hanks,
por 30 min, em temperatura ambiente para estabilizagdo. Os cortes foram incubados com
DAF-FM DA (10 yM; em Hanks) por 1 h, lavados com solu¢do de Hanks e laminulas
foram colocadas sobre as laminas, utilizando meio de montagem aquoso Gel Mount™
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA). Como controle negativo, foram usados cortes
préincubados com o inibidor ndo seletivo para NOS, L-NIO (100 yM; por 1h; Sigma-
Aldrich, St Louis, MO, EUA). Para a leitura, foi utilizado o microscopio de fluorescéncia
(Leica DMI3000B®) e as imagens foram capturadas através do software LAS AF Lite®
(ambos da empresa Leica Microsystems, Wetzlar, HE, Alemanha). Foram realizados pelo
menos trés cortes de cada tecido e adquiridas imagens de trés regides diferentes em
cada sec3o. A intensidade de fluorescéncia foi quantificada usando o software ImageJ®
(versao 1.36b; NIH; Bethesda, MD, EUA) e os valores foram expressos como unidades
arbitrarias (U.A.).

3.5 DETERMINACAO DOS NiVEIS PLASMATICOS DE NITRATO E NITRITO (NOx)

A concentracao de NO foi determinada, indiretamente, através da mensuracao de
nitrito e nitrato (NOx) no plasma, conforme a metodologia descrita por Granger e
colaboradores (1990). As amostras de plasma foram diluidas em agua destilada (1:1) e
desproteinizadas pela adicdo de sulfato de zinco 20% (1 h; em banho de gelo). As
amostras foram centrifugadas a 4°C, por 20 min, a 1000 g e o sobrenadante foi coletado.
Em seguida, o nitrato foi reduzido a nitrito, através da enzima nitrato redutase, expressa
em Escherichia coli quando cultivada em meio anaerébio. Para isso, as amostras foram
incubadas com aliquotas da bactéria, a 37°C, durante 3 h. Entdo, as amostras foram
centrifugadas (150 g; 20 min) e o sobrenadante foi misturado com o reagente de Griess

(1% de sulfanilamida em 10% de acido fosférico/0,1% de a-naftil-etilenodiamina em agua
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destilada), na proporgao de 1:1. Finalmente, a mistura foi transferida para uma placa de
96 pocos e foi realizada a leitura da absorbancia em leitor de placas modelo Infinite M200
(Tecan Group Ltd, Mannedorf, Suiga), na faixa de 540 nm. Simultaneamente, foram feitas
curvas padrdo de nitrato e nitrito (0 a 150 yM). Nestas condi¢gbes experimentais, a
conversao de nitrato para nitrito foi maior que 90% e, portanto, n&o foi realizada nenhuma
corregao dos resultados. Os valores plasmaticos foram calculados por meio de regressao

linear e expressos como uM de NOXx.

3.6 DOSAGEM PLASMATICA DE CREATININA E UREIA

As dosagens plasmaticas de creatinina e ureia foram realizadas de acordo com as
instru¢cdes do fabricante, através de kits comercialmente disponiveis (Labtest, Lagoa
Santa, MG, Brasil). As leituras foram feitas em placas de 96 pocgos e as absorbancias
foram registradas através de um leitor de placas modelo Infinite M200 (TecanGrouplLtd,
Mannedorf, Suiga), em 510 nm para creatinina e 600 nm para ureia. Os valores foram

calculados com base em um fator de calibragdo e expressos em mg/dL.

3.7 ANALISE HISTOPATOLOGICA

Os animais foram anestesiados com cetamina (90 mg/Kg) e xilazina (15 mg/Kg),
via i.p., e perfundidos com solugéo salina 0,9% (10 min) e com solugao de formaldeido
tamponado (PFA 4% em PBS, 5 min), via transcardiaca. Em seguida, o rim foi coletado,
fixado em PFA 4% e encaminhado para a inclusao em parafina, preparo de laminas e
coloragdo com hematoxilina e eosina. Alteragdes histopatologicas foram gentilmente
avaliadas pelo Dr. Osmar Damasceno Ribeiro (Departamento de Patologia, Universidade

do Oeste de Santa Catarina — Joagaba, SC, Brasil).

3.8 ENSAIO DE LIGACAO DE RECEPTOR a1 ADRENERGICO

Os animais foram anestesiados com cetamina (90 mg/Kg) e xilazina (15 mg/Kg),

via i.p., e perfundidos com solugao salina 0,9% (10 min) e com solugéo de formaldeido
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tamponado (PFA 4% em PBS, 5 min), via transcardiaca. Amostras de rim e coragao
foram coletadas e fixadas em PFA 4% em PBS (24 h; a temperatura ambiente) e depois
imersos em solugao crioprotetora de sacarose 30% (em PBS; por 24 h a 4°C). Em
seguida, os 6rgaos foram incluidos em blocos de Tissue-Tek O.C.T. (Sakura Finetek Inc.,
Torrance, CA, EUA) e congelados a -80°C. Secgdes transversais, com espessura de 5
pm, foram obtidas com o auxilio de um criostato (Leica CM 1850 UV; Leica Biosystems,
Wetzlar, Alemanha), colocadas em laminas tratadas com poli-L-lisina (Sigma-Aldrich, St
Louis, MO, EUA) e fixadas com acetona a -20°C, por 5 min. As secgdes foram imersas
em uma solugéo de metanol com perédxido de hidrogénio 3% por 20 min, a temperatura
ambiente e lavadas com PBS. Os cortes foram contornados com caneta hidrofobica
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA) e incubados com um antagonista a1 adrenérgico
fluorescente, BODIPY®FL prazosina (QAPB; Molecular Probes, Eugene, OR, EUA), 250
nM, por 1 h, e com DAPI (Sigma-Aldrich, St Loius, MO, EUA), por 5 min, a temperatura
ambiente. Como um controle de seletividade do QAPB, nas secgbes dos animais
controles, foi utilizado o antagonista a1 adrenérgico nao fluorescente, hidrocloridrato de
prazosina (PNF; Sigma-Aldrich, St Loius, MO, EUA). Para isso, apds estabelecido o
equilibrio da ligagdo do QAPB (1 h, a temperatura ambiente), as secgdes controle foram
incubadas com PNF (250 uM, 1 h, a temperatura ambiente). Finalmente, todas as se¢des
foram lavadas com PBS e laminulas foram colocadas sobre as laminas, utilizando meio
de montagem aquoso Gel Mount™ (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA). Para a leitura,
foi utilizado o microscopio confocal de fluorescéncia (Leica DMIG000B®) e as imagens
foram capturadas através do software LAS AF Lite® (ambos da empresa Leica
Microsystems, Wetzlar, HE, Alemanha). Laminas controle foram utilizadas para
configurar os paramétros de aquisicdo de imagens no software. Foram realizados pelo
menos trés cortes de cada tecido e adquiridas imagens de trés regides diferentes em
cada secdo. A intensidade de fluorescéncia foi quantificada usando o software ImageJ®
(versédo 1.36b; NIH; Bethesda, MD, EUA) e os valores foram expressos como unidades
arbitrarias (U.A.).
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3.9 WESTERN BLOT

Os animais foram anestesiados com cetamina (90 mg/Kg) e xilazina (5 mg/Kg), i.p.
e perfundidos com solugdo salina 0,9% (10 min). Amostras de rim e coragdo foram
coletadas, congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C.

Para o preparo das amostras, os tecidos congelados em nitrogénio liquido foram
pulverizados, homogenizados em tampao de lise [coquetel de inibidores de proteases
(Sigma-Aldrich,StLoius, MO, EUA), ortovanadato 100 mM, fluoreto de fenil-metano-
sulfonil (PMSF) 100 mM em T-Per (Tissue protein Extraction Reagent; ThermoScientific,
Rockford, IL, EUA)], por 1 h, a 4°C, e sonicados (60 Watts, 5 seg). Os homogenatos
foram centrifugados a 10.000 g, por 20 min, a 4°C e o sobrenadante foi obtido. Em
seguida, foi separada uma aliquota do sobrenadante para dosagem de proteinas e o
restante foi misturado com tampé&o de amostra (glicerol 20%, mercaptoetanol 14,4 mM,
azul de bromofenol 0,1%, Tris/HCI 0,2 M e SDS 10%). As amostras foram fervidas por 8
min e armazenadas a -20°C até o momento da eletroforese. A concentracao de proteinas
foi determinada pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976), utilizando uma curva
padrao de albumina sérica bovina (BSA) para interpolagao dos resultados.

Para separacao de proteinas, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel
de poliacrilamida contendo SDS (SDS-PAGE). Foi utilizado um gel de entrada de 5% e
um gel de separagao de 10%. As amostras (60 ug/pogo) e o padrdao de peso molecular
(Precision Plus Protein™ Standards, Kaleidoscope™, Bio-Rad Laboratories Inc,
Hercules, CA, EUA) foram aplicados nos géis e a eletroforese foi realizada em cuba
especifica, contendo tampdo de corrida, com voltagem fixa de 90 V, por
aproximadamente 2:30 h. Apds a eletroforese, as proteinas presentes no gel foram
transferidas para uma membrana de nitrocelulose (0,45 um). A transferéncia de proteinas
foi realizada em um aparato de eletrotransferéncia contendo tampao de transferéncia, no
sentido do polo negativo para o polo positivo, com uma voltagem fixa de 100 V, durante
1 h, a 4°C. Em seguida, as membranas foram coradas com vermelho de Ponceau 0,2%
(v/v) em acido tricloroacético 3% (v/v) para visualizagao das proteinas e para controle de
carregamento. Para retirada do excesso do corante, as membranas foram lavadas trés
vezes (5 min), sob agitagdo, com TBS-T (Tris-HCI 20 mM, NaCIl 500 mM, contendo 0,05%
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(v/v) de Tween 20, pH 7,5). Entao, as possiveis ligagdes inespecificas foram bloqueadas
com leite desnatado 5% em TBS-T, durante 1 h, a temperatura ambiente e sob agitacao.
As membranas foram incubadas por 18 h, a 4 °C, com os anticorpos primarios
especificos: monoclonal camundongo anti-GRK2 (1:500), monoclonal camundongo anti-
B-actina (1:45000; ambos da Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA),
monoclonal coelho anti B-arrestina (1:1000; Cell Signaling Tech, Danvers, MA, EUA) e
monoclonal camundongo anti-NOS2 (1:1000; Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA).
Depois, foram realizadas trés lavagens (5 min), sob agitagcdo, com TBS-T e os anticorpos
secundarios conjugados a peroxidase, especificos para cada anticorpo primario, foram
incubados (cabra anti-coelho ou cavalo anti-camundongo; ambos usados na
concentracéo de 1:5000; Cell Signalling Tech, Danvers, MA, EUA).

Novamente, foram realizadas lavagens e os imunocomplexos foram revelados
usando um sistema de deteccédo de substrato quimioluminescente, Super Signal West
Pico (Thermo Scientific, Rockford, IL, EUA). As membranas foram expostas ao sistema
de fotodocumentagédo ChemiDoc MP e as analises foram realizadas utilizando o software
Image Lab™ (ambos da empresa Bio-Rad Laboratories Inc, Hercules, CA, EUA). Os
resultados foram determinados através da quantificacdo da densidade Optica das
bandas, normalizados utilizando os valores obtidos para as bandas de B-actina e

expressos graficamente como unidades arbitrarias (U.A.).

3.10 EXTRACAO DE RNA E RECAO EM CADEIA POLIMERASE QUANTITATIVA EM
TEMPO REAL (RT — gPCR)

Os animais foram anestesiados com cetamina (90 mg/Kg) e xilazina (5 mg/Kg), i.p.
e perfundidos com solugao salina 0,9% (10 min). Amostras de rim e coragdo foram
coletadas, congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C.

O RNA foi extraido utilizando o kit ReliaPrep® (Promega, Madison, WI, EUA) para
o tecido renal e com reagente TRIzol® (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) para o tecido
cardiaco, seguindo as recomendacgdes do fabricante. A fim de eliminar qualquer DNA
contaminante durante o processo de extragdo de RNA, as amostras de RNA (700 ng

para rim e 1000 ng para coragédo) foram submetidas a tratamento com DNAse |
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proveniente do proprio kit de extragao utilizado. As amostras obtidas tiveram sua
concentragdo e pureza avaliadas em um espectrofotometro, NanoDrop® ND-1000
(ThermoScientific, Rockford, IL, EUA), através das relacdes de absorbancia 260/280 nm
e 260/230 nm.

Em seguida, as amostras foram submetidas a reag¢ao de transcrigdo reversa. O
procedimento foi realizado com o kit High-Capacity cDNA (Applied Biosystems Waltham,
MA, EUA) de acordo com as recomendagdes do fabricante. A reagédo ocorreu a 25 °C
por 10 minutos, 37 °C por 120 minutos e 85 °C por 5 minutos em termociclador. O DNA
complementar (cDNA) obtido foi armazenado a -20 °C.

Depois, o cDNA foi diluido dez vezes em agua ultrapura livre de nucleases para
utilizacdo como molde na qPCR. Foi utilizado o reagente GoTagq® gqPCR Master Mix
(Promega, Madison, WI, EUA), na presenga de 0,3 pM dos iniciadores especificos para

GRK2 e Gapdh, conforme demonstrados na Tabela 2.

TABELA 2. INICIADORES PARA AMPLICAGAO DOS GENES GRK2 E GAPDH

Iniciadores Sequéncia
GRK2 forward 5 TGCCAGAGCCCAGCATC 3

reverse 5 GGAAAAGCAGGTACCCTAAC 3
Gapdh forward 5 CATCACTGCCACCCAGAAGACTG &

reverse 5 ATCGGAGTGAGCTTCCCGTTCAG 3’

As amostras foram colocadas em placa de 96 pogos A-B-C (Axygen, Union City,
CA, EUA) coberta com selante 6ptico MicroAmp® Optical Adhesive Film a analisadas em
equipamento StepOnePlus™ Real-Time PCR System (ambos da Applied Biosystems
Waltham, MA, EUA). As reacdes tiveram inicio com uma etapa de desnaturacao a 95 °C
por 10 min, seguida por 40 ciclos, contendo uma etapa de desnaturagao (95°C por 15
segundos) e uma etapa de ligagao dos iniciadores e extenséo (60 °C por um minuto). Ao
final, foi incluida uma etapa para obtengdo da curva de dissociagdo (95 °C por 15
segundos, 60 °C por 15 segundos e, novamente, 95 °C por 15 segundos). Em cada placa
foi adicionado um controle negativo para cada par de iniciadores, composto por todos os

reagentes necessarios a amplificagado, exceto o DNA molde.
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3.11 IMUNOFLUORESCENCIA

A técnica de imunofluorescéncia foi utilizada para marcacdo de GRK2 e dos
receptores AT1 e B1 adrenérgico. Amostras de rim e coragao foram obtidas 24 h apds a
cirurgia de CLP e os cortes foram obtidos conforme descrito no item 3.8. Apds fixagao
com acetona (5 min; a -20°C), as sec¢des foram imersas em uma solugao de metanol
com peroxido de hidrogénio 3% (20 min; a temperatura ambiente) e lavadas com PBS.
Os cortes foram contornados com caneta hidrofébica e as possiveis ligagbes
inespecificas foram bloqueadas com BSA 5%, por 1 h, a temperatura ambiente. Em
seguida, as seccgbes foram incubadas com o anticorpo primario monoclonal de
camundongo anti-GRK2, monoclonal de coelho anti-AT1 (ambos na concentragdo de
1:50; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA) e policlonal de coelho anti-31
(1:50; Enzo Life Sciences, Inc., Farmingdale, NY, EUA), por 18 h, a 4°C. Entao, as
secgoes foram lavadas com uma solugao de PBS-Tween 0,1% por trés vezes de 5 min
e incubadas com o anticorpo secundario macaco anti-camundongo Alexa Fluor 594 ou
cabra anti-coelho Alexa Fluor 488 (1:1000; Molecular Probes, Eugene, OR, EUA), por 1
h, a temperatura ambiente. Novamente, foi realizada a lavagem e o nucleo das células
foi corado com DAPI, por 5 min, a temperatura ambiente. Como controles negativos,
foram utilizadas laminas contendo apenas o anticorpo secundario. Finalmente, as
seccoes foram lavadas e laminulas foram colocadas sobre as laminas utilizando meio de
montagem aquoso Gel Mount™ (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA). A analise de

imagens seguiu conforme descrito no item 3.8.

3.12 CULTURA CELULAR

Foram utilizadas células da linhagem LLC-PK1 (células epiteliais de rim de porco;
ATCC CL-101), mantidas em garrafas proprias para cultura. As células foram cultivadas
em meio M-199 (suplementado com 3% de soro fetal bovino, 100 U/ml de penicilina e
100 pg/ml de estreptomicina), pH 7,2, em atmosfera umida, contendo 5% de CO2 e a
37°C. Os repiques foram feitos a cada 3 ou 4 dias, de acordo com a confluéncia das

células.
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Para a realizagao dos repiques todo meio de cultura foi removido e as garrafas
foram lavadas com PBS estéril pré-aquecido a 37°C. Apds a remogao do PBS, cada
placa recebeu uma solugao de tripsina 0,25% /EDTA 0,03%, pré-aquecida a 37°C. Apos
a digestao enzimatica, as células foram transferidas para um tubo cdnico contendo meio
completo e centrifugadas (250 g, 10 min). O sobrenadante foi descartado e o pellet
suspenso em 1 ml de meio completo, o qual foi utilizado para contagem do numero de
células, preparagao dos protocolos experimentais e manutengao da cultura.

Para o protocolo experimental, as células foram incubadas em meio com um doador
de NO, S-Nitroso-N-acetil-DL-penicilamina (SNAP; 0,01, 0,1 ou 1 mM; Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA), por 4 h e células nao estimuladas foram usadas como controle. Em um
segundo protocolo, as células em meio foram tratadas com o inibidor da guanilato ciclase
soluvel, 1H-[1,2,4]Oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one (ODQ; 1 uM, Calbiochem, San
Diego, CA, EUA) ou com o inibidor de proteassoma e de calpaina, MG 132 (10 uM;
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), por 30 min e entdo incubadas com SNAP, durante
4 h.

Seguindo a investigagdo, o sobrenadante foi descartado e as células foram
preparadas para analise por Western blot. Para isso, as células foram homogenizadas
em tampao de lise (conforme descrito no item 3.8), durante 15 min, a 4°C e transferidas
para eppendorfs com o auxilio de um raspador. Os eppendorfs foram mantidos no gelo,
durante 40 min e, em seguida, centrifugados (10.000 g; 15 min; 4°C). Apds, foi separada
uma aliquota do sobrenadante para dosagem de proteinas, pelo método de Bradford
(BRADFORD, 1976), e o restante foi misturado com tampao de amostra (glicerol 20%,
mercaptoetanol 14,4 mM, azul de bromofenol 0,1%, Tris/HCI 0,2 M e SDS 10%). As
amostras foram fervidas por 8 minutos e armazenadas a -20 °C até o momento da
eletroforese. A eletroforese e a imunodetecgao foram realizadas conforme descrito no
item 3.9 para GRK2.

Para o ensaio de ligagcdo do receptor a1 adrenérgico e imunofluorescéncia para
GRK2, as células foram cultivadas em laminulas e submetidas ao ensaio apds 24 h. As
células foram incubadas com SNAP e, apds 4 h, foram lavadas com PBS e fixadas com
PFA 4%. Para o ensaio de ligagdo do receptor a1 adrenérgico: foi utilizada a BODIPY®

FL prazosina (10 nM, por 1h, em temperatura ambiente). As células foram lavadas com
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PBS e as laminulas foram colocadas sobre laminas com o auxilio do meio de montagem
aquoso Gel Mount™ (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA). Para a técninca de
imunofluorescéncia: foi realizado o bloqueio das liga¢des inespecificas com BSA 5%, por
1 h, a temperatura ambiente. Em seguida, as células foram incubadas com o anticorpo
primario monoclonal de camundongo anti-GRK2 (1:50; Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA, EUA) por 18 h, a 4°C. Entéo, as secgdes foram lavadas com uma solugao de
PBS-Tween 0,1% por trés vezes de 5 min e incubadas com o anticorpo secundario
macaco anti-camundongo Alexa Fluor 594 (1:1000; Molecular Probes, Eugene, OR,
EUA), por 1 h, a temperatura ambiente. Novamente, foi realizada a lavagem e o nucleo
das células foi corado com DAPI, por 5 min, a temperatura ambiente. Finalmente, as
células foram lavadas e as laminulas foram colocadas sobre as laminas utilizando meio
de montagem aquoso Gel Mount™ (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA). A analise de

imagens seguiu conforme descrito no item 3.8.

3.13 PROTOCOLOS DE EXPERIMENTACAO ANIMAL

Os animais foram distribuidos de maneira randémica e em numeros iguais entre os
grupos sépticos e nao sépticos. Foram utilizados animais naive como controle, a fim de
minimizar a manipulagdo de animais. Todas as analises foram realizadas 24 h apds a
inducao da sepse e os animais foram eutanasiados com overdose de anestésicos.

Camundongos Swiss foram tratados com o antagonista do receptor a1 adrenérgico,
prazosina (1 mg/Kg, s.c.), 12 h apds a cirurgia de CLP ou com o inibidor seletivo e
irreversivel da NOS-2, 1400W (1 mg/Kg, s.c.; ambos da Sigma-Aldrich,St Loius, MO,
EUA), 30 min antes e 6 € 12 h apds a cirurgia de CLP ou ainda, com o azul de metileno,
inibidor da guanilato ciclase soluvel (10 mg/Kg), 6, 12 e 18 h apds a cirurgia de CLP.
Animais controle receberam apenas o veiculo (PBS).

Em outro grupo experimental, animais n&o sépticos foram tratados com SNAP (10
mg/Kg; s.c., Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e amostras de tecido renal foram obtidas
apés 4 h.

Camundongos C57BL/6 NOS-2 knockout foram induzidos a sepse por CLP e apds

24 h foi realizada a analise de GRK2 pela técnica de Western blot.
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3.14 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como a meédia + erro padrdo da média (E.P.M.) e
os testes estatisticos foram empregados de acordo com a pertinéncia de cada
experimento, conforme descrito na legenda de cada figura. Foram executados os testes
estatisticos t Student, analise de variancia (ANOVA) de uma via ou ANOVA de duas vias,
seguidos pelo teste post-hoc de Bonferroni e valores de p < 0,05 foram considerados
significativos. Todos os testes estatisticos foram realizados com o software GraphPad
Prism® versao 8.4.2 (San Diego, CA, EUA).
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4 RESULTADOS

4.1 AVALIACAO DA PRESSAO ARTERIAL EM ANIMAIS SUBMETIDOS A SEPSE

Ja estd bem demonstrado que a sepse induz uma disfungdo cardiovascular,
marcada por uma reducéo da reatividade e da resisténcia vascular e hipotens&o. Desta
forma, o passo inicial e crucial no desenvolvimento desse trabalho foi reproduzir esse
quadro nos camundongos submetidos a cirurgia de CLP e garantir a reprodutibilidade do
modelo. Conforme demonstrado no registro tipico de pressédo sanguinea (Figura 4A),
nos animais submetidos a sepse, a pressao arterial sistélica estava cerca de 20% menor
em comparagao com o grupo controle (naive). Além disso, foi observado que a
reatividade vascular a fenilefrina, um agente vasoconstritor, estava significativamente
menor nos animais sépticos, 24 h apos a cirurgia de CLP. Nés quantificamos a diferenca
entre os picos de pressao arterial média basal e apds a administragcao de fenilefrina e
identificamos que a resposta foi reduzida em aproximadamente 80% durante a sepse
(Figura 4B).
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Figura 4: Efeito da fenilefrina na pressao sanguinea de animais sépticos. Os camundongos foram
submetidos a cirurgia de CLP e os registros de presséo arterial foram obtidos apds 24 h. Painel A: Registro
tipico de pressao arterial. Painel B: Quantificacdo da resposta vascular a fenilefrina. Barras representam
a média + E.P.M e cada simbolo corresponde a um animal. A analise estatistica foi realizada pelo teste ¢

de Student; *p < 0,05 comparado com o grupo controle (naive).
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4.2 FLUXO SANGUINEO RENAL EM ANIMAIS SUBMETIDOS A SEPSE

Uma vez validado o modelo de sepse e identificada a disfuncdo no sistema
circulatério, nosso interesse foi investigar a microcirculagéo no tecido renal, visto que a
resposta vascular no local é diferente dos demais leitos durante a sepse. E importante
ressaltar que as analises de pressao arterial e de fluxo sanguineo foram feitas nos
mesmos animais.

De fato, 24 h apés a cirurgia de CLP, o fluxo sanguineo basal no rim dos animais
sépticos estava reduzido quando comparado com os animais controle. O tratamento com
prazosina (um antagonista do receptor a1 adrenérgico; 1 mg/Kg; s.c.; 12 h apés a cirurgia
de CLP), reestabeleceu o fluxo sanguineo renal para valores normais (em relagéo aos
animais naive). Ja em outro leito vascular, como na cauda, ndo foram observadas
alteragdes de fluxo sanguineo (Figura 5A).

Buscando explorar o efeito gerado pela prazosina no fluxo sanguineo renal durante
a sepse, noés utilizamos uma segunda abordagem farmacologica. Desta forma, os
animais submetidos a sepse foram infundidos com fenilefrina (40 nmol/Kg/min; 50
pL/min), um agonista do receptor at adrenérgico, durante 5 min. Como resultado, o
tratamento com fenilefrina ndo foi capaz de alterar o fluxo sanguineo renal. Em
contrapartida, na veia caudal dos animais controle foi observado o efeito vasoconstritor
da fenilefrina, ao passo que nos animais sépticos, a reatividade foi prejudicada (Figura
5B).
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Figura 5: Efeito do tratamento com prazosina e da infusao de fenilefrina no fluxo sanguineo caudal
e renal de animais sépticos. Os camundongos foram submetidos a sepse e o fluxo sanguineo foi
analisado apds 24 h. Painel A: Fluxo sanguineo na cauda e no rim apos a administragdo de prazosina (1
mg/Kg; s.c.; 12 h apds a cirurgia de CLP). Barras representam a média + E.P.M e cada simbolo
corresponde a um animal. A andlise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA de uma via, seguido pelo
teste post-hoc de Bonferroni; *p < 0,05 comparado com o grupo controle (naive). Painel B: Fluxo
sanguineo na cauda e no rim durante a infusdo de fenilefrina (40 nmol/kg/min). A analise estatistica foi

realizada pelo teste ANOVA de duas vias; n = 8; *p < 0,05 comparado com o grupo controle (naive).
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4.3 MARCADORES DE DANO RENAL E ANALISE HISTOPATOLOGICA EM ANIMAIS
SEPTICOS

Apos a constatacdo de uma diminuicdo no fluxo sanguineo no rim dos
camundongos submetidos a sepse, nés nos perguntamos como estaria a fungao renal e
quais as consequéncias da diminuigao do aporte sanguineo local e dos possiveis danos
teciduais causados pela inflamacao. Assim, decidimos determinar os valores plasmaticos
de creatinina e de ureia e realizar uma avaliagdo histopatologica do rim.

Como visto na Figura 6, os niveis plasmaticos de creatinina (Figura 6A) e de ureia

(Figura 6B) estavam elevados nos animais sépticos, 24 h apds a cirurgia de CLP.
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Figura 6. Dosagem plasmatica de creatinina e ureia em camundongos sépticos. O plasma foi obtido
24 h apés a cirurgia de CLP e foram dosados os niveis de creatinina (Painel A) e ureia (Painel B). As
barras representam a média + E.P.M e cada simbolo corresponde a um animal. A analise estatistica foi

realizada pelo teste t de Student; *p < 0,05 comparado com o grupo controle (naive).

Os achados histopatolégicos revelam que ha degeneragéao hidropica, com formagao
de vacuolos no citoplasma em tubulos, principalmente nos proximais, decorrentes de
alteragbes no balango eletrolitico por disturbios da circulagdo. Nao foram relatadas
lesbes mais acentuadas ou necrose (Figura 7).
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Figura 7. Cortes histologicos de rim de animais submetidos a sepse. Imagens representativas da
medula (a e b) e do cortéx (c e d) renal de camundongos naive (Painéis esquerdos, a e c) e sépticos
(Painegisdireitos, b e d), corados com hematoxilina e eosina, exibindo intensa vacuolizagéo citoplasmatica

no epitélio tubular no grupo CLP; aumento de 40x; escala = 50 ym.

4.4 DENSIDADE DE RECEPTORES a1 ADRENERGICOS NO RIM E CORACAO DE
ANIMAIS SEPTICOS

Com base nas alteragdes de fluxo sanguineo renal basal e no efeito dos
moduladores do sistema a1 adrenérgico (prazosina e fenilefrina) nos camundongos
submetidos a sepse, nosso préoximo objetivo foi avaliar a modulagédo dos receptores
desse sistema no 6rgéo.

Com isso, desenhamos um experimento para estipular a densidade do receptor a1

adrenérgico no tecido renal e cardiaco durante a sepse, através de um ensaio de ligagéo
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com BODIPY® FL prazosina (QAPB), um ligante fluorescente do receptor. Como
podemos visualizar nas Figuras 8A e 8C, a densidade do receptor a1 adrenérgico
aumentou em cerca de trés vezes no rim séptico quando comparado ao grupo controle.
Outro ponto observado é que a marcagao é maior nos tubulos e vasos, embora esteja
presente nos glomérulos. Em contrapartida, a densidade do receptor a1 adrenérgico nao

foi alterada no coragado dos camundongos sépticos (Figura 8B e 8D).

69



@)
r
-]

150

-

[=3

o
1

a
o
1

Intensidade de fluorescéncia (U.A)
o

*
a
[eXe]
Naive CLP

Intensidade de fluorescéncia (U.A)

2500
2000
1500
1000

500

SOBREPOSICAO

o) E o
I
iy

o

O
Na!|'ve CII_P

70



Figure 8. Densidade de receptores a1 adrenérgicos no rim e no coragao de camundongos sépticos.
Imagens representativas da marcacao com BODIPY™ FL Prazosina (QAPB, verde) e DAPI (azul) no rim
(Painéis A e C) e no coragéo (Painéis B e D) de camundongos, 24 h apés a indugao da sepse. Foram

obtidas pelo menos 3 imagens de cada animal para quantificagdo. As Figuras representam a projecao

“_n

maxima de todas as imagens capturadas no eixo “z” utilizando microscépio confocal; escala = 50 um. As

barras representam a média + E.P.M e cada simbolo corresponde a um animal. A analise estatistica foi

realizada pelo teste t de Student; *p < 0,05 comparado com o grupo controle (naive).

4.5 DENSIDADE DE RECEPTORES B1 ADRENERGICOS NO CORAGAO DE
ANIMAIS SEPTICOS

Embora nado tenha sido observada diferenca na densidade de receptores a1
adrenérgicos no tecido cardiaco, ja esta bem estabelecido que ha uma
hiporresponsividade cardiaca a agao das catecolaminas na sepse e que o receptor 1 é
o principal subtipo dos receptores adrenérgicos encontrado no coragdo. Sendo assim,
nos optamos por avaliar a densidade do receptor 31 adrenérgico no coragao dos animais
sépticos. Como esperado, ha uma diminuicdo substancial da intensidade de
fluorescéncia da marcacéao para o receptor 1 adrenérgico cardiaco, 24 h apdés a indugao
da sepse, indicando uma menor densidade do receptor e confirmando os dados prévios

do laboratério e da literatura (Figura 9).
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Figure 9. Densidade de receptores 31 adrenérgicos no coragao de camundongos sépticos. Imagens
representativas (Painel A) e representacéo grafica (Painel B) da marcagéo do receptor 31 adrenérgico
(verde; b e e) e DAPI (azul; a e d) no coragdo de camundongos, 24 h apés a indugao da sepse. Foram
obtidas pelo menos 3 imagens de cada animal para quantificacdo. As Figuras representam a projecao
maxima de todas as imagens capturadas no eixo “z” utilizando microscépio confocal; escala = 50 um. As
barras representam a média + E.P.M. e cada simbolo corresponde a um animal. A analise estatistica foi

realizada pelo teste t de Student; *p < 0,05 comparado com o grupo controle (haive).
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4.6 DENSIDADE DO RECEPTOR AT1 NO RIM DE ANIMAIS SEPTICOS

Além do receptor a1 adrenérgico, o receptor AT1 tem um papel relevante na
contragdo da vasculatura. Durante a sepse, sabe-se que resposta da angiotensina |l
também esta alterada e, portanto, nés avaliamos as possiveis alteragdes na densidade
do receptor de angiotensina Il (AT1) no tecido renal de camundongos sépticos, 24 h apos
a cirurgia de CLP. Como exposto na Figura 10, podemos ver que nao houve diferenga
na intensidade de fluorescéncia da marcacido para o receptor AT1 no rim séptico em

comparagao com o grupo controle.
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Figure 10. Densidade de receptores AT1 adrenérgicos no coragdao de camundongos sépticos.
Imagens representativas (Painel A) e representacéo grafica (Painel B) da marcacdo do receptor AT1
adrenérgico (verde; b e e) e DAPI (azul; a e d) no rim de camundongos, 24 h apds a indugdo da sepse.
Foram obtidas pelo menos 3 imagens de cada animal para quantificagdo. As Figuras representam a
projecao maxima de todas as imagens capturadas no eixo “z” utilizando microscépio confocal; escala = 50
pum. As barras representam a média + E.P.M e cada simbolo corresponde a um animal. A analise estatistica

foi realizada pelo teste t de Student; *p < 0,05 comparado com o grupo controle (naive).
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4.7 NIVEIS DE GRK2 NO RIM E NO CORACAO DE ANIMAIS SEPTICOS

O aumento da densidade do receptor a+ adrenérgico renal foi intrigante e nos
conduziu a estudar os niveis de GRK2, proteina que participa da regulagdo desses
receptores. Desta maneira, através da imunomarcacgao para GRK2 (Figura 11A e 11C),
nos constatamos que ha uma acentuada diminui¢ao do conteudo celular de GRK2 no rim
dos camundongos sépticos. De maneira semelhante a marcagdo com BODIPY® FL
prazosina, a distribuicdo da GRK2 ocorre em todo o tecido renal, entretanto parece ser
menos intensa nos glomeérulos. Através da técnica de Western blot, € possivel perceber
que a sepse induz uma reducao de quase todo conteudo de GRK2 no rim, 24 h apds a
cirurgia de CLP (Figura 12A e 12C). Além disso, os niveis de RNAm de GRK2,
determinados pela técnica de RT-gPCR, estavam significativamente reduzidos no rim
séptico (Figura 12E). No que diz respeito a GRK2 cardiaca, a distribuicdo da GRK2
parece ser homogénea em todo o tecido (Figura 11B e 11D) e ha um aumento no
conteudo de GRK2 no coragdo durante a sepse (Figura 12B e 12D). Ja os niveis de
RNAm de GRK2 nao foram alterados no coragéo séptico em comparagdo com o grupo

controle (Figura 12F).
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Figure 11. Niveis de GR2 no rim e no coragao de camundongos sépticos. Imagens representativas
da marcacdo com GRK2 (vermelho) e DAPI (azul) no rim (Painel A e C) e no coracao (Painel B e D) de
camundongos, 24 h apés a indugao da sepse. Foram obtidas pelo menos 3 imagens de cada animal para
quantificagdo. As figuras representam a projecdo maxima de todas as imagens capturadas no eixo “z”
utilizando microscépio confocal; escala = 50 um. As barras representam a média + E.P.M. e cada simbolo
corresponde a um animal. A analise estatistica foi realizada pelo teste t de Student; *p < 0,05 comparado

com o grupo controle (naive).
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Figura 12. Niveis de GRK2 em tecido renal e cardiaco de camundongos sépticos. Representacao
grafica e imagens representativas das bandas obtidas por Western blot para GRK2 no rim (Painéis A e C)
e no coragao (Painéis B e D) de camundongos, 24 h apds a indugéo da sepse. RT-gPCR para GRK2 no
rim (Painel E) e no coracdo (Painel F). As barras representam a média + E.P.M. e cada simbolo
corresponde a um animal. A analise estatistica foi realizada pelo teste f de Student; *p < 0,05 comparado
com o grupo controle (naive).
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4.8 EFEITO DO OXIDO NiTRICO NOS NIVEIS DE GRK2 RENAL EM ANIMAIS
SEPTICOS

Sabendo do papel do NO na disfungéao cardiovascular na sepse, na regulagao da
GRK2 e com base nos trabalhos prévios do nosso grupo de pesquisa, nés objetivamos

investigar se o NO também estaria envolvido na modulagdo da GRK2 no rim séptico.

4.8.1 EXPRESSAO DE NOS2 E PRODUCAO DE OXIDO NiTRICO NO RIM E ANALISE
DE NOx NO PLASMA DE ANIMAIS SEPTICOS

O primeiro passo foi investigar a expressdo da NOS-2, principal enzima produtora
de NO na inflamacgao e a produgéo de NO no rim dos camundongos submetidos a sepse,
bem como os metabdlitos estaveis do NO (NOx; nitrato e nitrito) no plasma. Nos
verificamos que ha um aumento na expressao da NOS-2 no rim durante a sepse, como
pode ser observado nas Figuras 13A e 13B. A producdo de NO foi confirmada de
maneira direta, através da sonda DAF-FM DA, onde é possivel visualizar um aumento
na intensidade de fluorescéncia nos rins dos animais sépticos da ordem de 30% (Figuras
13C e 13D). Além disso, indiretamente, nds confirmamos a produgao de NO (pela NOS-
2 no rim e presumidamente em outros 6rgaos) pela medida dos seus metabdlitos. Os
valores plasmaticos de NOx aumentaram aproximadamente cinco vezes em comparagao

com o grupo controle (Figura 13E).
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Figura 13. Expressdo de NOS-2 e produgdo de NO em tecido renal e niveis plasmaticos de NOx em
camundongos sépticos. Representagdo grafica e imagens representativas das bandas obtidas por
Western blot para NOS2 no rim (Painéis A e B) de camundongos, 24 h apds a indugéo da sepse. Painéis
C e D: Imagens representativas e representagao grafica da intensidade de fluorescéncia da sonda DAF-
FM DA (verde) em rim de animais naive e CLP. Painel E: quantificagdo dos niveis de nitrato e nitrito (NOx)
no plasma. As barras representam a média + E.P.M. e cada simbolo corresponde a um animal. A analise

estatistica foi realizada pelo teste t de Student; *p < 0,05 comparado com o grupo controle (naive).

4.8.2 EFEITO DO OXIDO NiTRICO NOS NIVEIS DE GRK2 RENAL

Para explorar o possivel papel do NO na dinAmica da GRK2 renal, nés utilizamos
diferentes estratégias experimentais.

No primeiro protocolo, os animais foram tratados com 1400W (4 pymol/kg, s.c), um
inibidor seletivo para NOS-2, 30 min antes, 6 e 12 h apds a inducdo da sepse. Na
Figuras 14A e 14B, podemos visualizar que o tratamento com 1400W preveniu a perda
de GRK2 no rim séptico. Além da abordagem farmacoldgica, nés utilizamos animais
knockout para o gene da NOS-2 e realizamos a indugao da sepse. Novamente, 24 h
apos a cirurgia de CLP, a diminuicdo da GRK2 renal foi prevenida nos animais com a
delecdo do gene da NOS-2 em comparagdo com os animais wild type (WT) sépticos
(Figura 14C e 14D). Nesse ponto, é pertinente ressaltar que foi realizada a confirmagao
da delecéo global do gene da NOS-2 nos animais através da técnica de Western blot
para NOS-2.

Além de avaliarmos o efeito da diminuigdo da producado de NO sobre os niveis de
GRK2, nés optamos por investigar o efeito do bloqueio da guanilato ciclase soluvel
(principal alvo de agao do NO) sobre a GRK2. Para isso, os animais foram tratados com
azul de metileno (10 mg/Kg), um inibidor da guanilato ciclase soluvel, 6, 12 e 18 h apds
a inducéo da sepse. Interessantemente, a inibicdo da via NO/GCs/GMPc nao foi capaz
de restaurar os niveis de GRK2 renal nos animais sépticos comparados ao grupo
controle, na andlise feita 24 h apds a cirurgia de CLP (Figura 14 E e F).

Adicionalmente, animais ndo sépticos foram tratados com SNAP (45 nmol/kg, s.c.),
um doador de NO, e ap6s 4 h o conteudo de GRK2 foi avaliado. Conforme demonstrado

na Figura 15, o tratamento com SNAP induziu uma diminui¢ao nos niveis de GRK2 renal.
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Figura 14. Efeito do tratamento com 1400W e do azul de metileno (AM) e da delegdo do gene da
NOS2 nos niveis de GRK2 renal de animais sépticos. Representacdo grafica (Painéis A, C e E) e
imagens representativas das bandas obtidas por Western blot para GRK2 no rim de camundongos, 24 h
apos a indugao da sepse (Painéis B, D e F). As barras representam a média + E.P.M. e cada simbolo
corresponde a um animal. A analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA de duas vias, seguido pelo

post hoc de Bonferroni ; *p < 0,05 comparado com o grupo controle (naive).
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Figura 15. Efeito do tratamento com SNAP no conteido de GRK2 renal. Representacdo grafica
(Painel A) e imagem representativa das bandas obtidas por Western blot para GRK2 (Painel B) dos niveis
de GRK2, 4 h apos a administracdo de SNAP. As barras representam a média + E.P.M. e cada simbolo
corresponde a um animal. A analise estatistica foi realizada pelo teste f de Student; *p < 0,05 comparado

com o grupo controle (naive); #p < 0,05 comparado com o grupo CLP veiculo ou WT.

4.9 AVALIACAO DOS NIVEIS DE B-ARRESTINA NO RIM DE ANIMAIS SEPTICOS

Além da GRK, outra importante proteina envolvida na dessensibilizacédo dos GPCR, como
os receptores adrenérgicos e AT1, é a B-arrestina. A B-arrestina também pode ser modulada pelo
NO e alterar as vias candnicas de sinalizacao e internalizagao do receptor e também auxilia na
regulacéo de GRK. Desta forma, nds investigamos se o conteudo de (B-arrestina estaria alterado

no rim e no coragcédo dos animais sépticos, 24 h apés a inducédo da sepse. Interessantemente,
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nos encontramos uma redugao acentuada nos niveis de B-arrestina em ambos os 6rgaos (rim e

coragao) nos camundongos sépticos em comparacao ao grupo controle (Figura 16).
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Figura 16. Niveis de P-arrestina em tecido renal e cardiaco de camundongos sépticos.
Representacéo grafica (Painéis A e C) e imagens representativas das bandas obtidas por Western blot
para B-arrestina (Painéis B e D) no rim (Painéis A e B) e coragdo (Painéis C e D) de camundongos, 24
h apos a indugéo da sepse. As barras representam a média + E.P.M. e cada simbolo corresponde a um
animal. A analise estatistica foi realizada pelo teste t de Student; *p < 0,05 comparado com o grupo controle

(naive).

4.10 EFEITO DA VIA DO OXIDO NIiTRICO NOS NiVEIS DE GRK2 EM CELULAS LLC-
PK1

Na tentativa de melhor explorar o mecanismo no qual o NO regula negativamente
a GRK2, nés utilizamos células de epitélio renal de porco, LLC-PK1, expostas a um
doador de NO (SNAP). As células foram tratadas com SNAP (0,01, 0,1 ou 1 mM) e o
conteudo de GRK2 foi determinado por imunofluorescéncia e por Western blot, apos 4
h. Como resultado, o tratamento com o SNAP reduziu o conteudo de GRK2 em todas as
concentragdes testadas (Figuras 17A e 17B e Figuras 18A e 18B), reproduzindo o dado

obtido no rim de camundongos tratados com o doador de NO.
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Figure 17. Efeito do SNAP nos niveis de GR2 em células LLC-PK1. Imagens representativas (Painel
A) e representacdo da gréafica (Painel B) da marcacdo com GRK2 (vermelho; b e e) e DAPI (azul; a e d)
de células tratadas com SNAP (d, e e f; 0,1 mM, por 4 h) e de células ndo estimuladas (a, b e ¢). As
Figuras representam a projegdo maxima de todas as imagens capturadas no eixo “z” utilizando microscépio
confocal; escala = 10 ym. As barras representam a média + E.P.M. e cada simbolo corresponde a média
de cada repetigdo. A analise estatistica foi realizada pelo teste t de Student; *p < 0,05 comparado com o

grupo controle.
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Nosso proximo objetivo foi investigar o mecanismo no qual o NO participa da
regulacado negativa da GRK2. Dessa forma, o experimento realizado constitui na inibicao
da guanilato ciclase soluvel, com o ODQ (1 pM). As células foram tratadas com ODQ,
por 30 min e depois tratadas com SNAP (0,1 mM, por 4 h). Conforme demonstrado na

Figura 18, o tratamento com ODQ foi capaz de prevenir a perda de GRK2 em células
LLC-PK1.
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Figura 18. Efeito do tratamento com SNAP e com ODQ no contetido de GRK2 em células LLC-PK1.
Representacgao grafica (Painel A e C) e imagens representativas das bandas obtidas por Western blot
para GRK2 (Painel B e D) dos niveis de GRK2 em células LLC-PK1 incubadas com SNAP (0,01, 0,1e 1
mM, por 4 h) e pré-incubadas com ODQ (1 pM, por 30 min). As barras representam a média + E.P.M. e
cada simbolo corresponde a média de cada repeticdo. A analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA
de uma via, seguido pelo teste post-hoc de Bonferroni; *p < 0,05 comparado com o grupo controle; #p <
0,05 comparado com o grupo SNAP.
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4.11 EFEITO DO SNAP NA DENSIDADE DE RECEPTORES a1 ADRENERGICOS EM
CELULAS LLC-PK1

Tendo em vista a diminuicdo da GRK2 apds o tratamento com SNAP, nés
investigamos a densidade de receptores a1 adrenérgicos nas células LLC-PK1. Para
tanto, as células foram incubadas com SNAP (0,1 mM; por 4 h), foram fixadas e
marcadas com o BODIPY®FL prazosina (QAPB; 10 uM). Podemos observar na Figura
19, que ndo houve diferenga na intensidade total de fluorescéncia entre as células com
SNAP e as células controle. Todavia, quando aproximamos a imagem (300x),
percebemos que ha uma diferenca no perfil da marcagcao pelo QAPB, sugerindo

diferenca na compartimentalizagado do receptor a1 adrenérgico.
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Figure 19. Densidade de receptores a1 adrenérgicos em células LLC-PK1. Imagens representativas
(Painel A) e apresentacao grafica (Painel B) da marcagdo com BODIPY™ FL Prazosina (QAPB, verde) e
DAPI (azul) em células LLC-PK1 tratadas com SNAP (0,1 mM, por 4 h). Foram obtidas pelo menos 3
imagens de cada animal para quantificagdo. As Figuras representam a projecdo maxima de todas as
imagens capturadas no eixo “z” utilizando microscopio confocal; escala = 10 um. As barras representam a
média + E.P.M. e cada simbolo corresponde a uma repeticdo. A analise estatistica foi realizada pelo teste

t de Student; *p < 0,05 comparado com o grupo controle.

4.12 EFEITO DO MG132 NOS NIVEIS DE GRK2 EM CELULAS LLC-PK1

Na tentativa de clarificar o mecanismo no qual o NO regula a GRK2 e considerando que ha
diminuigcao do conteldo celular de GRK2, nds investigamos um possivel aumento na degradacgao
da enzima. Para isso, o experimento foi desenhado utilizando um inibidor de proteassoma e
calpaina, MG132 (10 uM, por 30 min) em células tratadas com SNAP (0,1 mM, por 4 h). Como
resultado, notamos que o tratamento com MG132 nao foi capaz de prevenir a perda de GRK2

decorrente do tratamento com SNAP em células LLC-PK1 (Figura 20).
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Figura 20. Efeito do tratamento com MG132 no conteido de GRK2 em células LLC-PK1.
Representacao gréfica (Painel A) e imagem representativa das bandas obtidas por Western blot para
GRK2 (Painel B) dos nives de GRK2 em células LLC-PK1 tratadas com MG132 (10 uM, 30 min) e depois
com SNAP (0,1 mM, por 4 h). As barras representam a média + E.P.M e cada simbolo corresponde a uma
repeticdo. A analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA de uma via, seguido pelo teste post-hoc de

Bonferroni; *p < 0,05 comparado com o grupo controle
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5 DISCUSSAO

A sepse ainda é um desafio na clinica médica, com altas taxas de incidéncia e de
mortalidade. Apesar dos avangos na compreensdo da fisiopatologia da sepse e o
estabelecimento de diretrizes para o seu manejo, nenhuma abordagem farmacolégica
tem sido eficaz na diminuicdo da gravidade e progressao desta condigao.

Sabe-se que a disfungéo organica desencadeada na sepse é sistémica entretanto,
a faléncia do sistema cardiovascular é determinante na evolu¢ado do quadro clinico e &
uma das mais relevantes. Quando o sistema cardiovascular falha, ha prejuizo no
fornecimento adequado de sangue para os tecidos, levando a hipdxia tecidual e
contribuindo para a faléncia dos 6rgaos e letalidade na sepse (CAUWELS, 2007).

A disfuncao cardiovascular impacta diretamente na funcionalidade do sistema renal
na sepse e é apontada como responsavel pela instalagdo da insuficiéncia renal aguda
(IRA). Acredita-se que a hipoperfusao e a desregulagao da microcirculagao renal geram
um dano isquémico e disfungao tubular, resultando na faléncia do 6rgao. Entretanto, a
IRA também pode ser desencadeada por um processo inflamatério local e lesao
oxidativa, gerando apoptose das células tubulares renais, mecanismo proposto em
cenarios no qual o fluxo sanguineo renal se mantém constante. Apesar dos diversos
estudos sobre a IRA associada a sepse, os mecanismos fisiopatolégicos desta entidade
clinica ainda ndo estdo completamente elucidados (revisado por SKUBE, et al., 2018).
Nesse contexto, o presente estudo objetivou clarificar os mecanismos associados a IRA
na sepse e contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas.

Para o desenvolvimento deste trabalho nds utilizamos o modelo experimental de
sepse por CLP em camundongos. O modelo de sepse por CLP, considerado padrao ouro
para o estudo da sepse experimental, mimetiza varios aspectos clinicos da sepse em
humanos (RITTIRSCH et al., 2009) e representa a evolugao de uma infecgao abdominal
polimicrobiana, uma das mais comuns no desenvolvimento do quadro séptico, perdendo
apenas para a origem pulmonar. Embora seja amplamente utilizado, o modelo de sepse
por CLP apresenta uma grande variabilidade, sendo importante a sua padronizagéo para
que nao haja heterogeneidade na intensidade da infeccao gerada nos animais de estudo.
Com base nas taxas de mortalidade da sepse, nés padronizamos a cirurgia de CLP para
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uma mortalidade ao redor de 50% dos animais em 24 h apds o procedimento cirurgico.
Para evitar sacrificios e dano desnecessario e dada a longa experiéncia do laboratério
com este modelo, optamos por nao realizar curvas de sobrevida.

Os camundongos submetidos a cirurgia de CLP apresentaram sinais clinicos
comuns ao modelo, como piloerecéo, olhos incrustados, cifose vertebral, dispneia e
letargia (SOTOCINAL et al., 2011). Além disso, a avaliagao da presséao arterial mostrou
gue os animais estavam hipotensos, 24 h apos a cirurgia. Também, a resposta vascular
estava significativamente prejudicada, visto que a administracdo do agente vasopressor,
fenilefrina, ndo induziu mudancgas na pressao sanguinea. Assim, esses achados indicam
o desenvolvimento do quadro caracteristico do choque séptico nos animais e justificam
a ndo-realizagao da curva de mortalidade.

Na sepse, a queda da pressdo sanguinea e a hipoperfusdo tecidual levam a
ativacao de vias regulatorias para tentar restabelecer as condig¢des fisiologicas. Nesse
ambito, baroreceptores e outros mecanismos reflexos sdo estimulados, levando a
ativagédo dos sistemas adrenérgico, renina-angiotensina e de outros componentes. S&o
liberados altos niveis de noradrenalina (GROVES et al., 1973; BENEDICT et al., 1992)
e renina (TAMION, et al., 2004) durante a sepse, indicando a ativacdo de ambos os
sistemas. Todavia, estes e outros sistemas vasoconstritores falham em reverter a
hipotensao, pois ha uma perda na capacidade de resposta da vasculatura sistémica. Por
conseguinte, os leitos vasculares permanecem dilatados e a hipotensdo é refrataria
apesar da produg¢ao endogéna e da administragao de farmacos vasopressores na area
clinica.

Em contrapartida, a resposta vascular no rim é oposta a maioria dos leitos
vasculares. Isto €, enquanto ha uma vasodilatagao sistémica, como no leito esplancnico,
o leito renal esta contraido durante a sepse. O trabalho de BERNARDELLI et al., (2015),
demonstrou que, em ratos submetidos ao CLP, a responsividade da artéria renal a
fenilefrina e outros vasoconstritores, como noradrenalina e angiotensina Il, € inalterada,
embora ocorra hiporresponsividade na artéria mesentérica superior € na artéria carotida.
No presente trabalho, nés evidenciamos esse quadro paradoxal através da fluxometria
por laser Doppler. O fluxo sanguineo basal estava reduzido no leito renal dos animais

sépticos, mas n&o na veia da cauda, usada como comparativo. Neste mesmo contexto,
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BOFFA E ARENDSHORST (2005) relataram que ha uma diminui¢cdo do fluxo sanguineo
renal e da filtracdo glomerular, um aumento da resisténcia vascular renal e hipotensao
em camundongos endotoxémicos, corroborando com nossos achados.

Esse quadro distinto entre os leitos renal e ndo renais da sepse fica ainda mais
evidente com a infusdo de fenilefrina nos camundongos. A administracdo do
vasoconstritor causou uma diminuigéo do fluxo sanguineo na veia caudal dos animais do
grupo controle, porém nos animais sépticos ocorreu a perda da resposta contratil e ndo
vimos alteragdes de fluxo sanguineo pelo laser Doppler. A perda da da reatividade
vascular a vasopressores ja foi demonstrada em diferentes leitos e em modelos de sepse
e endotoxemia, corroborando com nosso resultado (FERNANDES, et al., 2006;
KANDASAMY, et al., 2011; HOREWICZ, et, al. 2015). J&4 no rim, ndo observamos
alteragdes no fluxo sanguineo na presenga de fenilefrina em ambos os grupos controle
e seéptico.

O rim, fisiologicamente, possui mecanismos de auto-regulacdo em resposta a
alteracbes de pressao de perfusdo. Estes mecanismos atuam no sentido de preservar a
taxa de filtracdo glomerular (TFG) e o fluxo sanguineo renal em valores constantes. Por
diferentes mecanismos, ocorrem ajustes na resisténcia das arteriolas aferente (pré-
glomerular) e eferente (pds-glomerular), mantendo a pressao hidrostatica dos capilares
glomerulares e a TFG (revisado por BURKE, 2014). Neste cenario, a redugéo ou perda
da capacidade de autorregulagcdo do rim esta associada com patologias. Ja foi
demonstrado que, em modelos de insuficiéncia renal por isquemia e reperfusao, ocorre
uma diminui¢cao no didmetro basal da arteriola aferente, prejudicando o controle da TFG
e reduzindo o fluxo sanguineo glomerular (FENG, 2021). O resultado que nés obtivemos
na avaliagao do fluxo sanguineo renal apés a infusao de fenilefrina em animais naive,
sugere que os mecanismos autoregulatérios do rim estdo sendo ativados em resposta
as alteragdes de pressao sanguinea e o fluxo sanguineo renal se mantém nos valores
basais. J& nos animais sépticos, a auséncia de alteragdes no fluxo sanguineo renal
induzidas pela fenilefrina, sugere que o leito renal ja estava contraido, pois o fluxo
sanguineo renal basal ja estava reduzido em comparagdo com o grupo controle,

evidenciando a falha no mecanismo auto-regulatorio.
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Um resultado muito interessante apresentado nesse trabalho, € que quando nos
tratamos os animais sépticos com a prazosina, antagonista do receptor a1 adrenérgico,
houve uma melhora no fluxo sanguineo renal. Esse achado indica que a vasoconstricao
renal na sepse é decorrente de uma agédo exacerbada da via a1 adrenérgica. No rim,
tanto as arteriolas aferentes quanto as eferentes respondem a ag¢ao das catecolaminas.
Quando ha diminuicado de pressao de perfusao renal, por exemplo, a noradrenalina e a
adrenalina interagem com os receptores a1l adrenérgicos, que estdo localizados
principalmente nas arteriolas aferentes. Por sua vez, a contrag&o das arteriolas aferentes
promove a diminui¢ado do fluxo sanguineo renal e da TFG (WILSON, 1986; KOEPPEN E
STANTON, 2013). Nesse ponto, é valido ressaltar que a noradrenalina é o agente de
escolha para o tratamento do choque séptico, porém, na tentativa de reverter a
vasodilatagao, a noradrenalina pode induzir um maior prejuizo na fungéo renal, causando
vasoconstricao renal e isquemia (LANKADEVA, 2016; HALLENGREN, 2017). Na cauda
dos animais sépticos, o fluxo sanguineo nao foi alterado na presenga da prazosina,
indicando a hiporreatividade do sistema, como ja descrito na literatura.

Considerando o prejuizo no fluxo sanguineo renal nos animais sépticos, nds
investigamos o comprometimento da fungao renal. A presenca de IRA associada ao
quadro de sepse foi confirmada pela elevagao plasmatica dos niveis de creatinina e
ureia, importantes marcadores da funcdo renal. E interessante ressaltar que uma
duplicacao dos valores plasmaticos de creatinina indica perda de 50% da funcéao renal
(KHWAJA, 2012) e nossos resultados mostraram um aumento de cerca de trés vezes
nesses valores em relagdao aos animais controle.

Conforme mencionado anteriormente, a IRA na sepse também pode se desenvolver
a partir da resposta inflamatadria local e leséo tecidual, além da disfuncao vascular. Ja foi
relatado que a IRA pode estar presente mesmo na auséncia de hipoperfusao renal e
sinais de disfungdo hemodinémica (revisado por PEERAPORNRATANA, et al., 2019).
No presente estudo, a analise histopatoldgica mostrou que ocorre degeneragao hidrdpica
nos tubulos renais dos camundongos sépticos. A degeneragao hidropica nos tubulos
renais, caracterizada por um acumulo de agua no citoplasma, é gerada por um
desequilibro hidroeletrolitico celular e € mais sensivel a isquemia do que em outras

estruturas. Uma das principais causas da degeneracéo hidrépica € a hipdxia, pois a falta
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de oxigénio altera a respiragdo celular, levando a uma queda da sintese e/ou
disponibilidade do ATP. Por sua vez, a queda nos niveis de ATP afeta diversos processos
celulares, como o funcionamento da bomba de Na*/K*-ATPase, retendo Na* e agua na
célula. Condigbes que agridam a integridade da membrana celular, como danos por
radicais livres também podem levar a degeneragao hidropica. Nao encontramos outras
significativas alteragcbes celulares de necrose no tecido renal. Em concordancia com
nossos resultados, analises histopatoldgicas post mortem no rim de pacientes sépticos,
revelaram lesdes tubulares e morte celular em apenas 5% das amostras, sendo
identificada a presencga de vacuolos hidrépicos e pequenos focos de expansao da matriz
mesangial (HOTCHKISS, et al., 1999). Uma revisado sistematica que reuniu dados de
pacientes sépticos e de animais submetidos a sepse experimental, mostrou que as
alteragdes histopatolégicas sdo minimas ou nado existentes no rim, apesar do
desenvolvimento da IRA (LANGENBERG, et al., 2008). Como uma descricado minuciosa
da morfologia renal ndo estava entre nossos objetivos, ndo aprofundamos estas analises.
Em resumo, os achados histologicos e a elevagao dos valores plasmaticos de creatinina
e ureia mostram claramente a disfung¢ao renal nos animais sépticos.

Retomando a discussao acerca da hiporreatividade aos agentes vasopressores e
inotrépicos na sepse, ainda nao se tem clareza sobre os mecanismos causadores deste
quadro. Sabe-se que o prejuizo na resposta de ligantes pode estar relacionado com a
dessensibilizacdo ou heterodimerizacdo de receptores, alteragdes na cascata de
transducao, exaustdo dos componentes da transducédo e outros. Na sepse, uma das
explicagdes para a perda da reatividade vascular e cardiaca se da pela dessensibilizagao
dos receptores adrenérgicos (KANDASAMY, et al., 2016, DAL-SECCO, et al., 2017).

Resultados prévios do nosso grupo de pesquisa mostraram que ha uma diminuigao
na densidade dos receptores a1 e [B1 adrenérgicos na aorta e no coragao,
respectivamente, de animais submetidos a sepse, consistente com a hiporreatividade as
catecolaminas (resultados n&o-publicados e DAL-SECCO et al., 2017). No presente
trabalho, nés também avaliamos a densidade do receptor 31 adrenérgico no coragéo dos
camundongos sépticos.Corroborando com o trabalho de DAL-SECCO (2017), nés

confirmamos que ocorre uma diminuicdo na densidade do receptor B1 adrenérgico
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cardiaco, indicando o prejuizo da resposta adrenérgica e da contratilidade no coragao
séptico.

Com base nas informacbes e na literatura descritas anteriormente, nés nos
perguntamos se a diferenga na resposta adrenérgica do leito renal em comparagdo com
leitos extra-renais na sepse poderia estar relacionada com a modulagao do receptor a1
adrenérgico, subtipo responsavel pela contragao vascular. Assim, nossa hipotese foi de
que no leito renal ndo ocorre a regulagao negativa do receptor a1 adrenérgico, como &
observado em outros leitos.

De fato, o resultado inédito apresentado nesse trabalho mostrou, através do ensaio
de ligagcdo com o BODIPY®FL prazosina, que ha um aumento na densidade do receptor
a1 adrenérgico no rim mas ndo no coragao de animais durante a sepse. Esse achado
nos sugere uma possivel explicagdo para a diferenga de reatividade no leito renal e
reforca nossa hipétese de que a vasoconstricido renal na sepse ocorre por um
mecanismo dependente do receptor a1 adrenérgico. Além disso, considerando que o
fluxo sanguineo renal nos animais sépticos foi melhorado pelo bloqueio do receptor a1
adrenérgico (através da prazosina), fica evidente o papel exacerbado desta via na
disfungao renal.

Um aspecto importante sobre a analise do receptor a1 adrenérgico no rim € que o
ensaio realizado n&o nos permitiu diferenciar a localizacdo do receptor no tecido. Isto €,
através do ensaio de ligagdo com o BODIPY® FL prazosina, nés observamos uma
marcagao fluorescente em todo o tecido (vasos e tubulos). Embora este achado nao
tenha sido explorado em maior detalhe, sabe-se que os receptores adrenérgicos também
sdo abundantes nos tubulos renais e participam de processos como a reabsorgcdo de
Na*, por exemplo. Além disso, ja foi relatado na literatura que ha uma diferenga no
subtipo do receptor a1 adrenérgico presente nos vasos e nos tubulos, sendo os subtipos
a1A e a1B predominantes nos tubulos e a1D predominante nos vasos, além de
diferencas na transducdo do sinal e internalizagdo do receptor entre os subtipos
(CHALOTHORN, et al., 2002 e revisado por AKINAGA, GARCIA-SAINZ E PUPO, 2019).
Apesar de nao termos evidéncias sobre como e se os receptores a1 adrenérgicos
tubulares interfeririam diretamente no ténus vascular renal, os efeitos indiretos devido a

sua ativacdo, como producao/liberacdo de renina, manuseio de sédio, secrecao de

95



prostandides, ativagaol/inibicdo de canais de potassio e outros, sdo mecanismos
possiveis que ligam os receptores a1 tubulares a regulagdo do ténus renal (DIBONA,
1985; LEEUW E BIRKENHAGER, 1988; CLARKE E GARG, 1991; GARG, 1992).

Dando continuidade a nossa investigacdo, buscamos entender o paradoxal
aumento da densidade do receptor a1 adrenérgico no rim durante a sepse. Dados
prévios do laboratério mostraram que a diminuicéo da densidade do receptor adrenérgico
no tecido cardiaco na sepse € associada ao aumento da GRK2. Foi demonstrado que a
inibigdo da GRK2 restaura a resposta cardiaca a isoprenalina, agonista 3 adrenérgico,
melhorando a performance cardiaca na sepse (DAL-SECCO, et al., 2017).

A GRK2 é uma das isoformas mais relevantes no sistema cardiovascular e esta
envolvida na regulacdo dos receptores adrenérgicos. Fisiologicamente, os receptores
ativos sao fosforilados pela GRK, interagem com as 3-arrestina e s&o internalizados. No
entanto, em condi¢des patoldgicas, como na sepse, 0 aumento da atividade da GRK
gera uma diminuicdo da densidade de receptores e, consequentemente, prejuizo na
sinalizacdo. Da forma inversa, uma eventual inibicdo da GRK poderia levar a uma acao
exacerbada do ligante pelo excesso de receptores. Dentro dessa conjuntura, nossa
segunda hipotese foi que a densidade do receptor a1 adrenérgico aumenta no rim séptico
devido a uma alteracao na atividade/quantidade de GRK2.

Os resultados obtidos neste trecho do estudo revelaram que o nivel proteico e de
RNAmM da GRK2, de fato, diminuiram acentuadamente no rim durante a sepse. Niveis
reduzidos de GRK2 também foram identificados no pulmdo de camundongos sépticos,
orgao cuja reatividade vascular também é mantida durante a sepse, resultando em
hipertensao local (ROSALES, 2017). Esses achados sédo interessantes, pois mostram
que leitos que n&o apresentam hiporreatividade a agentes constritores na sepse,
possuem uma modulacido negativa de GRK2.

Ja no coragao dos animais sépticos, nossos dados confirmam o achado de DAL-
SECCO et al. (2017), mostrando um aumento dos niveis proteicos de GRK2. Ndo houve
diferenca na quantidade de RNAm de GRK2 no coragao séptico em comparagdo com o
controle, porém sabe-se que o RNAmM €& consumido no processo de producédo da
proteina. Assim, sugere-se que alta producdo de GRK2 cardiaca poderia estar

consumindo o excesso da expressdao do RNAm ou ainda, que os elevados niveis de
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GRK2 poderiam estar associados com a inibicdo dos mecanismos de degradacao da
proteina no coragao septico.

Outro elemento importante abordado na hipotese desta tese € o NO. O NO,
mediador relevante na disfuncao cardiovascular na sepse, esta envolvido em diferentes
vias de sinalizacao (revisado por ASSREUY, 2006). Além disso, ja esta bem estabelecido
qgue o NO tem um papel chave na vasodilatagéo excessiva e na hiporreatividade vascular
a agentes vasoconstritores na sepse (revisado por FERNANDES E ASSREUY, 2008).
Resultados prévios do nosso grupo de pesquisa demonstram que o aumento da pressao
arterial de ratos induzido por doses crescentes de fenilefrina € muito reduzido apés a
infusdo de um doador de NO (SILVA-SANTOS & ASSREUY, 1999). O estudo de DAL-
SECCO et al (2017) também relacionou o NO a hiporreatividade cardiaca na sepse. Foi
demonstrado que a inibicdo da NOS-2 melhorou a resposta cardiaca a isoprenalina na
sepse, através da preservacao da densidade do receptor 31 adrenérgico. Além disso, o
trabalho evidencia que o NO ativa a GRK2 cardiaca na sepse por um mecanismo
dependente de GMPc, levando a um aumento da internalizagdo do receptor (31
adrenérgico. Neste ponto nés nos perguntamos se, mesmo que aparentemente de forma
paradoxal, o NO estaria de alguma forma envolvido no quase desaparecimento da GRK2
no rim de animais seépticos.

O primeiro passo foi validar se realmente haveria um aumento nos niveis de NO no
tecido renal séptico. Nossos resultados mostram que ha um aumento na expressao de
NOS-2 e na producao de NO no rim, coincidindo com um nivel elevado de NOx no
plasma, indicando a participacdao do NO nas alteragdes renais da sepse.

Para investigar o papel do NO sobre a GRK2 renal na sepse, nds utilizamos tanto
a abordagem farmacoldgica, com o bloqueio da NOS-2 usando o inibidor seletivo da
NOS-2 1400W, como a abordagem genética, usando camundongos knockout para a
isoforma NOS-2. Ambas as abordagens evidenciaram inequivocamente que a reducao
na producdo de NO ou auséncia de uma das suas enzimas de sintese refletiu-se na
manutencao dos niveis de GRK2 no rim séptico. A demonstracao final da participacao
do NO na regulacao negativa da GRK2 renal veio com o resultado de que o tratamento
de animais naive com um doador de NO, SNAP, reduziu os niveis da GRK2 no rim.

Interessantemente, a inibicdo da guanilato ciclase soluvel, principal alvo de agéo de NO,
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nao foi capaz de prevenir a perda da GRK2 renal durante a sepse, indicando que a via
NO/GCs/GMPc pode nao ser prioritaria na inibigdo da GRK2 no rim. Esse conjunto de
resultados foi intrigante, pois mostra um papel oposto do NO na regulagdo da GRK2 renal
e cardiaca na sepse.

O efeito do NO sobre a GRK2 ja foi explorado por diversos autores. Na sepse, por
exemplo, a expressao da NOS-2 e o aumento na producdo de NO em neutrdfilos esta
envolvido com a ativagdo da GRK2 e consequente aumento da internalizagdo de
receptores de quimiocinas, contribuindo para a faléncia da migragao dessas células para
o foco infeccioso. Neste caso, a ativagao da GRK2 nos neutrdfilos pelo NO ocorre por
um mecanismo dependente de guanilato ciclase soluvel (GCs)/cGMP/PKG.
Corroborando com esse achado, o trabalho de DAL-SECCO et al. (2017), mostrou que
a inibigao desta via efetora do NO, com inibidores da sGC ou da PKG, impede o aumento
da GRK2 e restaura a resposta adrenérgica no tecido cardiaco durante a sepse.

Em contrapartida, Whalen et al. (2007), revelaram que a GRK2 tem sua atividade
inibida através da interagdo com o NO. O NO pode reagir com residuos de tiol (-SH)
presente em cisteinas, levando a formagao de nitrosotiois (R-SNO) e alterando fungdes
de proteinas. A S-nitrosilagcao de residuos de cisteina (Cis340) da GRK2 é capaz de inibir
a fosforilacdo do receptor, o recrutamento da arrestina e prevenir a internalizagdo de
receptores 3 adrenérgicos. A GRK2 possui cinco cisteinas passiveis de nitrosilagao,
entretanto, ja foi evidenciado que a S-nitrosilagdo ocorre apenas no residuo Cis340
através de uma mutagdo do gene codificante para GRK2 em camundongos knock-in
(GRK2-C340S) (HUANG et al., 2013).

O mecanismo de S-nitrosilagdo da GRK2 poderia explicar o que foi observado no
rim séptico e constituiu nossa primeira hipotese. Contudo, analisando os dados em
conjunto, percebemos que o resultado do RT-PCR indicou que ha uma diminuicdo do
conteudo de RNAm da GRK2 renal. Assim, parece que ha um envolvimento do NO na
diminuicdo da expressdao de GRK2 e modificagdes pds-traducionais, como a S-
nitrosilacdo, ndo sido capazes de explicar as alteragdes do conteudo de GRK2,
considerando a auséncia da expressao da proteina no rim séptico. Embora ainda n&o se
saiba a via de inibigdo da expressdo da GRK2 pelo NO, sabe-se que o NO pode interferir

diretamente com fatores de transcricdo, interferir na estabilidade e na transcricdo do
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RNAmM e modular cascatas de sinalizagdao (DEMPLE, 1999; ZAMORA, et al., 2002;
DHAKSHINAMOORTHY e PORTER, 2004).

Na tentativa de melhor compreender o efeito do NO sobre a GRK2 renal, utilizamos
células LLC-PK1 (células de epitélio renal de porco). O tratamento das células com SNAP
levou a diminui¢ao do conteudo de GRK2, de maneira semelhante ao que foi observado
no rim dos camundongos tratados com SNAP. O bloqueio da GCs, através do tratamento
com ODQ, preveniu a perda de GRK2 pelo SNAP nas células LLC-PK1. Essa descoberta
sugere que a via GCs/cGMP/PKG também pode resultar na inibicdo da GRK2.

Os resultados abordados nesse trabalho sugerem que o NO pode estar participando
da regulacdo negativa da GRK2 através da inibicdo da expressdo da proteina.
Entretanto, o NO também pode alterar mecanismos que regulam a degradagao de
proteinas, como o sistema ubiquitina-proteassoma (LEE, TRIPATHI E MORGAN, 2017).
Por exemplo, em células B pancreaticas, ja foi demonstrado que o NO ativa a via do
proteassoma, resultando na diminuicao de substrato do receptor de insulina 2 (IRS-2)
associada a diabetes (TANIOKA, 2011).

A via do proteassoma é a principal via de regulagdo do ciclo de vida da GRK2.
Acredita-se que os residuos de tirosina da GRK2 sejam fosforilados pela c-Src ou MAPK,
sinalizando para a ubiquitinagao pelas ligases e degradacéao por proteassoma (revisado
por PENELA et al., 2001; PENELA et al., 2019). Assim sendo, pensamos que talvez a
via do proteassoma também poderia participar do aumento da degradacéo de GRK2 e,
consequentemente contribuir para a diminuicdo do conteudo celular de GRK2 induzido
pelo NO. Para tanto, pré-tratamos as células LLC-PK1 expostas ao SNAP com o MG132,
um inibidor de proteassoma e de calpaina. Os resultados, contudo, mostraram que pelo
menos in vitro a redugao nos niveis de GRK2 pelo NO nao parece ser devida a atividade
do proteassoma. Pode ser que in vivo esta via seja importante.

Quanto a densidade do receptor a1 adrenérgico nas células LLC-PK1 expostas ao
SNAP, nds nao visualizamos diferengas na intensidade de fluorescéncia no ensaio de
ligagdo com BODIPY® FL-prazosina, em comparagdo com as células controle. No
entanto, a BODIPY® FL prazosina é permeavel a membrana celular e, na analise
qualitativa das imagens, € possivel perceber que ha uma alteragcdo na

compartimentalizacdo do receptor, sendo a marcagao fluorescente mais intensa na
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regidao da membrana celular. Esse dado sugere que ha uma menor internalizagdo do
receptor nas células expostas ao doador de NO.

Além da sinalizagdo adrenérgica, o sistema renina-angiotensina também participa
do processo de vasoconstrigdo. Ademais, a angiotensina Il também esta relacionada
com o equilibrio hidroeletrolitico no rim e contribui para a regulagao periférica da resposta
simpatica (revisto por MEHTA e GRIENDLING, 2007). Na sepse, ja foi relatado que
também ha uma diminuigdo na resposta a angiotensina Il na circulagédo sistémica, ao
passo que o no rim a reatividade € preservada (YU, et al., 2008). O foco do presente
estudo foi avaliar a resposta adrenérgica nos vasos renais, entretanto, como dado
complementar, nds avaliamos também a densidade do receptor de angiotensina Il (AT1).
Nés ndo evidenciamos diferencas na densidade do receptor AT1 no rim dos animais
sépticos comparados ao grupo controle. Contudo, esses dados s&o preliminares e nos
nao examinamos a resposta frente a angiotensina |l e ndo avaliamos possiveis
alteragbes na compartimentalizacdo do receptor, bem como alteragdes na transducgao de
sinal.

Por fim, o ultimo resultado mostrado neste estudo refere-se a modulacdo da B-
arrestina no rim e no coracdo dos animais sépticos. A B-arrestina, além da GRK, é
relevante na internalizacdo e sinalizacdo de GPCR. Classicamente, a [B-arrestina
interage com o receptor apos ele ter sido fosforilado pela GRK. Em seguida, a B-arrestina
recruta outras proteinas, como as clatrinas e AP-2, promovendo a internalizacdo do
receptor (revisado por PIERCE e LEFKOWITZ, 2001). As arrestinas também participam
da ativagdo de diferentes vias de sinalizagdao de proteinas cinases, de fatores de
transcricdo e outras (revisado por GUREVICH e GUREVICH, 2019). Todavia, a S-
nitrosilagcdo da B-arrestina pode ativar vias ndo canénicas da sinalizagao do receptor,
independente do ligante (HAYASHI, et al., 2018). A B-arrestina também ja foi descrita no
processo de degradacdao da GRK2, onde a super expressdo da [(-arrestina leva a
protedlise e aumento no turnover de GRK2 (PENELA et al., 2001).

No presente estudo, ndés buscamos clarificar a relevancia da B-arrestina na
disfungao renal e cardiaca durante a sepse, relacionando com as possiveis acdes sobre
a GRK2 ou na resposta tendenciosa do ligante. Como resultado, constatamos que ocorre

uma diminuicdo do conteudo de B-arrestina no rim e no coragao séptico. Nosso dado
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ressalta o prejuizo na via de internalizacdo de receptores e reforga nossa hipétese de
que a preservagao e/ou aumento da densidade de receptores alfal adrenérgicos no
tecido renal pode estar relacionado com a vasoconstricdo e IRA presente na sepse. Além
disso, a diminuicdo da B-arrestina no coragao durante a sepse sugere que o aumento na
internalizacdo de receptores B adrenérgicos pode estar ocorrendo de uma maneira
independente de [(-arrestina, evidenciando, mais uma vez, as diferengas na
internalizagao dos receptores adrenérgicos nos rins e coragao.

Nossos resultados indicam também possiveis caminhos para uma melhor
elucidacao do papel da GRK2 e do NO na IRA da sepse. Por exemplo, qual ou quais os
mecanismos que o NO utiliza para regular negativamente a GRK2 no rim e, ao mesmo
tempo, ativar a enzima no coracédo durante a sepse. Também, qual a participacdo de
outras isoformas da GRK, como a GRK3 e GRKS5, na internalizacdo de receptores
adrenérgicos. Outra pergunta importante € qual o efeito da redugao nos niveis de GRK2
em outros receptores relevantes no tecido renal, como o receptores AT1 da angiotensina
e B adrenérgico. Por fim, ainda € necessario clarificar a localizagdo do receptor a1
adrenérgico/GRK2 no tecido renal, diferenciando vasos e tubulos e as consequéncias

para a disfungcéo do 6rgao na sepse.
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6 CONCLUSAO

Em concluséo, os resultados aqui apresentados sugerem um novo mecanismo para
explicar a IRA associada a sepse. A GRK2 no rim diminui significativamente por um
mecanismo dependente de NO, resultando na redug¢ao da fosforilagdo e consequente
internalizacdo do receptor a1 adrenérgico no rim. A preservagdo da densidade e/ou
funcionalidade desse receptor pode levar a vasoconstricdo no rim devido ao aumento da
atividade neuro-humoral endégena da sepse, bem como pelo uso de vasoconstritores
exodgenas na clinica, contribuindo para o desenvolvimento de IRA associada a sepse,
conforme exposto na Figura 21. Assim, GRK2 e o receptor aladrenérgico podem ser

alvos relevantes a serem estudados para reduzir a IRA associada a sepse.
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Figura 21. Mecanismo proposto para IRA associada a sepse. Fisiologicamente, o rim possui a
capacidade de autoregulacdo e mantem o fluxo sanguineo constante (pela contragdo e relaxamento
vascular). O controle da resposta vascular é dependente da manutengéo de receptores a1 adrenérgicos.
Uma vez ativados, os receptores a1 adrenérgicos s&o internalizados pela GRK2, mantendo a homeostasia

celular. Entretando, na sepse, ocorre vasoconstricao no rim e perda da capacidade auto-regulatéria, devido
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a acao exacerbada de catecolaminas, levando a insuficiéncia renal aguda. Esse mecanismo ocorre devido
ao aumento da densidade do receptor a1 adrenérgico, que nao é internalizado devido ao desaparecimento
da GRK2 e é dependente do NO.
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