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RESUMO

As doengas renais tém como caracteristica a diminui¢do da taxa de filtracao glomerular (TFG),
aumento da concentragao plasmatica de creatinina e ureia, bem como aumento da albumintria
e alteragdes do débito urinario. A doenca renal pode ser classificada com aguda (IRA), quando
a funcdo renal declina em periodo curto (horas a dias), ou cronica (DRC), quando os sintomas
se instalam de maneira lenta e progressiva (mais de 3 meses). Os rins desempenham fungdes
vitais aos organismos, como eliminagdo de toxinas ¢ mediadores inflamatorios, portanto, sua
faléncia pode levar a disfungdo de 6rgaos distantes, como os pulmdes. Apesar de se conhecer
que a IRA leva, no tecido pulmonar, a um desbalanco na expressdo de citocinas pro- e anti-
inflamatoérias levando uma disfungdo pulmonar, ainda pouco se sabe sobre as alteragdes
pulmonares induzidas pela DRC. Neste cenario, estudar as consequéncias da DRC nos pulmdes
e indicar novos alvos terapéuticos para essas alteracdes ¢ extremamente importante. O sistema
endocanabinoide (eCB) ¢ conhecido principalmente pelas suas agdes no sistema nervoso
central, mas também exerce efeitos anti-inflamatorios. A ativagdo dos receptores canabinoides
do tipo 2 (CB2) esta associada a uma melhora da disfuncdo renal associada a comorbidades, e
pode estar envolvida em mecanismos antifibroticos na fibrose pulmonar idiopatica. Apesar de
algumas evidéncias, faltam estudos que avaliem o papel deste sistema nas alteragdes
pulmonares associadas a DRC. Assim, nosso objetivo foi avaliar o papel da ativacdo dos
receptores CB2 pelo agonista B-cariofileno nas alteracdes pulmonares induzidas pela DRC.
Nossos dados mostraram que o modelo de nefrectomia parcial 5/6 (NPx) foi capaz de produzir
um dano renal, pois aumentou a densidade urinéria, os niveis de ureia e creatinina plasmaticas,
e aumentou a massa relativa do rim. Além disso, a indu¢do da DRC aumentou a migracao de
células, a atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) e a expressdo da molécula de adesdo 1
(ICAM-1) nos pulmdes. O tratamento dos animais com o agonista CB2 B-cariofileno reduziu
todas essas alteragdes. Os animais NPx exibiram um aumento do escore de lesdo pulmonar
através da analise histologica nos pulmoes e a densidade dos receptores CB2 foi confirmada
neste tecido através da técnica de Western blotting, entretanto o tratamento ndo alterou estes
parametros. Esses achados sugerem que a DRC causa alteragdes no tecido pulmonar e que a
ativacao dos receptores CB2 atenua em partes os danos na fun¢ao renal e na lesdo pulmonar.

Palavras-chave: doencga renal crdnica, lesdo pulmonar, receptores CB2, B-cariofileno.



ABSTRACT

Kidney diseases are characterized by decreased glomerular filtration rate (GFR), increased
plasma concentration of creatinine and urea, as well as increased albuminuria and changes in
urinary output. Kidney disease can be classified as acute (AKI), when kidney function declines
in a short period of time (hours to days), or chronic (CKD), when the symptoms are slowly and
progressively (more than 3 months) developed. The kidneys perform vital functions for the
organisms, such as the toxins and inflammatory mediators elimination and, therefore, their
failure can impair the well function of distant organs, such as the lungs. Although it is known
that AKI promotes an imbalance in the expression of pro- and anti-inflammatory cytokines in
the lung, leading to pulmonary dysfunction, there are a few knowledge about the pulmonary
changes induced by CKD. In this scenario, studying the consequences of CKD on the lungs and
pointing out new therapeutic targets for these changes is extremely important. The
endocannabinoid system (eCB) is primarily known for its actions on the central nervous system,
but it also exerts anti-inflammatory effects. Activation of type 2 cannabinoid receptors (CB2)
is associated with an improvement in renal dysfunction related to comorbidities, and may be
involved in antifibrotic mechanisms in idiopathic pulmonary fibrosis. Despite some evidence,
a few studies evaluate the role of this system in the CKD-induced pulmonary alterations. Thus,
our aim was to evaluate the role of CB2 receptor activation by the -caryophyllene agonist in
CKD-induced pulmonary disease. Our data showed that the 5/6 partial nephrectomy model was
able to produce renal damage, as it increased urinary density, plasma urea and creatinine levels,
and increased relative kidney mass. In addition, CKD increased myeloperoxidase (MP) enzyme
and adhesion molecule 1 (ICAM-1) expression in the lungs. The treatment of animals with the
CB2-caryophyllene reduced all these changes. The NPx animals presented and increase in the
lung injury score and in the density of CB2, but these parameters were not changed by the CB2-
caryophyllene treatment. These findings suggest that CKD alters the lung tissue and that the

CB2 receptor activation reduced, at least in part, the kidney-induced damage to lung function.

Keywords: chronic kidney disease, lung injury, CB2 receptors, B-caryophyllene.
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1 INTRODUCAO
1.1 Doenca renal

As doencas renais sao caracterizadas pela incapacidade dos rins de realizar suas fungdes,
e tem como fator de risco para o seu desenvolvimento varias condigdes diferentes, sendo as
principais a hipertensdo e diabetes (BIKBOV et al., 2020; COUSER et al., 2011), além de
historico familiar, uso cronico de drogas anti-inflamatdrias ndo esteroidais (AINEs), infec¢des
sist€émicas, obesidade e idade avangada (INKER et al., 2014). Essas condi¢cdes podem resultar
em doenga renal cronica (DRC) e/ou insuficiéncia renal aguda (IRA), que sdo caracterizadas
pela diminui¢do da taxa de filtracdo glomerular (TFG), que ¢ definida como a quantidade total
de fluido filtrado por todos os néfrons funcionais por unidade de tempo, aumento dos niveis
séricos de creatinina e ureia, elevados valores de albumina secretada na urina (albumintria) e
alteragdes do débito urinario (FARRAR, 2018).

A IRA ¢ definida por um rapido declinio da fungdo renal que acontece em horas ou dias,
e pode ser causada por diversos quadros clinicos como obstrugdo renal, sepse, toxinas renais,
entre outras causas. A resolu¢do do quadro clinico ao longo de dias a semanas confirma o
diagnéstico de IRA (RONCO; BELLOMO; KELLUM, 2019). Entretanto, se o quadro
permanece ao longo do tempo ¢ confirmado a DRC, onde observa-se por mais de 3 meses uma
diminuicdo lenta e progressiva da funcdo renal, observado pelos principais marcadores de dano

renal representados na tabela 1 (WEBSTER et al., 2017).

Tabela 1 - Critérios para classificar pacientes com doenca renal cronica.

Albuminuria

Anormalidades do sedimento urinario
APRESENTAR UM OU MAIS

MARCADORES DE DANO RENAL POR
MAIS DE 3 MESES

Anormalidades histologicas

Anormalidades estruturais detectadas por
imagem

Historia de transplante renal

Redugdo na TFG (<60 ml/min/1.73 m?)

Na tabela estdo representados os critérios para classificar o paciente como portador de DRC de acordo com: Kidney

Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO) CKD Work Group.

Na prética clinica a TFG ¢ utilizada como marcador do dano renal e como parametro

para classificar a DRC em 5 estdgios de severidade, independente da patologia subjacente,
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como mostra a Tabela 2. Os valores da TFG juntamente com albumintria devem ser

acompanhados para avaliagdo de riscos e encaminhamento para terapias.

Tabela 2 - Estagios da DRC de acordo com os valores da TFG.

Estagio Descricao TFG (ml/min/1.73 m2)
1 Dano renal com TFG normal >90
2 Ligeiramente diminuida 89-60
3a  Moderadamente diminuida 59-45
3b  Moderadamente a severamente diminuida 44-30
4 Severamente diminuida 29-15
5 Insuficiéncia renal <15

Na tabela esta representado os valores de estimativa de TFG (eTFG), a unidade de medida usada para eTFG ¢
mL/min/1,73m?, derivada de uma 4rea de superficie corporal média. [Valores de acordo com Kidney Disease:

Improving Global Outcomes (KDIGO) CKD Work Group].

Muitos pacientes com DRC evoluem para doenca renal em estagio terminal (DRET),
que € o ponto inicial para didlise cronica ou transplante renal (HEMMELGARN et al., 2010;
O’HARE et al., 2012), entretanto existem aqueles pacientes que apresentam uma DRC com
progressao muito lenta da doenca e nunca desenvolvem DRET. Também ja foi relatado que hé
pacientes que evoluem para DRET como resultado de um episddio irreversivel de IRA (HSU
et al., 2009; O’HARE et al., 2012). Todas essas condi¢des estdo associadas a baixa qualidade
de vida, comorbidades, altos custos da satude e alta mortalidade.

A DRC ¢ um grande problema de saude global que contribui para o aumento da
morbidade e mortalidade, e um fator de risco para o desenvolvimento de outras doencas
(ZOCCALI et al., 2017). Em 2017, houve no mundo 697,5 milhdes de casos de DRC, a
prevaléncia foi estimada em 9,1% na populagdo mundial e resultou em 1,2 milhdes de mortes,
classificando-se como a 12? principal causa de morte (BIKBOV et al., 2020). Muitos pacientes
sdo assintomaticos e o diagndstico € feito através de exames de rotina ou até que apresentem
complicagdes geradas pela DRC (WEBSTER ef al., 2017). Uma das consequéncias da queda
da fung¢do renal ¢ o acimulo de substancias toxicas que seriam normalmente excretadas pelos
rins, as chamadas toxinas urémicas, que contribuem para o dano e alteragcdo da fungao de outros
sistemas e 0rgaos, podendo causar disfuncdo do sistema imune, disfun¢ao plaquetaria, disbiose

intestinal entre outras alteragdes (WEBSTER et al., 2017).
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A manifestagdo fisiopatologica comum na DRC ¢ a fibrose renal, que representa a
cicatrizacdo malsucedida do tecido renal apdés uma lesdo e ¢ caracterizada por
glomeruloesclerose, atrofia tubular e fibrose intersticial (WEBSTER et al., 2017). Existem
varios mecanismos de formagao de lesao glomerular, variando de lesao formada por acimulo
de proteinas anormais, lesdo hemodinamica, lesdo mediada por anticorpos ou lesdo citotoxica
(MA; FOGO, 2007). A fibrose intersticial esta intimamente associada a TFG e a filtragdo
anormal de proteinas. A medida que a fibrose evolui, o epitélio tubular lesado perde a
capacidade regenerativa e sofre apoptose, levando a atrofia tubular e criando glomérulos nao
funcionais, prejudicando progressivamente a fungdo renal (WEBSTER et al., 2017).

A IRA ¢ a DRC tém fatores de risco comuns ¢ uma relacdo bidirecional. Normalmente
apds uma lesdo aguda, existe um processo adaptativo e o rim pode se recuperar totalmente, no
entanto, lesdes graves ou frequentes diminuem a capacidade de reparo dos rins, e pode ocorrer
progressdo com perda de néfrons, inflamacdo cronica e fibrose tecidual. Desta forma, a IRA
evolui para uma DRC. Inversamente, pacientes com DRC podem desenvolver episodios de
IRA, onde ocorre uma queda acentuada na TFG por dias podendo levar a morte ou uma piora
no quadro da DRC quando o episédio de IRA termina (CHOU; CHU; LIN, 2018;
FIORENTINO et al., 2018; PANNU, 2013; SINGH; RIFKIN; BLANTZ, 2010).

1.2 Doenca renal cronica e manifestacoes extra-renais

Os rins sdo fundamentais para o funcionamento do organismo como um todo, e as
alteracdes que ocorrem na DRC podem trazer prejuizo para outros Orgdos, causando
manifestagdes extra-renais. Pacientes que sofrem de doengas renais podem acumular
substancias organicas ou inorganicas que sao denominadas toxinas urémicas. Essas toxinas sao
geradas a partir do metabolismo de proteinas e geralmente sao eliminadas do organismo pelos
rins por filtragdo glomerular, ou por secre¢do tubular quando ligadas a proteinas. Entretanto,
em pacientes com DRC pode ocorrer o acimulo destas toxinas que podem exercer efeitos
urémicos em varios sistemas, promovendo um estado pré-inflamatério (WEBSTER et al.,
2017).

Essa perda da fungdo renal pode causar um desequilibrio do metabolismo energético,
disfungdes imunologicas, desordem mineral 6ssea, apneia do sono devido a hiperatividade
simpatica, prejuizo da sinalizagdo neuroenddcrina, alteragdes na coagulagdo, entre outras
manifestagdes (SCHEEL; LIU; RABB, 2008; ZOCCALI et al., 2017). Os rins também possuem

papel endocrino sendo responsaveis por hidrolisar a molécula precursora da vitamina D na sua
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forma ativa. Juntamente com a insuficiéncia renal, os niveis diminuidos da vitamina D levam a
hipocalemia e hiperparatireoidismo que sdo os principais fatores causadores de osteoporose
secundaria a DRC (JEAN; SOUBERBIELLE; CHAZOT, 2017). Outra complicagao frequente
¢ a anemia, sendo que multiplos fatores contribuem para o seu desenvolvimento na DRC, mas
o principal ¢ a deficiéncia de eritropoietina acompanhado de uma deficiéncia de ferro
(BATCHELOR et al., 2020; MIKHAIL et al., 2017). Seja por uma lesdo direta, pela perda de
suas fungdes ou pela incapacidade de eliminar substancias toxicas, as alteragdes renais podem
levar a disfungdo de orgdos distantes, como os pulmdes, o que aumenta o risco de morte do

paciente.

1.2.1 Doenca renal cronica e manifestacoes pulmonares

A disfuncdo renal também parece ser um fator de risco para algumas alteragdes
pulmonares. Estudos demonstram que a DRC ¢ frequente em pacientes com doenga pulmonar
obstrutiva cronica (DPOC) (FEDELI et al., 2017; ZOCCALI et al., 2017) e € um fator de risco
para o desenvolvimento de sepse e pneumonia (SU ef al., 2019; WANG ef al., 2011). Além
disso, sabe-se que roedores com IRA isquémica e DRC induzido por dieta rica em adenina
apresentam lesdo pulmonar caracterizada por edema pulmonar, infiltragdo de neutréfilos,
aumento da atividade da enzima mieloperoxidase e infiltragdo intersticial de leucocitos (KLEIN
et al.,2008; NEMMAR et al., 2017).

Os rins desempenham um papel importante na produgdo e elimina¢do de mediadores
inflamatorios e a exposicdo prolongada a esses mediadores na DRC parece contribuir para a
lesdao pulmonar (HOKE et al., 2007). Pacientes com DRC geralmente apresentam processo
inflamatério e niveis elevados de varias citocinas pro-inflamatérias (FEDELI et al., 2017,
SCHEEL; LIU; RABB, 2008; STENVINKEL et al., 2002), sendo que os altos niveis de IL-6 e
proteina C reativa (PCR) sdo preditores de risco de morte na DRC (TRIPEPI; MALLAMACTI;
ZOCCALL 2005).

Foi demonstrado que altos niveis de IL-6 tem efeitos pro-fibroticos no pulmao (LE et
al., 2014). Ademais, a andlise gendmica no tecido pulmonar mostrou que genes pro-
inflamatorios sdo altamente regulados durante a doenca renal, onde se observa um aumento da
expressdao génica de IL-6 acompanhado de um aumento de IL-10 circulante, levando a uma

disfun¢ao pulmonar induzida por IRA (HASSOUN et al., 2007).
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Essas evidéncias mostram que os danos associados a IRA podem induzir prejuizos para
o pulmao, e o contrario também ¢ verdadeiro (Figura 1) (revisado em DOMENECH et al.,

2017).

Figura 1 - Crosstalk entre insuficiéncia renal aguda e lesao pulmonar aguda.
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Legenda: Insuficiéncia renal aguda (IRA); lesdo pulmonar aguda (LPA). Adaptado de DOMENECH et al., 2017.

Apesar da ampla evidéncia de que o pulmdo pode ser um 6rgdo distante afetado na
doenga renal, s3o poucos estudos, em animais, que mostram o efeito da DRC nas alteragdes
pulmonares induzidas por esta condi¢ao. Assim, estudar as consequéncias da DRC no pulmao

¢ extremamente importante e podera tragcar novos alvos terapéuticos para essas patologias.

1.3 Modelos experimentais de DRC

A fim de uma melhor compreensao desse quadro clinico, a caracterizacdo de modelos
de estudos em roedores € necessaria para entender a fisiopatologia das alteragdes pulmonares
na DRC. A maioria dos protocolos em roedores para estudar doengas renais sao feitos de forma
aguda, e sdo poucos estudos em roedores que tentam esclarecer como o pulmao pode ser afetado
na DRC.

Dentre os modelos disponiveis para estudar a DRC, a nefrectomia 5/6 ¢ um modelo bem
estabelecido e ¢ frequentemente utilizado por mimetizar a DRC em humanos, pois induz
diminui¢do na TFG e na depuracdo de creatinina, e aumento na creatinina e ureia plasmaticas,
bem como elevagdo da pressao arterial (ASKARI; SEIFT; KADKHODAEE, 2016; GHOSH et
al., 2009). Nesse modelo, os animais passam por uma nefrectomia total de um dos rins e

remove-se 2/3 do outro rim com um bisturi, representando alteracdes de caracteristicas
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estruturais, como atrofia tubular, glomeruloesclerose e fibrose intersticial (BECKER;
HEWITSON, 2013; YANG; ZUO; FOGO, 2010). Mesmo com todas as vantagens de mimetizar
o quadro clinico observado na DRC em humanos, esse modelo de nefrectomia 5/6 tradicional
tem a desvantagem de apresentar um alto indice de mortalidade por hemorragia inerente ao
procedimento cirargico (BAO et al., 2018).

Um modelo ndo cirurgico que ¢ utilizado para o desenvolvimento da DRC ¢ com a
administracdo de adenina na dieta por um determinado tempo. A adenina ¢ uma base
nitrogenada com importante papel no organismo, mas em excesso pode ser toxica (ENGLE et
al., 1996). A adenina, administrada na dieta de camundongos, ¢ metabolizada em 2,8-
dihidroxiadenina que precipita e forma cristais tubulares que vao causar danos no tecido renal,
levando a um quadro que mimetiza a DRC (NEMMAR et al., 2017, STOCKELMAN et al.,
1998; YOKOZAWA et al., 1986).

Recentemente foi proposto uma modificagdo do procedimento de nefrectomia 5/6, que
¢ chamado de nefrectomia parcial 5/6, onde ¢ feita uma ligadura com linha cirtirgica nos dois
polos de um dos rins, € uma semana depois € feita a nefrectomia total do outro rim. Este modelo
se mostrou eficiente para prejudicar a fungdo renal, causou anemia e hipertrofia cardiaca
(WANG et al., 2017). Esse modelo é uma proposta interessante por apresentar menor risco de
morte em relagcdo ao modelo tradicional, pois apresenta menor risco de hemorragia.

A melhor compreensdo da fisiopatologia das alteragdes pulmonares nas doencgas renais
e a descoberta de novos agentes terapéuticos sdo extremamente necessarios para reduzir a
morbidade e mortalidade associada a essas condicdes, e melhorar a qualidade de vida dos
pacientes. O sistema endocanabinoide (eCB) ganhou importancia nos Gltimos anos, pois alguns

estudos t€m apontado esse sistema como alvo terap€utico promissor em varias doengas.

1.4 Sistema endocanabinoide como alvo terapéutico

O sistema eCB compreende os produtos do acido araquidonico [anandamida (AEA) e
2-araquidonoilglicerol (2-AG)], que sdao produzidos “sob demanda” (isto ¢, quando necessario
sob estimulos patoldgicos ou fisiologicos), receptores CB1 e CB2, e as enzimas
monoacilglicerol lipase (MAGL) e hidrolase amida de acidos graxos (FAAH) que degradam 2-
AG e AEA, respectivamente (PERTWEE, 2005).

Os receptores CB1 e CB2 sao receptores acoplados a proteina G (Gi/0) e podem inibir
a atividade da adenilil ciclase e ativar a via da proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK),

resultando em uma modulacdo da expressdo génica (DHOPESHWARKAR; MACKIE, 2014).
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Embora exista uma subunidade de proteina G comum para os receptores CB1 e CB2, em alguns
casos, sua sinalizacdo leva a efeitos bioldgicos opostos (PARK et al., 2017). Este fato pode ser
explicado por diferentes fatores, incluindo localizag¢ao diferencial de tipos celulares (PARK,
2015), diferente expressao na saide e na doengca (PARK et al., 2017), ativagao de outra
subunidade da proteina G (LAUCKNER; HILLE; MACKIE, 2005) e sinaliza¢ao tendenciosa
(SOETHOUDT et al., 2017) (Figura 2).

Figura 2 - Via de sinalizagao dos receptores canabinoides.

ATP

Legenda: 2-aracdonoilglicerol (2-AG); anandamida (AEA); receptores canabinoides (CB1 e CB2) acoplados a
proteina G inibitoria (Gi/0); adenilato ciclase (AC); trifosfato de adenosina (ATP); monofosfato ciclico de

adenosina (AMPc¢); proteina quinase A (PKA); proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK). Fonte: a autora.

A localizacdo dos receptores parece ser um dos fatores mais importantes para diferenciar
os efeitos biologicos gerados com a sinalizagdo dos receptores CB1 e CB2. Enquanto os
receptores CB1 sdo expressos principalmente em células do sistema nervoso central, os
receptores CB2 sdo expressos, na sua maioria, em células do sistema imune (HOWLETT;
ABOOD, 2017).

A expressdo de CB1 e CB2 foi relatada em rins de camundongos, ratos ¢ humanos sob
condigoes fisiologicas (PARK et al., 2017). Mais precisamente foi demonstrado a expressao de
receptores CB2 em podocitos, células do tabulo proximal e células mesangiais (BARUTTA et
al., 2011; TAM, 2016). O sistema eCB desempenha um papel critico na homeostase renal,

controlando a hemodinamica e a reabsor¢do tubular de sddio através da ativagao dos receptores
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CB1 (DEUTSCH et al., 1997; KOURA et al., 2004; PARK et al., 2017). AEA diminui a TFG
e aumenta o fluxo sanguineo renal em ratos através de vasodilatagdo da artéria aferente e
eferente pela ativacdo do receptor CB1 (KOURA et al., 2004). Além disso, a superexpressao
de receptores CB1 nos rins de camundongos e o tratamento de ratos saudaveis com um agonista
seletivo de CB1 foram associados ao aumento da proteinuria (HSU et al., 2015).

Por outro lado, a ativagdo dos receptores CB2 tem sido apontada como benéfica na
disfung¢ao renal associada a obesidade (JENKIN et al., 2016), lesdo por isquemia e reperfusao
(NETTEKOVEN et al., 2016), nefropatia diabética (BARUTTA et al.,2011; ZOJA et al., 2016)
e nefrotoxicidade induzida por cisplatina (HORVATH etal.,2012; MUKHOPADHYAY et al.,
2010, 2016) onde nesses estudos atenuou a albuminudria, a proteintria, a infiltragdo de
neutrofilos, os marcadores de fibrose, a morte celular ¢ a excrecao urinaria de sédio.

Além disso, a expressdao de receptores CB2 foi demonstrada em células endoteliais
pulmonares (ZORATTI et al., 2003) e dados do nosso grupo (ndo publicados) mostram uma
reducdo da expressdo de receptores CB2 em pulmdes de camundongos submetidos ao modelo
de sepse induzido por pneumonia, sugerindo a participagdo deste sistema no dano pulmonar
associado ao modelo. Também foi relatado que o aumento na expressdo de receptores CB2
pode estar envolvido em mecanismos antifibroticos na fibrose pulmonar idiopatica (LIU; SHI,
2019).

Entre os agonistas CB2 utilizados hoje na pesquisa, o B-cariofileno tem se mostrado
interessante por ser encontrado naturalmente em dleos essenciais de diversas plantas como a
pimenta preta, orégano e a canela, e ¢ um componente importante, que pode representar até
35% do ¢6leo essencial de Cannabis sativa. Sabe-se que além de apresentar alta afinidade por
receptores CB2 e baixa, ou nenhuma, afinidade por receptores CB1 (GERTSCH et al., 2008),
o P-cariofileno pode atuar em outros receptores, como o PPARy (YOUSSEF; EL-FAYOUMI;
MAHMOUD, 2019).0 papel do B-cariofileno tem sido estudado em diversos modelos como
um regulador e atenuador da inflamagdo e do estresse oxidativo protegendo 6rgaos do dano
causado por essas condigdes, inclusive pode ser til na profilaxia e no tratamento da COVID-
19 (revisado em JHA et al., 2021). Os efeitos do B-cariofileno ja foram testados em um modelo
murino de nefropatia induzida por cisplatina, e teve como resultado uma melhora na disfuncao
renal, no dano morfologico, na resposta inflamatoria e reducdo do estresse oxidativo e morte
celular. Este trabalho também mostrou que esse efeito estava ausente em camundongos

knockout para CB2 (HORVATH et al., 2012).
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Embora tenhamos algumas evidéncias da participac¢ao do sistema eCB na doenca renal,
faltam estudos que avaliem o papel deste sistema nas alteragdes pulmonares associadas a esta
condi¢do. Com o modelo experimental bem estabelecido, podemos investigar a participagdo do

sistema eCB nessa patologia, desvendando assim possiveis agentes terapéuticos.

2 HIPOTESE

A hipoétese desse estudo ¢ que a DRC induzida pelo modelo de nefrectomia parcial 5/6
causa algum grau de lesdao pulmonar. Ainda, que a ativacao dos receptores CB2 atenua estas
altera¢des pulmonares tornando estes receptores possiveis alvos terapéuticos para o tratamento

desta condigao.

3 OBJETIVOS
3.1 Objetivos gerais

O objetivo deste estudo foi estudar as alteragdes pulmonares associadas 8 DRC induzida
pelo modelo de nefrectomia parcial 5/6 em camundongos e avaliar o efeito da ativacdo de

receptores CB2 nas alteragdes encontradas.

3.2 Objetivos especificos

1) Caracterizar o modelo de DRC através da avaliagdo da massa corporal, hemograma e
da funcdo renal pela determinacdo do clearence de creatinina, ureia plasmadtica e
proteintria;

2) Avaliar a expressao de receptores CB2 nos pulmaes;

3) Avaliar as alteragdes no tecido pulmonar através da anélise histoldgica e determinagdo
da atividade da enzima mieloperoxidase;

4) Realizar a contagem celular e quantificacdo de proteinas no lavado broncoalveolar;

5) Avaliar o efeito da ativacdo dos receptores CB2 e os mecanismos envolvidos nas

alteragdes observadas em todos os parametros descritos.

4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Animais

Foram utilizados camundongos sui¢os machos, com idade entre 60 e 80 dias, de 40 a 60
g, fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Os

animais permaneceram no biotério setorial do Laboratorio de Doencas Cardiovasculares e
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Renais (LabCaRe) onde foram tratados com anti-helmintico Albendazol 10% (2 mL / 300mL
agua de beber) por 3 dias e suplemento nutricional (VitaGold®; Vitamina A, D3, E, B1, B2,
B6, B12) (300 uL / 300 mL) por 4 dias. Apos este tratamento, os animais foram mantidos em
repouso por pelo menos 7 dias antes da realizacdo dos experimentos. Os animais foram
mantidos em ambiente com temperatura controlada (22 £ 2 °C), ciclo claro/escuro (12 h/ 12 h)

e com livre acesso a comida e agua.

4.2 Delineamento experimental

Os animais foram submetidos ao procedimento de nefrectomia parcial 5/6 e, receberam
tratamento com o agonista CB2 B-cariofileno (10 mg/kg; i.p.) ou veiculo (6leo de soja)
administrado uma vez por dia durante 7 dias. A dose ¢ a via de administra¢ao foram escolhidas
de acordo com os dados da literatura (HORVATH et al., 2012). Todos os animais tiveram seus
parametros avaliados por até 15 dias ap6s a segunda etapa do procedimento cirurgico, descrito
no item 3.3, sendo divididos em trés grupos experimentais.

Sham: falso-operados.

NPx: animais que passaram pelo procedimento de nefrectomia parcial 5/6.

NPx-B: animais que passaram pelo procedimento de nefrectomia parcial 5/6 e receberam
tratamento com agonista CB2 B-cariofileno.

Um resumo do delineamento experimental esta representado na Figura 3. Animais falso-
operados foram utilizados como controle. Buscando reduzir o nimero de animais, metade dos
animais do grupo Sham recebeu veiculo, e a outra metade recebeu B-cariofileno, e como nao

apresentaram diferenca significativa (dados ndo mostrados), os animais foram agrupados.
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Figura 3 - Delineamento experimental.
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Resumo do delineamento experimental em linha do tempo.

4.3 Procedimento cirirgico

Como modelo experimental de DRC, foi utilizado o procedimento de NPx modificado
de Wang e colaboradores (2017). Os procedimentos cirtirgicos deste modelo experimental
foram realizados em duas etapas, com intervalo de uma semana entre elas.
Todo procedimento foi analisado e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais

(CEUA) da Universidade Federal de Santa Catarina (protocolo n® 4290051019).

4.3.1 Primeira etapa: Ligadura dos polos do rim esquerdo

Para evitar dor, os animais receberam morfina (5 mg/kg), por via subcutinea (s.c.), cinco
minutos antes do inicio do procedimento cirirgico. Apds a administragdo do analgésico, foi
administrado o antibidtico Enrofloxacina (10 mg/kg, s.c.) para prevenir infecgdes. Em seguida,
os animais foram anestesiados com isoflurano (5%), seguido pela manutencdo anestésica via
mascara facial (isoflurano 3%). A eficacia da anestesia foi determinada pela auséncia de
reflexos palpebrais e ao pingar as patas. ApOs estas condigdes, foi realizada tricotomia no flanco
esquerdo e os animais foram dispostos sobre uma mesa cirargica aquecida (37 °C) para evitar
hipotermia. A assepsia do local foi realizada utilizando &lcool iodado (iodo 0,1% e alcool etilico

50% v/v), em seguida, com auxilio de laminas de bisturi descartaveis (n° 10) foi realizada uma
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lombotomia com incisdo longitudinal de aproximadamente 1 cm. Apoés ter acesso a cavidade
peritoneal, o rim esquerdo foi cuidadosamente separado e isolado da glandula adrenal e tecidos
adjacentes e entdo, com auxilio de pinga serrilhada, o rim foi gentilmente externalizado. Em
seguida, de forma que o ureter e os vasos sanguineo renais ndo fossem obstruidos, os polos do
rim receberam duas ligaduras (fio de sutura de seda 3-0) uma sobre 1/3 da porcao superior ¢ a
outra sobre 1/3 da porcao inferior (Figura 4). Apds a feitura das ligaduras, o rim foi recolocado
na cavidade peritoneal e o musculo e pele foram suturados com fio de seda 3-0 (Lamedid,
Osasco, SP, Brasil). A temperatura corporal do animal foi monitorada durante o procedimento
cirargico. Ao término dos procedimentos, os animais foram dispostos sobre manta de
aquecimento (37 °C) para recuperacao pds-operatoria, e foram monitorados constantemente até
recuperagdo total da consciéncia. Todos receberam refor¢o analgésico com morfina (5 mg/kg;
s.c.) 4 horas ap6s o procedimento. Foi feita a administragao de antibidtico Enrofloxacina (10
mg/kg; s.c.) a cada 12 horas durante trés dias, e como analgesia pos-operatoria foi fornecida na
agua uma solucdo de paracetamol (300 mg/kg; v.0.) e tramadol (10 mg/kg; i.p.) durante trés

dias. Os animais tiveram acesso facilitado a agua e racao.

4.3.2 Segunda etapa: Remoc¢ao do rim direito

Sete dias ap6s a primeira etapa, os animais passaram pela nefrectomia total do rim
direito. Neste procedimento, os camundongos receberam exatamente os mesmos cuidados pré-
operatdrios e operatorios descritos no item 3.3.1. No entanto, como os procedimentos cirurgicos
desta etapa foram realizados sobre o rim direito, uma lombotomia foi realizada no flanco direito
do animal e entdo, o rim foi cuidadosamente isolado da glandula adrenal e tecidos adjacentes
com subsequente externalizacdo do mesmo. Em seguida, o ureter e os vasos renais foram
identificados e, em torno deles, foram inseridas duas ligaduras (fio de sutura de seda 3-0), uma
em dire¢do a aorta abdominal e a outra em direcdo ao rim. Entre as ligaduras, os vasos e o ureter
foram cortados para remocao do rim. A incisdao do musculo e pele foram suturadas também
com fio de seda 3-0.

Para o grupo Sham (falso-operado), os animais passaram pelos mesmos procedimentos
descritos, mas nao foram feitas as ligaduras sobre os polos do rim esquerdo e nem a remogao

do rim direito.
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Figura 4 - Local das ligaduras nos rins no modelo de nefrectomia parcial 5/6.
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Em A, a imagem representa o local aproximado das ligaduras nos polos superiores e inferiores renais. Em B, a
imagem representa o rim apos feitas as ligaduras. Fonte: Wang et al., 2017.

4.3.3 Pontos finais humanitarios

Apbs o procedimento cirurgico e durante todo o procedimento experimental até a data
da eutanasia foram feitas observacdes e afericdes do peso corporal, temperatura, desidratacdo,
comportamentos, corrimento ocular e/ou nasal, dados que foram anotados em fichas
individuais. Os animais que apresentaram um ou mais sinais clinicos descritos abaixo foram
imediatamente eutanasiados por sobredosagem anestésica [cetamina e xilazina (200/50
mg/kg)]:
1) reducdo de peso igual ou superior a 20% em relagdo ao peso inicial
2) hipotermia: diferenga de temperatura de 4 °C abaixo do normal
3) desidratagdo severa: pincamento de pele sem retorno indica perda hidrica de até¢ 10%, sem
os demais sinais, foi administrado fluido para reidratagao
4) letargia ou decubito, inabilidade em se mover na gaiola e/ou irresponsividade quando tocado
5) incapacidade de alcangar comida / 4gua / deambular normalmente
6) sempre que o experimentador julgou que o sofrimento do animal estava acima do esperado

para o procedimento em questao.

4.4 Avaliacao dos marcadores bioquimicos na urina

Para coleta de urina, os animais foram alocados nas gaiolas metabolicas por 8 ou 10
horas, durante o periodo claro, com 4gua e ragdo fornecida ad /ibitum. A urina foi coletada a
cada 1 hora e armazenada na geladeira até o final do periodo na gaiola. Apos isso foi medido a
quantidade de urina excretada por cada animal. Quando a amostra de urina teve quantidade
suficiente avaliamos através da determinacdo semiquantitativa rapida, em tira reativa para
urina, a densidade e o pH (Labtest Diagndstica S.A., Lagoa Santa, MG, Brasil). As amostras
foram centrifugadas e armazenadas no freezer -20 °C até posterior andlise. Foi realizada a

quantificagdo de creatinina e de proteinas totais por meio de kits comerciais conforme as
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instrugdes do fabricante (Labtest Diagnostica S.A., Lagoa Santa, MG, Brasil). Os valores foram
obtidos de acordo com a absorbancia no comprimento de onda de 540 nm e a quantificagdo de
proteinas totais foi expressa em mg/dL. A creatinina urinaria foi utilizada para célculo da
depuracao. A férmula utilizada foi: [creatinina urindria (mg/dL) / creatinina plasmatica (mg/dL)

x volume urinario (uL/min)] / massa corporal do animal (g).

4.5 Avaliacao dos marcadores bioquimicos no plasma

ApoOs avaliacao dos parametros hematologicos, as mesmas amostras de sangue foram
centrifugadas a 1500 g por 10 minutos para obtencdo do plasma. Os niveis séricos de ureia
(dosagem do nitrogénio na forma de ureia) e creatinina foram determinados utilizando kits
comerciais da Siemens, de acordo com as instrugdes do fabricante no equipamento Dimension
RxL Max HM (Siemens Healthineers, Erlanger, BY, Alemanha). Os valores foram expressos

em mg/dL.

4.6 Obtencao de tecidos e lavado broncoalveolar (BAL)

No dia seguinte da coleta de urina, os animais foram anestesiados com cetamina e
xilazina (115 e 15 mg/kg, respectivamente, i.p.) ¢ o sangue foi obtido através de punc¢ao
cardiaca. As amostras foram homogeneizadas em microtubos contendo 5 UI de heparina sodica
para cada 1 mL de sangue. Foram determinados em contador hematologico automatizado
(modelo Horiba, ABX®, Micros 60; Montpellier, Franca) os seguintes pardmetros:
hemoglobina, leucécitos totais e diferenciais (linfécitos, monocitos e granuldcitos), volume
plaquetario médio (VPM) e volume corpuscular médio (VCM).

Para a coleta do BAL, os animais tiveram suas traqueias expostas e um cateter (21G)
acoplado a uma seringa foi introduzido na traqueia para que se possa injetar vagarosamente 1
mL de PBS estéril nos pulmdes, sendo em seguida o BAL aspirado de volta a seringa, sendo
este processo repetido 3 vezes. Apenas amostras nas quais o volume recuperado foi de pelo
menos 80% do volume injetado foram analisadas, conforme o item 4.7.

Apo6s a obtencdo do BAL, os animais foram perfundidos com solugdo salina (NaCl
0,9%; 4 °C) e em seguida os tecidos de interesse (pulmdes, rim esquerdo e coragdo) foram
coletados. O rim e o coragdo foram pesados para analise da massa relativa e o pulmao e o rim

foram armazenados em freezer -80 °C até o momento das analises descritas abaixo.
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4.7 Contagem total e diferencial de células no BAL

O BAL coletado foi dividido em trés aliquotas. A primeira foi diluida em liquido de
Tiirk (2%) e em seguida foi realizada a contagem total de células em cdmara de Neubauer. A
segunda aliquota foi concentrada em lamina através da técnica de citocentrifugagdao e foi
realizada a contagem diferencial de células ap6s coloragdo utilizando um conjunto de corantes
Panético rapido (Laborclin, Pinhais, PR, Brasil). O nimero de leucdcitos nas amostras foi
expresso como células x 108/mL de BAL. A terceira foi centrifugada (3.000 g por 10 minutos)

e armazenada em freezer -80 °C, onde posteriormente foi realizada a quantifica¢ao de proteinas.

4.8 Extravasamento de proteinas para o pulméio

Como indice de extravasamento de proteinas para o pulmao, em uma aliquota do BAL
foi realizada a quantificagdo de proteinas pelo método de Bradford. A concentragdo das
proteinas presentes na amostra foi calculada através da interpolacdo dos valores de absorbancia
em uma curva padrdo nas concentracdes 0, 25, 50, 75, 100, 150, 200 e 250 pg/mL de
soroalbumina bovina (BSA). As leituras foram realizadas em comprimento de onda de 595 nm

(SpectraMax® Paradigm®, Molecular Devices, EUA).

4.9 Medida da atividade da enzima mieloperoxidase (MPQO) em pulméo e rins

Os tecidos foram homogeneizados em tampao fosfato (20 mM; pH 7,4) e centrifugados
(13.000 g, 10 min, 4 °C). O precipitado foi suspenso em tampao fosfato (50 mM; pH 6,0),
contendo 0,5% (p/v) de brometo de hexadeciltrimetilamonio (HTAB). Nesta etapa, apenas para
o tecido renal, as amostras foram incubadas (2 h; 60 °C) com o objetivo de eliminar possiveis
peroxidases interferentes. As amostras foram vortexadas e centrifugadas novamente (13.000 g,
10 min, 4 °C) e o sobrenadante foi utilizado para a quantificacdo de proteinas e para o ensaio
de determinagdo da atividade da enzima MPO como indicador da presenca de neutrofilos no
tecido. Para o ensaio enzimatico foram utilizados 30 pL do sobrenadante, e a reagdo foi
desenvolvida na presenga de tetrametilbenzidina (TMB; 1,6 mM) e solucdo de peroxido (H202;
0,3 mM; em tampao fosfato de s6dio 80 mM; pH 5,4). Para o ensaio enzimatico, foi utilizado
uma aliquota de 30 puL do sobrenadante em placas de 96 pogos, que foi incubada por 6 minutos
a 37 °C em leitor de placas e a absorbancia foi medida a 650 nm (Multileitora Infinite M200,
Tecan, Suica). A determinag¢do de proteinas na amostra foi determinada pelo método acido
bicinconinico (BCA) e os valores apresentados na forma de unidades de densidade optica

(D.O.) / mg de proteina.
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4.10 Histologia do pulméao

Apos serem retirados, os pulmdes foram preenchidos com solugdo de paraformaldeido
(PFA 4% em PBS) e deixados nessa solucao por 24 horas para fixagdo, seguido por lavagem
com PBS (NaCl 137 mM, KCl 2,7 nM, KH2PO4 1,5 nM e Na,HPO4 10,8 nM; pH 7,4) 3 vezes,
por 30 minutos cada, entdo o PBS foi substituido por solucdes de etanol a 30%, 50% e 70% em
que o tecido foi mantido até analise histologica. Posteriormente, as amostras foram processadas
(Leica TP1020), emblocadas em parafina (Leica EG1150H), seccionados na espessura de 5 um
no Micrétomo Rotativo (Leica RM2255) e os cortes foram dispostos em laminas.

As laminas histoldgicas de pulmio foram coradas (Leica AutoStainer XL) com
hematoxilina e eosina. Para a andlise dos tecidos foi utilizado um microscopio Optico na
objetiva de menor aumento (4x) para delimitagcdo da drea a ser analisada. As objetivas de maior
aumento (40x) foram utilizadas para identificar estruturas. A andlise foi realizada por trés
pessoas diferentes, sem conhecimento dos grupos experimentais, que classificaram
semiquantitativamente a extensdo da inflamagao de acordo com o espessamento da parede
alveolar e a infiltracdo de neutrdfilos (PENG et al., 2017), no final foi feita a média do escore
observado. A pontuagdo foi determinada como: 0, sem inflamagdo; 1, inflamacao leve (0-25%
do pulmao); 2, inflamac¢do moderada (25-50% do pulmao); 3, inflamacao grave (50-75% do

pulmao); 4, quase todo o tecido pulmonar contém infiltrado inflamatorio.

4.11 Avaliacdo da imunoreatividade de proteinas de interesse por Western blotting

Para a técnica de Western blotting o pulmao foi congelado em nitrogénio liquido,
pulverizado e lisado em tampao anti-protease [(NaxVO4 100 mM, fluoreto de fenil-metano-
sulfonil (PMSF) 100 mM, coquetel de inibidores de proteases 1% (Sigma-Aldrich Co. LLC, St.
Louis, MO, EUA; P8340) em T-Per (Tissue Protein Extraction Reagent; Thermo Scientific,
Rockford, IL, EUA)], que promove a ruptura das cé€lulas do tecido para a extragdo das proteinas.
Em seguida as amostras foram homogeneizadas por sonicagao (60 Watts, 10 segundos). Apds
1 hora de incubagdo em temperatura ambiente, os homogenatos foram centrifugados a 9000 g
por 20 minutos, a 4°C e o sobrenadante foi reservado. Uma aliquota do sobrenadante foi
utilizada para quantificacdo das proteinas das amostras realizada através do ensaio de Bradford,
conforme j& descrito no item 4.8.

Foi feita a desnaturacdo das proteinas no restante do sobrenadante através da adigdo do

tampao Laemili® (glicerol 25%, mercaptoetanol 14,4 mM, azul de bromofenol 0,1%, Tris / HCI
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0,2 M e SDS 10%) e do aquecimento das amostras a 95 °C por 5 minutos. Apds isso as amostras
foram submetidas a eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida de 10%. Apds a corrida
eletroforética, as proteinas foram transferidas do gel para membranas de nitrocelulose por
aplicacdo de uma corrente elétrica. As membranas foram coradas com vermelho de Ponceau
0,2% (v/v) em acido tricloroacético 3% (v/v) para visualizagdo e controle da transferéncia das
proteinas, e lavadas trés vezes (10 minutos), sob agitagao, com TBS-T (Tris- HC1 20 mM, NaCl
500 mM, Tween 20 (0,05%; v/v), pH 7,5) para retirada do corante. Apds o bloqueio de ligagdes
inespecificas com leite em p6 Molico desnatado 5% em TBS-T por 1 hora, as membranas foram
expostas ao anticorpo primario anti-CB2 (1:1000; Cayman, 101550), anti-ICAM-1 (1:500;
Santa Cruz Biotechnology, 1511) ou anti-beta-actina (1:45000; Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, EUA) overnight a 4 °C. Depois, foram realizadas trés lavagens (10 minutos),
sob agitacdo, com TBS-T, em seguida as membranas foram incubadas com anticorpo
secundario anti-IgG conjugado com peroxidase, o que permitiu a revelacdo das proteinas
através da técnica de quimioluminescéncia (Chemidoc MP, Bio-Rad). As andlises quantitativas
foram determinadas através da densitometria das bandas através do programa ImageJ® (versdo

1.53e; NIH, Bethesda, MD, EUA).

4.12 Analise estatistica

Como a natureza dos dados foi considerada quantitativa, para garantir normalidade e
homogeneidade de variancia, foi realizado os testes de Shapiro-Wilk e Bartlett,
respectivamente. A andlise estatistica da massa corporal foi realizada pela analise de variancia
(ANOVA) de duas vias, com medidas repetidas, seguido do pos-teste de Bonferroni. A analise
dos dados de densidade e pH da urina e de histologia foram realizadas pelo teste ndo
paramétrico Kruskal-Wallis seguido pelo pds-teste de Dunn. Para os demais testes, a analise
estatistica foi realizada pela anélise de varidancia (ANOVA) de uma via, seguida pelo pds-teste
de Tukey. Todos os resultados foram expressos como a média + desvio padrao da média de n
determinagdes. Para todos os parametros foi realizada a analise de outliers, e quando um outlier
foi identificado esse foi removido do n amostral. Valores de p < 0,05 foram considerados
significativos. Todos os testes estatisticos foram realizados com o programa GraphPad Prism®

9.0.1 (San Diego, CA, USA).
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5 RESULTADOS
5.1 Massa corporal

A massa corporal foi avaliada a diariamente a partir da primeira etapa do procedimento
de nefrectomia (Figura 5). Os grupos NPx e NPx-3 foram considerados o mesmo grupo até o
inicio do tratamento. Observamos que, em comparacdo com os animais Sham, os animais que
passaram pelo procedimento de nefrectomia apresentaram uma perda significativa de massa
corporal apos a segunda etapa do procedimento cirtrgico. Essa perda foi proeminente dos dias
1 ao 5. A partir do dia 5 os animais recuperaram o peso, nao existindo mais diferenca

significativa em relagdo ao grupo Sham.

Figura 5 - Massa corporal didria.

Primeira etapa| |Segunda etapa
NPx NPx Inicio do tratamento
R-cariofileno

—— Sham
= NPx
—— NPXx-}

[=2]
o
1

a
o
1

Massa corporal (g)
w S
< <

N
o

-7 0 7 1415
Dias

Meédia da massa corporal didria. Sham: animais falso-operados (n=13); NPx: animais submetidos a nefrectomia
parcial 5/6 (n=13); NPx-f: animais submetidos a nefrectomia parcial 5/6 tratados com beta-cariofileno (n=13). Os
valores foram expressos como média + desvio padrdo. *p < 0,05 em relagdo ao grupo Sham (ANOVA de duas

vias, com medidas repetidas, seguido do pos-teste de Bonferroni).

5.2 Débito urinario, pH e densidade
Com o volume de urina excretado foi feito o calculo do débito urindrio (volume de urina
/ tempo X peso), representado na Figura 6. O grupo NPx apresentou um leve aumento do débito

urinario em relagdo ao grupo Sham, porém, sem diferenca estatistica entre os grupos.
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Figura 6 — Débito urinario.
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Avaliagdo do débito urinario (volume de urina (uL) / tempo (minutos) x peso (g)). Sham: animais falso-operados
(n=13); NPx: animais submetidos a nefrectomia parcial 5/6 (n=13); NPx-B: animais submetidos a nefrectomia
parcial 5/6 tratados com beta-cariofileno (n=13). Os valores foram expressos como média £+ desvio padrio.
ANOVA de uma via.

Ao analisar os dados de densidade e do pH na urina, representados na Figura 7,
observamos um aumento na densidade urindria nos grupos NPx em relag¢do ao grupo sham. Por
outro lado, houve reducdo do pH urinario dos grupos que passaram pelo procedimento de

nefrectomia parcial em relagdo ao grupo sham.

Figura 7 - Densidade e pH da urina.
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Avaliagdo da densidade (A) e do pH (B) das amostras de urina. Sham: animais falso-operados (n=9); NPx: animais
submetidos a nefrectomia parcial 5/6 (n=10); NPx-f: animais submetidos a nefrectomia parcial 5/6 tratados com
beta-cariofileno (n=5). Os valores foram expressos como média + desvio padrdo. *p <0,05 e **p < 0,005 (Kruskal-
Wallis seguido pelo pos-teste de Dunn).

5.3 Marcadores bioquimicos no plasma e na urina
Ao analisar os marcadores de dano renal no plasma, observamos aumento na creatinina
(Figura 8A) e na ureia (Figura 8B) no grupo NPx em relag@o ao grupo sham. O tratamento dos

animais NPx com -cariofileno reduziu os dois marcadores quando comparado ao grupo
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veiculo. Ao analisar os dados de ureia plasmatica, a reducdo foi parcial ja que ndo diminuiu a

ponto de se igualar ao grupo sham.

Figura 8 - Marcadores bioquimicos creatinina (A) e ureia (B) no plasma.
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Marcadores bioquimicos creatinina (A) e ureia (B) no plasma. Sham: animais falso-operados (n=13); NPx: animais
submetidos a nefrectomia parcial 5/6 (n=13); NPx-f: animais submetidos a nefrectomia parcial 5/6 tratados com
beta-cariofileno (n=13). Os valores foram expressos como média + desvio padrdo. *p < 0,05, **p < 0,005 e ****
p <0,0001 (ANOVA de uma via, seguida pelo pos-teste de Tukey).

Quando avaliamos os marcadores de dano renal, clearance de creatinina e proteinas

totais na urina nao encontramos diferenca nesses dois pardmetros (Figura 9).

Figura 9 - Clearance de creatinina (A) e proteinas totais (B) na urina.
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Clearance de creatinina (A) e proteinas totais (B) na urina. Sham: animais falso-operados (n=9); NPx: animais
submetidos a nefrectomia parcial 5/6 (n=13); NPx-3: animais submetidos a nefrectomia parcial 5/6 tratados com
beta-cariofileno (n=10). Os valores foram expressos como média + desvio padrdo. ANOVA de uma via.

5.4 Massa relativa do rim e do coracao
A andlise da massa relativa do rim esquerdo (massa do rim / massa corporal x 100),

representada na Figura 10A mostrou que os animais dos grupos NPx e NPx-f tiveram um
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aumento significativo da massa relativa dos rins quando comparados aos animais do grupo
Sham, entretanto ndo houve diferenca entre estes dois grupos.
Foi avaliada a massa relativa do coracao (massa do coragdo / massa corporal x 100),

como demonstrado na Figura 10B, e ndo foi encontrada diferenca entre os grupos.

Figura 10 - Massa relativa do rim e do coragao.

>
*
*
*
*
o)

-
]
1
e
o
1

0.2+

(% da massa corporal)

Massa relativa do rim
(% da massa corporal)
o =9
(3] o
1 1
[ ] (]
° \
j-
[ ]
> >
>,
Massa relativa do coragao

g

=)
e
=)

T T T
T
Sham NPx NPx-B NPx-R

Massa do tecido corrigida de acordo com a massa corporal (mc) do animal em gramas (massa do tecido / massa
corporal). (A) massa relativa do rim esquerdo (g/g mc), (B) peso relativo do coragdo (g/g mc). Sham: animais
falso-operados (n=13); NPx: animais submetidos a nefrectomia parcial 5/6 (n=13); NPx-f: animais submetidos a
nefrectomia parcial 5/6 tratados com beta-cariofileno (n=13). Os valores foram expressos como média + desvio

padrdo.). ¥****p < 0,0001 (ANOVA de uma via, seguida pelo pos-teste de Tukey).

5.5 Parametros hematologicos

Foram avaliados os seguintes parametros hematologicos: leucocitos totais, linfocitos,
mondcitos, granuldcitos, hemoglobina (Hb), volume plaquetario médio (VPM) e volume
corpuscular médio (VCM), conforme apresentados na Tabela 3.

Podemos observar valores menores de Hb nos animais submetidos a cirurgia de NPx
quando comparado ao grupo sham. O tratamento ndo alterou este parametro. Por outro lado,
nao houve diferenca nos valores do VPM, VCM e granulodcitos entre os grupos sham e NPx
veiculo, mas o grupo NPx-f apresentou aumento quando comparado a ambos os grupos.

Nao encontramos diferenga entre os grupos nos valores de leucocitos, linfocitos e

monocitos.
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Tabela 3 - Parametros hematologicos.

Sham NPx NPx-p
Leucocitos / pl de
6,6+ 1,2 6,7+23 8,2+ 1,8
sangue (x10%)
Linfécito / pl de
45+1,3 4,5+ 1,7 48+ 1,7
sangue (x10%)
Mondcito / pl de
0,8 +0,2 1,0£0,4 1,2+0,6
sangue (x10%)
Granulocito / pl de
0,9+0,3 1,0£0,4 1,9+ 1,0%
sangue (x10%)
Hemoglobina (g/dL) 11,6 £0,8 9,8 £0,9* 92+ 1,1*
VPM (um®) 5,0+0,9 6,6 +2,4 9,6 + 1,6*"
VCM (fL) 17,4409 17,4 +0,7 21,3 +1,3*

Avaliagdo dos parametros hematoldogicos: leucdcitos totais, linfocitos, mondcitos, granuldcitos, hemoglobina e
volume plaquetario médio. Sham: animais falso-operados (n=13); NPx: animais submetidos a nefrectomia parcial
5/6 (n=13); NPx-f: animais submetidos a nefrectomia parcial 5/6 tratados com beta-cariofileno (n=13). Os valores
foram expressos como média + desvio. *p < 0,05 em relacdo ao grupo Sham e # p < 0,05 em relacdo ao grupo NPx

(ANOVA de uma via, seguida pelo pos-teste de Tukey).

5.6 Contagem total e diferencial de células no BAL

Ao realizar a contagem total de células no BAL, observamos um aumento significativo
no grupo NPx em relag¢do ao grupo Sham, mostrando um efeito do procedimento de indugdo da
DRC. O tratamento dos animais NPx com o agonista CB2 reduziu o numero total de células no
BAL quando comparado ao grupo veiculo, se igualando aos valores dos animais falso-operados
(Figura 11A).

Refletindo esse aumento no nimero total de células no grupo NPx em relacio ao grupo
Sham, observamos um aumento tanto nas células mononucleares (Figura 11B) quanto
polimorfonucleares (Figura 11C), sugestivo de um processo inflamatorio sist€émico. O
tratamento dos animais NPx com agonista CB2 também reduziu o niimero dos dois tipos
celulares no BAL quando comparado ao grupo veiculo, mostrando uma possivel reducao do

processo inflamatorio.
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Figura 11 - Contagem de células no BAL.
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Células totais (A), células mononucleares (B) e células polimorfonucleares (C) no lavado broncoalveolar (BAL)
de animais falso operados (sham) ou submetidos ao modelo de nefrectomia parcial (NPx). Sham: animais falso-
operados (n=13); NPx: animais submetidos a nefrectomia parcial 5/6 (n=13); NPx-B: animais submetidos a
nefrectomia parcial 5/6 tratados com beta-cariofileno (n=13). Os valores foram expressos como média + desvio

padrdo. **p < 0,005, ****p <0,0001 (ANOVA de uma via, seguida pelo pos-teste de Tukey).

5.7 Quantificac¢io de proteinas no BAL
Realizamos a quantificacdo de proteinas no BAL (Figura 12) e conseguimos observar
que os valores de proteina se mostraram diminuidos no grupo NPx-f3 em relagdo ao grupo NPx

e ao grupo sham. Nao houve diferenga no grupo NPx em relagdo ao grupo sham.
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Figura 12 - Quantificagdo de proteinas no lavado broncoalveolar.
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Dosagem de proteina na amostra de lavado broncoalveolar (BAL) através do método de Bradford. Sham: animais
falso-operados (n=13); NPx: animais submetidos a nefrectomia parcial 5/6 (n=13); NPx-B: animais submetidos a
nefrectomia parcial 5/6 tratados com beta-cariofileno (n=13). Os valores foram expressos como média + desvio

padrdo. *p < 0,05 (ANOVA de uma via, seguida pelo pos-teste de Tukey).

5.8 Medida da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) em pulméao e rim

Foi realizada a determinacdo da atividade da enzima MPO nos pulmdes e rins, com
objetivo de avaliar a migragdo e ativacao de neutrofilos. Com isso, conseguimos observar um
aumento da enzima MPO no pulmao dos grupos que passaram pela cirurgia de nefrectomia em
relacdo ao grupo Sham (Figura 13A). O tratamento dos animais NPx como o agonista CB2 ndo
alterou a atividade da enzima MPO.

J& nos rins ndo houve diferenga entre o grupo Sham e NPx, porém foi observada uma
diferenca significativa entre os grupos que passaram pelo procedimento de nefrectomia, em que
a enzima se mostrou diminuida nos animais que receberam tratamento com o agonista CB2

(Figura 13B).
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Figura 13 - Atividade da enzima mieloperoxidase no pulmao e no rim.
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Atividade da enzima MPO no pulméo (A) e no rim (B) (D.O. / mg de proteina). Sham: animais falso-operados
(n=13); NPx: animais submetidos a nefrectomia parcial 5/6 (n=13); NPx-B: animais submetidos a nefrectomia
parcial 5/6 tratados com beta-cariofileno (n=13). Os valores foram expressos como média + desvio padrdo. *p <

0,05 (ANOVA de uma via, seguida pelo pos-teste de Tukey).

5.9 Histologia do pulmao

A andlise histologica do pulmao foi realizada com objetivo de avaliar o dano ao tecido
pulmonar, aferindo a infiltragcdo de neutréfilos e o espessamento da parede alveolar (Figura 14).
Com isso, conseguimos observar (Figura 15) dano tecidual no pulmao dos grupos que passaram
pela cirurgia de nefrectomia em relagdo ao grupo Sham. O tratamento dos animais NPx como

o agonista CB2 nao alterou esse parametro.

Figura 14 - Imagem histologica do tecido pulmonar.

Imagem representativa do tecido pulmonar corado com hematoxilina e eosina (400x). (A) Sham: animais falso-
operados; (B) NPx: animais submetidos a nefrectomia parcial 5/6; (C) NPx-f: animais submetidos a nefrectomia

parcial 5/6 tratados com beta-cariofileno.
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Figura 15 - Escore de lesdo pulmonar
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Escore de dano ao tecido pulmonar. Escore: 0, sem inflamagdo; 1, inflamagdo leve (0-25% do pulmao); 2,
inflamagdo moderada (25-50% do pulmao); 3, inflamagao grave (50-75% do pulmao); 4, inflamac¢do muito grave
(75-100% do pulmdo). Sham: animais falso-operados (n=6); NPx: animais submetidos a nefrectomia parcial 5/6
(n=7); NPx-f: animais submetidos a nefrectomia parcial 5/6 tratados com beta-cariofileno (n=6). Os valores foram

expressos como média + desvio padrao. *p < 0,05 (Kruskal-Wallis seguido pelo pds-teste de Dunn).

5.10 Avaliacao da imunoreatividade de proteinas de interesse por Western blotting

Nao houve diferenca no contetido proteico de receptores CB2 entre os grupos nos
pulmdes (Figura 16A). Entretanto, observamos que a DRC induzida pela nefrectomia parcial
5/6 (NPx) promoveu o aumento na densidade da molécula de adesdo intercelular-1 (ICAM-1)
em relacdo ao grupo Sham, e o tratamento dos animais NPx com B-cariofileno (NPx-f) reduziu

a expressao desta proteina (Figura 16B).
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Figura 16 - Analise por Western blotting dos receptores CB2 e da ICAM-1 no tecido pulmonar.
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(A) analise da expressdo de receptores CB2 no pulméo ¢ (B) analise da expressdo da molécula de adesdo ICAM-
1, seguidos pela imagem representativa de cada proteina. A densidade das bandas foi medida através do programa
Imagel e foi expressa de acordo com a % do grupo sham. Sham: animais falso-operados (n=6); NPx: animais
submetidos a nefrectomia parcial 5/6 (n=6); NPx-B: animais submetidos a nefrectomia parcial 5/6 tratados com
beta-cariofileno (n=6). Os valores foram expressos como média + desvio padrao. *p < 0,05 (ANOVA de uma via,

seguida pelo pds-teste de Tukey).

6 DISCUSSAO

A DRC ¢ um problema de saude publica e acomete milhdes de pessoas ao redor do
mundo. Devido ao seu papel vital no funcionamento do organismo, tanto a faléncia renal
cronica como a aguda apresentam diversos efeitos sistémicos nocivos, sendo os pulmdes um
dos principais 6rgaos acometidos. Por exemplo, ¢ bem estabelecido que a DRC ¢ um fator de
risco para o desenvolvimento de sepse, pneumonia € COVID-19 severa (ORTIZ et al., 2021;
SUetal.,2019; WANG et al., 2011). Assim, além de preservar a fun¢do renal, estudar possiveis
alvos terapéuticos para a DRC ¢ importante para diminuir as complica¢des sistémicas. Neste
cenario, nos propusemos a estudar os efeitos do tratamento com B-cariofileno na preservagao
da funcao pulmonar em animais com DRC.

Para atingir nosso objetivos, primeiramente buscamos reproduzir um modelo
experimental de DRC onde a falha da fun¢do pulmonar fosse evidente e o modelo de escolha

nesse projeto foi a nefrectomia parcial 5/6 modificada conforme desenvolvido por Wang e
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colaboradores (WANG et al., 2017). Embora existam outros modelos experimentais de DRC,
este modelo apresenta algumas vantagens, como boa reprodutibilidade, menor taxa de
mortalidade quando comparado ao modelo cldssico de nefrectomia 5/6, baixo custo para sua
execugao, e alteracdes renais em pouco tempo de analise (WANG et al., 2017).

Em comparagdo ao grupo falso-operado os animais nefrectomizados apresentaram uma
reducdo passageira (nos cinco primeiros dias apds o segundo procedimento cirirgico) na massa
corporal, recuperando a massa com o passar do tempo. Esta perda de massa nao parece ser
consequéncia apenas do procedimento cirurgico, pois os animais falso-operados também foram
submetidos a uma falsa cirurgia. Portanto, existe uma perda de massa corporal decorrente da
DRC ja que os animais NPx apresentaram menor massa corporal do que os animais sham,
embora tenha sido estatisticamente diferente apenas do primeiro ao quinto dia apds a segunda
cirurgia. Estes dados corroboram com resultados ja publicados em estudos com modelos
animais de DRC (ALI et al., 2013; GAVA et al., 2012; HAMZAQOUI et al., 2020) além de ser
observado em pacientes com DRC que apresentam diminui¢do da massa muscular (FOUQUE
et al., 2008; KOPPE; FOUQUE; KALANTAR-ZADEH, 2019). O tratamento dos animais com
o agonista CB2, B-cariofileno, ndo modificou este parametro.

Em comparacdo ao grupo Sham, os animais NPx apresentaram uma tendéncia de
aumento no volume de urina excretado. Devido ao nosso niimero amostral ndo podemos
concluir que o débito urindrio estd aumentado no grupo NPx, entretanto dados da literatura
mostram que animais submetidos a nefrectomia 5/6 tradicional apresentam um aumento no
débito urinario (GAVA et al., 2012; HAMZAOUI et al., 2020).

Ao analisar os dados de densidade urinaria observamos um aumento nesse parametro
nos animais NPx quando comparado ao grupo controle, independente do tratamento. De acordo
com o teste utilizado, a densidade da urina ¢ medida através da concentragao de ions e se baseia
no fato de que com o aumento da concentracdo idnica ocorre aumento da densidade. Como os
animais NPx apresentaram maior densidade e, consequentemente maior concentragdo idnica,
inferimos que o possivel aumento do débito urinario ndo ocorre devido ao aumento na ingesta
de agua, pois assim a urina seria mais diluida e, consequentemente apresentaria uma menor
densidade. A densidade aumentada junto com um maior volume urindrio nos indica que o rim
nao estd sendo capaz de reabsorver agua e eletrolitos

Quando observamos os dados do pH urinério, notamos uma diferenga nos grupos NPx,
independente do tratamento, onde a urina se mostrou mais acida quando comparada com o

grupo Sham. Isto sugere que h4a aumento da excrecao de acidos na urina, possivelmente devido
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ao inicio de uma acidose metabolica, que ¢ uma das complicagcdes em pacientes com DRC,
onde o tamponamento urinario ¢ insuficiente, o que leva a uma maior excregdo de ions H
(LEAL; LEITE JR.; MAFRA, 2008). A faixa normal de pH urinario de camundongos
encontrada na literatura ¢ em torno de 5,0 (SUCKOW; DANNEMAN; BRAYTON, 2001).
Porém, os valores encontrados nas nossas condi¢des de normalidade foi 6,8 (média do pH do
grupo controle), e quando comparamos com os grupos NPx independente do tratamento
encontramos uma média de 5,6 (média do pH do grupo NPx e NPx-B). Desta forma, esses
resultados mostram uma redu¢do do pH urindrio o que pode sugerir um aumento da excre¢ao
de H' devido a acidose metabdlica que pode ocorrer na DRC.

Contrariando nossas expectativas, ao analisar os dados de proteinas totais na urina, nao
observamos diferenca entre os grupos, mostrando que no periodo analisado ainda ndo existe
proteinuria, ou que nosso método nao foi capaz de detectar. Entretanto, ao analisar os
marcadores creatinina e ureia no plasma, conseguimos observar a presenca de disfuncao renal,
pois houve aumento em ambos os marcadores, corroborando com o estudo utilizado como
referéncia para reproduzir o modelo (WANG et al., 2017). Assim, o aumento das concentragdes
de creatina ¢ ureia no plasma, somado com um maior volume urinario ¢ maior densidade
validam nosso modelo de DRC.

Surpreendentemente, o tratamento com [-cariofileno preveniu parcialmente a falha
renal, pois os animais expostos a esse agonista CB2 apresentaram, em comparagdo com 0s
animais NPx veiculo, uma redu¢do nas concentracdes plasmaticas de creatinina e ureia. Esses
resultados ndo eram esperados pois 0 modelo que utilizamos ¢ uma lesdo renal direta e ndo
reversivel. Os niveis de creatinina plasmatica apds o tratamento se tornaram comparaveis aos
valores do grupo Sham. Esses dados corroboram com o encontrado em outros modelos como o
de nefropatia diabética (JENKIN et al., 2016) e nefrotoxicidade por cisplatina (HORVATH et
al., 2012), onde a ativacdo desse receptor também foi capaz de reduzir estes parametros. A
nossa surpresa foi devido ao fato de que nestes modelos a nefropatia/nefrotoxicidade sdo
reversiveis, diferente do modelo utilizado neste estudo. Para entender melhor esse achado seria
necessario a realizacdo de mais experimentos, como por exemplo a histologia renal, com a
finalidade de identificar alguma melhora no dano tecidual em consequéncia do tratamento com
B-cariofileno. Vale ressaltar que o efeito protetor da lesao renal no modelo de nefrotoxicidade
por cisplatina, por diminuicdo desses marcadores bioquimicos, estavam ausentes em

camundongos knockout para os receptores CB2 (HORVATH et al., 2012).
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Ao calcularmos a massa relativa do rim esquerdo e do coragdo de todos os animais,
tivemos outra surpresa. A massa relativa foi calculada com objetivo de normalizar a massa
desses tecidos de acordo com a massa corporal de cada animal. Ao calcular a massa relativa
do rim, todos animais que passaram pelo procedimento de nefrectomia parcial 5/6, mesmo com
2/3 do rim disfuncional devido a presenca da ligadura, mostrou-se significativamente
aumentada quando comparado ao grupo falso-operado. E possivel observar na analise
macroscopica do rim que os polos estdo atrofiados, entretanto, o ter¢o do rim remanescente nos
animais NPx parece estar edemaciado (Anexo 1). Além disso, observando alguns cortes
histologicos do rim (Anexo 2), encontramos um aumento do tecido fibrético na regido dos
polos, o que ajudaria a explicar o aumento da massa relativa deste 6rgdo. O aumento na massa
do rim na DRC j4 foi mostrado no modelo induzido por adenina na dieta (ALI ef al., 2013) e
também no modelo de nefrectomia 5/6 tradicional (GRIFFIN ef al., 2000).

Por outro lado, ao calcular a massa relativa do coracdo, ndo conseguimos observar
nenhuma diferenca entre os grupos, mostrando que até o periodo analisado ndo houve aumento
do tecido cardiaco. Dados na literatura mostraram que dependendo da linhagem de
camundongos as alteracdes cardiacas no modelo de nefrectomia 5/6 tradicional, podem ser mais
leves ou mais severas. Hamzaoui e colaboradores mostraram que animais C57BL/6JRj nao
tiveram aumento do tecido cardiaco, ja animais 129/Sv apresentaram um aumento na massa do
coragdo (HAMZAQOUI et al., 2020).

O rim ¢ o principal 6rgdo responsavel pela produgdo de eritropoietina, uma glicoproteina
responsavel por estimular a proliferacdo das células progenitoras eritroides e,
consequentemente, produzir eritrocitos (JELKMANN, 2011). Na insuficiéncia renal, esse
hormoénio deixa de ser produzido e ocorre reducdo do nimero de células vermelhas e
consequentemente diminui¢do dos valores de hemoglobina (JELKMANN, 2011). Ao
analisarmos este pardmetro, observamos uma diminui¢do da hemoglobina nos animais que
passaram pelo procedimento de nefrectomia comparado ao grupo sham, sendo que o tratamento
com agonista CB2 nao foi capaz de alterar estes valores. Quando analisamos os dados obtidos
através da andlise do sangue total, observamos que nos animais NPx tratados com f-cariofileno
houve aumento do numero de granulécitos, do volume corpuscular médio e do volume
plaquetario médio ao comparar com o grupo NPx veiculo e animais falso-operados. Estudos
adicionais sdo necessarios para o melhor entendimento destas alteragdes causadas pelo

tratamento com o -cariofileno.
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Dados ndo publicados do nosso grupo de pesquisa mostraram que existe a expressao de
receptores CB2 nos pulmdes, sendo um possivel alvo para atenuar a inflamagao neste tecido
(SOUZA, 2021). Embora tenhamos confirmado esses dados, ou seja, detectamos a expressao
proteica desses receptores nos pulmdes dos animais, nem a indugdo da DRC nem o tratamento
causou alteragdes na sua expressdo. Entretanto, a ativacdo destes receptores através do -
cariofileno se mostrou como um potencial alvo promissor para reduzir pulmonares danos
relacionados com a DRC.

Como nosso foco foi estudar as alteragdes pulmonares decorrentes da DRC, avaliamos
a migragdo de células para o pulmao, fazendo a contagem total e diferencial de células no BAL.
Observamos um aumento no numero de células totais, derivado tanto do aumento de células
polimorfonucleares quanto de mononucleares. Em um processo inflamatério inicialmente, com
o intuito de proteger o tecido inflamado, observa-se um aumento da migracao de neutrofilos, e
com o acumulo de neutréfilos pode-se observar um extravasamento de liquidos e proteinas para
o liquido extracelular, levando a um dano tecidual. J& na inflamagdo cronica tem-se
principalmente o aumento de células mononucleares, uma vez que estas células fagocitam
neutrofilos apoptoticos e outras células (KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013). De maneira
muito interessante, o tratamento com o antagonista CB2 reduziu o processo inflamatdrio
pulmonar induzido pela DRC, diminuindo os dois tipos celulares encontrados.

Dados recentes do nosso grupo (nao publicados) mostraram que um outro agonista CB2,
0 AM1241, promoveu redugdo da migragdo de células para os pulmdes em um modelo murino
de sepse induzida por pneumonia (SOUZA, 2021). Nossos resultados refor¢am estes achados
de que a ativacao dos receptores CB2 regulam a atividade inflamatoria pulmonar. O efeito anti-
inflamatério da ativagdo de receptores CB2 ja foi anteriormente reportado em estudos com
modelos de nefropatia diabética (BARUTTA et al., 2011), sepse (LEHMANN et al., 2012) e
edema de pata (GERTSCH et al., 2008), entre outros.

Quantificamos também a atividade da enzima mieloperoxidase, que esta presente nos
granulos azurofilos dos leucdcitos, uma forma indireta de avaliar a migragdo de leucécitos para
o tecido (BRADLEY et al, 1982). Nos pulmdes, conseguimos observar um aumento da
atividade da enzima nos animais que passaram pelo procedimento de induc¢ao da doenga renal
quando comparado ao grupo sham, sendo que o tratamento ndo alterou este parametro. Ja nos
rins, nao observamos diferengas na medida da atividade da enzima MPO quando comparamos

o grupo NPx com o grupo Sham. Por outro lado, ao compararmos o grupo NPx tratado com f3-
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cariofileno com o grupo controle, o tratamento reduziu a atividade da enzima MPO, o que
sugere uma reducdo do processo inflamatorio no tecido renal.

Corroborando com os resultados encontrados na atividade da enzima MPO, a analise
histolégica dos pulmdes dos animais mostrou dano no tecido observado através da infiltragao
de células e pelo espessamento da parede alveolar, sendo que o tratamento ndo alterou esse
parametro. Nossos dados corroboram com a literatura em que j& foi demonstrado uma lesao
pulmonar como consequéncia da DRC (NEMMAR et al., 2017), porém nesse caso o tratamento
nao foi capaz de reverter esse dano, isso pode ser pelo tempo de tratamento ou por uma lesdao
irreversivel.

A quantificacdo de proteinas no BAL foi feita com objetivo de avaliar a permeabilidade
vascular pulmonar, que pode estar relacionado com o grau de lesdo do tecido pulmonar.
Contrariamente as nossas expectativas, ndo foi possivel observar alteracdo neste pardmetro
entre os animais Sham e NPx, porém, os animais que receberam tratamento com agonista CB2
apresentaram diminui¢do na permeabilidade pulmonar, quando comparados a ambos os grupos,
mostrando um efeito protetor do B-cariofileno.

Como o tratamento dos animais NPx com [-cariofileno reduziu a migracdo de células
para o tecido pulmonar, resolvemos investigar o papel da ICAM-1 neste processo, ja que ela
participa da adesdo de leucocitos as células e € necessaria no processo de migragdo de células
para o foco inflamatdrio. A migracao de células para os tecidos ocorre quando um dano tecidual
presente no tecido causa liberacao de fatores quimiotaticos de neutrofilo (KOLACZKOWSKA;
KUBES, 2013). Essa migragdo ocorre por um processo complexo onde os neutrofilos sdo
ativados, e as cé€lulas endoteliais passam a expressar moléculas de adesdo as quais se ligam a
carboidratos presentes na membrana de leucocitos, e estes, quando aderidos, sdo capazes de
transmigrarem para o foco da inflamagdo. Nossos resultados mostraram que a expressao
proteica da ICAM-1 nos pulmdes aumentou em decorréncia da DRC, sendo que o tratamento
reduziu esta proteina. Nossos dados corroboram com dados na literatura que mostraram uma
redugdo da expressao ICAM-1 nos rins de camundongos tratados com B-cariofileno no modelo
de nefrotoxicidade por cisplatina (HORVATH et al., 2012).

Com nosso trabalho obtivemos resultados importantes para entender a fisiopatologia das
alteragdes pulmonares induzidas pela doenca renal, bem como mostramos que a ativagcdo dos
receptores CB2, através do B-cariofileno, ¢ um possivel alvo terapéutico para resolugcdo de
alguma dessas alteragdes. Entretanto, mais estudos sdo necessarios para uma melhor

compreensdo da fisiopatologia, como o peso seco/molhado dos rins e do pulmao e experimentos
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para entender melhor os mecanismos pelos quais o cariofileno atua, como adicionar um grupo

tratado com antagonista CB2.

7 CONCLUSOES

Com os nossos resultados podemos concluir que o modelo de nefrectomia parcial 5/6
foi eficaz para induzir danos renais e causar alteracdes inflamatérias no tecido pulmonar,
aumentando o numero de células polimorfonucleares € mononucleares no BAL, aumento da
atividade da MPO, espessamento da parede alveolar e aumento da expressdo da molécula de
adesdo ICAM. O tratamento com o agonista CB2 B-cariofileno reduziu, pelo menos em parte,
as alteracdes pulmonares secundarias a DRC, podendo ser uma possivel estratégia terapéutica

para ser utilizada nestes casos.
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ANEXOS

ANEXO 1 - Foto macroscépica do rim realizada pelo nosso grupo de pesquisa.

Foto macroscopica do rim coletado 30 dias ap6s a segunda etapa do procedimento de nefrectomia parcial 5/6. (A)

rim esquerdo de um animal sham, (B) rim esquerdo de um animal NPx. Autor: Gustavo Ferreira Alves.



ANEXO 2 — Imagem histologica do tecido renal.

v - . -
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-

Fotografias representativas do tecido renal por microscopia corada com hematoxilina e eosina (HE). (A) Sham

(100x); (B) Sham (200x); (C, E e G) PNx (100x) e (D, F e H) PNx (200x). As setas representam: azul: infiltrado
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leucocitario; amarela: hipertrofia e dilatacdo tubular; vermelha: glomérulos hialinizados com auséncia de capilares

sanguineos, presenca de fibras colagenas e praticamente acelulares e verde: tecido fibroso com auséncia de tibulos

renais.
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