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RESUMO

Sousa MN. Avaliacéo dos efeitos do estradiol na lesédo pulmonar causada pela oclusao
da aorta descendente proximal em ratos machos[tese]. Sdo Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2023.

Introducdo: Eventos de isquemia e reperfusdo resultantes de procedimentos cirurgicos
cardiovasculares, que envolvem a obstrugdo adrtica por pincamento, podem levar a uma
série de complicagdes cardiacas, neuroldgicas, pulmonares, viscerais e periféricas. Os
danos podem acometer 6rgdos mais distantes ao pincamento adrtico, com 0 processo
isquémico afetando um 6rgao/regido e suas manifestac@es clinicas refletindo em outros
6rgéos, como os pulmdes. O quadro de inflamacdo pulmonar aguda é caracterizado por
aumento da permeabilidade microvascular, infiltrado leucocitario e liberacdo de
mediadores inflamatorios. Na avaliagcdo de alternativas terapéuticas para o tratamento da
lesdo gerada por isquemia e reperfusdo, o 17p-estradiol mostra resultados promissores,
reduzindo a lesdo mesentérica, normalizando a resposta plaquetaria e diminuindo
mortalidade. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a agao do 17p-estradiol como
modulador da resposta vascular e imune nos eventos sistémicos e pulmonares por meio
do modelo experimental de obstrucdo adrtica seguida de reperfusdo em ratos. Métodos:
Ratos Wistar machos foram randomizados e alocados em quatro grupos: (Sham)
falsamente operados (n = 6); (I/R) animais submetidos a oclusdo da aorta por 20 minutos,
seguidos por periodo de reperfusdo de 4 horas (n = 6); (E2 Pré) animais tratados com
17B-estradiol (280ug/kg, iv) 30 minutos antes do processo de isquemia (n = 6); (E2 Pos)
animais tratados com 17-estradiol (280ug/kg, iv) 60 minutos depois do processo de
isquemia, dentro do periodo de reperfusdo (n = 6). Foi realizada a avaliacdo histologica
do tecido pulmonar. A concentracdo sérica e local de mediadores inflamatorios foi
quantificada por ensaio imunoenzimatico. A expressdo proteica de moléculas de adesédo
endotelial, das sintases do 6xido nitrico, da mieloperoxidase e da metaloproteinase-9 foi
avaliada por imunohistoquimica. A expressdo génica destas moléculas foi quantificada
por real time PCR. Resultados: O grupo I/R mostrou aumento do infiltrado leucocitario
tanto no parénquima pulmonar (P<0,0001), quanto nas vias aéreas (P=0,06440),
comparado aos grupos de tratados. A analise de MPO do tecido pulmonar mostrou
elevacdo no grupo I/R, tanto na presenca (P = 0,0039), quanto na atividade de neutrofilos
(P=0,0255) e foi reduzida pelos tratamentos. Na analise de mediadores inflamatorios, nos
grupos tratados houve reducdo da CINC-1(P= 0,025) no soro, reducdo da expressdo
génica pulmonar e da concentra¢do de IL-1p no explante, comparados ao grupo I/R. A
avaliacdo das plaquetas mostrou reducdo da resposta de agregacdo no grupo E2 Pés
comparado ao grupo I/R (P=0,0721). Os grupos tratados apresentaram aumento na
expressao proteica de eNOS (P=0,0316) e reducdo na expressao de MMP-9 (P=0,0229),
frente ao grupo I/R. Houve ainda elevacao na expressdo génica (P=0,0961) e proteica (P=
0,0389) da molécula de adesdao ICAM-1 no grupo I/R, comparado aos grupos de tratados.
Conclusdo: O tratamento com estradiol foi capaz de modular os componentes da resposta
inflamatéria, reduzindo a expressdao de MPO e MMP-9 e aumentando a expressdo de
eNOS, além de reduzir a agregacdo plaquetéria, reduzir as concentracdes de IL-1B ¢ a
mobilizagdo de granuldcitos. Nossos dados apontam que o 17p-estradiol pode ser uma
abordagem complementar para lidar com o processo inflamat6rio sistémico e a
deterioracdo pulmonar apos a isquemia e reperfuséo.

Palavras-chave: Lesdo pulmonar, Isquemia e reperfuséo, Estradiol.



ABSTRACT

Sousa MN. Evaluation of the effects of estradiol on lung injury caused by occlusion of
the proximal descending aorta in male rats[thesis]. Sdo Paulo: Faculty of Medicine,
University of Sdo Paulo; 2023.

Introduction: Ischemia and reperfusion events resulting from cardiovascular procedures
involving aortic preservation by cross-clamping can lead to a series of cardiac,
neurological, pulmonary, visceral and peripheral complications. Damage can affect
organs that are more distant from the aortic clamping, with the ischemic process affecting
an organ/region and its clinical manifestations reflecting in other organs, such as the
lungs. Acute pulmonary inflammation is characterized by increased microvascular
permeability, leukocyte infiltration and release of inflammatory mediators. In the
evaluation of therapeutic alternatives for the treatment of the injury caused by ischemia
and reperfusion, 17p-estradiol shows promising results, thwarting the mesenteric injury,
normalizing the platelet response and mortality. Therefore, the objective of this study was
to evaluate the action of 17p-estradiol as a modulator of the vascular and immune
response in systemic and pulmonary events through the experimental model of aortic
protection followed by reperfusion in rats. Methods: Male Wistar rats were randomized
and allocated into four groups: sham-operated (Sham) (n = 6); (I/R) animals submitted to
aortic occlusion for 20 minutes, followed by a 4-hour reperfusion period (n = 6); (E2 Pre)
animals treated with 17p-estradiol (280ug/kg, iv) 30 minutes before the ischemia process
(n = 6); (E2 Post) animals treated with 17p-estradiol (280ug/kg, iv) 60 minutes after the
ischemia process, within the reperfusion period (n = 6). A histological evaluation of the
lung tissue was performed. Serum and local concentration of inflammatory mediators
were quantified by immunoenzymatic assay. The expression of endothelial adhesion
proteins, nitric oxide synthases, myeloperoxidase and metalloproteinase-9 was evaluated
by immunohistochemistry. These gene expressions were quantified by real-time PCR.
Results: The I/R group showed an increase in leukocyte infiltrate both in the lung
parenchyma (P<0.0001) and in the airways (P=0.06440), compared to the treated groups.
Lung tissue MPO analysis increased in the I/R group both in the presence (P = 0.0039)
and activity of neutrophils (P = 0.0255) and was reduced by treatments. In the analysis of
inflammatory mediators, in the treated groups there was a reduction in CINC-1 (P=0.025)
in the serum, a reduction in pulmonary gene expression and in the concentration of IL-13
in the explant, compared to the I/R group. Platelet evaluation showed reduced aggregation
response in the E2 Pos group compared to the I/R group (P=0.0721). The treated groups
presented an increase in the protein expression of eNOS (P=0.0316) and a reduction in
the expression of MMP-9 (P=0.0229), compared to the I/R group. There was also
elevation of gene (P=0.0961) and protein (P=0.0389) expression of the adhesion molecule
ICAM-1 in the I/R group, compared to the treated groups. Conclusion: Estradiol
treatment was able to modulate the components of the inflammatory response, reducing
the expression of MPO and MMP-9 and increasing the expression of eNOS, in addition
reduced platelet aggregation and decreased IL-1B concentrations and granulocyte
mobilization. Our data indicate that 17p-estradiol may be a complementary approach to
deal with the systemic inflammatory process and pulmonary deterioration after ischemia
and reperfusion.

Keywords: Lung injury, Ischemia and reperfusion, Estradiol.



1 INTRODUCAO

Dentre as diversas complicacOes cirurgicas existentes, a lesdo pulmonar remota
certamente ocupa um lugar de destaque. Apesar da incidéncia variar de acordo com o tipo
de procedimento cirdrgico, o fato de estar associada a sindrome do desconforto
respiratorio agudo (SDRA), produz um cenario que vai ditar a morbidade e mortalidade
em diversos procedimentos, tanto a curto como a longo prazo. Este evento de lesdo
pulmonar tem como caracteristica a ocorréncia apos a realizacdo de cirurgias fora do sitio
pulmonar, causando leséo a distancia. Em um estudo retrospectivo sobre a incidéncia e
mortalidade da SDRA em pacientes ap0s cirurgia cardiaca, Kogan et al. (2014),
demonstraram que mesmo com uma incidéncia baixa (0,61%), a taxa de mortalidade é
significativamente alta, com 40,5% neste tipo de cirurgia. No entanto, outros relataram
que a incidéncia de SDRA ap0s a cirurgia é tdo alta quanto 20% e a taxa de mortalidade
é de até 80%. (Stephens et al; 2013). Em uma metanalise recente, Serpa et al. (2014),
relacionaram a lesdo pulmonar remota pds-operatoria e a incidéncia de mortalidade e
morbidade apos cirurgias abdominais ou toracicas. Entre 3.365 pacientes, a incidéncia
geral de lesdo pulmonar pds-operatoria foi de aproximadamente 4% independentemente
do tipo de cirurgia; no entanto, a lesdo pulmonar pds-operatoria apos cirurgia toracica foi
associada a maior morbidade do paciente. Considera-se que, 0s mecanismos patoldgicos
que cercam este tipo de lesdo sdo complexos, envolvendo citocinas e DAMPs (Padrdes
Moleculares Associados a Danos), liberados por 6rgdos lesados ou locais cirdrgicos.
Como resultado, a fungdo normal do sistema respiratorio fica comprometida,

contribuindo para o desenvolvimento de lesdo pulmonar. (Chen et al. ;2019)
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Eventos de isquemia e reperfusdo (I/R) resultantes de procedimentos cirirgicos
cardiovasculares, que envolvem a obstrugdo adrtica por pingamento, podem levar a uma
série de complicacdes cardiacas, neuroldgicas, pulmonares, viscerais e periféricas (Wu et
al., 1999; Erbel et al., 2014). A isquemia visceral aguda e a lesdo subsequente, que se
seguem as abordagens cirurgicas da aorta, estdo associadas a altas taxas de morbi-
mortalidade. Os danos podem acometer 6rgaos mais distantes ao pingamento adrtico, com
0 processo isquémico afetando um érgdo/regido e suas manifestacdes clinicas refletindo
em outros 0rgdos. Por exemplo, o quadro de isquemia intestinal seguido de reperfusdo
estd associado a inflamacdo pulmonar aguda caracterizada por aumento da
permeabilidade microvascular, evidéncia histologica de leséo celular endotelial alveolar,
niveis reduzidos de ATP do tecido pulmonar e sequestro pulmonar de neutrofilos
(Schmeling et al. 1989; Gelman, 1995). A isquemia é uma condic¢éo clinica na qual ocorre
a diminuicdo ou privacdo do fluxo sanguineo em um determinado area/érgao. A
obstrucdo pode ser aguda ou cronica e de origem patoldgica ou cirargica. A hipoxia
tecidual causada pela isquemia leva a reducdo de nutrientes e ao dano celular. Essa
condicao desencadeia uma série de complicagdes, a partir da ativacdo da resposta imune
inata, da geracdo de estresse oxidativo, culminando em lesdo tecidual significativa
(Laubach e Sharma, 2016).

O restabelecimento do fluxo sanguineo é necessario a fim de evitar danos
irreversiveis, porém, paradoxalmente, a reperfusdo do tecido isquémico pode amplificar
as lesdes teciduais que, associadas as complicacdes sistémicas, colocam em risco a vida
do paciente (Laubach e Sharma, 2016; Ribeiro e Yoshida, 2005). Admite-se que a
reperfuséo contribua para a ativagao celular (Waxman, 1996), tendo em vista que todos
0s produtos toxicos e mediadores da inflamacao que foram acumulados durante o periodo

iIsquémico, serdo entdo disseminados de forma sistémica (Parkes e Granger 1986).
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Em estudos experimentais, Breithaupt-Faloppa et al (2009, 2013, 2014)
mostraram que 0 processo de I/R intestinal causa inflamagdo pulmonar aguda,
caracterizada pela migracdo leucocitaria, aumento da permeabilidade microvascular
pulmonar e edema pulmonar ndo cardiogénico, quadro que se assemelha a sindrome de
desconforto respiratorio agudo (SDRA). Estudos apontam que a lesdo pulmonar aguda é
uma das principais consequéncias sistémicas da reperfusdo tecidual (Welling, 1996;
Hudson e Steinberg, 1999; van Soeren et al, 2000). A SDRA é sua forma mais grave,
caracterizada por intensa inflamac&o pulmonar onde ha hipoxemia grave (Bernard et al.,
1999). Quando na gasometria a relagdo PaO»/FiO; alcanga um valor igual ou inferior a
200 mmHg, temos ent&o estabelecido o diagnostico de SDRA. Em verdade, subentende-
se que 0s mecanismos responsaveis pelo desenvolvimento da SDRA estdo limitados a
lesdo do epitelio alveolar e do endotélio capilar (Randhawa e Bellingan, 2007).

Vale lembrar que durante a I/R intestinal hd o desenvolvimento da inflamagéo
sistémica na qual se observa o acimulo, de citocinas pro-inflamatorias tais como o TNF-
a, IL-1-B, IL-6, IL-8 e 0 INF-y. De maneira geral, os efeitos dessas citocinas estdao
intimamente relacionados com o aumento da expressdo de moléculas de adeséo,
recrutamento e ativacdo de células inflamatérias (neutrofilos, eosinéfilos), lesdo
microvascular e endotelial e aumento do extravasamento plasmatico. Sumariamente, as
alteracbes citadas anteriormente sdo em parte responsaveis pela disfuncdo do
funcionamento de diversos orgaos (Malangoni et al., 1990). Em relacdo ao pulmédo, a
ativacdo de neutrofilos e macrofagos alveolares desempenha papel importante na fase
precoce e tardia da lesdo pulmonar por I/R (Zhao et al. 2006). Apesar do recrutamento de
neutrofilos para locais de lesdo tecidual ser evento critico para a defesa do hospedeiro

contra estimulos lesivos e para a reparacdo de tecidos (Doherty e Janusz, 1994), os
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neutréfilos promovem danos teciduais pulmonares, através de liberacdo de proteases e de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (Grisham et al., 1986)

A considerar os eventos vasculares observados na resposta inflamatoria, €
razoavel supor mecanismos subjacentes coordenados pela ativacdo das células
endoteliais. A manutencdo da homeostase e do fluxo depende do equilibrio na liberagdo
de substéncias vasoativas pelo endotélio. Muitos estudos ja apontam que as células
endoteliais, além de atuar como barreira fisica protetora da vasculatura (Galley e Webster,
2004), possuem ainda relevante papel metabdlico (Hack e Zeerleder, 2001). Na verdade,
estas células produzem mediadores vasoativos, como o 6xido nitrico (NO) e a endotelina
e os efeitos destes sobre o tbnus da musculatura lisa vascular e na permeabilidade
microvascular ja sdo muito bem comprovados. O NO ¢é um radical livre gasoso altamente
reativo e prontamente difusivel, o qual € sintetizado por 3 subtipos distintos da enzima
NO sintase (NOS), cada um com padrdes de expressao Unicos e propriedades funcionais:
NOS neuronal (NNOS, NOS1), NOS induzivel (iNOS, NOS2) e NOS endotelial (eNOS,
NOS3) (Gresele, 2019; Foérstermann et al., 2012). Nos neurdnios, o NO produzido pelas
funcbes de sinalizagdo nNOS para modular a transmissao sinéptica a longo prazo, leva ao
envolvimento critico na aprendizagem, memdria e neurogénese. (Zhou et al, 2009).
Somado a isto, dados sugerem que a nNOS poderia desempenhar importante papel na
manutencdo do ténus vascular pelos efeitos dos neurdnios finais que expressam NNOS
que inervam o musculo liso na microvasculatura. (Melikian et al, 2009). Em contraste, a
INOS ¢ fortemente induzida em macréfagos ativados, nos quais cria uma explosao de NO
representando o evento sentinela na cascata inflamatoria aguda, levando a danos
colaterais significativos ao tecido saudavel pela geracdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) e espécies reativas de nitrogénio. (Lind et al, 2017). A eNOS é a NOS nativa das

celulas endoteliais vasculares e sua funcdo € fundamental para a manutencdo da
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homeostase vascular apropriada. A sinalizacdo do NO leva diretamente a dilatagdo dos
vasos sanguineos, estimulando a guanililciclase soltvel, levando a um aumento do
monofosfato ciclico de guanosina e subsequente relaxamento do muasculo liso vascular.
(Ignarro, 1986; Rapoport 1983; Forstermann et al, 1986). Todavia, 0 NO tem varios
outros papéis distintos na fisiologia vascular. Age por exemplo, exercendo efeitos
antiplaquetérios pela inibicdo da agregacdo plaquetaria e adesdo; além disso, 0 NO
derivado da eNOS das plaquetas provavelmente tem efeitos inibitérios autocrinos e
paracrinos em um trombo em desenvolvimento para limitar a formacdo de coagulos
patologicos (Gresele et al, 2019). O NO diminui a expressao da proteina quimioatrativa
de macrofagos-1, tal diminuicdo cursa com a limitagdo ao trafego de leucdcitos para o
endotélio. (Zeiher et al, 1995). O NO age ainda modificando a capacidade funcional das
proteinas CD11/CD18 nos leucdcitos, alterando desta forma sua capacidade de aderéncia
a parede endotelial. (Kubes et al,1991).

A disfuncdo endotelial é caracterizada pela diminuicdo dos niveis de NO e
aumento da permeabilidade vascular. O recrutamento celular pulmonar e as lesbes
vasculares intestinais sao dependentes das modificacdes (aumento/reducao) na atividade
das NO sintases (constitutiva e induzida) durante o periodo de I/R intestinal (Ward et al.,
2000). Em casos mais graves, a lesdo pulmonar promove uma despolarizacdo das
membranas das células endoteliais que induz a producdo exacerbada de espécies reativas
de oxigénio e NO, os quais promovem a degradacdo das barreiras endoteliais e epiteliais.
O resultado ¢ a disfuncao das células endoteliais, manifestada pela hipertensdo pulmonar
e aumento da permeabilidade vascular, levando a edema e comprometimento da
hematose. Em Gltima insténcia, a lesdo oxidativa e ativacdo de caminhos de sinalizagdo

impulsionam a inflamacao e morte celular (Chatterjee et al. 2014).
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Evidéncias clinicas e experimentais indicam que a resposta imunoldgica, bem
como a suscetibilidade do organismo a infeccOes e lesdes, difere entre os sexos. Esse
dimorfismo sexual pode estar associado a diversos fatores, como inativacdo do
cromossomo X, diferencas anatémicas, a presenca/concentragdo de hormonios sexuais e
0 contexto social (Fish 2008). Dados revelam que as repercussdes do trauma em fémeas
sd0 menos intensas do que em machos e que machos sob tratamento com estradiol
evoluem, também, com danos de menor intensidade (Deitch, 2001). De forma adicional,
trabalhos ainda comprovam que as fémeas evoluem com melhores parametros
hemodinamicos ap6s o choque hemorragico quando comparadas aos machos. (Deitch et
al., 2008a; Deitch et al 2008Db).

Sabe-se que o estrdgeno possui um papel protetor da funcdo endotelial (Ma et al.,
2001), ativando a geracdo de NO via sintase de NO endotelial (eNOS) (Novella et al.
2012). Ainda, estudos do nosso grupo utilizando modelo de ocluséo aortica, indicam que
o tratamento prévio com estradiol exerce efeito benéfico no curso da isquemia
mesentérica e da lesdo intestinal, prevenindo a mortalidade (Rocha de Sousa et al., 2018).
Adicionalmente, em modelo de I/R intestinal, resultados indicam que os horménios
sexuais femininos, notadamente o estradiol, exercem efeito protetor no desencadeamento
das lesdes pulmonares e intestinais causadas pela inflamacdo sistémica apos trauma
isquémico (Breithaupt-Faloppa et al., 2013; Breithaupt-Faloppa et al., 2014; Ricardo-da-
Silvaetal., 2017). Além disso, estudos clinicos e experimentais mostram o efeito protetor
do estradiol sobre o sistema imune, a inflamacdo pulmonar e a liberacdo de diversos
mediadores inflamatorios (MacNeil et al ,2011; Doucet et al ,2010; Papenfuss et al
,2011). Estudos anteriores do nosso grupo apontaram para alteragdes na coagulacéo de
animais submetidos a I/R adrtica. Ratos submetidos ao modelo de I/R adrtica e mantidos

por 2 h em reperfusdo apresentam aumento da agregacéo plaquetaria em relacéo ao grupo
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Sham e o tratamento prévio com estradiol é capaz de normalizar a resposta plaquetéria
(Sobral et al. 2022).

Os efeitos do estradiol sdo resultantes de sua ligacdo a receptores, como 0S
receptores classicos (ER) que sao classificados em a e . Estes subtipos estdo distribuidos
de forma diferente no organismo, havendo no pulmdo a prevaléncia de ER-f (Faulds et
al., 2012; Kuiper et al., 1997). Também foram identificados receptores acoplados a
proteina G (GPER-1), localizados na membrana plasmatica e sua ativacdo é importante
para a geracao de respostas biologicas rapidas (Prossnitz et al., 2008; Revankar et al.,
2005; Thomas et al., 2005; Bjornstrom, Sjoberg, 2005).

Ainda sob o escopo hormonal, é importante ressaltar o papel antagénico dos
androgenos em relacdo aos hormdnios femininos em situacdes tais quais trauma,
hemorragia e sepse nos diversos sistemas. Em um estudo clinico prospectivo, Offner et
al. (1999), identificaram o sexo masculino como um fator de risco independente para o
desenvolvimento de infeccdo grave em pacientes cirargicos. Ja em um outro estudo
prospectivo sobre sepse, foi demonstrado o aumento de sobrevida do sexo feminino
quando comparado a pacientes do sexo masculino, sendo a taxa de sobrevivéncia
feminina de 74%, comparada a 31% dos homens (Schréder et al., 1998). Corroborando
com os achados anteriores, um trabalho experimental demonstrou que a castracéo de ratos
machos duas semanas antes do evento trauma/hemorragia preveniu a depressao da funcao
miocardica (Remmers et al., 1998). Este efeito de amortecimento da defesa do hospedeiro
pelos andrégenos ja € bem conhecido e explica os vieses do sexo relacionados a
imunocompeténcia, autoimunidade e incidéncia de cancer (Gubbels et al., 2018). Os
efeitos androgénicos incluem a apoptose de células T e B e a indugdo de células T
reguladoras e células supressoras de CD8+ (Gubbels et al., 2018; Bouman et al.,2005).

Além disso, em mondcitos/macréfagos, os androgenos reduzem a sinalizagdo pro-
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inflamatoria (TLR4, TNFo, IL-1B e IL-6) (Rettew et al., 2008), mas aumentam a
producdo de citocinas anti-inflamatorias (I1L-10) (D'agostino et al., 1999).

Considerando que ndo existem agentes terapéuticos utilizados clinicamente para
prevenir especificamente a lesdo por I/R causada por procedimentos cirurgicos de alta
complexidade, particularmente aqueles que envolvem o pincamento adrtico e que as
estratégias de tratamento sdo limitadas aos cuidados de suporte, este estudo visou
compreender melhor os mecanismos de lesdo da microcirculagcdo pulmonar causados pela
obstrucéo adrtica, a fim de identificar alvos terapéuticos. Ainda, avaliou-se o papel do
estradiol como modulador da resposta vascular e imune, influenciando os eventos
desencadeados pela isquemia e sua capacidade como alternativa terapéutica para mitigar

os efeitos deletérios da I/R.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar os efeitos do tratamento com estradiol sobre a lesdo pulmonar
decorrente do processo de isquemia e reperfuséo (I/R), por ocluséo da aorta descendente

proximal via cateter intravascular em ratos machos.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar inflamacao pulmonar;

e Determinar as concentracdes sistémicas e locais de mediadores

inflamatorios;
e Avaliar a microcirculacdo pulmonar por microscopia intravital;

e Avaliar a expressdo proteica de moléculas de adesdo endotelial e das

sintases de 6xido nitrico e da endotelina no tecido pulmonar;

e Avaliar a expressdo génica das sintases de 6xido nitrico e da endotelina no

tecido pulmonar



3.1

METODOS

Delineamento Experimental

Grupos de estudo foram dispostos em:

e Grupo falso-operado (Sham) — Animais manipulados cirurgicamente, no entanto

ndo submetidos ao processo isquémico;

e Grupo isquemia/reperfuséo (I/R) — Animais que foram submetidos a lesdo de

isquemia e reperfusdo por oclusdo aortica;

e Grupo estradiol pré-isquemia (E2 Pré) — Animais gue receberam o tratamento

com estradiol (280 pg/Kg, iv) 30 minutos antes da isquemia aortica;

e Grupo estradiol pos-isquemia (E2 P6s) — Animais que receberam o tratamento

com estradiol (280 pg/Kg, iv) uma hora apo6s o inicio da reperfusao.

Grupo Falso
Operado

I

Grupo IIR

(Sem Tratamento)

Desoclusao
aortica

{

¥

| [30mintos Thoral _ 3horas |
Grupo Pré ' Grupo Pos L
(Tratamento Estradiol) Oclusao (Fratamento Estradiol) Termlno da
Aodrtica Reperfusao
Anestesia,
preparagao cirtirgica
* Gasometria
* Leucograma
* Imunohistoquimica
V * Dosagem de citocinas e |
horménios q 4 /

* Gasometria
* Leucograma

Atividade da MPO

Avaliagdo da permeabilidade
vascular

RT-PCR

Histologia

Microscopia intravital
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3.2 Animais

O presente projeto de estudo foi submetido e aprovado pela Comisséo de Etica no
Uso Animal (CEUA) da Coordenadoria de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina
da Universidade de S&o Paulo (Protocolo 1035/2018). Os experimentos foram realizados
no Laboratério de Investigacdo Médica (LIM)-11 da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo.

Os animais foram manipulados de acordo com a Diretriz Brasileira para o
Cuidado e a Utilizagdo de Animais em Atividades de Ensino ou de Pesquisa Cientifica —
DBCA (2016) do CONCEA (Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo
Animal). Foram utilizados 80 ratos Wistar machos divididos em duas etapas,
considerando também a taxa de mortalidade de 25% associada ao modelo experimental:
32 animais foram utilizados para a para a coleta de tecidos para as avaliacdes histoldgicas,
imunohistoquimicas e dosagens e 32 animais foram utilizados para a avaliacdo da
microcirculacdo pulmonar pela técnica de microscopia intravital por epi-iluminacdo. Os
animais foram provenientes do Biotério Central da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo, com aproximadamente 60 dias. Os animais foram mantidos

a 23 =2 °C, periodo de claro e escuro de 12 h, sem restri¢des a ingestdo de agua e racéo.

3.3 Anestesia

A anestesia foi realizada através da mistura de isoflurano associado ao oxigénio
em uma camara fechada. Posteriormente, os ratos foram intubados (jelco 16G),

conectados a um ventilador para roedores e mantidos a FiO2 de 60%, volume corrente de



Métodos 12

10 ml/kg e frequéncia de 70 ciclos/minuto. O esquema anestésico proposto foi sustentado
com isoflurano a 2%.

Os animais foram alocados em uma plataforma cirdrgica aquecida (37°C).
Realizamos a dissec¢do e cateterizamos a artéria caudal do animal com um cateter tipo
PE 10 para monitorizagdo da presséo arterial distal. A monitoriza¢do da pressao arterial
proximal foi feita indiretamente através da dissec¢do e cateterizacdo da artéria carétida

comum esquerda com um cateter de politetrafluoretileno tipo PE 50.

3.4 Inducéo do processo de isquemia e reperfusao

A inducéo da isquemia foi realizada por meio oclusdo da aorta com um cateter de
Fogarty® 2F (Edwards Lifesciences LLC — Irvine, CA, EUA). Para tanto, pela artéria
carotida comum esquerda (mesma incisdo realizada para a monitorizacdo da pressao
arterial proximal) houve a progressdo do cateter, por cerca de 10 a 12 mm, na direcdo
caudal, até a aorta descendente proximal. Com a insuflacédo parcial do baldo (0,04 ml de
solucdo fisioldgica a 0,9%) seguiu-se uma discreta tracdo em sentido cranial até o
posicionamento correto do baldo no dstio da artéria carétida comum esquerda. Nessa
mesma posicdo ocorre também, a oclusdo do éstio da artéria subclavia esquerda —
importante via de circulacdo colateral. Entdo, o baldo foi completamente insuflado até a
oclusdo total da aorta (aproximadamente 0,08 a 0,1 ml de solucéo fisiolégica a 0,9%). A
aorta foi mantida ocluida por um total de 20 minutos sem correcdo adicional da pressdo
arterial proximal. A eficiéncia da oclusdo da aorta foi confirmada por meio da imediata e

sustentada perda de qualquer detecgdo de pressao arterial distal (préximo de zero).
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Foram realizadas, ainda, medidas de pressdao seriadas no periodo de ocluséo
adrtica (isquemia) e durante a reperfusdo (desinsuflacdo/retirada do cateter). A artéria
carétida e a artéria caudal foram conectadas ao transdutor de pressdo (P23XL, Viggo-
Spectramed Inc., EUA), ligado a um sistema de multicanal de aquisicdo de dados
bioldgicos (Acgknowledge - Biopac Systems, Inc., EUA). Os parametros
hemodinamicos foram obtidos continuamente.

Apds o tempo de isquemia, o cateter foi desinsuflado e os animais foram mantidos
por 4 horas em reperfusédo, periodo no qual os animais receberam reposi¢do volémica de
solucéo fisiologica a 0,9% no volume de 10ml/kg/h com intuito de manter a estabilidade

hemodinamica frente ao insulto isquémico.

3.5 Protocolo de tratamento

Grupos de animais receberam tratamento com 280 ug/Kg de 17pB-estradiol
(Sigma-Aldrich, EUA) via endovenosa 30 minutos antes do inicio da isquemia (E2 Pré)
ou uma hora apos o inicio da reperfusdo (E2 Pds). Os animais do grupo I/R receberam
solu¢do de ciclodextrina (veiculo do 17B-estradiol) por via endovenosa em volume

equivalente 30 minutos antes da inducdo da isquemia.

3.6 Determinacdo das concentracdes sericas hormonais de estradiol,

corticosterona e testosterona

Apo6s o término da reperfusdo, foram coletadas aliquotas de sangue para

quantificacdo de estradiol, testosterona e corticosterona. A amostra foi retirada da aorta
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em sua porcdo abdominal e as concentracGes circulantes dos hormdénios foram
mensuradas no soro utilizando kits de Elisa (Cayman Chemicals, EUA).

Substancialmente foi executado o protocolo proposto pelo fabricante.

3.7 Quantificacdo de gases respiratorios

Uma vez que os animais foram mantidos sob ventilagdo mecénica controlada, a
analise de fungéo respiratoria incluiu apenas a quantificacdo de gases respiratorios, obtida
atraves de dispositivo adequado a pequenos animais (MLT1L Respiratory Flow Head,
AD Instruments, EUA) acoplado ao sistema de avaliacdo dos gases respiratorios (ML206
Gas Analyser, AD Instruments, EUA). As informacdes acerca dos volumes expirados de
O2 e CO, foram obtidas e analisadas a partir de software especifico (LabChart, AD

Instruments, EUA).

3.8 Determinacdo namero total e diferencial de leucdcitos circulantes

Aliquotas de sangue (20ul) foram obtidas da cauda dos animais antes do inicio do
processo isquémico e logo apos o término da reperfusdo de 4 h. Utilizamos uma pipeta
automatica para coletar a amostra, que foi homogeneizada em diluente do préprio
equipamento e submetida a contagem automatica total e diferencial em analisador

hematoldgico automatico (BC-2800vet, Mindray, China).
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3.9 Contagem dos leucécitos totais do lavado broncoalveolar (LBA)

O lavado broncoalveolar foi realizado de acordo com de Lima et al. (1992). A
lavagem do espago alveolar foi realizada com seringa contendo 5 ml de meio de cultura
(DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Sigma-Aldrich®, EUA), acoplada ao
jelco 16G utilizado para intubacéo, injetando-se lentamente 0 DMEM trés vezes. O LBA
obtido foi centrifugado por 10 minutos a 201 x g na temperatura del15 °C. O bot&o celular
foi ressuspendido em 1ml de PBS. A contagem total de células foi realizada em contador

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

3.10 Avaliacdo da microcirculagdo pulmonar por microscopia

intravital e analise do fluxo sanguineo.

A analise da microcirculacdo pulmonar foi realizada por técnica de microscopia
intravital por epi-iluminacdo. Apos o processo de reperfusdo, os ratos foram colocados
em decubito lateral esquerdo e uma incisdo cutanea e muscular foi realizada para
exteriorizacdo do lado direito da caixa toracica. Para visualizacdo do pulmao direito foi
posicionado um afastador no 5° espaco intercostal. Uma membrana transparente de
polivinilideno foi colocada sobre o tecido pulmonar exposto. Os leucécitos foram corados
in vivo através da administracdo endovenosa de Rodamina 6G (0,2 mg/kg). A avaliacéo
de leucdcitos migrados foi realizada em uma éarea total de 200.000 pm? em 05 campos
diferentes por animal. Para anélise do fluxo sanguineo na microcirculagdo pulmonar (in
situ e in vivo), foi utilizado um sensor (MSP 300 XP Laser doppler surface Probe) de 25
mm de extensdo e 0,48 mm de diametro acoplado a fluxémetro a laser (IN191 Laser

Doppler Flowmetry, AD Instruments, Colorado Springs, CO, EUA). Foram analisadas
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05 éreas diferentes do lobo pulmonar direito. O laser de retorno captado é proporcional
ao fluxo de células sanguineas através da microvasculatura. Os valores sdo registrados

como porcentagem de retorno do sinal.

3.11 Agregacédo Plaquetaria

Para o teste de agregacdo plaquetaria, amostras de sangue foram coletadas em
tubo com citrato de sddio 3,2% e centrifugadas por 10 minutos em 201 x g para obtencao
de plasma rico em plaquetas (PRP) que foi utilizado para o ensaio em agregémetro
(EasyAgreg). Como agonista foi utilizado o ADP na concentragdo de 10uM. A analise
consiste no registro de alteracGes na transmissdo da luz, pois, ao adicionar o agente
agonista, tem-se um decrescimo da mesma devido a mudanca na forma das plaquetas,
que passam de discoides a esfericas, sequido de um aumento gradual na transmissdo de
luz, devido a agregacdo das plaquetas, o que torna o meio mais claro. Este teste € valido

para mostrar o defeito da hemostasia primaria.

3.12 Determinacédo da presenca de neutrdfilos pela atividade da MPO

A avaliacdo da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) pulmonar foi baseada
na metodologia descrita em Goldblum et al. (1985). Ap6s o término do periodo de 4h de
reperfusdo, os animais foram submetidos & eutanasia por exsanguinacdo. A cavidade
toracica foi aberta e o leito vascular pulmonar perfundido com 20 ml de PBS por meio de
uma canula inserida na artéria pulmonar. O pulmdo foi extraido e imediatamente

congelado. Os tecidos foram pesados e homogeneizados em 3 ml/g em tampao fosfato
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pH 6,0 contendo 0,5% de brometo de hexadecil-tri-metil-amonio (HTAB) e 5 mM de
acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) (gentleMACS™ Dissociator, MiltenyiBiotec,
Alemanha). As amostras foram centrifugadas a 453 x g durante 15 min a 4 °C, e o
sobrenadante obtido foi entdo utilizado para determinar a atividade de MPO. O ensaio da
atividade de MPO foi conduzido adicionando a placas de 96 pogos: 185 ul de tampao
fosfato pH 6.0, 50 ul de H202 (0,0005%), 50 ul de orto-dianisidina (1,75 mg/ml) e 20 ul
das amostras. Decorrido o tempo de 10 min, a reacéo foi interrompida pela adigéo de 50
ul de azida sodica (1,3%). A leitura foi feita em espectrofotometro (Spectramax’

Microplate Reader, Molecular Devices, EUA) em comprimento de onda de 450 nm.

3.13 Cultura de tecido isolado (explante)

A cultura de tecidos foi realizada de acordo com Proust et al. (2003). Decorrido o
tempo de reperfusdo (4 h), fragmentos de tecido pulmonar foram incubados em placas de
24 pocos e mantidos em atmosfera Umida com 95% de O e 5% de CO2, a 37 ° C em meio
de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Sigma-Aldrich, EUA),
contendo 0,5% de Penicilina/Estreptomicina (10.000 U.1./10 mg por ml). Os
sobrenadantes foram coletados e armazenados a -80 ° C até a analise e os fragmentos de

pulméo desidratados e pesados.

3.14 Determinagao das concentracdes de mediadores inflamatorios

Foi realizada a quantificacdo de IL-1p, IL-6, IL-10, CINC-1, TNF-a ¢ VEGF em

amostras de soro e meio de cultura do explante pulmonar utilizando-se de kits de ELISA
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(R&D Systems, EUA). Os ensaios foram conduzidos seguindo as especificacdes do
fabricante.

A concentracdo de nitratos e nitritos (NOx) no soro e no explante pulmonar foi
determinada por meio de uma reacdo com reagente de Griess, apds a incubacdo das
amostras com nitrato redutase (0,15 U/ml). A densidade 6tica (540nm) foi obtida em
espectrofotdmetro e os niveis de nitratos e nitritos expressos em nM/ml, foram obtidos a

partir de curva padréo de NO".

3.15 Analise histopatologica

Fragmentos do pulméo foram fixados em solucdo de formaldeido (10%). Os
tecidos foram processados, emblocados em parafina, cortados e corados
(hematoxilina/eosina) para analise histopatolégica em microscopio Optico. Analises
morfometricas convencionais foram realizadas em um corte por animal (n =5 por grupo).
Os parametros investigados foram: infiltrado leucocitario, edema intersticial e
hemorragia, analisados por dois observadores. Os cortes foram digitalizados e dez areas
por imagem foram extraidas e exportadas em formato compativel com o software NIS
Elements (Nikon, Japdo). Um reticulo com 110 interseccdes (area total 247500 pm?) foi
utilizado para a avaliacdo da hemorragia e do edema e foi considerada apenas a area de
tecido (o espaco aéreo foi subtraido da area total). Para a avaliacdo do numero de
polimorfonucleares foram utilizadas 10 areas de 66000 um? por corte e 0 espago aéreo

também foi desconsiderado, sendo os dados expressos como células/area de tecido.



Métodos 19

3.16 Real time PCR para expressao génica

Os genes foram quantificados quanto a sua expressao através de PCR em tempo
real, em aparelho Step One Plus® (Applied Biosystem, EUA). A extracdo de RNA dos
tecidos (pulmé&o) foi realizada com a utilizagdo de kit comercial (Mirvana®, Ambion),
seguindo o protocolo do fabricante. O cDNA foi transcrito (High capacity Reverse
transcriptase kit, Applied Biosystem, EUA) e a reacdo de PCR em tempo real realizada.
Os primers utilizados foram Tagman (Applied Biosystem, USA): GAPDH
(Rn01775763 gl), B-actin (Rn00667869_m1*), iINOS (Rn00561646_m1*), eNOS
(Rn02132634_s1*), endothelin 1 (Rn00561129 m1*), ICAM-1 (Rn00564227 m1*),
VCAM-1 (Rn00563627_m1*) e MMP-9 (Rn00579162_m1%*). As condicdes de ciclagem
foram: 2 min a 50°C, 10 minutos a 95°C seguido de 40 ciclos de 15 segundos 95°C e 1

min a 60°C.

Os primers Syber Green® utilizados esto listados na tabela abaixo:

Tabela 1. Primers utilizados para a analise de RT-PCR

Real-time PCR SYBR®Green

. RN b-act fw 5-GGAAATCGTGCGTGACATTAAA-3’
P-actin RN b-actrv 5 GCGGCAGGGCCATCTC-3"
RN TNFa fw 5-AGGCTGTCGCTACATCACTGAA-3’
TNFa RN TNFa rv 5-TGACCCGTAGGGCGATTACA-3’
IL-1p RN IL-1B fw 5-CAGCAATGGTCGGGACATAGTT-3
RN IL-1B rv 5-GCATTAGGAATAGTGCAGCCATCT-3
RN IL-10 fw 5-GCAACAGCTCAGCGCATCT-3"
IL-10 RN IL-10 rv 5-ACAAACTGGTCACAGCTTTCGA-3
RN IL-6 fw 5-CAACTTCCAATGCTCTCCTAATG-3
-6 RN IL-6 rv 5-TTCAAGTGCTTTCAAGAGTTGGAT-3"
RN CASP-3 fw 5-GCATGCCAGAAGATACCAGTGG-3
Caspase-3 RN CASP-3 rv 5-AGTTTCAGCATGGCGCAAA-3’
RN BCL-2 fw 5’ -CTGGGATGCCTTTGTGGAA -3’
8L RN BCL-2 rv 5" -TCAGAGACAGCCAGGAGAAATCA -3’
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3.17 Imunohistoquimica para pesquisa das sintases do 6xido nitrico

(iINOS e eNOS) e da endotelina no tecido pulmonar

A cavidade torécica foi aberta e o leito vascular pulmonar perfundido com 20 ml
de PBS por meio de uma canula inserida na artéria pulmonar. O pulméo esquerdo foi
extraido, insuflado com solucdo de OCT (optimal cutting temperature), imerso em
hexano e congelado em nitrogénio liquido. Cortes seriados de 10 um foram colocados
sobre laminas silanizadas (Starfrost®, Knitellglass, Alemanha) e as amostras fixadas em
acetona (10 min). As laminas foram lavadas com solucdo tampdo TRIS salina-tween
(TBS-T), seguido de blogueio de sitios inespecificos com tampao de bloqueio (3% BSA
em TBS-T) e blogueio da peroxidase enddgena (solucdo de H.O, 2%). Para
imunodeteccdo das enzimas utilizou-se anticorpos primarios 1gG de coelho anti-iNOS ou
anti-eNOS de rato (Abcam, Cambridge, EUA) diluidos 1:100 em solucdo de TBS-T
contendo 3% de BSA. Para a imunodetec¢do de endotelina utilizou-se o anticorpo
primario 1gG de camundongo (Abcam, Cambridge, EUA) diluido 1:200 em solucéo de
TBS-T contendo 3% de BSA. A incubacdo foi realizada a 4°C por 12 horas. Apés
lavagens sucessivas com TBS-T, os cortes foram incubados por 2 h a 37°C com
anticorpos secundarios anti-coelho ou anti-camundongo conjugados a HRP (Boster,
EUA) diluidos 1:100 em TBST-BSA. Apds novas lavagens, as amostras foram incubadas
com solucdo de substrato AEC (3-amino-9-ethylcarbazole, Vector Laboratories,
Burlingame, EUA) por 5 a 15 min e contra coradas com hematoxilina. A marcacdo no
tecido pulmonar foi identificada e a andlise foi realizada através de sistema de aquisicéo
de imagens com camera digital DS-Ril (Nikon, Tokyo, Japan), acoplada a microscopio
(Nikon) e analisadas com auxilio do software NIS-Elements-BR (Nikon). Como controle

negativo foram utilizadas imagens de cortes incubadas na auséncia do anticorpo primario.
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3.18 Imunohistoquimica para pesquisa das moléculas de adesdo

ICAM-1, VCAM, MPO e MMP-9 no tecido pulmonar

Cortes seriados de 10 um foram colocados sobre laminas silanizadas (Starfrost®,
Knitellglass, Alemanha) e as amostras fixadas em acetona. As laminas foram lavadas com
solucdo tampdo TRIS salina-tween (TBS-T), seguido de bloqueio de sitios inespecificos
com tampdo de blogueio (3% BSA em TBS-T) e bloqueio da peroxidase enddgena
(solugdo de H20. 2%). Para a imunodeteccdo, 0s anticorpos primarios IgGs de
camundongo anti-ICAM-1 (Boster, EUA), anti-VCAM (Abcam, EUA), anti-MPO
(Nowvus Biologicals, EUA) e MMP-9 (Boster, EUA) de rato foram diluidos (1:100) em
solucédo de 3% BSA em TBS-T e os cortes foram incubados por 12 h em geladeira. As
laminas foram lavadas com TBS-T e incubadas com solucdo 1:400 de anticorpo
secundario anti-camundongo associado a HRP (Boster, EUA) por 1 h a 37°C. Como
substrato para coloracdo foi utilizado AEC (3-amino-9-ethylcarbazole, Vector
Laboratories, EUA). A marcacdo no tecido pulmonar foi identificada e a analise foi
realizada através de sistema de aquisicdo de imagens com camera digital DS-Ril (Nikon,
Japdo), acoplada a microscopio (Nikon) e analisadas com auxilio do software NIS-
Elements-BR (Nikon). Como controle negativo foram utilizadas imagens de cortes

incubadas na auséncia do anticorpo primario.



Métodos 22

3.19 Imunohistoquimica para pesquisa dos receptores de estradiol

(ER-a, ER-p ¢ GPER) no tecido pulmonar

Cortes seriados de 10 um foram colocados sobre laminas silanizadas (Starfrost®,
Knitellglass, Alemanha) e as amostras fixadas em acetona. As laminas foram lavadas com
solucdo tampdo TRIS salina-tween (TBS-T), seguido de bloqueio de sitios inespecificos
com tampdo de blogueio (3% BSA em TBS-T) e bloqueio da peroxidase enddgena
(solugéo de H20. 2%). Para a imunodeteccdo, os anticorpos primarios 1gGs de coelho
anti-ER-a (Novus Biologicals, EUA), anti-ER-B (Novus Biologicals, EUA) e anti-GPER
(Novus Biologicals, EUA) de rato foram diluidos (1:100) em solucdo de 3% BSA em
TBS-T e os cortes foram incubados por 12 h em geladeira. As laminas foram lavadas com
TBS-T e incubadas com solugédo 1:400 de anticorpo secundario anti-coelho associado a
HRP (Boster, EUA) por 1 ha 37°C. Como substrato para coloracgéo foi utilizado AEC (3-
amino-9-ethylcarbazole, Vector Laboratories, EUA). A marcacao no tecido pulmonar foi
identificada e a analise foi realizada através de sistema de aquisicdo de imagens com
camera digital DS-Ril (Nikon, Japdo), acoplada a microscopio (Nikon) e analisadas com
auxilio do software NIS-Elements-BR (Nikon). Como controle negativo foram utilizadas

imagens de cortes incubadas na auséncia do anticorpo primario.

3.20 Analise estatistica

As analises estatisticas foram conduzidas utilizando GraphPad Prism Software

v.9 (GraphPad, EUA). Os resultados foram expressos como médias + erro padrdo da
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média (EPM) ou mediana e intervalo de confianca 95% (todos os dados de expressao
génica). Os dados foram submetidos a teste de normalidade e submetidos a analise de
variancia (ANOVA) seguido do teste de Tukey para multiplas comparacgdes ou Kruskal-
Wallis seguido por teste de Dunn e corrigidos pelo teste de dois estagios de Benjamini,

Krieger and Yekutieli.
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4 RESULTADOS

4.1 Parametros hemodinamicos

Para produzir o evento isquémico, ocluimos a aorta descendente por um periodo
de 20 minutos sem correcdo adicional da pressdo arterial proximal. Esta oclusdo foi
seguida de forma sustentada por uma imediata diminuicdo da pressdo arterial distal do
animal (em torno de 10 mmHg), demonstrando assim a eficacia da ocluséo aortica. Como
podemos observar na Figura 1, as pressoes arteriais, distal e proximal, foram registradas
antes do inicio do procedimento de isquemia, durante a oclusdo da aorta (isquemia) e
durante a reperfusdo (desinsuflacéo/retirada do cateter de Fogarty). Um comportamento
bastante similar foi observado na comparacdo dos animais submetidos a leséo isquémica,
tratados ou ndo com o 17pB-estradiol, antes da isquemia adrtica ou apés a lesdo isquémica,
isto é, durante a reperfusdo. N&o ocorreram variacdes significativas de pressdes arteriais,

distal e proximal, nos controles Sham ao longo do tempo.
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Figura 1: Registro da pressao arterial distal e proximal de ratos submetidos a lesdo de
isquemia e reperfusdo (I/R, n=6); ratos falso-operados (Sham, n=6); ratos tratados com
17p-estradiol (E2) 30 min antes da inducdo da lesdo de isquemia e reperfusdo (E2 Pré,
n=6) e de ratos tratados com 17p-estradiol 1 h ap0s o inicio da reperfusdo (E2 Pds, n=6).
A seta preta indica 0 momento da oclusdo da aorta e a seta branca o inicio da reperfusao.
Os valores representam a média£EPM. *P<0,05 em rela¢do ao grupo Sham

4.2  Perfil de gases expirados

Conforme ilustrado na figura 2, ha um relativo aumento da liberacdo de O2 e uma
diminuicdo da expiracdo de CO> durante a isquemia nos grupos submetidos a isquemia
em relacdo ao Sham. Apds o restabelecimento da perfusdo, a exalacdo dos gases foi

normalizada. O tratamento com estradiol ndo interferiu no padréo de trocas gasosas.
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Figura 2: Analises de O: expirado e CO: expirado, em ratos submetidos a isquemia e
reperfusdo, tratamento com estradiol e grupo controle. Os dados foram representados por
média £ erro padrdo * p < 0,05 em comparacdo com o grupo IR

4.3 Concentrag6es hormonais no soro

Para a confirmacdo do tratamento, foi analisada a concentracdo de estradiol (E2)
ao término de 4h de reperfusdo, como mostrado na figura 3. Os animais machos
controles/Sham e animais submetidos a I/R apresentam baixa concentragdo de E2. Os
animais dos grupos tratados apresentaram aumento significativo na concentragdo sérica

de estradiol.
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Uma vez que os animais estudados sdo do sexo masculino, foi avaliada também a
concentracdo sérica de testosterona. O androgeno foi encontrado em maior concentragdo
nos animais submetidos a I/R e o tratamento com estradiol foi capaz de reduzir sua
concentracéo.

Paralelamente a estradiol e testosterona, foi quantificada a concentragdo sérica de
corticosterona. Como todos os grupos foram submetidos ao estresse cirlrgico e a
ventilagdo mecanica, apesar de variagdes, ndo evidenciamos diferencas significativas

entre eles. (Figura 3).
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Figura 3: Concentracdo sérica de estradiol, testosterona e corticosterona nos animais
submetidos a lesdo de isquemia e reperfusédo (I/R, n=6); ratos falso-operados (Sham, n=5);
ratos tratados com 17-estradiol (E2) antes da indugéo da lesdo de isquemia e reperfuséo
(E2 Pré, n=6) e de ratos tratados com 17p-estradiol 1 h apds o inicio da reperfusao (E2
Pos, n=6). Os dados representam a média +EPM. P (Kruskal-wallis)- Estradiol = 0,0013;
Corticosterona = 0,825; Testosterona: 0,0057
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4.4 NuUmero de leucocitos circulantes e na medula 6ssea

Foram analisados os nimeros totais de leucdécitos circulantes e, paralelamente, foi
realizada a analise diferencial. Os resultados sdo observados na tabela 2. Houve aumento
significativo no numero total de granulécitos circulantes apds a manipulacdo (Final), no
grupo I/R em relagdo ao Sham. O tratamento ndo alterou o nimero de maneira
significativa, ficando em um patamar intermediario. No presente estudo, além da analise
no compartimento sanguineo apresentado anteriormente, o componente celular da
inflamacéo foi investigado também na medula 6ssea. Os protocolos de tratamentos com
estradiol foram capazes de prevenir parcialmente a mobilizacdo de granulécitos para o

sangue, porém nao alteraram o numero de células presentes na medula 6ssea (Figura 4).

Tabela 2: Contagem total e diferencial de leucdcitos circulantes. Dados apresentados

como média + EPM

WBC (cells/fmmsa)

Total Linfocitos Granuldcitos Mondcitos
Sham
Inicial 14760+1690 9800+929 37714863 729+164
Final 12543+2373 8500+2389 34571837 586+155
I/IR
Inicial 13600+1860 88501957 34381620 650+139
Final 18938+3345 10538+1771 8650+2256* 1150+306
E2
Inicial 13775+1625 8688+769 44251875 7631157
Final 20900+3510 137753165 6175+£1615 950+238

*P<0,05 relacionados aos respectivos valores iniciais
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Figura 4: Numero total de leucécitos presentes na medula 6ssea apds a leséo de isquemia
e reperfusdo (I/R, n=6); ratos falso-operados (Sham, n=6); ratos tratados com 17f-
estradiol (E2) 30 min antes da inducédo da lesdo de isquemia e reperfusdo (E2 Pré, n=6) e
de ratos tratados com 17B-estradiol 1 h ap6s o inicio da reperfusdo (E2 Pos, n=6). Os
dados representam médiaxEPM (n=6). P ANOVA): Medula = 0,1001

45 Mediadores Inflamatérios no Soro

Com o intuito de investigar a circulacdo sistémica de mediadores inflamatorios,
foram coletadas e analisadas amostras de soro (Figura 5). Como pode ser observado,
houve aumento no grupo I/R da concentracdo de CINC-1 e reducdo no grupo tratado
durante a reperfusao (E2 P6s). Ha uma tendéncia de elevagédo que pode ser observada nos
demais mediadores quantificados, ndo havendo diferencas significativas entre os grupos

tratados e 0 grupo isquémico.
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Figura 5: Quantificacdo de mediadores inflamatorios (pg/mL) no soro de ratos
submetidos a lesdo de isquemia e reperfuséao (I/R, n=6); ratos falso-operados (Sham, n=6);
ratos tratados com 17B-estradiol (E2) 30 min antes da inducdo da lesdo de isquemia e
reperfusdo (E2 Pré, n=6) e¢ de ratos tratados com 17f-estradiol 1 h apds o inicio da
reperfusdo (E2 Pos, n=6). P ANOVA):: CINC-1= 0,025; TNF= 0,3020; VEGF=0,2433; IL-

1=0,0237; IL-10=0,0296; NOx=0,2161

4.6  Agregacdo plaquetaria e no numero de plagquetas circulantes

Devido a ja conhecida interrelacdo e integracdo entre os sistemas de coagulacéo

e inflamagdo, analisamos dados da agregacdo plaquetaria dos animais. Os dados

apresentados demonstraram que houve reducdo da resposta agregante das plaquetas,
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representada pelo grupo E2 P6s, quando comparado ao grupo I/R e que o estradiol parece
ter um efeito agudo antiagregante. Nossos dados sdo apresentados na Figura 6. Foi
observada também reducdo no numero de plaquetas circulantes em todos 0s grupos e
reducéo significativa do nimero de plaquetas no plasma rico em plaquetas dos animais
do grupo I/R. O grupo E2 P6s apresenta valores semelhantes ao grupo controle, indicando

acdo do tratamento no nimero de plaquetas.
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Figura 6: Numero de plaquetas circulantes, porcentagem de agregacdo plaquetaria e
namero de plaquetas no plasma rico em plaquetas (PRP) de ratos submetidos a lesdo de
isquemia e reperfusdo (I/R, n=6); ratos falso-operados (Sham, n=6); ratos tratados com
17B-estradiol (E2) 30 min antes da indugdo da lesdo de isquemia e reperfusdo (E2 Pré,
n=6) e de ratos tratados com 17f-estradiol 1 h ap6s o inicio da reperfusdo (E2 Pés, n=6).
Os dados representam a média +EPM. P (ANOVA: plaquetas circulantes=0,586;
Agregacdo= 0,0721; Plaquetas= 0,4113.
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4.7 Numero de leucécitos recuperados das vias aéreas (LBA)

Além da anélise sistémica dos leucdcitos circulantes, realizamos também a
investigacdo da migracdo leucocitaria para as vias aéreas. Os tratamentos foram capazes

de reduzir a celularidade do lavado broncoalveolar (Figura 7).
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Figura 7: Namero total de leucécitos presentes no lavado broncoalveolar (LBA) apos a
lesdo de isquemia e reperfusdo (I/R, n=6); ratos falso-operados (Sham, n=6); ratos
tratados com 17B-estradiol (E2) 30 min antes da inducdo da lesdo de isquemia e
reperfusdo (E2 Pré, n=6) e de ratos tratados com 17B-estradiol 1 h apds o inicio da

reperfusdo (E2 P06s, n=6). Os dados representam médiaxtEPM (n=6). P (ANOVA):
LBA =0,0644
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4.8  Analise histologica

Para avaliacdo do infiltrado celular no parénquima pulmonar, realizamos o
preparo e a analise histolégica do tecido pulmonar. Os resultados sdo apresentados e
ilustrados na Figura 8. O tratamento com estradiol durante a reperfusdo foi capaz de
reduzir a presenca de granuldcitos no parénquima pulmonar, porém o tratamento no
grupo E2 Pré ndo alterou o niamero de granuldcitos no tecido.

N&o foram observados efeitos protetores do tratamento com estradiol na

hemorragia e no edema intersticial, que ndo foram componentes significativos das
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Figura 8: Analise histologica dos pulmdes de animais submetidos a lesdo de isquemia e
reperfusdo (I/R, n=6); ratos falso-operados (Sham, n=6); ratos tratados com 17f-estradiol
(E2) 30 min antes da inducdo da lesdo de isquemia e reperfusdo (E2 Pré, n=6 e de ratos
tratados com 17B-estradiol 1 h apds o inicio da reperfusdo (E2 POs, n=6).
Fotomicrografias representativas de cada grupo. Os dados representam a média +EPM.
Foram analisados 1 corte por animal (n=6), 10 areas por corte. P ANOVA: Edema = 0,745;
Polimorfonucleares P<0,0001; Hemorragia =0,280
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4.9 Mediadores inflamatérios no meio de cultura pulmonar

(Explante)

Os mediadores inflamatdrios também foram quantificados no meio de cultura de
pulmdo (explante) e os dados sdo apresentados na Figura 9. A avaliacdo da liberacéo
pulmonar de mediadores inflamatérios mostrou um aumento na concentracao de IL-1p e
o0 tratamento foi capaz de reduzir sua concentracdo. As demais citocinas analisadas néo

apresentaram diferencas significativas entre 0s grupos isquémicos tratados ou nao.
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Figura 9: Quantificacdo de mediadores inflamatdrios (pg/ml/mg) no meio de cultura de
pulméo (explante, 24 h) de ratos submetidos a lesdo de isquemia e reperfusdo (I/R, n=6);
ratos falso-operados (Sham, n=6); ratos tratados com 17p-estradiol (E2) 30 min antes da
indugdo da lesdo de isquemia e reperfusdo (E2 Pré, n=6) e de ratos tratados com 17f3-
estradiol 1 h apds o inicio da reperfusdo (E2 Pds, n=6). Os dados representam a média
+EPM. P (ANOVA):CINC-1=0,8918; TNF=0,286; VEGF=0,419; IL-1p=0,0432; IL-
10=0,3944; NOx=0,3073
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4.10 Microscopia intravital por epi-iluminacéo

Com intuito de refinar a avaliacdo da mobilizacéo celular para os pulmdes, foi realizada
a analise da presenca de leucdcitos pela técnica de microscopia intravital por epi-
iluminacédo. Os resultados sdo apresentados na Figura 10. Foi observado maior presenca
de leucocitos nos pulmdes de animais do grupo E2 Pré, semelhante ao que foi observado

na analise histoldgica.
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Figura 10: Avaliacdo do infiltrado no tecido pulmonar por microscopia intravital por epi-
iluminacdo. Grupos de ratos submetidos a lesao de isquemia e reperfusdo (I/R, n=8); ratos
falso-operados (Sham, n=8); ratos tratados com 17B-estradiol (E2) 30 min antes da
inducdo da lesdo de isquemia e reperfusdo (E2 Pré, n=8) e de ratos tratados com 17p-
estradiol 1 h apds o inicio da reperfusdo (E2 Pds, n=8). Os dados representam a média
+EPM. P ANOVA): Infiltrado= 0,0078
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4.11 Permeabilidade vascular pulmonar

Para analise do edema pulmonar, avaliamos a permeabilidade vascular através da
técnica do extravasamento do corante AE. Os dados estdo expostos na figura 11. O
grafico indica um maior extravasamento do corante azul de Evans no pulmé&o dos animais

pertencentes ao grupo I/R e reducéo deste nos grupos tratados com estradiol.
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Figura 11: Extravasamento do corante azul de Evans no pulmdo de animais submetidos
a les@o de isquemia e reperfusdo (I/R, n=6); ratos falso-operados (Sham, n=6); ratos
tratados com 17B-estradiol (E2) 30 min antes da inducdo da lesdo de isquemia e
reperfusdo (E2 Pré, n=6) e¢ de ratos tratados com 17B-estradiol 1 h apds o inicio da
reperfusdo (E2 Pds, n=6). O corante foi injetado imediatamente apos a desinsuflacdo do
baldo intra-adrtico. P ANOVA): AE =0,1475
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4.12 Avaliacéo do fluxo sanguineo pulmonar

Para ampliarmos as andlises previstas, foi realizada a avaliagdo do fluxo
sanguineo pulmonar em 5 diferentes areas de pulméao ao término das 4 h de reperfuséo.
Os resultados séo apresentados na Figura 12. N&o encontramos diferencgas significativas

entre 0S grupos.
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Figura 12: Avaliacdo do fluxo sanguineo pulmonar ao término das 4 h de reperfuséo por
sensor Laser Doppler (AD Instruments, EUA) em pulmdes de ratos submetidos a lesdo
de isquemia e reperfusao (I/R, n=5); ratos falso-operados (Sham, n=5); ratos tratados com
17B-estradiol (E2) 30 min antes da inducdo da lesdo de isquemia e reperfusdo (E2 Pré,
n=5) e de ratos tratados com 17B-estradiol 1 h apds o inicio da reperfuséo (E2 Pos, n=5).
Os dados sdo apresentados em média £ EPM de 5 animais por grupo, 5 medidas por
animal. P ANOVA: Elyxo = 0,7385
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4.13 Presenca e atividade de mieloperoxidase (MPO) no tecido

pulmonar

Com o objetivo de analisar de maneira mais especifica a presenca/ativacdo de
neutréfilos no tecido pulmonar, realizamos a analise da expressdo de mieloperoxidase,
além disso realizamos ensaios de atividade da enzima. Os resultados sdo apresentados na
Figura 13. Foi observado aumento tanto na presenca de neutréfilos nos pulmdes dos
animais I/R, quanto sua atividade. Observamos reducdo significativa no nimero de
neutrofilos nos pulmdes dos ratos do grupo E2 Pds e uma tendéncia de reducdo na sua

atividade. O tratamento com estradiol prévio (E2 Pré) ndo foi capaz de reduzir os

parametros.
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Figura 13: Expresséo e atividade de mieloperoxidase (MPO) no tecido pulmonar de ratos
submetidos a lesdo de isquemia e reperfusédo (I/R, n=8); ratos falso-operados (Sham, n=8);
ratos tratados com 17p-estradiol (E2) 30 min antes da inducdo da lesdo de isquemia e
reperfusdo (E2 Pré, n=8) e de ratos tratados com 17B-estradiol 1 h apo6s o inicio da
reperfusdo (E2 P6s, n=8). Os dados representam a média +EPM. P ANOVA:-Imyno=
0,0039: Atividade: 0,0255
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4.14 Expressdo génica de mediadores inflamatorios

Os resultados acerca da liberacdo local de mediadores inflamat6rios mostraram
que houve aumento de IL-1p e o tratamento foi capaz de reduzir sua concentragio (Figura
9). Ampliamos a avaliagdo quantificando a expressdo génica de mediadores inflamatérios
no tecido pulmonar. Os resultados sdo apresentados na Figura 14. Os dados apontam para
maior expressao génica de IL-1p no pulmao dos animais do grupo I/R em relagdo ao
grupo Sham, havendo um efeito do tratamento com estradiol, principalmente no
tratamento pds. Paralelamente, observamos aumento da expressdo génica do TNF-a no
grupo I/R, apesar desse fator ser um marcador de fase aguda, indicando, portanto, a
manutencdo de um perfil pré-inflamatério nos animais submetidos a oclusdo aortica

mesmo depois de 4 h.
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Figura 14: Expressdo génica de TNF-a, IL-6, IL-1B e IL-10 no tecido pulmonar de ratos
submetidos a lesdo de isquemia e reperfusédo (I/R, n=6); ratos falso-operados (Sham, n=6);
ratos tratados com 17-estradiol (E2) 30 min antes da inducéo da leséo de isquemia e
reperfusdo (E2 Pré, n=8) e de ratos tratados com 17p-estradiol 1 h apds o inicio da
reperfusdo (E2 P6s, n=8). Os dados sdo apresentados em mediana e 95% de intervalo de
confianga de 6-8 animais e sdo relativos a valores obtidos em animais ndo manipulados.
p (Kruskal-Wallis): TNF-g=0,1018; IL-6= 0,9391; IL-1p= 0,0608; IL-10=0,7290
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4.15 Expressdes génica e proteica das sintases do oxido nitrico e da

endotelina

Em seguida, apresentamos a avaliagdo da expressdo génica e proteica das sintases
de dxido nitrico (eNOS e iINOS) e da endotelina (ET) no tecido pulmonar. Estas enzimas
estdo ligadas ao processo inflamatorio pulmonar e a manutencdo do fluxo sanguineo e da
integridade da microcirculacdo pulmonar. Os dados sdo apresentados na Figura 15. Os
resultados mostraram que ha uma upregulation da expresséo de INOS em todos 0s grupos
em relacdo aos valores de referéncia obtidos com animais ndo manipulados. Em relacao
a eNOS, ndo observamos alteracfes significativas, mas em relacdo a endotelina, de
maneira similar a INOS, também observamos upregulation em todos os grupos estudados
em relacdo a referéncia.

Paralelamente a expressdo génica, avaliamos a expressdo proteica dessas enzimas
(INOS e eNOS) e da endotelina (ET) por imunohistoquimica. Os dados sdo apresentados
na Figura 16. Nao foram observadas diferengas nas expressoes proteicas de INOS e ET,
entretanto observamos tendéncia de reducéo na expressdo de eNOS nos vasos pulmonares
de ratos submetidos ao modelo de isquemia e reperfusdo aortica e houve aumento da

expressao dessa enzima nos vasos pulmonares dos animais do dois grupos tratados.
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Figura 15: Expressdo génica de eNOS, INOS e ET no tecido pulmonar de ratos
submetidos a lesdo de isquemia e reperfuséo (I/R, n=6); ratos falso-operados (Sham, n=6);
ratos tratados com 17B-estradiol (E2) 30 min antes da inducdo da lesdo de isquemia e
reperfusdo (E2 Pré, n=8) e de ratos tratados com 17B-estradiol 1 h apds o inicio da
reperfusdo (E2 P6s, n=8). Os dados séo apresentados em mediana e 95% de intervalo de
confianca de 6-8 animais e sdo relativos a valores obtidos em animais ndo manipulados.
p (Kruskal-Wallis): jNOS=0,0357; eNOS= 0,0973; ET=0,2372
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Figura 16: Expressdo proteica de iNOS, ET e eNOS no tecido pulmonar de ratos
submetidos a lesdo de isquemia e reperfusdo (I/R, n=5); ratos falso-operados (Sham, n=5);
ratos tratados com 17-estradiol (E2) 30 min antes da inducéo da lesdo de isquemia e
reperfusdo (E2 Pré, n=5) e de ratos tratados com 17B-estradiol 1 h apo6s o inicio da
reperfusdo (E2 P6s, n=5). Os dados sdo apresentados em média + EPM de 5 animais por
grupo, 2 cortes por animal e 5 imagens analisadas por corte. As fotomicrografias sdo
representativas do resultado da analise de eNOS. P (ANOVA: iNOS= 0,9848: ET=0,2873
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4.16 Expressdes génica e proteica das moléculas de adesdo endotelial

Com o objetivo de entender os mecanismos modulados pelo tratamento com
estradiol para a reducdo da mobilizagdo celular, investigamos a expressdo génica e
proteica pulmonar das moléculas de adeséo endotelial ICAM-1 e VCAM. Os resultados
sdo apresentados nas Figuras 17 e 18. Em relacdo a expressdo génica, ha uma tendéncia
de aumento da expressdo do gene da ICAM-1 no pulméo do grupo I/R e ha reducédo
significativa no grupo tratado com estradiol 30 min antes da isquemia (E2 Pré) (Figura
17). Em relagéo a expressao proteica de ICAM-1 observamos que ha aumento no grupo
I/R em relacdo ao Sham e uma tendéncia de reducgé@o nos grupos tratados (Figura 18).

A expressdo de VCAM também aumentou apos a I/R, porém ndo observamos

efeitos dos tratamentos (Figura 18)
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Figura 17: Expressdao génica de ICAM-1 e VCAM no tecido pulmonar de ratos
submetidos a lesdo de isquemia e reperfusédo (I/R, n=8); ratos falso-operados (Sham, n=8);
ratos tratados com 17B-estradiol (E2) 30 min antes da inducdo da lesdo de isquemia e
reperfusdo (E2 Pré, n=8) e de ratos tratados com 17p-estradiol 1 h apds o inicio da
reperfusdo (E2 Pos, n=8). Os dados sdo apresentados em mediana e 95% de intervalo de
confianca de 6-8 animais e sdo relativos a valores obtidos em animais ndo manipulados.
p (Kruskal-wallis): |cAM= 0,0961: VCAM= 0,6137
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Figura 18: Expressdo proteica de ICAM-1 e VCAM no tecido pulmonar de ratos
submetidos a lesdo de isquemia e reperfusédo (I/R, n=8); ratos falso-operados (Sham, n=8);
ratos tratados com 17p-estradiol (E2) 30 min antes da inducdo da lesdo de isquemia e
reperfusdo (E2 Pré, n=8) e de ratos tratados com 17f-estradiol 1 h apo6s o inicio da
reperfusdo (E2 Pds, n=8). Os dados sdo apresentados como mediat EPM de 5 animais
por grupo, 2 cortes por animal e 5 imagens por corte. P ANOVA):  |CAM = 0,0389:
VCAM =0,0031

4.17 Expressao dos receptores de estradiol

O tratamento com estradiol depende de sua interagdo com seus receptores
especificos, logo foi quantificada a expressao destes receptores (ER-a, ER-f3 ¢ GPER)
para observar se haveria alteracdo de sua presenca a partir da administracdo de doses
suprafisiologicas do horménio. N&o encontramos diferencas significativas na
expressdo dos receptores de estradiol no tecido pulmonar nos grupos estudados,

tratados ou ndo (Figura 19). Estes dados indicam que em ratos machos, ndao houve
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influéncia da I/R na expressdo dos receptores de estradiol e mesmo apds o tratamento

0S niveis se mantem estaveis.
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Figura 19: Expressdo proteica de dos receptores de estradiol ER-a, ER-B ¢ GPER no
tecido pulmonar de ratos submetidos a lesdo de isquemia e reperfusdo (I/R, n=5); ratos
falso-operados (Sham, n=5); ratos tratados com 17B-estradiol (E2) 30 min antes da
inducdo da lesdo de isquemia e reperfusdo (E2 Pré, n=5) e de ratos tratados com 17f-
estradiol 1 h apds o inicio da reperfusdo (E2 Pds, n=5). Os dados sdo apresentados em
média £ EPM de 5 animais por grupo, 2 cortes por animal e 5 imagens analisadas por
corte. P ANOVA): ER-0=0,3009: ER-B =0,1938: GPER = 0,5154

4.18 EXxpressdo génica e proteica da metaloproteinase-9 (MMP-9)

Visando ampliar a compreensdo dos mecanismos que compdem 0 processo de
inflamacédo pulmonar nesse modelo, avaliamos a expressao génica e proteica da MMP-9.
Os dados indicaram que ha upregulation na expressdo génica pulmonar de MMP-9 em
todos os grupos em relacdo a referéncia (ratos ndo manipulados) (Figura 20) e que ha
aumento da expresséo proteica nos ratos do grupo I/R (Figura 21). Os dois grupos tratados
apresentaram reducdo da expressao proteica de MMP-9 nos pulmdes, indicando possivel

acdo do estradiol na regulacdo dessa enzima.
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Figura 20: Expresséo génica de MMP-9 no tecido pulmonar de ratos submetidos a lesao
de isquemia e reperfusdo (I/R, n=6); ratos falso-operados (Sham, n=6); ratos tratados com
17p-estradiol (E2) 30 min antes da inducdo da lesdo de isquemia e reperfusdo (E2 Pré,
n=7) e de ratos tratados com 17B-estradiol 1 h apds o inicio da reperfuséo (E2 Pos, n=8).
Os dados sdo apresentados em mediana e 95% de intervalo de confianga de 6-8 animais
e sdo relativos a valores obtidos em animais ndo manipulados. P (Kruska-wallis)- pNP-Q =
0,5491
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Figura 21: Expressdo proteica de MMP-9 no tecido pulmonar de ratos submetidos a lesdo
de isquemia e reperfusao (I/R, n=5); ratos falso-operados (Sham, n=5); ratos tratados com
17B-estradiol (E2) 30 min antes da indugdo da lesdo de isquemia e reperfusdo (E2 Pré,
n=5) e de ratos tratados com 17p-estradiol 1 h apds o inicio da reperfusdo (E2 Pos, n=5).
Os dados sdo apresentados em médiat EPM de 5 animais. P ANOVA): 0,0229
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5 DISCUSSAO

Dados da Organizacdo mundial de salde demonstram que as doengas
cardiovasculares (DCVs), sdo a causa mais frequente de morte em todo o mundo e que
aproximadamente 17,9 milhGes de pessoas morreram de DCV em 2019, representando
32% de todas as mortes globalmente. (World Health Organization, 2021). O termo DCV
abrange uma série de condicdes, das quais a doenca arterial coronariana (DAC) e o
acidente vascular cerebral sdo as mais comuns, com prevaléncia global de 154 e 80
milhdes de pessoas, respectivamente, e juntas respondem por 85% das mortes por DCV.
(GBD, 2016). Apesar do grande nimero de estudos investigando os efeitos da privacéo
do suprimento sanguineo tecidual e suas consequéncias funcionais, as doencas
cardiovasculares iniciadas por isquemia tecidual local ou sistémica mantem-se ainda
como uma das maiores causas de morte nos Estados Unidos e na Europa (Carden, 2000).
Vaérios estudos (Breithaupt-Faloppa et al, 2009; Girn et al, 2007; Turnage et al ,1994),
entretanto, evidenciaram que a reperfusdo apds um periodo de isquemia pode colocar os
orgaos isquémicos em risco de necrose celular adicional e limitar a recuperacdo da
funcdo, trazendo assim um conceito de letalidade para a restauracdo do fluxo sanguineo
caracteristico da sindrome de isquemia e reperfusdo (I/R). Estudos mostraram que a
sindrome de isquemia e reperfusdo € de natureza predominantemente inflamatoria e é
caracterizada pelo acumulo de neutr6filos pulmonares e aumento do vazamento
microvascular (Carden et al, 2000; Eltzschig et al, 2005; Yang et al, 2007). Essa disfungéo

microvascular induzida por I/R é atualmente um problema sério encontrado durante uma
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variedade de procedimentos meédicos e cirdrgicos, afinal, ndo existe um agente
terapéutico especifico para lesdo de I/R.

No estudo atual, abordamos os efeitos anti-inflamatorios do estradiol na leséo de
isquemia e reperfusdo pulmonar causada por um modelo de oclusdo adrtica. Neste
modelo o pulm&o ndo é afetado diretamente pela isquemia, as repercussées pulmonares
sdo decorrentes da disseminacdo sistémica de produtos toxicos durante a reperfusao.
Nossos resultados apontam para a ativacdo de uma resposta inflamatdria pulmonar,
caracterizada principalmente por infiltracdo leucocitaria com aumento da atividade de
MPO, maior adesdo de moléculas endoteliais e expressdo de MMP-9, liberacdo pulmonar
local da citocina IL-1P e diminuig¢do da expressao de eNOS.

Visto por uma perspectiva de profilaxia , o estradiol j& foi utilizado em alguns
estudos do nosso grupo previamente ao insulto isquémico; esses estudos conseguiram
demonstrar resultados positivos, conseguindo reduzir a lesdo de isquemia/reperfusdo nos
pulmdes, normalizando a resposta plaquetaria e mantendo a integridade intestinal apos
lesdo de isquemia e reperfusdo induzida por ocluséo adrtica, inclusive evitando eventos
fatais no grupo tratado com estradiol ( Anunciacdo et al., 2022; Rocha de Sousa et al.,
2018; Sobral et al., 2021). E importante ressaltar que sdo poucos os trabalhos que
utilizam o estradiol em uma perspectiva terapéutica (ap06s o insulto isquémico). Em um
trabalho recente, Ricardo-da-Silva et al (2021), utilizando modelo de oclusdo da artéria
mesentérica superior e tratando os animais com dose Unica de estradiol trinta minutos
apos a inducdo isquémica, conseguiram demonstrar que o tratamento com estradiol
melhorou a motilidade, reduziu a permeabilidade intestinal e aumentou a expressao de
eNOS e ET, apontando assim para resultados favordveis com o tratamento pés-
isquémico. Em um outro trabalho experimental, Terrell et al (2007), utilizando um

modelo de I/R miocérdica global seguida por infusdo pds-isquémica de 17p-estradiol,
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demonstraram que uma infusdo na concentracdo de 1 nM ou 10 nM diminui a disfuncéo
miocardica em ratos machos apés lesdo I/R. Em nosso estudo, utilizamos o horménio
estradiol tanto em uma perspectiva profilatica como na terapéutica, (pré e pos isquemia),
em grupos separados. De forma global, os dois tratamentos foram capazes nas diversas
analises, de amenizar os efeitos deletérios causados pelo processo de I/R. Em destaque,
0 grupo E2 pés foi capaz de diminuir a mobilizacdo leucocitaria, assim como a expressao
da enzima mieloperoxidase, mostrando reducdo na presenca de neutrdfilos. Foi ainda
efetivo na diminuicdo da agregacdo plaquetaria e manutencdo do nimero de plaquetas,
além de reduzir de forma significante a quimiocina CINC-1 sérica.

A mobilizacéo e ativacdo de células polimorfonucleares desempenham um papel
fundamental no desenvolvimento da lesdo de I/R. A isquemia visceral prolongada como
consequéncia do pingamento adrtico ndo so resulta em ativacdo de neutréfilos e expressdo
de moléculas de adesdo, mas também resulta em aumento da mortalidade por faléncia
multipla de o6rgdos (Foulds et al, 1998). Os leucdcitos expostos ao tecido isquémico
podem reentrar na circulacdo sistémica em um estado ativado apds a reperfuséo. Esses
neutrofilos ativados foram implicados como mediadores de lesdo de 6rgdo remoto
induzida por I/R (Carden et al., 1993; Carden et al., 1998; Xiao et al., 1997). No estudo
atual, investigamos a mobilizacdo de leucdcitos nos compartimentos sanguineo,
pulmonar e das vias aéreas. A analise sanguinea mostrou aumento de granulécitos no
grupo I/R em relacdo ao Sham e o tratamento reduziu o influxo de células. O tratamento
com estradiol pds isquemia, conseguiu reduzir a presenca de granuldcitos no parénquima
pulmonar e reduzir o influxo de leucocitos para as vias aéreas. Nesse contexto, com o
intuito de compreender a migragdo celular para o tecido pulmonar, a avaliagdo da
expressao da proteina ICAM-1 aponta para efeito do estradiol modulando sua expressao.

ICAM-1 é uma glicoproteina de superficie celular expressa em um baixo nivel basal em
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celulas imunes, endoteliais e epiteliais, mas é regulada positivamente em resposta a
estimulacdo inflamatoria. (Hubbard AK et al., 2000). Estudos anteriores apontam para
relacdo entre o estradiol e a regulacdo da expressdo da proteina ICAM-1. Breithaupt-
Faloppa et al (2014), demonstraram, em um modelo de I/R por oclusdo da artéria
mesentérica, que o tratamento com estradiol conseguiu reduzir a expressao de ICAM-1,
quando comparado aos grupos isquémicos. Em um trabalho que relacionou os efeitos da
morte cerebral com a inflamagdo pulmonar, Ricardo-da-Silva et al (2021), observaram
que a expressdo génica de ICAM-1 foi significativamente aumentada pela morte cerebral
quando comparada com o grupo sham, o tratamento com E2 diminuiu a expressdo génica
de ICAM nos grupos tratados. Em nosso estudo notamos a elevagcdo da expressao da
ICAM-1 no grupo I/R, quando comparado ao Sham, e uma redugédo no grupo tratado com
estradiol. Esses dados séo relevantes na medida em que sabemos que as moléculas de
adesdo sdo reguladores criticos da funcéo celular, integridade tecidual e homeostase.
Essas moléculas ndo apenas medeiam as interacdes célula a célula, mas através da
associacdo com o citoesqueleto celular e outras proteinas desencadeiam eventos de
sinalizacdo intracelular em resposta a sinais especificos e locais (Harjunpaa et al, 2019;
Cavallaro et al ,2011).

A mieloperoxidase (MPO), uma enzima secretada por neutrofilos ativados, pode
gerar espécies reativas de oxigénio para causar dano tecidual. E o componente mais
abundante de granulos azurofilicos em neutréfilos e tem sido frequentemente usado como
marcador histopatolégico para neutrofilos (Rausch et al., 1978; Breckwoldt et al., 2008).
O processo de I/R levou a um aumento tanto na presenca de neutr6filos nos pulmdes de
animais I/R quanto na sua atividade. O E2 foi capaz de reduzir significativamente o
namero de neutrofilos nos pulmbes e houve uma tendéncia a reducdo da atividade de

MPO em ambos os grupos tratados. Haegens et al (2009), em um trabalho experimental
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com camundongos, sugerem que a MPO desempenha papel chave no desenvolvimento
da neutrofilia pulmonar e contribui indiretamente para a produgdo de quimiocinas e
citocinas que modulam processos inflamatérios.

Embora frequentemente avaliados em separado, a coagulagéo e a inflamacéo séo
sistemas bioldgicos altamente integrados e delicadamente equilibrados, com extenso
cruzamento de fatores, 0 que otimiza a resposta do organismo a lesdes e invasao por
patégenos. Com o surgimento da vida multicelular, surgiu uma maior necessidade de
protecdo contra a invasao de patdgenos e, portanto, a rapida evolucdo do sistema
imunologico. O sistema de coagulacdo desenvolveu-se a partir de um sistema
imunologico inato precoce, com serina proteases sanguineas divergindo de proteases
semelhantes ao complemento (Delvaeye and Conway, 2009). A coagulacdo age
imediatamente, com a via intrinseca ou extrinseca ativando uma cascata de protease que
leva a rapida ativacdo da trombina, deposicdo de fibrina e ativacdo plagquetaria, levando
a hemostasia. A imunidade inata é mais lenta e normalmente requer a deteccao de padrdes
moleculares associados a patdgenos para ativar citocinas apicais, como a interleucina-1
(IL-1), para direcionar a inflamacdo e subsequente imunidade adaptativa (Dinarello,
2009). A inflamacdo induz o fator tecidual para promover a coagulacdo, enquanto a
trombina induz a inflamacdo por meio da clivagem dos receptores ativados por protease
(PARs) (Delvaeye and Conway, 2009). Essa cinética mais lenta pode permitir que 0s
micrdbios proliferem dentro, por exemplo, de uma ferida. Sobral et al (2021), em um
estudo anterior do nosso grupo, apontaram alteraces na coagulacdo de animais
submetidos a I/R adrtica. Ratos submetidos ao modelo de I/R adrtico e mantidos por 2
horas em reperfusdo apresentaram agregacgéo plaquetéria aumentada quando comparados
ao grupo Sham e o tratamento prévio com estradiol foi capaz de normalizar a resposta

plaquetéria. Em nosso estudo atual, os dados obtidos com animais submetidos ao mesmo
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modelo, mas mantidos por 4 h em reperfusdo, mostraram que houve, ao longo do tempo,
normalizacdo da resposta agregante das plaquetas (efeito este representado pelo
comportamento do grupo E2 pré) e, que o estradiol parece ter um efeito agudo
antiagregante, como podemos observar nos animais do grupo E2 p6s. Foram vistas
também reducdo no numero de plaquetas circulantes em todos 0s grupos e reducao
significativa do nimero de plaquetas no plasma rico em plaquetas dos animais do grupo
I/R. O grupo E2 pos apresenta valores semelhantes ao grupo controle, indicando agéo do
tratamento no numero de plaquetas.

Um aspecto importante dos efeitos do estradiol é sua capacidade de mediar a
geracdo de NO (Townsend et al., 2011). Tem sido sugerido que o recrutamento de
neutrofilos e o aumento da permeabilidade microvascular observada apés I/R intestinal
podem ser mediados pelo NO (Ward et al., 2000; Breithaupt-Faloppa et al., 2013). O
oxido nitrico produzido pela eNOS, a isoforma constitutivamente expressa
principalmente nas células endoteliais, contribui para a regulacdo do tdnus vascular,
distribuicdo do fluxo sanguineo nos &rgdos, inibicdo da agregacdo plaquetéria,
leucocitaria, preservacdo da permeabilidade endotelial e atenuacdo da infiltracéo
leucocitaria (Moncada et al., 1991). Sabe-se que 0s estrogénios exercem importantes
efeitos vasoativos pela ativacdo da sintase do 6xido nitrico endotelial (eNOS), bem como
a modulacdo de substancias vasoativas liberadas das células endoteliais ou o efeito direto
de vasodilatacdo através do relaxamento das células do musculo liso (Chambliss et al,
1992; Novella et al., 2012). Breithaupt-Faloppa et al (2013), demonstraram que E2 é
capaz de reduzir o processo inflamatério pulmonar apés I/R intestinal e exerce esses
efeitos modulando a expressdo da proteina eNOS nos pulmdes. Em nosso estudo,
observamos reducdo na expressdo da eNOS nos vasos pulmonares de ratos submetidos

ao modelo de isquemia e reperfusdo adrtica e houve aumento da expressdo desta enzima
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nos vasos pulmonares dos animais dos grupos tratados. Podemos sugerir que a liberacéo
local de NO pela eNOS poderia favorecer a manutencdo da integridade vascular e,
portanto, que o tratamento com estradiol favorece a microcirculagdo pulmonar e sua
homeostase. O endotélio microvascular pulmonar ¢ um 6rgdo metabolicamente ativo
essencial para manter a homeostase pulmonar (Orfanos et al., 2004). Além disso, as
células endoteliais ativadas podem sintetizar varias citocinas e quimiocinas e promover a
inflamacdo das vias aéreas, possivelmente aumentando a gravidade da lesdo pulmonar.

A IL-1B é uma citocina pro-inflamatoria que atua ativando as células e a sintese
de outras citocinas e quimiocinas, além de induzir a expressdo de moléculas de adeséo
nas ceélulas endoteliais, facilitando, assim o recrutamento de células inflamatorias
(Dinarello, 2000). Paralelamente, esta citocina € importante para ativar e recrutar
neutrofilos para o tecido lesionado (EI Eter et al., 2007). Outros estudos mostram que 0s
niveis séricos de IL-1p estdo elevados em ratos submetidos a I/R intestinal (Cavriani et
al., 2007; Guzman et al.,2013; Hato et al., 2001; Narita et al., 2004), e que a neutralizagdo
da IL-1p circulante reduz hiporreatividade bronquica induzida pela I/R intestinal (Coelho
et al., 2007). A IL-1P pode afetar a permeabilidade endotelial ¢ levar a um aumento na
exsudacdo de proteinas secretadas da circulacéo para os tecidos das vias aéreas (Sedgwick
et al., 2002). Nossos dados evidenciaram aumento da permeabilidade vascular pulmonar
induzida pela I/R e os tratamentos reduziram esse efeito. E importante ressaltar a acdo do
estradiol na redugdo dos niveis de IL-18 em modelos de inflamagdo experimental
(Cuzzocrea et al., 2001; Esposito et al., 2005; Speyer et al., 2005).

O processo inflamatorio pulmonar é resultado da convergéncia e da interacdo de
inimeros elementos, parte dos quais analisamos neste estudo. Dentre os elementos que
modulam o processo estdo as metaloproteinases, que séo enzimas que envolvidas na

adesdo e migracao de neutréfilos, modulando a matriz extracelular e removendo barreiras
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como a membrana basal (Chakraborty et al., 2012). A MMP-9 esta localizada nos
granulos terciarios dos neutrofilos (Kjeldsen et al., 1992). O estradiol teria a capacidade
de interferir na secre¢cdo de MMP-9 em neutrofilos, modulando assim sua agdo (Fedorova
et al., 2018). Em nosso estudo, a avaliacdo da expressdo proteica de MMP-9 foi
aumentada no grupo isquémico, com reducdo nos grupos tratados, apontando assim para

um possivel papel modulador do estradiol.
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6 CONCLUSAO

Finalmente, apesar de varios adjuntos cirurgicos e intervengdes farmacoldgicas,
a auséncia de um método realmente eficaz para prevenir/tratar lesdo de I/R, continua
sendo um desafio para os cirurgides. De fato, os resultados aqui obtidos demonstraram
que o tratamento com estradiol, conseguiu modular os componentes da resposta
inflamatdria, reduzindo a expressdao de MPO, IL-1p, MMP-9 e aumentando a expressao
vascular pulmonar de eNOS, assim como restaurando a agregac¢do plaquetaria. Sendo
assim, este estudo pode ser considerado mais um passo para 0 uso do E2 para
prevenir/reduzir a resposta inflamatdria apds pincamento da aorta toracica descendente.

Quando analisados em sua totalidade nossos dados apontam que o 17p-estradiol
pode ser uma abordagem complementar para lidar com o processo sistémico e a

deterioracdo pulmonar.
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caused by i ia and reperfusion (I/R) due to aortic occlusion, the
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lungs can exhibit increased microvascular permeability, local release of pro-inflammatory mediators, and
leukocyte infiltration. Lung tissue infiltration by activated neutrophils is followed by acute respiratory distress
syndrome, which is linked to acute pulmonary microvascular damage, high mortality rates, and organ
dysfunction. Previous studies have demonstrated that female sex hormones modulate the infl 'y resp
and that prophylactic treatment with 17p-estradiol (E2) can prevent fatalities and preserve mesenteric perfusion
and intestinal integrity after ischemia/reperfusion induced by aortic occlusion. In this study, we focused on the
protective effects of estradiol after aortic ischemia/reperfusion by evaluating lung injury and endothelial al-
Upon hesia and | ventilation, male rats were subjected to aortic occlusion for 20 min,
followed by 2 h of reperfusion. In parallel, one group of rats received a single injection of estradiol (280 pg/kg, i.
v.) 30 min before ischemia. We observed increased serum concentrations of IL-1p, IL-6 and IL-10 in the I/R rats
and E2 was able to reduce them. E2 effects after 2 h of reperfusion resulted mainly in decreasing of edema, iNOS
expression and preventing leukocyte infiltration. Overall, our data indicate that estradiol might be a supple-

h

mentary approach to deal with systemic processes and lung deterioration.

1. Introduction

Acute ischemia is a life-threatening condition that can lead to
morbidity and mortality. The damaging process results in widespread
inflammation and multi-organ disfunction, once the necessary restau-
ration of blood flow (reperfusion) disseminates the inflammatory cyto-
kines and toxic products generated, aggravating the problem caused by
ischemia [1,2]. Aortic clamping is a surgical maneuver that can result in
acute inflammatory activation due to broad ischemia induction, which is
associated with systemic inflammatory response syndrome and organ
dysfunction [3,4]. As a result of inflammatory mediators release and an
increase in hydrostatic microvascular pressure, pulmonary microvas-
cular permeability is higher, resulting in pulmonary edema [5]. Acute
lung inflammation is characterized by increased microvascular

permeability, the local release of proinflammatory mediators, and
leukocyte infiltration. Lung tissue infiltration by activated neutrophils is
followed by acute respiratory distress syndrome, which is linked to acute
pulmonary microvascular damage and high mortality rates [6]. After
ischemia/reperfusion, the inflammatory lung response persists for a long
period and is characterized by the release of proinflammatory mediators
and danger signals [7].

Previous studies have demonstrated that female sex hormones
modul the infl ry response, showing that females have a
better inflammatory response, which is more effective than that in males
[8,9]. In addition to cardiovascular effects, 17p-estradiol (E2) has
immunomodulatory properties that reduce septic and ischemia/reper-
fusion (I/R) injury [10,11]. In the context of the lungs, 17f-estradiol
attenuates tissue damage caused by various forms of acute lung injury.
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Besides, the prophylactic treatment with 17p-estradiol can prevent fa-
talities and preserve mesenteric perfusion and intestinal integrity after
ischemia/reperfusion induced by aortic occlusion [12]. Therefore, the
present study has focused on the protective effects of estradiol after
aortic ischemia/reperfusion by evaluating lung injury and endothelial
alterations.

2. Materials and methods
2.1. Animals

Male Wistar rats (250-350 g; 8-week-old; n = 24) were obtained
from our animal facility. The rats were maintained (12:12-h light-dark
cycle, 21 + 2 °C) with free access to food and water. The Animal Subject
Committee of Sao Paulo University Medical School approved the
experimental protocol (SDC 4444/16/110). All rats received humane
care in compliance with the “Principles of Laboratory Animal Care”
formulated by the National Society for Medical Research and the “Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals,” as prepared by the Institute
of Laboratory Animal Resources and published by the National Institute
of Health (NIH Publication No. 86-23, revised 1996).

The animals were randomized into three groups: sham (n = 8), were
subjected to surgery without inducing I/R injury; 2) IR (n = 8), were
subjected to ischemia of the left descending aorta for 20 min with 120
min of reperfusion; 3) E2 (n = 8), were treated with 17-estradiol (280
pg/kg, intravenous) 30 min prior to aortic occlusion and induced
ischemia induction. Ischemia had been induced for 20 min, through the
occlusion of the left descending aorta with 120 min of reperfusion.

2.2. Ischemia/reperfusion model

Anesthesia was induced with 5% isoflurane in a closed chamber. Rats

were intubated and were kept on 2% isoflurane, while being mechani-
cally ventilated with a volume control ventilator (Harvard Apparatus,
Inc., Holliston, MA, USA) with a tidal volume of 10 ml/kg, a frequency of
70 breaths/min. A catheter for proximal arterial pressure was inserted
into the left common carotid toward the skull, and a second catheter was
inserted into the caudal ventral artery for distal arterial pressure mea-
surement. Measurements were performed throughout the experimental
period.
Aortic ischemia was established following the model used by Rocha
de Sousa et al. (2018) [12]. Briefly, a Fogarty 2F catheter was inserted
into the left common carotid, reaching the descending aorta in the left
common artery ostium, which also allowed the occlusion of an impor-
tant collateral circulation vessel, the subclavian left artery. When in
position, the catheter was fully inflated (saline solution, 90 + 10 pL),
thus occluding the aorta. Ischemia was confirmed by observing the mean
distal arterial pressure at ~ 10 mmHg and was maintained for 20 min,
followed by 120 min of reperfusion. During reperfusion, the animals
received 0.9% saline solution as a volume replacement at 20 ml/kg/h.
Animals were euthanized by exsanguination via the abdominal aorta,
and blood and lung tissue samples were collected. During the experi-
mental period, animal gas exhalation (O, and CO3) was quantified and
recorded (Respiratory Gas Analysis, ADInstruments, USA).

2.3. White blood cells and platelet counts

Blood samples (20 uL) were collected, and white blood cells (WBCs)
and platelet counts were obtained at baseline (initial; before surgery
manipulation) and following the experiment (final: 120 min). The
samples were analyzed using an automatic hematology analyzer
(Mindray BCE 2800 Vet, Shenzhen, China).

International Immunopharmacology 113 (2022) 109311

2.4. Quantifying serum and lung tissue inflammatory mediators and
serum estradiol

Blood samples were collected from abdominal aorta at the end of
reperfusion period. Lung fragments were weighed and dissociated in
PBS (gentleMACS Dissociator, Miltenyi Biotec, Germany). The serum
and the lung tissue supernatants were stored at —80 °C for analysis. An
additional lung tissue sample was weighed and left in an oven to dry for
24 h, for posterior dry weight measurement.

Concentrations of interleukins (IL-1p, IL-6, IL-10, and TNF-x) were
quantified in serum aliquots and lung tissue homogenates supernatants
using ELISA kits (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), in accordance
with the manufacturer’s instructions. The concentration values in serum
were expressed as pg/ml, and in lung homogenates as total protein levels
(pg/mg).

Serum E2 concentrations were quantified using an ELISA kit
(Cayman Chemical Company, USA) following the manufacturer’s pro-
tocols. The concentration values in serum were expressed as pg/ml.

2.5. Bronchoalveolar lavage and bone marrow cell counts

Animals were intubated during I/R. After euthanasia, bron-
choalveolar lavage (BAL) fluid was obtained by flushing the lungs with
DMEN (10 ml). After centrifugation (200 x g for 10 min at 15 °C), the
resulting cell pellet was resuspended in PBS (1 ml). The samples were
analyzed by an automatic hematology analyzer (Mindray BCE 2800 Vet,
Shenzhen, China).

Bone marrow cells were harvested by flushing the femur cavity with
10 ml of phosphate-buffered saline (PBS). After centrifugation at 500 x
g for 10 min, the cells were resuspended in a final volume of 1 ml PBS.
Total cell counts were determined using the hematology analyzer.

2.6. Histopathological analyses

The lungs were collected, fixed in formalin, and embedded in
paraffin. Samples were cut into 4-mm sections and stained with hema-
toxylin and eosin (H&E). The parameters investigated were leukocyte
infiltration and edema. Two researchers, blinded for the study groups,
performed the analyses using the NIS-Elements-BR (Nikon) software.

2.7. Expression of endothelial adhesion molecules, endothelial nitric oxide
synthase, and endothelin-1

The left lung was immersed in hexane under liquid nitrogen and
stored at -80 °C. Serial sections of 8 pm were placed on organosilane-
coated glass slides (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) and fixed
in cold acetone for 10 min. To evaluate protein expression, immuno-
histochemical analyses were conducted. The slides were washed with
TRIS-saline-tween buffer solution (TBS-T), followed by the blocking of
nonspecific sites with an albumin-rich solution. For endothelial nitric
oxide synthase (eNOS), inducible nitric oxide synthase (iNOS), and
endothelin-1 (ET-1) immunodetection, primary rabbit antibodies
(Abcam, Boston, MA, USA) were diluted 1:100 in TBS-T containing 1%
BSA. After rinsing in TBS-T, the sections were incubated with secondary
FITC- or TRICT-conjugated anti-rabbit antibodies (1:200; Abcam) for 2 h
at 37 °C. Negative control samples were incubated in the absence of
primary antibodies. Images were acquired with a DS-Ril digital camera
(Nikon, Tokyo, Japan) coupled with a fluorescence microscope (Nikon)
and then analyzed using the NIS-Elements-BR (Nikon) software.

2.8. Gene expression

To evaluate gene expression, real-time PCR was performed using a
Step One Plus device (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Lung
tissue RNA was extracted using a commercial kit (Mirvana; Ambion,
Waltham, MA, USA). ¢cDNA was transcribed using a high-capacity
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Table 1

Estradiol serum concentration.
(pg/mL) sham I/R E2 P Anova
Estradiol 79.58 + 26.61 128.1 + 45.02 2188 + 268.5* <0.0001

Data expressed as mean + SEM (n = 8). P < 0.0001 in relation to other groups.

reverse-transcriptase kit (Applied Biosystems, USA), and real-time PCR
was performed. The cycling conditions were: 2 min at 50 °C, 10 min at
95 °C, 40 cycles of 15 s at 95 °C, and 1 min at 60 °C. The following
TaqMan® primers were used: GAPDH (Rn01775763_gl1*), f-actin
(Rn00667869_m1*), eNOS (Rn02132634.s1*), endothelin 1
(Rn00561129_m1*), iNOS (Rn00561646_m1*), IL-1p (SYBR®Green, RN
IL-1B fw 5-CAGCAATGGTCGGGACATAGTT-3 and RN IL-1B rv 5-
GCATTAGGAATAGTGCAGCCATCT-3), IL-10 (SYBR®Green, RN IL-10
fw 5-GCAACAGCTCAGCGCATCT-3 and RN IL-10 rv 5-ACAAACTGGT-
CACAGCTTTCGA-3), IL-6 (SYBR®Green, RN IL-6 fw 5-CCAACTTC-
CAATGCTCTCCTAATG-3 and RN IL-6 v 5-
TTCAAGTGCTTTCAAGAGTTGGAT-3), and TNF-a (SYBR®Green, RN
TNF-a fw 5-AGGCTGTCGCTACATCACTGAA-3 and RN TNF-a rv 5-
TGACCCGTAGGGCGATTACA-3).

113 (2022) 109311
2.9. Statistical analysis

All data are presented as mean + standard error of the mean (SEM)
or as median and interquartile interval. Data were analyzed using
analysis of variance (ANOVA), followed by the two-stage linear step-up
procedure of Benjamini, Krieger, and Yekutieli. Non-normally distrib-
uted data were analyzed using the Kruskal-Wallis test, followed by a
post-hoc Dunn multiple comparison test. Statistical analyses were per-
formed using GraphPad Prism software v.9.1.

3. Results

Estradiol treatment (280 pg/kg) increased E2 serum concentration
measured following the experiments. Treated group had higher E2
concentration compared to other groups (Table 1).

3.1. Exhaled O, and CO, in rats submitted to ischemia and reperfusion

Asillustrated in Fig. 1, there was a decrease in O, and CO, exhalation
during ischemia in all groups compared to the sham group. The reduc-
tion in the exhaled volume of CO; was more pronounced and longer than
that of O,. After perfusion reestablishment, the exhalation of gases was
normalized.

Exhaled O,
Y %
92 :
90
B
88
86
84 T T T T i L T T T T 1
N ) ) K o © P & > & \,g: &
(min)
-e- Sham
Exhaled CO, = IR
- E2
k’_____—li
2'5 1 l l Ll Ll J L 1 1 1 Ll 1
0 5 10 15 20 2525 50 75 100 125 150
(min)

Fig. 1. Gas exhalation. Exhaled O, and CO, during the whole experimental period. Groups: sham (no I/R injury), IR (I/R injury), and E2 (I/R injury treated with

17p-estradiol) (n = 8 per group). Data are presented as mean + SEM. *p < 0.05.

3
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Table 2

total and differential number of circulating leukocytes and platelet counts. The
data was represented by mean =+ standard error. * p < 0.05 in comparison with
respective Basal numbers..

Leukogram (cells/mm®)

WBC Lymphocytes Granulocytes Monocytes Platelets

Sham

Basal  14066.6 9200 + 737 42222 + 644.4 = 966.3 +
+ 1421 714.2 97.34 54.26

Final 31266.6 14778 + 14388 + 2100 = 915.3 +
+ 4641* 2748 2688.5* 417 116.6

IR

Basal 11760 = 8020 = 636.4 3270 £4353 470 = 1044.6
1004 68.39 + 153.5

Final 25479 + 10950 + 14640 + 1590 + 1042.8
3401.4* 1861 2964* 411.6* +164.3

E2

Basal 12936.3 8754.5 £ 769  3654.5 = 527.2 1180.6
+ 1214 450.7 75.18 +151.2

Final 26020 = 13860 + 10700 + 1460 + 974.4 +
3019.3* 3297.0 2063.4* 159.3* 1825

3.2. White blood cell and platelet counts

The numbers of circulating leukocytes are presented in Table 2. All
groups presented an increase in total WBC counts at the end of the
experimental period, compared to the initial values. Differential analysis

B
A
200
00316
r ;00881 -
- | —| 2 E
'E 20 Eg
2% £ = 100
.2 £z
% 2%
Sham
Fig. 2. Quantification of b hoalveol
by an ic h ! 1
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indicated that this increase was mainly characterized by granulocytes
and monocytes. No significant differences were observed between the
groups. In relation to platelet numbers, all groups presented similar
values over time and did not differ.

3.3. Broncho alveolar lavage cell quantification and bone marrow total
counts

Fig. 2A shows that I/R led to an increased influx of leukocytes into
the alveolar space, which was not observed in the estradiol-treated
group. The protein levels in the BAL did not vary among the groups
(data not shown). Regarding bone marrow cell content, the results did
not indicate differences among the groups in the cellular content of the
femoral cavity (Fig. 2B). In parallel to these analyses, the lung wet/dry
ratio was calculated in the lung samples, and the results are shown in
Fig. 2C. There was an increase in the wet/dry ratio in the I/R group,
indicating edema formation in the lungs, and E2 treatment prevented
this liquid accumulation.

3.4. Effects of aortic I/R on lung leukocyte infiltration and edema

Histopathological analysis of the lungs is shown in Fig. 3. There was
an increase in the number of leukocytes in the lung parenchyma of an-
imals subjected to I/R, -and estradiol treatment did prevent this in-
crease. In addition, lung tissue from E2-treated rats showed a decrease in

C o
wwn

Lung tissue
(wet/dry ratio)

IR E2

lavage (BAL) (A), bone marrow total cells (B) and Lung tissue wet/dry ratio (C). Cell suspensions were quantified
yzer. Groups: sham (no I/R injury), IR (I/R injury), and E2 (I/R injury treated with 17f-estradiol) (n = 8 per group). Data are

2
presented as mean + SEM. P ANOVA BAL: 0.056; Bone Marrow: 0.155; Wet/Dry ratio: 0.047.

1000 <0.0001 0.0435

o r ] 1
£
g
g 8
5 E 5004
5T —_—
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-
=
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-
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Fig. 3. Lung histopathology analysis of leukocyte infiltrate and edema. Photomicrographs of lung sections stained with standard hematoxylin and eosin
staining. Groups: sham (no I/R injury), IR (I/R injury), and E2 (I/R injury treated with 17f-estradiol). Data are expressed as mean + SEM from 5 photos/sample, 2
sample/animal, and 5 animals/group animals. P ANOVA Leukocyte infiltrate: 0.0001; Edema: < 0.0001. Photomicrographs magnification 100x.
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Fig. 4. Gene and protein expression of inducible nitric oxide synthase (iNOS). Groups: sham (no I/R injury), IR (I/R injury), and E2 (I/R injury treated with

17p-estradiol). Protein expression: Data are expressed as mean +
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Fig. 5. Gene and protein expression of endothelial nitric oxide synthase. Groups: sham (no I/R injury), IR (I/R injury), and E2 (I/R injury treated with 17-

estradiol). Protein expression: Data are expressed as mean
expression: Data are expressed as the median and 95% percentile interval (n

the severity of edema elicited by I/R.

3.5. Analysis of nitric oxide enzymes and endothelin-1 in the lung tissue

To amplify the analysis of lung inflammatory status, lung expression
of inducible nitric oxide synthase was evaluated by immunohisto-
chemistry and gene expression. The results are shown in |

iNOS expression was augmented in the lungs of rats in the I/R group
in comparison to the sham group; treatment with estradiol was able to
avoid this. In relation to gene expression, all groups showed upregulated

+ SEM from 5 photos/sample, 2 samples/animal, and 5 animals/group. P ANOVA
8 per group). P Kruskal-Wallis

0.87. Gene
0.47. Photomicrographs magnification 400x.

iNOS expression, suggesting possible gene activation due to the surgical
procedure and mechanical ventilation.

In relation to eNOS, neither protein levels nor gene expression
differed between the groups ( ).

In contrast, ET-1 protein levels increased in the lungs of the I/R
group, but no effect of estradiol was observed. ET-1 gene expression was
unaltered by either the surgical procedure or treatment ( ).
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Fig. 6. Gene and protein expression of endothelin-1. Groups: sham (no I/R injury), IR (I/R injury), and E2 (I/R injury treated with 17p-estradiol). Protein
expression: Data are expressed as mean + SEM from 5 photos/sample, 2 samples/animal, and 5 animals/group. P ANOVA = 0.054. Gene expression: Data are

expressed as the median and 95% percentile interval (n

3.6. Quantification of inflammatory mediators in the serum, lung tissue,
and their gene expression

As measured by ELISA in | ’, there were higher serum concen-
trations of IL-1p, IL-6, and IL-10 in the I/R group than in the sham group.
Estradiol prevented this increase. To quantify the local generation of
these interleukins, lung tissue homogenate supernatants were subjected
to ELISA. IL-6 concentration was raised in the lungs of I/R rats with
protective effects exerted by the treatment.

The inflammatory mediators gene expression analysis did only
identified increased TNF-a gene expression in the I/R group, without
effect of E2 treatment.

4. Discussion

The activation of systemic inflammation after aortic clamping is the
main consequence of ischemia and reperfusion [12]. The ischemic
period generates metabolic stress in areas affected by flow restriction,
and during reperfusion, toxic metabolites are circulated throughout the
whole system. Here, confirming the systemic inflammatory process
caused by aortic clamping, we observed increased serum concentrations
of IL-1p, IL-6 and IL-10 in I/R rats. Previous studies using the aortic
clamping model have evaluated the mesenteric and intestinal re-
percussions , medular compromise [13], and alterations in coagu-
lation and the liver [14]. However, it is important to highlight the
systemic processes leading to priming and/or activation of nonimmune
cell (such as epithelial/endothelial cells and immunocytes like neutro-
phils and macrophages), which cause lung inflammation/injury
Acute lung injury (ALI) is a consequence of an ischemic insult and is
notably observed shortly after reperfusion. The data presented in this
study indicated that the experimental model of aortic I/R induced lung
edema, leukocyte infiltration, and increased lung expression of iNOS
and ET-1.

In the lungs, pulmonary micro-vessels and endothelial cells play an
important role in enabling efficient gas exchange; to this end, perme-
ability and vascular tone are maintained low. Of note, perfusion is

8 per group). P Kruskal-Wallis

0.30. Photomicrographs magnification 200x.

matched to ventilation by synthesis and release of several vasoactive
compounds, including nitric oxide (NO) and ET-1 [16]. It is important to
consider that the pulmonary circulation system is unique among the
vascular beds in the human body, characterized by high flow, low
resistance, and low pressure. Our results showed a transitory reduction
of gas (CO2 and O3) exhalation during aortic ischemia, despite the fact
that the animals were maintained under mechanical ventilation. This
reduction during ischemia could be a result of blood flow redistribution
in the upper vascular bed, including the lungs, which present a high
capacity to recruit available vessels to accommodate an increase in flow

17]. During reperfusion, the gases normalized, and no additional effects
were observed.

In this present project, the main objective was to investigate the
modulatory effects of E2 on lung inflammation caused by aorta clamp-
ing. E2 effects after 2 h of reperfusion resulted mainly in the diminishing
severity of edema and decreased iNOS expression, which prevents
leukocyte infiltration. Acute lung injury and systemic inflammatory
response following ischemic events are mediated by NO [18]. Using a
model of intestinal ischemia and reperfusion, some authors suggested
that the resultant disturbance in levels of constitutive nitric oxide syn-
thase (cNOS) and iNOS activity could be one of the main causes of lung
dysfunction [19]. Although NO is a potent smooth muscle relaxant and
vasodilator, it can also act as an inflammatory mediator and toxin during
reperfusion, since NO reacts with superoxide to produce peroxynitrite, a
highly toxic oxidant . Moreover, when iNOS expression increases,
NO acts as a gas-free radical and aggravates cell injury and apoptosis

21]. In addition to increased iNOS expression, our data showed
increased leukocyte infiltration in the BAL and lung parenchyma, indi-
cating the establishment of lung inflammation. Activation of inducible
NOS provides high levels of NO in an oxidative milieu, such as that
generated by activated neutrophils adhering to the endothelium. High
levels of NO would thus have a proinflammatory effect [18). Our results
from E2 treatment coincide with previous results showing that E2 acute
treatment reduces iNOS activity and the consequent formation of free
radical species in the lungs [22]. In addition, the combination of iNOS
reduction, which protects ventilated mice against lung edema [ 23], and
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Fig. 7. IL-1p, IL-6, IL-10, and TNF-a quantification. Interleukins concentration in serum samples (pg/ml) and tissue homogenates (pg/mg) and gene expression in
the lungs. Groups: sham (no I/R injury), IR (I/R injury), and E2 (I/R injury treated with 17p-estradiol) (n = 8 per group). IL-1f: (Serum) P ANOVA = 0.03; (Lung) P
ANOVA = 0.85; (Gene expression.) P Kruskal-Wallis: 0.96. IL-10: (Serum) P ANOVA = 0.013; (Lung) P ANOVA = 0.51; (Gene expression.) P Kruskal-Wallis: 0.093.

estradiol was able to prevent the increased expression of ET-1. It has
been reported that estradiol can reduce ET-1 synthesis and influence its
activity [24]. ET-1 is a vasoactive peptide that contributes to the
development of inflammation by the aggregation of neutrophils and
expression of adhesion molecules [25].

In parallel to oxidative stress, lung edema can result from alveolar
epithelial damage, which results in increased tissue permeability and
edema. Potential operative mechanisms of alveolar epithelial damage
include cell death, loss of adequate cell junctions, changes in extracel-
lular matrix (ECM) components, contact with epithelial cells, and
changes in the communication between epithelial and immune cells
[26]. An increase in pulmonary aortic pressure is also one of the causes
of lung edema. Our I/R model confirmed the presence of edema by the
wet/dry weight lung ratio and showed that estradiol treatment was able
to prevent lung edema, contributing to reduced lung inflammatory
status due to I/R. One important element influenced by estradiol in lung
inflammatory response is the vascular endothelial growth factor (VEGF).
VEGF overproduction leads to increased vascular permeability, which
results in the leakage of plasma proteins, and inflammatory cells into the
extravascular space, thereby contributing to edema [7]. In our study,
VEGF was quantified in lung homogenates, but I/R concentration did
not differ from sham group. Despite not being altered by 1/R, estradiol
reduced VEGF concentration in the lungs (Sham:257.8 + 60.14; I/R:
236.1 + 66.26; E2: 80.36 + 17.95 pg/mL/mg; p ANOVA = 0.06). This

reduction might be contributing to the reduction of the lung edema
observed in the treated group.

Considering that I/R accounts for an imbalance between proin-
flammatory and anti-inflammatory mediators and neutrophil and
endothelial cell activation, the prevention/reduction of lung leukocyte
infiltration by estradiol can be considered a crucial factor for the
maintenance of lung homeostasis. According to our results, aortic
ischemia followed by reperfusion induces a higher influx of leukocytes
into the lungs and airways. Pro-and anti-inflammatory signals that re-
cruit and clear immune cells, respectively, are held in equilibrium by
cross-talk between resident tissue and migratory cells during inflam-
mation initiation [15]. When these processes advance through excessive
sustained cell recruitment, unresolved inflammation can lead to lung
damage. In vivo studies have shown that estrogen protects organ and
tissue function by inhibiting neutrophil infiltration-mediated inflam-
mation under pathological conditions, such as myocardial and intestinal
ischemia reperfusion injury [10,27]. Moreover, E2 suppresses fMLP-
induced neutrophil migration and superoxide production via the
estrogen-receptor -mediated upregulation of MKP-2 expression and in-
hibition of ERK activation [28]. Considering the release of inflammatory
mediators, E2 regulates immune function of the monocyte-macrophage
system, especially the production of cytokines [29]. A previous study
suggested that estradiol differentially regulates the systemic and lung
release of cytokines induced by intestinal IR [7]. Our data confirm the
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systemic influence of estradiol in the reduction of cytokine levels and
identify its effects on the presence of IL-6 in the lungs. The analysis
carried out 2 h after reperfusion showed the presence of this early-
released cytokine in the lung tissue. Once the lung generation of cyto-
kines persists for at least 24 h, we suggest that more time is necessary to
investigate the release of late-released cytokines in our model.

Finally, despite various surgical adjuncts and pharmacological in-
terventions, the absence of an effective method for the prevention and
treatment of I/R injury remains a challenge for surgeons. Our study can
be considered as a step towards using E2 to prevent local and remote
inflammatory resp after d g thoracic aorta cross-clamping.
Taken together, our data indicate that 17p-estradiol might be a sup-
plementary approach to address systemic processes and lung
deterioration.

Author contributions

LFA and MNS designed and performed the study, analyzed the data,
and wrote the manuscript. RAJr and MVS contributed to data collection
and analysis. LFPM contributed to data analysis and wrote the manu-
script. CJC and ACBF designed the study, performed the study, analyzed
the data, and wrote the manuscript.

Funding

This work was supported by the Fundagao de Amparo a Pesquisa do
Estado de Sao Paulo [FAPESP 2018/25759-3]. MVS is a scholarship
holder of FAPESP 2020/11211-6 and FAPESP 2021/07455-0.

Declaration of Competing Interest

The authors declare that they have no known competing financial
interests or personal relationships that could have appeared to influence
the work reported in this paper.

Data availability
Data will be made available on request.

References

[1] H.K. Eltzschig, C.D. Collard, Vascular ischaemia and reperfusion injury, Br. Med.
Bull. 70 (2004) 71-86, https://doi.org/10.1093/bmb/Idh025. Erratum. In: Br
Med. Bull. 73-74 (2005) 139. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15494470.

(2] S. Boateng, T. by Acute dial Dis. Mon. 59 (2013) 83-96,
https://doi.org/10.1016/j.disamonth.2012.12.004, http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/pubmed/23410669.

(3] M.J. Bown, M.L.. Nicholson, P.R. Bell, R.D. Sayers, Cytokines and inflammatory

in the path of multiple organ failure following abdominal aortic
anturynm repair, Eur. J. Vasc. Endovasc. Surg. 22 (2001) 485-495, https://dol.
org/10.1053/ejvs.2001.1522, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11735196.

[4] D.N. Moris, M.I. Kontos, E.I. AK. Ath E.D. Sp CN.
Bakoyiannis, G.P. Chrousos, S.E. Georgopoulos, Concept of the aortic aneurysm

-related stress: a review of the literature, Int. J. Clin. Exp. Med. 7
(2014) 2402-2412. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25356092, PMC
4211742,

[5] J.L. Iglesias, J.L. LaNoue, T.E. Rogers, L. Inman, R.H. Turnage, Physiologic basis of

edema during intestinal , J. Surg. Res. 80 (1998) 156-163,
https://doi.org/10.1006/jsre.1998.5435, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/
9878307.

(6] J. Villar, J. Blanco, R.M. k, Acute y distress synd

do we need a change? Curr. Opin. Crit. Care. 17 (2011) 13-17, https://doi.org/
10.1097/MCC.0b013e328342711b, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed,
21150586.

(7] E.T. Fantozzi, A.C. Breithaupt-Faloppa, F.Y. Ricardo-da-Silva, S. Rodrigues-Garbin,
D.C. Romero, A. da Silva Rodrigues, Y. Riffo-quua. W. Tavares-de-Lima,

Estradiol mediates the long-lasting lung induced by 1
ischemia and reperfusion, J. Surg. Res. 221 (2018) 1-7. m//doLo_r_glO 1016/j.
j$5.2017.07.038, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2922911

[8] A.Bouman, M.J. Heineman, M.M. Faas, Sex h and the ii in
humans, Hum. Reprod. Update. 11 (2005) 411-423, https://dol.org/10. l(r);
humupd/dmi008. (Epub 2005 April 7). http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/
15817524,

113 (2022) 109311

[9] S.L.Klein, K.L. Flanagan, Sex differences in i P
16 (2016) 626-638, https://doi.org/10.1038/nri.2016.90.

[10] A.C. Breithaupt-Faloppa, E. Thais Fantozzi, D.C. Romero, A.d.S. Rodrigues, P.T.
R. de Sousa, A. Lino dos Santos Franco, R.M. Oliveira-Filho, B. Boris Vargaftig,
W. Tavares de Lima, Acute effects of estradiol on lung inflammation due to
intestinal ischemic insult in male rats, Shock. 41 (3) (2014) 208-213.

(11] M.L. Zhang, H. Chen.LVang M.N. Zhang, X. Wang, K. Zhao, X.LI N. Xiu, F. Ton;
Y.X. Wang, 17p- LPS-induced h
viuolndsepds-hldueed vascular infl in vivo by up mlR29u

expression, Mediators Inflamm. 2021 (2021) 9921897, htips://doi.org/
10.1155/2021/9921897, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/34220338, PMC

Nat. Rev. 1

8211527.

[12] P.T. Rocha de Sousa, A.C. Breithaupt-Faloppa, Cde.lsus(‘ameh. R.R. Simao, S.G.
Ferreira, A.L Fiorelli, L.F.P. Moreira, P 17p P
mesenteric injury induced by occl 1 d ding aorta in male

rats, J. Vasc. Surg. 67 (2018) 597-606. t_tEJ/dol 0rg/10.1016/j.jvs.2016.12.125.
(Epub 2017 April 4). http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28385296.

[13] L.P. Cavalcante, S.G. Ferreira, D.R. Pereira, S.R. Moraes, R. Simas, P. Sannomiya,
A.C. Breithaupt-Faloppa, L.F.P. Moreira, Acute administration of oestradiol or
progesterone in a spinal cord ischaemia-reperfusion model in rats, Interact.
Cardiovasc. Thorac. Surg. 26 (2018) 196-201, https://doi.org/10.1093/icvis/
ivx314, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29049608.

[14] M.L.P. Sobral, R.R. Dias, C.d.J. Corr R.D.S. Coutinho e Silva, L.F. da
Anunciagao, A.C. Breithaupt-Faloppa, L.F.P. Moreira, Protective effects of 17f-
oestradiol on ¢ I and systemic after total occlusion of the
descending aorta in male rats, Eur. J. Cardiothorac Surg. 61 (3) (2022) 666-674.

[15] M. Perl, J. Lomas-Neira, F. Venet, C.S. Chung, A. Ayala, Pathogenesis of indirect
(secondary) acute lung injury, Expert Rev. Respir. Med. 5 (2011) 115-126, https://
doi.org/10.1586/ers.10.92, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21348592
PMC 3108849,

[16] N.A. Maniatis, A. Kotanidou, J.D. Catravas, S.E. Orfanos, Endothelial
pathomechanisms in acute lung injury, Vascul. Pharmacol. 49 (2008) 119-133,
https://doi.org/10.1016/j.vph.2008.06.009. (Epub 2008 July 29). http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18722553, PMC 7110599.

[17] A. Huertas, C. Guignabert, J.A. Barbera, P. Bartsch, J. Bhattacharya,

S. Bh ya, M.R. LI AT. Din.hxmn.l’ Dorfmiiller, M.
T. Gladwin, M. bert, T. bos, T. lak O. h LSlvale
UTmMR.WIIklm.Pulnmwyvumhr dothell the orch

in from basic h to therapy, Eur. Respir. J. 51

(2018) 1700745 https://doi.org/10.1183/13993003.00745-2017, http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29545281.

(18] G. Cavriani, R.M. Oliveira-Filho, A.G. Trezena, Z.L. da Silva, H.V. Domingos, M.
J. de Arruda, S. Jancar, W. Tavares de Lima, Lung microvascular permeability and
neutmphll recndunem are differently regulated by nitric oxide in a rat model of

Eur. J. Ph 494 (2004) 241-249, hitps://
doi.org/10.1016/j. c]phnr 2004.04.048, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/
15212981.

[19] S. Cuzzocrea, P.K. Chatterjee, E. Mazzon, L. Dugo, A. De Sarro, F.A. Van de Loo, A.

P.Cnpud Cmemmmnn,noleoﬂndmedniu'kondelnmemldaﬂonohhe
y after p h injury, Shock. 18 (2002) 169-176,

https://doi.org/ 10 1097/ 0()()24182 200208000-00014, http://www.ncbi.nlm.nih.

gov/pubmed/12166782.

[20] E. Barocelli, V. Ballabeni, P. F. C:
M. The sel hib of ind:
P | isch injury in mice, Nitric Oxbde 14 (2006)
212-218, https://doi.org/10. IUH)/j niox.2005.11.006. (Epub 2006 February 28)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16504557.

[21] T. Zhu, Q. Yao, W. Wang, H. Y.o,.l Chao, iNOS induces vascular endothelial cell

and via gy in fi injury, Cell.
Physiol. Biochem. 38(2016) 1575-1588, https://doi. or}, 10.1159/000443098.
(Epub 2016 April 18). http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27082814.
[22] S. & S. L. E Manon.G Calabro, 1. Serraino, A.
P. Caputi, A. Maggi, 17B: diol 'y activity in
induced pleurisy, Endocrinology. 141 (2000) 1455-1463 https://doi.org/
10.1210/endo.141.4.7404, http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/10746650.

(23] X. Peng, R.E. Abdulnour, S. Sammani, S.F. Ma, E.J. Han, E.J. Hasan, R. Tuder, J.
G. Garcia, P.M. Inducible nitric oxide to il
induced lung injury, Am. J. Respir. Crit. Care Med. 172 (2005) 470-479, https://
doi.org/10.1164/rccm.200411-15470C. (Epub 2005 June 3). http://www.ncbi.
nim.nih.gov/pubmed/15937288, PMC 2718528.

(24] RK. Dubey, E.K Jackson. P.J. Keller, B. Imthurn, M. Rosselll Bstndlol mabolim
inhibit by an
Hypertension. 37 (2001) 640-644, hllp\ /
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11230349.

[25] A P. Kl M. Kol B. Skibska, A. Goraca, The role of

dothelin-1 and endothelin receptor in infl and
sepsis, Arch. Inmunol. Ther. Exp. (Warsz) 63 (2015) 41-52, hup\ dm.org
10.1007/500005-014-0310-1. (Epub 2014 October 7). http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/pubmed/25288367, PMC 4289534,

(26] R.L. Zunans. M.A. Nlanhay. Bench to-bedside review: the role of the alveolar
in the of p 'y edema in acute lung injury, Crit. Care. 8

(2004) 469-477, htps://dol.org/10 llB(» ©c2906. (Epub 2004 June 30). http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15566618, PMC 1065044,

[27] E.A. Booth, B.R. Lucchesi, diated in
reperfusion injury, Cardiovasc. Toxicol. 8 (2008) 101-113, hllp\ /doi.org/

S. Bertoni, C.A. Lagrasta,
ble nitric oxide h

i urg 10. lllvl 01.hyp.37.2.640,

B PO W




74

Anexos

L.F. da Anunciagao et al.

[28

10.1007/512012-008-9022-2. (Epub 2008 August 6). http://www.ncbi.nlm.nih

gov/pubmed/18683081.
P. Zhang, Y. Fu, J. Ju, D. Wan, H. Su, Z. Wang, H. Rui, Q. Jin, Y. Le, R. Hou,

Estradiol inhibits fMLP-induced h and sup: P

by upregulating MKP-2 and dephosphorylating ERK, Int. Inmunopharmacol. 75
(2019), 105787, https://doi.org/10.1016/j.intimp.2019.105787. (Epub 2019
August 8). http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31401382,

ional h logy 113 (2022) 109311

[29] A.P. Miller, W. Feng, D. Xing, N.M. Weathington, J.E. Blalock, Y.F. Chen, S. Oparil,
8 1ul a v med p and L oh
in injured arteries, Circulation. 110 (2004) 1664-1669, https://doi.org/10.1161
01.CIR.0000142050.19488.C7. (Epub 2004 September 7). http://www.ncbi.nlm.
5353495,

nih.gov/pubmed,



Anexos 75

Manuscrito submetido

European Journal of Cardio-Thoracic Surgery

Evaluation of the therapeutic effects of estradiol on the
systemic inflammatory response and on lung injury caused by
the occlusion of the proximal descending aorta in male rats.

Manuscript Number:

Full Title:

Article Type:
Order of Authors:

Corresponding
Author:

Corresponding
Author E-Mail:

Section/Category:

Manuscript
Classifications:

--Manuscript Draft--

EJCTS-2023-100256R1

Evaluation of the therapeutic effects of estradiol on the systemic inflammatory
response and on lung injury caused by the occlusion of the proximal
descending aorta in male rats.

Original Article

Marcelo Nunes de Sousa

Lucas Ferreira da Anunciacéo

Pedro Luiz Zonta de Freitas

Fernanda Yamamoto Ricardo-da-Silva
Luiz Felipe Pinho Moreira

Cristiano Jesus Correia

Ana Cristina Breithaupt-Faloppa

Cristiano Jesus Correia, PhD

Laboratério Cirdrgico de Pesquisa Cardiovascular (LIM11), Instituto do
Coracdo (INCOR), Hospital das Clinicas HCFMUSP, Faculdade de
Medicina, Universidade de Sao Paulo

Sao Paulo, Sao Paulo BRAZIL

cristiano.correia@hc.fm.usp.br

Aorta and vascular surgery

Lung - Inflammatory/infective disease; Basic research vascular; Cytokines;
Ischemia/Reperfusion; Experimental - Vascular; Experimental models


mailto:cristiano.correia@hc.fm.usp.br

Anexos 76

Author Comments:

Abstract:

Order of Authors (with
Contributor Roles):

2.Banz Y, Rieben R, Zobrist C, Meier P, Shaw S, Lanz J, Carrel T, Berdat P.
Addition of dextran sulfate to blood cardioplegia attenuates reperfusion injury
in a porcine model of cardiopulmonary bypass. Eur J Cardiothorac Surg. 2008
Sep;34(3):653-60.

14.Sobral MLP, Dias RR, Correia CJ, Coutinho E Silva RDS, da Anunciagio
LF, Breithaupt-Faloppa AC, et al. Protective effects of 173-oestradiol on
coagulation and systemic inflammation after total occlusion of the descending
aorta in male rats. Eur J Cardiothorac Surg 2022; 61(3):666-674.

I/R- injury represents an important cause of postoperative morbidity with high
mortality, and may lead to respiratory failure. From a prophylaxis perspective,
estradiol was used prior to the ischemic insult with positive results, where E2
reduced ischemia/reperfusion injury, normalized platelet response and
maintained intestinal integrity, including reduction of fatal events.

In this current work, we sought a new approach, estradiol was used here as a
treatment after the onset of ischemia, already one hour into the reperfusion
period.

In fact, our results showed that the E2 treatment performed late, already in the
period of reperfusion, was able to modulate the inflammatory response,
reducing MPO, IL-18, MMP-9 and increasing lung vascular expression of
eNOS. Taken together, our data indicate that 17-estradiol might be a
supplementary approach to lead with the systemic process and the lung
deterioration.

OBJECTIVES: Ischemia and reperfusion-induced microvascular dysfunction is
a serious problem encountered during a variety surgical procedures, leading to
systemic inflammation and affecting remote organs, specially the lungs. 17 -
estradiol reduces pulmonary repercussions from various acute lung injury
forms. Here we focused on the 17f-estradiol therapeutic effects after aortic
ischemia and reperfusion by evaluating lung inflammation.

Marcelo Nunes de Sousa (Data curation; Formal analysis; Investigation; Writing
— original draft)

Lucas Ferreira da Anunciagdo (Data curation; Formal analysis; Investigation;
Methodology; Writing — review & editing)

Pedro Luiz Zonta de Freitas (Data curation; Formal analysis;
Investigation; Methodology; Writing — review & editing)

Fernanda Yamamoto Ricardo-da-Silva (Data curation; Formal analysis;
Investigation; Methodology; Writing — review & editing)

Luiz Felipe Pinho Moreira (Conceptualization; Formal analysis; Validation;
Visualization; Writing — review & editing)

Cristiano Jesus Correia (Conceptualization; Data curation; Formal analysis;
Investigation; Methodology; Writing — original draft; Writing — review &
editing)

Ana Cristina Breithaupt-Faloppa (Conceptualization; Data curation; Formal
analysis; Funding acquisition; Investigation; Methodology; Project
administration; Resources; Supervision; Writing — original draft; Writing —
review & editing)



Anexos
Central image
Aortic Occlusion Model
(Ischemza and Reperfusion, I'R)
a
P A Systemic
T BN
1L ;1010; %
L] g W1 ;110;
anc1
1 Lung repercussions
Surgical chalienges Acrlic ecclusion Estragiol treatmant Clinical parspective
; o + 17pestradol might be a
Aupplementany Spgroach
* Emboksm * Inammatory nesponse * Lowor cof wAl-ston 10 Sead with the &
«  Vossels roconstructions + Immune Celis *  Decresse hung ingry process and the lung
* Lung Injury Getenomtion

77



Anexos 78

10

11

12

13

14

15

16

ORIGINAL ARTICLE

Evaluation of the therapeutic effects of estradiol on the systemic
inflammatory response and on lung

injury caused by the occlusion of the proximal descending aorta in male rats.

Estradiol decreases lung injury after aortic I/R

Marcelo Nunes de Sousa MD?, Lucas Ferreira da Anunciagdo BS?, Pedro Luiz
Zonta de Freitas BS?,

Fernanda Yamamoto Ricardo-da-Silva PhD?, Luiz Felipe Pinho Moreira MD
Ph.D?, Cristiano Jesus Correia

Ph.D?, Ana Cristina Breithaupt-Faloppa Ph.D™.

!Laboratorio de Cirurgia Cardiovascular e Fisiopatologia da Circulagdo (LIM-11),
Instituto do Coracdo

(INCOR), Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sédo Paulo.

Word Count: 2991

Corresponding author and post publication corresponding author: Cristiano de
Jesus Correia, PhD,

Laboratorio de Cirurgia Cardiovascular e Fisiopatologia da Circulacédo
(LIM/11) - HC-FMUSP,

Universidade de Sdo Paulo. Av. Dr. Arnaldo, 455 2° andar - sala 2146 - 01246-
903 Sao Paulo, Brazil ,E-

mail: cristiano.correia@hc.fm.usp.br



mailto:cristiano.correia@hc.fm.usp.br

Anexos 79

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

ABSTRACT

OBJECTIVES: Ischemia and reperfusion-induced microvascular dysfunction is a
serious problem

encountered during a variety surgical procedures, leading to systemic
inflammation and affecting

remote organs, specially the lungs. 17-estradiol reduces pulmonary repercussions
from various acute

lung injury forms. Here we focused on the 17-estradiol therapeutic effects after
aortic ischemia and

reperfusion by evaluating lung inflammation.

METHODS: 24 Wistar rats were submitted to ischemia and reperfusion by
insufflation a 2F catheter in

thoracic aorta for 20min. Reperfusion took 4h and 173-estradiol (280 pg/kg, i.v.)
was administered after

1h of reperfusion. Sham-operated rats were controls. Bronchoalveolar lavage was
performed and lung

samples were prepared for histopathological analysis, tissue culture (explant). IL-
1B, IL-10 and TNF-a

were quantified.

RESULTS: After ischemia and reperfusion, higher number of leukocytes in
bronchoalveolar lavage were

reduced by 17p-estradiol. The treatment also decreased leukocytes in lung tissue.
Ischemia and

reperfusion increased lung myeloperoxidase expression, with reduction by 17f-
estradiol. Serum CINC-1

and IL-1p increased after ischemia and reperfusion and 17B-estradiol decreased
CINC-1. Ischemia and

reperfusion increased IL-1p and IL-10 in lung explants, reduced by 17p-estradiol.
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CONCLUSIONS: Our results showed that 173-estradiol treatment performed in

the period of reperfusion,

modulated the systemic response and the lung repercussions of ischemia and
reperfusion by thoracic

aortic occlusion. Thus, we can suggest that 173-estradiol might be a
supplementary approach leading

the lung deterioration after aortic clamping in surgical procedures.

Keywords: ischemia/reperfusion; rat. aortic occlusion; estradiol; lung injury;
leukocyte infiltration.

ABBREVIATIONS

ADP - Adenosine Diphosphate

BAL - Bronchoalveolar Lavage

BSA — Bovine Serum Albumine

CINC - Cytokine-induced neutrophil chemoattractant

DAP - Distal Arterial Pressure

DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle Medium

E2 - 17B-Estradiol

EDTA - Ethylenediaminetetraacetic Acid

ELISA - Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

eNOS - Endothelial Nitric Oxide Synthase

ET - Endothelin
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GAPDH - Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase

HTAB - Hexadecyltrimethylammonium Bromide

I/R — Ischemia and Reperfusion

ICAM-1 - Intercellular Adhesion Molecule 1

IL — Interleukin

KW — Kruskal-Wallis

INOS - Inducible Nitric Oxide Synthase

MMP - Metalloproteinase

MPO - Myeloperoxidase

PAP — Proximal Arterial Pressure

PBS — Phosphate Buffered Saline

PRP - Platelet-Rich Plasma

TBS-T — Tris Buffered Saline — Tween 20

TNF - Tumor necrosis factor

VCAM — Vascular Cell Adhesion Molecule

WBC — White Blood Cell
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INTRODUCTION

Ischemia-reperfusion (I/R) due to aortic clamping activates inflammatory pathways
resulting in a

systemic inflammatory response syndrome and in injury to distant organs such as lungs
and kidneys *.

I/R- injury represents an important cause of postoperative morbidity with high mortality,
and may lead

to respiratory failure 2. In the lungs, inflammatory mediators release and increase in
hydrostatic

microvascular pressure, elevate the pulmonary microvascular permeability, resulting in
pulmonary

edema 3. In parallel to increased microvascular permeability, there is leukocyte
infiltration and local

synthesis and action of proinflammatory mediators. Activated neutrophils infiltrate the
lung tissue and

contribute to the acute pulmonary microvascular injury associated to high mortality rates
4 -
. This lung

inflammatory response generated by ischemia/reperfusion continues for a long period
after perfusion

reestablishment and maintain the release of proinflammatory mediators and danger
signals °.

Some previous studies have demonstrated that female sex hormones modulate the
inflammatory

response, showing that they can affect non-specific immune responses by modulating
neutrophil

numbers and function and also the production of cytokines and chemokines by innate
immune cells °. A

natural endogenous metabolite of 17-f estradiol has been shown to upregulate annexin
Al expression

and attenuate IR-induced lung edema, neutrophil infiltration, inflammatory cytokine
production,

oxidative stress, lung cell apoptosis, tight junction protein disruption, MAPK activation,
and nuclear

translocation of NF-kB in the lung tissue ’. A recent study of our group indicates
protective effects of
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17p- estradiol after aortic ischemia/reperfusion in the lungs when administered before
ischemia

induction 8. Additionally, 17B-estradiol is known for having immunomodulatory
properties, reducing

reperfusion injury °. Besides, the prophylactic treatment with 17p-estradiol is able to
avoid fatal

occurrences and preserves mesenteric perfusion and intestinal integrity after
ischemia/reperfusion

induced by aortic occlusion *°. Thus, the aim of this investigation is to evaluate the
therapeutic

application of 17p-estradiol during reperfusion after aortic clamping with specific focus
on the lung

injury and systemic inflammation.

MATERIALS AND METHODS

Ethical statement

Male Wistar rats (250-350 g; n = 24), were maintained with free access to food and water.
The

experimental protocol was approved by Sao Paulo University Medical School Animal
Subject Committee

and received number SDC 4696/18/047. All rats received humane care in compliance
with the “Principles

of Laboratory Animal Care” from the National Society for Medical Research and the
’Guide for the Care,

and the “Use of Laboratory Animals” prepared by the Institute of Laboratory Animal
Resources,

published by the National Institute of Health (NIH Publication No. 86-23, revised 1996).
The study

focused on male rats due to their higher susceptibility to the model.
Study groups

The randomized study groups were as follows: (n=8): Sham- rats surgically manipulated
without I/R
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injury induction; 2) I/R (n=8): rats subjected to occlusion of the left descending aorta for
20 min followed

by 240 min of reperfusion; 3) E2(n=8): rats subjected to occlusion of the left descending
aorta for 20 min

followed by 240 min of reperfusion and treated with 17f-estradiol (280 ng/kg,
intravenous) 60 minutes

after starting the reperfusion period.
Ischemia/Reperfusion Model

The animals were anesthetized with 5 % isoflurane in a closed glass chamber. After
intubation,

mechanical ventilation was defined at a tidal volume of 10 mL/kg, frequency of 70
breaths/min, and

oxygen fraction of 60 % (Harvard Apparatus, Inc., Holliston, MA, USA). All animals
were monitored

throughout the whole experimental time with a catheter inserted cranially in the carotid
artery for

proximal arterial pressure (PAP) and a second catheter was inserted in caudal ventral
artery for distal

arterial pressure (DAP).

The I/R injury was induced following the model by Rocha de Sousa et al. (2018).
Ischemia was

confirmed by observing DAP mean at approximately 10 mmHg and maintained for 20
min, followed by

240 min of reperfusion. During reperfusion, animals received a 0.9% saline solution as a
volume

replacement at 10 mL/kg/h. At the end of the experimental period, under anesthesia, the
animals were

euthanized by exsanguination via the abdominal aorta. Samples of blood and lung tissue
were stored

for future analysis.
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Determination of plasma concentration of estradiol and testosterone:

Blood samples were used to quantify the hormones with the use of Elisa kits (Cayman
Chemicals, USA).

The protocol proposed by the manufacturer was executed.
White blood cell (WBC) and platelet counts

Blood samples (20 pL) were withdrawn from the tip of the tail, and WBC and platelet
numbers were

obtained at the beginning (Initial; before surgery manipulation) and at the end of
experiment (Final; 240

85

min), using an automatic hematologic counter (Mindray BC 2800 Vet, Shenzhen, China).

Bronchoalveolar lavage

After euthanasia, the lungs were flushed with DMEM (10 mL). The obtained
bronchoalveolar lavage

(BAL) media was centrifuged (200 x g for 10 min at 15 °C) and the resulting cell pellet

was resuspended

in PBS (1 mL). The cell suspensions were analyzed by an automatic hematology analyzer

(Mindray BC

2800 Vet, Shenzhen, China).
Histopathological analyses

Lung fragments were fixed in formalin, and paraffin embedded. Sections (4 um) were
stained with

hematoxylin/eosin then digitalized. Tissue regions (n = 5 per group, two sections per
animal, five areas

per section) were randomly analyzed by two researchers (blinded for the groups) for
leukocyte infiltrate

and hemorrhage with NIS-Elements Software Basic Research (Nikon, Japan). The air
space area was

disconsidered and the leukocyte number reported in cells/fmm? of lung tissue.
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Determination of myeloperoxidase activity

The pulmonary vascular bed was perfused with 20 ml of PBS through a cannula inserted
into the

pulmonary artery. Tissues were weighed and homogenized in 3 ml/g of phosphate buffer
pH 6.0

containing 0.5% hexadecyl-trimethyl-ammonium bromide (HTAB) and 5 mM
ethylenediamine

tetraacetic acid (EDTA) (gentleMACS ™ Dissociator, Miltenyi Biotec, Germany).
Samples were

centrifuged at 453 x g for 15 min at 4°C, and the supernatant obtained was then used to
determine MPO

activity. The reading was performed in a spectrophotometer at a wavelength of 450 nm.

Isolated Tissue Culture (explant)

Tissue culture was performed according to Proust et al. (2003)*. Lung fragments were
incubated for 24h

in a humid atmosphere of 95% Ozand 5% COz, at 37°C in DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle's Medium,

Sigma-Aldrich, USA). The supernatants were collected and stored at -80°C until analysis
and the

fragments were dehydrated and weighed.

Platelet Aggregation

For the platelet aggregation test, blood samples were collected in a tube with 3.2%
sodium citrate and

centrifuged for 10 minutes at 200 X g to obtain platelet-rich plasma (PRP), which was
used for the assay

in an aggregometer (EasyAgreg) using ADP at a concentration of 10 uM as an agonist.

Determination of serum and explant inflammatory mediators

Cytokine-induced neutrophil chemoattractant 1 (CINC-1), Interleukin (IL)-1p, IL-10 and
Tumor necrosis

factor-o (TNF-a), were quantified in serum aliquots using ELISA kits (R&D Systems,
USA), in accordance
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to manufacturer’s instructions. Explant samples were analyzed for IL-1f, IL-10 and TNF-
a presence (R&D

Systems, USA).

Endothelial adhesion molecules (ICAM-1 and VCAM), endothelial nitric oxide synthase
(eNOS),

Inducible nitric oxide synthase (iNOS), endothelin-1 (ET), myeloperoxidase (MPO) and
metalloproteinase-9 (MMP-9) expression in the lungs

The left lung was expanded with optimal cutting temperature media and snap frozen in
nitrogen-hexane

solution. Lung cryosections (10 um) were fixed in cold acetone for 10 min. Endogenous
peroxidase

blocking (H202, 2%) were conducted, followed by blocking of nonspecific sites with
albumin rich solution.

The sections were incubated at 4°C overnight with primary antibodies in TBS-T/BSA:
MPO, ICAM-1,

VCAM and MMP-9 immunodetection, primary antibodies (Boster, 1:100). For eNOS,
iNOS and

endothelin-1 immunodetection, primary antibodies (Abcam. 1:100). After secondary
antibodies (HRP-

conjugated) and peroxidase substrate incubation, analyses were performed using an image
acquisition

system with a DS-Ri1l digital camera (Nikon, Tokyo, Japan) and using NIS-Elements-BR
(Nikon) software.

Gene expression

Lung RNA extraction (mirVana kit; Ambion, Carlsbad, CA, USA) and cDNA
transcription (High Capacity

Reverse transcriptase kit; Applied Biosystems) were evaluated by real-time PCR (Step
One Plus; Applied

Biosystems, CA, USA), applying primers: GAPDH (Rn01775763_g1*), p-actin
(Rn00667869_m1*), eNOS

(Rn02132634_s1*), endothelin 1 (Rn00561129_m1*), iNOS (Rn00561646_m1*),
ICAM-1

(Rn005642227 _m1*), VCAM (Rn00563627_m1*), MMP-9 (Rn00579162_m1*)
(Tagman®, Applied
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Biosystems) and IL-1B (SYBR®Green, RN IL-1B fw 5’-
CAGCAATGGTCGGGACATAGTT-3 and RN IL-1 rv 5'-

GCATTAGGAATAGTGCAGCCATCT-3"), IL-10 (SYBR®Green, RN IL-10 fw 5°-
GCAACAGCTCAGCGCATCT-3

and RN IL-10 rv 5"-ACAAACTGGTCACAGCTTTCGA-3") and TNF-a (SYBR®Green,
RN TNF-a fw 5"-

AGGCTGTCGCTACATCACTGAA-3" and RN TNF-a rv 5’-
TGACCCGTAGGGCGATTACA-3") (SYBR®Green,

Invitrogen).

Statistical Analysis

All data are presented as mean + standard error of the mean (SEM) or as median and
interquartile

interval. Data were analyzed using Kruskal-Wallis test followed by a post-hoc Dunn test
adjusted for

multiple comparisons. Statistical analyses were performed using GraphPad Prism
Software v.9

(GraphPad Software Inc, California).

RESULTS

Hormonal variations triggered by aortic I/R and estradiol treatment

Estradiol concentration was analyzed after 4h of reperfusion as shown in Figure 1A.
Sham and I/R groups

had a low concentration of E2. The E2 treated showed a significant increase in the serum
concentration

of estradiol, reaching supraphysiological therapeutic concentrations. Serum
concentration of

testosterone is shown in Figure 1B. Androgen was found in higher concentration in
animals submitted

to I/R and estradiol treatment was able to reduce it (Figure 1).

In parallel to sex hormones, corticosterone was quantified (Figure 1C), we did not find
significant

differences among the groups.
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White blood cell counts

The number of circulating leukocytes is presented in Figure 2A. The differential analysis
indicated that

there is an increase in final granulocytes number of I/R group in comparison to initial
values (Figure 2B).

No significant differences were found among the groups.

Effects of the aortic occlusion model in the number of circulating platelets and
platelet aggregation

I/R group decreased plasma platelet numbers compared to the Sham, and estradiol
treatment increase

it (Figure 2C). Despite the reduction on platelets, no differences were found in
aggregation after I/R

(Figure 2D). However, E2 exerted anti-aggregation effects.

Inflammatory cells infiltration to the lungs and airways after aortic IR

In order to evaluate the cellular infiltrate in the lung parenchyma, we performed the
histological analysis

of the lungs. The estradiol treatment during reperfusion was able to reduce the presence
of

polymorphonuclear cells (Figure 3A and C).

The cellular component of inflammation was also investigated in the lung airways by
means of cell

recovery after bronchoalveolar lavage. Despite no significant differences between Sham
and IR group, a

reduction in cellularity was observed in the treatment group (Figure 3B).

Myeloperoxidase (MPQO) expression and activity in lung tissue

With the aim of analyzing the presence/activation of neutrophils more specifically in lung
tissue, we

performed the analysis of myeloperoxidase expression, in addition to performing enzyme
activity assay.

The results are shown in Figure 3. Both analysis indicated an increase in the presence of
neutrophils in
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the lungs of I/R animals (Figure 3D, E and F). E2 treatment was able to reduce the
number of neutrophils

and with a slight reduction in their activity.
Inflammatory Mediators in Serum

There was an increase in CINC-1 and IL-1p concentration in the I/R group and a decrease
of CINC-1in

the treated group after reperfusion period (Table 1). The anti-inflammatory cytokine IL-
10 increased in

the treated group (E2), in relation to I/R.

Quantification of the Inflammatory Mediators in lung culture medium
(explant) and analysis by RT-

PCR of its gene expression

There was an increase of cytokines IL-1 and IL-10 after I/R in relation to the Sham
(Figure 4). Besides,

the data point to higher lung gene expression of IL-1f in the IR group in relation to the
Sham, with an

effect of the treatment reducing the gene expression.

Analysis of endothelial nitric oxide synthase (eNOS) protein and gene
expressions

There was a reduction of eNOS in the pulmonary vessels of I/R group rats. E2 treatment
led to an

increase in the enzyme vascular expression (Figure 5). Regarding the gene expression of
eNOS, we did

not observe changes among the groups.

Analysis of endothelial adhesion molecules (ICAM-1 and VCAM) protein and
gene expressions

There was an increase of protein expression of ICAM-1 and VCAM in the I/R group in
relation to Sham.

In relation to ICAM-1 gene expression, all groups were upregulated in relation to the
reference (non-

handled rats). VCAM gene expression did not alter significantly (Figure 6).
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Analysis of matrix metalloproteinase-9 (MMP-9) protein and gene expressions

There was an increase in MMP-9 protein expression in the I/R group and an upregulation
in the

pulmonary gene expression of MMP-9 in all groups in relation to the reference (non-
handled rats)

(Figure 7). The treated group showed reduced MMP-9 protein expression in the lungs.

DISCUSSION

Despite the large number of studies investigating the effects of the tissue blood supply
deprivation and

its functional consequences, cardiovascular diseases initiated by local or systemic tissue
ischemia

continue to be the main cause of death in the United States and Europe *2. Studies %4,
however, have

made it evident that reperfusion after an ischemic event may place the affected organs at
risk of further

cell necrosis and reduce function recovery, thus bringing a concept of lethality to the
restoration of

blood flow characteristic of the ischemia and reperfusion (I/R) syndrome. Ischemia and
reperfusion

syndrome has as characteristics accumulation of neutrophils in the lungs and increased
microvascular

permeability 22, This I/R-induced microvascular dysfunction is currently a serious
problem encountered

during a variety of surgical procedures and there is no consensus on a specific therapeutic
agent.

Gender is considered an important factor in the prognosis of patients with organic stress
and female sex

hormones play a role in inflammation. Study from Fantozzi et al. (2018)° suggests that
estradiol

differentially regulates the systemic and lung release of cytokines induced by I/R, where,
like in males,

the low levels of estradiol induced by the removal of the ovaries increases the
generation/release of
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inflammatory mediators. Here, we addressed the anti-inflammatory effects of estradiol on
pulmonary

injury caused by an aortic occlusion model in males. In this model, the lungs are not
directly affected by

ischemia, the repercussions are resultant of the systemic dissemination of toxic products
during

reperfusion. Our results point to the activation of a lung inflammatory response,
characterized mainly

by leukocyte infiltration with increased MPO activity, higher endothelial adhesion
molecules and MMP-

9 expression, local lung release of cytokines and decrease of eNOS expression.

From a prophylaxis perspective, estradiol was used prior to the ischemic insult with
positive results,

where E2 reduced ischemia/reperfusion injury, normalized platelet response and
maintained intestinal

integrity, including reduction of fatal events %%,

In this current work, we sought a new approach, estradiol was used here as a treatment
after the onset

of ischemia, already one hour into the reperfusion period. In a recent work, Ricardo-da-
Silva et al

(2021)*, using a superior mesenteric artery occlusion model and treating the animals with
estradiol

thirty minutes after the ischemic injury, demonstrate that estradiol improved intestinal
motility,

reduced intestinal barrier leakage and enhanced eNOS and ET expression.

Prolonged visceral ischemia due to aortic cross-clamping not only causes neutrophil
activation and leads

to adhesion molecule expression, but it is also related to mortality from multiple organ
failure *'.

Activated leukocytes from the ischemic tissue may re-enter the circulation during
reperfusion. These

cells have been implicated as effectors of I/R-induced remote organ injury *%. In males,
high

testosterone levels induce neutrophil recruitment 2L Here, the testosterone was found
elevated after
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I/R. Blood analysis showed a significant increase in granulocytes in the I/R group
compared to Sham and

the treatment with estradiol was able to reduce testosterone and partially revert
granulocytes increase.

Estradiol reduced the presence of granulocytes in the lung parenchyma, and also in
bronchoalveolar

lavage recovered fluid. Regarding the mechanisms modulated by estradiol treatment to
reduce cell

mobilization, we focused on adhesion molecules. There was increased ICAM-1 protein
expression with

slight reduction by estradiol. Adhesion molecules act as receptors, mediating cell-to-cell
interactions,

and once associated with the cell cytoskeleton and proteins can initiate intracellular
signaling events

after specific and local cues %2°,

E2 reduced the number of neutrophils in the lungs and tended to reduce their activity.
Adding to, we

analysed MPO activity. MPO is an enzyme released by activated neutrophils that
catalyzes the formation

reactive oxygen species contributing to tissue damage and can be used as a
histopathological marker for

these cells 2. An increase in both, the presence of neutrophils in the lungs of I/R animals
and their

activity was observed. Haegens et al (2009)% suggested that MPO can indirectly
influence the chemokine

and cytokine production during inflammatory processes, besides playing an important
role in the

development of lung neutrophilia. Here, we observed an increase in CINC-1
concentration, an important

chemokineg, in the I/R group and a decrease in the treated group during reperfusion.

Activation of components of coagulation cascade and inflammation is often evaluated
separately,

although these systems are integrated and present extensive cross talk, affecting
inflammation and

thrombosis %. Sobral et al (2021)™ point to alterations in the coagulation of animals
submitted to aortic

I/R. Rats submitted to the aortic I/R model and maintained for 2h in reperfusion showed
increased
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platelet aggregation compared to the Sham, and prophylactic treatment with estradiol was
able to

normalize the platelet response. Here, with 4h of reperfusion, a decrease in the
aggregation event in

the treated group was observed. There was also a significant reduction in the number of
platelets in the

platelet-rich plasma of the animals in the I/R group while the treated group-maintained
values similar

to the animals in the sham.

Nitric oxide reduces platelet and leukocyte aggregation, modulates endothelial
permeability, and

decreases leukocyte infiltration 2”. This enzyme is influenced by estrogens, that increase
its protein

expression and activity, enhancing NO production %8, Breithaupt-Faloppa et al (2013)%,
demonstrated

that E2 effects modulating eNOS protein expression in the lungs, lead to lung
inflammation reduction

after intestinal I/R. We observed reduction in the expression of eNOS in the pulmonary
vessels of rats

submitted to I/R and an increase in the expression of this enzyme in the vessels of the
treated group

(E2). We can suggest that the local release of NO by eNOS could favor the maintenance
of vascular

integrity and, therefore, that estradiol treatment would favor pulmonary microcirculation
and its

homeostasis.

Metalloproteinases are involved in neutrophil adhesion and migration, modulating the
extracellular

matrix and removing barriers such as the basement membrane *°. Estradiol would have
the ability to

interfere with the secretion of MMP-9 in neutrophils, thus modulating its action *%. Here,
MMP-9 was

increased in the ischemic group, with a reduction in the treated group, pointing to a
modulating role of

estradiol.
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This study has some limitations. Although this model focused on the
ischemia/reperfusion induced by

occlusion of the descending aorta as the main mechanism accounting for lung
inflammation, other

aspects such as the mechanical ventilation should be considered. Besides, lung function
was not

specifically addressed; despite that, our study confirmed the important therapeutic effects
of E2 in the

lungs after I/R in males.

CONCLUSION

Finally, despite various surgical adjuncts and pharmacological interventions, I/R injury
remains a

challenge to surgeons. In fact, our results showed that the E2 treatment performed late,
already in the

period of reperfusion, was able to modulate the inflammatory response, reducing MPO,
IL-1B8, MMP-9

and increasing lung vascular expression of eNOS. Taken together, our data indicate that
17B-estradiol

might be a supplementary approach to lead with the systemic process and the lung
deterioration.
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LEGENDS TO THE FIGURES

Figure 1: Serum concentrations of estradiol (A), testosterone (B) and corticosterone (C).

The rats were

subjected to aortic ischemia (20 min) and reperfusion (4 h). In the treated group, animals
were

submitted to IR and treated with 17p-estradiol (E2) 1 h after the beginning of reperfusion.
Controls were

false operated animals (Sham). Data expressed as mean + SEM from 8 animals.
KW(Kruskal-Wallis)

Figure 2: Total White blood cell counts (A), Granulocyte numbers in blood (B), number
of platelets in

platelet-rich plasma (C) and platelet aggregation (D). The rats were subjected to aortic
ischemia (20 min)

and reperfusion (4 h). In the treated group, animals were submitted to IR and treated with
17pB-estradiol

(E2) 1 h after the beginning of reperfusion. Controls were false operated animals (Sham).
Data expressed

as mean + SEM from 8 animals. KW(Kruskal-Wallis)

Figure 3: Histological analysis of the lungs and bronchoalveolar lavage (BAL) cells
guantification:

Polymorphonuclear (A); BAL (B). Protein expression (D) and activity (E) of
myeloperoxidase (MPO) in

lung tissue. The rats were subjected to aortic ischemia (20 min) and reperfusion (4 h). In
the treated

group, animals were submitted to IR and treated with 17p-estradiol (E2) 1 h after the
beginning of
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reperfusion. Controls were false operated animals (Sham). Representative
photomicrographs of each

group: Histology (C), Immunohistochemistry (F). Data represent the mean £SEM. 1
section per animal

(n=5), 10 areas per section were analyzed. BAL: 8 animals per group. KW(Kruskal-
Wallis)

Figure 4: Quantification of inflammatory mediators (pg/mL/mg dry weight), in rat lung
explant

samples(A,C,E), and their analysis by RT-PCR gene expression (B,D,F). The rats were
subjected to aortic

ischemia (20 min) and reperfusion (4 h). In the treated group, animals were submitted to
IR and treated

with 17p-estradiol (E2) 1 h after the beginning of reperfusion. Controls were false
operated animals

(Sham). (A,C,E) Data expressed as mean £ SEM from 8 animals. (B, D, F) Data
expressed as median and
95% percentile interval from 8 animals. KW(Kruskal-Wallis)

Figure 5: Immunohistochemical analysis of eNOS protein expression (A) in lung tissue
and its analysis by

RT-PCR of gene expression (B). The rats were subjected to aortic ischemia (20 min) and
reperfusion (4

h). In the treated group, animals were submitted to IR and treated with 17p-estradiol (E2)
1 h after the

beginning of reperfusion. Controls were false operated animals (Sham). (A) Data are
presented as a

mean + SEM of 5 animals per group, 2 sections per animal and 5 images analyzed per
section. The

photomicrographs are representative for each group. (B) Data expressed as median and
95% percentile

interval from 8 animals. KW(Kruskal-Wallis)

Figure 6: Analysis of ICAM-1 (A) and VCAM (B) protein expression in lung tissue and
its analysis by RT-

PCR of gene expression. The rats were subjected to aortic ischemia (20 min) and
reperfusion (4 h). In the

treated group, animals were submitted to IR and treated with 17p-estradiol (E2) 1 h after
the beginning

of reperfusion. Controls were false operated animals (Sham). Protein: Data are presented
asamean
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376 SEM of 5 animals per group, 2 sections per animal and 5 images analyzed per section.
The
377 photomicrographs are representative for each group. Gene: Data expressed as median and
95%
378 percentile interval from 8 animals. KW(Kruskal-Wallis)
379 Figure 7: Immunohistochemical analysis of MMP-9 protein expression (A) in lung tissue
and its analysis
380 by RT-PCR of gene expression (B) The rats were subjected to aortic ischemia (20 min)
and reperfusion (4
381 h). In the treated group, animals were submitted to IR and treated with 17p-estradiol (E2)
1 h after the
382 beginning of reperfusion. Controls were false operated animals (Sham). (A) Data are
presented as a
383 mean = SEM of 5 animals per group, 2 sections per animal and 5 images analyzed per
section. The
384 photomicrographs are representative for each group. (B) Data expressed as median and
95% percentile
385 interval from 8 animals. KW(Kruskal-Wallis)
386
387 Table 1: Measurement of serum inflammatory parameters (pg/ml). Data presented as
mean +SEM
Serum inflammatory mediators (pg/ml)
Sham I/IR E2
TNF-o  IL-1p  IL-10 3.98+1.96 8.92+2.46 7.82+2.58
CINC-1
7.27+0.73* 18.4+3.62 20.9+3.63
45.9+5.59 104.1+26.43 195.3+48.86*
96.4+21.86* 152.3+6.13 70.6+17.54*
388 *P<0.05inrelationto IR

389
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