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RESUMO 

Introdução: A fibrose pulmonar idiopática (FPI) é uma doença intersticial grave, de 

etiologia desconhecida, com sobrevida média de cerca de 2,5 a 5 anos após o 

diagnóstico definitivo. A sua fisiopatologia ainda é um grande desafio para a ciência. 

É sabido que a superativação do receptor AT1 (AT1R) pela angiotensina II (ANG II) 

do sistema renina-angiotensina (SRA) induz efeitos observados na FPI como fibrose, 

inflamação e estresse oxidativo. Em contrapartida, a ativação do receptor Mas (Mas-

R) pela angiotensina 1-7 (ANG-(1-7)) desse sistema induz ações protetoras que se 

contrapõem aos efeitos deletérios. No entanto, nenhum estudo foi encontrado na 

literatura avaliando a expressão desses receptores diretamente no tecido pulmonar 

desses pacientes. Objetivo: Analisar a expressão dos receptores AT1 e Mas nos 

pulmões de pacientes com FPI. Adicionalmente, verificamos a associação desta 

expressão com os parâmetros de função pulmonar através do volume expiratório 

forçado no primeiro segundo (VEF1%) e da capacidade vital forçada (CVF%), 

resultantes da espirometria. Métodos: As amostras de 1cm³ de tecido pulmonar 

foram obtidas de seis pacientes com FPI (tecido fibrótico) e da porção considerada 

saudável do pulmão de seis pacientes sem FPI submetidos à ressecção de 

carcinoma brônquico. As expressões dos receptores foram quantificadas pela 

técnica de Western Blot. Resultados: A expressão do AT1R foi significativamente 

maior (34%) no tecido dos pacientes com FPI (P=0,006), enquanto que o Mas-R 

estava significativamente menos expresso (54%) nos pulmões desses pacientes 

(P=0,046). Houve correlação positiva entre a expressão do Mas-R e os parâmetros 

espirométricos VEF1% (r=0,62, P=0,03) e CVF% (r=0,58, P=0,05). Já quando 

comparada a expressão do AT1R com os mesmos parâmetros, houve correlação 

negativa, com valores de r=0,8 e P=0,002 para VEF1% e r=0,74 e P=0,006 para 

CVF%. Conclusão: nossos resultados demonstram, de forma inédita, aumento da 

expressão do AT1R e redução da expressão do Mas-R no tecido pulmonar de 

pacientes com FPI. Também evidenciamos que o desequilíbrio entre os receptores 

está associado à redução da função pulmonar. Estes achados abrem novos 

horizontes em relação ao papel do SRA na fisiopatologia da FPI. 

Palavras-chave: Fibrose Pulmonar Idiopática; Doenças Pulmonares Intersticiais; 

Sistema Renina-Angiotensina. 



 

ABSTRACT 

Introduction: Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is a severe interstitial disease of 

unknown etiology with a mean survival of about 2.5–5 years after definite diagnosis. 

Its pathophysiology is still a major challenge for science. It is known that the AT1 

receptor (AT1R) overactivation by the angiotensin II (ANG II) of the renin angiotensin 

system (RAS) induces effects observed in IPF such as fibrosis, inflammation and 

oxidative stress. In contrast, the activation of Mas receptor (Mas-R) by angiotensin 1-

7 (ANG-(1-7)) of this system induces protective actions that are opposed to these 

harmful effects. However, no study has been found in the literature evaluating these 

receptors expression directly in lung tissue of these patients. Objective: Analyze the 

AT1 and Mas receptors expression in IPF patients’ lungs. Additionally, we verified the 

association of this expression with pulmonary function parameters through forced 

expiratory volume in the first second (FEV1%) and forced vital capacity (FVC%), 

resulting from spirometry. Methods: Lung tissue’s samples of 1cm³ were obtained 

from six patients with IPF (fibrotic tissue) and from a considered healthy portion of the 

lung of six patients without a diagnosis of IPF who underwent bronchial carcinoma 

resection. Receptor expressions were quantified using Western Blot technique. 

Results: AT1R expression was significantly higher (34%) in the tissue of patients 

with IPF (P=0,006), while Mas-R was significantly less expressed (54%) in these 

patients’ lungs (P=0,046). There was a positive correlation between the expression of 

the Mas-R and the spirometric parameters FEV1% (r=0,62, P=0,03) and FVC% 

(r=0,58, P=0,05). When comparing the AT1R expression with the same parameters, 

a negative correlation was found, with values of r=0,8 and P=0,002 for FEV1% and 

r=0,74 and P=0,006 for FVC%. Conclusion: In conclusion, our results have shown, 

in an unprecedented way, increased expression of AT1R and reduced expression of 

Mas-R in lung tissue of patients with IPF. We also showed that the imbalance 

between the receivers is associated with reduced lung function of patients. These 

findings open new horizons in the role of RAS peptides in the pathophysiology of IPF. 

Keywords: Idiopathic Pulmonary Fibrosis; Lung Diseases, Interstitial; Renin-

Angiotensin System. 
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1 REVISÃO DA LITERATURA 

1.1 DEFINIÇÃO 

A fibrose pulmonar idiopática (FPI) está entre os distúrbios fibróticos que 

levam a perda de estrutura e função dos órgãos. É definida como uma pneumonia 

intersticial crônica de etiologia desconhecida e caracteriza-se por lesão pulmonar, 

infiltração de fibroblastos e deposição de matriz extracelular (MEC) rica em 

colágeno. Essa cascata de eventos culmina em destruição irreversível da arquitetura 

alveolar normal e leva ao comprometimento das trocas gasosas (1,2). Além de 

apresentar sintomas como tosse e dispneia progressiva, a doença está associada à 

debilidade da musculatura respiratória e esquelética, o que leva a fadiga aos 

mínimos esforços (3,4) e à redução da capacidade funcional dos indivíduos (5,6). 

Esses efeitos possuem impacto devastador na qualidade de vida do paciente (7,8). 

Devido à característica fibrosante da doença e às limitações terapêuticas, a FPI 

possui um prognóstico muito ruim, com sobrevida média de cerca de 2,5 a 5 anos 

após o diagnóstico definitivo (9,10). 

1.2 FISIOPATOLOGIA 

Por muitos anos, a FPI foi considerada uma doença de caráter 

essencialmente inflamatório devido ao aumento de células inflamatórias nos 

pulmões. Porém, a falta de sucesso dos pacientes em responder à terapia com 

corticosteróides, bem como a não visualização de linfócitos nas biópsias desses, 

levaram ao enquadramento da FPI como uma doença de origem não inflamatória 

(11). No entanto, contrariando a ideia inicial, estudos verificaram que, tanto na 

fibrose pulmonar experimental quanto na idiopática (12,13), há um reconhecimento 

do papel da inflamação. Além disso, dados publicados apoiam o conceito de que as 

células mesenquimais pulmonares são imunologicamente ativas e podem atuar 

como reguladores potentes do infiltrado inflamatório pulmonar (14,15). Esse conjunto 

de evidências demonstra, pois, que a inflamação está envolvida no processo 

fibrótico da FPI, apesar desta não ser mais considerada uma doença de origem 

inflamatória. 
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Atualmente, a fisiopatologia conhecida indica que a doença tenha origem a 

partir de lesões epiteliais repetitivas sobrepostas ao envelhecimento alveolar 

acelerado. Em condições normais, quando há uma lesão epitelial, o reparo leva ao 

restabelecimento do epitélio. Na fibrose pulmonar, no entanto, o reparo epitelial é 

falho (16). Uma vez ativado de forma descontrolada, o epitélio pulmonar produz 

mediadores de migração de fibroblastos, proliferação e diferenciação de fibroblastos 

em miofibroblastos ativos. Estes miofibroblastos secretam quantidades exageradas 

dos componentes da MEC na área lesada (como o colágeno dos tipos I, III e V e 

fibronectina) (17) e tornam-se resistentes à apoptose (18), o que resulta em 

alterações profibróticas e no remodelamento da MEC (19,20). 

Um importante mediador desse processo é o TGFβ (Fator de Transformação 

do Crescimento Beta), uma proteína que, quando ativada, liga-se a receptores que 

propagam o sinal e ativam o processo descrito acima (21), desempenhando, 

portanto, um papel importante na fibrose pulmonar progressiva. Estudos 

demonstram que pacientes com fibrose pulmonar idiopática (22,23) e alguns 

modelos animais de fibrose apresentaram aumento da produção pulmonar de TGFβ 

(24). Quando ligado ao peptídeo associado à latência (LAP), o TGFβ latente pode 

ser liberado e ativado por forças mecânicas celulares (25) e pode ser ativado 

também por metaloproteinases de matriz (MMP) (26). A proliferação induzida por 

TGFβ também pode ser dependente da proteína quinase JNK, responsável pelo 

desencadeamento do processo de apoptose de células epiteliais alveolares (27), 

que, quando ocorre de forma patológica, pode induzir a proliferação de fibroblastos 

(28). Além disso, a expressão de fatores de crescimento que controlam o 

comportamento epitelial (KGF) em fibroblastos de pulmão normal é dependente da 

JNK e a expressão de KGF é prejudicada em fibroblastos de FPI (29). 

Paradoxalmente, os fibroblastos nos pulmões de FPI demonstram pouca 

apoptose (18), apesar do pulmão ser um ambiente hostil à sobrevivência celular 

(30). Em resumo, esses dados mostram que, na FPI, os fibroblastos proliferam-se e 

evitam a apoptose por mecanismos que incluem a estimulação por fatores de 

crescimento, interações com a matriz e ativação de vias pró-sobrevivência (16). O 

acúmulo de MEC resultante na região alveolar é a última característica patológica da 

fibrose, que remodela a arquitetura pulmonar e leva ao declínio progressivo da sua 

função (17). 
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1.3 EPIDEMIOLOGIA 

Os dados epidemiológicos da FPI no mundo são esparsos e, além disso, 

mudanças na classificação das pneumonias intersticiais idiopáticas e novos critérios 

diagnósticos dificultam a comparação entre dados passados e atuais. De fato, 

devido a diferenças importantes nas fontes de dados e a variações entre regiões 

geográficas existem incertezas sobre as taxas de incidência e mortalidade da FPI 

(31-34). Estudos usando critérios menos restritivos para definir FPI sugerem 

incidência que varia de 2 a 30 casos por 100.000 pessoas/ano e prevalência 

variando de 10 a 60 casos por 100.000 pessoas (35,36); cerca de 3 milhões de 

pessoas afetadas em todo o mundo. Uma revisão sistemática publicada em 2015 

sugere que, em estimativa conservadora, a incidência da doença gire em torno de 

2,8 a 9,3 casos por 100.000 pessoas/ano para a América do Norte e Europa (37). 

No Brasil, dados de incidência e mortalidade disponíveis no site do 

Departamento de Informática do Sistema Único de Saúde (DATASUS) relativos ao 

período entre 1996 e 2010 demonstraram um aumento progressivo dos dois 

parâmetros. No ano de 2010, a incidência de FPI registrada foi de 4,84 casos por 

1.000.000 de habitantes, enquanto a mortalidade foi de 12,11 óbitos por 1.000.000 

de habitantes. Além disso, os dados apontaram aumento na mortalidade de 0,65 por 

100.000 habitantes em 1996 para 1,21 por 100.000 em 2010. Entretanto, o 

DATASUS não reflete a prática da medicina privada, podendo, portanto, não refletir 

a realidade brasileira (38). 

1.4 FATORES DE RISCO 

Estudos indicam que os mais afetados por essa doença são homens na sexta 

ou sétima décadas de vida (39-42), porém, ainda não está claro se a associação 

com o sexo masculino sugere uma relação biológica ou é resultado de fatores 

comportamentais e ambientais (43). Como a incidência e a prevalência da FPI 

aumentam com a idade, pode-se pensar que seja uma doença associada à 

disfunção das células epiteliais alveolares relacionada ao envelhecimento (44), de 

forma que a senescência dessas células parece ser um fenótipo central que 

promove fibrose pulmonar (45). O envelhecimento celular precoce pode prejudicar a 

função pulmonar através de vários mecanismos, tais como: interferência específica 
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nos mecanismos de reparo tecidual após o dano, indução da alteração sistêmica 

e/ou local do sistema imunológico e comprometimento dos mecanismos de defesa 

pulmonar contra infecções, que podem levar a complexas características de 

remodelamento pulmonar, como no caso da FPI (46). 

A literatura demonstra que os fatores de risco ambientais mais importantes 

para o desenvolvimento da FPI são o tabagismo e a exposição aos pós de metal, 

madeira, pedra e sílica (1,2,31). O hábito de fumar está fortemente associado à FPI, 

principalmente em indivíduos com histórico de tabagismo superior a 20 maços/ano 

(41,31). A natureza desses estímulos apoia o conceito de fibrose a partir de uma 

lesão, uma vez que o epitélio respiratório está continuamente exposto às partículas 

dispersas do ambiente externo. 

Além das causas ambientais, as causas genéticas são as que parecem estar 

mais intimamente associadas aos fenótipos das células epiteliais pulmonares. 

Alguns estudos demonstram que mutações em genes envolvidos na manutenção do 

comprimento dos telômeros estão associadas a um risco aumentado de FPI (47,48), 

devido à deficiência na capacidade de reparo celular causada por defeitos nessa 

região do cromossomo (47). Outros estudos demonstraram que variações em genes 

que são responsáveis pela adesão, integridade e mecanotransdução celular também 

conferem uma predisposição para a FPI (49,50). Esse conjunto de dados parece 

direcionar para a importância genética no desenvolvimento da FPI, de modo que o 

fator genético juntamente com o tempo e as interações ambientais contribui para a 

patogênese da doença. Em suma, quando há uma predisposição genética, o 

estresse cumulativo causado ao epitélio por fatores ambientais pode favorecer o 

encurtamento acelerado dos telômeros e a senescência celular alveolar prematura, 

aumentando o risco para o desenvolvimento da FPI (51,52,46). 

1.5 DIAGNÓSTICO 

Para estabelecer o diagnóstico da doença e descartar outras causas ou 

condições sobrepostas, características clínicas (como exame físico de tórax), 

imagem do tórax e, em alguns casos, histopatologia pulmonar são necessárias. O 

diagnóstico geralmente é alcançado através da discussão entre uma equipe 

multidisciplinar, prática recomendada por diretrizes internacionais (2,53). Os testes 

de função pulmonar geralmente identificam doenças restritivas que levam a 
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capacidade pulmonar total reduzida e trocas gasosas anormais (2), porém, a FPI em 

estágio inicial pode demonstrar espirometria normal (54). 

Para um correto diagnóstico, a tomografia computadorizada de alta resolução 

(TCAR) do pulmão revela-se essencial. Os critérios radiológicos são classificados 

em três categorias: padrão de PIU (Pneumonia Intersticial Usual), possível PIU e 

inconsistente com o padrão da PIU. O diagnóstico de um padrão de PIU que indica 

FPI requer predominância subpleural e basal, anormalidades reticulares, 

faveolamento com ou sem bronquiectasia de tração e ausência de características 

inconsistentes com padrão de PIU (2). Quando o padrão da TCAR é indeterminado 

ou inconsistente com a PIU, uma biópsia pulmonar cirúrgica deve ser considerada. 

Apesar dos avanços no diagnóstico por TCAR, alguns estudos demonstram que a 

biópsia continua sendo método importante para o diagnóstico de FPI, sobretudo em 

um grande subconjunto de pacientes em que as características clínicas e de imagem 

não bastam (55,56). 

1.6 PARÂMETROS FUNCIONAIS 

A progressão ou estabilidade da doença são definidas por critérios de função 

pulmonar (5). Um dos parâmetros funcionais utilizados na prática clínica para 

monitoramento e avaliação da doença consiste na espirometria, expressa em valor 

percentual da capacidade vital forçada (CVF) e do volume expiratório forçado no 

primeiro segundo (VEF1), além da relação VEF1/CVF, sendo a CVF% o parâmetro 

da função pulmonar que melhor prediz a mortalidade (1). Juntamente com a 

restrição dos volumes pulmonares, a outra característica importante das doenças 

pulmonares intersticiais (DPI) é a troca gasosa prejudicada. A capacidade de difusão 

de monóxido de carbono (DLCO) normalmente é reduzida em DPI, em maior 

extensão do que o volume pulmonar em que é medido (57). 

Alguns estudos relataram taxas de mortalidade mais altas quando a CVF% 

está gravemente comprometida, porém os limiares para prever maior mortalidade 

variam. Para a CVF%, os valores associados à maior mortalidade vão de menos de 

83% a menos de 60% da capacidade prevista (58-60). Além disso, foi demonstrado 

que um declínio na CVF maior do que 5% (do seu valor absoluto) e maior do que 

10% (do seu valor absoluto ou relativo) nos seis a doze meses de seguimento foi 
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associado à diminuição da sobrevida (59,5). Um aumento da relação VEF1/CVF 

também foi associado ao aumento nas taxas de mortalidade (61). 

1.7 TRATAMENTO E IMPACTO ECONÔMICO 

Os mecanismos envolvidos na patogênese e progressão da FPI são 

complexos, dificultando o desenvolvimento de um tratamento específico. Além disso, 

a progressão e os sintomas variam entre os pacientes devido à patologia da doença, 

o que exige uma personalização dos tratamentos. Para um tratamento eficaz da 

doença, mais investigações são necessárias para entender a patogênese e 

desenvolver novas terapias para prevenir a sua progressão (16). Nas últimas 

décadas, muitos conceitos terapêuticos para FPI mostraram-se fracassados. Em 

particular, o tratamento imunossupressor não mostrou nenhum benefício (62). 

Embora um estudo inicial tenha mostrado melhora na sobrevida de pacientes sob 

terapia de anticoagulação durante a exacerbação aguda (63), um estudo posterior 

mostrou aumento da mortalidade com essa terapia a longo prazo (64). 

Em novembro de 2014, a Food and Drug Administration (FDA) dos EUA 

aprovou a pirfenidona e o nintedanibe como tratamentos para a FPI (65,66). Esses 

medicamentos, de forma independente, demonstraram diminuir a taxa de 

deterioração da função pulmonar medida pela CVF (67). Knüpel et al. (2017) (68) 

demonstraram eu seu estudo que, tanto o nintedanibe quanto a pirfenidona exercem 

efeitos antifibróticos por meio da inibição da formação de fibrilas do colágeno tipo I, 

que reduz o tamanho e o número de feixes de fibras colágenas. Os autores também 

demonstraram que o nintedanibe reduziu significativamente o colágeno tipo V e 

fibronectina; e que, tanto o nintedanibe quanto a pirfenidona impactaram a formação 

de fibrilas de colágeno nos fibroblastos. Utilizando microscopia eletrônica de 

varredura, os autores demonstraram que as drogas encurtaram o tamanho da fibra e 

a espessura da fibrila em comparação com os controles. Finalmente, com base 

nesses resultados, os autores sugerem que ambos os fármacos atuam em 

importantes etapas regulatórias da síntese e do processamento de colágeno, porém, 

o nintedanibe foi mais efetivo na regulação negativa da expressão gênica 

profibrótica e da formação de colágeno. 

Os mecanismos descritos acima não excluem os efeitos potencialmente 

deletérios das substâncias (69,70). Atualmente, os dois medicamentos utilizados 
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para o tratamento da FPI foram bem-sucedidos em fornecer alívio sintomático e 

produzir pequena redução no declínio da função pulmonar (67,2,71). Porém, 

nenhuma terapia pode modificar a história natural da FPI, com exceção do 

transplante pulmonar (2). Mais de 2000 transplantes de pulmão são realizados nos 

Estados Unidos a cada ano. Destes, aproximadamente metade das indicações é 

para doença pulmonar intersticial (72). 

O encaminhamento para um centro de transplante especializado deve ser 

feito imediatamente após o diagnóstico, uma vez que o processo de avaliação e o 

tempo de espera podem durar meses ou anos (73). Apesar de ser muitas vezes a 

única alternativa de tratamento, o transplante pulmonar está associado a 

complicações inerentes ao procedimento, como infecções devido ao uso de 

medicamentos imunomoduladores e rejeição do órgão (74). Apesar de poder 

prolongar a sobrevida do paciente e melhorar a qualidade de vida (75,76), apenas 

66% dos pacientes transplantados com FPI sobrevivem por mais de três anos após 

o transplante e 53% por mais de cinco anos (72). 

Além de reduzir a qualidade de vida do paciente, a FPI gera encargo 

substancial aos serviços de saúde (77) haja vista o grande número de comorbidades 

que esses indivíduos apresentam e a necessidade de empregarem-se recursos 

complexos para manejá-las (78,79). Dentre eles, destacam-se a utilização de 

medicamentos de alto custo, a realização do transplante pulmonar e a 

oxigenoterapia por longo prazo (80). Como a incidência e a prevalência da FPI são 

maiores entre os idosos e a população tende ao envelhecimento, projeta-se 

elevação dos gastos com a doença no futuro e consequente impacto na economia 

(36). 

1.8 ASSOCIAÇÃO ENTRE O SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA E A FPI 

Neste contexto, um dos importantes sistemas que desempenha papel-chave 

sobre a homeostase de diversos órgãos como coração, vasos sanguíneos e 

principalmente pulmões, está o sistema renina-angiotensina (SRA). Classicamente, 

sabemos que a ativação do SRA ocorre pela conversão do angiotensinogênio em 

um decapeptídeo pouco vasoconstritor conhecido como angiotensina I (ANG I) 

através da ação da enzima renina, liberada pelas células justaglomerulares dos rins. 

Em seguida, ANG I é convertida no octapeptídeo angiotensina II (ANG II) através da 
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enzima conversora de angiotensina (ECA), localizada nos pulmões. O receptor de 

angiontensina tipo 1 (AT1R) é o mais envolvido nos efeitos da ANG II, compondo o 

importante eixo ECA-ANGII-AT1R (81). 

O AT1R através da ANG II promove regulação da pressão arterial e 

homeostase de sódio e água (81). Porém, quando ativado de forma exagerada, o 

mesmo induz efeitos deletérios como fibrose, angiogênese, vasoconstrição, estresse 

oxidativo e proliferação em diversos tipos celulares (82-85). Além disso, foi 

demonstrado que o AT1R está envolvido na fosforilação da proteína JNK, processo 

que desencadeia a apoptose de células epiteliais alveolares (CEA) (27). Importante 

ressaltar que a apoptose patológica das CEA pode induzir a proliferação de 

fibroblastos (28), evento envolvido na patogênese da fibrose pulmonar. Há 

evidências de que a expressão do AT1R apresenta-se aumentada no tecido 

pulmonar de pacientes com FPI (86) e que há uma alta concentração da ECA no 

líquido do lavado broncoalveolar desses pacientes (87).  

A ANG II desempenha um papel importante na fibrose pulmonar experimental, 

evidência demonstrada por estudos que utilizaram inibidores da ECA e de AT1R e 

encontraram resultados como redução da fibrogênese e atenuação 

subsequentemente os níveis de TGFβ no tecido (88-90). In vitro, foi verificado que a 

estimulação com ANG II aumentou a síntese de TGFβ em fibroblastos e que os seus 

efeitos profibróticos ocorrem pela indução da produção de procolágeno em 

fibroblastos do pulmão humano através da ativação do AT1R e, pelo menos em 

parte, através da ação do TGFβ (82,85). Apesar das concentrações plasmáticas de 

ANG II apresentaram-se semelhantes entre pacientes com e sem FPI (91), estudos 

demonstraram que o parênquima pulmonar possui capacidade de geração local 

(extravascular) de ANG II através da clivagem do angiotensinogênio disponível no 

tecido e sugerem que as CEA apoptóticas e os miofibroblastos são as fontes 

principais desses peptídeos (92,93). Em conjunto, esses dados demonstram que, 

atuando em condições anormais, o eixo ECA-ANGII-AT1R está negativamente 

envolvido com o desenvolvimento da FPI. 

 Em contrapartida, por uma via alternativa, a enzima conversora de 

angiotensina 2 (ECA2) exerce o papel de converter a ANG I em angiotensina 1-7 

(Ang-(1-7)) (94), a qual se liga ao receptor Mas (Mas-R) (95), compondo o eixo 

ECA2-ANG-(1-7)-Mas-R. Agindo como um peptídeo antagonista dos efeitos do eixo 

representado pela ANG II, a ANG-(1-7) é vasodilatadora, antiproliferativa, 
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antifibrótica e anti-inflamatória (96-100). De fato, segundo Li X (2006), antagonistas 

da ANG II exercem um efeito que atenua o aparecimento de fibrose pulmonar em 

modelos animais (92). Além disso, estudos demonstraram que a expressão da ECA2 

é reduzida em pulmões de pacientes com FPI e de modelos animais com fibrose 

induzida por bleomicina (101,102). De uma forma promissora, foi demonstrado 

também que ANG-(1-7) inibe a fosforilação da proteína JNK, evitando o processo de 

apoptose das células epiteliais alveolares (27). Esses dados sugerem, portanto, que 

peptídeos que antagonizem os efeitos da ANG II poderiam ter um papel importante 

na FPI. 

Para tornar o SRA ainda mais interessante no contexto da FPI, recentemente 

foi descoberta a alamandina: um heptapeptídeo gerado pela ação catalítica da ECA2 

sobre a angiotensina A ou diretamente sobre a ANG-(1-7), que atua via receptor 

MrgD. A alamandina está intimamente relacionada ao vasodilatador ANG-(1-7), com 

apenas uma diferença de aminoácidos: o primeiro aminoácido de ANG-(1-7) é o 

aspartato e o da alamandina é a alanina (103). Além disso, semelhante a ANG-(1-7), 

a alamandina possui propriedades anti-hipertensivas, vasodilatadoras e antifibróticas 

(103-105). Recentemente, um estudo demonstrou que as concentrações 

plasmáticas de alamandina são reduzidas em pacientes com FPI (91), estreitando 

ainda mais a relação dos peptídeos antagonistas da ANG II com o efeito pulmonar 

protetor. Dessa forma, ambas vias (ANG-(1-7)/Mas-R e Alamandina/MrgD), 

compõem um eixo contrarregulatório para a ANG II muito importante para a 

homeostase tecidual. Esse conjunto de evidências demonstra a importância do 

equilíbrio entre os dois eixos do SRA no manejo dos pacientes com FPI, de modo 

que, talvez mais importante do que bloquear o eixo fibrosante, seja estimular o eixo 

antagonista. 

 Mesmo com os avanços na compreensão dos mecanismos envolvidos no 

desenvolvimento e progressão da FPI, a doença continua sendo um problema de 

saúde pública com lacunas que necessitam de mais pesquisas com novas 

perspectivas. Apesar do grande e evidente envolvimento do SRA com a doença, 

nenhum estudo foi encontrado na literatura demonstrando a expressão dos 

receptores desse sistema diretamente no tecido pulmonar de pacientes com FPI. 

Uma das possíveis explicações para essa ausência é o fato de que o uso de 

inibidores do eixo profibrótico não tenha demonstrado benefício considerável no 

tratamento da FPI (106). No entanto, a identificação de novos componentes do SRA 
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formando eixos que se contrapõem às ações clássicas da ANG II nos desafia a 

verificar qual a participação desse sistema diretamente no tecido pulmonar de 

pacientes com a doença. Nesse sentido, acreditamos que o equilíbrio dos 

componentes do SRA possa representar uma alternativa promissora de tratamento 

da doença. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL 

Analisar a expressão dos receptores AT1 e Mas no pulmão de pacientes com fibrose 

pulmonar idiopática. 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Analisar a expressão dos receptores AT1 e Mas em pulmões de pacientes 

com fibrose pulmonar idiopática em comparação com o grupo controle; 

 Correlacionar a expressão dos receptores AT1 e Mas com os parâmetros 

de função pulmonar dos pacientes.   
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Highlights: 

 

 Idiopathic pulmonary fibrosis pathophysiology is still a major challenge for 

Science; 

 Renin-angiotensin system has been neglected in pulmonary pathophysiology;  

 The patients’ functional capacity is negatively associated with AT1 expression; 

 But positively associated with Mas receptor expression. 
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ABSTRACT 

Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is a severe interstitial disease with a mean 

survival of about 2.5–5 years after diagnosis. Its pathophysiology is still a major 

challenge for science. It is known that angiotensin II (ANG II) binds AT1 receptor 

(AT1R) and its over activation induces fibrosis, inflammation and oxidative stress. In 

contrast, the activation of Mas receptor (Mas-R) by angiotensin 1-7 opposes the 

harmful effects induced by ANG II. Thus, our innovative objective was to analyze, in 

patients’ lung with IPF, the balance between AT1 and Mas receptors expression and 

their possible association with pulmonary spirometric parameters: the forced 

expiratory volume in the first second (FEV1%) and the forced vital capacity (FVC%). It 

was used 1cm³ of fibrotic lung tissue from IPF patients (n=6) and from patients 

without IPF (n=6) who underwent bronchial carcinoma resection. Receptor 

expressions were quantified using Western Blot. AT1R expression was significantly 

higher (34%) in patients with IPF (P=0.006), while Mas-R was significantly less 

expressed (54%) in these patients’ lungs (P=0.046). There was also a positive 

correlation between Mas-R expression with FEV1% (r=0.62, P=0.03) and FVC% 

(r=0.58, P=0.05). Conversely, AT1R expression was negatively correlated with 

FEV1% (r=0.80, P=0.002) and FVC% (r=0.74, P=0.006). In conclusion, our results 

demonstrated an increased expression of AT1R and reduced expression of Mas-R in 

the lung of patients with IPF. The dominance of AT1R expression is associated with 

a reduced lung function, highlighting the role of the renin-angiotensin system 

peptides in the pathophysiology of IPF. 

 

Keywords: Idiopathic Pulmonary Fibrosis; Lung Diseases, Interstitial; Renin-

Angiotensin System. 
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3.1 INTRODUCTION 

Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is defined as chronic fibrosing interstitial 

pneumonia of unknown etiology with a poor prognosis. The mean survival is about 

2.5–5 years after diagnosis [1,2]. IPF is more common in men, current or former 

smokers, and it usually occurs between the sixth and seventh decades of life [1,3]. 

The known pathophysiology of IPF indicates that the disease originates from 

repetitive injuries in the pulmonary epithelium overlapped the accelerated aging of 

alveolar cells, which triggers failed repair mechanisms [4]. When activated in an 

uncontrolled manner, pulmonary epithelium produces mediators of fibroblast 

migration, proliferation and fibroblasts into active myofibroblasts differentiation [5]. 

Once in the injured areas, these myofibroblasts secrete exaggerated amounts of 

extracellular matrix (ECM) components and become resistant to apoptosis [5,6]. This 

results, in ECM and fibrosis remodeling [7,8]. 

Due to the progressive loss of lung function caused by IPF, individual's quality 

of life decreases as the disease progresses [9]. In addition, due to the large number 

of associated comorbidities and the need to apply complex resources to manage 

them, IPF generates a substantial burden on health services [10,11]. Currently, the 

two drugs being used to treat the disease are expensive and promote only a small 

reduction in the lung function decline [12,13]. However, no therapy can modify IPF 

natural history, except for transplantation [1]. Therefore, understanding the IPF 

pathophysiology is a major challenge for science and becomes extremely important 

in the search for new therapeutic targets not only to IPF but also to the new COVID-

19 that causes fibrosis [14,15].  

In this context, one of the important systems that plays a key role on the 

homeostasis of different organs such as heart, blood vessels, and especially lungs, is 

the renin-angiotensin system (RAS). Classically, it is known that the conversion of 

angiotensin I (ANG I) to angiotensin II (ANG II) occurs by angiotensin converting 

enzyme (ACE) located also in the lungs [16]. ANG II is a potent vasoconstrictor that 

acts mainly via angiotensin receptor type 1 (AT1R), forming the ACE-ANGII-AT1R 

axis [17]. When excessively activated, AT1R may induce deleterious effects such as 

fibrosis, apoptosis, angiogenesis, hypertrophy, oxidative stress and cell proliferation 

in several cell types [18-22]. 
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On the other hand, angiotensin converting enzyme 2 (ACE2) plays the role in 

cleaving ANG I into angiotensin 1-7 (ANG-(1-7)), which binds to Mas receptor (Mas-

R), forming the ACE2-ANG-(1-7)-Mas-R axis. Acting as an antagonist peptide to the 

effects of ANG II, ANG-(1-7) has a vasodilating, antiproliferative, antifibrotic and anti-

inflammatory action [23-27]. Thus, the axis represented by ANG-(1-7) possibly 

induces effects that are opposite to those generated by the ACE-ANGII-AT1R axis 

[28,29]. 

Surprisingly, although ANG II has a well-described fibrotic effect [30-32], be  

activated in the lung [16], and ANG-(1-7) has actions that antagonize ANG II effects 

[27,29], no study has been found in the literature demonstrating the expression of 

their receptors directly into lung tissue of patients with IPF. A possible reason for this 

lack of studies is due to the fact that using ANG II blockers has not demonstrated 

effective clinical results in disease improvement or in survival [33-35]. 

However, considering the therapeutic potential of ANG-(1-7), shown in many 

tissues fibrosis [36-38], it is reasonable to believe that an imbalance between the axis 

receivers of the RAS may be involved in the IPF progression. More important than 

blocking the components of the fibrous axis, represented by ANG II, it seems to be 

due to stimulation of the protective axis represented by ANG-(1-7). 

Despite scientific advances, fibrotic diseases remain an important public 

health problem and further research is essential to improve the understanding of 

peptides and mechanisms involved in the pathophysiology of those diseases. Hence, 

our objective was to analyze the expression of AT1 and Mas receptors in the lungs of 

patients with IPF and verify whether there is an association with the pulmonary 

function parameters. 

3.2 MATERIALS AND METHODS 

3.2.1 IPF patients and controls 

Lung tissue samples were obtained from six patients with IPF who underwent 

lung transplantation and six patients who underwent bronchial carcinoma resection 

(control group). The control group included individuals without a diagnosis of IPF, 

preferably with age and sex similar to the group with IPF members, but not 

necessarily respecting a perfect pairing. Patients diagnosed with heart failure were 
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excluded. Considering the complexity of the disease and the number of medications 

these patients could be taking at the time of surgery, exclusion criteria were not strict, 

even allowing the inclusion of patients who were using drugs that interfere with RAS 

in both groups. 

The study was approved by the research ethics committees of Irmandade 

Santa Casa de Misericórdia of Porto Alegre and of the Universidade Federal de 

Ciências da Saúde de Porto Alegre, approval numbers 2.691.887 and 2.619.738, 

respectively. The informed consent form was applied to all patients. 

3.2.2 Tissue Collection 

1 cm³ of lung tissue from each patient was collected and frozen in liquid 

nitrogen and then stored at -80ºC. IPF was later diagnosed through 

anatomopathological testing. Sample collection from the control group was carried 

out in the safety margin of the removed lung carcinoma, allowing analysis of tissue 

with similar characteristics to the lungs of a healthy individual. 

3.2.3 Pulmonary function test 

Spirometry was performed at the health service in the preoperative period and 

data collected through medical records. The spirometric parameters evaluated for 

analysis were: forced expiratory volume in the first second (FEV1%), forced vital 

capacity (FVC%) and FEV1/FVC% ratio. 

3.2.4 Protein extraction 

Protein was extracted from samples by manual homogenization in 50μL of 

lysis buffer containing protease inhibitor (10 mM Tris-HCl, pH 7.5; 1 mM MgCl2; 1mM 

ethylenediaminetetraacetic acid [EDTA]; 0.1mM phenylmethylsulfonyl fluoride 

[PMSF]; 5 mM 2-mercaptoethanol; 0.5% of 3 - [(3-Cholamidopropyl) 

dimethylammonio] -1-propanesulfonate (CHAPS) and 10% glycerol). To homogenize, 

the samples were vortexed for 30 seconds (four times with an interval of 10 minutes 

each) and then, centrifuged for 1h, at a speed of 13000rpm at 4ºC. After 

centrifugation, only the supernatant was carefully collected and frozen at -12ºC for 
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further analysis. The protein quantification of the samples was done through 

spectrophotometry. 

3.2.5 Western Blot Analysis 

Protein samples (20 μg) were separated by one-dimensional sodium dodecyl 

sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) at 10% and transferred to 

nitrocellulose membranes using buffer containing Tris 20 mM, glycine 150 mM, 

methanol 20% (v/v) and SDS 0.02% (w/v) (pH=8.2), in a cooled Bio-Rad transfer unit. 

After that, the nonspecific protein sites were blocked through 1h incubation in a 

blocking solution composed of 5% (v/v) skimmed milk in 0.1% phosphate-saline 

buffer (PBS 1X). Afterwards the membrane was stained with a 1:500 concentration of 

Rabbit Polyclonal anti-Human anti-Angiotensin II Type-1 Receptor antibody/AGTR1 

(AAR-011 - Alomone®, Israel), Rabbit Polyclonal anti-Human anti-Angiotensin-(1-7) 

Mas Receptor antibody (AAR-013 - Alomone®, Israel) in a concentration of 1:250 or 

Mouse anti-Human β-actin Monoclonal Antibody (A2228 - Sigma Aldrich®, Germany) 

followed by secondary staining with 1:1000 concentration of Rabbit anti-Mouse IgG 

(H+L)-HRP antibody (ThermoFisher Scientific®, MA, USA). 

Washing steps were carried out with Tween-20. The Western blottings were 

visualized by enhanced chemiluminescence (GE Healthcare Life Sciences). Band 

intensity was determined by densitometry analysis and for band quantification, 

ImageJ software was used. The results normalization was performed using Mouse 

anti-Human β-actin Monoclonal Antibody (A2228 - Aldrich® Sigma, Germany) with a 

concentration of 1:1000. 

3.2.6 Statistical analysis 

To identify differences between tissue concentration of the peptides, data were 

submitted to the Shapiro-Wilk normality test and the Student's T-test was used to 

compare the results. Pearson's correlation coefficient was used to detect 

associations. Quantitative variables were expressed as mean and standard 

deviation. A P≤0.05 was considered statistically significant. All analyzes were 

performed using the SPSS version 25. 
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3.3 RESULTS 

There was no significant difference between age, weight, height and body 

mass index (BMI) between groups, indicating a homogeneous sample. Of the 

patients with IPF, the majority were men (83%) and only half (50%) were smokers or 

former smokers. As expected, lung function in IPF patients was worse than in control 

group, with a statistically significant difference for FEV1% and FVC% parameters 

(Table 1). AT1R expression was significantly higher (34%) in the tissue of patients 

with IPF (P<0.006), whereas Mas-R expression was significantly lower (54%) in the 

same patients (P<0.046) (Figure 1). 

Our data have also demonstrated a positive correlation between the 

expression of the Mas-R and the spirometric parameters FEV1% (r=0.62, P=0.03) 

and FVC% (r=0.58, P=0.05) (Figure 2). When AT1R expression was compared to 

FEV1% and FVC% parameters, a negative correlation was found (FEV1%: r=0.8, 

P=0.002; and FVC%: r=0.74, P=0.006 - Figure 3). There was no correlation between 

the receptors expression and the FEV1/FVC%. 

3.4 DISCUSSION 

In the current study, we reported increased expression of AT1R and reduced 

expression of Mas-R in the lung tissue of patients with IPF. In addition, we found a 

negative and positive correlation between spirometric parameters and AT1 and Mas 

receptors expression, respectively. Such evidence strengthens our hypothesis that 

the fibrotic process could be due to an imbalance between the RAS components in 

the lung in favor of the ANG II axis. In addition, these results suggest that this 

imbalance could be also associated with the degree of pulmonary impairment. 

M. Couluris et al. (2012) demonstrated in humans the effect of Losartan, an 

AT1R antagonist, on the progression of IPF that lung function was stable in 12 of the 

17 treated patients [39]. This finding, stretch our hypothesis that the AT1R activation 

might participates in the IPF pathophysiology process. On the other hand, results 

from our laboratory demonstrated that the plasma concentration of ANG II was 

similar between IPF patients and control, but alamandine plasma concentration, part 

of ACE2 anti-fibrotic axis, was 356% lower in these patients [40]. This rationale 

agrees with the increase in ANGII-AT1R participation in IPF patients. 
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Although the ACE blockers has not effectively improved the prognosis of 

patients with IPF [35], studies in an animal model has shown that the inhibition of 

AT1R signaling, besides attenuating pulmonary fibrosis induced by bleomycin [41], 

blocked ECM proteins and fibrogenic factors production, and improved respiratory 

compliance, demonstrating a critical role of the ACE-ANGII-AT1R axis in the 

development of experimental pulmonary fibrosis [31]. These results agree with 

Königshoff et al. (2007) who demonstrated that ANGII-AT1R stimulated cell migration 

and proliferation in fibroblasts [42], effects that contribute to fibrogenesis.   

Considering the current knowledge of RAS, which highlights the participation 

of peptides with opposed effects to the ANG II [28,43], we believe that, stimulating 

the antagonist axis may be more important than blocking the components of the 

fibrosing-considered axis. Moreover, ANG-(1-7) might be a key component in the 

management of patients with IPF. Data found in the literature support this hypothesis, 

because in the culture of fibroblasts of human lung and of mice with bleomycin-

induced pulmonary fibrosis, ANG-(1-7) it has been shown to inhibit the activation of 

the transforming growth factor-beta 1 (TGF-β1), which is responsible for the 

fibroblast-myofibroblast transition induced by ANG II [44,45]. Moreover, Uhal et al. 

(2011) observed that, in experimental pulmonary fibrosis, ANG-(1-7) prevented the 

protein kinase c-Jun N-terminal (JNK) activation. This protein is responsible for 

triggering the apoptosis process of alveolar epithelial cells [46]. Collectively, these 

studies suggest that TGF-β and JNK protein activation contributes significantly to the 

antifibrogenic effects of the ACE2/ANG-(1-7)/Mas-R axis. 

A critical point of our study is the lack of results about ANG II and ANG-(1-7) 

plasma concentration. However, our previous study did show no significant difference 

in ANG I, ANG II and ANG-(1-7) plasma concentrations of IPF patients compared to 

the control group [40]. It is well documented that ANG II production is increased in 

lungs of patients with IPF, while the messenger RNA for ACE2 is reduced [47,48]. Li 

et al. (2006) has previously demonstrated that the lung parenchyma can control ANG 

II local generation (extravascular) through cleavage of angiotensinogen available in 

the tissue [48]. These data and our findings, demonstrate that, although there is no 

plasma difference between RAS peptides, the imbalance between the expression of 

receptors and peptides in the lung tissue could have a key role in the IPF 

pathophysiology. 
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Furthermore, our results also showed for the first time the significant functional 

impact of the RAS components imbalance in the lungs. In addition, patients’ 

functional capacity was strongly associated with AT1R and Mas-R expression. The 

increase in AT1R is associated with a worse lung function seen by the decrease 

FVC% and FEV1% while the opposite association was found with Mas-R. The 

importance of these results is reinforced by Bárczi et al. (2017) who studying patients 

with IPF, found a positive correlation between quality of life and FVC (r=0.4, P<0.05) 

[9], demonstrating that improving functional parameters, the patients well-being is 

also improved. Therefore, more studies should be conducted to confirm these 

important findings and contribute to improving the quality of life of those patients who 

will suffer for the rest of their lives with the consequences of pulmonary fibrosis. 

3.5 CONCLUSION 

According to these data, it is doubtless that RAS involvement in IPF is far from 

being clarified. However, our results demonstrated increased expression of AT1R 

and reduced expression of Mas-R in the lung tissue of patients with IPF. We were 

able to show that the imbalance between the receivers is associated with a reduced 

lung function of patients. Thus, these findings open new horizons in the role of RAS 

peptides in the pathophysiology of IPF, so that more studies need to be conducted to 

clarify the real implications of this system in the disease development and 

progression. 
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Table 1 - Sample characterization and Pulmonary Function Test 

Variables Control (n=6) Fibrosis (n=6) P 

Age (years) 55.7 ± 14.1 54 ± 12.7 0.83 

Gender (male) 3 5  

Weight (kg) 79.8 ± 20.57 72.5 ± 8.94 0.67 

Height (m) 1.69 ± 0.12 1.72 ± 0.13 0.34 

BMI (kg/m²) 27.54 ± 3.86 24.7 ± 2.93 0.6 

Previous smoking 2 3 0.6 

FEV1% 81.9 ± 14.5 46.5 ± 18.43 0.0041* 

CVF% 86.3 ± 13 43.83 ± 16.9 0.0006** 

FEV1/CVF% 75.18 ± 6.36 70 ± 35.7 0.13 

BMI=body mass index; kg=kilogram; m=meter; FEV1=forced expiratory volume in the first 

second; FVC=forced vital capacity; %=Percentage. The data are presented as mean ± SD. 
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Figure 1 - Protein expression of AT1 and Mas receptors in lung tissue (n=12). A: Expression 
of AT1 and Mas receptors in idiopathic pulmonary fibrosis lung tissue and control evaluated 
by western blot. B: Protein quantification of AT1 receptor in idiopathic pulmonary fibrosis and 
control lung tissue. 
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Figure 2 - Scatter plots of correlation analyzis between spirometry values and Mas receptor 

quantification (n=12). FEV1=forced expiratory volume in the first second; FVC=forced vital 
capacity. 
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Figure 3 - Scatter plots of correlation analyzis between spirometry values and AT1 receptor 

quantification (n=12). FEV1=forced expiratory volume in the first second; FVC=forced vital 

capacity. 
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4 CONCLUSÃO 

Nossos achados demonstraram de forma inédita que há um desequilíbrio 

entre os receptores dos eixos ANGII/AT1R e ANG-(1-7)/Mas-R no tecido pulmonar 

de pacientes com FPI. Também evidenciamos que este desequilíbrio está associado 

à redução da função pulmonar. Não há dúvidas de que o envolvimento do sistema 

na doença está longe de ser esclarecido, porém, nossos resultados abrem novos 

horizontes em relação ao papel do SRA na fisiopatologia da FPI. Mais estudos 

precisam ser conduzidos para esclarecer as reais implicações desse sistema no 

desenvolvimento e progressão da doença. Nesse sentido, temos desenvolvido 

estudo translacional para investigar a participação dos componentes do SRA na da 

fibrose pulmonar idiopática. Vislumbramos contribuir para entender a fisiopatologia 

da doença e para identificar promissores alvos terapêuticos visando à melhora da 

qualidade de vida desses pacientes. 
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5 ANEXOS 

ANEXO A - APROVAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA DA UFCSPA  
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ANEXO B - APROVAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA DA 

INSTITUIÇÃO COPARTICIPANTE
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ANEXO C - NORMAS DA REVISTA PEPTIDES 
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