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RESUMO

Durante as respostas inflamatorias, os leucocitos produzem e secretam mediadores
responsaveis pelo inicio e manutengdo da inflamag&o. A inflamacéo que em muitos casos é
benéfica e protege o organismo contra agentes nocivos, quando descontrolada pode levar a
lesdo tecidual. Dessa forma muito se tem estudado sobre os mecanismos que controlam e
solucionam a resposta inflamatoria, assim como mediadores e células envolvidos nesse
processo. Recentemente observou-se que a Angiotensina-(1-7), um metabolito do sistema
Renina-Angiotensina, considerado por muito tempo como inativo, apresenta importantes
acdes no controle da resposta inflamatdria. Sendo assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar
se a producdo enddgena ou administracdo exdgena da Ang-(1-7) pode acelerar a resolucgdo da
resposta inflamatdria em modelos de artrite em camundongos.

Nesse estudo, todos os tratamentos foram realizados 12 horas ap0s a injecdo do
antigeno, para diferenciar os efeitos pré-resolutivos e anti-inflamatérios. A administracdo
intra-articular de Ang-(1-7), foi capaz de diminuir o nimero de neutréfilos no lavado sinovial
e no tecido periarticular, assim como aumentar o nimero de neutréfilos apoptdticos, e inibir
NF-kB na membrana sinovial. Utilizando o tratamento com o DIZE, ativador de ECA2, que
induz a formacdo de Ang-(1-7), os efeitos observados foram semelhantes aos observados com
a Ang-(1-7). Esses processos foram revertidos pelo uso do inibidor de caspases, Zvad-FMK,
indicando que a acdo da Ang-(1-7) seria por inducdo de apoptose de neutrofilos. A Ang-(1-7)
também foi capaz de induzir apoptose diretamente em neutréfilos humanos in vitro, esse
efeito foi associado com a inibicdo da ativacdo de NF-«kB nos neutréfilos.

Dessa forma, concluimos que a Ang-(1-7) possa representar uma estratégia pro-
resolutiva eficaz para o tratamento das doencas nas quais, 0 acumulo e presenca de neutrofilos
possa representar danos.

Palavras chave: Sistema Renina- Angiotensina, Angiotensina-(1-7), DIZE (ativador de

ECAZ2), resolucéo da resposta inflamatoria, apoptose, artrite.



ABSTRACT

During inflammatory responses, leukocytes, produce and secrete mediators
responsible for the initiation and maintenance of inflammation. Inflammation may be
beneficial and protects the body against harmful agents. However, when uncontrolled, it can
lead to tissue damage. Thus, there is much interest in understanding mechanisms that control
and resolve the inflammatory response, as well as mediators and cells involved in this
process. Recently, it was observed that Angiotensin-(1-7), a metabolite of Renin-Angiotensin
system may control the inflammatory response. Therefore, the objective of this study was to
evaluate whether endogenous production or exogenous administration of Ang-(1-7) could
control the resolution of the inflammatory response in models of arthritis in mice.

In this study, all treatments were given 12 hous after the injection of antigen in order
to separate anti-inflammatory from pro-resolutive effects. The intra-articular administration of
Ang-(1-7) decreased the number of neutrophils in the synovial cavity and in periarticular
tissues, increased the number of apoptotic cells and inhibited translocation of Nf- B in a
model of antigen-induced arthritis in mice. Treatment with DIZE, an activator of ACE2 which
induces generation of Ang-(1-7), induced effects which were similar to those observed with
the administration of Ang-(1-7). Resolution of inflammation was reversed by use of the
inhibitor of caspases Zvad-FMK, indicating that the action of Ang-(1-7) was inducing
apoptosis of neutrophils. Indeed, Ang-(1-7) was also able to directly induce apoptosis of
human neutrophils in vitro. The latter effect was associated with inhibition of the activation of
NF- kB in neutrophils.

Therefore, we conclude that Ang-(1-7) has pro-resolutive effects on inflammation and
may be useful for the treatment of diseases in which the accumulation of neutrophils may
have a pathophysiological role.

Keywords: renin-angiotensin system, angiotensin-(1-7), dize (ace2 activator),

resolution of the inflammatory response, apoptosis, arthritis.
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1 INTRODUCAO

1.1 Artrite: Aspectos Gerais

Denomina-se genericamente artrite qualquer processo inflamatorio que afete a
articulacdo e essa denominacao € utilizada para se referir a um grupo de mais de 100 doencas
reumaticas que podem causar dor, enrijecimento e edema das articulacbes. A artrite
reumatoide (AR) é a mais comum das artrites inflamatorias e a que causa maior incapacidade,
afetando aproximadamente 1% da populacdo adulta do mundo, acometendo com maior
frequéncia mulheres. Esta diretamente relacionada a dor e perda de funcdo que sdo as
principais causas de morbidade e fatores limitantes para o trabalho e execucéo das atividades
de vida diaria (ALAMANOS; DROSQOS, 2005; MINAUR et al., 2004). A doenca também
estd associada a uma taxa de mortalidade consideravel, principalmente em decorréncia de
eventos cardiovasculares (GONZALEZ-GAY; GONZALEZ-JUANATEY; MARTIN, 2005;
SNOW; MIKULS, 2005).

A AR ¢é uma doenca poliarticular que afeta principalmente as pequenas articulacdes
das méos e pés (FIRESTEIN, 2003). Células inflamatorias sdo recrutadas para a articulacéo e,
quando ativadas, contribuem para a destruicdo articular local. Neutréfilos em particular,
fundamentais no desencadeamento e manutencdo do processo inflamatério das articulacoes,
acumulam-se no fluido sinovial e liberam enzimas proteoliticas que causam tal destruicdo
(JASIN, 2000; MARTEL-PELLETIER et al., 1994; MCINNES; SCHETT, 2007,
NEUMANN et al., 2002; SHIOZAWA,; SHIOZAWA; FUJITA, 1983).

Clinicamente a AR é considerada uma doenca inflamatoria cronica, € observada a
inflamacdo da membrana sinovial com formacdo de pannus (crescimento exacerbado do
tecido conjuntivo sobre a superficie articular), com invasdo e destruicdo das estruturas
articulares e osso (HALE; MORIARTY, 2001). A cavidade sinovial que, em condicOes
normais, se apresenta como uma estrutura acelular delimitada por uma fina membrana
conjuntiva, torna-se espessa em decorréncia do aumento dos sinovidcitos. Esta regido
intersticial passa a ser preenchida por infiltrado celular, contendo: fibroblastos sinoviais,
macréfagos, mastocitos, células T CD4*, CD8*, natural killer (NK), células B e células

plasmaticas. O infiltrado sinovial invade a cartilagem adjacente e promove destruicao
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articular, que é mediada por osteoclastos ativados, condrocitos e fibroblastos sinoviais
(GRAVALLESE et al., 2000).

Apesar de inimeros estudos, a patogénese da AR ainda permanece obscura. Trata-se
de uma doenca complexa e multifatorial da qual fazem parte auto-imunidade, inflamacéo
cronica, destruicdo articular, fatores ambientais e genéticos. Associado a auto-imunidade,
observa-se a producgdo de anticorpos especificos para imunoglobulinas G (IgG), conhecidos
como “fatores reumatoides” e alguns peptideos contendo citrulina (Firestein, 2003). Além
disso, € expressiva a participacdo de linfocitos (Thl e Th17) com sua grande producédo de
citocinas e quimiocinas (ESENSTEN; WOFSY; BLUESTONE, 2009; LUBBERTS;
KOENDERS; VAN DEN BERG, 2005; SCHULZE-KOOPS; KALDEN, 2001). Os linfécitos
B produzem autoanticorpos, com consequente formacéo de complexos imunes (TAKEMURA
et al., 2001). Varias citocinas, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e as interleucinas
(IL-1B, TL-10 e 1L-18) também estéo envolvidas no processo inflamatério e na leséo articular
caracteristicos da AR (BRENNAN; MCINNES, 2008; MCINNES; SCHETT, 2007). Além
dos fatores genéticos e imuno-inflamatorios, fatores ambientais também contribuem para a
inducdo, intensidade e progressao da doenca, como, por exemplo, o habito de fumar, que
promove a adicdo do aminocido citrulina a proteinas do organismo, tornando-as antigénicas
(KLARESKOG; PADYUKOQOV; ALFREDSSON, 2007).

1.2 Inflamacédo

A resposta inflamatdria pode ser caracterizada como um processo fisioldgico, pelo
qual os tecidos do corpo respondem a diferentes estimulos, sejam eles causados por agentes
infecciosos, trauma, cirurgia, queimadura, infarto do tecido, cancer, entre outros.
(DINARELLO, 1997; SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004). Modificacbes na
microcirculacdo, tais como os fenbmenos angiogénicos, migracdo de leucdcitos através do
leito vascular e liberacdo de moléculas soltveis nos tecidos danificados sdo as principais
caracteristicas da inflamac&o, que € uma reagédo secundaria em resposta as lesdes a fim de que
a homeostase tecidual seja restaurada (NATHAN, 2002). A inflamacgdo elimina o agente
nocivo e desencadeia eventos que podem curar e reconstruir o tecido lesado. O reparo tecidual

comeca nas fases iniciais da inflamacdo, mas s6 finda quando a influéncia nociva for
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neutralizada (FIALKOW; WANG; DOWNEY, 2007). Entretanto a mesma resposta
inflamatoria que protege o organismo de agentes nocivos, pode se tornar prejudicial. A
inflamacéo é, por exemplo, a base de varias doencas crénicas como aterosclerose, asma,
esclerose multipla, fibrose pulmonar e também da artrite reumatoide (COMINI-FROTA et al.,
2012; DA SILVEIRA et al., 2010a; NATHAN; DING, 2010; RUSSO et al., 2011).

Embora o processo inflamatério seja conhecido pela humanidade ha milhares de anos,
0 primeiro a definir seus sintomas clinicos foi 0 médico romano Cornelius Celsus. Os
sintomas descritos por ele sdo conhecidos hoje como os sinais cardinais da inflamacéo e sdo
eles: o rubor (vermelhiddo, devido ao aumento da quantidade de sangue no local da
inflamacéo (hiperemia)), tumor (edema causado pelo aumento da permeabilidade vascular),
calor (aumento da temperatura no local da inflamacéo, associado com o aumento do fluxo
sanguineo) e dolor (dor, em parte devido a sensibilizacdo das terminacdes nervosas causadas
por mediadores inflamatdrios). Mais tarde, em 1858, foi descrito por Rudolph Virchow o
quinto sinal cardeal, functio laesa (perda de funcdo, disfuncdo dos érgdos e tecidos
envolvidos), esse sinal € considerado um sinal universal da inflamagdo, porque acompanha
todos os processos inflamatdrios, jA os quatro sinais descritos por Celsus, se aplicam a
inflamacéo aguda que acompanha feridas e infec¢des (MEDZHITQOV, 2010).

Outro marco importante foi a descoberta da fagocitose em 1892 por Elie Metchnikoff
que desenvolveu a teoria da imunidade celular. Sua teoria enfatizou os beneficios da
inflamacdo e mostrou o papel de macrofagos e micréfagos (neutrofilos) na defesa do
hospedeiro e na manutencdo da homeostase tecidual (TAUBER, 2003).Essas descobertas
contribuiram para uma nova visdo do processo inflamatorio baseada em eventos celulares,

gerando um grande interesse nos mecanismos envolvidos nesse processo fisioldgico.

1.2.1 Inflamacdo aguda

A inflamacdo aguda € a resposta primaria a um estimulo. Consiste no recrutamento e
ativacdo de leucocitos e no extravazamento de varias proteinas plasmaticas para o local da
infeccdo ou trauma, a fim de eliminar o agente infeccioso (Abbas, 2008). Na inflamacéo
aguda, ha um predominio de células polimorfonucleares, neutréfilos, que sdo as primeiras
células recrutadas para o local da inflamagdo (NATHAN, 2002). No decorrer da inflamacgéo

ocorre uma mudanca do perfil celular: ha uma diminuicdo no nimero de neutrofilos e um
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aumento no recrutamento de monacitos, os quais se diferenciam localmente em macréfagos,
que irdo iniciar o processo de resolucdo inflamatéria juntamente com outros mediadores
(NORLING; SERHAN, 2010).

1.2.2 Inflamagéo cronica

A inflamacdo pode ser benéfica quando bem controlada. No entanto, em excesso,
pode-se tornar prejudicial devido a sua potente acdo de destruicdo tecidual, progredindo para
a inflamacdo cronica, cicatrizacdo e fibrose (MEDZHITOV, 2010). Na maioria dos casos,
esse dano tecidual € causado pela acumulo excessivo de leucdcitos (NORLING; SERHAN,
2010). Na inflamacdo cronica ocorre um predominio da resposta imune adaptativa, com maior
presenca de monocitos e linfécitos (SERHAN et al.,, 2007). A inflamagdo crénica é
caracterizada por uma resposta de duracdo prolongada, podendo originar-se a partir de
infeccOes persistentes, exposicdo prolongada a agentes toxicos e auto-imunidade
(Robbins,1994).

1.2.3 Recrutamento de leucécitos

O recrutamento de leucécitos € indispensdvel a imunidade inata de defesa do
hospedeiro (GENG, 2001), no entanto esse processo ocorre também em condi¢es normais,
como por exemplo, no trafego de linfécitos para tecidos linfoides e outros tecidos (GILROY
et al.,, 2004). Na resposta inflamatoria, a migracdo leucocitaria é regulada pela acdo de
mediadores pro e anti-inflamatérios que promovem e controlam o extravasamento dessas
células, evitando assim uma resposta inflamatoria descontrolada.

Durante o processo inflamatorio, as reaces vasculares e celulares sdo mediadas por
fatores quimiotaticos derivados de proteinas ou células plasmaticas que sdo produzidas ou
ativadas pelo estimulo inflamatério. Tais processos resultam na quimiotaxia dos leucocitos e
permitem a interacdo de células circulantes com as células endoteliais, possibilitando assim a
transmigracdo dos leucdcitos para o sitio inflamatério (GILROY et al., 2004). Desse modo, 0
processo de recrutamento dos leucdcitos para o sitio inflamatério obedece aos seguintes

passos: captura, rolamento, adesdo firme ao endotélio e transmigracao endotelial (Figura 1).
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Ap6s um estimulo inflamatério inicial, ocorre vasodilatagdo e aumento da
permeabilidade endotelial, provocando um aumento da pressdo hidrostatica e diminuicdo da
pressdo osmotica do plasma pela saida de liquido rico em proteinas. A perda de liquido resulta
em concentracao elevada de hemécias e aumento da viscosidade sanguinea, deixando o fluxo
mais lento e contribuindo para que os leucdcitos se movam para as camadas mais periféricas
da corrente sanguinea, iniciando a chamada marginacéo leucocitaria ao longo do endotélio
vascular (FRANCISCHETTI et al.,, 2010). Mediadores pro-inflamatorios (citocinas,
quimiocinas, e mediadores lipidicos) liberados por células residentes (macrofagos, células
dendriticas e células epiteliais) no tecido lesado, ativam leucécitos circulantes e induzem
mudancas nas propriedades de adesdo das células endoteliais (NOURSHARGH; MARELLI-
BERG, 2005). O contato dos leucocitos sanguineos com o endotélio vascular do tecido é
mediado por moléculas de adesdo especificas presentes nos leucécitos e nas células do
endotélio, por exemplo, as selectinas (L, P e E) e seus ligantes (proteinas que contém
carboidratos); as integrinas, que se ligam a moléculas da superfamilia das imunoglobulinas,
como moléculas de adesao intercelular (ICAM-1,2 e 3); moléculas de adesao celular vascular
(VCAM-1) e moléculas de adesdo celular plaqueta-endotélio (PECAM-1) (SIMON; GREEN,
2005). Os agentes quimiotaticos promovem também a ativacéo de receptores de sete dominios
transmembrana acoplados a proteina G, levando ao aumento do nimero e, principalmente, da
afinidade de integrinas expressas na superficie do leucdcito, além de ativar inimeras
moléculas pertencentes as vias de traducdo de sinal intracelular, que sdo fundamentais para
que a resposta inflamatdria ocorra (MARINISSEN; GUTKIND, 2001).
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Figura 1 Recrutamento leucocitario. Rolamento, adesdo e transmigragéo leucocitaria. FRANCISCHETTI, 2010.

1.2.4 Papel dos neutrofilos

Neutrofilos ou leucocitos polimorfonucleares (PMN) sdo células presentes
continuamente na circulacdo sanguinea e sdo responsaveis pela defesa inicial contra infecces
por micro-organismos (BURG; PILLINGER, 2001). Os neutrofilos agem no reconhecimento
de PAMPs (padrdes moleculares associados a patdgenos) e DAMPs (padrées moleculares
associados ao dano tecidual), através de receptores do tipo Toll Like (TLRs), ou outros
receptores da resposta imune inata, desencadeando uma cascata de sinalizacdo intracelular e
ativacdo de genes pro-inflamatorios (PRINCE et al., 2011a). Deste modo, os neutrofilos sdo
componentes centrais na resposta inflamatoria e contribuem para inumeras doencas
inflamatdrias (WEISS, 1989). Na artrite reumatoide, por exemplo, os neutrofilos migram para
o fluido sinovial, onde fagocitam complexos imunes e liberam proteases, sendo as principais
células efetoras, capazes de causar danos articulares diretamente a cartilagem e 0ssos durante
a resposta inflamatéria induzida pela artrite (CASCAO et al., 2010a). Os neutrdfilos sdo os
leucocitos mais abundantes na articulagdo de pacientes com AR ativa, e tém um papel

importante tanto nas fases iniciais quanto tardias da doenca (WIPKE; ALLEN, 2001). Estudos
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tém mostrado o envolvimento dos neutréfilos no remodelamento 6sseo (CASCAO et al.,
2010a; POUBELLE et al., 2007). Além disso, neutrdfilos isolados, quando estimulados, tém
alto potencial para se diferenciarem e adquirirem caracteristicas de osteoclastos pelo aumento
da expressao de RANK/RANKL (POUBELLE et al., 2007).

Quando ativados por mediadores inflamatérios ou por peptideos bacterianos, 0s
neutréfilos aumentam a expressdo de moléculas de adesdo, migram para o tecido em diregdo
ao gradiente quimiotatico, aumentam sua capacidade fagocitica e produzem fatores
importantes que sdo efetores da resposta neutrofilica (BURG; PILLINGER, 2001). Uma vez
no tecido, os neutrofilos exercem suas fungdes efetoras mediante liberacdo de enzimas
contidas em seus granulos, como por exemplo, mieloperoxidase (MPO), perdéxido de
hidrogénio (H20.), elastases, colagenases, entre outras. Essas enzimas, além de permitirem a
erradicacdo de infeccdes, por destruirem os patégenos fagocitados, podem causar lesdes
graves as células adjacentes e tecidos (CASCAO et al., 2010a). Sendo assim, estratégias
capazes de interferir no recrutamento de neutréfilos sdo de grande importancia para o controle
de diversas doencas inflamatdrias. Em modelos de inflama¢do aguda causado por isquemia e
reperfusdo, por exemplo, foi demonstrado que estratégias que inibam o recrutamento de
neutréfilos sdo capazes de diminuir as lesdes nestes tecidos (BARROSO et al., 2012; SOUZA
et al., 2004). Outra estratégia relevante a fim de diminuir os efeitos nocivos dos neutrofilos, é
interferir no tempo de presenca dessas células no tecido, de modo a antecipar a resolugdo
inflamatdria, através da inducdo da apoptose(LOPES et al., 2011a; VAGO et al., 2012a).

1.2.5 Apoptose

A apoptose, também conhecida como morte celular programada das células, € uma via
genética bem conservada evolutivamente. E uma forma de morte celular altamente controlada
e essencial para a homeostase tecidual, controle da inflamacdo e desenvolvimento de
organismos multicelulares (SAVILL et al., 2002). Durante a apoptose ocorrem eventos
morfologicos e bioquimicos bem especificos como a condensacdo e fragmentacdo da
cromatina nuclear, compactacdo das organelas citoplasmaticas, diminui¢cdo do volume da
célula e alteragdes na membrana plasmatica, o que resulta no reconhecimento e fagocitose
dessas celulas (COHEN, 1997). A célula também sofre um processo chamado blebbing

(brotamento), com conseqliente formacgdo de corpos apoptoticos (pequenas vesiculas que
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transportam o conteddo celular). Os corpos apoptoticos também sdo reconhecidos,
fagocitados e degradados pelas células vizinhas ou fagdcitos profissionais (SAVILL;
FADOK, 2000). Assim, nenhuma proteina intracelular ou metabdlitos séo libertados para o
tecido circundante, evitando uma resposta inflamatdria.

Existem duas vias principais que levam a apoptose, ambas as quais culminam em vias
comuns para a morte celular programada, que se caracterizam por ativacdo de proteases
chamadas caspases, as quais atuam clivando estruturas celulares e promovendo a
decomposicdo celular. A via intrinseca (ou mitocondrial), que envolve a liberacdo de
proteinas indutoras de morte que normalmente estdo sequestradas dentro das mitocondrias,
promovendo a liberacdo de citocromo ¢, desencadeado por proteinas pro-apoptéticas da
familia Bcl-2; e a via extrinseca, que é desencadeada pela ligacdo de ligantes especificos a um
grupo de receptores de membrana na superfamilia dos receptores de fatores de necrose
tumoral rTNF (conhecidos como receptores de morte) (BEST, 2008; NORLING; SERHAN,
2010). A apoptose de neutrofilos seguida pela remocdo por fagdcitos é um processo
primordial na resolucdo inflamatdria (ROSSI et al., 2007; SERHAN; SAVILL, 2005; SOUSA
et al., 2010a). O controle preciso do programa de morte de neutréfilos proporciona um
equilibrio entre suas fungdes de defesa e sua eliminacdo segura, enquanto uma deficiéncia na
regulacdo da morte de neutrofilos contribui com uma ampla gama de patologias inflamatorias
(EL et al., 2008; GILROY et al., 2004; JONSSON; ALLEN; PENG, 2005).

1.2.6 Resolucdo da resposta inflamatoria

Resolucdo da inflamacdo € um processo complexo e ativamente controlado
(BUCKLEY et al., 2013) essencial para manutencdo da salde do hospedeiro, onde
mediadores endogenos e células sdo sincronizados vindo a prevenir uma inflamacéo excessiva
e removendo neutrofilos em apoptose retornando o organismo a homeostase (SERHAN,
2011) . Diante de um dano ou agente invasor sdo liberados mediadores pré-inflamatorios, tais
como prostaglandinas, leucotrienos, citocinas e quimiocinas, que desempenham um papel
importante a fim de recrutar células de defesa (primeira delas, os neutrofilos) para o local da
leséo e eliminar o estimulo lesivo. No entanto, o excesso desses mediadores, assim como a
permanéncia de células inflamatorias no tecido, pode resultar em inUmeras doencas
(HANSSON; ROBERTSON; SODERBERG-NAUCLER, 2006; SERHAN; SAVILL, 2005).
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A resolucdo eficiente da inflamacdo baseia-se na inibicdo do influxo de neutrofilos,
recrutamento ndo fisioldgico de mondcitos e depuracdo rdpida de neutrofilos infiltrados,
limitando a lesdo tecidual e impedindo a progressdao da inflamacdo (SERHAN et al., 2007,
SERHAN; CHIANG; VAN DYKE, 2008). Se o hospedeiro ndo for capaz de conter o agente
agressor ou ocorrerem falhas nos mecanismos pro-resolutivos, a inflamagdo pode perdurar,
gerando diferentes graus de lesdo tecidual. De acordo com o grau da lesdo ocorrera a
regeneracdo do tecido, ou caso seja um dano tecidual extenso, como ocorre nas inflamagoes
crénicas, as células lesadas serdo substituidas, ocorrendo deposicdo de colageno e cicatrizacdo
(fibrose), um processo que pode levar a perda da funcdo do 6rgdo (GILROY et al., 2004). A
regulacdo da apoptose € um ponto crucial na resolucdo inflamatéria, sendo controlada por
uma rede complexa de vias de sinaliza¢do. No entanto, em diferentes contextos, a inibicdo ou
aceleracao da apoptose pode ter conseqiiéncias patologicas, como em infeccdes pelo do virus
influenza e HIV, nas quais a diminuicdo do tempo de sobrevida de neutrofilos, devido a
aceleracdo da apoptose, resulta na deficiéncia das defesas contra micro-organismos e aumenta
a susceptibilidade a infeccBes. Entretanto, em outros tipos de patologias tais como,
pneumonia, fibrose cistica e artrite reumatoide, o atraso da apoptose esta relacionado com o
aumento do dano tecidual, correlacionando assim a apoptose de neutr6filos com gravidade
e/ou resultado da doenca. Dessa forma, a inibicdo da apoptose de neutréfilos contribui para a
inflamacdo persistente, enquanto que a inducdo de apoptose em neutréfilos exerce acGes anti-
inflamatdrias e acelera a resolucdo da inflamacdo (MILOT; FILEP, 2011a).

Alguns mediadores exercem multiplas funcBes, a exemplo a Prostaglandina E2, que
participa no desencadeamento da inflamacdo e também na fase de resolucdo (CHAN;
MOORE, 2010). Outro exemplo, no contexto celular sdo os macrdfagos, que participam no
inicio da inflamacdo e também no processo resolutivo. Os mondcitos se diferenciam
localmente em macrofagos. Os primeiros macrofagos a chegarem ao local da leséo
apresentam um perfil pré-inflamatério e sdo chamados M1. Estes macréfagos apresentam
baixa capacidade fagocitica e estdo envolvidos com a liberacdo de mediadores inflamatorios
como citocinas, quimiocinas, espécies reativas de oxigénio (ROS) e 6xido nitrico (NO). Uma
vez que consomem células apoptéticas, os macrofagos mudam seu fenétipo para M2,
aumentam a sua capacidade fagocitica e produzem moléculas anti-inflamatdrias, como 1L-10
e TGF-B. Produzem também mediadores pré-resolutivos que impedem o recrutamento de

neutrdfilos e promovem o recrutamento de mais mondcitos, amplificando a eficiéncia do
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processo de fagocitose. Estes macrdfagos estdo envolvidos com o reparo e tem um papel
importante no retorno da homeostase tecidual. No entanto, também podem promover a
formacéo de cicatrizes e fibrose. Uma vez desempenhado seu papel de remocédo de células
apoptoticas, os macrofagos M2 mudam novamente seu fenotipo para Mres (macréfago
resolutivo). O Mres esta envolvido com aumento da producdo de mediadores anti-
inflamatorios, pro-resolutivos e anti-fibréticos, participando ativamente da resolugdo
inflamatdria, sendo posteriormente drenado pelos vasos linfaticos (ARIEL; SERHAN, 2012).

Agentes pro resolutivos podem, entdo, ser distinguidos pela suas habilidades em:
contra-regular mediadores que promovam o recrutamento de leucdcitos para o local da
inflamac&o, diminuir a dor, estimular o recrutamento néo fisiol6gicos de mondcitos, aumentar
a taxa de apoptose de neutrofilos e ativar macréfagos a fagocitarem neutréfilos apoptéticos,
promovendo a limpeza tecidual e retorno a homeostase (BUCKLEY et al., 2013). Dessa
forma a resolucdo inflamatéria € um processo de suma importancia a fim de manter o

equilibrio do organismo.

1.3 Sistema Renina Angiotensina, Aspectos Gerais

O sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRA) é classicamente conceituado como
um sistema humoral que exerce fungdes cardiovasculares, renais e adrenais (ZAMAN;
OPARIL; CALHOUN, 2002). Sua cascata de ativacdo inclui varias interacdes enzima-
substrato que resultam na producdo de varios peptideos biologicamente ativos
(ARDAILLOU, 1999; FERRARIO et al., 1998; NISHIMURA, 2001). A Angiotensina Il
(Ang I1) é o principal peptideo biologicamente ativo do SRA. A renina, uma protease liberada
pelo aparelho justa glomerular, é responsavel por clivar o angiotensinogénio produzido no
figado, em Angiotensina I, que por sua vez, € clivada pela enzima conversora de Angiotensina
(ECA) em Angiotensina Il (METHOT et al., 1997) (Figura 2). Ang Il exerce grande parte de
seus efeitos bioldgicos através da ativacdo do receptor AT1. Dentre os efeitos destacam-se:
vasoconstri¢do, hipertrofia celular, fibrose, formacdo de radicais de superdxido, ativacdo do
sistema nervoso simpatico, secrecdo de endotelina e aldosterona (CAREY; SIRAGY, 2003a).
A Ang Il também pode se ligar ao receptor AT2 produzindo efeitos opostos aos mediados
pelo receptor AT1 (FERRARIO; TRASK; JESSUP, 2005; SANTOS et al., 2008).
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As acBes do SRA eram atribuidas exclusivamente a Angiotensina Il. No entanto,
sobretudo na Ultima década, a descoberta de efeitos bioldgicos de outros peptideos
angiotensinogénicos, novos receptores, novas enzimas, rotas metabdlicas e vias de sinalizagdo
modificaram a visdo sobre esse sistema (PINHEIRO et al., 2009; SANTOS; FERREIRA,
SIMOES E SILVA AC, 2008). Outro peptideo biologicamente ativo que exerce efeitos
opostos aos mediados pela ativacao do receptor AT1 pela Ang Il, € a Angiotensina-(1-7). Este
peptideo foi considerado por muito tempo como um metabolito inativo (GREENE et al.,
1982), mas esse conceito comegou a mudar com estudos de SCHIAVONE et al. (1988) sobre
0 papel da Ang-(1-7) em estimular a liberacdo de vasopressina pelo hipotdlamo. Desde entdo,
inimeros estudos tem contribuido para modificar a visdo sobre SRA e de suas funcdes
(CHAPPELL, 2007; FERREIRA; SANTOS, 2005; SANTOS; FERREIRA; SIMOES E
SILVA AC, 2008; SIMOES E SILVA AC et al., 2006). Esse peptideo exerce as suas funcdes,
principalmente, através da ativacao do receptor de sete dominios transmembranicos acoplados
a proteina G, denominado receptor Mas (receptor AT 1-7) (SIMOES E SILVA AC et al.,
2004).
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Figura 2 Sistema Renina-Angiotensina. Principais peptideos biologicamente ativos no SRA e principais a¢des
da Angiotensina Il e Angiotensina-(1-7). Adaptada: SANTOS & SAMPAIQ, 2002.

1.3.1 Angiotensina-(1-7)

Dentre as recentes descobertas que produziram altera¢fes conceituais de fundamental
importancia relacionadas a Ang-(1-7), destacam-se a identificacgio da ECA2 (enzima
conversora da angiotensina 2) como a principal enzima responsavel pela formacdo de Ang-(1-
7) (DONOGHUE et al., 2000a; TIPNIS et al., 2000a) e a descoberta de um novo receptor
acoplado a proteina G, o receptor Mas, como sendo um ligante endégeno para a Ang-(1-7)
(SANTOS et al., 2003a). Ang-(1-7) é produzida principalmente através da acdo de ECA2, que
tem cerca de 400 vezes menos afinidade para Ang | do que a Ang Il. Portanto, a Ang Il é o
substrato principal para sintese de Ang-(1-7) (DONOGHUE et al., 2000a; FERRARIO, 1990;
VICKERS et al., 2002). ECA2 pode também formar Ang-(1-7) com menos eficiéncia através
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da hidrolise de Ang I em Ang-(1-9), com a subsequente formagéo de Ang-(1-7) (VICKERS et
al., 2002). A ativacdo do receptor Mas pela Ang-(1-7) promove, em geral, efeitos antagonicos
aqueles atribuidos a ativacao do receptor AT1 pela Ang Il (SANTOS et al., 2003a), onde se
destacam: vasodilatacdo (LOOT et al., 2002), anti-arritimogénico (SANTOS et al., 2004),
anti-fribrotico(PEREIRA et al., 2007), anti-proliferativo (GALLAGHER; TALLANT, 2004,
TALLANT; FERRARIO; GALLAGHER, 2005), entre outros. Diante dos resultados, a visao
atual do SRA envolve dois eixos opostos: o eixo classico, responsavel pela maioria das acdes
tradicionalmente atribuidas a esse sistema, e composto pela enzima conversora de
angiotensina (ECA), Ang Il e o receptor AT1; e o eixo contra-regulatorio que é formado pela
enzima homologa da ECA, denominada ECA2 (DONOGHUE et al., 2000b; TIPNIS et al.,
2000b), Ang-(1-7) e o receptor Mas (SANTOS et al., 2003b).

Estudos verificaram que a Ang-(1-7) é um peptideo importante com atividade
biolégica em vérios 6rgdos, cuja presenca e a¢les sdo bastante relevantes (PINHEIRO et al.,
2004). Entretanto, hd muito a ser pesquisado sobre seu efeito nos processos inflamatérios. Os
estudos sdo escassos e, muitas vezes contraditérios no que diz respeito ao efeito dos agonistas
do receptor de Ang-(1-7), receptor Mas, nos processos inflamatérios (BARROSO et al., 2012;
DA SILVEIRA et al., 2010b; ESTEBAN et al., 2009; MARRERO; BENCHERIF, 2009).
Devido a escassez de estudos sobre os componentes do eixo ECA2-Ang-(1-7)-Mas, muitas
vezes € necessario inferir os efeitos potenciais da Ang-(1-7) a partir da avaliacdo do eixo
classico do SRA ou do bloqueio desse eixo por meio de inibidores da enzima conversora de
angiotensina (IECAs) ou antagonistas de seus receptores AT1 (ABU NABAH et al., 2007;
NABAH et al., 2004; RUIZ-ORTEGA et al., 2001).

Considerando que a Ang-(1-7) pode apresentar efeitos anti-inflamatorios, diminuindo
o recrutamento de neutrofilos, como ja demonstrado pelo nosso grupo; em um modelo de
artrite induzida por antigeno, onde o tratamento com a Ang-(1-7) foi capaz de reduzir o
recrutamento de neutréfilos e diminuir o dano tecidual da articulagdo acometida (DA
SILVEIRA et al., 2010b). Recentemente também foi demonstrado no modelo de insuficiéncia
renal aguda, induzida por isquemia e reperfusdo, onde o tratamento com o agonista do
receptor Mas, AVE 0991, foi capaz de diminuir o recrutamento de neutrofilos com
consequente diminuicdo do dano tecidual (BARROSO et al., 2012). Desta forma, nossa

hipdtese € que a Angiotensina-(1-7) também possa ter um efeito pro-resolutivo, promovendo a
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apoptose de neutréfilos e diminuindo os danos causados pelo excesso dessas células durante a

inflamacéo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito pro-resolutivo do tratamento local com a
Angiotensina-(1-7) em camundongos com artrite induzida por antigeno, visando entender
melhor a participagdo da Angiotensina-(1-7) e possiveis mecanismos envolvidos nesse

processo.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar o infiltrado inflamatério (recrutamento de neutréfilos), apoptose de
neutrofilos, vias de sinalizacdo e hipernocicepcdo em resposta ao tratamento local com Ang-
(1-7) na AlA.

Estudar os efeitos da Angiotensina-(1-7) no processo inflamatorio e proé resolutivo em

animais previamente tratados com o pan inibidor de caspase, Zvad-FMK.

Estudar os efeitos do aumento da sintese endégena de Angiotensina-(1-7) no processo
de resolucdo inflamatoria, através da administracdo de um ativador de ECA2(DIZE).

Estudar o efeito direto da Angiotensina-(1-7) na apoptose de neutrofilos humanos

isolados do sangue periférico.

Estudar os efeitos da Angiotensina-(1-7) em um outro modelo de artrite, induzido pela

injeccdo do lipopolissacarideo (LPS).
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3. METODOLOGIA

3.1. Utilizacdo de Camundongos e Aprovacédo do Comité de Etica

O presente estudo foi aprovado pelo comité de ética em experimentacdo animal
(CETEA) sob o protocolo de pesquisa nimero 192/2012.

Foram utilizados camundongos C57BI/6 e Balb/c, machos, com peso aproximado de
25 gramas, entre 8-10 semanas, fornecidos pelo Centro de Bioterismo (CEBIO-ICB/UFMG)
do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais. Todos 0s

animais foram mantidos no ciclo claro-escuro de 10-12horas, com livre acesso a agua e ragao.

3.2. Farmacos e Reagentes

Ketamina (Vetbrands, Brasil), Cloridrato de xilazina (Agener Unido, Brasil),
Albumina de soro bovino metilada (mBSA), Albumina de soro bovino (BSA) e inibidor de
caspase (Z-VAD-FMK) foram adquiridos da Sigma (St. Louis, MO). Angiotensina-(1-7) foi
doada pelo professor Robson Augusto Souza dos Santos do departamento de Fisiologia e
Biofisica, ICB/UFMG e ativador endogeno de ECA2(DIZE), gentilmente cedido pelo
professor Anderson José Ferreira, do departamento de Morfologia, ICB/UFMG.

3.3. Preparacdo das Drogas

A Ang-(1-7), o DIZE e 0 Z-VAD foram preparados segundo a descri¢do abaixo:

Ang-(1-7): diluida em PBS 1x estéril e mantida em agitacdo continua (vortex) e no
gelo, até 0 momento do uso.

DIZE: diluido em PBS1X com concentragdo final de 1ug/kg.

ZVAD-FMK: diluido em 2% de DMSO e PBS 1X estéril, com concentracdo final de
1mg/kg.

Veiculo dos tratamentos: PBS estéril1X
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3.4 Modelos Murinos de Artrite Imuno-Induzida

Para investigar o papel do sistema Renina-Angiotensina, no processo de resolucdo da
artrite, foram utilizados dois modelos que reproduzem as principais alteracdes verificadas na
artrite reumatoide.

O primeiro modelo experimental de artrite foi induzido pela injecdo intra-articular de
albumina de soro bovino metilada (MBSA) (AlA) em animais previamente imunizados com
emulsdo de mBSA e adjuvante completo de Freud (COELHO et al., 2008a). O segundo
modelo experimental de artrite foi induzido por meio de uma injecdo intra-articular de
lipopolissacarideo (KYO et al., 2005). Esses modelos, que representam, de forma aguda, a
lesdo articular, foram utilizados para avaliagdo dos efeitos obtidos com os tratamentos
propostos.

Todos os animais foram anestesiados com solucdo de cetamina (150mg/kg), xilasina

(10mg/kg) diluido em PBS estéril para a realizagdo de todos os procedimentos cirirgicos.

3.4.1 Modelo de artrite inflamatodria induzida por antigeno (AlA)

Camundongos C57BI/6 foram imunizados por via intradérmica (id) na base da cauda
com 500 pg de albumina sérica bovina metilada (mBSA; Sigma) em 100 ul de uma emulséo
de solucéo salina e volume equivalente de adjuvante completo de Freund (CFA; Sigma). O
desafio com antigeno foi realizado 14 dias apds a imunizagdo, sendo que cada animal recebeu
uma injecdo de mBSA (10pug mBSA em 10 pL solucdo salina estéril) na articulagdo fémur-
tibial traseira (COELHO et al., 2008a). Todos os parametros inflamatoérios foram avaliados 24
horas apds o desafio, quando ocorre o pico da resposta inflamatoria nesse modelo. A
cavidade articular do joelho foi lavada com albumina sérica bovina (BSA 3%) (2 x 5ul) e
tecidos periarticulares removidos para avaliacdao de citocinas, quimiocinas, atividade de MPO

(mieloperoxidase), NAG (N-acetil-b-D- glicosaminidas) e Western blot.

3.4.2 Modelo de artrite induzida por LPS

Camundongos Balb/c foram imunizados a partir da administragdo intra-articular de
lipopolissacarideo(LPS) (100ng/cavidade diluido em 10ul de PBS) na articulagdo fémur-tibial

traseira. Os animais foram acompanhados 6, 12, 24 e 48 horas apés a inje¢cdo com LPS, para
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definicdo da cinética de células inflamatoérias. O pico da resposta inflamatdria ocorreu entre
12 e 24 horas apos a inje¢do com LPS. A cavidade do joelho foi lavada com albumina sérica
bovina (BSA 3%) (2 x 5ul) e tecidos periarticulares removidos para avaliacdo da atividade de

MPO (mieloperoxidase), contagem diferencial de células e Western blot.

3.5 Protocolo de Tratamento dos Grupos Experimentais

3.5.1 Modelo de artrite induzida por antigeno em camundongos (AlA)

Camundongos foram divididos nos seguintes grupos:

CC- controle: camundongos imunizados com emulsdo de CFA+ mBSA, desafiados
com PBS1X intra-articularmente (10ul) e tratados com PBS1X, 12 horas apds o desafio.
Tratamento administrado por via intra-articular.

Veic.- Veiculo: camundongos imunizados com emulsdo de CFA+ mBSA, desafiados
com mBSA(10ug em 10l de PBS) intra-articularmente e tratados com PBS1X, 12 horas apds
o0 desafio. Tratamento administrado por via intra-articular

TT Ang.- Tratado: camundongos imunizados com emulsdo de CFA+ mBSA,
desafiados com mBSA(10ug em 10ul de PBS) intra-articularmente e tratados com
Angiotensina-(1-7) ou DIZE (1pg/kg), 12 horas ap6s o desafio. Tratamento administrado por
via intra-articular e subcutdnea. Quando utilizado o inibidor de caspase, ZVAD-FMK,
administragdo foi feita por via intraperitoneal 15 minutos antes do tratamento com a

Angiotensina-(1-7).
3.5.1.1 Tecidos e fluidos coletados

- Lavado articular: foi coletado da articulagdo fémur-tibial em solugdo de BSA3%,
para posteriores contagens total e diferencial dos leucdécitos e apoptose de neutrofilos.

- Tecidos periarticulares: ap6s a coleta do lavado articular, os tecidos moles das
regides adjacentes a articulacdo fémur-tibial foram removidos e estocados em freezer para
ensaios de MPO e Western Blot.

- Membrana sinovial: as membranas sinoviais que revestem a cavidade articular da
articulacdo fémur-tibial foram removidas e estocadas a -70° para a realizacdo de ensaios de
Western blot.
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3.5.1.2 Parametros avaliados:

-neutrofilos do tecido periarticular;

-contagem total e diferencial das células inflamatorias do lavado articular;
-contagem de neutrofilos apoptoticos do lavado articular;

- hipernocicepcéo (teste de presséo crescente na pata do camundongo);

- avaliacéo do fator de trancricdo Nf-kB por Western blot;

Desenho experimental do modelo de artrite induzida por antigeno (AlA)

Inibidor de caspase ZVAD
15min. antesdo tratamento
({infraperitoneal)

Cs7

{macho) ) ) 12 horas apos ]
Odia 14 dias desafio 15 dias

. Imunizagdo com Desafio commBSA Tratamento com Eutanasia

mee MBSAICFA {intra-articular) Angio-(1-7) ou DIZE

(infradérmica)

TECIDO: MPO {neutrdfilos), NAG
(macrafagos) ELISA.

LAVADO: contagem total, diferencial,
apoptose de neutrdfilos e Western biot

Mermbrana sinovial: Western biot
Hipemnocicepgao
Histologia.

Figura 3 Desenho experimental do modelo de artrite reumatoide induzida por antigeno (AlA).

3.5.2 Modelo de artrite induzida por LPS

Camundongos foram divididos nos seguintes grupos:

CC- controle: camundongos nédo desafiados com LPS apenas injecéo intra-articular de
10ul de PBS1X. Tratamento comlOul de PBS 1X, 12 horas apds a primeira injecdo.
Tratamento administrado por via intra-articular.

Veic.- Veiculo: camundongos desafiados com LPS (100ng/cavidade), injetado intra-
articularmente e tratados com PBS1X, 12 horas apds a imunizacdo. Tratamento administrado

por via intra-articular
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Ang.- Tratado: camundongos imunizados com LPS (100ng/cavidade), injetado intra-

articular e tratados com Angiotensina-(1-7) (100ng/kg),12 horas apds a injecdo de LPS.
Tratamento administrado por via intra-articular.

3.5.2.1 Tecidos e fluidos coletados

- Lavado articular: foi coletado da articulagcdo fémur-tibial em solugdo de BSA3%,
para posteriores contagens total e diferencial dos leucdcitos e apoptose de neutrofilos..

- Tecidos periarticulares: ap0s a coleta do lavado articular, os tecidos moles das
regides adjacentes a articulacdo fémur-tibial foram removidas e estocadas.

3.5.2.2 Parametros avaliados:

-contagem total e diferencial das células inflamatérias do lavado articular;
-contagem de neutrofilos apoptéticos do lavado articular;

Desenho experimental do modelo de artrite induzida por LPS

Inibidor de caspase, ZVAD,
15 min. antes do tratamento
{intraperitoneal)

Balb/c O hora 12 horas 24 horas
{macho) | ‘
D.t
e | LPS L00ng/cavidade Tratamento intra- Eutanasia
e / articular articular com Ang-(1-
7)ouDIZE

{Intrararticular)

TECIDO: MPO {neutrdfilos), NAG
{macrofagos),ELISA.

LAVADO: contagem total, diferencial,
apoptose de neutrdfilos e Western biot

Membrana sinovial: Western biot
Histologia.

Figura 4 Desenho experimental do modelo de artrite reumatdide induzida por LPS.
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3.6 Parametros Avaliados

3.6.1 Avaliacdo da migracdo de neutréfilos para a cavidade articular

Apls 24h do desafio, os camundongos foram anestesiados com uma mistura de
cetamina 150 mg/kg e xilazina 10 mg/kg e sacrificados. Para avaliar a migracéo de leucocitos
(neutrofilos) para a cavidade articular, foi realizado um lavado intra-articular. Este
procedimento consistiu em injetar 10pL de uma solugéo de albumina bovina 3% na cavidade
articular, lavando-a trés vezes para que uma amostra das células presentes no interior da
cavidade fosse coletada juntamente com a solucdo de albumina recapturada com uma pipeta.
Este lavado de células da articulacdo foi diluido em 90uL de albumina bovina 3% para a
posterior contagem total e diferencial dos leucécitos.

3.6.2 Contagem total dos leucocitos

Aliquotas de 20uL do lavado articular foram diluidas em 40uL de solugdo Turk, sendo
a contagem total dos leucdcitos realizada em camara de Neubauer, com o auxilio de
microscopio optico (aumento de 100x) e contador manual. O namero total de leucdécitos foi
utilizado para célculo da percentagem dos diferentes leucdcitos encontrados no lavado
articular a partir da contagem/discriminacdo por visualizacdo de laminas preparadas por
citocentrifugagdo sob microscopio optico.

3.6.3 Contagem diferencial dos leucdécitos

As laminas para contagem diferencial foram preparadas por citocentrifugacdo de uma
aliquota de 80uL do lavado articular (citospin; Shandon Lipshaw Inc., Pittsburgh,
Pennsylvania, USA). As laminas foram coradas segundo a técnica de coloracdo de May-
Grumwald e giemsa e examinadas sob microscopio Optico, objetiva de imersdo em oOleo
(aumento de 1.000x), usando os critérios morfoldgicos padrBes para diferenciar os tipos
celulares. Os resultados foram expressos como numero de neutrofilos x 10% cavidade

articular.
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3.6.4 Avaliacdo da apoptose de leucdécitos

A apoptose foi avaliada como descrito por (PINHO et al., 2005). Resumidamente: as
células (5x10% retiradas 24 horas apds o desafio com antigeno ou LPS foram
citocentrifugadas, fixadas e coradas segundo a técnica de coloracdo de May-Grumwald e
giemsa e examinadas sob microscopio Optico, objetiva de imersdo em 6leo (aumento de

1.000x) para determinacdo da proporcao de células com morfologia apoptotica .

3.6.5 Quantificagdo indireta de neutrofilos: atividade da mieloperoxidase (MPO)

3.6.5.1 Processamento tecidual:

Para avaliar o acimulo de neutrdfilos no tecido periarticular de camundongos, foi
utilizado o método de quantificacdo da atividade de MPO como descrito previamente (De
matos, 1999). Resumidamente, o tecido periarticular removido foi pesado e processado com
solucdo de extracdo de citocinas (conforme descricdo na secdo anterior). ApoOs
homogeneizacéo e centrifugacdo, o sobrenadante foi coletado e estocado pra quantificacdo de
citocinas. O componente residual (sedimento) foi ressuspendido em tampéao 1 (NaCl 0,1 M,
NasPO4 0,02 M, Na; EDTA 0,015 M — pH 4,7) na propor¢do de 1,9 mL para cada 100mg de
tecido e submetido a homogeneizacéo e centrifugacdo (10.000 g, 10 minutos).

O sobrenadante foi desprezado e o sedimento foi ressuspendido em NaCl 0.2% gelado
seguido por NaCl 1.6% com glicose 5% gelada (1,5 mL para cada 100 mg de tecido).
Realizou-se nova centrifugacdo 10.000 g por 10 minutos. Novamente, o sobrenadante foi
descartado e o sedimento ressuspendido em tampéo 2 (NasPO4 0,05 M, HETAB 0,5% p/v —
pH 5,4) e homogenizado por 30 segundos. Todo o volume contido em cada amostra foi
congelado e descongelado trés vezes seguidas em nitrogénio liquido. Posteriormente, as
amostras foram submetidas a nova centrifugacdo (10.000 g, 15 minutos) e o sobrenadante

coletado para ensaio de MPO.
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3.6.5.2 Ensaio bioquimico:

As amostras do tecido periarticular foram diluidas (1:3). Em seguida, as amostras
foram adicionadas a placa de 96 pogos (25ul/poco). Tetramethylbenzine (TMB - 1.6 mM em
dimetilsulféxido) foi adicionado a cada pogo 25ul/poco e a placa foi incubada a 37°C por 5
minutos. Foi adicionado 100 pl/poco de adgua oxigenada (H202 -0,002%) e novamente a placa
foi incubada a 37°C durante 5 minutos. A reacédo é interrompida pela adicdo de 100 ul &cido
sulfarico (H2SO4 - 1M). A atividade da MPO das amostras foi detectada por colorimetria em
um leitor de ELISA (450 nm). Os resultados foram expressos como numero total de
neutrofilos (Unidades Relativas) por comparacdo da O.D. do sobrenadante do tecido com

neutrofilos de peritbnio de camundongos processados da mesma maneira.

3.6.6 Avaliacao de hipernocicepcao - teste de pressao crescente na pata de camundongo

Os experimentos foram realizados utilizando o teste de pressédo com um
anestesiometro eletrénico (Insight Equipamentos, Sdo Paulo, Brazil), que consiste em um
transdutor de pressdo conectado a um contador digital de forca (g). O aparelho é calibrado
para registrar uma for¢ca méaxima de 150 g, mantendo a precisao de 0,1 g até a forca de 80 g. O
contato do transdutor de pressdo a pata € realizado através de uma ponteira descartavel de
polipropileno com 0,5 ou 4,15 mm? de didmetro que é adaptada a ele. Os animais s3o alocados
em caixas de acrilico, medindo 12 x 10 x 17 cm, cujo assoalho é uma rede de malha igual a 5
mm? constituida de arame ndo maleavel de 1 mm de espessura, durante 15 minutos antes do
experimento para adaptacdo ao ambiente. Espelhos sdo posicionados 25 cm abaixo das caixas
de experimentacdo para facilitar a visualizacdo da regido plantar das patas dos animais. O
experimentador deve aplicar, por entre as malhas da rede, uma pressdo linearmente crescente
no centro da planta da pata do camundongo até que o animal produza uma resposta
caracterizada como sacudida (“flinch”) da pata estimulada. Os estimulos sdo repetidos por até
seis vezes, em geral até o animal apresentar 3 medidas similares com uma clara resposta de
“flinch” ap6s a retirada da pata.

A intensidade de hipernocicepcdo foi quantificada como a variacdo na pressao (A de
reacdo em gramas) obtida, subtraindo-se a média de trés valores expressos em gramas (forca)

observados antes do procedimento experimental (0 hora) que correspondia ao periodo anterior
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ao desafio dos animais com mBSA, da média de trés valores em gramas (forca) 24 horas ap6s

0 desafio e/ou tratamentos, segundo  protocolo experimental especifico. Os testes

nociceptivos foram realizados entre 08:00 e 16:00 h.

Figura 5 Foto do equipamento utilizado no teste de presséo crescente na pata de camundongo. A foto apresenta
0 anestesidmetro eletronico (Insight Equipamentos, Sdo paulo, Brazil), constituido por transdutor de pressdo (1)
conectado a um contador digital de forca (2), as caixas de acrilico (12 x 10 x 17 cm de altura) (3) e os espelhos
inclinados (4), abaixo do assoalho que forneceu uma vista desobstruida das patas traseiras dos animais, utilizados
no teste de pressdo crescente no joelho de camundongos (Foto retirada da tese: “Efeito da modulagio
farmacologica do sistema renina-angiotensina na artrite experimental”, Katia Daniela da Silveira).
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2

Figura 6 Foto no momento do teste de pressao crescente na pata de camundongo. A foto apresenta a ponteira de
polipropileno (1) acoplada ao transdutor de forca (2) em contato com a pata do animal (circulo preto). O
experimentador deve aplicar, por entre as malhas da rede do assoalho (3), uma pressdo linearmente crescente no
centro da planta da pata até que o animal produza uma resposta caracterizada como “sacudida” (“flinch”) (Foto
retirada da tese: “Efeito da modulacdo farmacoldgica do sistema renina-angiotensina na artrite experimental”,
Katia Daniela da Silveira).

3.6.7 Avaliacéo por Western Blot

A membrana sinovial do joelho de camundongos desafiados com mBSA ou PBS 1x,
foi adicionado 500 ul de uma solugéo de lise (Triton X-100 1%; Tris/HCI 100 mM, pH 8.0;
glicerol 10%; EDTA 0.2 mM; NaCl 200 mM; DTT 1 mM; PMSF 1 mM, NaF 25mM;
leupeptina 2,5 pg/ml; aprotinina 5 pg/ml e ortovanadato de sddio 1 mM), sendo o tecido
macerado com auxilio de homogeinizador de tecido e deixado em banho de gelo por 15
minutos. Posteriormente, o lisado foi centrifugado a 3.000 rpm por 10 minutos a 4° C, sendo o
sobrenadante coletado e armazenado a -70° C até 0 momento de uso. A concentracdo das
proteinas totais foi determinada por espectrofotometria através do “Kit Bio-Rad Assay” (Bio-
Rad Laboratories USA), por método de Bradford.

Amostras contendo 40ug de proteinas totais foram fracionadas em gel de
poliacrilamida/SDS (PAGE) 10% a 100 V por 1,5 h e transferidos para membrana de
nitrocelulose (GE Healthcare, Piscataway, NJ), conforme protocolo do “Kit Bio-Rad
Transferency” (Bio-Rad Laboratories, USA). Apos transferéncia, as membranas foram
coradas com “ponceau” para visualizacdo da eficiéncia da mesma, além da informagdo previa

sobre a equivaléncia das quantidades de proteinas aplicadas nas diferentes canaletas. As
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membranas foram bloqueadas por 1 hora a temperatura ambiente, utilizando-se PBS1x
contendo 0,1% de Tween-20 e 5% de leite em po6 desnatado.

As membranas foram primeiramente lavadas por trés vezes em PBS 1x contendo 0,1%
de Tween-20, e posteriormente incubadas com o anticorpo policlonal anti-pP65 (Cell
Signaling, USA) a 4°C por 18-20 horas em solucdo de PBS/Tween contendo 5% de BSA. As
membranas foram lavadas novamente em PBS/Tween por trés vezes e incubadas durante 1
hora a temperatura ambiente com o anticorpo secundario anti-coelho ligado a peroxidase
(Santa Cruz Biotechnology) na diluicdo de 1:3000 em solucdo PBS/Tween contendo 5% de
leite em pd desnatado. ApOs nova sessdo de lavagens (3 vezes em PBS/Tween), as
membranas foram incubadas em solu¢do reveladora “ECL-Plus” (GE Healthcare, Piscataway,
NJ), expostas contra filme de raio X em intervalos de 30 segudos a 20minutos (Hyperfilm
ECL, Amersham, Pharmacia), e revelados utilizando-se revelador e fixador (Kodak), de
acordo com indicacGes do fabricante. Como controle interno da quantidade de extratos
protéicos aplicados as diferentes canaletas foi realizado o immunoblot das membranas com o

anticorpo anti- f-actina (Sigma Aldrich).

3.6.8 Protocolo de extracdo de neutrofilos de sangue periférico humano e cultura celular.

As amostras de sangue foram coletadas de doadores voluntarios e os neutréfilos
separados por gradiente de densidade ap6s centrifugacdo com histopaque. Ao sangue doado
foi adicionado 0 mesmo volume de meio RPMI. Em um tudo Falcon de 15ml foi adicionado
3ml de histopaque 11191(Sigma Aldrich) e 3 ml de histopaque 10771(Sigma Aldrich) de
modo a formar 2 camadas. Foi adicionado sobre a camada de histopaque 10771, 6ml de
sangue (diluido em RPMI), formando uma terceira camada. Os tubos foram centrifugados a
1.300 rpm, por 30 minutos a 24 °C . Posteriormente a centrifugacdo foi possivel observar a
formacdo de 5 camadas (soro, PBMC, histopaque, neutréfilos e hemacias), os neutréfilos
foram retirados e armazenados um tudo Falcon de 50ml, e adicionado meio RPIM ate
completar o volume total, 0 homogenato foi submetido a nova centrifugacéo, 1.300rpm por 15
minutos a 24°C. O sobrenadante foi descartado e ao sedimento adicionado 1ml de meio
RPMI, 18 ml de agua gelada e 2 ml de PBS10X, e o homogenato foi novamente
centrifugado(1.300rpm,15minutos 24°C). O sobrenadante foi descartado e ao pellet

adicionado 1 ml de meio RPMI, para contagem do numero de neutrofilos.
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Aliquotas de 10uL foram diluidas em 90 pL de azul de tripan, sendo a contagem total
dos leucocitos realizada em camara de Neubauer, com o auxilio de microscopio dptico
(aumento de 100x) e contador manual. O numero total de leucdcitos foi utilizado para célculo
do ndmero de leucdcitos a ser utilizado na cultura celular e da percentagem de células
apoptdticas encontrados a partir da contagem/discriminacdo por visualizagdo de laminas
preparadas por citocentrifugacdo sob microscopio éptico.

Para a cultura celular, 1x10° neutréfilos foram adicionados a cada pogo da placa de 96
pocos, em volume final de 200 pL de meio RPMI por poco. Nas células que receberam o
tratamento com a Angiotensina-(1-7), foram adicionados 150 pL de meio RPMI e 50 pL de
Angiotensina-(1-7), nas concentragdes de 30,100 e 300nm, diluida em meio RPMI. Para
analise de Western Blot as células foram mantidas em estufa de CO2 a 37°C por 2 horas e

para contagem do nimero de células apoptoticas por 6 horas, nas mesmas condigdes.

3.6.9 RT-PCR - Reacéo da cadeia de polimerase por transcrigcdo reversa

3.6.9.1 Extracdo do RNA

As amostras (neutrofilos de sangue periférico humano, 1X10%), foram
homogeneizadas em 1 mL de TRIZOL (GIBCO/BLR Laboratories, Grand Island, N.Y., EUA)
utilizando-se um homogeneizador elétrico. As amostras homogeneizadas foram incubadas por
5 a 10 minutos a uma temperatura de 15° a 30° C, para permitir a completa dissociagdo de
complexos nucleoprotéicos. Em seguida, foram adicionados 200 pl de Cloroférmio de alta
qualidade para cada 1 mL de TRIZOL. Foi realizada agitacdo em vortex e depois incubacéo
por 3 min de 15° a 30° C. O homogenato foi centrifugado a 12.000 x g por 15 mina 2 a 8° C.
Apos a centrifugacdo, a mistura foi separada em uma fase inferior (rosa), contendo fenol-
cloroférmio, uma fase intermediaria e uma fase aquosa transparente superior. O RNA
permaneceu exclusivamente na fase aquosa que foi transferida para um microtubo novo. O
RNA foi precipitado com isopropanol (MERCK) de altissima qualidade (500ul de
isopropanol para cada 1ml de TRIZOL) e acetato de sodio na concentragdo de 3M na
proporcdo de 1:20 (50 pl para cada 1 ml de solucdo). As amostras foram incubadas por 10
min a 15 a 30°C e entdo centrifugadas a 12.000 x g por 10 min a 2 a 8°C e foi formado um

pellet branco. Apds descarte do sobrenadante, foi adicionado 1 ml de etanol 75% (diluido em
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agua tratada com DEPC) para 1ml de TRIZOL. O tubo foi agitado no vortex para que 0
sedimento se soltasse do fundo. Entdo, foi realizada nova centrifugacdo a 7.500 x g (10.000
rpm) por 5 min a 2 a 8° C. Apo6s descarte do sobrenadante, o tubo foi deixado aberto por 5
minutos para secagem do sedimento que foi, em seguida, diluido em agua de alta qualidade
tratada com DEPC, em volume suficiente para diluir toda a amostra. O RNA foi estocado a —
70° C.

3.6.9.2 Quantificacdo do RNA

A quantificacdo das amostras de RNA foi feita no espectrofotometro NanoDrop
ND1000 (Nano Drop Technologies, Wilmington, DE, EUA). Primeiramente, foi feita a
calibracdo do aparelho com agua de alta qualidade tratada com DEPC e, em seguida, foi
selecionada a opc¢éo de leitura de RNA ja definida no aparelho. A leitura do branco também
foi feita com agua tratada com DEPC. O RNA foi quantificado pela absorcdo a 260nm
utilizando-se 2l da amostra pura. O aparelho fornece a concentragdo em ng/uL e a correlagcdo
260/280 (RNA/proteinas).

3.6.9.3 Preparo do cDNA por Transcricdo Reversa

A reacéo de transcricdo reversa do mRNA dos tecidos animais foi realizada utilizando-
se 2,0 ug de RNA aos quais foi adicionado 50uM do primer Oligo dT (15) (Promega Cor.,
Madison WI, EUA). Foi feita uma incubacdo por 5 minutos a 70°C e em seguida por 5
minutos no gelo para permitir a separacdo das fitas de RNA e o anelamento do primer e para
impedir a formacdo de artefatos inespecificos, respectivamente. Em seguida, foi adicionada
uma mistura de reagentes em um volume de 14,5ul contendo 1,5ul de dNTPs a 100 mM
(Promega Cor., Madison, WI, EUA) , 4 ul tampdo M-MLV 5X (Promega Cor., Madison WI,
EUA) e 200 U da enzima Transcriptase reversa-M-MLV (Promega Cor., Madison W1, EUA)
e 8,5ul de a4gua Milli-Q autoclavada. A mistura foi incubada por 2 horas a 42°C quando
ocorreu a transcrigdo reversa do mRNA. As amostras de cDNA foram conservadas a -20°C.
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3.6.9.4 PCR especifica

Para as reacOes subsequientes de amplificacdo, 5yl da amostra de cDNA foram
utilizadas. A PCR foi realizada em um volume final de 20ul contendo 10uL de Power SYBR
Green PCR Master Mix 2X (Applied biosystems, Foster City, CA, EUA), 1,5ul de primer
senso a 5uUM,[11,5ul de primer anti-senso a 5uM e 2ul de &gua Milli-Q. A reacdo foi
realizada utilizando-se o protocolo para PCR com SYBR Green do termociclador Step One
PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Em resumo, foi feita uma
incubacdo inicial de 1 minuto a 95°C e, em seguida, 15 segundos a 95°C para desnaturacéo, 1
minuto para anelamento e extensdo a 60°C. Esses dois Ultimos passos foram repetidos 40
vezes e depois foi feita a curva de melting: 95°C por 15 segundos, 60°C por 1 minuto e uma
rampa de subida lenta de temperatura até 95 °C. Os resultados foram obtidos com auxilio do
software Step One PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Os dados
foram analisados utilizando-se as seguintes formulas: AACt= ACt — 0 valor de calibragéo
encontrado através da subtracao das médias do Ct do grupo controle. Em que ACt= Ct da gene
alvo — Ct do gene constitutivo humano (GAPDH). As seqliéncias dos iniciadores utilizados
foram as seguintes:

- receptor MAS humano:

primer senso- 5’- TTCCGGATGAGAAGAAATCC - 3,

primer anti-senso- 5’-ATGGCCAGAAGAAAGCTCAT-3’,

- GAPDH:

senso 5’-GGAGTCCACTGGCGTCTTCAC-3’,

anti-senso 5’-GAGGCATTGCTGATGATCTTGAGG-3’.

3.7 Analise Estatistica

A anélise estatistica foi realizada com o software Prisma, versdo 4,0. Os resultados
foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM). Diferengas entre 0s grupos
foram avaliadas por analise de variancia (ANOVA), seguidas por pos-teste Student-Newman-
Keuls. A significancia estatistica foi considerada para p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Efeitos pro-resolutivos da Angiotensina-(1-7) em camundongos com artrite induzida
por antigeno (AlA)

Estudos prévios do nosso grupo, avaliando a cinética do processo inflamatorio no
modelo de artrite induzida por mBSA, demonstraram a ocorréncia de um aumento progressivo
das células inflamatdrias (neutréfilos) no tecido periarticular, bem como na cavidade articular
acometida, sendo o pico da migracdo de neutrofilos entre 12 e 24 horas (LOPES et al.,
2011b).Dessa forma o efeito pro-resolutivo da administracdo da Angiotensina-(1-7), foi
observado 24 horas ap0os o desafio com o antigeno (mBSA), sendo a administracdo da Ang-
(1-7) realizada 12 horas ap6s o desafio.

A artrite induzida por antigeno produziu um aumento significativo no recrutamento de
neutrofilos na cavidade sinovial 24 horas apés o desafio, quando comparado com 0s animais
do grupo controle (CC), que ndo foram desafiados com mBSA. No entanto, a administracdo
da Ang-(1-7) na cavidade articular, 12 horas apds o desafio, foi capaz de diminuir, de modo
significativo, o nimero de neutrdfilos na cavidade sinovial. Esse efeito foi revertido pela
administracdo do Zvad-FMK (inibidor de caspase), 15 minutos antes da administracdo da
Ang-(1-7) (Figura 7 A). Além disso, o numero de neutrofilos apoptoticos encontrados na
cavidade sinovial dos animais que receberam o tratamento com Ang-(1-7) foi
significativamente maior que os animais desafiados que ndo receberam o tratamento. Esse
efeito também foi inibido no grupo que recebeu o Zvad antes da Ang-(1-7) (Figura 7B). A
atividade da enzima mieloperoxidase apresentou-se bastante elevada no tecido periarticular
dos animais desafiados que ndo receberam tratamento, quando comparados com 0 grupo
controle (CC). Esse aumento de neutrofilos no tecido ndo foi observado nos animais que
receberam o tratamento com a Ang-(1-7). No entanto, o efeito do tratamento foi revertido

qguando administrado 15 mim ap6s o Zvad (Figura 7C).
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Figura 7 Efeito da administracdo local de Angiotensina-(1-7), na resolucdo inflamatéria em um modelo de
artrite induzida por antigeno (AlA). Ang-(1-7) (100ng/kg) ou veiculo (PBS 1X estéril) foram administrados por
via intra-articular 12 horas ap6s o desafio com mBSA, o grupo de animais tratados com Zvad (1mg/kg por via
intra-perioteneal) recebeu o tratamento 15 minutos antes da injecdo de Ang-(1-7). O nimero de neutréfilos na
cavidade sinovial (A), o nimero de neutrofilos apoptéticos no lavado sinovial (B) e o nimero realativo de
neutrdfilos no tecido periarticular, determinado pela atividade da enzima mioloperoxidade (C) foram avaliados
24h ap6s a indugdo da artrite. As barras representam a media +-EPM de 6 camundongos por grupo. (*) para
p<0,05 quando comparado a média do grupo controle (CC) e (#) para p<0,05 quando comparado a média do
grupo veiculo (artritico ndo tratado, PBS1X) (ANOVA seguido por pos-teste Student-Newman-Keuls).

Foi também analisada a hipernocicep¢do nos animais 24 horas apds o desafio. Os
animais do grupo desafiado, que ndo recebeu o tratamento, foram capazes de suportar por
menos tempo a pressdo na pata, retirando-a mais rapidamente quando comparados com 0s
animais do grupo controle (CC), que ndo foi desafiado com o antigeno. No entanto, 0s
animais que receberam a Ang-(1-7) ou a Ang-(1-7) juntamente com o Zvad, ndo apresentaram
diferencas quanto a hipernocipecdo no tempo observado, retirando a pata de forma semelhante

aos animais desafiados com mBSA sem tratamento (grupo veiculo) ( Figura 8).
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Figura 8 Efeito da administracdo local de Angiotensina-(1-7) na hipernocicepcdo, em um modelo de artrite
induzida por antigeno. Ang-(1-7) (100ng/kg) ou veiculo (PBS 1X estéril) foram administrados por via intra-
articular 12 horas apds o desafio com mBSA, o grupo de animais tratados com Zvad (1mg/kg por via intra-
perioteneal) recebeu o tratamento 15 minutos antes da injecdo de Ang-(1-7). A intensidade de hipernocicep¢édo
(A) foi avaliada 24h apds a indugdo da artrite. As barras representam a media +-EPM de 6 camundongos por
grupo. (¥) para p<0,05 quando comparado a média do grupo controle (CC) ¢ (#) para p<0,05 quando comparado
a media do grupo veiculo (artritico ndo tratado, PBS1X) (ANOVA seguido por pos-teste Student-Newman-
Keuls).

Dados obtidos até 0 momento, indicaram que a apoptose foi 0 mecanismo responsavel
pela diminuicdo do numero de neutréfilos no lavado sinovial, assim como no tecido
periarticular (Figura 7). Podemos observar que o tratamento com a Ang-(1-7) induziu a
apoptose de neutrofilos no lavado sinovial, como mostrado pelos critérios morfologicos
(Figura 7 B e 9) , e a apoptose foi impedida pelo inibidor de caspase, Zvad. Exemplos de

neutrofilos apoptéticos podem ser observados na figura 9 (E,F e G).

4.2 Efeito do ativador enddgeno de ECA2, DIZE, em camundongos com artrite induzida

por antigeno (AlA)

Diante dos resultados obtidos com o tratamento intra-articular com a Ang-(1-7) em
animais com AlA (Figura 7, 8 e 9), foi avaliado o efeito do estimulo a sintese de Ang-(1-7),
de forma enddgena, através da administracdo de um ativador de ECA2, DIZE. A ECA2 é a
principal enzima responsavel pela produgdo de Ang-(1-7) (DONOGHUE et al., 2000b;
TIPNIS et al., 2000a).

O tratamento com o DIZE, administrado por via intra-articular na concentracdo de
1pug/kg em 10ul, apresentou efeitos semelhantes ao tratamento com a Ang-(1-7) (Figura 7). O
DIZE diminuiu o namero total de células (Figura 10 A), reduziu o nimero de neutréfilos
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(Figura 10 B) e aumentou a porcentagem de neutroéfilos apoptéticos (Figura 10 C) no lavado
sinovial, quando comparados com o grupo de animais que receberam veiculo , assim como
com o grupo de animais que recebeu o0 Zvad 15 minutos antes do tratamento com a Ang-(1-7).
A atividade da enzima mieloperoxidase também foi avaliada, indicando uma reducéo
significativa no numero de neutrofilos no tecido periarticular nos animais tratados com o
DIZE, quando comparados com os animais do grupo veiculo. De forma interessante, 0s
animais que receberam o tratamento com DIZE posterior ao Zvad ndo apresentaram reducgéo
do nimero de neutrdfilos no tecido periarticular, de forma semelhante ao grupo ndo tratado
(veiculo), indicando, mais uma vez, a participacdo direta da apoptose nesse processo (Figura
10D).
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Figura 9 Efeito da administracéo local de DIZE (ativador enddgeno de ECA2) na resolugéo inflamat6ria, em um
modelo de artrite induzida por antigeno (AlIA). O DIZE (1ug/kg) ou veiculo (PBS 1X estéril) foram
administrados por via intra-articular 12 horas ap6s o desafio com mBSA, o grupo de animais tratados com Zvad
(1mg/kg por via intra-perioteneal) recebeu o tratamento 15 minutos antes da inje¢do de Ang-(1-7). O nimero de
celulas totais na cavidade sinovial (A), nimero de neutréfilos na cavidade sinovial (B), o nimero de neutrofilos
apoptdticos na cavidade sinovial (C) e o nimero relativo de neutréfilos no tecido periarticular, determinado pela
atividade da mieloperoxidase (D). As barras representam a media +-EPM de 6 camundongos por grupo. (*) para
p<0,05 quando comparado a média do grupo controle (CC) ¢ (#) para p<0,05 quando comparado a média do
grupo veiculo (artritico ndo tratado, PBS1X) (ANOVA seguido por pos-teste Student-Newman-Keuls).

4.3 Efeito da Angiotensina-(1-7) e do ativador de ECA2, DIZE, nos niveis de NF-kB.

Para avaliar a fosforilacdo da principal subunidade de Nf-xB, p65, para o nucleo, foi
realizado Western Blot de células da membrana sinovial. Os dados sugerem uma menor
ativacdo de Nf-kb para o ntcleo das células nos animais que receberam Angiotensina-(1-7),
assim como 0s que receberam o tratamento com o DIZE. Esse efeito ndo foi observado nos
animais que receberam veiculo e também nos que receberam o Zvad juntamente com a Ang-
(1-7) (Figura 11 A). No entanto, mais experimentos serdo realizados para a confirmagao

desses dados.
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Figura 10 Efeito da Angiotensina-(1-7), do ativador de ECA2, DIZE, nos niveis de NF-KB. Western blot de
células da membrana sinovial para NF-KB (p-p65). A proteina foi avaliada 12h apds o tratamento com as drogas,
ou seja, 24 horas ap6s o desafio com mBSA. Blots representativos de dois experimentos independentes em pools
de células de pelo menos dois animais. Para controle, as membranas foram avaliadas com anti-Bactina.

4.4 Acado da Angiotensina-(1-7) em neutrofilos humanos.

O experimento seguinte foi realizado a fim de avaliar a acdo da Ang-(1-7) diretamente
na apoptose de neutréfilos, ja que os experimentos anteriores demonstraram a participacdo da
Angiotensina-(1-7) na antecipacdo da resolucdo inflamatéria, mas ndo ficou claro se a sua
atuacdo seria diretamente nos neutrofilos. Para tal, foi realizada a contagem de neutréfilos
humanos com caracteristicas morfoldgicas de apoptose ap6s incubacéo de 6 horas com Ang-
(1-7) nas concentragdes de 30, 100 e 300nm/50ul e também Western Blot para determinacéao
do status de ativagdo de NF-«xB. Os resultados indicaram um aumento na porcentagem de
apoptose nas trés doses avaliadas, quando comparadas com os neutrofilos que ndo foram
incubados com Ang-(1-7) por 6h (CC) assim como com o0s neutrofilos que passaram apenas
pelo processo de separacdo (CCOh) (Figura 12 A). Os dados também sugerem uma menor
translocacdo do Nf-kB para o nucleo das células quando essas foram incubadas com Ang-(1-
7) nas trés doses avaliadas, em comparacdo as células controles, que ndo foram incubadas
com a Ang-(1-7) (Figura 12B).
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Figura 11 Efeito da Angiotensina-(1-7) em cultura de neutr6filos humanos do sangue periférico. Ang-(1-7)
(1x108 células em 150ul RPMI, tratadas 30,100 ou 300nm/50ul de Ang-(1-7)), CC (1X108 células em 150pl
RPMI, sem tratamento 50plde RPMI ), incubadas por 6 horas, CCOh(1X10° células em 150ul RPMI, sem
tratamento 50ulde RPMI ) sem incubacdo. A porcentagem de células apoptéticas foi avaliada 6 horas ap6s a
incubagdo com Ang-(1-7) e o CCOh para controle do procedimento (A). (B) Western Blot, NF-kB p-p65, 1X10°
neutréfilos CCOh, CC6h, 6h com 30/100/300nm/50ul de Ang-(1-7), para controle as membranas foram avaliadas
com Pactina. As barras representam a media +-EPM de 6 camundongos por grupo. (*) para p<0,05 quando
comparado a média do grupo controle (CC) e (#) para p<0,05 quando comparado a média do grupo veiculo
(artritico ndo tratado, PBS1X) (ANOVA seguido por pos-teste Student-Newman-Keuls).

4.5 Presenca do receptor MAS em neutrdéfilo humano do sangue periférico

O experimento seguinte foi realizado a fim de identificar a presenga do receptor MAS
em neutréfilos humanos, ja que foi demonstrado que a Ang-(1-7) estaria atuando nessas
células. Para tal, foi realizado PCR em tempo real, para identificar a expressdo do receptor
MAS (Figura 13). GAPDH, um gene constitutivo, foi utilizado como controle positivo da
reacdo (Figura 13 A) e a curva de MELT foi realizada para controle da reacdo, a fim de
comprovar a amplificacdo especifica do mMRNA de GAPDH (Figura 13B). A presenca do
receptor MAS nos neutrofilos humanos foi mostrada através da presenca do mRNA do gene
de interesse (Figura 13C) e a curva de MELT (Figura 13D) foi realizada para controle da
amplificagéo especifica de mRNA do receptor MAS.
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Figura 12 Presenca do receptor MAS em neutrdfilos do sangue periférico humano. 1X108 células (neutréfilos)
em 150 ul de RPMI. GAPDH, gene constitutivos, utilizado como controle positivo da amostra (A), curva de
MELT controle para amplificacdo especifica para 0 mMRNA de GAPDH (B), presenca do mRNA do receptor
MAS (C), curva de MELT, controle para a amplificacdo especifica do mMRNA do receptor MAS (D).

4.6 Acdo da Ang-(1-7) no modelo de artrite induzida por LPS

Diante dos resultados obtidos com a Ang-(1-7) no modelo de artrite induzida por
antigeno, foi avaliada a hipdtese de que a Ang-(1-7) também teria os mesmos efeitos no
modelo de artrite induzida por LPS.

O tratamento com a Ang-(1-7) na cavidade articular 12 horas apds a injecdo de LPS
foi capaz de diminuir o nimero total de células (Figura 14 C), assim como o numero de
neutrdfilos (Figura 14 A) no lavado sinovial, quando comparados com o grupo de animais que
recebeu a injecdo de LPS e ndo recebeu tratamento (grupo veiculo). De forma interessante, o
namero de neutrofilos apoptéticos (Figura 14 B) no lavado articular dos animais que

receberam o tratamento com a Ang-(1-7) teve um aumento significativo.
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Figura 13 Efeito da administragdo local de Angiotensina-(1-7) em um modelo de artrite induzida por LPS. Ang-
(1-7) (100ng/kg) ou veiculo (PBS 1X estéril) foram administrados por via intra-articular 12 horas apds a injecéo
por LPS, nimero de neutréfilos no lavado sinovial (A), a porcentagem de neutréfilos apoptéticos do lavado
sinovial (B) e a contagem de células totais no lavado sinovial (C), foi avaliada 24h apés a inducdo da artrite. As
barras representam a media +-EPM de 6 camundongos por grupo. (*) para p<0,05 quando comparado a média do
grupo controle (CC) e (#) para p<0,05 quando comparado a média do grupo veiculo (artritico ndo tratado,
PBS1X) (ANOVA seguido por pos-teste Student-Newman-Keuls).
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5. DISCUSSAO

Nesse estudo, foi avaliada a acdo da Angiotensina-(1-7) na resolucdo da resposta
inflamatdria, nossos principais resultados foram: (i) Ang-(1-7), em diferentes doses, foi capaz
de diminuir o nimero de neutrofilos no tecido periarticular e no lavado sinovial, na
articulacdo de animais com artrite induzida por antigeno; (ii) a Ang-(1-7) foi capaz de
antecipar a resolucdo da inflamacdo e essa antecipacao foi devido ao aumento de apoptose;
(iii) o ativador de ECA2, DIZE, foi capaz de antecipar a resolucdo da inflamacdo e essa
antecipacéo foi pelo aumento de apoptose, de forma semelhante a Ang-(1-7); (iv) O DIZE e a
Ang-(1-7) foram capazes de diminuir a ativacdo de NF-xB; (v) a Ang-(1-7) aumentou a taxa
de apoptose diretamente em neutrofilos e inibiu NF-kB nessas células; (vi) a Ang-(1-7) foi
capaz de antecipar a resolucdo da resposta inflamatéria no modelo de artrite induzida por
LPS, indicando que sua acdo pré-resolutiva ndo estd associada apenas ao modelo de artrite
induzida por antigeno. Deste modo, este trabalho fornece forte evidéncia de que a
Angiotensina-(1-7) promove a inducdo da resolucdo inflamatoria por promover apoptose de
neutrofilos.

Ao longo da ultima década foram demonstradas diversas evidéncias de que a
Angiotensina-(1-7) apresenta efeitos opostos aqueles verificados pela Ang Il, sob condigdes
fisiopatoldgicas, tais como: vasoconstricdo, hipertrofia celular, fibrose, formacdo de radicais
de superdxido, ativacdo do sistema nervoso simpatico, secre¢do de endotelina e aldosterona
(CAREY; SIRAGY, 2003b; FERREIRA et al., 2010; GROBE et al., 2007; IWATA et al.,
2005; MERCURE et al., 2008; SANTIAGO et al., 2010; SANTOS et al., 2004). Muitos
estudos também tém demonstrado que o SRA desempenha um papel importante na
patogénese de doencas inflamatdrias, mas a maioria das acdes pré-inflamatorias conhecidas
do SRA, sdo devido aos efeitos da Ang Il, mediada pelo receptor AT1 (CAPETTINI et al.,
2012; SUKUMARAN et al., 2011; SUKUMARAN et al., 2012). Mais recentemente, foi
demostrado que o eixo contra regulatorio do SRA, ECA2/Ang-(1-7)/receptor Mas, também
pode influénciar nas respostas inflamatorias, por exemplo, modulando negativamente a
migracdo de leucocitos, expressdo e liberacdo de citocinas (AGARWAL et al.,, 2012;
BARROSO et al., 2012; DA SILVEIRA et al., 2010b; EL-HASHIM et al., 2012). No entanto,
0s mecanismos de acdo da Ang-(1-7) nos processos inflamatdrios ainda ndo estdo bem

elucidados.
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Esse estudo avaliou o efeito da Ang-(1-7), em animais com artrite induzida por
antigeno e os resultados obtidos indicam que o tratamento com a Ang-(1-7) foi capaz de
diminuir o nimero de neutrofilos na cavidade sinovial e no tecido periarticular. A diminuigédo
do ndmero de neutrofilos no tecido periarticular e na cavidade sinovial pela administracédo
sistémica de Ang-(1-7) foi demonstrada no trabalho de Silveira et. al (2010), onde, tanto o
tratamento com Ang-(1-7), quando o tratamento com o agonista do receptor Mas, AVE0991,
foi capaz de reduzir o influxo de neutréfilos, melhorando a artrite em camundongos e ratos.
Os dados encontrados no nosso estudo também corroboram com os resultados obtidos por
Barroso et. al (2012), onde o tratamento com AVE 0991, no modelo de isquemia renal
bilateral por 30 minutos e reperfusdo de 24 horas, foi capaz de diminuir o numero de
neutrofilos no rim, com consequente diminuicdo do dano tecidual. No entanto, Esteban et. al
(2010) mostraram, em um modelo de isquemia renal unilateral por 25 minutos, com
nefrectomia do rim contralateral, que a Ang-(1-7) apresenta efeitos pro-inflamatérios,
aumentando o infiltrado de leucocitos, IL-6 e a translocacdo de NF-kB para o nucleo
(BARROSO et al., 2012; DA SILVEIRA et al., 2010b).

No modelo de artrite induzida por antigeno, a célula que predomina no infiltrado
celular é o neutréfilo (COELHO et al., 2008b). O neutrofilo é a primeira célula de defesa do
organismo a chegar no local da leséo e é um celula de extrema importancia frente a infecgdes
por microorganismos patogénicos (PRINCE et al.,, 2011b). No entanto, a presenca de
neutrofilos em excesso pode causar lesdes (CASCAO et al., 2010b), como no caso da AlA e
gota (AMARAL et al., 2012; DA SILVEIRA et al., 2010b). Desse modo, em doengas com
predominio de neutréfilos, onde esses sao potencialmente lesivos, antecipar a sua eliminacdo
através de apoptose, com consequente resolucdo da resposta inflamatéria, pode acarretar uma
diminuicdo da lesdo tecidual (MILOT; FILEP, 2011b). Como podemos observar, o tratamento
intra-articular com a Ang-(1-7) foi capaz de diminuir o nimero de neutrofilos no lavado
sinovial, assim como no tecido periarticular.Tal diminui¢cdo foi devido ao aumento de
apoptose de neutréfilos, ja que o Zvad, amplo inibidor de caspases, administrado previamente
ao tratamento com a Ang-(1-7), foi capaz de reverter seus efeitos. Como se sabe, a indugéo
da apoptose acelera o processo de resolucdo da resposta inflamatoria, ja que a apoptose € um
ponto crucial nesse processo (LOPES et al., 2011b; MILOT; FILEP, 2011b). Desse modo, 0s
resultados obtidos com o tratamento com a Ang-(1-7) indicam a acgdo pro-resolutiva desse

peptideo por antecipar a apoptose de neutréfilos. Esses achados corroboram com o que foi
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observado por Vago et. al (2012), onde a anexina Al, no modelo de pleurisia induzida por
LPS, foi capaz de antecipar a resolucdo da resposta inflamatéria por induzir a apoptose de
neutrofilos e esse efeito da anexina Al também foi revertido quando administrada juntamente
com o Zvad, indicando que seus efeitos sdo de fato por induzir a apoptose.

Um dos mais importantes sintomas que acompanham a artrite reumatoide é o aumento
da sensibilidade articular a dor, que é a principal causa das limitagcGes funcionais do paciente
(HALLERT et al., 2004). A hipernocicepcdo articular resulta, principalmente, de efeitos
diretos e indiretos de mediadores inflamatdrios que sensibilizam fibras nociceptivas primarias
que inervam a articulagéo inflamada (MCDOUGALL, 2006; SCHAIBLE; EBERSBERGER,;
VON BANCHET, 2002; SCHAIBLE; GRUBB, 1993). Essa dor proveniente de eventos
inflamatdrios é conhecida como dor inflamatdria. Recentemente foi descrito que a Ang-(1-7)
participa da modulacdo da percepcdo da dor, por meio da ativacdo do receptor Mas. Esse
efeito foi descrito no trabalho de Costa et. al (2012), onde a Ang-(1-7) produziu um efeito
antinoceptivo, dose-dependente, em ratos que receberam injecdo na pata com prostaglandina
E2. Efeito esse revertido com o tratamento com o antagonista do receptor Mas, o A779
(COSTA et al., 2012). No entanto, no experimento, onde avaliamos a hipernocicep¢do dos
animais 12 horas ap6s o tratamento com Ang-(1-7), ndo observamos o efeito antinoceptivo
desse peptideo. Esse fato pode estar relacionado com a dor inflamatdria e com a atividade
prolongada das fibras nervosas sensoriais, que resultam em uma sensibilizacdo central
(CURY et al., 2011), de modo que, no tempo de 12 horas ainda ndo tenha ocorrido a
desensibilizacdo das fibras, com consequente antinocicepcao.

Além de avaliar o efeito da administracdo direta de Ang-(1-7), esse estudo avaliou 0
estimulo a producdo enddgena de Ang-(1-7), através do tratamento, por via intra-articular,
com o ativador endogéno de ECA2, DIZE (PEREGRINE; MAMMAN, 1993; XU;
SRIRAMULA; LAZARTIGUES, 2011). Foi observado que o tratamento com o DIZE,
produziu resposta semelhante ao tratamento com a Ang-(1-7), antecipando a resolucdo da
resposta inflamatdria, por meio da diminuicdo do nimero de neutréfilos no lavado sinovial e
no tecido periarticular, assim como do aumento da porcentagem de neutrofilos apoptoticos.
Em outro estudo, foi visto que o DIZE, assim como a Ang-(1-7), foi capaz de atenuar a
dimensdo do enfarte cerebral e deficiéncias neurologicas, em um modelo de isquemia
cerebral. Essa agédo foi inibida pelo antagonista do receptor MAS, A779 (MECCA et al.,

2011), indicando que o DIZE atua através do eixo contra-regulatorio do SRA, ativando ECA2
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e produzindo efeitos semelhantes aos da Ang-(1-7), como Vvisto nos nossos experimentos. No
entanto, devido a problemas técnicos, ainda ndo foi possivel mensurar a quantidade de Ang-
(1-7) produzida pela ativacdo de ECA2 pelo DIZE.

Foi possivel verificar a diminuicdo da ativacdo de NF-kB, visto pela fosforilacdo de
p65, na membrana sinovial de animais tratados com Ang-(1-7) e DIZE, assim como em
neutréfilos humanos incubados com a Ang-(1-7). Esse fator de trascricdo desempenha um
papel crucial na sobrevida de granulécitos humanos (DAMGAARD; GYRD-HANSEN, 2011,
FUJIHARA et al., 2005; WARD et al., 2004). O NF-xB também controla vias de sobrevida
de células induzindo a expressdo de genes anti-apoptdticos, protegendo os leucdcitos de um
programa de morte celular (DUTTA et al., 2006; SOUSA et al., 2010b). Além disso, ativam a
expressao de genes que produzem e estimulam mediadores pro-inflamatérios (LAWRENCE
et al., 2001). Sendo assim, € um importante fator na manutencao da resposta inflamatoria, e
sua diminuicdo, como demostrado nesse trabalho, pode reduzir a resposta inflamatoria, assim
como deflagrar o programa de morte celular em leucocitos, antecipando o processo de
resolucdo inflamatdria. Esses achados corroboram com o trabalho de Lopes et.al (2011),onde
foi demonstrado que a administragdo de H20. ou superdxido dismutase (SOD) em
camundongos com artrite induzida por antigeno foi capaz de diminuir a inflamacao devido ao
aumento do numero de neutr6filos apoptdticos e diminuicdo de NF-xB, antecipando o
processo de resolucdo.

Juntamente com a diminuicdo da trasloca¢do do NF-kB para ntcleo, foi observado que
a Ang-(1-7) incubada com neutrofilos humanos, aumentam a taxa de apoptose dessas células,
de forma semelhante aos resultados obtidos in vivo. Recentemente, Souza LL et. al.(2012),
demonstraram o papel anti-inflamatério, em nivel celular, da Ang-(1-7), onde macrofagos
peritoniais de camundongos estimulados com LPS, quando incubados com a Ang-(1-7),
tinham os niveis de citocinas pré- inflamatdrias atenuados, o que foi abolido com o agonista
do receptor MAS, A779. Este trabalho corrobora com tais dados dados, mostrando que a
Ang-(1-7) tem ac0es diretas em células de defesa. Vale ressaltar que ainda ndo foi descrito a
presenca do receptor MAS, especificamente em neutrdfilos, o que torna ainda mais
interessante tais achados.

O LPS é capaz de induzir a resposta inflamatéria (KYO et al., 2005; SOUZA,;
COSTA-NETO, 2012; VAGO et al., 2012b). De modo interessante, a Ang-(1-7) foi capaz de

antecipar a resolucdo da resposta inflamatoria, aumentando a porcentagem de apoptose de
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neutréfilos em um modelo de artrite induzida por LPS, indicando que sua a¢do nao € soO
restrita a0 modelo de artrite induzida por antigeno. Sendo assim, podemos inferir que a Ang-
(1-7) pode funcionar também em outros modelos de inflamacao, adiantando o processo

resolutivo.
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6 CONCLUSOES

Nossos dados demonstram que o tratamento com a Angiotensina-(1-7) em modelos
experimentais de artrite, foi capaz de antecipar a resolucdo da resposta inflamatdria, por
aumentar a taxa de apoptose de neutréfilos, mediado por caspases. Esse efeito foi também
relacionado com a diminuicdo da fosforilagdo de p65, principal subunidade de NF-kB. O
estimulo a sintese endogena Ang-(1-7), através do tratamento com o ativador de ECA 2,
DIZE, também foi capaz de induzir a resolucdo inflamatéria. A Ang-(1-7) também foi capaz
de induzir apoptose diretamente em neutréfilos humanos in vitro e diminuir a traslocacéo de
NF-kB para o nlcleo desses neutrofilos. Essa é a primeira observagdo de que a Ang-(1-7)
promove a apoptose de neutrofilos in vivo e in vitro, e a primeira evidéncia de que o receptor
Mas esta presente em neutréfilos. Esses resultados reforcam a idéia de que a Angiotensina-(1-
7) possa representar uma estratégia anti-inflamatoria e pro-resolutiva eficaz para o tratamento

de doencas nas quais 0 acimulo e presenca dos neutréfilos possa representar danos.
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