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RESUMO

A resolucdo da inflamagdo € um evento crucial para prevengdo de danos teciduais e consequente
perda de fungdo do 6rgdo. Estudos recentes promoveram o melhor entendimento sobre o papel
do sistema renina-angiotensina na patogénese se diversas doencas. Sabe-se que Angiotensina- (1-
7) [Ang-(1-7)] tem um papel importante na proliferacdo celular, fibrose tecidual e inflamacao.
Nesse trabalho, foram obtidos fortes indicios de uma nova acdo da Ang-(1-7): promover a
resolucdo da inflamacdo em um modelo de artrite. Quando a Ang-(1-7) foi administrada por via
oral ou diretamente no local da inflamagdo, no pico do processo inflamatério, o heptapeptideo
reduziu o acimulo de neutréfilos na cavidade sinovial. Ang-(1-7) também promoveu a resolu¢ao
da inflamacdo por induzir apoptose de neutrdfilos. Esse efeito foi mediado pelo receptor Mas,
dependente da ativacdo de caspase e inibicdo de NF-«B. Ang-(1-7) também aumentou a
eferocitose de neutrofilos apoptéticos. Tomados em conjunto, esses dados mostram a
participacdo da Ang-(1-7) na resolucdo da inflamacdo, indicando que a Ang-(1-7) ndo apenas
inibe a resposta inflamatdria, mas também contribui para uma resolu¢iao sem sequelas, o que nos

leva a acreditar no seu papel como um novo mediador resolutivo.
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ABSTRACT

Resolution of inflammation is a crucial event that prevents tissue damage and the consequent
loss of organ function. Recent studies have advanced our understanding on the role of the renin-
angiotensin system in the pathogenesis of several diseases. We now recognize angiotensin-(1-7)
[Ang-(1-7)] as having pivotal role in antagonizing cell proliferation, tissue fibrosis and
inflammation. Using experimental models of inflammation, we provide strong data for a novel
action of Ang-(1-7): resolution of inflammation in arthritis. When administered orally or directly
to the site of inflammation, at the peak of the inflammatory process, Ang-(1-7) decreased
neutrophil accumulation in the synovial cavity. Ang-(1-7) promoted the resolution of
inflammation by inducing apoptosis of neutrophils. These effects were Mas receptor-mediated
and depended on the activation of caspase and inhibition of NF-kB. Ang-(1-7) also increased the
engulfment of apoptotic leukocytes, ie. efferocytosis. Altogether, our results show that Ang-(1-
7) activates events that are crucial for the resolution of the inflammatory process and the return

to homeostasis indicating Ang-(1-7) as a novel endogenous pro-resolving mediator.
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1 INTRODUCAO

1.1 Artrite: Aspectos Gerais

Denomina-se genericamente artrite qualquer processo inflamatério que afete a articulagao
e essa denominacdo € utilizada para se referir a um grupo de mais de 100 doengas reuméticas que
podem causar dor, enrijecimento e edema das articulagdes. A artrite reumatoide (AR) € a mais
comum das artrites e a que causa maior incapacidade, afetando aproximadamente 1% da
populagdo adulta do mundo, acometendo com maior frequéncia mulheres. Na AR, a dor e perda
de funcdo sdo as principais causas de morbidade e sdo fatores limitantes para o trabalho e
execucdo das atividades da vida diaria (ALAMANOS; DROSOS, 2005; MINAUR et al., 2004;
VERSTAPPEN, 2015). A doenca também estd associada a uma taxa de mortalidade
considerdvel, principalmente, em decorréncia de eventos cardiovasculares (GONZALEZ-GAY;

GONZALEZ-JUANATEY; MARTIN, 2005).

A AR ¢é uma doencga inflamatéria poliarticular que afeta principalmente as pequenas
articulagdes das maos e pés (FIRESTEIN, 2003). Durante a resposta inflamatoria, os neutréfilos,
fundamentais no desencadeamento e manutencao do processo inflamatério na AR, acumulam-se
na cavidade e tecido sinoviais e liberam enzimas proteoliticas que causam a lesdo tecidual
(JASIN, 2000; MARTEL-PELLETIER et al., 1994; MCINNES; SCHETT, 2007; NEUMANN et
al., 2002). Clinicamente, a AR ¢é considerada uma doenca inflamatdria cronica, na qual &
observada inflama¢do da membrana sinovial com formagdo de pannus (crescimento exacerbado
do tecido conjuntivo sobre a superficie articular), com invasdo e destruicdo das estruturas

articulares, incluindo o tecido ésseo (HALE; MORIARTY, 2001; ROBERTS; DICKINSON;
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TAAMS, 2015). A cavidade sinovial, que em condi¢des normais € uma regido acelular
delimitada por uma fina membrana conjuntiva, torna-se celularizada com espessamento da
camada sinovial em decorréncia do aumento do numero dos sinovidcitos (MATSUO et al.,
2016). Além disso, esta regido é preenchida por um infiltrado celular, contendo: neutrdfilos,
fibroblastos sinoviais, macréfagos, mastécitos, células T CD4" e CD8", células natural killer
(NK) e células B. Esse infiltrado sinovial pode invadir a cartilagem adjacente e promover a
destruicdo articular, que é mediada por osteoclastos ativados, condrdcitos e fibroblastos sinoviais

(GRAVALLESE et al., 2000).

Apesar de indmeros estudos, a patogénese da AR ainda permanece obscura. Trata-se de
uma doenca complexa e multifatorial que pode ser desencadeada por fatores ambientais e
genéticos. Neste contexto, podem-se destacar as artrites associadas a auto-imunidade ou artrite
reumatoide, nas quais observa-se a producdo de anticorpos especificos, conhecidos como
“fatores reumatoides” e alguns peptideos contendo citrulina (Firestein, 2003). Nesse caso, existe
a participacao de linfocitos do tipo T helper 1 e 17 com a produgdo de citocinas e quimiocinas
(ESENSTEN; WOFSY; BLUESTONE, 2009; LUBBERTS; KOENDERS; VAN DEN BERG,
2005; SCHULZE-KOOPS; KALDEN, 2001). Na artrite autoimune, os linfécitos B sdo ativados
e produzem autoanticorpos com consequente formacdo de complexos imunes (TAKEMURA et
al., 2001). Virias citocinas, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e as interleucinas (IL-
1B, IL-10 e IL-18) também estdo envolvidas no processo inflamatério e na lesdo articular
(BRENNAN; MCINNES, 2008; MCINNES; BUCKLEY; ISAACS, 2016; MCINNES;
SCHETT, 2007). Além dos fatores genéticos e imunoinflamatérios, fatores ambientais também
contribuem para a indugdo, intensidade e progressdo da AR como, por exemplo, o tabagismo que

promove a adi¢do do aminodcido citrulina a proteinas do organismo, tornando-as antigénicas
15



(CATRINA et al, 2016; KLARESKOG; PADYUKOV; ALFREDSSON, 2007

WOODWORTH; DEN BROEDER, 2015).

Os modelos experimentais auxiliam nos estudos tanto da patogénese das doengas, quanto
da resposta inflamatoria associada e de como podemos controld-la, a fim de diminuir os danos

causados pela inflamacao.

Existem varios modelos experimentais de artrite, entre eles: artrite induzida por coldgeno,
artrite induzida por anticorpos de coldgeno, a atrite séptica, artrite induzida por proteoglicanos,
entre outros modelos. Em cada um desses modelos, o processo inflamatério articular € induzido
de forma diferente e apresenta caracteristicas proprias, com participacdo de determinados tipos
celulares e diferentes graus de lesdo tecidual e dssea (BESSIS et al., 2017). O modelo de artrite
induzida por antigeno tem sido amplamente utilizado na literatura (DA SILVEIRA et al., 2010a;
LOPES et al., 2011a; SILVEIRA et al., 2013b). A imunizagdo € feita com adjuvante completo de
Freud (CFA) e albumina de soro bovino metilada (mBSA), seguida de uma injecao intra-articular
de mBSA, dias apds a imunizacdo. Células T CD4+ fornecem o estimulo inflamatério inicial,
levando ao recrutamento de neutr6filos e macréfagos, o que aumenta a inflamacio e leva a

hiperplasia da camada sinovial e perda da cartilagem articular (BESSIS et al., 2017).

1.2 Inflamacao

A resposta inflamatéria 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, a fim de que a homeostase
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tecidual seja restaurada (DINARELLO, 1997; SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004).
Modificagdes na microcirculagao, tais como os fendmenos angiogénicos, migracdo de leucocitos
através do leito vascular e liberacdo de moléculas soliveis nos tecidos danificados sdo as
principais caracteristicas da inflamacdo (NATHAN, 2002). A inflamagcdo é um processo
altamente regulado pelo organismo, que elimina o agente causador da resposta e desencadeia
eventos de reparo ou regeneracdo. (BASIL; LEVY, 2016; FIALKOW; WANG; DOWNEY,
2007). Entretanto, a mesma resposta inflamatéria que protege o organismo de agentes nocivos
pode tornar-se prejudicial. A inflamacao €, por exemplo, a base de vérias doengas cronicas como
aterosclerose, asma, esclerose multipla, fibrose pulmonar e também dos diferentes tipos de artrite
(COMINI-FROTA et al., 2012; DA SILVEIRA et al., 2010b; NATHAN; DING, 2010; RUSSO
etal.,2011).

Os sintomas clinicos da inflamag¢do foram descritos no século I d.C., por Cornelius Celsius,
e denominados como sinais cardinais da inflamacdo. Sdo eles: o rubor (vermelhiddo, devido a
hiperemia), tumor (edema, causado por aumento da permeabilidade da microvasculatura e
extravasamento de proteinas para o espago intersticial), calor (associado ao aumento do fluxo
sanguineo), e dor (em parte, devido a alteragdes nas terminagdes nervosas). Um quinto sinal foi
descrito por Rudolf Virchow em 1858, que caracterizou a perda da funcio ou disfuncido dos
orgdos envolvidos, como resultado do edema e da dor (GAUTIER et al., 2013).

O processo inflamatério pode apresentar duas reacdes principais: as reagdes vasculares e
celulares, que sdao mediadas por diferentes moléculas, incluindo fatores quimiotdticos. A
liberacdo de estimulos quimiotaticos resulta no recrutamento dos leucdcitos e permite a interagao
de células circulantes com as células endoteliais, possibilitando o acimulo dos leucdcitos no sitio

inflamatério (GILROY et al., 2004). O processo de recrutamento dos leucdcitos obedece aos
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seguintes passos: captura, rolamento, adesdo firme ao endotélio e transmigracdo endotelial
(Figura 1). Quando chegam ao local da inflamacdo, os leucécitos produzem mediadores que
contribuem para o inicio e manuten¢do da inflamacdo, o que pode resultar na cronificagdo da
resposta inflamatdria e maior lesdo do tecido ou 6rgdo afetado (CHEN et al., 2002). Assim, é de
grande interesse entender os mecanismos responsiveis pela manutencdo e eliminacdo de

leucocitos do sitio inflamatorio.
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Figura 1 - Migracao dos leucécitos para o sitio inflamatoério. Representacdo esquematica do

extravasamento perivascular. Apos a adesdo firme em vénulas pods-capilares, os neutrofilos

transmigram através da monocamada de células endoteliais. Ap6s a migracao transendotelial, os

neutréfilos rastejam sobre os pericitos que sdo negativos para os proteoglicanos de sulfato de

condroitina. Este rastejamento depende da molécula de adesdo intercelular 1 (ICAM]1), antigeno-

1 associado a funcdo leucocitiria (LFAl) e ICAMI. Os neutréfilos rastejam, apds o

extravasamento, em regides de baixas densidades de proteinas da matriz extracelular na
membrana basal (regides de baixa expressdo). Os macréfagos perivasculares podem auxiliar na

formacao dos "pontos quentes" no local da inflamacdo, devido a sua capacidade para produzir

N

grandes quantidades de quimiocinas. Os mastdcitos proximos a parede do vaso sanguineo,

também podem responder aos sinais de “perigo” com a liberacao de fatores quimiotéticos. Fonte:

Adaptado de Weninger et al., 2014

1.3 Resolucio da inflamacao

Inflamacdo prolongada é um evento comum em muitas doengas inflamatérias crdnicas,

incluindo doencas vasculares, sindrome metabdlica, doencgas neuroldgicas, e muitas outras, sendo
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portanto, motivo de aten¢do para profissionais de saide. Uma vez que a resposta inflamatdria
aguda permite a reparacdo de tecidos lesionados e eliminacdo dos organismos invasores, ela deve
ser auto-limitada, levando a completa resolu¢do, permitindo assim o retorno a homeostase.
Dessa forma, o controle preciso entre inflamacdo e término da resposta inflamatéria é
determinante para a cronificacdo ou resolucdo da inflamacdo (SERHAN; CHIANG; DALLI,

2015). A figura 2 destaca, de forma esquemdtica, os processos de inflamacdo em direcdo a

resolucdo da resposta inflamatoria.

A resolugcdo da resposta inflamatéria foi considerada, por muito tempo, um processo
passivo. No entanto, hoje sabe-se que ela € um processo complexo e ativamente controlado por
eventos moleculares e celulares (SERHAN, 2011). Dentre esses eventos, podemos destacar a
inducdo de apoptose do leucdcito efetor, mudanga de fendtipo de macrdéfagos, eferocitose,
producdo de mediadores pré-resolutivos lipidicos, como lipoxinas, resolvinas, protectinas e
maresinas, mediadores proteicos e mediadores gasosos. (DALLI; SERHAN, 2012; SERHAN;
CHIANG; DALLLI, 2015). Além disso, a vasodilatacdo e formagdo de edema contribuem para a
reducdo das concentracdes do estimulo pré-inflamatério. Os leucdcitos recrutados eliminam o
agente causador da inflamacdo, mediadores inflamatorios sdo desativados, sdo produzidas
citocinas anti-inflamatorias e células efetoras sdo eliminadas do tecido por drenagem linfdtica ou

apoptose (ALESSANDRI et al., 2013; RAVICHANDRAN; LORENZ, 2007).

Se o hospedeiro nao contem o agente agressor ou se ocorrerem falhas nos mecanismos pro-
resolutivos, a inflamagdo pode permanecer, gerando les@o tecidual. De acordo com o grau da
lesdo, ocorrerd regeneragdo do tecido, ou caso haja um dano tecidual extenso, como ocorre nas

inflamagdes cronicas, as células lesadas serdo substituidas, ocorrendo deposi¢do de coldgeno e
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cicatrizacdo (fibrose), que pode levar a perda da funcio do 6rgdo (GILROY et al., 2004). A
regulacdo da apoptose € um ponto crucial na resolu¢do inflamatdria, assim como a depuracio de
neutréfilos apoptéticos por macréfagos, processo conhecido como eferocitose (DALLI;
SERHAN, 2012; SERHAN; CHIANG; DALLI, 2015). No entanto, em diferentes contextos, a
inibi¢do ou aceleracdo da apoptose pode ter consequéncias patoldgicas, como em infecgdes pelo
virus influenza e HIV, nas quais a diminui¢do do tempo de sobrevida de neutréfilos, devido a
aceleracdo da apoptose, resulta na deficiéncia das defesas contra microrganismos e aumenta a
susceptibilidade a infeccdes. Entretanto, em outras doencas, tais como pneumonia bacteriana,
fibrose cistica e artrite reumatdide, o atraso da apoptose estd relacionado com o aumento do dano
tecidual, correlacionando, assim, a apoptose de neutrofilos com gravidade e/ou resultado da
doenca. Dessa forma, a inibicio da apoptose de neutréfilos contribui para a inflamagao
persistente, enquanto que a indu¢do de apoptose em neutréfilos exerce acdes anti-inflamatorias e

acelera a resolugdo da inflamacao (MILOT; FILEP, 2011; PEREZ et al., 2014a).

A apoptose € definida como uma forma programada ou fisiolégica de morte celular por
mecanismo altamente controlado que ndo induz inflamacdo e tem caracteristicas morfoldgicas e
bioquimicas especificas. Durante a apoptose, a célula sofre encolhimento, retencdo de organelas,
condensacdo da cromatina e fragmentacdo nuclear. Em algumas linhagens celulares, também
ocorre formagdo dos corpos apoptéticos (HO; SAVILLE; WANWIMOLRUK, 2001). Os
primeiros sinais bioquimicos do processo apoptético incluem a exposicao de fosfatidilserina (PS,
do acrénimo inglés phosphatidylserine) a superficie celular externa, atuando como um sinal de
reconhecimento para a ativagdo fagocitica dos macréfagos, que resulta na eliminacdo das células

apoptéticas (LAHORTE et al., 2004). Outro importante marcador de apoptose € a ativacdo de
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caspase-3, que € uma protease intracelular efetora desse processo, atuando na clivagem de
estruturas celulares e promovendo a decomposicdo celular (NATHAN; DING, 2010).

Os macréfagos desempenham um papel crucial na defesa do hospedeiro, cicatrizacio,
reparo e inflamacdo cronica (MANTOVANI; SICA; LOCATI, 2005). Sao células fundamentais
para a etiologia de uma série de doencas inflamatoérias, incluindo a artrite reumatéide,
arterosclerose e asma (BYSTROM et al., 2011). Além disso, os macréfagos possuem diversas
funcdes, bem como fendtipo diferenciado, de acordo com o ambiente inflamatério (BISWAS;
MANTOVANI, 2010). Assim, podem tornar-se classicamente ativados (M1) ou alternativamente
ativados (M2). Macréfagos M1 adquirem um fenétipo pré-inflamatério com liberagdo de
citocinas pro-inflamatdrias, quimiocinas, espécies reativas de oxigénio, e podem ser induzidos
por estimulos microbianos ou citocinas (GORDON; MARTINEZ, 2010; LOCATI;
MANTOVANI; SICA, 2013). Macréfagos M2 liberam mediadores pro resolutivos e secretam
citocinas anti-inflamatdrias, como IL-10, que contribuem para a resolu¢do da inflamacio, tem
capacidade bactericida diminuida e possuem alta capacidade eferocitica (ROSSOL et al., 2011).
Além dos macrofagos M1 e M2, um outro tipo de macréfago que pode ser identificado na fase
resolutiva da inflamac@o € denominado macréfago resoltutivo (Mres). O Mres € envolvido no
aumento da producdo de mediadores anti-inflamatérios e pré-resolutivos que, posteriormente,
serdo drenados pelos vasos linfaticos ou sofrerdo apoptose para que ocorra a total resolucio da

resposta inflamatéria (ORTEGA-GOMEZ; PERRETTI; SOEHNLEIN, 2013).

Outro evento essencial para o sucesso da resolucdo é a eferocitose de leucdcitos

z

apoptoticos. Eferocitose € o processo pelo qual as células apoptdticas t€m seus corpusculos

apoptéticos removidos e degradados por células fagociticas. As células mortas sd@o removidas do
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sitio inflamatdrio antes que a membrana celular seja degradada e seu contetddo citoplasmético
seja liberado. Isso previne a exposi¢do do tecido a enzimas téxicas e outros componentes
intracelulares (LIANG et al., 2014; POON; HULETT; PARISH, 2010). A eliminacdo de células
apoptéticas € mediada, principalmente, por fagdcitos profissionais, como macréfagos, mas
fagdcitos ndo profissionais também podem participar desse processo. Embora a eferocitose seja
semelhante com a fagocitose trata-se de um processo distinto, mediado por receptores
especificos, que sinalizam através de GTPases da familia Rho, especificamente a RhoA
(MARTIN; PETERS; BEHAR, 2014). Apés a eferocitose, os macréfagos podem mudar seu
perfil para M2, os quais produzem moléculas anti-inflamatérias (IL-10, TGF-B) e mediadores
pro- resolutivos (lipoxinas, resolvinas E e D, maresinas e protectinas, que sdo derivadas de
acidos graxos) que impedem o recrutamento de novos leucdcitos, induzem apoptose de
leucdcitos infiltrados e o recrutamento de novos mondcitos, que contribuirdo para o processo de
eferocitose. Os macrofagos M2 participam da reconstituicio de tecidos e tém um papel
importante no retorno da homeostase tecidual (MADERNA et al., 2005; MARTINEZ et al.,

2008).

A resolucdo da resposta inflamatéria € um processo muito importante para manter o

equilibrio do organismo, de modo, que entender seu funcionamento, assim como estudar novos

mediadores e farmacos que interfiram nesse processo é de suma importancia.
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FASE DE PRODUGAO
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FASE DE RESOLUCAO

Transigdo M1 -Mres (10}

FASE DE TRANSICAO

Recrutamento de PMMN e monocitos (2,3)

-Permeabilidade vascular Fungdo efetora de PMN e macrdfagos (5)
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Melanocortinas por Mres (9)
Inicio do recrutamento de leucdcitos (2,3) Transi¢do M1- M2 (8)

-Pradugdo de moleculas antiinflamatorias
(IL-10 ¢ TGF-b) por M2 e inicio da produgdo

Funcio efetora de PMN ¢ macréfagos (5) de mediadores pro- resolutivos (9)

Repopulacio de linfocitos

Mandcitos diferenciam em macrdfagos (4) Apoptose de macréfagos e drenagem linfatica

Figura 2 - Série orquestrada de eventos que ocorrem durante um processo inflamatério
agudo culminando na resolucdo. A lesdo tecidual (infec¢do estéril ou infecciosa) leva ao
reconhecimento de padrdoes moleculares (DAMPs e/ou PAMPs) pelas células residentes
(macrofagos teciduais, células dendriticas e células epiteliais), os quais produzem rapidamente
varios mediadores pré-inflamatérios (1). Nesta fase produtiva da inflamagdo, mediadores atuam
promovendo vasodilatagdo e consequente aumento do fluxo sanguineo local, modificando a
permeabilidade do endotélio. Estes eventos sdao acompanhados por hiperemia e exsudagdo de
proteinas plasmadticas e de liquidos (edema). As células endoteliais também sdo ativadas e
expressam moléculas de adesdo celular (selectinas e integrinas) e apresentam mediadores
quimioatrativos, que permitem a captura e extravasamento de leucdcitos (2-4). Leucdcitos
polimorfonucleares (sobretudo neutréfilos) sdo as primeiras células que extravasam para 0s
tecidos inflamados (2), seguidos por células mononucleares (3). Com a progressao da resposta
inflamatéria, hé intenso influxo de leucdcitos para o tecido inflamado. Estas células podem ser
ativadas e se tornarem fonte importante de uma variedade de mediadores, incluindo fatores de
crescimento, citocinas, quimiocinas, mediadores lipidicos e espécies reativas de oxigénio (ROS)
(5), o que permitird que os leucdcitos exercam suas fungdes efetoras nos tecidos. Na fase de
transicdo da inflamacao, apesar do intenso acimulo de leucécitos PMNs, sob a acdo de sinais
pro-resolutivos (mediada por mediadores pro-resolutivos e diminui¢do dos niveis de agentes
modificadores da sobrevivéncia celular), inicia-se a apoptose (6), seguido de fagocitose por
macréfagos teciduais (eferocitose) (7). Este processo inclui vérios sinais que levam a atracdo, a
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ligacdo e a remoc¢do de células apoptéticas por macréfagos. Durante a eferocitose, macrofagos
mudam seu fenétipo de M1 para M2 (8). Macréfagos M2 - (ou M2 like) sdo altamente
eferociticos e produzem moléculas anti-inflamatérias (tais como IL-10 e TGF-f) e mediadores
pré-resolutivos (9). Tais mediadores t€ém o potencial para inibir o recrutamento adicional de
PMN, intensificar a migracdo de mondcitos e amplificar a eferocitose. Macréfagos M2 se
modificam para macréfagos resolutivos (Mres) (10), os quais apresentam capacidade fagocitica
reduzida, mas, no entanto, produzem proteinas anti-fibréticas e antioxidantes que limitam o dano
tecidual e fibrose. Tais eventos contribuem para a fase de resolu¢do da inflamagdo. O aumento
da producgido de citocinas anti-inflamatérias, de mediadores pré-resolutivos e anti-fibréticos por
macréfagos resolutivos (Mres), a repovoacdo por linfécitos (11) e apoptose de macréfagos ou
drenagem destas células para o linfonodo local (12) encerram o processo inflamatério e
restauram a homeostase do tecido. Fonte: Adaptado de Alessandri et al., 2013.

1.4 Sistema Renina Angiotensina

O sistema renina-angiotensina (SRA) € classicamente conceituado como um sistema que
exerce fungdes cardiovasculares, renais e adrenais (ZAMAN; OPARIL; CALHOUN, 2002). A
ativacdo desse sistema inclui vdrias interacdes enzima-substrato que resultam na produgdo de
varios peptideos biologicamente ativos (ARDAILLOU, 1999; FERRARIO et al., 1998;
FERRARIO et al., 2002; NISHIMURA, 2001). A angiotensina II (Ang II) € o principal peptideo
biologicamente ativo do SRA. A renina, uma protease liberada pelo aparelho justaglomerular do
rim, € responsavel por clivar o angiotensinogénio, produzido no figado, em angiotensina I, que,
por sua vez, € clivada pela enzima conversora de angiotensina (ECA) em angiotensina II
(METHOT et al., 1997) (Figura 2). A Ang II exerce grande parte de seus efeitos bioldgicos por
meio da ativacdo do receptor AT;. Dentre os efeitos destacam-se: vasoconstri¢do, hipertrofia
celular, fibrose, formacdo de radicais de superdxido, ativagdo do sistema nervoso simpatico e
inducdo da secrecdo de endotelina e aldosterona (CAREY; SIRAGY, 2003; CHAPPELL, 2016).

A Ang II também pode-se ligar ao receptor AT2 produzindo efeitos opostos aos mediados pelo
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receptor AT1 (FERRARIO; TRASK; JESSUP, 2005; SANTOS; FERREIRA; SIMOES E

SILVA AC, 2008; SANTOS et al., 2008).

As acdes do SRA eram anteriormente atribuidas exclusivamente a angiotensina II. No
entanto, nas ultimas décadas, a descoberta de efeitos bioldgicos de outros peptideos
angiotensinérginicos, novos receptores, novas enzimas, rotas metabdlicas e vias de sinalizagdo
modificaram o conhecimento sobre esse sistema (PINHEIRO er al., 2009; SANTOS;
FERREIRA; SIMOES E SILVA AC, 2008). Em 1988, foi descoberto um outro peptideo
biologicamente ativo que exerce efeitos opostos aos mediados pela Ang II, a Angiotensina-(1-
T)(SANTOS et al., 1988). Este peptideo foi considerado, por muito tempo, como um metabdlito
inativo, mas esse conceito comecou a mudar com estudos de SCHIAVONE et al. (1988), que
demonstrou o papel da Ang-(1-7) em estimular a liberacdo de vasopressina pelo hipotdlamo.
Desde entdo, indmeros estudos t€ém contribuido para modificar a visdo sobre SRA e de suas
funcdes no hipotdlamo, no coragcdo, na hipertensdao, entre outros (CHAPPELL, 2007;
FERREIRA; SANTOS, 2005; SANTOS; FERREIRA; SIMOES E SILVA AC, 2008;
SCHIAVONE et al., 1988; SIMOES E SILVA AC et al., 2006; SIMOES E SILVA AC;

TEIXEIRA, 2016). A figura 3 fornece uma visao geral sobre o SRA.
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Figura 3 - Sistema Renina-Angiotensina. Principais peptideos biologicamente ativos no
SRA e principais acoes da Angiotensina II e Angiotensina-(1-7). Adaptada: SANTOS &
SAMPAIO, 2002.

1.5 Angiotensina-(1-7)

Dentre as recentes descobertas que produziram alteracdes conceituais de fundamental
importancia relacionadas a Ang-(1-7), destacam-se a identificagdo da ECA?2 (enzima conversora
da angiotensina 2), como a principal enzima responsdvel pela formacio de Ang-(1-7)
(DONOGHUE et al., 2000a; DONOGHUE et al., 2000b; TIPNIS et al., 2000a) e a descoberta de

um novo receptor, acoplado a proteina G, o receptor Mas, ao qual a Ang-(1-7) se liga e exerce
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seus principais efeitos (SANTOS et al., 2003a). Ang-(1-7) € produzida, principalmente, por meio
da acdo de ECA2, que tem cerca de 400 vezes menos afinidade para Ang I do que a Ang I.A
Ang II é o substrato principal para sintese de Ang-(1-7) (DONOGHUE et al., 2000b;
FERRARIO, 1990; VICKERS et al., 2002). ECA2 pode também formar Ang-(1-7), com menos
eficiéncia, por meio da hidrdlise de Ang I em Ang-(1-9), com a subsequente formagdo de Ang-
(1-7) (VICKERS et al., 2002). Esse peptideo exerce as suas func¢des, principalmente, através da
ativacdo do receptor de sete dominios transmembranicos acoplados a proteina G, denominado
receptor Mas (receptor AT1-7) (SANTOS et al., 2003b; SIMOES E SILVA AC et al., 2004). A
ativacdo do receptor Mas pela Ang-(1-7) promove, em geral, efeitos antagdnicos aqueles
atribuidos a ativagdo do receptor AT1 pela Ang II (SANTOS er al., 2003c), tais como:
vasodilatacdo (LOOT et al., 2002), efeito anti-arritimogénico (SANTOS et al., 2004), efeito anti-
fribrético (PEREIRA et al., 2007), acdo anti-proliferativa no pulmdo e coracdo, entre outros
(GALLAGHER; TALLANT, 2004; TALLANT; FERRARIO; GALLAGHER, 2005). Diante dos
resultados, a visdo atual do SRA inclui dois eixos opostos: o eixo cldssico, responsdvel pela
maioria das acdes tradicionalmente atribuidas a esse sistema, e composto pela enzima conversora
de angiotensina (ECA), Ang II e o receptor AT;; e o eixo contra-regulatério, que € formado pela

enzima homologa da ECA, denominada ECA2, Ang-(1-7) e o receptor Mas.

Estudos demonstraram que a Ang-(1-7) é um peptideo com atividade biolégica em vérios
orgdos, cuja presenga e acdes sdo bastante relevantes, como, por exemplo, na protecdo contra
AVC cerebral em ratos com hipertensao (PINHEIRO et al., 2004; REGENHARDT et al., 2014),
a protecao contra lesdo pulmonar na asma (MAGALHAES et al., 2015),entre outras. Entretanto,

ha muito a ser pesquisado sobre seu efeito nos processos inflamatérios.
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A Ang-(1-7) pode apresentar efeitos anti-inflamatérios associado a diminui¢do do
recrutamento de neutréfilos e dano tecidual, como ja demonstrado pelo nosso grupo de pesquisa
em um modelo de artrite induzida por antigeno, (DA SILVEIRA et al., 2010b), no modelo de
glomeronefrite induzida por adriamicina (SILVEIRA et al., 2013a) e no modelo de insuficiéncia
renal aguda induzida por isquemia e reperfusdo. O tratamento com o agonista do receptor Mas,
AVE 0991, foi capaz de diminuir o recrutamento de neutréfilos com consequente diminui¢do do

dano tecidual (BARROSO et al., 2012a).

Uma vez que Ang-(1-7) apresenta efeitos anti-inflamatérios em diferentes modelos de
doencas inflamatorias e a ativagdo de seu receptor estd associada a diminuicao do recrutamento
de neutréfilos, citocinas inflamatdrias e melhora da lesdo tecidual, pode-se hipotetizar se a Ang-
(1-7) teria um papel na resolucdo da resposta inflamatoéria, levando nio s6 a diminui¢do do
recrutamento celular, mas também influenciando na apoptose de neutréfilos e nos processos de

eferocitose.
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2 JUSTIFICATIVA

O processo inflamatério € de extrema importancia na defesa do organismo contra infec¢des
e lesdes. No entanto, a inflamagdo descontrolada pode levar a dano tecidual, doengas crdnicas,
fibrose e doencas autoimunes. Atualmente, estudos na drea de inflamagdo propdem entender
melhor o processo da resolucdo da resposta inflamatdria, visando utilizar estratégias terapéuticas
baseadas no adiantamento do processo de resolucdo e o retorno a homeostase do tecido afetado,
o que implica em menores danos teciduais. Demonstramos anteriormente que a Angiotensina-
(1-7) tem uma func¢do anti-inflamatéria em vdrios modelos experimentais. No entanto, ndo €
conhecida sua funcdo na resolucdo da inflamacdo. Desta forma, esse estudo tem como proposta
avaliar a a¢do da Ang-(1-7) na resolucdo da resposta inflamatéria associada a um modelo de

artrite induzida por antigeno em camundongos.
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3 OBJETIVOS

31

Objetivo Geral

Estudar os efeitos e potencias mecanismos da acdo da angiotensina-(1-7) na resolucdo da

resposta inflamatoria.

3.2 Objetivos Especificos

Avaliar se a angiotensina-(1-7) antecipa a resolucdo da resposta inflamatoria,

aumentando a apoptose de neutrdfilos na cavidade articular;

Verificar se a produgdo enddgena de angiotensina-(1-7) participa da resolu¢do da

resposta inflamatoria;

Avaliar se o bloqueio do receptor Mas inibe os efeitos da angiotensina-(1-7);

Verificar se a Angiotensina-(1-7) aumenta a eferocitose de neutr6filos apoptdticos por

macréfagos;

Avaliar o efeito da Ang-(1-7) na hipernocicepc¢do induzida pela AIA;

Avaliar a agdo da Angiotensina-(1-7) na sobrevida de neutréfilos humanos;

Avaliar se a Angiotensina-(1-7) diminui a fosforilacdo de NF-kB em neutrdfilos;

Avaliar se o composto oral da Ang-(1-7) (sistémica) teria 0 mesmo efeito da Ang-(1-7)

pura (oral).
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4 METODOLOGIA

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

numero de protocolo 0319.0.203.000-11.

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos C57B1/6J, machos, com peso aproximado de 25 gramas, entre 8-
10 semanas, fornecidos pelo Centro de Bioterismo (CEBIO-ICB/UFMG) do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais (ICB/UFMG). Todos os animais foram

mantidos no ciclo claro-escuro de 10-12 horas, com livre acesso a 4gua e ragao.

4.2 Farmacos e Reagentes

Cetamina (Vetbrands, Brasil), Cloridrato de xilazina (Agener Unido, Brasil), Albumina de soro
bovino metilada (mBSA), Albumina de soro bovino (BSA) e inibidor de caspase (ZVAD-FMK)
foram adquiridos do laboratério Sigma (St. Louis, MO). Angiotensina-(1-7) incluida em
ciclodextrina, HPBCD/Ang-(1-7), e o antagonista de Ang-(1-7), o A779, foram doados pelo
professor Robson Augusto Souza dos Santos do Departamento de Fisiologia e Biofisica,
ICB/UEFMG e ativador end6geno de ECA2 (DIZE), gentilmente cedido pelo professor Anderson

José Ferreira, do Departamento de Morfologia, ICB/UFMG.

4.3 Modelo de artrite inflamatéria induzida por antigeno (AIA)

O modelo experimental de artrite foi induzido pela injecdo intra-articular de albumina de soro

bovino metilada (mBSA) (AIA) em animais previamente imunizados com emulsdo de mBSA e
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adjuvante completo de Freud (COELHO et al., 2008). Todos os animais foram anestesiados com
solucdo de cetamina (150 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg), diluido em PBS estéril para a realiza¢ao
de todos os procedimentos cirtirgicos. Camundongos C57B1/6]J foram imunizados por via
intradérmica (id) na base da cauda com 500 pg de albumina sérica bovina metilada (mBSA;
Sigma) em 100 pl de uma emulsdo de solug@o salina e volume equivalente de adjuvante
completo de Freund (CFA; Sigma). O desafio com mBSA (10ug mBSA em 10 uL solugdo salina
estéril) foi realizado 14 dias apds a imunizagdo, sendo que cada animal recebeu uma inje¢ao na
articulagdo fémur-tibial traseira. Os parametros inflamatdrios foram avaliados 24 horas apds o
desafio, quando ocorre o pico da resposta inflamatéria nesse modelo. A cavidade articular do
joelho foi lavada com albumina sérica bovina (BSA 3%) (2 x 5 pl) e tecidos periarticulares

removidos para avalia¢do da atividade de MPO (mieloperoxidase).

4.4 Protocolo de tratamento dos grupos experimentais

Os camundongos foram divididos nos seguintes grupos:

Controle: camundongos imunizados com emulsdo de CFA+ mBSA, desafiados com PBS 1X
intra-articularmente (10 upl) e tratados com PBS 1X, 12 horas apds o desafio. Tratamento
administrado por via intra-articular.

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

Tratado: camundongos imunizados com emulsdo de CFA + mBSA, desafiados com mBSA(10

pug em 10 pl de PBS) intra-articularmente e tratados com angiotensina-(1-7) ou DIZE (1 pg/kg),
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12 horas apds o desafio. O tratamento foi administrado por via intra-articular . O inibidor de
caspase, ZVAD-FMK, foi administrado por via intraperitoneal 15 minutos antes do tratamento

com a angiotensina-(1-7).

4.5 Tecidos e fluidos coletados

- Lavado articular: foi coletado da articulacdo fémur-tibial em solu¢do de BSA 3%, para
contagens total e diferencial dos leucdcitos e apoptose de neutrofilos.

- Tecidos periarticulares: apds 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.

Parametros avaliados:

-acimulo de neutrdfilos do tecido periarticular;
-contagem total e diferencial das células inflamatérias do lavado articular;
-contagem de neutréfilos com morfologia apoptdtica do lavado articular;

- avaliagdo do fator de trancri¢do NF-kB por imunoflorescéncia no lavado articular.

4.6 Avaliacao da migracao de neutrofilos para a cavidade articular

Ap6s 24h do desafio, os camundongos foram eutanaziados com uma mistura de cetamina (150
mg/kg) e xilazina (10 mg/kg). Para avaliar a migracao de leucdcitos (neutréfilos) para a cavidade
articular, foi realizado um lavado intra-articular. Este procedimento consistiu em injetar 10 pL. de
uma solucdao 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 solucao de
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albumina recapturada com uma pipeta. Este lavado de células da articulagdo foi diluido em 90

uL de albumina bovina 3% para a posterior contagem total e diferencial dos leucdcitos.

4.7 Contagem total dos leucdcitos

Aliquotas de 20 uL do lavado articular foram diluidas em 40 uL de solucdo 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 nimero total de leucdcitos foi utilizado para
célculo da percentagem dos diferentes leucécitos encontrados no lavado articular a partir da
contagem/discriminagcdo por visualizacdo de laminas preparadas por citocentrifugacdo sob

microscépio éptico.

4.8 Contagem diferencial dos leucocitos

As laminas para contagem diferencial foram preparadas por citocentrifugacdao de uma aliquota de
80 uL 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 microscdpio 6ptico, objetiva de imersdo em 6leo (aumento de 1.000 x), usando
os critérios morfoldgicos padrdes para diferenciar os tipos celulares. Os resultados foram

expressos como ndmero de neutréfilos x 10*/ cavidade articular.
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4.9 Avaliacao da apoptose de leucocitos

A apoptose foi avaliada como descrito por (PINHO et al., 2005). Resumidamente: as cé€lulas
(5x10% retiradas 24 horas ap0s o desafio com antigeno foram citocentrifugadas, fixadas e
coradas segundo a técnica de coloracio de May-Grumwald e Giemsa e examinadas sob
microscOpio Optico, objetiva de imersdo em 6leo (aumento de 1.000x) para determinagdo da
propor¢ao de células com morfologia apoptética. Os neutréfilos apoptdticos apresentam

mudancas de tamanho e fragmentacao do ntcleo.

4.10 Quantificacio indireta do acimulo de neutroéfilos: atividade da mieloperoxidase

(MPO)

Processamento tecidual:

Para avaliar o acimulo de neutréfilos no tecido periarticular de camundongos, foi utilizado o
método de quantificagdo da atividade de MPO, como descrito previamente (RUSSO et al.,
2009). Resumidamente, o tecido periarticular removido foi pesado e processado com solucdo de
extracdo de citocinas (conforme descricdo na se¢do anterior). Apds homogeneizacdo e
centrifugacdo, o sobrenadante foi coletado e estocado para quantificacdo de citocinas. O
componente residual (sedimento) foi ressuspendido em tampao 1 (NaCl 0,1 M, Na;PO4 0,02 M,
Na, EDTA 0,015 M — pH 4,7) na propor¢ado de 1,9 mL para cada 100 mg de tecido e submetido a
homogeneizacdo 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 centrifugagdao 10.000 g por 10

minutos. Novamente, o sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em tampao 2
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(Na3PO4 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.

Ensaio bioquimico:

As amostras do tecido periarticular foram diluidas (1:3). Em seguida, as amostras foram
adicionadas a placa de 96 pogos (25 pl/poco). Tetramethylbenzine (TMB - 1.6 mM em
dimetilsulfoxido) foi adicionado a cada poco 25 ul/pogo e a placa foi incubada a 37°C por 5
minutos. Foi adicionado 100 pl/pogo de dgua oxigenada (H,0, -0,002%) e novamente a placa foi
incubada a 37°C durante 5 minutos. A reacdo foi interrompida pela adi¢do de 100 pl acido
sulfirico (H,SO4 - IM). 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 neutréfilos
(Unidades Relativas) por comparagdo da O.D. do sobrenadante do tecido com neutrdfilos de

peritonio de camundongos processados da mesma maneira.

4.11 Protocolo de purificacao de neutrdfilos de sangue periférico humano e cultura

celular.

Doadores voluntédrios, de ambos os sexos, doaram aproximadamente 20 ml de sangue para a
separacdo dos neutrofilos do sangue periférico por gradiente de densidade apds centrifugagdo

com histopaque. Ao sangue doado foi adicionado o mesmo volume de meio RPMI. Em um tudo
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Falcon de 15 ml foi adicionado 3 ml 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, 6 ml 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 centrifugagao, foi
possivel observar a formagdo de 5 camadas (soro, PBMC, histopaque, neutréfilos e hemécias).
Os neutroéfilos foram retirados e armazenados em tubos Falcon de 50 ml, e adicionados meio
RPIM até completar o volume total. O homogenato foi submetido a nova centrifugacdo a 1.300
rpm, por 15 minutos, a 24°C. O sobrenadante foi descartado e ao sedimento adicionado 1 ml de
meio RPMI, 18 ml de dgua gelada e 2 ml de PBS 10X. O homogenato foi novamente
centrifugado (1.300rpm,15minutos 24°C), o sobrenadante descartado e, ao pellet, adicionado 1
ml de meio RPMI, para contagem do nimero de neutréfilos. Aliquotas de 10 uL foram diluidas
em 90 uL de azul de tripan, sendo a contagem total dos leucdcitos realizada em cimara de
Neubauer, com o auxilio de microscopio optico (aumento de 100x) e contador manual. O nimero
total de leucdcitos foi utilizado para cédlculo do nimero de leucdcitos a ser utilizado na cultura
celular e da percentagem de células apoptéticas encontrados a partir da contagem/discriminagao
por visualizacdo de laminas preparadas por citocentrifugacdo sob microscopio Optico. Para a
cultura celular, 1x10° neutréfilos foram adicionados a cada poco da placa de 96 pocos, em
volume final de 200 uLL de meio RPMI por poco. Nas células que receberam o tratamento com a
angiotensina-(1-7), foram adicionados 150 uL. de meio RPMI e 50 uLL de Angiotensina-(1-7), nas

concentracdes de 30, 100 e 300nm, diluidas em meio RPMI.
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4.12 Ensaio de Eferocitose in vivo

Esse protocolo € uma adaptacido dos protocolos utilizados por Newson et al. 2014 e Dalli et al.
2012 (DALLI; SERHAN, 2012; NEWSON et al., 2014). Os camundongos receberam inje¢ao
intraperitoneal (i.p.) de zimosan (Sigma Chemical, St. Louis, MO) na dosagem de 1 mg/animal.
ApGs 72h, os animais receberam 2x10° neutréfilos humanos apoptéticos i.p. Trinta minutos antes
da administracdo de neutrofilos apoptéticos, os animais receberam via 1.p o tratamento com a
Angiotensina-(1-7), no grupo controle somente PBS foi injetado. A apoptose foi estimulada pela
incubagdo dos neutrofilos humanos com estaurosporina (Sigma Chemical, St. Louis, MO) na
concentracdo de 10 mM por poco durante 1 hora, foi adicionado 5x10° células por po¢o. Uma
hora e meia apds a injecdo neutrofilos apoptdticos os animais foram eutanasiados e o lavado
peritoneal foi recolhido com 4 mL de PBS com pipeta Pasteur. As células foram preparadas para
andlise em laminas preparadas em citocentrifuga, fixadas e coradas com May-Grunwald-Giemsa
e contadas (500 células por lamina), utilizando microscépio 6tico para determinar a porcentagem
de células com morfologia eferocitica (células mononucleadas com corpos apoptéticos em seu

citoplasma).

4.13 RT-PCR - Reacao da cadeia de polimerase por transcricao reversa

Extracdao do RNA

As amostras (neutréfilos 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 dissociacdo de complexos

nucleoprotéicos. Em seguida, foram adicionados 200 ul de Cloroférmio de alta qualidade para
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cada 1 mL de TRIZOL. Foi realizada agitacdo em vortex e depois incubagdo por 3 min de 15° a
30° C. O homogenato foi centrifugado a 12.000 x g, por 15 min, a 2 a 8° C. Apds a
centrifugacdo, a mistura foi separada em uma fase inferior (rosa), contendo fenol-cloroférmio,
uma fase intermedidria e uma fase aquosa transparente superior. O RNA permaneceu
exclusivamente na fase aquosa que foi transferida para outro microtubo. O RNA foi precipitado
com isopropanol (MERCK), de altissima qualidade (500ul de isopropanol para cada Iml de
TRIZOL) e acetato de sddio na concentracdo de 3M, na propor¢ao de 1:20 (50 ul 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 dgua tratada com DEPC) para 1ml
de TRIZOL. O tubo foi agitado no vortex para que o sedimento se soltasse do fundo. Entdo foi
realizada nova centrifuga¢io a 7.500 x g (10.000 rpm) por 5 min, a 2 a 8° C. Apéds descarte do
sobrenadante, o tubo foi deixado aberto por 5 minutos para secagem do sedimento que foi, em
seguida, diluido em 4dgua de alta qualidade tratada com DEPC, em volume suficiente para diluir

toda a amostra. O RNA foi estocado a —=70° C.

Quantificacao do RNA

A quantifica¢do das amostras de RNA foi feita no espectrofotdmetro NanoDrop ND1000 (Nano
Drop Technologies, Wilmington, DE, EUA). Primeiramente, foi feita a calibracdo do aparelho
com 4gua de alta qualidade tratada com DEPC e, em seguida, foi selecionada a opcdo de leitura
de RNA, ja definida no aparelho. A leitura do branco também foi feita com dgua tratada com
DEPC. O RNA foi quantificado pela absor¢do a 260nm, utilizando-se 2ul da amostra pura. O
aparelho fornece a concentracdo em ng/pL e a correlagdo 260/280 (RNA/proteinas).
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Preparo do cDNA por Transcricao Reversa

A reacdo de transcri¢do reversa do mRNA dos tecidos animais foi realizada utilizando-se 2,0 ug
de RNA aos quais foram 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 formagao
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 tampao M-MLV 5X (Promega Cor., Madison WI, EUA), 200 U da enzima
Transcriptase reversa-M-MLV (Promega Cor., Madison WI, EUA) e 8,5ul de dgua Milli-Q
autoclavada. A mistura foi incubada por 2 horas, a 42°C, quando ocorreu a transcri¢cao reversa do

mRNA. As amostras de cDNA foram conservadas a -20°C.

PCR especifica

Para as reacdes subsequentes de amplificacdo, Sul 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 5uM, 1,5ul de
primer anti-senso a SuM e 2ul de dgua 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 incubacao inicial de 1 minuto a 95°C e, em

seguida, 15 segundos a 95°C para desnaturacdo, 1 minuto para anelamento e extensdo a 60°C.
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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 férmulas: AACt=
ACt — o valor de calibrag@o encontrado através da subtragdo das médias do Ct do grupo controle.
Em que ACt= Ct da gene alvo — Ct do gene constitutivo humano (GAPDH). As seqiiéncias dos

iniciadores utilizados foram as seguintes:

- Para receptor MAS humano:

primer senso- 5’- TTCCGGATGAGAAGAAATCC - 3°,

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

- GAPDH:

primer senso 5’-GGAGTCCACTGGCGTCTTCAC-3’,

primer anti-senso 5’-GAGGCATTGCTGATGATCTTGAGG-3’.

4.14 Citometria de fluxo

Para caracterizar os neutréfilos apoptéticos utilizamos a técnica de citometria de fluxo (aparelho
Becton Dickenson FACScan). As células recuperadas da cultura foram plaqueadas (em placa de
fundo em “U”, 96 wells ou em eppendorfs de 1,5 mL) aproximadamente 200.000 células/well.
Os anticorpos para marcagdo de superficie , os controles negativos (isotipos IgGl e 1gG2a),

diluidos na soluc¢do de dilui¢do de anticorpos, foram adicionados nas concentragdes previamente
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padronizadas, na quantidade 20 pl/well ou eppendorf e incubados por 30 minutos, 4°C sobre
abrigo da luz. Em seguida, adicionou-se 150 pl/well de wash B gelado e as células foram
centrifugadas. Posteriormente, foi adicionado 190 ul de “binding buffer, 5 ul de anexina-V
marcada com FITC (Kit ™ ApoDETECT anexina V-FITC, Invitrogen) e 5 ul de iodeto de
propidio (marcador de perda da integridade da membrana nuclear). Apds incubadagdo por 10

minutos a temperatura ambiente, as células foram levadas ao aperelho para posterior leitura.

4.15 Técnica de Microscopia Confocal

As células do lavado articular foram centrifugadas a 1.200 rpm, por 5 minutos, a 4°C (centrifuga
Jouan, modelo BR4i), o sedimento celular foi ressuspenso em em PBS e contado com corante

Turk (1:10). A partir da contagem, foi definido o volume de amostra que contém o nimero de

células desejado (3x105). Células foram preparadas para citocentrifugacao (citospin; Shandon
Lipshaw Inc., Pittsburgh, Pennsylvania, USA). Apds centrifugacao, as células foram fixadas com
paraformaldeido a 4% por 15 minutos, e em seguida, foram submetidas a 3 lavagens, de 5
minutos cada, com PBS. As laminulas foram bloqueadas com Fc Block (CD16/32-BD
Biosciences), diluido em PBS-BSA 1% (1:100, 50 pL) por 30 minutos. Para realizacdao de
marcacdo intracelular as laminulas foram incubadas por 30 minutos em uma solugdo de
permeabilizacdo celular (Perm 35 Wash- BD Bioscience)- 1:12 em PBS-BSA1%) e, em seguida,
com o anticorpo primdrio overnight. Na sequencia, as laminulas foram lavadas 4 vezes por 5
minutos cada e incubadas com anticorpo secunddrio conjugado com fluorescéncia por 30
minutos. Subsequentemente, se necessario e apds lavagem, foram adicionados os anticorpos

extracelulares. Por dltimo, as laminulas foram preparadas com Fluormount (Sigma Aldrish, USA
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) para andlise. Para obten¢do das imagens foi utilizado o microscopio Nikon Eclipse Ti com laser
confocal C2, equipados com trés diferentes lasers (excitacdo 405, 488 e 543 nm) e filtros de
emissdes de 450/50 nm (canal 1), 515/30 nm (canal 2) e 584/50 nm (canal 3). A leitura foi feita
por um espelho dicromético de 405/488/543 nm. A intensidade de fluorescéncia foi medida
utilizando um software Velocity 6,3 (Perkin-Elmer) e o perfil de fluorescéncia foi avaliada
usando o Image J (NIH). Os anticorpos utilizados foram pNF-kb, DAPI, PI (iodeto de prodideo)

e Alexa 488, diluidos em solug@o de permeabilizacdo (perm wash- BD Bioscience).

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

Os experimentos foram realizados utilizando o teste de pressdo com um anestesiOmetro
eletronico (Insight Equipamentos, Sdo Paulo, Brazil), que consiste em um transdutor de pressao
conectado a um contador digital de for¢a (g). O aparelho € calibrado para registrar uma forca
maxima de 150 g, mantendo a precisao de 0,1 g até a forca de 80 g. O contato do transdutor de
pressdo a pata é realizado por meio de uma ponteira descartdvel de polipropileno com 0,5 ou
4,15 mm? de didmetro que € adaptada a ele. Os animais sdo 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
nao maledvel de 1 mm de espessura, durante 15 minutos antes do experimento para adaptacio ao
ambiente. Espelhos sdo posicionados 25 cm abaixo das caixas de experimentagdo 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
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estimulada. Os estimulos s3o repetidos por até seis vezes, em geral até o animal apresentar 3

medidas similares com uma clara resposta de “flinch” apds a retirada da pata.

A intensidade de hipernocicepcao foi quantificada como a variacdo na pressdo (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 ao desafio
dos animais com mBSA, da média de trés valores em gramas (for¢a) 24 horas apds o desafio
e/ou tratamentos, segundo protocolo experimental especifico. Os testes nociceptivos foram

realizados entre 08:00 e 16:00 h.

4.17 Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada com o software Prism, versdo 4,0. Os resultados foram
expressos como média *+ erro padrdo da média (EPM). Diferencas entre os grupos foram
avaliadas por andlise de varidncia (ANOVA), seguidas por pds-teste Student-Newman-Keuls. A

significancia estatistica foi considerada para p<0,05.
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S RESULTADOS

5.1 Angiotensina-(1-7) antecipa a resolucao da resposta inflamatéria

Animais C57 BL/6J machos submetidos ao modelo de artrite induzida por antigeno (AIA) foram
tratados com a Ang-(1-7) 12 horas ap6s o desafio com mBSA (tempo no qual existe um acimulo
maximo de neutréfilos na cavidade articular), como descrito na metodologia. Primeiramente, foi
definido o efeito do tratamento com a Ang-(1-7) no acimulo de neutr6filos na cavidade articular,
em termos, quantitativos, utilizando um cdlculo matematico (BANNENBERG et al., 2005;
CHIANG et al., 2013) que define o indice de resolugdo (figura 4A). O lavado articular foi
coletado em 12, 24, 36, 48 e 72 horas apds o estimulo com mBSA. O tratamento com a Ang-(1-
7) foi feito no pico da inflamacg@o, 12 horas apds o desafio. O nimero de PMN e células
mononucleares foi determinado pela contagem diferencial de leucdcitos. Assim, foi verificado
que o tratamento com Ang-(1-7) foi capaz de diminuir o intervalo de resolucao (RI). Os animais
ndo tratados apresentaram um RI de 25 horas, enquanto os tratados com Ang-(1-7) apresentaram
um RI de 9h. Ao analisar os valores de RI, ficou evidente que a Ang-(1-7) foi capaz de antecipar
a resolugdo da resposta inflamatéria em 16 horas. Além disso, o tratamento com Ang-(1-7)
diminuiu a atividade MPO, que é a medida indireta na quantidade de neutréfilos no tecido peri-
articular (figura 4C) e o nimero de neutréfilos na cavidade sinovial (figura 4D). O nimero de

mondcitos ndo foi alterado pelo tratamento com a Ang-(1-7) (figura 4 E).

O préoximo passo foi verificar se a diminui¢cdo do acimulo de neutréfilos estava associado
a um aumento da apoptose dessas células. O tratamento com Ang-(1-7) aumentou a
porcentagem de neutrdfilos apoptéticos na cavidade sinovial, indicando que esse peptideo €

capaz de promover a antecipagdo da resolu¢do da resposta inflamatdria por aumentar a apoptose
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de neutréfilos (Figura 4D). Além disso, o efeito da Ang-(1-7) na redug¢do do numero de
neutréfilos na cavidade e no aumento de apoptose de neutréfilos foi revertido quando os animais
receberam o tratamento prévio com o Zvad-fmk (Figure 4B-D). Esse farmaco € um pan-inibidor
de caspase, incluindo a caspase-3, sugerindo que os efeitos da Ang-(1-7) foram dependentes da

ativacdo de caspase (figura 4B-D).
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Figura 4 - Efeito da administracao local de Angiotensina-(1-7) na resolucao inflamatoria
em modelo de artrite induzida por antigeno (AIA). Ang-(1-7) (100 ng/cavidade) ou veiculo
(PBS 1X estéril) foram administrados por via intra-articular de forma terapéutica, 12 horas apds
o desafio com mBSA. O grupo de animais tratados com Zvad-FMK (1 mg/kg por via intra-
peritoneal) recebeu o tratamento 15 minutos antes da injecdo de Ang-(1-7). O indice de
resolu¢do do grupo de animais tratados e ndo tratados com a Angiotensina-(1-7) (A), o nimero
de neutréfilos na cavidade sinovial (B), o nimero relativo de neutréfilos no tecido periarticular,
determinado pela atividade da enzima mieloperoxidase (C), porcentagem de neutréfilos
apoptéticos no lavado sinovial (D) e nimero de mondcitos na cavidade sinivial (E) foram
avaliados 24h apd6s a indugcdo da artrite. As barras representam a média +-EPM de 6
camundongos por grupo. (*) para p<0,05 quando comparado ao do grupo controle (PBS) e (#)
para p<0,05 quando comparado ao grupo veiculo (artritico ndo tratado, PBS1X) (ANOVA
seguido por pos-teste Student-Newman-Keuls).
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5.2 A ativacao endogena de Angiotensina-(1-7) antecipa a resolucao da inflamacao.

Como mostrado acima, o tratamento farmacolégico com a Ang-(1-7) foi capaz de antecipar
a resolugdo da resposta inflamatéria. Sabendo disso, animais foram submetidos a0 modelo de
AIA e tratados com o ativador endégeno de ECA2 (DIZE) no pico da inflamagao, afim de saber
se o aumento da producdo endégena de Ang-(1-7) teria o mesmo efeito na resolugdo. O
tratamento com DIZE diminuiu o nimero de neutréfilos na cavidade sinovial (figura 5A) e
aumentou a porcentagem de neutréfilos apoptéticos (figura SB) indicando que, assim como a
administragdao exdgena de Ang-(1-7), a indu¢do da producdo enddgena também € capaz de
antecipar a resolucdo da inflamacdo. O tratamento dos animais com Zvad-fmk reverteu o efeito
do DIZE, o que indica que a acdo desse farmaco em induzir a resolugdo € dependente de

caspases (Figura SA/B).
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Figura 5 - Efeito da administracao local de DIZE (ativador endégeno de ECA 2) na
resolucao inflamatoéria, em um modelo de artrite induzida por antigeno (AIA). O DIZE (1
ug/cavidade) ou veiculo (PBS 1X estéril) foram administrados por via intra-articular, 12 horas
apo6s o desafio com mBSA, o grupo de animais tratados com Zvad-FMK (Img/kg por via intra-
perioteneal) recebeu o tratamento 15 minutos antes da injecio de Ang-(1-7). O nimero de
neutrofilos na cavidade sinovial (A) a porcentagem de neutrdfilos apoptoticos na cavidade
sinovial (B). As barras representam a media +- EPM de 6 camundongos por grupo. (*) para
p<0,05 quando comparado ao do grupo controle (CC) e (#) para p<0,05 quando comparado ao
grupo veiculo (artritico ndo tratado, PBS1X) (ANOVA seguido por pos-teste Student-Newman-
Keuls).
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5.3 A779, antagonista do receptor Mas, bloqueia a acido pro-resolutiva de Ang-(1-7) e

atrasa a resolucao natural.

Para saber a importancia do receptor Mas na acdo da Ang-(1-7) no processo de resolug¢ao
da resposta inflamatéria, animais foram submetidos ao modelo de AIA e tratados com o
antagonista do receptor, o0 A779, 15 minutos antes do tratamento com a Ang-(1-7). O tratamento
com A779 inibiu a a¢do da Ang-(1-7), revertendo a diminui¢ao do nimero de neutréfilos (Figura
6A) e o aumento da porcentagem de neutréfilos apoptéticos na cavidade sinovial (Figura 6B),

indicando que a acdo pré-resolutiva de Ang-(1-7) depende do receptor Mas.

O préximo passo foi avaliar se o tratamento somente com o A779 interferiria no curso da
resposta inflamatéria. Animais foram submetidos ao modelo de AIA, tratados com A779 12
horas apds o desafio com mBSA e o infiltrado inflamatério avaliado 48 e 72 horas apds o
desafio. Na figura 7 A, podemos observar que o nimero de neutréfilos na cavidade articular é
maior nos animais tratados com A779 48 horas apds o desafio com o antigeno, mas ndo depois
de 72 horas. Sendo assim, o A779 pode atrasar a cinética de resolucdao natural da AIA, mas essa
resolugdo ird ocorrer de forma natural, tanto nos animais controle quando nos animais tratados
com o A779. Nao houve diferenca significativa no nimero de neutréfilos apoptéticos nos

tempos avaliados (Figura 7B).
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Figura 6 - Efeito do A779, antagonista do receptor MAS, na resolucao inflamatéria, em um
modelo de artrite induzida por antigeno (AIA). A Angiotensina-(1-7) (100 ng/cavidade) e/ou
AT779 (200 ng/cavidade) ou veiculo (PBS 1X estéril) foram administrados por via intra-articular,
12 horas ap6s o desafio com mBSA. O nimero de neutréfilos na cavidade sinovial (A) e a
porcentagem de neutrdfilos apoptéticos na cavidade sinovial (B). As barras representam a média
+-EPM de 6 camundongos por grupo. (*) para p<0,05 quando comparado a média do grupo
controle (PBS) e (#) para p<0,05 quando comparado ao grupo veiculo (ANOVA seguido por
pos-teste Student-Newman-Keuls).
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Figura 7 - Efeito do A779, antagonista do receptor MAS, na resolu¢ao inflamatéria, em um
modelo de artrite induzida por antigeno (AIA). O A779 (200ng/cavidade) ou veiculo (PBS 1X
estéril) foram administrados por via intra-articular 12 horas apds o desafio com mBSA. O
numero de neutréfilos na cavidade sinovial (A) e a porcentagem de neutréfilos apoptéticos na
cavidade sinovial (B) foram avaliados 48 e 72 horas ap6s o desafio . As barras representam a
media +-EPM de 6 camundongos por grupo. (*) para p<0,05 quando comparado ao grupo
controle (PBS) e (#) para p<0,05 quando comparado ao grupo veiculo (artritico ndo tratado,
PBSI1X) (Two-way ANOVA).
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5.4 Ang-(1-7) aumenta a eferocitose de neutréfilos apoptéticos por macrofagos.

Uma vez que a Ang-(1-7) antecipou a resolucao da resposta inflamatéria por diminuir nimero de
neutréfilos no sitio da inflamag@o e aumentar a apoptose dessas células, o proximo passo foi
verificar se esse farmaco estaria induzindo a eferocitose de neutrdfilos apoptoticos. A eferocitose
¢ um processo fundamental para uma resolucdo adequada do processo inflamatério (DALLI;
SERHAN, 2012). Para tal, animais C57 previamente desafiados com zimosan
intraperitonealmente (i.p.), receberam neutréfilos humanos apoptéticos (i.p) 75 h apés o desafio
e foram divididos da seguinte maneira: animais que receberam somente neutr6filos apoptoticos
(i.p.) e animais que receberam Ang-(1-7) em diferentes doses (100, 300, 1000 e 3000
ng/cavidade, i.p.) meia hora antes dos neutréfilos apoptéticos (i.p.). Uma hora e meia apds
receberem os neutréfilos apoptéticos, os animais foram eutanasiados e as células coletadas da
cavidade peritoneal para andlise da eferocitose. O tratamento com Ang-(1-7) foi também eficaz
em aumentar a capacidade eferocitica dos macréfagos, uma vez que percebemos o aumento do
nimero de macréfagos com neutréfilos apoptéticos internalizados em animais previamente

tratados, como podemos observar na figura 8A-B.
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Figura 8 - Angiotensina-(1-7) aumenta a eferocitose. Camundongos estimulados 72 horas
com zimosan (Img/animal), receberam inje¢do intraperitoneal com neutréfilos humanos
apoptéticos (PMN incubados por 1 hora com estaurosporina), lhora e meia apds a inje¢do de
neutrofilos apoptoticos, os camundongos foram eutanasiados e retirado o lavado peritoneal.
Aumento de eferocitose dos neutréfilos apoptéticos com macréfagos, de forma dose dependente
(A) e imagem demonstrativa de eferocitose de neutréfilos apoptéticos com a dose de 3000
ng/cavidade (B). As barras representam a mediana +-EPM de 5 camundongos por grupo. (*) para
p<0,05 quando comparado ao grupo controle (PBS) e (#) para p<0,05 quando comparado a

média do grupo veiculo.
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5.5 Ang-(1-7) diminui a nocicepc¢iao

A medida de hipernocicep¢do nos animais foi analizada 12, 24, 48, 96 e 144 horas ap6ds o desafio
com mBSA. Os animais do grupo AIA foram capazes de tolerar por menos tempo a pressao na
pata, retirando-a mais rapidamente quando comparados com os animais do grupo controle
(control), que ndo foi desafiado com o antigeno. Os animais que receberam a Ang-(1-7) voltaram
a tolerar uma pressdo maior na pata 48 horas apos o desafio com mBSA, enquanto os animais
que ndo receberam tratamento sé voltam a tolerar uma maior pressdo 96 horas apds o desafio.

Esse dado indica um possivel efeito antinociceptivo de Ang-(1-7) (Figura 9).
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Figura 9 - Efeito da administracao local de Angiotensina-(1-7) na hipernocicep¢io, em um
modelo de artrite induzida por antigeno. Ang-(1-7) (100 ng/kg) ou veiculo (PBS 1X estéril)
foram administrados por via intra-articular 12 horas ap6s o desafio com mBSA A intensidade de
hipernocicepcao foi avaliada 12, 24, 48, 96 e 144h apds a inducdo da artrite. As barras
representam a media +-EPM de 6 camundongos por grupo. (*) para p<0,05 quando comparado
ao grupo controle (Control) e (#) para p<0,05 quando comparado ao grupo veiculo (artritico ndo
tratado, PBS1X) (ANOVA seguido por pos-teste Student-Newman-Keuls). O eixo Y indica o
ndemro de horas apds o desafio com mBSA.
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5.6 Ang-(1-7) induz apoptose em neutroéfilos humanos

No modelo AIA em camundongos, verificamos que a Ang-(1-7) antecipa a resolucao da
resposta inflamatéria por diminuir nimero de neutréfilos na cavidade sinovial, aumentar a
apoptose de neutréfilos e aumentar a eferocitose de neutréfilos apoptoticos e seus efeitos sdao
dependentes de caspase e revertidos pelo antagonista do receptor de Mas, o A779. No entanto, a
acdo direta da Ang-(1-7) em células do sistema imune € pouco elucidada. Diante disso, o

préximo passo foi saber se Ang-(1-7) teria acdo pré-apoptética em neutréfilos humanos.

A incubac@o por 6 horas com Ang(1-7) foi capaz de aumentar, de forma dose- dependente,
a porcentagem de neutréfilos humanos apoptéticos na cultura, quando analisados
morfologicamente (figura 10A). Foi também observado o aumento da ligacdo da anexina V nos
neutrofilos incubados com a Ang-(1-7), indicando que morte de neutréfilos foi por apoptose
(Figura 10B). A fosfatidilserina € um componente fosfolipidico que fica exposto na superficie
celular quando a célula apresenta mudangas estruturais provenientes da apoptose, auxiliando o
reconhecimento dessas células apoptdticas por fagécitos. A anexina V se liga seletivamente a
fosfatidelserina, como essa anexina V esta marcada com o flour6foro FITC, ela sinaliza a
presenca de células apoptéticas. Quando o A779 foi acrescentado a cultura de neutréfilos 15
minutos antes do tratamento com a Ang-(1-7), ele foi capaz de reverter o efeito da Ang-(1-7),
indicando que os seus efeitos em neutr6filos humanos sdo mediados pelo receptor Mas, como

observado na Figura 10 C.

Nao havia sido descrita a presenca do receptor Mas em neutréfilos humanos. Para identificagao
desse receptor nos neutréfilos humanos do sangue periférico, realizamos PCR em tempo real e
imunofluorescéncia, utilizando anticorpo para o receptor Mas marcado com a cor verde.
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Observamos a presenca do receptor Mas em neutr6filos humanos pela reacdo de PCR (Figura
11C/D). Além disso, a presenca do receptor Mas, marcado com a cor verde, pode ser também

notada em neutr6filos marcados com um anticorpo anti-receptor Mas (Figura 11E).
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Figura 10 - Efeito da Angiotensina-(1-7) em cultura de neutréfilos humanos do sangue
periférico. Ang-(1-7) (1x10° células em 150 pul RPMI, tratadas 30, 100 ou 300nm/50ul de Ang-
(1-7)), C(1X106 células em 150ul RPMI, sem tratamento 50ulde RPMI ), incubadas por 6 horas,
AT779 (300 nM/poco). A porcentagem de células apoptoticas foi avaliada por analise morfoldgica
6 horas ap6s a incubagdo com Ang-(1-7) e o COh para controle do procedimento (A), 0 aumento
da porcentagem de Anevina-V com o tratamento com Angiotensina-(1-7) na dose de 300
nM/poco avaliado por citometria de fluxo (B) e o reversdo da acdo da Ang-(1-7) (300nM/poco)
com o tratamento com o A779 (300 nM/pogo) . As barras representam a media +-EPM de 6
camundongos por grupo. (*) para p<0,05 quando comparado ao grupo controle (CC) e (#) para
p=<0,05 quando comparado ao grupo veiculo (artritico ndo tratado, PBS1 X)) .
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Figura 11 - Presenca do receptor MAS em neutréfilos do sangue periférico humano. 1X10°
células (neutréfilos) em 150 ul de RPMI. GAPDH, gene constitutivos, utilizado como controle
positivo da amostra (A), curva de MELT controle para amplifica¢do especifica para 0o mRNA de
GAPDH (B), presenca do mRNA do receptor MAS (C), curva de MELT, controle para a
amplificacdo especifica do mRNA do receptor MAS (D). Imagem de confocal de neutréfilo
humano com o receptor MAS marcado em verde e o nucleo de iodeto de propideo (PI/vermelho)

(E).

5.7 Ang-(1-7) diminui a fosforilacao de NF-kB em neutrofilos

Dados anteriores do grupo mostraram importancia do NF-KB para sobrevida de leucdcitos
(LOPES et al., 2011b; SOUSA et al., 2009). Utilizando a técnica de microscopia de florescéncia
confocal, observamos que o tratamento com a Ang-(1-7), no pico da resposta inflamatdria, foi
capaz de diminuir a fosforilagdo de NF-kB (Figura 12A e B), um importante fator de transcri¢ao
que participa da ativacdo da transcri¢do de citocinas inflamatérias e indug@o de sobrevivéncia
celular. A Ang-(1-7) também foi capaz de diminuir a fosforilagio de NF-kB em neutrofilos

humanos, como pode ser visto na figura 12C e D.
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Figura 12 - Angiotensina-(1-7) diminui ativacido de NF-KB. (A) em um modelo de AIA em
camundongos C57BL/6J, analise de perfil de fluorescéncia em neutréfilos de animais desafiados
com mBSA tratados ou ndo com Ang- (1-7), animais tradados tem sinal intracelular mais baixa
para o NF-kB em comparagdo com ndo tratados,60x. Escala = 10um.(B)Quantificagdo da
fluorescéncia do nimero de neutréfilos que mostra um decréscimo de NF-kB em neutrofilos
tratados com Ang- (1-7) em comparag¢do com os neutrdfilos ndo tratados. (C) A andlise do perfil
de fluorescéncia dos neutréfilos humanos(PMN), sinal intracelular mais baixo para o pNF-kB em
neutréfilos tratados em comparagdo com os nio tratados. 60x. Escala = 10um. (D) fluorescéncia
quantificacdo do nimero de neutréfilos que mostra um decréscimo na coloragdo de NF-kB em
neutrofilos tratados com Ang- (1-7) em comparacdo com os neutréfilos ndo tratados. As barras
mostram a média + SEM de resultados cem células. * p<0.05 quando comparado com neutréfilos
tratados; # p<0.05 quando comparado com o controle. (ANOVA seguido por pos-teste Student-
Newman-Keuls).
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5.8 O tratamento sistémico com o composto HPBCD/Ang-(1-7) antecipa a resolucao

da resposta inflamatéria

Uma nova formulacdo da molécula de Ang-(1-7) incorporada em oligossacarideos
aciclicos (ciclodextrina/ HppCD) aumentou o potencial farmacoldgico desse heptapeptideo, pois
possibilitou a administracdo oral do mesmo sem perder suas fungdes bioldgicas
(FELTENBERGER et al., 2013). Sendo assim, nds testamos a acdo da administracdo oral do
composto HPBCD/Ang-(1-7) na resolucdo da inflamagado. O tratamento com o HPBCD/Ang-(1-
7) diminuiu o nimero total de células e de neutréfilos no lavado articular (Figura 12 A/B) e
aumentou a porcentagem de neutrofilos apoptdticos no lavado articular (Figura 12 C), indicando
que a administracdo oral de Ang-(1-7) em formulacdo com ciclodextrina produz efeitos

semelhantes aos da Ang-(1-7) quando administrada na articulagdo.
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Figura 13 - Efeito da administracao oral de angiotensina-(1-7) na resolucio inflamatoria,
em um modelo de artrite induzida por antigeno (AIA). A composto HPBCD/Ang-(1-7)
(60ug/Kg de Ang-(1-7) e 92 ng/Kg of HPBCD) , PBS (PBS 1X estéril) ou veiculo (92 ug/Kg of
HPBCD ,ciclodextrina) foram administrados por via oral (gavagem em 4gua destilada) 12 horas
apo6s o desafio com mBSA. O numero total de células (A), o nimero de neutréfilos na cavidade
sinovial (B) a porcentagem de neutréfilos apoptéticos na cavidade sinovial (C). As barras
representam a media +- EPM de 6 camundongos por grupo. (*) para p<0,05 quando comparado
ao 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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6 DISCUSSAO

No processo inflamatério, para que haja o minimo de lesdo tecidual, a resolucdo da
inflamagdo deve ser precisamente controlado. Acredita-se que defeitos na fase resolutiva pode
desencadear o surgimento de doengas cronicas como a artrite (LOPES et al., 2011a; PERRETTI
et al., 2017). Dessa forma, o estudo de mecanismos ou moléculas que facilitam ou antecipam o
processo de resolugdo da resposta inflamatéria tem sido alvo de grande interesse para o
tratamento de uma serie de doengas. Nesse estudo, nds investigamos os efeitos e o potencial
terapéutico da Ang-(1-7) em um modelo experimental de artrite. Foi demonstrato que o
tratamento com a Ang-(1-7), no pico da inflamacdo, (i) diminui o nimero de neutr6filos no
lavado e no tecido articular, (i) induz apoptose de neutréfilos, (iii) aumenta a eferocitose de
neutrofilos apoptéticos por macrofagos. As acdes pro-resolutivas da Ang-(1-7) sdo dependentes
do receptor Mas, ja que nos experimentos feitos com o antagonista do receptor, A779, os efeitos
foram revertidos. O processo de resolucdo antecipado pela Ang-(1-7) é caspase dependente, ja
que o tratamento com Zvad-fmk bloqueou as acOes da Ang-(1-7), e estd associado com a
diminuicdo de NF-xB. Ang-(1-7) também induz apoptose em neutréfilos humanos in vitro.
Juntos esse resultados demonstram pela primeira vez o efeito pro-resolutivo da Ang-(1-7) em um

modelo de artrite dependente de neutréfilos e seu efeito in vitro em neutréfilos humanos.

Estudos anteriores demonstraram que a administragdo preventiva de Ang-(1-7), antes da
administragdo do estimulo inflamatério, diminui pardmetros inflamatdrios importantes (DA
SILVEIRA et al., 2010a; MAGALHAES et al., 2016). No modelo de artrite, por exemplo, a
administragdo de Ang-(1-7) ou o agonista oral do receptor Mas, o AVE0091, diminuiu o

recrutamento de neutréfilos, a produgc@o de TNF-q, IL-1 e também da quimiocina CXCL1, além
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de melhorar parametros histolégicos (DA SILVEIRA et al., 2010a). O agonista AVE0091
administrado antes da lesdo também apresentou efeitos protetores no modelo de isquemia e
reperfusdo renal, diminuindo a lesdo do tecido, inibindo o recrutamento de leucdcitos e da
quimiocina CXCL1 (BARROSO et al., 2012b). Nos estudos anteriores, nenhum tratamento foi
administrado quando a inflamacdo ja estava instalada ou presente. Assim, nossos dados sdo
tnicos em demonstrar a acdo terapéutica de Ang-(1-7), reduzindo a inflamac¢do por induzir
apoptose de neutréfilos e eferocitose. Demonstrar a acdo terapéutica de uma via anti-inflamatéria
¢ importante, pois, na clinica, o paciente procura por tratamento quando a inflamacdo ja estd

instalada.

Sabe-se que a ativagdo de caspases iniciadoras e efetoras € essencial para o
desencadeamento de apoptose (MCILWAIN; BERGER; MAK, 2013). Foi demonstrado que o
tratamento com o inibidor de caspases, o Zvad-fmk, impediu a apoptose e resolu¢do neutrdfilica
induzida pela Ang-(1-7), indicando que a agdo desse peptideo € dependente de caspases. No
modelo de les@o pulmonar aguda induzida por LPS, animais tratados com maresina-1 no pico da
inflamagdo tiveram uma aceleracdo da resolu¢do por promover apoptose de neutréfilos com
consequente diminui¢do de citocinas pré-inflamatdrias e aumento de citocinas anti-inflamatdrias,
como IL-10. Esse aumento foi dependente de caspase, pois o tratamento concomitante com o
Zvad-fmk inibiu a a¢do da maresina-1 na resolucdo (GONG et al., 2015). Esses dados, em um
modelo de lesdo pulmonar, que também é um modelo dependente de neutréfilos, estdo de acordo

com 0s nossos achados e indicam também um mecanismo resolutivo dependente de caspase.

A ativacdo do eixo PI3K/AKT/NF-kB € uma importante via de sobrevida de leucdcitos,

incluindo os neutréfilos (SOUSA et al., 2010). NF-xB € um ponto de convergéncia de vdrias
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vias de transdugdo de sinal, transmitindo sinais dessas moléculas para o nucleo e promovendo a
ativacdo da transcricdo de genes associados a inflamacdo e sobrevivéncia celular (BONIZZI,
KARIN, 2004). Dessa forma, inibir essa via resulta em inducdo de apoptose e resolu¢do da
inflamagdo. A resolucdo de uma inflamacgdo estd associada ao bloqueio da via de NF-«B. Por
exemplo, a anexina Al, uma molécula que tem efeito pré-resolutivo, exerce sua acdo em parte
pela inibicdo e/ou regulacdo da expressdo ou ativagdo de NF-xB (MAGALHAES et al., 2016;
VAGQO et al., 2012). Além disso, no modelo de artrite induzida por antigeno, o tratamento no
pico da inflamagdo neutréfila com H202 ou superéxido dismutase, resolve a inflamacio
neutréfila por inibir a expressdo de P-Akt/NF-kB e induzir apoptose de neutréfilos (LOPES et
al., 2011a). Corroborando com esses estudos, nossos dados mostram que a Ang-(1-7) diminui a
fosforilacdo de NF-kB e esse efeito explica, pelo menos em parte, a acdo desse peptideo na
resolugdo da resposta inflamatdria neutréfilica. O complexo NF-kB encontra-se no citoplasma
ligado a proteina inibitdria IkB que impede a translocacdo do NF-kB para o ntcleo, sua ligacdo
ao DNA e a transcri¢cdo de genes de moléculas inflamatérias. A fosforilacao e degradacio de IxB
sd0 necessdrias para que ocorra a ativacao do NF-kB e a consequente regulacio da transcri¢io de
genes que participam de diferentes processos celulares, incluindo a produgdo de mediadores pro-
inflamatérios (BALDWIN, Jr., 1996; MITCHELL; VARGAS; HOFFMANN, 2016). Sendo
assim, NF-xB é considerado ativado quando se encontra fosforilado. No nosso trabalho os dados
relacionados ao NF-kB mostram a marca¢do com o anticorpo pNF-kB ainda no citoplasma.
Acreditamos que, no tempo avaliado, NF-kB ainda ndo tenha se traslocado para o nticleo, mas

ele estd ativado e, consequentemente, apto a realizar suas funcdes na ativacao de genes.

O efeito pro-resolutivo da administracio de Ang-(1-7) no pico da inflamagdo ¢é

dependente do receptor Mas, ja que a administracdo do antagonista A779 reverte seus efeitos. No
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estudo em que se observou a participacdo de ECA2 na fibrose renal de animais deficientes para a
apolipoproteina (Apoe), o A779 inibiu os efeitos benéficos de ECA2 na lesdo e fibrose renal
(CHEN et al., 2016). No modelo murino de asma, o A779 reverteu os efeitos da Ang-(1-7) em
suprimir ERK1/2 e NF-«xB (EL-HASHIM et al., 2012). Corroborando com esses dados,
demonstramos também que o efeito de Ang-(1-7) € dependente do receptor Mas, ji que a
administragdo do A779 bloqueia as agdes da Ang-(1-7) de diminuir nimero de neutréfilos na
cavidade sinovial e induzir apoptose. Nossos dados também revelaram que o tratamento de
animais com artrite com A779 atrasou a resoluc¢do natural, destacando que a producao enddgena

de Ang-(1-7) e a ativagd@o do receptor Mas contribuem para resolucio da inflamacao.

O ativador endégeno de ECA2, o Dize (aceturato de diminazeno), exerce efeitos
similares aos do tratamento com a Ang-(1-7), indicando que indu¢do da produgdo enddgena de
Ang-(1-7) € capaz de induzir a resolu¢do da inflamacdo neutréfilica. Na inflamagdo da retina
induzida por LPS, a ativacdo do eixo ECA2/Ang-(1-7)/MAS apresenta atividades anti-
inflamatérias. O tratamento com o Dize ativa essa via e confere os beneficios dessa ativacao,
ele inibe a resposta inflamatéria induzida por LPS por aumentar a producio de Ang-(1-7),
reduzir a expressdo de Ang Il e do receptor AT, alem de inibir p38MAPK, ERK1/2 ¢ NF-xB
(TAO et al., 2016). Esses resultados sdo comuns aos que nds mostramos € sugerem que O

tratamento com o Dize apresenta acdo similar ao tratamento com a Ang-(1-7).

Nossos dados sugerem que a Ang-(1-7) tenha um efeito antinociceptivo. Mediadores pro-
resolutivos como lipoxinas, resolvinas, protectinas e maresinas além de estimularem e
promoverem a resolucdo da inflamagdo, promovem também a regeneracdo de tecidos,
eliminacdo de microorganismo e diminuem a dor inflamatéria (CHIANG; SERHAN, 2017).
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Desse modo, a Ang-(1-7) apresenta mais uma caracteristica importante como uma molécula pro-
resolutiva ao diminuir a dor inflamatéria no modelo de artrite. Ja foi descrito o papel de Ang-
(1-7) em atenuar nocicep¢do em um modelo de dor 6ssea induzida por cancer (FORTE et al.,
2016). Na lesdao de nervos periféricos, que induz dor neuropdtica grave, foi descrito que a
ativacdo do receptor Mas pela Ang-(1-7) melhora a dor neuropdtica e sua inibi¢do agrava a
nocicepcdo (ZHAO et al., 2015). No entanto, o nosso trabalho mostra o efeito terapéutico da
Ang-(1-7), onde o tratamento foi realizado no pico da resposta inflamatéria, quando a inflamagao

Jé estava em curso.

Foi verificado também que o tratamento com a formulacdo oral de Ang-(1-7) em HBBCD
apresenta efeitos semelhantes ao tratamento com a Ang-(1-7) local. Achados equivalentes foram
encontrados no modelo de infarto do miocardio produzido pela oclusdo da artéria coronariana
esquerda, onde o tratamento com a Ang-(1-7) em HBBCD oral produziu efeitos semelhantes ao
tratamento com a Ang-(1-7), ambos diminuiram os efeitos deletérios induzidos pelo infarto e
atenuaram o comprometimento da funcdo cardiaca (MARQUES et al., 2011). Além disso,
camundongos submetidos a uma dieta rica em gordura tratados com Ang-(1-7)/HPBCD
apresentaram uma melhora do metabolismo comparado a camundongos que nio receberam o
tratamento, e esses efeitos de melhora no metabolismo ja foram também observados com o
tratamento com a Ang-(1-7) pura (FELTENBERGER et al., 2013). Desse modo, o composto
oral, assim como a Ang-(1-7), apresentaram efeitos semelhantes, o que aumenta o potencial
farmacoldgico desse heptapeptideo no tratamento de doencas, incluindo a artrite, ja que ele pode

ser administrado por diferentes vias sem a diminui¢io de suas fungdes bioldgicas.
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Nesse trabalho, nés demonstramos que Angiotesina-(1-7) ndo altera o numero de
mononucleares/macréfagos. Manter o nimero de macréfagos e sua viabilidade € importante para
os eventos finais da resolucdo da resposta inflamatéria, pois além de secretar citocinas anti-
inflamtdrias, os macréfagos sdo as principais células que fagocitam células apoptéticas (DALLI;
SERHAN, 2016; DALLI; SERHAN, 2012). Para a completa resoluc¢io da inflamacgado e retorno
da homeostase do tecido, um ponto importante € a remog¢ao eficiente de neutréfilos apoptoticos
por macrégafos, processo conhecido como eferocitose (SERHAN et al., 2007). Macréfagos sio
usualmente classificados em macréfagos classicos (M1) ou alternativamente ativados (M2), de
acordo com a fase do processo inflamatério que se encontram. Macréfagos M1 apresentam
pouca capacidade eferocitica, j4 os macr6fagos M2 passam a exercer agdes anti-inflmatdrias e
possuem maior capacidade de eferocitose (MICHLEWSKA er al., 2009). Macréfagos com
capacidade eferocitica aumentada, auxiliam na resolucdo da inflamacdo por exercerem uma
absorcdo eficiente de células apoptéticas, evitando sua ruptura celular e liberacdo de conteudos
inflamatdrios e também pela produ¢do de mediadores anti-inflamatérios como, 1L-10 e TGFp,
que atenuam as respostas pro-inflamatorias (KORNS et al., 2011). Dessa forma, agentes que
promovam a eferocitose contribuem para a resolu¢do da resposta inflamatéria (ORTEGA-
GOMEZ; PERRETTI; SOEHNLEIN, 2013). Nossos dados demonstram que o tratamento com
Ang-(1-7) aumenta a depuracdo de leucdcitos apoptdticos. Esses dados abrem perceptivas para
novos estudos, a fim de entender como a Ang-(1-7) potencializa a eferocitose e como esse

peptideo estd envolvido na modulacio do fendtipo de macréfagos para um perfil pro-resolutivo.

Vale a pena ressaltar que a Ang-(1-7) ndo apenas induz a resolu¢cdo neutrdfila mas
também tem participagdo na resolucdo da inflamacdo eosinofilica. No trabalho de Barroso e

Magalhdes et al. (em submissdo), foi mostrado que o tratamento terapéutico com Ang-(1-7) no
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modelo de asma induzida por ovalbumina em camundongos, diminuiu o nimero de eosinéfilos
no lavado broncoalveolar e no tecido pulmonar, aumentou o nimero de eosinéfilos apoptéticos,
acompanhado pelo aumento de caspase-3 e diminuicdo da ativacdo de NF-kB e fibrose
pulmonar. Esses dados corroboram com os encontrados nesse trabalho, mostrando o potencial

terapéutico do tratamento com a Ang-(1-7).

Em resumo, nosso conjunto de dados sugerem que o tratamento com a Ang-(1-7) atende
aos trés critérios para que uma molécula seja considerada um novo mediador para a resolucio da
inflamagdo: Ang-(1-7) diminui o acimulo de leucécitos no tecido, e promove, além da
diminuicdo do recrutamento de neutréfilos, uma inducdo da apoptose dessas células seguido pelo
aumento da eferocitose por macréfagos, mostrando seu papel como potencial indutor da

resolucdo podendo ser usado no tratamento de em diversas doengas.
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7 CONCLUSAO

Nossos estudos demonstraram que Angiotensina-(1-7) antecipa a resolucdo da resposta
inflamatéria por induzir apoptose dependente de caspase, diminui¢do da ativacdo de NF-xB e a
eferocitose de neutrdfilos, além de antecipar a melhora da nocicepcdo. Esses dados apontam a
Ang-(1-7) como possivel farmaco pro-resolutivo no contexto de doencas dependentes da

atividade do neutrofilo.
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INTRODUCTION

The adions of the renin-angiotensin system (RAS) extend far beyond the regulation of the blood | and hydroelec-
trodyte halance.”” The classical axis of the RAS, composed by angiolensin-converting erryme (ACE), angiotensin (Ang}
IL and Ang recepior type 1 (AT}, is also known o have an important mie in inflammation.** Many sodies have shown
that Ang II. acting via the AT, receplor, ectivaies several cell functions snd molecalor signaling pathways relaied o tissee:
mjury, inflammation, snd fibrosis, including calcium mobilizstion, free mdicsl genersfion, sctivation of protein kinases
and nuclesr transcription factors, recraitment of inflammatory cells, adhesion of monocytes and neutrophils 1o endathelial
and mesangial cells, spregulation of adhesion malecules and stimmlstion of expression, and synthesis and meleese of oyio-
kimes " "' {0 the other hand, the countermegulatony mis of the RAS, composed of engiolensin-conventing encyme 2 (ACED),
Ang-{1-Th, and Mas receptor, may al=o influsnce inflammatory responses. Ang-{1-7). acting via receptor Mes, inhibits
leukocyle migmtion, cytokine expression and relesse, macrophese activation, and fbropenic patbeoays "7

In this chapler, we summarize recent findings on the: snti-infl Lory and entifibrogenic mle of ACED Ang-{ 1-TWMas
axis in the context of experimeninl homen dispess

ACEZ/AMG-(1-THMAS AXIS IN CYTOKINE REGULATION AMND CELLULAR RECRUITMENT
Cytokine Regulation
The activagion of the ACEX Ang-{1-7TVMas axis reduced the sxpression of proinflammatory and fibrogenic cylokines (umor
neorosis facior (THFa, interleskin (IL-1p, 1L, monocyile chemolactic protein-1 (MCFP-1), and trensforming growth
fzctor (TCEF-f) end increased the exg ion of the anti-infl ry cybokine, IL-10, in a model of pulmonary hyper-
tension.” “ In a murine model of mthma, Ang-(1-7) also attenuaied leukocyie inflox in sireays spaces, perivascular and
peribronchial inflammation. fbrosis, and goblet cell hyper/metaplasia © Using the same experimental model of ssthma,
Hodrigues-Machado et zl. showed thal an oral aponist of the Mas receptor, © il ANE D951, | airsay and
pulmonary vascular remodeling, reduced [1-5 levels, and increased 11-10 levels i in the hronchasholar uid

In renzl tiseee, Rarroso ot &l. showsd that AVE 0991 reduced the circulating levels of the chemokine CXCL leading o
less nemtrophil accemulation in 2 merine mode] of renel ischemia and reperfusion.”” Mone recently, Silveim = ol. showed
that oral adminisimtion of AVE 0991 improved renel fenction paramesters and histological alierstions and mduced wrinary
prutein loss and renal levels of TGE-p in & model of sdrismycin-inducesd nephropathy.™ Ang(1-7) was also shle i reduce
onidative siress; inflammaiory markers, incleding, [L-6, THF-x, and endothelin (ED)-1; and renzl fibrosis in ucker dis-
betic famy rats.®

Similarly, mice with genetic deletion of ACE2 had increased numbers of neulrophils, macrophages, and T cells and
high levels of I1-1 2nd MCP.1.7# In addition, the shsence of ACE2 resuksd in higher mRNA expression of MCP-1, 1L-
I and 116 and mone aortic infl i in resy o Ang I infusion.™ Accordingly. Souza et al. recently showed that
Mas knockoul mice produced higher levels of cytokines snd exhibited higher mornality mies in respomse (o lipopalysac-
charide {LF3}-indeced endotoxemia, whersas the treaiment with Ang-(1-T) in LPS-induced wild-type snimals inkhibiled
the production of 116, [1L-12, and CXC1.1 and redeced hy pothermia., thepsby protecting mice from the falal consequences
of endoimemia ™

O e B 1:.:::5 7 . 13
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I the brain, infesion of Ang-{ 1-7) inlo the lateral ventricle of Spragse-Dasdey rals sshjscted io permanent middle cere-
bral eriery occlusion was associaled with locel decreass of oxidative siress, suppression of NF-clb activity, and reduction of
proinflammatory cytokines." Accordingly, it has heen reponted that the ovenexpression of ACE2 in paraventriceler nucleus
attenuaied Ang I-induced expression of THE.a, IL-1, and 116" In 2 ral mode] of cersbral ischemic stroke,
el 2l ® showed that Ang-{1-T} reduces gene expression of IL-6, [L-la, IL-1p, TNFax. myeloperoxidase (MPO), MCP-1,
chemokine receplor type 4 (CXCRA), mdthmhu{GK-C mnul',ll:g.lnd 12(CXCLIZ).

Crenetic ACE? deficiency increased vascular & Jerosis in Apoll knockoui mouse by ncreas-

ing pene expression of vascular cell nd]'ﬂlmmolmlh{\"ﬂh!d] cylokines, chermokines, and mairin metalloproleinases
(MMTs)." Accordingly, .'Ima.ndm]lm.glle::huqudmnlms of ACE2 increases Ang 1l-induced mRNA expression of in-
flammatary cytokines and chemokines in the sorta ™ Sukumaren snd coworkers found that angictensin receplor blockers
[ARRs) increased ACED, Ang-{1-7), and Max expression in line with a md.ﬂ.rmn{pn-ﬂlmnq' cylnkines [THF.a,
IFN.y, IL-1p, and 11-6) and an clevation of the anti-inflammatory cylokine, 1L-10, in o ml model of auicimmene myo-
carditis ™" Al-Maghrehi et &l olso showed that treatment with Ang-{1-Th prevents cardisc dysfendiion in spontenecesty
hyperiensive mis and reduces NF-xB activity and the expression of IL-1p, -6, Nalpl 2, and caspase | in response to scule
ischemia-reperfusion injury. ™

Cellular Recruitment and Function

Ang [1 contribules significantly to the process of leukocyte migration i vive by modifying the inleraction of lkecyies with
endothelial cells, whereas ex perimental findings sapport an oppasite effect of ACE Ang {1-TWMas ayis.'“™ ™ The adminis-
tration of Ang-[1-Thor AVE {891 decreased rolling and adhesion of leskbocytes 1o the microvescalar endothelium, nestrophil
influx, hypernocicepticn, and histological lesions ot inflamed joints in o mouse model of sntipen-induced arthritis.'®

A few studies have reporied that the ACE Ang {1-7VMas axis decresses macrophage function. ™" Mas transcripes
are upreguleed in macrophages afier LS exposure, and Ang-{1-7) was able to regulaie mBENA levels of proinflammatocy
cylokines (IL-& znd TMF-a) and to decrease the phosphorylation levels of S kinsses."® Macrophages isclaied from the
bome merrre of ACE? knockout mice have incressed expression of YCAM-1 and high levels of TNF.a, OCL2, and 116
folkowing LPS administration. ' Mareoves, the overexpression of ACE2 inhibited the expression of MCTP-1 induced by Ang.
1l in macrophages, and this effect ssemed (o be medialed by incressed levels of Ang-(1-7).%

ACEZ/AMG-(1-7/MAS AXIS AND FIBROGENIC PATHWAYS
Tissue Fibrosis

Fibrugenic and prolifertive scions of the ACE/Ang IWAT, axis have been largely recognized, whereas many smdies sup-
poried an sntifibrogenic and antiprolifertive rale for the ACEY Ang-(1-TiMas axis ™ &

{irobe ot al. showed thet the administration of Ang-{1-T) prevented candiac ibrosis indeced by Ang II in Spragee-
Diuwley rats.® In tined two-kidney one-clip hyperiensive rts, the administration of Ang-(1-7) decreased fibrosis, and this
effect was aocompanisd by upregulation of Mas, AT, and endothelial nitric oxide synthase phosphorylation in the heart *
ACE2-deficient mice, which have lower levels of Ang-(1-7), exhibited eardy cardias hypertrophy™ and adverse ventricalar
remodeling afier myocardial infarction ' ACE? deficiency also resulted in progressive cardisc fibrosis in models of ag-
img and cardiac pressame overlnad, ™ while ACE2 ovenexpression reversed cardios hy pertrophy and fibrosis in mice."'*
Meonatz] and adult Mas deficient mice showed significandy higher levels of collagen types [ and 111 2nd fibronectin and
reduced levels of collsgen 'Y in both the right ventricle and the AY valves =3¢

ACE? mENA expression end enrymalic activity wers decreassd in human idiopathic pulmaonery fibrosis and in ral and
momse models of lung fibrosis induced by bleomycin ™ Blockade of ACE2 in mice increased palmonary levels of Ang 11
and enhanced bleomyrin-induced bang fibrosis through 2 mechanizm dependent on AT, receptors.™ Similarly, the boss of
ACED activity worsened liver fibrosis in chronic liver injury models,™ and Mas deletion was associated with severe liver
sealosis.”

TGF-fi Signaling and Orther Fibrogenic Pathways

The ACENAng-1-TWMas axis modifies the expression of TGF-p and of key components of the TGF-g patheay, =285
Ang-{1-Th decreased TEGF. mBENA levels in cultured cardiac fbroblosts,” mduced plasma levels of TGE-p in mt model
of myncardial infarction.™ and improved vascalor remodeling via downregulation of TCGF-p and inhibition of the Smad2
pathway.* Ang-(1-T} was able 1o countermct the sgnaling induced by Ang Il in skceleinl muscle by locel decreasing of the
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expression and activity of TGE-S and by preventing arly and late phospharylation of p3% MAFPE, Smad-2 phosphoryls-
tion, and Smad-4 meclear tranchocation = The adminismtion of Ang-(1-7) protected damaged tissues in skeletal mesde of
2 Dechenne muscular dystrophy mouse model. improved mescle function, and deoreasad loml fhrsis by the inhibition of
TGE-p Smad '3 signaling ™

Ang-{1-7) also played a protective role in hepatic fbrosis since the pharmacclogical blockade of Mas receplor aggra-
waied liver fibrosis with a significant elevation in TGF-p levels ! The oral formmlation including Ang-(1-7) in hydronypro-
pyl p-cyclodexirin improved diastolic and sysiolic functions end redeced the expression of TGF-P end collagen type 1 in
o rat model of myocardial infarction.™ Intratracheal administration of lentivinses expressing Ang-(1-7) or ACE2 induced
ovenexpression af Ang-{1-7) in lengs and reduced lung fAbrosis end TGF-p levels in rais given bleomycin.® Oral sdmin-
dmbnnnl'.'mg-(]ﬂmmmmfmmsmmmlmmjuthflﬂ"

ACEXAng{1-TWMex axix also regalates TOE-f-ind fib k The molecalar mechanisms that un-
tdmﬁ:mp:ﬂd:mmuﬂhngﬂﬂulu&muhumnfpnﬂqlﬂmwmmmdiﬁm
of MAP kinases. © Ang-(1-7) camsed imhibition of growth of emen lung cells via reduction in ssrum-stimulated phosphary-
lation of ERE | znd ERK2 In celtursd vascular smooth muscle cells, Ang-(1-7) thim.nd Ang [-activated pml.:lnkm
 and MIAP kinases* Similarly, in cultured human endothelial cells, Ang-{1-7) inhibiled Ang I1-stimulaied vl
tion of c-Src end ERK 1/2 and blunied Ang [-stimulaied NADPH ovidese activity. = The of cardias fibws]
with Ang-{ 1-7) reduced Ang I1- or ET-1-stimulated increase in phospho-FREK 1 and phospho-ERE 2.9 Moneover, Ang-(1-T)
blocked the increass of cyclooxygensse 2 and prostag landin synihass mENAs in cardise fbroblesis incubaied with ET- 1.2
T af cardiac fibroblests with recombinant human ACE2 or ACE2 sctivators redeced collagen production and Ang
Il-medisted increase in phospho-MAP kinzses™ Ang-(1-T) was sble to inhibit the pene expression of IL-1p, IL-6, COX-2,
and GFAT and activation of NF-xll and MAF kinsses in primary cultenes of mi sstrocytes sebmitted to mdiation. ™ Oral ad-
ministration of Ang-[1-T) in mais receiving a high-fat diet prevenied obesity and decreased liwer proinflammatory cytokines
(TNF-m and 116 by the downregulation of resistinToll- ke moepior 4MNF-xll patbrocay =

ACE? deficiency inoreased lissue fbrosis, collapen accumelation, remodeling, hyperirophy, and macrophages inflam-
matory protzin o (MIPLa) in the sorta and in candiomyooyies of ACED inockost mioe tested with Ang [1. Accordingly,
Max deficient mice zlso exhibiled impeirment of heart and renal function associaled with changes in collagen expression
terwrard 2 profibentic peofile. ™=

CONCLUDING REMARKS

Activation of the ACEXAng-[1-TVMas axix decreases inflammatory cell function and fbrogenesis in diverse models of
human diseases. Farther sadies are clearly needed 1o elucidaie the mechanizms by which this RAS axis modulaies inflam-
mation and fibrosis. Nm:mkmmpmhpmhﬁfmdmpmﬂmﬂmhm

of the ACEXAng-(1-7VMas axis may be beneficial for the al hurman d with infl oy &nd fibrotic
COmponents.
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Abstract

Angiotensin-{1-7) [Ang-{1-7]] is a biologically active heprapeptide that may counterbalance the physiological actions of
anglatensin Il (Ang N} within the renin-anglotensin system [(RAS). Here, we evaluated whether activation of the Mas receptor
with the oral agonist, AVE 0991, would have renoprotective effects in a model of adriamydn (ADR)-induced nephropathy.
We also evaluated whether the Mas receptor contributed for the protective effects of treatment with AT, receptor blockers.
ADR (10 ma/kg) induced significant renal injury and dysfunction that was maxirmal at day 14 after injection. Treatment with
the Mas receptor agondst AVE 0991 improved renal function parameters, reduced urinary protein loss and attenuated
histological changes. Renoprotection was assoclated with reduction in urinary lewvels of TGF-fi. Similar renoprotection was
observed after treatment with the AT, receptor antagonist, Losartan. AT, and Mas receptor mREMA levels dropped after ADR
admintstration and treatment with losartan reestablished the expression of Mas receptor and increased the expression of
ACE2. ADR-induced nephropathy was similar in wild type (Mas*™) and Mas knockout (Mas™ ™) mice, suggesting there was
no endogenous role for Mas receptor activation. However, treatment with Losartan was able to reduce renal injury only in
Mas™, but not In Mas™"™ mice. Therefore, these findings suggest that excgenous activation of the Mas recepior protects
from ADR-induced nephropathy and contributes to the beneficial effects of AT, receptor blockade. Medications which
rarget specifically the ACE2Z Ang-(1-7T1'Mas axis may offer new therapeutic opportunities to treat human nephropathies.
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