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RESUMO

A resolucéo da inflamacéo é um processo altamente regulado e ativo, caracterizado
por alguns eventos chave, como a apoptose de neutrofilos seguido de sua remogéo
por macrofagos - processo chamado eferocitose. A migracdo nao flogistica de
macrofagos contribui sobremaneira para o processo de clearance e consequente
resolucdo da inflamacéo. Recentemente foi demonstrado que a Angiotensina-(1-7),
um metabdlito do sistema Renina-Angiotensina, apresenta os efeitos pré-resolutivos
de inducdo da apoptose de neutrofilos e remocdo dos corpos apoptéticos por
eferocitose. No presente estudo, investigamos o papel da Ang-(1-7) na inducao da
migracdo de células mononucleares humanas (mondcitos) e murinas (macréfagos
RAW 264.7 e macréfagos derivados da medula 6ssea- BMDMS) e o envolvimento da
via MEK/ERK e dos receptores Mas e CCR2 neste processo, por meio de estudos in
vitro e in vivo. Ang-(1-7) induziu a migracdo de mondcitos humanos e macréfagos
murinos em placas de transwell. Utilizando-se antagonistas farmacoldgicos seletivos
para os receptores CCR2 (RS504393) e Mas (A779) na linhagem de células RAW,
bem como BMDMs de animais deficientes em CCR2, observou-se que migracao
induzida por Ang-(1-7) foi dependente dos receptores Mas e CCR2. A inibicdo da via
MEK/ERK, importante para migracdo de células mononucleres, utilizando dois
diferentes inibidores (Selumetinibe e U0126), impediu a quimiotaxia de macréfagos
murinos induzida por Ang-(1-7). Em camundongos BALB/c a injecao intra-articular e
intrapleural de Ang-(1-7) induziu um influxo de células mononucleares para as
respectivas cavidades, associado ao aumento dos niveis de CCL2. Os leucdcitos
recrutados para a cavidade pleural apds a injecao de Ang-(1-7) foram principalmente
monocitos Ly6C*/F4/807, os quais foram caracterizados fenotipicamente por
citometria de fluxo. De acordo com os dados obtidos in vitro, experimentos
conduzidos in vivo mostram que 0 pré-tratamento com antagonistas seletivos dos
receptores CCR2 (RS504393) e Mas (A779) e da via MER/ERK (U0126), diminuiram
a migracdo de células mononucleares para a pleura dos camundongos. Avaliamos
também o efeito da inibicdo do receptor Mas (A779) na resolugdo da pleurisia
induzida por LPS e observamos que o a injecao de A779 durante o curso da
inflamacéo preveniu a resolucdo que ocorre espontaneamente no tempo de 48h

neste modelo experimental, caracterizando assim um comprometimento do processo



de resolucdo. Finalmente, a participacdo do receptor Mas foi também avaliada
utilizando-se animais WT e MasR”. Nossos resultados mostram que a pleurisia foi
exacerbada nos animais MasR” (marcada por maior recrutamento de neutréfilos no
pico da inflamacéo — 8 h), reforcando a participacéo do eixo Ang-(1-7)/MasR nesse
modelo experimental. Em conjunto, os resultados mostram que a Ang-(1-7) é capaz
de recrutar células mononucleares de maneira dependente dos receptores Mas e
CCR2 e da via MEK/ERK1/2. Somando-se as ja& demonstradas propriedades
indutoras de apoptose e de eferocitose da Ang-(1-7), foi mostrado aqui o efeito
indutor do recrutamento de células mononucleares, o qual pode contribuir para as

propriedades pro-resolutivas deste peptideo.

Palavras chave: Sistema Renina-Angiotensina, Angiotensina-(1-7), resolucdo da

resposta inflamatdria, migracéo celular.



ABSTRACT

The resolution of inflammation is an active process highly regulated and
characterized by key events such as neutrophil apoptosis followed by its removal by
macrophages - a process named efferocytosis. The nonphlogistic migration of
macrophages contributes greatly to the clearance of apoptotic cells and consequently
resolution of inflammation. It has been shown that Angiotensin-(1-7), a metabolite of
the Renin-Angiotensin system, has proresolving actions, such as induction of
neutrophil apoptosis and removal of apoptotic bodies by efferocytosis. In this study,
we have investigated the role of Ang-(1-7) to inducing the migration of human
(monocytes) and murine macrophages (RAW 264.7 and Bone Marrow Derived
Macrophages - BMDMs) and the involvement of the MEK/ERK pathway and the
receptors Mas and CCR2 in this process, by applying in vitro and in vivo studies.
Ang-(1-7) induced migration of human monocytes and murine macrophages in
transwell plates. By using selective pharmacological antagonists of CCR2
(RS504393) and Mas (A779) receptors in RAW264.7 macrophages as well as
BMDMs from CCR2” mice, it was found that Ang-(1-7)-induced migration was
dependent on Mas and CCR2. Inhibition of the MEK/ERK pathway, which is an
important pathway for mononuclear cell migration, using two different inhibitors
(Selumetinib and UO0126), prevented Ang-(1-7)-induced chemotaxis of murine
macrophages. In BALB/c mice, intra-articular and intrapleural injection of Ang-(1-7)
induced an influx of mononuclear cells into the respective cavities, associated with
increased CCL2 levels. The leukocytes recruited to the pleural cavity after Ang-(1-7)
injection were mainly composed by monocytes (Ly6C*/F4/80°) as ascertained by flow
cytometry. Akin to the in vitro data, pretreatment of mice using antagonists of CCR2
and MasR (RS504393 or A779), or the inhibition of the MEK/ERK pathway with
U0126, compromised the mononuclear cell migration to the pleural cavity after Ang-
(1-7) injection. We also evaluated the effect of A779 on natural resolution of LPS-
induced pleurisy and we found that inhibition of MasR in curse of the LPS-
inflammation hampers the spontaneous resolution that occurs at 48h time point,
characterizing a compromised inflammation resolution. Finally, by using WT and
MAS’” mice, we also have evaluated the role of MasR during LPS-induced

inflammation. Our results show that pleurisy was exacerbated in MasR deficient



animals (marked by higher numbers of neutrophils at the peak of inflammation - 8h),
reinforcing the participation of Ang-(1-7)/MasR axis during resolution of inflammation.
Taken together, our results show that Ang-(1-7) is able to promote mononuclear cells
recruitment in a manner dependent on the receptors Mas and CCR2 and of the
MEK/ERK1/2 pathway. In addition to the Ang-(1-7)-inducing properties of apoptosis
and efferocytosis, the no redundant Ang-(1-7)-inducing effect on mononuclear cell

recruitment shown here, may contribute to the proresolving properties of this peptide.

Key words: Renin-Angiotensin System, Angiotensin-(1-7), resolution of the

inflammatory response, cell migration.
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1. INTRODUCAO

1.1 Inflamagéo

A inflamacdo constitui uma resposta imunolégica classicamente
desencadeada por infeccdo e/ou dano tecidual com o propésito fisiolégico de
promover protecdo, adaptacdo e retorno a homeostase. Uma tipica resposta
inflamatoria consiste de quatro componentes: um indutor inflamatério (lesdo esteéril
ou uma infeccdo), sensores que detectam esse indutor, mediadores inflamatérios
induzidos pelos sensores e o tecido/orgdo-alvo afetado pelos mediadores
(Medzhitov, 2008; Medzhitov, 2010). Figura 1.

TECIDOS/ORGAOS

INDUTORES —> SENSORES — MEDIADORES AFETADOS
TNF, IL-1, IL-6
CCL2, CXCL8
AMINAS BIOATIVAY
ENZIMAS
a ‘ PROTEOLITICAS
%I ~ oo

Figura 1: componentes da resposta inflamatéria. A resposta inflamatéria consiste de indutores,
sensores, mediadores e tecidos-alvo. Indutores desencadeiam a resposta inflamatéria e sé&o
detectados pelos sensores. Sensores, como 0s receptores do tipo Toll (TLRs), sdo expressos em
células sentinelas especializadas, como 0os macrdfagos residentes, células dendriticas e mastécitos.
Eles induzem a produgéo de mediadores, incluindo citocinas, quimiocinas, aminas bioativas como a
bradicinina, produtos de cascata proteolitica e mediadores lipidicos. Esses mediadores atuam em
varios tecidos para promover mudancas no seu estado funcional que otimiza a adaptacao a condicéo
(infecc@o ou lesdo estéril) associada com o indutor que desencadeou a resposta inflamatéria. Os
componentes mostrados na figura representam uma pequena amostra da gama de indutores,
sensores, mediadores e tecidos-alvo envolvidos na resposta inflamatéria. Adaptado de Medzhitov,
2010.

Uma resposta inflamatoria bem sucedida resulta na eliminacdo do agente
indutor da inflamacéo, no reparo tecidual seguido de cicatriza¢cdo, em alguns casos,
e no estabelecimento de uma memoria imunologica que garanta uma resposta mais
rapida e especifica em uma futura infeccdo pelo mesmo agente (Medzhitov, 2010;

7

Fullerton & Gilroy, 2016). A inflamagédo ja é reconhecida pela humanidade ha
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milhares de anos especialmente por possuir sinais e sintomas bastante notaveis e
por ser um processo fisiolégico que acompanha as feridas e infec¢cées. Com base na
descricao feita pelo médico romano Cornelius Celsus, no primeiro século a.C., séo
reconhecidos como sinais cardinais da inflamacg&o: o rubor (vermelhiddo devido a
hiperemia), o tumor (inchaco causado por aumento da permeabilidade microvascular
e extravasamento de proteinas para o espaco intersticial), o calor (associado com o
aumento do fluxo sanguineo e hipertermia), e a dor (em parte devido a alteracdes
nas terminac¢des nervosas). Um quinto sinal foi adicionado posteriormente por Rudolf
Virchow em 1858, a perda da fungéo, associada a disfuncdo dos 6rgaos envolvidos

no processo inflamatoério (Medzhitov, 2010).

Do ponto de vista microscopico, conceitos introduzidos no final do século 19
por Elie Metchnikoff contribuiram para o estabelecimento dos eventos celulares
basicos da inflamacédo e apontou o papel essencial de leucdcitos, tanto na defesa do
hospedeiro quanto na manutencédo da homeostase tecidual (Medzhitov, 2010).

Atualmente se reconhece que a inflamacdo € um processo complexo e
altamente coordenado, constituido por mdltiplos componentes, e que pode ser
controlado nas suas diferentes fases. Resumidamente, a resposta inflamatéria é
iniciada pelo reconhecimento do agente indutor por meio de sensores presentes em
células residentes do tecido, como os macréfagos, linfécitos, mastécitos e células
dendriticas. Em seguida ocorre a producdo de mediadores inflamatérios sollveis,
incluindo quimiocinas, citocinas, aminas vasoativas, radicais livres, mediadores
lipidicos derivados do acido araquidénico (eicosandides) e componentes do sistema
do complemento. Como resultado, ocorrem a quimiotaxia e migracdo dos leucécitos
para o sitio inflamatorio, favorecidos pela regulacao positiva de moléculas de adesao
em ambos, leucdcitos circulantes e células endoteliais (Medzhitov, 2010; Sousa et
al., 2013a).

Os mondcitos expressam uma variedade de receptores de quimiocinas. O
receptor CCR2 € expresso em um subconjunto de monécitos que estdo associados
com a resposta imune contra infec¢ao e a patogénese de desordens inflamatérias. A
guimiocina CCL2 é o principal ligante de CCR2. Camundongos com deficiéncia
desse receptor mostram susceptibilidade aumentada a infecgbes por alguns

patogenos, incluindo a bactéria intracelular Listeria monocytogenes. Mas, de forma
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contraria, sdo protegidos do desenvolvimento de aterosclerose e encefalite
autoimune, duas doencas inflamatérias macrofago-mediadas (Serbina & Pamer,
2006). CCL2 estimula a quimiotaxia de mondcitos e varios eventos celulares
associados a quimiotaxia, incluindo fluxo de Ca?* e expressdo de integrinas. E
também um indutor fraco da expressdo de citocinas em mondcitos e, em altas
concentracbes, desencadeia uma explosdo respiratéria levando a geracdo de

espécies reativas de oxigénio (Palomino & Marti, 2015).

O processo de recrutamento de leucocitos para o tecido € complexo, mas
pode ser didaticamente dividido em etapas. De maneira resumida, os leucdcitos sdo
atraidos do limen para a parede do vaso sanguineo, sdo capturados e rolam pelo
endotélio por meio de interacdes fracas mediadas por selectinas, com consequente
ativacao celular. Posteriormente ocorre uma adeséao firme ao endotélio, permitindo a
transmigracdo e a migracdo dos leucdcitos para o tecido em direcdo ao estimulo
quimiotatico (Simon & Green, 2005; Petri et al., 2008; Yuan et al., 2012; Kratofil et al.
2017) Figura 2. Ao atingir o sitio inflamatorio, esses leucdcitos funcionam
primariamente como fagocitos para a eliminacdo de microrganismos e restos
celulares por diferentes mecanismos. Dentre outros mecanismos efetores, pode-se
citar a fagocitose, a netose, ou lancamento de armadilhas neutrofilicas compostas
majoritariamente por material genético e proteases, a liberacdo de proteases e a

geracao de espécies reativas de oxigénio (Hickey & Kubes, 2009).
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Figura 2: Resumo das interac6es que ocorrem entre leucocitos e células endoteliais durante a
inflamacao. Diante de estimulos inflamatérios, moléculas de adesdo sdo mais expressas em
neutréfilos e células endoteliais. Os neutréfilos rolam ao longo da parede endotelial vascular
realizando interagcBes fracas mediadas pelas selectinas. A partir dai, ocorre uma adeséo firme dos
neutréfilos com o endotélio, por meio de moléculas de adesédo (ICAM-1 e VCAM) na superficie da
célula endotelial e integrinas (Mac-1 e VLA) na superficie do neutrofilo. Por fim, os neutrofilos



17

transmigram através do endotélio por meio de um processo que envolve interacdes complexas com
moléculas juncionais do endotélio, VE- caderina, JAMs e PECAM-1. Adaptado de Yuan et al., 2012.

Os neutroéfilos representam o maior grupo de leucdcitos encontrados na
circulacdo sanguinea humana e sé@o as primeiras células recrutadas para o sitio
inflamatorio (Petri et al., 2008). Esses leucécitos polimorfonucleares (PMN) séo
produzidos na medula 6ssea a partir de um progenitor mieldide e, na circulacao,
possuem uma meia vida de 6 a 8 horas (Tak et al., 2013). ApGs migrar para o tecido,
a meia-vida dos neutréfilos pode ser prolongada de 3 a 5 dias, principalmente pela
acdo de mediadores inflamatérios produzidos localmente, o que garante tempo
suficiente para exercer suas acdes antibacterianas e fagocitarias (Summers et al.,
2010).

Em seguida a primeira onda de migracdo de neutrdfilos, ocorre migracao de
mondcitos os quais se diferenciam em macréfagos ao atingirem o tecido. Os
macréfagos sdo considerados fagocitos profissionais, ou seja, células cuja funcéo
primaria é a de fagocitar particulas inertes ou microrganismos. Os macrofagos
também estdo envolvidos na remocdo de células apoptoéticas que sdo geradas
durante a remodelacdo tecidual e resolucdo dos processos inflamatérios. Além de
amplificarem a resposta efetora dos neutréfilos, por meio da producéo da producéo
de mediadores inflamatérios como citocinas e quimiocinas e também dos processos
de clearance, os macrofagos desempenham um papel importante na resposta imune
adaptativa, como apresentadores de antigenos aos linfocitos (Nathan, 2008; Poon et
al., 2014). E importante ressaltar que os macrofagos sdo células altamente plasticas
gue adotam fenotipos distintos dependendo do estimulo a que estejam submetidos
(Mosser & Edwards, 2008).

Tanto os neutrdfilos quanto os macréfagos agem no reconhecimento de
MAMPs (padrbes moleculares associados a microrganismos, do inglés: microbe
associated molecular patterns) e DAMPs (padroes moleculares associados ao dano
celular, do inglés: damage associated molecular patterns), por meio de receptores
do tipo Toll (TLR, do inglés: toll-like receptors), ou outros receptores da resposta
imune inata. Um dos receptores mais estudados € o TLR4, que medeia respostas as
bactérias Gram negativas por meio do reconhecimento do lipopolissacarideo de
membrana, o LPS. Este reconhecimento desencadeia a ativagcdo de cascatas de
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sinalizacao intracelulares e de genes pro-inflamatérios, a producdo de mediadores,
recrutamento leucocitario e estabelecimento do processo inflamatério (Prince et al.,
2011).

1.2 O Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona

O sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (SRA) é classicamente
conceituado como um sistema humoral que controla diversas fungbes
cardiovasculares, renais e adrenais; além do equilibrio de liquidos e eletrdlitos. A
cascata do chamado SRA classico inicia-se com a biossintese da enzima renina
pelas células justaglomerulares renais a partir da pré-pro-renina (Griendling et al.,
1993). Apoés clivagens sequenciais, a renina ativa € secretada na circulagédo
sanguinea (Naruse et al., 1982), clivando o angiotensinogénio proveniente do figado
e formando o decapeptideo inativo Angiotensina | (Ang I). Este € hidrolisado pela
enzima conversora de angiotensina (ECA), culminando na formacédo de Angiotensina
I (Ang Il) (Carey & Siragy, 2003; Lovren et al., 2008), cujos efeitos vasculares,
cardiacos, renais e adrenais sdo mediados por dois receptores acoplados a proteina
G (Nguyen Dinh Cat & Touyz, 2011) Figura 3.

O receptor de angiotensina do tipo 1 (AT1) estd expresso nas células
musculares lisas da vasculatura, no coracdo e também em outros 6rgédos, como o
rim e o cérebro (Michael Bader & Ganten, 2008). A interacdo da Ang Il com esse
receptor é responsavel por vasoconstricdo, progressao de processos inflamatdrios e
proliferativos, entre outros efeitos (Ferrario, 2006). Por sua vez, o receptor de
angiotensina do tipo 2 (AT2), que se encontra bastante expresso durante o periodo
embrionério, tem expressao reduzida apdés o nascimento (Carey & Siragy, 2003).
Ele medeia muitos efeitos contrarios aqueles do receptor AT1 (Carey, 2005). Dessa
forma, os efeitos fisioldgicos principais do SRA classico recaem sobre o receptor
AT1 (Ferrario, 2006).
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Angiotensinogénio

NEP, PEP

Figura 3: Esquema simplificado do sistema renina angiotensina (RAS). ACE, enzima conversora
de angiotensina; ACE2, enzima conversora de angiotensina 2; Amp, aminopeptidase; Ang |,
angiotensina I; Ang Il, angiotensina Il; Ang-(1-7), angiotensina 1-7; Ang-(1-9), angiotensina 1-9; NEP,
endopeptidase neutra; PEP, Prolil endopeptidase. Adaptado de Silva D. et. al., 2016.

A identificacdo da enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2), que
antagoniza algumas das ac¢Oes do eixo Ang II/ECA/AT1 ao promover a degradacéo
de Ang Il para o nonapeptideo angiotensina-(1-9) e o heptapeptideo angiotensina-(1-
7) [Ang-(1-7)] (Lovren et al.,, 2008; Nguyen Dinh Cat & Touyz, 2011), permitiu a
visualizacdo de um novo eixo no SRA (Lautner et al., 2013; Sampaio et al., 2017). A
Ang-(1-7) também pode ser sintetizada por outras vias a partir de Ang | ou da prépria
angiotensina-(1-9) pela acdo de endopeptidases e, uma vez formada, pode ser
degradada pela ECA e por aminopeptidases em fragmentos inativos (Yamamoto,
Chappell, Brosnihan, & Ferrario, 1992). Esse peptideo estd presente tanto na
circulacdo como nos tecidos, como cérebro, coracdo, vasos sanguineos e outros
(Sampaio et al., 2007). De forma contraria a Ang Il, a Ang-(1-7) é um potente
vasodilatador (Ferrario et al., 1997), possuindo também efeitos antiproliferativos e
anti-inflamatérios (Souza & Costa-Neto, 2012). Esses efeitos sdo mediados pelo

receptor Mas acoplado a proteina G, do qual esse heptapeptideo € um agonista
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endogeno (Santos et al.,, 2003), e, juntamente com a ECA2, compdem parte do
chamado eixo alternativo do SRA. Em camundongos, esse receptor esta expresso
em Varios tecidos como o cérebro, testiculo, coracdo e pulméo (Bader et al., 2014).
A utilizacéo de blogueadores farmacologicos, como o (D-Ala7)-Angiotensina I/l (1-7)
(A779) em estudos do papel do receptor Mas in vivo e in vitro, tém sido de grande
valia para a compreensao das vias intracelulares ativadas pela interagcdo Ang-(1-7)-
receptor Mas, que levam aos efeitos anteriormente citados em diversos modelos
experimentais (Da Silveira et al., 2010; Souza; Costa-Neto, 2012; Villalobos et al.,
2016; Chen et al., 2017).

1.2.1 Angiotensina-(1-7)

A Ang-(1-7) parece atuar como um peptideo contra-regulador da Ang Il por
meio da oposicdo aos seus efeitos, especialmente, vasoconstricdo e proliferacéo
celular. Ang-(1-7) possui atividade bioldgica em varios 6rgdos. No coracéo, a Ang-(1-
7) parece exercer um papel cardioprotetor, podendo prevenir o remodelamento
cardiaco, via reducdo da hipertrofia e fibrose. Esse peptideo tem atividade
vasodilatadora dependente do endotélio. Pode estimular a producédo de 6xido nitrico
(NO) (Ferrario et al., 1997; Sampaio et al., 2007) por meio de uma via dependente
de AKT, prostaglandinas ou fator relaxante derivado do endotélio, além de
potencializar a acdo da bradicinina. Possui, também, efeito antiproliferativo em
células de musculo liso vascular e tecido fibrovascular, é antitrombético e
antiarritmogénico e inibe a expressao da ECA (Ferrario et al., 1997; Sampaio et al.,
2007). Além disso, pode atuar como um importante heuromodulador, especialmente
em areas relacionadas com o controle ténico e reflexo da presséo arterial (Santos et
al., 2000). Sintetizada na circulacdo ou em diferentes tecidos principalmente pela
enzima conversora da angiotensina 2 (ECA2), a Ang-(1-7) exerce suas agdes em

grande parte por meio da ativacdo do receptor Mas, o qual é acoplado a proteina G.

Mais recentemente, estudos demonstraram que a Ang-(1-7) modula negativamente
a migracdo de leucocitos, a expressédo e liberagdo de citocinas e ativacdo de vias
fibrogénicas, influenciando desta forma, nas respostas inflamatorias. Foi

demonstrado que o tratamento com Ang-(1-7) € capaz de reduzir o recrutamento de
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neutrofilos e diminuir o dano tecidual em um modelo de artrite induzida por antigeno
(Da Silveira et al., 2010). Em outro modelo de insuficiéncia renal aguda, induzida por
isquemia e reperfuséo, o tratamento com o agonista do receptor Mas, AVE 0991, foi
capaz de diminuir o recrutamento de neutrofilos com consequente diminuicdo do
dano tecidual (Barroso et al., 2012). Mais recentemente, foram demonstrados alguns
efeitos pré-resolutivos da Ang-(1-7), como a inducdo da apoptose de
polimorfonucleares e do processo de eferocitose (Barroso et al., 2017; Magalhaes et
al., 2018) e a reprogramacao de macréfagos in vitro (Hammer et al., 2016) e in vivo
(Santuchi et al., 2019). A Tabela 1 sintetiza alguns estudos que avaliam a relevancia
de Ang-(1-7) e do receptor Mas no contexto de inflamacdo. No entanto, ainda nédo é
conhecido se a Ang-(1-7) é capaz de induzir recrutamento de células importantes

para a resolucdo, como os mondcitos/macréfagos.

Orgao/Modelo Compostos ou Efeitos Referéncias
estratégias utilizadas

Fibrose hepética A779 Aumento dos niveis de | Pereira, R.M. et al., 2006
prolina e TGF-$

Artrite Ang-(1-7) e AVE0991 Reducdo do acumulo de | Silveira, K.D. et al., 2010.
neutrofilos, dos niveis de
TNF-a, CXCL-1 e IL-18 e

de parametros
histoldgicos.
Asma Ang-(1-7) e A779 Diminui¢&o do | El-Hashim, A.Z. et al,
recrutamento de PMNs e | 2012
de fibrose.

Uso de A779: prevencdo
do efeito do tratamento
com Ang-(1-7).

Isquemia e referfusdo | AVE0991 Reducdo dos niveis de | Barroso L.C. et al., 2012
renal CXCL-1, MPO e dano
tecidual
Aterosclerose AVE0991 Reducéo de CD86, CD80 | Jawien, J., et al., 2012
e CD40 em macréfagos e
células dendriticas.

Reducéo da expresséo d
e CD69 em células T
CD4+

Modelo de hiperalgesia Ang-(1-7) Reducéo da | Costa, A.C.O. et al., 2012.
hipernocicepgéo

Esteatose hepética | Ang-(1-7) Reducao dos niveis de IL- | Feltenberger, J.D. et al,
induzida por dieta rica em 6 e TNF-a 2013
gordura

Modelo de injaria pulmonar | Ang-(1-7) Reducéo do edema | Klein, N. et al., 2013
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aguda pulmonar, MPO, score
histolégico e resisténcia
vascular pulmonar
Asma AVE0991 Reducéo dos niveis de IL- | Rodrigues-Machado, M.G.
5, aumento de IL-10 etal., 2013
Aneurisma intracraneal Ang-(1-7) Reducdo de MMP-9 e | Pena Silva, R.A. et al.,
TNF-o, aumento de HGF e | 2014
COX-2
Carcinoma Ang-(1-7) Reducdo do tamanho do | Abd-alhaseeb, M.M. et al.,
tumor e niveis de IGF-l e | 2014
VEGF
Fibrose pulmonar Ang-(1-7) Reducéo da fibrose | Meng, Y. et al., 2014
pulmonar, niveis de CTGF
e colageno |, TNF-a e IL-6
Diabetes tipo Il Ang-(1-7) Reducéo da fibrose renal, | Mori, J. et al., 2015
ROS, infiltragdo de MO
Inflamacéo pulmonar | Ang-(1-7) Reducdo dos niveis de | Magalhdes, G.S. et al,
alérgica cronica IgE, IL-4, IL-5, GM-CSF, | 2015
CCL5 e CCL2, deposicédo
de colageno.
Sindrome da Insuficiéncia | Ang-(1-7) Reducdo do recrutamento | Zambelli, V. et al., 2015

Respiratéria Aguda

de leucécitos e deposicédo
de colageno

Inflamacéo
alérgica crbnica

pulmonar

Animais Mas™

Aumento de células totais,
de eosinifilos e
mononucleares, aumento
de IL-13, TNF-a, CCL2 e
CCL5, aumento de
deposicao de matriz
extracelular

Magalhdes, G.S. et al,
2016

Diabetes tipo Il

Ang-(1-7)

Reducéo de fibrose, IL-1f
e do estresse oxidativo

Papinska, A.M. et al., 2016

Aterosclerose

AVE0991

Reducdo do recrutamento
de MO inflamatérios,
células NK e linfocitos T,
reducdo de CCL-2, CCL-5,
CXCL-10, TNF-a e IL-6

Skiba, D.S. et al., 2017

Injuria renal

Ang-(1-7)

Reducdo do  estresse
oxidativo, fibrose, IL-6 e
TNF-o, diminuicdo de
proteinas de matriz
extracelular e dos niveis
de CTGF e TGF-

W Lu. Etal., 2017

Artrite

Ang-(1-7) e A779

Aumento da apoptose de
neutréfilos e eferocitose,
diminuigdo da ativagéo de
NF«B.

Uso de A779: aboliu os
efeitos de Ang-(1-7).

Barroso L.C. et al., 2017

Asma

Ang-(1-7)

Reducdo no nimero de

eosindfilos, atividade de

Magalhées, G.S. et al.,

2018




23

EPO, aumento da
apoptose de eosindfilos e
eferocitose  de  PMNs,
reducdo da deposicdo de
matriz  extracelular, dos
niveis de NFxB, Erk1/2,
IkB-o. € GATAS

Tabela 1: Estudos que avaliam a relevancia de Ang-(1-7) e do receptor Mas no contexto de
inflamagdo. A779 — antagonista do receptor Mas; Ang | — angiotensina I; Ang Il — angiotensina Il; Ang
(1-7) — Angiotensina 1-7; ACE — enzima conversora de angiotensina; ACE2 — enzima conversora de
angiotensina Il; AVE0991- agonista sintético do receptor Mas, Mas — receptor Mas, MMP9 — matriz
metalopeptidase, EPO — peroxidase eosinofilica, TGF-3 — Fator de Crescimento Tumoral beta, TNF-a
— Fator de Necrose Tumoral alfa, IL — Interleucina, CXCL — Chemokine, MMP-9 - Metaloproteinase 9,
HGF - Fator de Crescimento de Hepatécito, COX-2 — Ciclooxigenase 2, IGF-1 — Fator de
Crescimento derivado da Insulina 1, VEGF — Fator de Crescimento derivado do Endotélio Vascular,
CTGF — Fator de crescimento do tecido conjuntivo, GM-CSF - Fator Estimulador de Colbnias de
Granulécitos e Macroéfagos, INF-y - Interferon gama, VCAM —Molécula de Adesao de Célula Vascular,
ICAM1 — Molécula de Adeséo Intercelular 1, NFkB - fator nuclear kapa B.

1.3 Resolugéo da Inflamacgéao

Apesar do propésito fisiolégico protetor da inflamacdo, uma resposta
inflamatoria exacerbada ou que nao se resolve pode causar leséo tecidual e resultar
em uma série de desordens cronicas (Nathan & Ding, 2010). Por esse motivo, €
necessario que um programa resolutivo ativo e coordenado se inicie ap6s o inicio da
resposta inflamatoria a fim de criar um ambiente favoravel para que a inflamacéao
termine adequadamente (Sugimoto et al., 2016). A manutencao do agente indutor, a
ativacdo excessiva e patolégica de vias pro-inflamatorias ou mesmo uma falha nos
mecanismos resolutivos podem resultar em uma resolucdo ineficiente ou
inadequada da inflamacgéo (Nathan & Ding, 2010).

A resolucdo da inflamacdo é um processo ativo e continuo que envolve a
producdo e ativacdo de diferentes mediadores bioquimicos e vias de sinalizacéo
para assegurar uma restauracao rapida e bem sucedida dos tecidos. Varios sao os
passos que conduzem a resolucdo eficiente do processo inflamatério, como:
cessamento do recrutamento de neutrofilos, tamponagédo/inativagdo dos mediadores
pro-inflamatorios, inducdo da apoptose de neutréfilos seguido de clearance pelos
macrofagos, recrutamento nao flogistico de mondcitos que se diferenciam
localmente em macrofagos contribuindo assim para uma maior eficiéncia de
clearance, mudancas do fenoétipo dos macréfagos para perfis resolutivos com
aumento da producdo de mediadores anti-inflamatérios e pro-resolutivos (Sousa et

al., 2013) (Sugimoto et al., 2016). Esses eventos estdo representados na Figura 4.
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Figura 4: Série orquestrada de eventos que levam aresolucdo do processo inflamatério agudo.
A lesao tecidual estéril ou infecciosa leva ao reconhecimento de padrdes moleculares (DAMPs e/ou
MAMPs) pelas células residentes, as quais produzem rapidamente varios mediadores pro-
inflamatdrios. Na fase produtiva da inflamacdo, esses mediadores levam a ativagdo endotelial e
recrutamento de leucécitos para o local inflamado. Leucécitos polimorfonucleares (PMNs) sao
geralmente as primeiras células a serem recrutadas, seguidas de mondcitos. Essas células exercem,
portanto, suas funcdes efetoras contra o agente responsavel pela lesdo. Em uma fase de transigéo,
ocorre intensa apoptose de PMNs, seguida por eferocitose por macréfagos, que alteram,
consequentemente, seu perfil inflamatério (M1) para anti-inflamatério (M2). Esses macré6fagos liberam
mediadores anti-inflamatdrios e resolutivos, essenciais para o inicio do processo de resolucéo. Nesse
processo, macroéfagos do tipo M2 tém seu perfil alterado para macréfagos do tipo resolutivo (Mres),
que produzem moléculas antioxidantes e antifibréticas, conduzindo finalmente ao retorno da
homeostase tecidual com o minimo de lesdo. Adaptado de Alessandri et al., 2013.

Nenhuma dessas etapas ocorre espontaneamente, mas S&o ativamente
induzidas pelos mediadores resolutivos. Tais mediadores sao de natureza diversa e
incluem lipideos (lipoxinas, resolvinas, maresinas), proteinas (Anexina Al,

galectinas), gases (H2S e CO), purinas (adenosina), bem como neuromoduladores
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liberados sob o controle do nervo vago (acetilcolina e outros neuropeptideos)

(Revisto por: Sugimoto et al., 2016).

Apesar de ja existir um numero consideravel de mediadores resolutivos
descritos na literatura, novas moléculas endégenas promotoras da resolucédo tendem
a ser descobertas a medida que se amplia o entendimento sobre a resolucado da
inflamacéo, seus mecanismos e os diferentes sistemas bioldégicos com o0s quais

interagem afim de contribuirem para homeostase.

1.3.1 O papel dos macrofagos na progressdo e resolucdo da resposta
inflamatoria

Macrofagos séo células da imunidade inata com papel bem estabelecido na
resposta primaria a patégenos e lesdo tecidual, e com importantes funcdes na
homeostasia tecidual, coordenagdo da resposta imune adaptativa, inflamacgéao,
resolucdo e reparo tecidual. (Martinez et al., 2009). Os macréfagos residentes do
tecido podem ser originados do saco vitelino ou a partir de mondcitos circulantes
(Stremmel et al., 2018). No segundo caso, 0s mondcitos extravasam para o tecido

onde séo diferenciados para exercer suas fungodes.

Os macrofagos participam do inicio da inflamacdo e também do processo
resolutivo (Sugimoto et al., 2016). Os primeiros macréfagos a chegarem ao local da
lesdo apresentam um perfil pré-inflamatoério e sdo chamados M1. Estes macréfagos
apresentam alta capacidade fagocitica e baixa capacidade eferocitica e estédo
envolvidos com a liberacdo de mediadores inflamatérios como: citocinas,
guimiocinas, espécies reativas de oxigénio (ROS) e o6xido nitrico (NO). Apos
eferocitose de células apoptéticas, os macrofagos mudam seu fenoétipo para M2,
aumentam a sua capacidade eferocitica e produzem moléculas anti-inflamatorias,
como IL-10 e TGF-B. Produzem também mediadores pro-resolutivos que impedem o
recrutamento adicional de neutréfilos e promovem o recrutamento de mais
monaocitos, amplificando a eficiéncia do processo de fagocitose (Mc Arthur et al.,
2015, Sugimoto et al., 2016). Estes macrofagos estdo envolvidos com o reparo
tecidual e tem um papel importante no retorno da homeostase tecidual. No entanto,

também podem promover a formacdo de cicatrizes e fibrose. Uma vez
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desempenhado seu papel de remocéao de células apoptoticas, os macréfagos M2
mudam novamente seu fendtipo para Mres (macrofago resolutivo). O Mres é dito
como um macrofago saciado, apresentando baixa capacidade eferocitica. Também
esta envolvido com aumento da producdo de mediadores anti-inflamatorios, pré-
resolutivos e anti-fibréticos, participando ativamente da resolucéo inflamatoéria, sendo

posteriormente drenado pelos vasos linfaticos (Ariel & Serhan, 2012).

A migracdo nao flogistica de mondcitos representa um passo importante para
a resolucdo da inflamacdo (Sugimoto et al., 2016). Durante a resolucdo, os
macréfagos desempenham um papel anti-inflamatério/pré-resolutivo e sao
necessarios para o clearance de células apoptéticas (Hochreiter-Hufford &
Ravichandran, 2013). A fagocitose de células apoptéticas por macrofagos
(eferocitose), € um processo critico para o programa de resolucdo. Um defeito na
limpeza de células apoptoticas pode levar a necrose secundaria dessas células, com
liberacdo de conteudo extracelular para o microambiente tecidual e posterior
ativacdo de eventos inflamatorios prejudiciais ao tecido. Esse defeito esta associado
a muitas doencas inflamatérias autoimunes e crénicas (Nathan & Ding, 2010; Poon
et al., 2014). Além disso, ensaios in vitro e in vivo demonstraram que o0 processo de
eferocitose promove a reprogramacdo de macrofagos de um fendtipo pro-
inflamatorio para um fendtipo pro-resolutivo, 0 que modula a resposta inflamatoria
(Ariel & Serhan, 2012; Sousa et al., 2013a). Esse processo também conhecido como
“silenciamento imunolégico” causa redugdo na produgcdo de citocinas pré-
inflamatorias, e inducdo das citocinas pré-resolutivas e promotoras de reparo
tecidual TGF-B e IL-10 (Fadok et al., 1998; Byrne & Reen, 2002; Huynh et al., 2002).
Além disso, a eferocitose induz alteracfes tipicas de M2 nos macrofagos, como a
inducdo de Arginase-1 e inibicdo da expresséo da sintase induzida do éxido nitrico
(INOS, do inglés inducible nitric oxide synthase), com consequente reducdo de oxido
nitrico reativo (Freire-de-Lima et al., 2006; Ariel & Serhan, 2012).

A maquinaria intracelular responsavel pela motilidade celular é finamente
regulada para produzir eventos morfoldgicos criticos, como a polarizacéo celular e
alteracbes morfolégicas desencadeadas por mudangas no citoesqueleto, que
resultam em translocacdo da célula. A via das MAPKSs (proteinas cinases ativadas
por mitdgenos) desempenha um papel importante na proliferacdo e sobrevivéncia

celular e esti envolvida em eventos de quimiotaxia. A ativacdo da MAPK ERK1/2
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(cinase regulada por sinais extracelulares) esta implicada na polimerizacdo de F-
actina e no turnover de aderéncias focais, necessarios para a morfogénese e
migracao celular (Chen et al., 2003). Portanto, é importante a compreensao de seu
papel especifico ou cooperacao durante o processo de quimiotaxia.

As MAPKs ERK1/2 e as proteinas p38 e JNK pertencem a uma familia de
proteinas sinalizadoras envolvidas na diferenciacdo celular, resposta ao estresse,

apoptose e inflamacéao (Junttila et al., 2007; Arthur & Ley, 2013).

No processo de sinalizacdo celular, a cascata de sinalizacdo inicia com a
interacdo entre os ligantes/agonistas e receptores especificos. Esses sdo ativados
por fosforilagdo, promovendo a ativacdo de cinases citosdlicas, como a ERK1/2. A
P-ERK1/2 fosforila diversas proteinas alvo, incluindo enzimas, proteinas estruturais,
reguladores de apoptose e fatores de transcricdo. A ERK é ativada por duas
diferentes MAPK 3-cinases (MAPKKK), membros da familia Raf (Raf-1, B-Raf, e A-
Raf) ou l6cus de progressdo tumoral-2 (TPL-2), também conhecido como COT e
MAP3K8. A Raf e a TPL-2 podem fosforilar e ativar as MAPK 2-cinases (MAPKK),
MEK1 e MEK2, cujos Unicos substratos conhecidos sdo a ERK1 e ERK2. A ativacao
de ERK, subsequente a ligacdo do receptor de fator de crescimento de tirosina-
cinase, e dos receptores de quimiocinas € mediada pela Raf. A ligagdo de um
agonista promove o carregamento de guanosina trifosfato (GTP) para GTPasesRas
gue, em seguida, recrutam a MAP 3-cinase Raf para a membrana plasmatica, onde
€ ativada por fosforilacdo, com subsequente ativacdo de MEK1/2 e ERK1/2. Em
seguida, estas proteinas transdutoras de sinais podem fosforilar fatores de
transcricdo que se translocam para o ndcleo, se ligam as sequéncias de DNA
especificas nos promotores dos genes e promovem a transcricdo de genes alvo pela
RNA polimerase II. O fator de transcricdo NF-kB € um dos fatores transcricionais
ativados por ERK1/2 e estd relacionado a respostas celulares resultantes de
estimulos como estresse, citocinas, radicais livres, radiagdo ultravioleta, LDL
oxidada, e antigenos bacterianos ou virais. Ao alterar os niveis e atividades de
fatores de transcricdo, as MAPKs regulam a transcricdo de genes importantes para o
ciclo celular (Junttila et al., 2007; Arthur & Ley, 2013). Um dos genes alvo da via
ERK1/2—-NF-kB é o0 que codifica para a quimiocina CCL2, um importante

quimiotatico para células mononucleares (Carmo et al., 2014) Figura 5.
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Figura 5: Vias de sinalizagcdo celular desencadeadas para ativacdo da MAPK/ERK e seus alvos.
(A). Na figura (B) esta sinalizado o local onde o inibidores Selumetinibe e U0126 atuam para inibir a
via MEK/ERK. (A) Adaptado de Site Cell Signaling Techonology
(http://www.cellsignal.com/pathways/map-kinase. jsp. (B) Kim et al. 2004.

Sabendo-se da importancia dos macrofagos para a resolucdo da inflamacéo,
buscamos neste estudo avaliar o efeito da Ang-(1-7) no recrutamento deste tipo
celular, o que poderia contribuir sobremaneira para o entendimento do mecanismo

de atuacao da Ang-(1-7) no processo de resolucao.
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2. JUSTIFICATIVA

Permitir um recrutamento eficiente de células com o minimo de dano ao
tecido acometido é um dos grandes desafios no controle do processo inflamatorio,
visto que os mediadores provenientes dos leucdcitos podem levar a leséo tecidual e
disfuncdo do 6rgédo. Assim, existe um grande interesse em elucidar 0s mecanismos

responsaveis pelo recrutamento e eliminacao dessas células do sitio inflamatorio.

Pesquisas recentes demonstram que a Ang-(1-7) pode atuar como um
mediador pro-resolutivo importante no contexto das inflamacfes agudas, atuando na
diminuicdo da producdo de mediadores e recrutamento de células inflamatorias (Da
Silveira et al., 2013) induzindo apoptose de neutréfilos humanos e estimulando a
eferocitose (Livia C. Barroso et al., 2017). Trabalhos recentes mostram que o eixo
Ang-(1-7)/MasR também atua na reprogramacdo de macréfagos (Hammer et al.,
2016; Santuchi et al., 2019). No entanto, ainda ndo é conhecido se Ang-(1-7) é
capaz de induzir recrutamento de células importantes para a resolugdo, como 0s
mondcitos/macrofagos, o papel das quimiocinas e 0s mecanismos subjacentes a

este processo

Neste projeto, nos propusemos a estudar o papel da Ang-(1-7) na inducédo da
migracdo celular, uma vez que o recrutamento ndo flogistico de mondcitos é um
evento importante para resolucdo da inflamacdo. Embora Ang-(1-7) ou o0 agonista
sintético do receptor Mas, Ave 099, tenham sido estudados em diferentes contextos
experimentais de inflamagdo e atuam, de forma geral, inibindo o recrutamento de
leucdcitos, propomos aqui estudar o papel da Ang-(1-7) na migracdo de
monaocitos/macréfagos, na auséncia de estimulo inflamatério ou durante a fase
resolutiva da inflamacdo. Para tal, procuramos elucidar os receptores, as vias de
sinalizacao (focando na via das MAPKSs) e as quimiocinas envolvidas na inducéo da
migracao de leucocitos para a pleura de camundongos. Assim, diante do complexo
mecanismo que rege O recrutamento e a manutencdo de células nos sitios
inflamatorios, o estudo dos diversos fatores envolvidos no acumulo leucocitario no
sitio inflamatorio é de importancia fundamental para o desenvolvimento de
estratégias farmacoldgicas que possam interferir nessas vias controlando a

inflamacgé&o.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Estudar o papel da Ang-(1-7) na migracdo de células inflamatdrias, avaliando
a capacidade deste peptideo de induzir migracéo celular de mondcitos/macrofagos

in vitro e in vivo e 0S mecanismos subjacentes a esse processo.

3.2 Objetivos especificos

1- Avaliar a habilidade da Ang-(1-7) em induzir quimiotaxia in vitro em culturas
de macréfagos murinos (RAW 264.7) e em mondcitos e neutréfilos humanos.

2- Avaliar o efeito do A779 (antagonista do receptor Mas) e do RS504393
(antagonista de CCR2) na quimiotaxia de macréfagos murinos (RAW 264.7) induzida
por Ang-(1-7).

3- Investigar o envolvimento da via MEK/ERK na migracdo celular de
macrofagos (RAW 264.7), induzida pela Ang-(1-7), por meio do uso dos inibidores
seletivos da via, Selumetinibe e U0126.

4- Avaliar a habilidade e a cinética de migracdo/recrutamento de leucécitos,
apos a injecdo de Ang-(1-7) nas cavidades articular e pleural de camundongos
BALBI/c.

5- Avaliar, por citometria de fluxo, o perfil fenotipico dos leucdcitos recrutados

para a pleura de camundongos BALB/c apds injecédo de Ang-(1-7)

6- Avaliar a participacéo do eixo CCL2/CCR2 na migracdo de leucocitos para
a cavidade pleural de animais injetados com Ang-(1-7), por meio da mensuracado dos
niveis da quimiocina MCP-1/CCL2 e do uso do inibidor de CCR2 (RS504393).

7- Estudar o papel da via MEK/ERK1/2 in vivo, por meio da analise da
fosforilacdo de ERK 1/2 e do uso do inibidor especifico desta via, na migracao de
leucdcitos induzida por Ang-(1-7).

8- Analisar o efeito do receptor Mas na pleurisia induzida por LPS utilizando-
se duas estratégias: antagonismo seletivo do receptor Mas com a droga A779 e

animais deficientes geneticamente para este receptor (MasR™).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Cultura de células e ensaios in vitro

4.1.1. Cultivo celular

Células RAW 264.7 foram cultivadas em meio DMEM (Cultilab),
suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado (SBF) e antibiéticos (100U/mL
de penicilina G e 100ug/mL de gentamicina) e os BMDMs em meio RPMI 1640
(Cultilab) suplementado com 20% de soro fetal bovino inativado (SBF), 30% de
LCCM e antibidticos (100 U/mL de penicilina G e 100 pg/mL de gentamicina). As
culturas celulares foram mantidas a 37°C e 5% de CO2, em estufa incubadora
(ThermosScientific). A viabilidade celular foi determinada usando o ensaio de

exclusdo por Azul de Tripan.

4.1.2. Isolamento de células mononucleares do sangue periférico (PBMCs)
humano

As amostras do sangue periférico de doadores voluntarios saudaveis foram
recolhidas e diluidas em tampdo fosfato (PBS) (1:2) pH 7,4 e aplicadas
cuidadosamente sobre o Ficoll-PaqueTM PLUS, d=1,078 g/mL (GE Healthcare Bio-
Sciences AB, Uppsala, Sweden). Logo apés, foram centrifugadas a 1200 RPM por
40 minutos a temperatura ambiente para separacdo da camada de células
mononucleares. As células presentes na interfase do gradiente de separacéo foram
cuidadosamente coletadas, transferidas para um novo tubo e lavadas duas vezes
em PBS para obtencdo do precipitado celular. Posteriormente os mondcitos foram
separados dos linfécitos por selecdo negativa imunomagnética utilizando o Kit

EasySep (StemCell Technologies).

4.1.3. Isolamento de macrofagos derivados de medula 6ssea (BMDMs)

Foram retirados os fémures e tibias de camundongos C57BL/6 machos (tipo

selvagem) e deficientes para o receptor CCR2, que € 0 receptor candnico para a
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guimiocina CCL2. Posteriormente, 0os 0ssos ficaram imersos em RPMI em tubo tipo
Falcon, sendo as epifises cortadas e os 0ssos lavados com RPMI ndo suplementado
utilizando seringa de 5mL. As células obtidas do lavado foram colocadas em tubo
Falcon j& contendo meio RPMI, e posteriormente centrifugadas a 1300 RPM, 5
minutos e a temperatura ambiente. O sedimento obtido foi ressuspenso em meio
RPMI suplementado com 20% de SFB e 30% de LCCM (sobrenadante de células
L929), dissociando levemente os grumos com a pipeta soroldgica. A suspenséo
celular foi colocada em placa de Petri juntamente com 9 mL de meio RMPI completo.
No terceiro dia de diferenciacdo adicionou-se 10 mL do mesmo meio as placas. No
sétimo dia os sobrenadantes das placas foram descartados e adicionados 10 mL de
PBS/EDTA gelado as placas, que foram colocadas por 10 minutos na geladeira para
auxiliar no despreendimento das células. Posteriormente, foram destacadas com o
auxilio de uma pipeta. O contetudo de cada placa foi centrifugado em tubo Falcon de
50 mL, o sobrenadante descartado e as células ressuspensas e plaqueadas na

concentracéo de 1x10° células por poco (placa de 24 pocos).

4.1.4 Isolamento de neutréfilos do sangue periférico humano

Uma amostra de sangue venoso foi coletada de doadores voluntarios saudaveis
(Comité de FEtica em Pesquisa — COEP da UFMG, protocolo nlmero
0319.0.203.000-11) em tubos com sistema Vacuette® contendo citrato (3,2%) e os
neutréfilos foram isolados utilizando o protocolo de gradientes de Histopaque
(Histopaque 1077 e 1119 - Sigma-Aldrich) (Vago et al., 2016). Apds a adicdo de 3
mL de Histopaque 1119 seguida de 3 mL de Histopaque 1077 em tubos FalconTM
de 15 mL, foram adicionados 6 mL de suspenséo preparada com 3 mL de meio
RPMI 1640 e 3 mL de sangue citratado. Os tubos foram entdo centrifugados a 1.300
RPM durante 30 minutos, com desaceleracdo nula. A camada de neutrdéfilos foi
recolhida com auxilio de pipeta Pasteur estéril (BD Bioscience), sendo novamente
lavados em meio RPMI 1640 e centrifugados a 1.500 RPM por 15 minutos.
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4.1.5 Experimentos in vitro para avaliar a migracdo de mononucleares e
neutrofilos

A migracdo celular induzida por Ang-(1-7) foi analisada por quimiotaxia
utilizando-se placas Transwell de 24 pocos (Corning Incorporated, Corning, NY) com
membranas de policarbonato com tamanho de poro de 5,0 um. Células RAW 264.7
foram suspensas em DMEM e BMDMs em RPMI sem SFB na concentracdo de
5x10° células/mL e 100 pL destas foram adicionados ao compartimento superior de
cada poco. Ang-(1-7) (30-300ng experimentos de dose resposta e 100ng demais
experimentos) ou CCL2 (quimiocina quimioatraente padrdo para células
mononucleraes - 100ng) ou meio, foram adicionados aos compartimentos inferiores
e as células foram permitidas migrar durante 4 horas a 37°C. As membranas de
policarbonato foram fixadas e coradas com hematoxilina (Accustain; Sigma). Em
alguns grupos, as células foram pré-incubadas com o antagonistas de CCR2,
RS504393 (10 uM) ou de MasR (A779 -0.1-10 pM) ou os inibidores de MEK/ERK
Selumetinib e U0126 (10 e 15 uM, respectivamente) por 60 min. antes dos

experimentos.

Para avaliar o efeitos da Ang-(1-7) sobre a migracdo de neutréfilos, aliquotas
da suspensdo celular contendo 1x10% células/mL foram adicionadas ao
compartimento superior da Camara de Boyden sobre uma membrana com diametro
médio de poro de 3 uM. Em outro experimento os neutréfilos foram primeiro preé-
tratados com Ang-(1-7) (300 nM/mL) durante 1 hora para depois se proceder ao
ensaio de quimiotaxia. Nos compartimentos inferiores da Camara foram adicionados
somente meio de cultura (RPMI) ou meio contendo o agente quimiotatico fMLP (10-
9M). O sistema foi incubado por 1 hora (atmosfera tmida, 37 °C, 5% CO2) e, apds
este periodo, a membrana foi removida para posterior fixacdo e coloragdo com
Pandtico. As contagens de células foram realizadas com uma ampliagdo de 100X.
Os experimentos foram realizadas em triplicatas experimentais e foram repetidos ao

menos 3 vezes.
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4.2. Determinacao da expresséao das quimiocinas CCL2 e CCL5 por ELISA

Os niveis de CCL2 e CCL5 foram dosados nos sobrenadantes congelados,
obtidos a partir da primeira centrifugacdo das células do lavado pleural e tecido
periarticular do joelho, pela utilizagdo de kits de ELISA murino da R&D Systems
(DuoSet). Na realizacdo do ensaio, cada anticorpo de captura foi diluido em PBS 1X
e pipetado na placa de 96 pocos. Na sequéncia, a placa foi vedada e incubada a 4°C
em geladeira por 18-24 horas. Ao término da sensibilizacéo, a placa foi lavada com
solugcdo de PBS-Tween 0,1% e bloqueada por 2 horas com solucéo a 1% de BSA
em PBS 1X, sob agitacdo. Posteriormente, procederam-se novas lavagens com
PBS-Tween 0,1% e paralelamente foi preparada a diluicdo seriada da curva padréo.
Foram pipetados o padrdo, o branco (ambos em duplicata) e as amostras (em
triplicata) na placa que, na sequéncia, foi vedada e incubada, novamente a 4°C em
geladeira por 18-24 horas. Apos outras lavagens, o anticorpo de deteccédo (diluido
em 0,1% de BSA/PBS) foi adicionado a placa e esta foi incubada por 2 horas a
temperatura ambiente. Novamente a placa foi lavada e a deteccéo foi realizada pela
adicéo de estreptavidina conjugada a peroxidase (“HRP-StreptavidinPharmingem” -
1:4000) em cada poco com posterior incubacdo a temperatura ambiente, por 30
minutos, sob agitacdo. A revelacdo ocorreu apd6s novas lavagens e adicdo do
substrato OPD (o-phenylenediaminedihidrocloride) (Sigma). Apds cerca de 20
minutos as reacgdes foram interrompidas com H2SO4 (1M). A leitura foi realizada no
espectrofotometro (Spectra Max 190, Molecular Devices) no comprimento de onda
de 490nm. As coloracdes obtidas pelas reacGes foram diretamente proporcionais as
concentracfes da quimiocina nas amostras analisadas. A absorbancia obtida pela
leitura foi comparada a curva padrdao contendo a concentracdo conhecida da
quimiocina analisada fornecida pelo kit.

4.3. Western Blot para anélise da ativagcdo de ERK1/2 por fosforilacao

4.3.1. Obtencao dos extratos protéicos

Células RAW foram lavadas com PBS 1X e lisadas pela adicdo de 100puL de
solucéo de lise (0,5% p/v de NP-40, 100 mM de Tris/HCI pH 8,0, 10% de glicerol, 0,2
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mM de EDTA, 1 mM de NavO3, 1 mM de DTT, 1 mM de PMSF, 200 mM de NaCl,
25 mM de NaF, leupeptina e aprotinina), e deixadas em banho de gelo por 15
minutos. Posteriormente, o lisado foi centrifugado a 10.000 RPM em microcentrifuga
por 15 minutos a 4°C, sendo o sobrenadante aliquotado e guardado a -20°C até o

momento de uso.

4.3.2. Quantificacdo dos extratos protéicos

Para realizar a dosagem de proteinas totais foi utilizado o kit Bio-Rad Protein
Assay (Bio-RadLaboratories) baseado no método de Bradford. O ensaio foi realizado
em uma microplaca de 96 pogos (NUNC™), e consistiu na adigdo de 2 uL de cada
amostra a 200 pL do corante diluido 5 vezes em agua destilada, em duplicatas.
Paralelamente foi confeccionada uma curva padréo utilizando como solucéo padréo
BSA 1mg/mL. Apds 5 minutos de incubacao, a leitura foi feita em espectrofotémetro
(Spectra Max 190, Molecular Devices) a 595 nm. As absorbancias das amostras
foram comparadas com as absorbancias da curva padrdo, e as concentracoes

calculadas e expressas em mg/mL (ou pg/uL).

4.3.3. Fracionamento eletroforético e transferéncia

Os extratos protéicos totais (30 pg) foram desnaturados, misturando-se a
amostra com tampao LB 5X (10% SDS, 10% B-mercaptoetanol, 40% glicerol, 0.05%
azul de bromofenol, 0.250 M Tris/HCI pH 6,8) e a mistura mantida a 100°C por 5
minutos. Os extratos protéicos foram fracionados em gel de 10% de
poliacrilamida/SDS. Ao final da corrida, foram transferidos para membrana de
nitrocelulose (Hybond™ ECL™, GE Healthcare).

4.3.4. Imunoblot e revelacao

As membranas foram bloqueadas com PBS-Tween 0,1% contendo 5% de

leite em pd desnatado por uma hora. Em seguida, elas foram lavadas com PBS-
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Tween, e incubadas com o anticorpo de interesse a 4°C overnight. Ap0s nova
lavagem com PBS/Tween e incubacao durante 1 hora a temperatura ambiente com
0 respectivo anticorpo secundario ligado a peroxidase, as membranas foram
incubadas em solugéo reveladora ECL™ (GE Healthcare) e expostas contra filme de
raio X (Hyperfilm ECL™, GE Healthcare). O filme foi revelado utilizando-se revelador
e fixador (Kodak), conforme indicacdes do fabricante. Os anticorpos utilizados foram:
anti-P-Erk1/2 1:1000 (CellSignaling Technology) e anti-B-actina 1:10000 (Sigma-
Aldrich) e anticorpos secundarios conjugados com peroxidase - anti-rabbit 1:3000 e
anti-mouse 1:3000 (Santa Cruz Biotechnology). As andlises densitométricas foram

realizadas utilizando-se o programa Image J.

4.4 Animais

Este estudo foi previamente aprovado pelo Comité de FEtica em
Experimentacdo Animal (Protocolo CEUA 295/2018) e pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de Minas Gerais (Protocolo
COEP: 0319.0.203.000-11). Foram utilizados camundongos BALB/c machos, entre
8-10 semanas de idade provenientes do Biotério Central da UFMG. Os animais
knockout para o receptor Mas foram cedidos em colaboracdo pelo professor Dr.
Robson Santos (Departamento de Fisiologia e Biofisica, Instituto de Ciéncias
Biologicas - UFMG). Os animais foram mantidos em condi¢cdes padronizadas de
luminosidade, temperatura e umidade (12:12h claro-escuro, 22 + 1°C, 50-60%)

tendo livre acesso (ad libitum) a agua e racao.

4.5. Migracédo de leucocitos na cavidade pleural induzida por Ang-(1-7)

Os camundongos receberam uma administracdo intrapleural (i.pl.) de Ang-(1-
7) (100 ng/cavidade) ou PBS. Células da cavidade pleural foram colhidas em
diferentes momentos apos a injecdo de Ang-(1-7) lavando-se a cavidade com 1 ml
de PBS/BSA/EDTA. Em alguns exprimentos foram utilizados inibidores de CCR2
(RS504393- 2mg/kg) (conforme Carmo et al., 2014) ou do receptor Mas (A779 — 200

ng/cavidade) (conforme Barrosso et al., 2017) sendo as drogas injetadas 1h antes
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da injecao de Angio-(1-7). A contagem total de células foi realizada em uma camara
de Neubauer modificada usando a coloracdo de Turk. As contagens diferenciais de
leucécitos foram realizadas em laminas preparadas em citospin (Shandon IlI)
coradas com May-Grinwald-Giemsa e utilizando-se critérios morfolégicos padrao
para identificar tipos celulares. Os resultados sdo apresentados como 0 numero de

células por cavidade.

4.6. Analise do perfil fenotipico dos leucocitos recrutados para a pleura apos a
injecdo de Ang-(1-7) por citometria de fluxo

O perifil fenotipico dos leucdcitos recrutados para a pleura apés a injecao de Ang-(1-
7) foi avaliado por citometria de fluxo. Para isso, células presentes na cavidade
pleural foram coletadas 48 h ap6s o desafio com Ang-(1-7) ou PBS, contadas,
plagueadas e marcadas com anticorpos fluorescentes contra F4/80 (PEcy7,
eBioscience), Ly6C (APCCy7, eBioscience), Ly6G (APC, eBioscience), CD3 (BVv421,
eBioscience). Células marcadas foram adquiridas no equipamento BD FACSCanto Il
(BD Bioscience) e analisadas através do Software FlowJo (Tree Star). Como
estratégia para caracterizacdo dos leucécitos, foram considerados macréfagos,
células F4/80 positivas, neutrofilos, Ly6G positivas, mondcitos, Ly6C positivas, F4/80
negativas, e linficitos, CD3 positivas.

4.7. Modelo murino de pleurisia induzida por LPS

Camundongos foram desafiados com LPS (E. coli sorotipo O:111:B4 — Sigma-
Aldrich) (500ng/cavidade) ou solugéo salina (NaCl 0,9%). Posteriormente, as células
foram recuperadas da cavidade pleural, lavando-se esta cavidade 2 vezes com 1 mL
de PBS contendo EDTA (1 mM).

4.8. Contagem total e diferencial de células

Células da cavidade pleural foram centrifugadas a 1.200 R.P.M., por 5

minutos, a 4°C em centrifuga (ThermoScientific) e o sedimento celular ressuspenso
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em 200uL de BSA 3% (p/v) diluido em PBS 1X. Uma aliquota das células foi diluida
10 vezes na solucédo de lise de hemacias (Solucéo de Turk - Imbralab) e, utilizando-
se uma camara de Neubauer, foi realizada a contagem total de células. A partir
dessa contagem, as células foram cito-centrifugadas a 450 R.P.M., por 5 minutos,
com as células ressuspensas em 100uL de BSA, de forma que cada lamina
contivesse aproximadamente 100 mil células. Apds a secagem das laminas, essas
foram coradas com o método de May-Grinwald-Giemsa utilizando o kit Panético
Rapido (LB Laborclin), para a realizacdo da contagem diferencial de células no
microscopio 6tico (no aumento de 100 vezes). As células foram diferenciadas em
mononucleares (macréfagos e linfécitos), neutréfilos e eosindfilos, por meio de trés

contagens em campos aleatdrios totalizando cem células a cada contagem.

4.9. Analises estatisticas

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente por andlise de variancia
(Oneway ANOVA), seguida do teste Newman-Keuls, e as diferencas foram
consideradas estatisticamente significativas se P<0.05. Os resultados sao
apresentados como média + EPM (Erro Padrdo da Média). As andlises estatisticas e

os graficos foram elaborados utilizando-se o Software GraphPadPrism 6.0.
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5. RESULTADOS

5.1 - Ang-(1-7) induz quimiotaxia de mondcitos humanos e macrofagos
murinos dependente do receptor Mas

Experimentos com culturas de células RAW 264.7 submetidas ao ensaio de
guimiotaxia, utilizando-se diferentes concentracdes de Ang-(1-7) (30, 100 e 300 nM),
demonstraram que este peptideo foi capaz de induzir maior migracéo celular quando
comparada as células ndo tratadas. Também foi evidenciado que a migracdo é
concentracdo-dependente, uma vez que, quanto maior a concentracdo de Ang-(1-7)
maior o numero de células que migraram (Figura 5A), sendo que as concentracfes
de 100 e 300 nM apresentaram atividade quimiotatica semelhante a quimiocina
CCL2, usada como padrédo para o teste.

Como ja descrito na literatura, a Ang-(1-7) exerce seus efeitos por meio do
receptor Mas, o qual é acoplado a proteina G (Santos et al. 2003). Dessa forma,
buscou-se avaliar se este receptor estaria envolvido na migracdo celular induzida
pela Ang-(1-7). Para tal, foi realizado o pré-tratamento das células com diferentes
concentragbes do antagonista do receptor Mas, denominado A779 (0,1 — 10 puM).
Tais experimentos demonstraram que o A779 foi capaz de abolir a migracao
induzida pela Ang-(1-7) em culturas de células RAW 264.7, evidenciando a
participacdo deste receptor na migracdo celular induzida por Ang-(1-7). Tal efeito
nao se mostrou concentracdo dependente, uma vez que mesmo concentracdes
muito baixas do inibidor foram efetivas em inibir o efeito de migracdo induzido por
Ang-(1-7) (Figura 5B).

Sabendo que a Ang-(1-7) foi capaz de induzir quimiotaxia em macrofagos
murinos, quisemos investigar se 0 mesmo seria valido para monécitos humanos. De
forma interessante, Ang-(1-7) também foi capaz de induzir a migracéo in vitro de
monocitos humanos (Figura 5C). Em todos os experimentos, Ang-(1-7) apresentou
poténcia quimioatrativa semelhante a quimiocina MCP-1/CCL2, utilizada como

padréo.
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Figura 4: Ang-(1-7) induz a migracdo de células mononucleares. As células RAW 264.7 foram
incubadas durante 4h e permitidas migrar através de membranas de policarbonato usando Ang-(1-7)
como quimioatraente em diferentes concentragdes (30 — 300 nM/pogo) (A). O mesmo tipo de ensaio
foi conduzido utilizando monécitos humanos (C). A quimiocina CCL2 (100ng) foi utilizada como
controle positivo. Em (B), efeito do pré-tratamento das células com diferentes concentragfes do
antagonista do receptor Mas, A779. Em B e C utilizou-se 100 nM de Ang-(1-7) como
quimioatraente.** p<0,01 *** p<0,001 quando comparado ao grupo controle. Os resultados sdo
expressos como o0 nimero de células que migraram e sdo apresentados como média + EPM de, pelo
menos, cinco campos aleatorios.

5.2 - Ang-(1-7) ndo induz quimiotaxia de neutréfilos humanos

A resolucdo da inflamacdo requer o término da resposta inflamatoria
principalmente pela diminuicdo do recrutamento de granulécitos, mudanca na
producdo de mediadores pro-inflamatorios para pro-resolutivos, desligamento de
vias de sinalizagdo associadas a sobrevivéncia de leucécitos, ativagcdo de vias
associadas a apoptose e recrutamento nado flogistico de macréfagos, seguido de

reprogramacao dessas células para fenoétipos pro-resolutivos (Sousa et al. 2013).
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Os resultados dos experimentos realizados em macrofagos murinos (RAW 264.7) e
monaocitos humanos mostram que a Ang-(1-7) € capaz de induzir a quimiotaxia
dessas células (Figura 5). Paralelamente, foram realizados ensaios de quimiotaxia
com neutrofilos humanos. Tais ensaios foram conduzidos de duas maneiras:
primeiramente, a Ang-(1-7) foi utilizada como quimioatraente na parte de baixo da
Camara de Boyden (Figura 6A). Podemos observar que a Ang-(1-7) néo foi capaz
de induzir migracdo dessas células, uma vez que o numero de células que migraram
foram semelhante ao nimero de células que migraram sem presenca de estimulo
quimiotatico na parte inferior da camara. Por outro lado, o agente quimiotatico
padrdo utilizado aqui - fMLP (10° M) induziu a gquimiotaxia de neutréfilos como
esperado (Figura 6A). Em seguida, nos perguntamos se a incubacdo prévia de
neutréfilos com Ang-(1-7) poderia inibir a migragdo/quimiotaxia destas células em
direcdo ao agente quimiotatico padrdo (fMLP). Assim, neutréfilos humanos foram
pré-incubados durante 1h com Ang-(1-7) e em seguida permitidos migrar através de
membranas de policarbonato. (Figura 6B). De forma interessante, Ang-(1-7) foi
capaz de dimuir a migracdo espontanea (em diregcdo ao meio controle) e induzida
por fMLP, apontando para um efeito deste peptideo na modulacdo de
estruturas/proteinas de neutréfilos envolvidas com a migracdo destas células. Em
conjunto, os dados apresentados até 0 momento apontam para uma acao seletiva
de Ang-(1-7) na indugdo da migragdo de mondcitos/macréfagos e, por outro lado, na
inibicdo da quimiotaxia de neutréfilos em presenca de estimulo flogistico como o
fMLP.



42

Neutrofilos humanos

A B
250- 30- p<0,05
p<0,001 sk
Fhk -l_
8 200 - 8
= =
O E O £ 20 -
50 5@
2 51507 g g p<0,01
(o] ()] s
S E S E T T
g5 g5
2 909 T Z i
0 Ctl Ang fMLP 0 - Ang - Ang
RPMI fMLP

Figura 5: Efeito da Ang-(1-7) na quimiotaxia de neutrofilos humanos. Neutréfilos humanos foram
isolados a partir de sangue periférico humano e em seguida permitidos migrar em membranas de
policarbonato (tamanho do poro igual a 3um) durante 1 h, utilizando como quimioatraentes Ang-(1-7)
(300 nM/poco) e fMLP (10-°M/pogo). RPMI foi usado como controle negativo (A). Em (B) os neutréfilos
foram pré-tratados por 1 hora com Ang-(1-7) (300 nM) e depois permitidos migrar em membranas de
policarbonato. fMLP e RPMI foram utilizados como controle positivo e negativo, respectivamente. Os
resultados sdo expressos como o nimero de células que migraram e sdo apresentados como média
+ EPM de, pelo menos, cinco campos aleatérios.**p<0,01 quando comparado ao grupo controle.

5.3 - Ang-(1-7) induz quimiotaxia de macréfagos dependente de CCR2

A quimiocina MCP-1/CCL2 atua principalmente no receptor CCR2 e € um
importante quimioatraente de células mononucleares. Com o intuito de se avaliar a
participacdo desta quimiocina na migracdo de macréfagos induzida pela Ang-(1-7),
foram conduzidos experimentos com células RAW 264.7, realizando-se o pré-
tratamento com o antagonista do receptor CCR2, denominado RS504393. Apés 1h,
as células foram incubadas durante 4h a 37°C e permitidas migrar através de
membranas de policarbonato em dire¢cdo a um gradiente quimiotatico constituido de
Ang-(1-7) (100 nM) ou da quimiocina MCP-1/CCL2 (100 ng/mL — controle positivo)
(Figura 7A). Observou-se que o antagonismo de CCR2 com RS504393 inibiu a
migracdo induzida pela Ang-(1-7). O mesmo tipo de ensaio foi conduzido com
BMDMs obtidos de camundongos deficientes ou ndo para o gene que codifica CCR2
(CCR27) (Figura 7B). Verificou-se que o numero de macréfagos CCR27 que
migraram foi menor quando comparado ao grupo WT (wild-type). Além de CCL2,
CCL3 (outra quimiocina que se liga a CCR2) também foi utilizado como

quimioatraente, porém nenhuma dessas quimiocinas foi capaz de induzir migracao
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nas células provenientes de animais deficientes para o receptor CCR2. Ambos 0s
resultados sugerem que o eixo CCL2/CCR2 possui um papel importante na

migracao de células mononucleares induzida por Ang-(1-7).
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Figura 6: Efeito do receptor CCR2 na migracdo de macrdéfagos murinos induzida por Ang-(1-7).
Células RAW 264.7 foram pré-tratadas durante 1h com o antagonista seletivo de CCR2 (RS504393 —
10uM) e depois foi realizado o ensaio de quimiotaxia, em que as células foram permitidas migrar em
membranas de policarbonato durante 4h, usando Ang-(1-7) como quimioatraente (100 nM/poc¢o) (A).
Em (B), BMDMs isolados de medula 6ssea de camundongos WT e deficientes para o receptor CCR2,
foram permitidos a migrar em membranas de policarbonato sob diferentes estimulos quimiotaticos
como CCL2 (100 ng/mL), CCL3 (100 ng/mL) e Ang-(1-7) (100 nM/po¢o).Os resultados sdo expressos
como o nimero de células que migraram e sédo apresentados como média + EPM de, pelo menos,
cinco campos aleat6rios. ***p<0,001 quando comparado ao grupo controle.

5.4 - Ang-(1-7) induz migracdo de macréfagos de forma dependente da via
MEK/ERK

Ja4 € bem estabelecida na literatura a participacdo da via MEK/ERK na
migracédo celular (Carmo et al., 2014; Sepe et al., 2013). Assim, buscou-se avaliar se
esta via também estaria envolvida na migracdo celular induzida pela Ang-(1-7).
Inicialmente, avaliou-se se Ang-(1-7) induziria a ativagdo de ERK1/2 (a cinase
downstream de MEK). Para tal, foi realizada uma cinética de tratamento com Ang-(1-
7) na concentracdo de 100ng/mL e os experimentos revelaram que este peptideo
induz a ativacdo de ERK1/2 (avaliado por meio de deteccdo da proteina fosforilada)
(Figuras 8A e B).

De forma interessante, também mostramos a capacidade de Ang-(1-7) de

induzir a ativacdo de duas cinases de adeséao focal Fak e Paxilina (Figura 8A), que
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sao envolvidas no processo de migracdo celular e tem sua expressdo dependente
da via MEK/ERK (Teranishi et al., 2009). Posteriormente, foi realizado o pré-
tratamento das células com dois diferentes inibidores de MEK/ERK, denominados
Selumetinibe (10 uM) e U0126 (15uM). Tais experimentos demonstraram que ambos
os inibidores foram capazes de abolir a migracdo de RAW induzida por Ang-(1-7),
evidenciando o envolvimento da via MEK/ERK na migracdo celular induzida pela

Ang-(1-7) (Figuras 8C, D e E).
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Figura 7: Efeito do pré-tratamento com os inibidores de MEK/ERK, Selumetinibe e U0126, na
migragcao de macrdfagos induzida por Ang-(1-7). Células Raw 264.7 foram tratadas por diferentes
tempos com Ang-(1-7) (100 nM/pogo) ou PBS 4h. Os extratos celulares foram obtidos e submetidos a
andlise de Western Blot para deteccéo de proteinas envolvidas na migracgédo celular: P-ERK1/2, P-Fak
e P-Paxilina (A). Em outro experimento, as células foram pré-tratadas durante 1h com 10 uM de Sel e
15 uM de U0126 e posteriormente foram permitidas migrar através de membranas de policarbonato
usando Ang-(1-7) como quimioatraente (100 nM/poco) (C). Os resultados sdo expressos como o
namero de células que migraram e sao apresentados como média + EPM de, pelo menos, cinco
campos aleatérios. Em D, as células foram pré-tratadas com os inibidores de MEK/ERK e
posteriormente incubadas com Ang-(1-7) (100nM) por 4 horas e analisadas quanto a P-ERK1/2.
Andlise por densitometria utilizando o Software ImageJ (B e E). Para controle da quantidade de
proteina aplicada nas diferentes canaletas, as membranas foram incubadas com anti--actina. *p<0,5
*** n<0,001 quando comparado ao grupo controle.
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5.5 - Ang-(1-7) induz a migracao de leucécitos in vivo

Para avaliar a habilidade da Ang-(1-7) de induzir migracéo de leucdcitos, bem
como, para avaliar a cinética do influxo leucocitario in vivo, Ang-(1-7) (100
ng/cavidade) foi injetado em duas diferentes cavidades: no joelho e na pleura de
camundongos. O desafio com Ang-(1-7) foi capaz de promover o influxo celular para
ambas as cavidades, com aumento significativo do niumero de células no tempo de
24h na cavidade articular (Figura 9A) e 48 h na cavidade pleural (Figura 9C).
Observando-se as contagens de mononucleares e comparando-as aos perfis das
contagens totais, pode-se inferir que a migragdo induzida pela Ang-(1-7) foi
praticamente exclusiva de mononucleares, ndo havendo, portanto, recrutamento de

neutrofilos para as cavidades nos tempos analisados.

Devido a importancia das quimiocinas CCL2 e CCL5 para a migracdo de
células mononucleraes, os niveis destas foram mensurados nos lavados obtidos da
pleura e cavidade articular dos animais ap6s a injecdo de Ang-(1-7). Pode-se
observar que a Ang-(1-7) foi capaz de induzir a elevacdo dos niveis de CCL2 em
ambas as cavidades, com pico de 8h na cavidade articular e de 48h na cavidade
pleural (Figuras 9B e D). Nao houve alteracdo dos niveis de CCL5 em ambas as
cavidades (dado ndo apresentado).

Dado que a injecdo de Ang-(1-7) na cavidade articular ndo oferece um
namero suficiente de células para a investigacdo dos mecanismos subjacentes a
migracdo de células mononucleares, demos prosseguimento as analises de
mecanismos utilizando o modelo de inje¢cdo na cavidade pleural. Nesta cavidade o
ndamero de células recuperadas € bem maior, tornando viaveis as analises por
western blot e por citometria de fluxo. Assim, as células recuperadas do ensaio
mostrado na Figura 9C foram analisadas quanto a cinética de ativacdo e ERK1/2 e
observou-se aumento de fosforilagdo desta proteina, temporalmente associado ao

aumento do numero de mononucleares na cavidade pleural (Figuras 9E).
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Figura 8: Cinética do recrutamento de leucécitos in vivo apds injecdo de Ang-(1-7).
Camundongos Balb/c foram desafiados com uma inje¢éo intra-articular (A-B) ou intrapleural (i.pl.) (C-
F) de Ang-(1-7) (100 ng/cavidade) ou PBS (veiculo). As células que migraram para as respectivas
cavidades foram coletadas em diferentes tempos ap0s a injecdo e processadas para contagem total e
diferencial de leucdcitos (A e C). Os sobrenadantes obtidos foram utilizados para analises dos niveis
de CCL2 por ELISA (B e D). As células do exsudato foram lisadas e os niveis de P-ERK1/2 foram
avaliadas por Western Blot (E). Em (F) analise densitométrica utilizando o Software ImageJ. Os
resultados sdo apresentados como média + EPM. *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001 quando comparado
aos camundongos injetados com PBS (controle).
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5.6 - Perfil fenotipico dos leucécitos que migraram para a pleura apés o desafio
com Ang-(1-7)

Com o objetivo de elucidar de forma mais contundente o perfil dos leucocitos
recrutados apés 48h do desafio com Ang-(1-7), foram realizados experimentos de
citometria de fluxo utlizando-se o0s marcadores F4/80, que caracterizam
mondcitos/macrofagos, Ly6G que caracterizam neutrofilos, além das marcagbes
para a populacdo de mondcitos (Ly6C) e linfocitos (CD3). Na figura 10A séo
apresentados as estratégias de gates para as diferentes populacdes celulares.
Nestas analises houve um aumento estatisticamente significativo na porcentagem de
monaocitos (células Ly6C*/F4/80°) apos injecdo de Ang-(1-7), quando comparados ao
veiculo (PBS) (Figura 10B). Nao houve aumento significativo das demais

populacdes celulares apoés a injecdo de Ang-(1-7).
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Figura 9: Perfil fenotipico dos leucécitos encontrados na pleura de animais desafiados com
Ang-(1-7). Camundongos Balb/c foram desafiados pela via intrapleural com uma injecdo de Ang-(1-7)
(100 ng/mL) ou PBS (veiculo). As células que migraram para a cavidade foram coletadas apos 48h e
processadas para analise do perfil celular por citometria de fluxo. Estratégia de gate utilizada na
citometria (A) e perfil de expressdo dos marcadores expressos por leucdcitos recrutados para a
pleura apds o desafio com Ang-(1-7) (B). Os resultados foram expressos em nimero de células por
cavidade e mostrados como média + EPM de oito animais por grupo. *p<0,05 quando comparados
com os camundongos desafiados com PBS (veiculo).
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5.7 - Os receptores CCR2 e Mas estdo envolvidos na migracdo de células
mononucleares in vivo

A partir dos resultados anteriormente obtidos, nos quais a Ang-(1-7)
promoveu aumento nos niveis de CCL2 e sabendo que esta quimiocina € um
importante quimioatraente para mondcitos e linfocitos, atuando principalmente no
receptor CCR2 (Kuziel et al., 1997), foram realizados experimentos in vivo, em que
camundongos BALB/c receberam uma injecdo intrapleural com o antagonista do
receptor CCR2, RS504393 (60ug/cavidade), 1h antes da injecao de Ang-(1-7) (100
ng/cavidade). A participagdo do receptor Mas na migragdo de células
mononucleares também foi avaliada utilizando o antagonista A779 na dose de 200

ng/cavidade 1h antes da administracdo de Ang-(1-7).

Em consonancia com os dados obtidos in vitro, apresentados nas figuras 5B
e 7A, observou-se que os antagonistas de CCR2 e do receptor Mas inibiram a
migragao induzida pela Ang-(1-7) (Figura 11), sugerindo que o eixo CCL2/CCR2 e o
receptor Mas possuem um papel importante na migracdo de células mononucleares

in vivo induzidas por este peptideo.
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Figura 10: Efeito dos antagonistas de CCR2, RS504393, e do receptor Mas, A779, na migracgao
induzida por Ang-(1-7). Camundongos Balb/c foram pré-tratados com RS504393 (60 ug/cavidade,
s.c.) ou A779 (200 ng/cavidade, i.pl.) por 1h com posterior desafio com Ang-(1-7) (100 ng/cavidade,
i.pl.). Apos 48h as células que migraram para a cavidade foram coletadas e processadas para
contagem de leucécitos. Os resultados das contagens foram expressos em nimero de células
mononucleares por cavidade e mostrados como média + EPM de 5 animais por grupo. **P<0,01
quando comparado ao grupo controle. #P<0,05 e ###P<0,001 quando comparado aos animais
tratados com Ang-(1-7).
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5.8 - A via MEK/ERK esta envolvida na migracao celular in vivo induzida pela
Ang-(1-7).

Uma vez que a via MEK/ERK mostrou-se importante para a migracao de
macréfagos induzida por Ang-(1-7) (Figura 8), que ERK1/2 foi ativada em
concomitancia com o influxo de células mononucleares para a pleura de
camundongos apo6s Ang-(1-7) (Figura 9E-F) e ainda, por conhecermos a importancia
desta via para migracdo de macréfagos murinos (Carmo et al., 2014), nosso proximo
objetivo foi avaliar a importancia de tal via na migracéo in vivo, induzida pela Ang-(1-
7). Para tanto, os animais foram pré-tratados com o inibidor de MEK/ERK, U0126
(60ug/cavidade) antes da injecdo de Ang-(1-7). Pode-se observar um aumento do
influxo de células mononucleares induzido pelo tratamento com Ang-(1-7) e a

inibicdo desse influxo no grupo pré-tratado com o U0126, (Figura 12).
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Figura 11: Efeito do tratamento com o inibidor de MEK/ERK, U0126, na migracdo de células
mononucleares induzida por Ang-(1-7) in vivo. Camundongos BALB/c foram pré-tratados, pela
injecdo de U0126 (60ug/cavidade) por 1h. Posteriormente foram desafiados pela inje¢do de Ang-(1-7)
(100 ng/cavidade), via intrapleural. As células que migraram para a cavidade pleural foram coletadas
apos 48h e processadas para contagem de leucécitos. Os resultados das contagens foram expressos
em numero de células mononucleares por cavidade e mostrados como média + EPM. *P< 0,05 ***P<
0,001, quando comparados com os camundongos injetados com PBS.
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5.9 - Efeito do tratamento com antagonista do receptor Mas (A779) na
resolucéo da pleurisia induzida por LPS

A relevancia funcional da Ang-(1-7) endogena foi avaliada utilizando-se o
modelo de pleurisia induzida por LPS. Neste modelo, a inje¢&o intrapleural de LPS
promove recrutamento de neutréfilos para a pleura com pico entre 8-12h, decaindo
nos tempos de 48 em diante. Este € um modelo experimental de inflamacao aguda,
cuja resolucéo acontece de forma espontanea no tempo de 48h (Sousa et al., 2010;
Vago et al., 2012; Vago et al., 2016). Assim, empregando-se uma estratégia para
bloguear a acdo da Ang-(1-7) endbégena, durante o pico da inflamacdo, com o
antagonista seletivo do receptor Mas, A779, pode-se observar um impedimento da
resolucdo espontanea que acontece no tempo de 48h neste modelo inflamatério
(Figura 13), sugerindo que a Ang-(1-7) produzida endogenamente faz parte de um
programa pro-resolutivo fisioldgico.
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Figura 12: Efeito do tratamento com o antagonista do receptor Mas, A779, na resolucdo da
inflamacdo aguda natural. Camundongos foram injetados com LPS (500ng/cavidade, i.pl.) ou PBS,
sendo que os animais injetados com LPS foram tratados ou ndo com A779 (100pL, i.p., duas
administracdes em intervalos de 12h). As células foram coletadas da cavidade pleural nos tempos
indicados apds desafio com LPS e processadas para contagem de neutrofilos. Resultados sdo
expressos como numero de neutrofilos por cavidade ou e sdo mostrados como média + EPM de pelo
menos cinco animais em cada grupo. **p<0.01 quando comparado com o grupo de animais injetados
com LPS 48h.
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5.10 - A delecdo genética do receptor Mas (Mas™) resulta em diminuicdo do
recrutamento de células mononucleares no modelo de pleurisia

A relevancia de Angio-(1-7) no modelo de pleurisia induzida por LPS também
foi avaliada em camundongos deficientes para o receptor Mas (Mas”). Para tal,
comparamos a cinética da inflamacao na pleura entre animais WT e Knockout para
MasR. Neste modelo, a resolucdo espontanea (visto pela queda do numero de
neutrofilos) que acontece em animais WT no tempo de 48h é acompanhada por
aumento de células mononucleares, sendo este evento considerado uma marca de
resolucdo (Vago et al, 2012; Vago et al, 2015). Como esperado, em camundongos
WT, o numero de células mononucleares recrutadas para a cavidade pleural em
resposta a injecdo de LPS aumentou no tempo de 48h. Em contraste, o numero de
células mononucleares recrutadas foi significativamente menor nos animais Mas”
(Figura 13A). De forma contraria ao encontrado com a intervencgédo farmacolégica do
receptor com A779 (Figura 12), a deficiéncia em Mas néo resultou em alteracdo no
namero de neutrofilos recrutados para a cavidade pleural em ambos os animais,

como mostrado na Figura 13B.
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Figura 13: Cinética de influxo de leucécitos em camundongos WT e Mas™ apds injecdo de LPS.
Camundongos WT e Mas” foram injetados com LPS (500 ng/i.pl.) e as células recrutadas para a
cavidade foram recolhidas nos tempos 0, 8 e 48h apos o desafio. As células foram citocentrifugadas e
processadas para contagem diferencial. Resultado do nimero de células mononucleares (A) e de
neutrdéfilos (B). Os resultados sdo apresentados como média + EPM de pelo menos cinco animais em
cada grupo. #P<0,05 quando comparado aos camundongos WT injetados com LPS.
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6. DISCUSSAO

As diferentes fases da inflamacdo s&o finamente reguladas por mediadores que
promovem alteracdes nas células imunoldgicas, endoteliais e teciduais resultando
nos eventos caracteristicos da resposta inflamatéria e nos “sinais cardinais da
inflamacédo e da resolugdo” (Medzhitov, 2010). Dessa forma, enquanto o0s
mediadores pro-inflamatoérios promovem o recrutamento de leucdcitos para o tecido
inflamado com o propdsito fisiologico de eliminar o agente indutor da inflamacéo, por
outro lado, mediadores da resolu¢do induzem eventos que levam ao término da
inflamacdo e ao retorno da homeostase tecidual. Nesse contexto, o estudo dos
mecanismos da resolucdo da resposta inflamatoria e das interacdes existentes entre
a inflamacao e os diferentes sistemas bioldgicos, tem levado a constante descoberta
de novos mediadores pro-resolutivos (Headland & Norling, 2015). Um melhor
entendimento do processo resolutivo da inflamacdo norteia a busca por futuras
estratégias terapéuticas para doencas inflamatorias e fornecem fundamento teérico
para o que hoje é descrito como “farmacologia da resolugdo”. Assim, enquanto
atualmente a farmacoterapia da inflamacédo se baseia em contrapor os eventos da
fase produtiva do processo inflamatdrio, a “farmacologia da resolucao” propde a
inducdo ou agonismo de vias resolutivas com consequente término da inflamacéo e

retorno & homeostase (Perretti et al., 2015).

A migracéao leucocitaria da microcirculacéo para o tecido é um evento essencial para
a resposta imune, caracterizada, principalmente na sua fase produtiva e inata, pela
acdo de leucdcitos polimorfonucleares, mas também pela atuacdo de macrofagos de
perfil pré-inflamatorio, de forma a fornecer funcdes efetoras contra agentes nocivos
ao organismo (Petri et al., 2008). Porém, a atuacdo de células mononucleares,
especialmente macrofagos de perfis anti-inflamatérios e pro-resolutivos conduz ao
processo de resolucdo da inflamacéo (Sousa et al., 2013b; Sugimoto et al., 2017).
Dessa forma, € importante estudar os mecanismos e agentes responsaveis pelo

recrutamento de células imunes.

Outras moléculas com propriedades pro-resolutivas ja foram estudadas pelo nosso

grupo de pesquisa, como, por exemplo, a plasmina (Carmo et al., 2014; Sugimoto et
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al., 2017) e Anexina Al (Vago et al., 2012; Vago et al., 2016; Galvao et al., 2017;
Lima et al., 2017; Perucci et al.,, 2017). Além dessas proteinas citadas acima,
publicacdes recentes do nosso grupo de pesquisa mostraram duas propriedades
pro-resolutivas inéditas para o peptideo Ang-(1-7) — a inducdo da apoptose de
neutrofilos e eosindfilos, seguida da remocao por eferocitose (Barroso et al, 2017,
Magalhdes et al., 2017). Dessa forma, na busca de um melhor entendimento das
propriedades pro-resolutivas deste peptideo, no presente estudo, buscamos
investigar os efeitos da Ang-(1-7) em outros eventos celulares importantes para o
processo de resolucdo. Assim, foram realizados ensaios utilizando experimentacao
in vitro e in vivo, visando esclarecer os efeitos exercidos pela Ang-(1-7) sobre a
migracdo de mondcitos/macréfagos in vitro, bem como para a cavidade pleural e

intra-articular de camundongos, e 0s mecanismos subjacentes a esse processo.

A Ang-(1-7) € um heptapeptideo que se liga ao receptor Mas (receptor acoplado a
proteina G) para exercer suas agdes bioldgicas. Ao longo das ultimas décadas foram
demonstradas diversas evidéncias de que este peptideo apresenta efeitos opostos
agueles verificados pela Ang IlI, sob condi¢cdes fisiopatoldgicas, tais como:
vasoconstricdo, hipertrofia celular, fibrose, formacdo de radicais de superoéxido,
ativacdo do sistema nervoso simpatico, secrecao de endotelina e aldosterona (Carey
& Siragy, 2003; Grobe, 2006; Iwata et al., 2011; Mercure et al., 2008; Rodrigues-
Ferreira et al., 2010; Santiago et al., 2010). Tais efeitos podem ser bloqueados pela
ligacdo de um antagonista especifico, o A779, ao receptor Mas (Ferrario et al.,
1997).

No presente trabalho foi demonstrado, por meio de experimentos com culturas de
células RAW 264.7 e mondcitos humanos submetidos ao ensaio de quimiotaxia, que
a Ang-(1-7) é capaz de induzir migracdo celular deste tipo celular. Além disso, foi
demonstrado também, que esta migracao € concentracdo dependente, uma vez que,
guanto maior a concentracéo de Ang-(1-7) maior o numero de células que migraram.
Com o intuito de avaliar se o receptor Mas também estaria envolvido na migragéo
celular induzida pela Ang-(1-7), foram feitos experimentos utilizando o pré-
tratamento com diferentes concentracdes do antagonista do receptor Mas, o A779.
Tais experimentos demonstraram que o A779 foi capaz de abolir a migracao

induzida pela Ang-(1-7) em culturas de células RAW 264.7, mesmo em baixas



54

concentracdes, evidenciando a participacdo do receptor Mas na migracdo celular.
De forma interessante, os dados obtidos in vitro foram confirmados in vivo, apés a
injecdo de Ang-(1-7) nas cavidades articular e pleural, sendo também confirmado a
participacéo do receptor Mas neste contexto in vivo.

Sabendo que a Ang-(1-7) é capaz de induzir quimiotaxia de macrofagos murinos e
mondcitos humanos, nos perguntamos qual seria o efeito nos neutréfilos dado o
conhecido papel pro-inflamatério do recrutamento deste tipo celular. Assim,
neutroéfilos isolados do sangue periférico de doadores saudaveis foram submetidos
ao ensaio de quimiotaxia de dois modos diferentes: sem pré-tratamento e apés 1h
de tratamento com Ang-(1-7). Foram utilizadas na parte inferior da camara de
Boyden a Ang-(1-7) e o fMLP, conhecido quimiotrante para neutréfilos. De forma
contraria ao seu efeito nos mondcitos/macréfagos, Ang-(1-7) nao foi capaz de induzir
guimiotaxia de neutréfilos e, ainda de forma importante, foi capaz de inibir a
migracdo tanto espontanea (para meio controle) quanto em direcdo ao fMLP, de
neutrofilos que foram previamente incubados com este peptideo. De fato, em
trabalho recente Santuchi e colaboradores (2019) mostraram que animais injetados
com LPS e tratados com Ang-(1-7) no pico da inflamacdo apresentam numero
reduzido de neutrofilos na cavidade pleural sem reducdo do nimero de macrofagos
(F4/80*/CD11b*). Um efeito também observado por Barroso et al. (2017) no modelo
inflamatério de AIA. Assim, podemos sugerir que Ang-(1-7) age desativando o
neutréfilo, uma vez que a migracdo em direcdo a um ambiente quimiotatico € um
caracteristica de ativacdo neutrofilica, e parece exercer uma acdo seletiva na
inducdo da migracdo de mondcitos/macréfagos. Experimentos, no contexto de pré-
tratamento de macrofagos com Ang-(1-7), anterior a migracdo em direcdo a agentes

flogisticos serdo realizados em breve.

Hammer e colaboradores (2016) mostraram que a deficiéncia do receptor Mas
aumentou a infiltracdo de macrofagos no modelo experimental de encefalomielite
autoimune (EAE), bem como a expressdo de genes pro-inflamatérios no baco e
medula espinhal. Ainda, ensaios de quimiotaxia conduzidos in vitro mostraram que
macrofagos peritoneais provenientes de animais deficientes para o receptor Mas

apresentaram maior taxa de migracao se comparados aos animais WT (Hammer et
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al., 2016). De outra forma, foi demonstrado que a ativacdo do receptor Mas por
AVEQ0991, um analogo sintético de Ang-(1-7), exerce efeitos anti-inflamatorios
significativos em modelos de artrite. Nestes sistemas, a infiltracdo de neutrofilos, os
sinais locais de inflamacdo (dor e edema) e a producdo local de citocinas proé-
inflamatoérias (TNF-a e IL-1B) foram reduzidos, diminuindo o rolamento e a adeséo
dos leucécitos ao endotélio nas articulagdes inflamadas (Da Silveira et al., 2013).
Esses achados sugerem que a ativacao do eixo ACE2/Ang-(1-7)/Mas pode oferecer
novas oportunidades terapéuticas para o tratamento de doencas inflamatorias (Da
Silveira et al., 2013). Um estudo recente de Skiba e colaboradores (2017) mostrou
que o agonista sintético de Ang-(1-7), AVE0991, inibiu a inflamacédo vascular, por
meio da reducdo da expressdo de quimiocinas no tecido adiposo perivascular e de
acOes diretas em mondcitos/macréfagos, inibindo sua ativacéo e polarizacdo em M1.
Por meio de estudos in vivo e in vitro, foi demonstrado que o AVEQ0991 exibiu
propriedades anti-inflamatérias e anti-ateroscleréticas que afetam a diferenciacdo de
monaocitos/macrofagos e o recrutamento destas células para o espaco perivascular

em estagios iniciais da aterosclerose em camundongos ApoE~ (Skiba et al., 2017).

Embora os dados de Hammer et al. (2016) e Skiba et al. (2017) parecam, a
principio, contraditérios com os dados obtidos no presente trabalho, temos que ter
em mente que os dados acima foram obtidos nos modelos experimentais de EAE e
de aterosclerose, os quais constituem-se em modelos de inflamacdo mediada por
macrofagos. Nestes contextos, os macréfagos ou ja estdo em ambiente inflamatério
(in vivo) ou foram estimulados com agentes flogisticos antes dos experimentos de
guimiotaxia. Ainda, nestas experimentacbes a Ang-(1-7) ndo foi utilizada como
guimiotatico e sim em pré-tratamento dos macréfagos antes de migram em direcéo
aos gquimiotaticos. Aqui, estudamos o recrutamento de mondcitos/macrofagos em
condicdes de auséncia e um estimulo inflamatério, quer dizer, condi¢cdes nao
flogisticas, que poderiam ser comparadas aos eventos desencadeados durante a
fase de resolucdo da inflamag&o. Diante do exposto acima, Ang-(1-7), parece agir
nos macréfagos de forma diferencial, inibindo o recrutamento de leucécitos durante
a fase produtiva do processo inflamatério, e promovendo um influxo de
monaocitos/macréfagos em momentos oportunos da resposta. No entanto, modelos

experimentais murinos, em que a migracdo de mondcitos/macrofagos seja
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mandatoria para uma resolucao eficiente, serdo necessarios para validarmos nossa

hipotese.

O receptor CCR2 esta envolvido tanto na egressdo de mondcitos da medula éssea
para a corrente sanguinea (Serbina & Pamer, 2006) quanto na migracdo de células
mononucleares do sangue para os tecidos (Kurihara et al., 1997), por meio da
ligacdo da quimiocina CCL2 a este receptor. A quimiocina CCL2 é responséavel por
regular o recrutamento de mondcitos e ativacdo de subpopulacdes de linfocitos T
(Daly & Rollins, 2003; Franca et al., 2017).

Para avaliar o papel de CCR2 na migragao celular, foram realizados experimentos
com células RAW 264.7 realizando o pré-tratamento de 1h com o antagonista do
receptor CCR2, RS504393. Observou-se que o bloqueio de CCR2 com RS504393
inibiu a migracdo induzida pela Ang-(1-7). O mesmo ensaio foi conduzido com
BMDMs de camundongos deficientes para o gene que codifica CCR2 (CCR27).
Observou-se que o nimero de células provenientes de camundongos CCR27 que
migraram foi menor quando comparado ao grupo WT. Ou seja, ambas as estratégias
de inibicdo do receptor, bloqueio farmacolégico ou deficiéncia genética, sugerem
gue CCL2/CCR2 possui um papel importante na migracao de células mononucleares

induzidas por Ang-(1-7).

O papel dos receptores CCR2 e Mas também foi investigado in vivo. Para isso,
camundongos Balb/c receberam injecdo com o0s antagonistas dos respectivos
receptores, RS504393 e A779 1h antes da injecdo de Ang-(1-7). Apés 48h, foi feito o
lavado pleural e as células que migraram para a cavidade foram contadas. O uso
dos antagonistas aboliu o influxo de células para a pleura dos animais, reforcando
nossa hipotese de que a Ang-(1-7) induz um aumento de CCL2, que se liga ao seu

receptor CCR2, promovendo migragao celular.

Sabe-se que a Ang-(1-7) induz a ativacdo de proteinas cinases ativadas por
mitégenos (MAPKSs) (Cerniello et al., 2017; Costa et al., 2010). As MAPKs medeiam
mecanismos intracelulares que culminam, principalmente, na ativacao de fatores de
transcricdo, no aumento da expressao génica e em respostas troficas (Junttila et al.,

2007). A cascata de ativacdo das MAPKs melhor caracterizada é a via MEK/ERK,
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que transmite sinais advindos da membrana celular para o nldcleo em resposta a
fatores de crescimento e estresse celular. Dessa maneira, estdo associadas a
proliferagdo, apoptose e diferenciacdo celular (Kolch, 2000). Usualmente, a via de
sinalizagdo das MAPKs como as proteinas P38 e JNK medeiam, principalmente, as
acOes em resposta as lesdes e ao estresse, enquanto a ERK1/2 é ativada pela
estimulacdo de fatores de crescimento e agentes mitogénicos (Seger & Krebs,
1995).

Sabendo-se da importancia da via MEK/ERK para migracdo de células
mononucleares induzida por outros peptideos (Arthur & Ley, 2013; Carmo et al.,
2014; Junttila et al., 2007), buscou-se avaliar se esta via também estaria envolvida
na migracdo celular induzida pela Ang-(1-7). Para isso, foram realizados
experimentos utilizando-se dois inibidores de MEK/ERK, o Selumetinibe e o U0126.
Por meio desses experimentos mostrou-se que a ativacdo da via MEK/ERK é
imprescindivel para os efeitos induzidos pela Ang-(1-7), uma vez que um inibidor
especifico de MEK/ERK (U0126) suprimiu a migracao induzida por Ang-(1-7) in vitro

(macréfagos murinos).

Com o objetivo de se avaliar se a migracao induzida pro Ang-(1-7) também ocorria in
vivo, foram realizados experimentos nos quais camundongos BALB/c receberam
injecdo intra-articular e intrapleural de Angio-(1-7). No presente trabalho, foi
demonstrado que o desafio com Ang-(1-7) foi capaz de promover o influxo
preferencial de células mononucleares para as respectivas cavidades. Na pleura,
este influxo foi acompanhado de aumento da fosforilagdo de ERK1/2. Em um
trabalho do nosso grupo de pesquisa, em que se avaliou as propriedades pro-
resolutivas da plasmina, nosso grupo demonstrou que a funcdo do Plasminogénio/
Plasmina na migracao leucocitaria foi seletiva para células mononucleares, sem
induzir migracao de neutrofilos ou linfécitos para a cavidade pleural (Carmo et al.,

2014), da mesma forma que observamos aqui apos a injecdo de Ang-(1-7).

Para identificar as populac¢des celulares que migraram para a cavidade, analisamos
as células recrutadas pela expressdao de marcadores de superficie como CD45,
F4/80, CD3, Ly6C e Ly6G. Nossos resultados mostram que a maioria das células
gue migram em resposta ao estimulo de Ang-(1-7) sdo Ly6C*/F4/80°, marcadores de

monocitos. Nao houve alteracdo no numero de macréfagos recrutados se
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comparado ao grupo controle. Confirmando as contagens pleurais das laminas de
cytospin, a analise de citometria de fluxo mostrou que a injecdo de Ang-(1-7) néao foi
capaz de aumentar a frequéncia de neutréfilos ou linfécitos na cavidade pleural
guando comparada com camundongos injetados com PBS. Embora ndo tenhamos
mostrado aqui, em um ensaio preliminar, em que foi realizada caracterizacao
fenotipica dos macrofagos recrutados apos a injecdo de Ang-(1-7) néao foi observado
modificacdo dos perfis destes macréfagos em relagdo ao grupo PBS. Embora o
dado em questdo ainda necessite ser repetido, 0 mesmo estd em consonancia com
o recente trabalho de Santuchi e colaboradores (2019), o qual mostra que a Ang-(1-
7) per si ndo foi capaz de modificar o perfil de macréfagos MO in vitro. Da mesma
forma, ndo houve modificacdo na expressao de marcadores de macréfagos M2
(como arginase-1 e MRC1) e M1 (iNOS) ap6s o tratamento de BMDMs em cultura
com Ang-(1-7) por um periodo de 24 h. No entanto, BMDMs diferenciados ao perfil
M1 com IFN/LPS e pré-tratados com Ang-(1-7) foram reprogramados para um perfil
anti-inflamatério com aumento de marcadores para M2 e diminuicdo da producéo de
TNF-a (Santuchi et al., 2019).

Dada a participacdo dos macréfagos em varios eventos que acontecem durante o
processo de resolucdo da inflamacgéo (Dalli & Serhan, 2017), quisemos investigar a
importancia da Ang-(1-7) enddégena na resolugdo da resposta inflamatoria
espontanea. Para tal, foi utilizado o modelo murino de pleurisia induzida por LPS
(lipolissacarideo), em que camundongos BALB/c foram injetados com LPS por via
intrapleural. A participacdo de Ang-(1-7) foi avaliada de duas formas: pelo bloqueio
farmacolégico do receptor Mas utilizando o A779, e por meio do uso de
camundongos deficientes para o receptor Mas (Mas™). Os resultados mostram que a
injecdo de LPS induziu um acumulo de neutréfilos na cavidade pleural que foi
maximo no tempo de 12h, diminuindo em 48h. O bloqueio do receptor Mas por A779
reverteu a queda no numero de neutréfilos que ocorre espontaneamente nesse
modelo apos 48h do desafio com LPS (Vago et al., 2012; Vago et al., 2016). De fato,
estudo de Barroso e colaboradores (2017) mostrou que o antagonismo do receptor
Mas com A779 reverteu o efeito pro-resolutivo da Ang-(1-7) administrada
exogenamente. Assim, quando o peptideo foi administrado durante o curso da
inflamacdo no modelo de AIA, promovia a queda do numero de neutréfilos e

aumento da apoptose deste tipo celular, ambos os parametros marcadores de
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resolucao; e o bloqueio de MasR com A779 reverteu estes efeitos pro-resolutivos do
peptideo. Ainda de acordo com a participacdo de Mas na resolucédo da inflamacéo
induzida por LPS, um estudo recente mostrou que a administracdo de Ang-(1-7) no
pico da inflamacao (tempo 8h) promoveu resolugcéo da pleurisia induzida por LPS
por meio da diminuicdo do numero de neutréfilos recrutados para a cavidade
(Santuchi et al., 2019).

Embora o influxo de neutrofilos para a pleura apdés o desafio com LPS tenha sido
igual em animais WT e Mas”, mostramos aqui que animais Mas™ apresentaram
menor numero de células mononucleares no tempo de 48h, sugerindo que nesses
animais ha um comprometimento na migracdo dessas células e possivelmente em
etapas de pos-resolucéo, ou, ainda, impactaria a resolugdo em um outro modelo
inflamatorio, dada a importancia dos monécitos/macréfagos nessa etapa. De forma
semelhante, um estudo recente do nosso grupo demonstrou que animais deficientes
para Plasminogénio e seu receptor de (PIgR), exibiram fenétipo parecido com o

demonstrado aqui (Vago et al., 2019).

De forma contraria, estudos anteriores utilizando modelos inflamatérios em animais
Mas’ mostraram uma exacerbacédo da infamacdo nestes animais em relacdo aos
animais WT. Por exemplo, o estudo de Souza e colaboradores (2015), mostrou altos
niveis de IL-6, CXCL-1 e CXCL-2 em animais Mas”- ap6s inducdo de endotoxemia
por LPS. Esses animais também apresentaram menor resisténcia a endotoxemia,
sendo sua taxa de sobrevivéncia de 50% comparada com 95% de camundongos do
tipo selvagem (Souza et al., 2014). De maneira similar, o estudo de Oliveira-Lima e
colaboradores (2015) mostrou que animais Mas”’ apresentaram exacerbacdo da
inflamacédo sistémica e cerebral induzida por LPS, caracterizada por aumento nos
niveis plasmaticos de CXCL-1, CCL2 e IL-10 24h ap6s o desafio com LPS. No
cérebro, os animais Mas” tiveram um aumento significativo no nimero de leucdcitos
aderentes a microvasculatura cerebral em comparacdo com os camundongos WT,
bem como aumento do nimero de mondcitos e neutréfilos recrutados para a pia-

mater (Oliveira-Lima et al., 2015).

Assim, a utilizacdo de modelos inflamatdrios mais cronicos poderd nos ajudar a

desvendar a participacdo do eixo Ang-(1-7)/MasR no influxo de células
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mononucleares, um evento importante para o processo de resolucdo (McArthur et
al., 2018).
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7. CONCLUSAO

Em concluséo, por meio do presente estudo nés fornecemos evidéncias de que a
Ang-(1-7) € um mediador de migracdo celular, por um mecanismo dependente de
ativacao dos receptores Mas e CCR e da via MEK/ERK1/2. Estudos adicionais serao
necessarios para complementacdo da ordem de acontecimento desses eventos e da
importancia da migracdo de mondcitos/macréfagos induzida por Ang-(1-7) no

processo de Resolugao da inflamacéo.
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8. PERSPECTIVAS

Ao finalizar esta dissertacdo, permanecem ainda alguns questfes que necessitam
ser melhor exploradas afim de que este trabalho possa ser finalizado e submetido
posteriormente a publicacdo em uma revista de impacto cientifico. Destacam-se

abaixo alguns experimentos que poderao ser realizados para atingirmos tal objetivo:

- Verificar se macréfagos de diferentes perfis respondem de maneira
diferenciada frente ao estimulo quimiotatico da Ang-(1-7). Aqui pretendemos pré-
tratar os macrofagos com IFN/LPS (M1) e com IL-4 (M2) por 24h e posteriormente
realizar os experimentos de quimiotaxia, com o intuito de verificar a capacidade

migratoria destes dois fenotipos.

- Estudar a participacdo da Ang-(1-7) em um modelo inflamatério em que o
macréfago seja componente essencial para resolugdo, por exemplo, o modelo de

ferida.

- Realizar experimentos utilizando AVE0991, um agonista sintético seletivo
para o receptor Mas, como quimiotatico para confirmar os dados obtidos com Ang-
(1-7).

- Verificar se Ang-(1-7) possui efeito sinérgico com CCL2 em ensaios de

quimiotaxia com células RAW 264.7.

- Verificar se o pré-tratamento com Ang-(1-7) modifica a capacidade
migratéria de macréfagos em direcdo a um agente flogistico, como, por exemplo,
LPS ou fMLP.

-Avaliar se a deficiéncia em Mas (usando BMDMs de animais Mas”") impacta
a capacidade migratéria de macréfagos em direcdo ao peptideo Ang-(1-7), quando

comparados aos BMDMs obtidos de animais WT.
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