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uPA - Ativador de plasminogénio tipo uroquinase (“Urokinase-type plasminogen
activator”)

uPAR - receptor uPA

VCAM () - moléculas de adesédo em células vasculares ()

VEGF - Fator de crescimento vascular endotelial (Vascular endothelial growth

factor)
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ABSTRACT

Angiogenesis depends on a complex network of cells and mediators. The
activation or blockade of cannabinoid receptors showed to be an interesting
pharmacological strategy to attenuate the angiogenic and/or inflammatory response
in many experimental models. Here we investigated how this strategy may interfere
in inflammatory angiogenesis. Polyester-polyurethane sponges were implanted in
C57BL/6 mice. Animals received daily doses (10 mg/kg, s.c.) of the cannabinoid
antagonists SR141716A (CB;) and SR144528 (CB,), separately, or 3 and 10 mg/Kg
(30 or 100 ug/mice, for the local treatment) (s.c.) of the cannabinoid CB;/CB; agonist
WIN 55212-2, for 7 or 14 days. The implants were then collected for ELISA,
hemoglobin, myeloperoxidase and N-acetylglucosaminidase measurements, used as
indexes for angiogenesis, neutrophil and macrophage accumulation, respectively.
Histological analysis was also conducted. CB; or CB, receptor antagonist treatment
was able to reduce cellular influx to the sponge at 7 and 14 days, with distinctive
pattern for macrophages and neutrophils. The CB;/CB, agonist also reduced cellular
influx. Both treatments affected angiogenesis. These alterations were accompanied
by changes in the levels of TNF-a, VEGF, CXCL1-3/KC, CCL2/JE and RANTES,
depending on the treatment. All changes correspond to a similar pattern in the
histological analysis. The blockade or activation of cannabinoid receptors showed to
be effective in reducing inflammatory and angiogenic responses. Altough acting in a
similar way, levels of cytokines, chemokines and endocannabinoids may help explain
this paradoxal response. Partial agonism / inverse agonism activity and receptor
desensitization is another explanation for these responses.

Keywords: angiogenesis, inflammation, cannabinoid receptors, cytokines
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RESUMO

A angiogénese é controlada por uma complexa rede de células e mediadores.
A ativacdo ou bloqueio de receptores canabindides demonstram ser uma
interessante estratégia farmacoldgica para atenuar a resposta angiogénica e/ou
inflamatoria em varios modelos experimentais. Aqui investigamos como esta
estratégia pode interferir na angiogénese inflamatdria. Esponjas de polyester-
poliuretana foram implantadas em camundongos C57BL/6. Os animais receberam
doses diarias (10 mg/Kg, s.c.) dos antagonistas canabindides SR141716A (CB1) and
SR144528 (CB2), separadamente, ou 3 e 10 mg/Kg (30 ou 100 pg/animal, para o
tratamento local) (s.c.) do agonista CB;/CB, WIN 55,212-2, por 7 ou 14 dias. Os
implantes foram coletados para andlises por ELISA, hemoglobina, mieloperoxidase e
N-acetilglicosaminidase, utilizadas, respectivamente, como index para mediadores
protéicos, angiogénese e acumulo de neutréfilos e macrofagos, respectivamente. O
tratamento com os antagonistas CB; ou CB; levou a reducédo do influxo celular para
a matriz esponjosa nos dias 7 e 14, com padrdes distintos para macréfagos e
neutréfilos. O agonista CB;/CB, também reduziu o influxo celular. Ambos os
tratamentos interferiram na angiogénese. Estas alteracdes foram acompanhadas por
mudancas nos niveis de TNF-a, VEGF, CXCL1-3/KC, CCL2/JE e RANTES,
dependendo do tratamento. Todas as mudancas apresentam padrdes similares na
andlise histolégica. A ativacdo ou bloqueio de receptores canabindides parece ser
efetivo em reduzir as respostas angiogénica e inflamatéria. Embora agindo de forma
similar, niveis de citocinas, quimiocinas e endocanabindides podem explicar esta
resposta paradoxal. Desensibilizagdo dos receptores e atividade agonista parcial /
agonista inverso sdo outras explicacdes plausiveis para estas respostas.
Palavras chave: angiogénese, inflamacdo, receptores canabindides, citocinas
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Introducéo

1. INTRODUGAO

1.1. INFLAMAGAO

1.1.1. O processo inflamatoério

A inflamacdo, o mecanismo filogenético e ontogeneticamente mais antigo,
(MAGOR, B. & MAGOR, K., 2001). E uma designacio generalista para o conjunto
elaborado de reagcbes que ocorrem em tecidos vascularizados apos lesao
(mecanica, fisica ou quimica), infec¢des ou estimulacdo imunolégica, com o objetivo
de eliminar o agente agressor e restaurar a integridade tecidual (ABBAS et al.,
2000).

Os principais eventos do processo inflamatorio sdo a ativacdo do endotélio
vascular e o recrutamento e a ativacdo de leucécitos (MANTOVANI et al., 1997),
eventos estes regulados pela producdo de mediadores também responséaveis pela
iniciacdo, amplificacdo e finalizacdo da resposta inflamatéria. Apesar de possuir um
carater fundamentalmente protetor (objetivando levar a restauracdo do tecido
lesado), a resposta inflamatéria pode ser potencialmente nociva, causando doencas
debilitantes (ex. artrite reumatdide, esclerose multipla e fibrose pulmonar) ou mesmo
levando ao 6bito (BUCKLE & HEDGECOCK, 1997; McINTYRE et al., 1997).

Apods a exposicao do tecido ao estimulo inflamatério, mediadores derivados
de células residentes e da desgranulacdo de plaquetas desencadeiam uma cascata
inflamatoria que culmina com o recrutamento de leucdcitos para o sitio de leséo
(WEYRICH et al., 2003; GARCIA-RAMALLO, et al., 2002). A reacdo inflamatoria

local caracteriza-se, inicialmente, por vasoconstricdo arteriolar transitoria (causada
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pela contracdo do musculo liso vascular), seguida por vasodilatacdo e por aumento
da permeabilidade da microvasculatura (devido a altera¢cées no endotélio vascular),
resultando em aumento no fluxo sanguineo local (hiperemia) e na exsudacdo de
liquido rico em proteinas (edema). Segue-se, entdo, nas vénulas pos-capilares,
alteracbes na capacidade adesiva do endotélio, com conseqlente aumento do
rolamento de leucdcitos ao longo deste e posterior migracdo direcional e seletiva
destes da circulacdo sanguinea para o sitio lesado (Figura 1) (CARA et al., 2000;

BUTCHER, 1991).

Endothelial Activation
Resting State

Neutrophil Activation
\w ; Firm Adhesion
\\l ; i ; and Extravasation
- 2 Rolling Adhesion

'? . _ Firm AdhesionlTransendothelial

Migration

: | 'Io U )

FIGURA 1: Esquema simplificado mostrando as etapas do recrutamento leucocitario, mais

precisamente de neutrdfilos.

Neutrdfilo, em repouso, ap6és insulto inflamatoério, margeia o endotélio ativado, expressando selectinas
(P-selectina, E-selectina) e comega o rolamento. O processo rolamento / adesédo favorece a ativagao
celular. Adesao firme da célula ao endotélio mediada por ICAM-1 / VCAM-1. Migragdo através do
endotélio. (Adaptado de LAROUX, 2004).

Dentre os tipos celulares predominantes, os neutréfilos sdo particularmente
prevalentes e importantes produtores de mediadores inflamatérios durante a fase
inicial do processo. Sao responsaveis pela resposta fagocitica imediata e pela agéo
potencialmente destrutiva de seus contetidos granulares (THEILGAARD-MONCH et

al., 2004; FAURSCHOU & BORREGAARD, 2003). Os fagécitos mononucleares e as
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linhagens linfocitarias se acumulam no sitio lesado em um segundo momento e, uma
vez ativados, também produzem moléculas inflamatdrias responsaveis pela
amplificacdo e potencial cronicidade do processo. Os macrofagos exercem
importante atividade fagocitica envolvida na destruicdo celular e na remocao de
restos celulares e teciduais. Estes macrofagos fagociticos desaparecerao,
posteriormente, por apoptose ou deslocamento para os vasos linfaticos (CHERTOV,

2000; D"AMBROSIO et al., 2000).

1.1.2. Resolugao do processo inflamatério e reparo tecidual

Ao final de uma resposta inflamatéria aguda, de curta duracdo, se o agente
que desencadeou o processo for eliminado, ocorrera a resolugdo do processo
inflamatdrio. Isto implica no término do recrutamento leucocitério, na reversdo da
vasodilatacdo e da permeabilidade vascular, na remocédo dos restos celulares e
teciduais e na restauracdo da funcéo fisiolégica tecidual normal (GILROY et al.,
2004).

Embora essencialmente benéfica ao organismo, a inflamacdo pode se
prolongar como resultado da persisténcia do estimulo inflamatério e causar
destruicao tecidual, podendo, inclusive, evoluir para um processo cronico. Quando
h& pouca destruicdo tecidual, ocorre a reposicdo das células do parénquima por
novas células do mesmo tipo (processo de regeneracao). Por outro lado, como
decorréncia de lesédo tissular mais extensa, acontecem tentativas de restauracdo da
arquitetura normal mediante substituicdo do tecido ndo regenerado por tecido
conjuntivo em um processo denominado “reparo funcional”. No entanto, a resposta

fibroproliferativa caracteristica do reparo tecidual pode, em condi¢cdes patoldgicas,
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resultar em cicatrizacdo excessiva (ex. Fibrose pulmonar), pobre (ex. Diabetes) ou
mesmo ausente (ex. Tumores solidos) (GILROY et al., 2004; NATHAN, 2002,
WALSH & PEARSON, 2001).

O reparo tecidual € um processo dinamico, regulado por mediadores solluveis
e elementos da matriz extracelular, com coordenada ativacao, migracao, proliferacao
e/ou diferenciacdo de diversos tipos celulares, entre eles células inflamatérias,
células endoteliais e fibroblastos (Figura 2). Ao mesmo tempo, vigorosa resposta
angiogénica € essencial para a reparacao tecidual normal, pois, além de prover
nutrientes e mais células inflamatérias para o tecido lesado, contribuindo para a
inflamacédo crénica, os novos vasos sanguineos facilitam a remocdo de material
tecidual e auxiliam no desenvolvimento do tecido de granulacdo (LINGEN, 2001;

NISSEN et al., 1998).
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FIGURA 2: Mediadores e células envolvidas no processo de reparo tecidual e formagéo do tecido de
granulacao apds lesdo inflamatéria (neutréfilos, macréfagos, plaguetas e fibroblastos).

Observar a participagdo de diversos fatores de crescimento (FGF: fator de crescimento de
fibroblastos; TGF: fator de crescimento transformador; PDGF: fator de crescimento derivado de

plaguetas; VEGF: fator de crescimento do endotélio vascular). (Adaptado de www.rndsystems.com).
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1.1.3. Mediadores do processo inflamatério

Os mediadores inflamatdrios sdo moléculas solluveis que atuam localmente,
no sitio da lesdo (ou, em maior amplitude, sistemicamente), desencadeando,
controlando e/ou modificando a inflamag&o. Estes mediadores podem se originar do
plasma, de células inflamatérias ou dos proprios tecidos lesados e apresentam
consideravel redundancia funcional (GILROY, et al. 2004, NATHAN, 2002).

Apbs lesédo tecidual, alguns dos primeiros mediadores atuantes sao as aminas
vasoativas, as quais sao liberadas a partir de granulos secretores pré-formados de
mastocitos, baséfilos e/ou plaquetas (DVORAK et al., 1986). Além disso, sistemas
enzimaticos derivados do plasma como o sistema do complemento (CARROL,
1998), o sistema de coagulacao/fibrinolitico (BECKER et al., 2000; BROWDER et al.,
2000) e o sistema de cininas (MARGOLIUS, 1995) sao ativados e seus produtos de
clivagem serdo mediadores, propriamente ditos, responsaveis pela expressao das
propriedades inflamatdérias inerentes a estes sistemas (Chertov, Yang et al. 2000).

Em paralelo, mediadores derivados de células como, por exemplo,
mediadores lipidicos (ex. prostaglandinas, leucotrienos, lipoxinas e PAF), citocinas
(ex. TNF-a, IFN-y e IL-1), quimiocinas inflamatérias (MCP's e GRQO’s) e 6xido nitrico
(NO) séo sintetizados de novo e liberados para o meio extracelular. Ainda,
neutréfilos e macréfagos, entre outras células, quando ativados podem liberar seus
conteudos granulares e espécies reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio
diretamente no meio extracelular ou no interior de fagolisossomas (PETERS-
GOLDEN et al, 2004; D’AMBROSIO et al., 2003; SCHWENTKER et al., 2002;

SERHAN et al., 1996; ARAI et al., 1990; WEISS, 1989).
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1.2. ANGIOGENESE

Angiogénese € o termo utilizado em referéncia ao processo de neoformacéo
de estruturas vasculares a partir de capilares e vénulas pos-capilares pré-existentes
em resposta a diversos estimulos, denominados estimulos angiogénicos (FOLKMAN
& HAUDENSCHILD, 1980; FOLKMAN & KLAGSBRUN, 1987).

O fendbmeno angiogénico € fundamental em uma variedade de processos
bioldgicos e a neovascularizacao desregulada é um fato importante na patogénese e
na progressdo de varias doencas (CARMELIET, 2003). Durante processos
fisioldgicos, como, por exemplo, o desenvolvimento embrionario (ex. vascularizacéo
do cérebro e do rim) (AUERBACH, R. & AUERBACH, W, 1997), o ciclo reprodutivo
feminino (ex. proliferacdo endometrial, desenvolvimento do foliculo ovariano e
formacédo da rede capilar placentaria) (FREDERICK et al., 1984) e processos (ex.
cicatrizacdo de feridas) (NISSEN et al. 1998), os neovasos contribuem para o
suprimento de oxigénio e de nutrientes, bem como para a remoc¢ao de produtos de
excrecdo (WHALEN & ZETTER, 1992).

O crescimento excessivo e persistente de neovasos, entretanto, €
caracteristico de varias condicbes patolégicas categorizadas como “doencas
angiogénicas” (FOLKMAN & KLAGSBRUN, 1987) e, neste caso, esta geralmente
associado a continuidade e a cronicidade de tais enfermidades. Dentre estas se
incluem a artrite reumatoide (CLAVEL et al., 2003), os tumores solidos (CARMELIET
& JAIN, 2000), os tumores hematolégicos (PEREZ-ATAYDE et al., 1997), a psoriase
(CREAMER et al., 1997) e a retinopatia diabética (RUDERMAN et al., 1992).

Por outro lado, diversas outras condicfes patolégicas estdo associadas a
vascularizacéo insuficiente. Exemplos destas sdo as doencas isquémicas cardiacas
(ex. infarto do miocardio e insuficiéncia cardiaca congestiva), a diabetes, a doenca
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oclusiva vascular e as malformacdes congénitas decorrentes de falhas na
vascularizacdo durante a embriogénese (CARMELIET, 2003; HENRY, 1999;

FOLKMAN, 1998).

1.2.1. Etapas do processo de neovascularizagao

O crescimento vascular requer essencialmente migracdo e proliferacdo de
células endoteliais, porém, estes eventos ocorrem em baixas taxas no organismo
adulto normal, quando comparados com as altas taxas de renovacdo dos tecidos
epitelial e hematopoiético (HOBSON & DENEKAMP, 1984). Apesar disso, o amplo
espectro funcional do endotélio reflete sua pronta responsividade a programas de
ativacao e diferenciacao (SUMPIO et al., 2002; van HINSBERGH, 2001; BECKER et
al., 2000)

O desenvolvimento vascular obedece a uma sequéncia altamente organizada
de eventos os quais requerem coordenado aparecimento espacial e temporal de
células e de moléculas especificas (LIEKENS et al.,, 2001). Apés estimulo
desencadeador da resposta angiogénica, a primeira fase desta estd associada com
a alteracdo das interacdes adesivas entre células endoteliais adjacentes e células
murais (pericitos) (SCHLINGEMANN et al., 1991). As células endoteliais tornam-se
ativadas e comecam, entdo, a produzir novas moléculas como, por exemplo,
enzimas proteoliticas responsaveis pela degradacdo da membrana basal e da matriz

extracelular (Figura 3) (STETLER-STEVENSON, 1999; MOSES, 1997).
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FIGURA 3: Esquema simplificado das etapas envolvidas na neovascularizacéo.

A: Células endoteliais sdo ativadas por estimulo angiogénico; B: Células endoteliais secretam
proteases para degradacdo da membrana basal e matriz extracelular; C: Broto capilar é formado
como resultado da migracéo direcional de células endoteliais; D: Crescimento por mitose e migracao
celular; E: Formacao de um limen e de uma nova membrana basal; F: Dois brotos se juntam para a

formacdo de um loop capilar; G: Brotos capilares de segunda geracdo comecam a se formar.
(Adaptado de GRIZZI et al, 2005).

Em seguida as células endoteliais microvasculares migram em direcdo ao
sitio de origem do estimulo angiogénico, ocasionando a formacdo de brotos
capilares. Conseguinte a estas células migratérias, as células endoteliais proliferam
e se diferenciam, alinhando-se para a formacdo do lumem tubular (PAPETTI &
HERMAN, 2002; BUSSOLINO et al., 1997).

Durante a fase de maturagdo e estabilizacdo do novo vaso sanguineo, novos

componentes da matriz extracelular sdo produzidos e depositados sob a forma de
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nova membrana basal e os pericitos migram para o local do vaso neoformado,
associando-se intimamente a superficie das células endoteliais, provendo suporte
estrutural e contribuindo para o controle do crescimento deste. O fluxo sanguineo €,
entdo, estabelecido e a neovasculatura pode persistir como capilares, diferenciar-se
em vénulas ou arteriolas maduras ou sofrer regressdo (GRIFFIOEN & MOLEMA,

2000; BECK Jr & D"AMORE, 1997).

1.2.2. Regulagao do processo angiogénico

Considerando a complexidade dos processos bioldgicos, a angiogénese,
como tal, implica na presenca de varios sistemas de controle (positivos ou
negativos), os quais podem se alternar ou mesmo agirem simultaneamente, mas
sempre com a prevaléncia de algum deles em determinado momento. A aquisicéo
do fendtipo angiogénico é dependente do balanco local entre fatores pro- e
antiangiogénicos. Embora a estimulacdo de fatores angiogénicos seja necessaria
para 0 desencadeamento do processo, simultdneo controle por fatores
antiangiogénicos também € necessério para a precisa continuidade do processo
(CAO, 2001; IRUELA-ARISPE & DVORAK, 1997).

Os diversos fatores que regulam a angiogénese se alternam entre
mediadores sollveis e moléculas de ligacdo a membrana celular. Estes fatores
podem atuar diretamente nas células endoteliais ou podem atuar indiretamente em
outras células-alvo (ex. células inflamatérias e fibroblastos), estimulando a liberacao
de mediadores por estas (LIEKENS et al., 2001; BEN-AV et al., 1995).

Dentre os mediadores solUveis, as citocinas e quimiocinas sdo capazes de

modular direta ou indiretamente todas as etapas da angiogénese (ROSENKILDE &
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SCHWARTZ, 2004; ROMAGNANI et al., 2004). Também podemos ainda citar os
fatores de crescimento, dentre os quais o VEGF (vascular endothelial growth factor)
€ considerado uma das principais moléculas responsaveis pela iniciacdo e
progressdo da angiogénese (D"AMORE & SMITH, 1993; HOEBEN et al., 2004),
além das proteinases e seus inibidores (UPA, PAI, MMP’s e TIMP’s), a angiostatina
e a endostatina (CAO, 2001; I0ZZ0O & SAN ANTONIO, 2001; HENRIET et al., 1999;
STETLER-STEVENSON, 1999; BLEI et al, 1993;).

Além disso, integrinas (ex: o,f3) € moléculas de adesdo celular (ex. VE-
caderina) contribuem para a migracéo e a proliferacdo das células endoteliais, sendo
responsaveis por mediarem interacdes célula-célula e célula-matriz extracelular,
além de sinais antiapoptoticos (STORGARD et al.,, 1999; BISCHOFF, 1995;
BROOKS et al., 1994). Ainda € importante se frisar que a forga mecanica mediada
pelo fluxo sanguineo € capaz de estabilizar o vaso sanguineo neoformado

(LIEKENS et al., 2001).

1.2.3. Relagao entre leucécitos e a resposta angiogénica

Leucdcitos e células vasculares podem se influenciar reciprocamente de
varias maneiras. Por exemplo, durante o raparo tecidual, a angiogénese, além de
auxiliar na restauracdo da perfusdo vascular do tecido lesado, facilita 0 acesso de
leucécitos, tais como neutréfilos e macréfagos, para o local da inflamacéo. Estes
leucécitos, por sua vez, sdo capazes de produzir uma grande quantidade de
moléculas reguladoras da angiogénese, incluindo proteinases (como as
metaloproteinases), VEGF, TGF-B, TNF-a, quimiocinas e angiostatina. Importante

ressaltar que, além de sustentar a inducdo do crescimento de novos vasos
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sanguineos, 0s quais sustentam o recrutamento de mais leucocitos para o local
inflamado, estes tipos celulares exercem importante papel na inibicdo do
crescimento dos novos vasos sanguineos, uma vez que podem secretar mediadores
que contribuem para a regressao dos vasos neoformados (CROWTHER et al., 2001;

BENELLI et al., 2002; LINGEN, 2001).

1.2.4. Modelos experimentais para o estudo da angiogénese

A angiogénese pode ser mensurada qualitativa e quantitativamente por uma
variedade de modelos experimentais in vitro e in vivo (JAIN et al.,1997). A maioria
das etapas da cascata angiogénica pode ser monitorada in vitro, utilizando-se
cultura de células endoteliais. Os ensaios mais utilizados s&o o de migracao celular
em camara de Boyden (e suas variacdes) e o de proliferacdo, cujos estudos se
baseiam, geralmente, na contagem celular, incorporacao de timidina ou técnicas de
coloracdo para proliferagdo ou morte celular (MAIER et al., 1999; LYNCH et al.,
1999). Além disso, ensaios para o estudo de processos mais complexos baseados
na dissolucdo de matrizes e na diferenciacdo de vasos (ex. formacéo de estruturas
parecidas com tubos a partir de células endoteliais cultivadas sobre géis de
coldgeno ou fibrina) também sao utilizados (BISCHOFF, 1995; FOLKMAN &
HAUDENSCHILD, 1980). Entretanto, apesar da grande contribuicdo na identificacao
de moléculas que estimulam ou inibem essas etapas da angiogénese, nestes
ensaios in vitro, as células endoteliais precisam ser removidas dos seus
microambientes naturais, podendo ter as suas propriedades fisiolégicas alteradas

(GRIFFIOEN & MOLEMA, 2000).
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No caso dos modelos in vivo, estes geralmente fornecem informagcdes mais
quantitativas. Dentre esses modelos, os mais utilizados sdo as camaras
transparentes em roedores (orelha de coelho, dorso de camundongo, bochecha de
hamster e camaras cranianas); as preparacdes teciduais exteriorizadas, cuja mais
utilizada € a da membrana corioalantdica de embrides de galinha. As preparacgdes in
situ, das quais o0s principais modelos sdo a cérnea de roedores, as bolsas de ar
subcutaneas, a cicatrizacdo de feridas cutaneas e a isquemia coronariana e de
membros inferiores, além dos modelos de implantes de matrizes de polimeros
biocompativeis, os quais permitem o estudo da contribuicdo relativa de processos
inflamatorios precedentes (CARMELIET et al., 1998; ENGELHARDT et al., 1998;
JAIN et al.,, 1997; COLVILLE-NASH et al.,, 1995; ROESEL & NANNEY, 1995;

ANDRADE et al., 1987).

1.2.4.1. Modelo de implantacdo subcutanea de esponja

O modelo de implantacdo subcutanea de esponjas em animais foi descrito
inicialmente por Grindlay & Waugh (1951) e modificado por Andrade et al. (1987). A
implantacdo de matrizes sintéticas, inicialmente acelulares, induz uma reacéo
inflamatéria com conseqiente formacdo de tecido de granulagdo rico em novos
vasos sanguineos, representando um sistema interessante para 0 estudo da
angiogénese inflamatéria. Dessa maneira, por exemplo, processos naturais como a
vascularizacdo de feridas em cicatrizacdo podem ser mimetizados utilizando este
modelo. Além disso, uma vez que o estimulo inflamatério é persistente, & presumivel

o0 estudo de processos inflamatérios crénicos.
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Ainda, o modelo de implante de esponjas permite o estudo temporal do
infiltrado inflamatdrio, a analise bioquimica dos fluidos coletados, o efeito de drogas
sobre o processo, além de estudos histologicos e morfométricos (JAIN et al., 1997;
BAILEY, 1988). Este modelo é bastante utilizado por ser facilmente reprodutivel e
possibilitar objetividade na avaliacdo da neovascularizacdo, bem como o
monitoramento continuo e a investigacdo morfo-funcional do processo em condicdes
fisiologicas e patoldgicas, além de possibilitar a avaliagdo da contribuicéo relativa do
processo inflamatorio instalado na matriz esponjosa (JAIN et al., 1997; FORD et al.,

1989).

1.3. CANABINOIDES

1.3.1. Visao geral

O estudo da farmacologia dos canabindides como conhecemos hoje comecou
h& aproximadamente quarenta anos, quando o delta-9-tetrahidrocanabinol (A-9-
THC) foi isolado e sintetizado (GAONI & MECHOULAN, 1964), revelando-se o
principal componente quimico com propriedades psicoativas presente na Cannabis
sativa, popularmente conhecida como “marijuana” ou maconha (Figura 4). Uma série
de compostos analogos foram sintetizados e tém sido testados em diversos modelos
animais, incluindo aqueles para avaliacdo da antinocicepcdo, da resposta
inflamatdria, da memoéria, do aprendizado, entre outros (HOWLETT et al., 2004).

A Cannabis sativa é a droga ilicita mais comumente usada nos Estados
Unidos e Europa, assim como em outras partes do mundo, com mais de 46,1% dos

jovens entre 17 e 18 anos sendo usuarios. Embora a taxa de uso da Cannabis seja
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inferior a de drogas legais, como o tabaco ou o alcool, ela é significativamente maior

do que a de outras drogas ilicitas, como a cocaina e o ecstasy (KLEIN, 2005).

FIGURA 4: Estrutura molecular do fitocanabinéide A-9-THC.

Suas aplicacdes terapéuticas continuam a crescer, tanto que, no inicio do
século vinte, a terapia com a maconha era sido utilizada para aliviar os sintomas de
uma variedade de doencas, da epilepsia a gonorréia (BAKER, et al.,, 2003).
Entretanto, a popularidade da Cannabis na terapéutica declinou assim que novos
farmacos, mais potentes e especificos, foram sintetizados, e também quando a
Cannabis foi reconhecida como potencial droga de abuso, sendo seu uso como
farmaco abolido ainda no inicio dos anos quarenta (KLEIN, 2005; BAKER, et al.,
2003). As propriedades psicoativas do A-9-THC foram prontamente reconhecidas,
mas a estrutura quimica peculiar da droga ndo oferecia nenhuma pista quanto ao
seu mecanismo de acdo. A natureza hidrofobica do A-9-THC indicava que o
composto provavelmente agiria interferindo na fluidez da membrana plasmética e
ndo atuando sobre um receptor especifico. Este impasse foi resolvido com o
desenvolvimento de novas classes de analogos potentes e seletivos do A-9-THC, o
que levou a eventual identificacdo farmacoldgica de sitios de ligacdo “sensiveis a

canabinoides” no cérebro (DEVANE et al., 1988; MELVIN & JOHNSON, 1987).
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O receptor canabindide CB; foi molecularmente clonado do cérebro de rato
em 1990, ja o receptor CB; foi identificado por homologia de sequéncia trés anos
mais tarde (MATSUDA et al.,, 1990; MUNRO et al., 1993). Tais descobertas nao
somente estabeleceram o0 mecanismo de acdo do A-9-THC, estimulando o
desenvolvimento de antagonista e agonistas seletivos para cada subtipo de receptor,
como também iniciou a busca por ligantes enddégenos desta classe de receptores.
De forma surpreendente, a primeira substancia A-9-THC-like a ser isolada foi um
lipide, sendo que o esperado, com base nos precedentes existentes para a morfina
e encefalinas, seria um peptideo. A molécula foi identificada como a amida do acido
araquidénico com uma etanolamina, sendo nomeada anandamida, com base na
palavra ananda, do sanscrito “bem-aventuranca” (DEVANE et al., 1992).

Apesar de nao se assemelhar a nenhum dos neurotransmissores conhecidos,
a anandamida compartilha afinidades com os eicosandides, importantes mediadores
na inflamacgéo e na dor, com importantes fun¢cdes na comunicacao neuronal. Embora
inicialmente controverso, o papel da anandamida na sinalizacéo foi confirmado pela
elucidacdo de uma via metabdlica Unica para 0 composto assim como a
demonstracdo de sua liberacdo no cérebro vivo (Di MARZO et al., 1994). Como a
busca por compostos A-9-THC-like continua ativa, outros lipides bioativos foram
extraidos de tecidos animais. Estes incluem o 2-araquidonoilglicerol (2-AG), o éter
de noladina, a virodamina e a N-araquidonoildopamina (MECHOULAN et al., 1995;

HANUS et al., 2001; PORTER et al, 2002; HUANG et al., 2002).
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1.3.2. Os receptores canabindides

A aparente baixa estereoseletividade dos canabinéides, em conjunto com sua
alta lipossolubilidade, fez com que se especulasse que estes compostos nao agiriam
através de um receptor e sim que mudariam as propriedades das membranas
lipidicas assim que interagissem com estas (GILL, 1976). Howlett & Fleming (1984),
demonstraram que os canabindides inibiam a ativagdo da adenilato ciclase em uma
linhagem celular de neuroblastoma, com uma poténcia que mostrava boa correlagao
com efeitos comportamentais apresentados por humanos e animais. Devane et a,|
(1988), caracterizou um sitio de ligacdo no cérebro de rato para o [*H] CP55,940,
gue mostrou a seguinte ordem de poténcia, para ligantes ndo marcados: CP55,940
> A-9-THC > canabinol. Estes dados foram consistentes com a poténcia observada
em bioensaios para a funcao de canabindides.

Herkenham et al (1990) demonstrou que sitios de ligacdo com alta afinidade
para o [*H] CP55,940 no cérebro eram mais densos no ganglio basal, no hipocampo
e no cerebelo, sugerindo papéis para os canabindides na cogni¢cdo e no movimento.
Autoradiografias mostraram poucos sitios de ligacdo nos centros de controle
cardiovascular e respiratério, 0 que é consistente com a baixa toxicidade do A-9-
THC. Um receptor, agora designado CB;, foi entdo clonado por Matsuda et al (1990)
e por Gerard et al (1991), a partir de uma biblioteca de cDNA do tronco encefélico
humano. Um segundo receptor, o CB, com 48% de homologia com o receptor CB1,
foi clonado do bago por Munro et al (1993). Até o momento estes sdo os dois Unicos
subtipos de receptores canabindides reconhecidos, além de uma variante splice do
receptor CB1, denominada “receptor CBi4", que parece ser expressa em baixos

niveis em roedores mas ndo em humanos (SHIRE et al,1995). Um terceiro receptor

38



Introducéo

canabindide putativo, GPR55, que se liga seletivamente a ligantes canabindides ja
conhecidos, foi recentemente descrito (BAKER et al, 2006); entretanto, € necessaria
uma caracterizacdo adicional para identificar o receptor GPR55 como membro da
familia de receptores canabindides, ou receptor CBs.

A sequiéncia de aminoacidos do receptor CB; € relativamente conservada em
diversas espécies, incluindo mamiferos, peixes, moluscos, hidra, sanguessuga e
outros (ELPHICK & EGERTOVA, 2005), mas ndo parece ser expresso em insetos
(McPARTLAND et al, 2001). Os receptores CB; sdo predominantemente
encontrados nos terminais pré-sinapticos do sistema nervoso central; entretanto eles
também sdo encontrados em baixa abundancia na periferia, incluindo o sistema
imune, testiculos, endotélio vascular, intestino delgado, figado e sinapses nervosas
periféricas (KUNOS et al, 2002; BATKAI et al, 2001; SALIO et al, 2001; PERTWEE,
1997). Embora os receptores CB; sejam encontrados em diversos pontos do
cérebro, eles sdo mais densos no coértex, hipocampo, ganglio basal, cerebelo e
medula; esta distribuicdo € bastante consistente com o efeito dos canabindides
sobre a memoéria, cognicdo, movimento e nocicepcdo (GLASS et al, 1997;
HERKENHAM et al, 1990)

Em contraste com o receptor CB;, o0 receptor CB, é primariamente expresso
em ceélulas do sistema imune na periferia e parece ter papel nha modulacdo deste
sistema (LYNN & HERKENHAM, 1994; MUNRO et al, 1993). Os receptores CB2
também estdo expressos em tonsilas, na medula éssea, timo, pancreas, na retina do
rato adulto e em terminais nervosos periféricos no vas deferens de camundongos
(GRIFFIN et al, 1997). Altos niveis de expressdo sao encontrados em linfécitos B e

células natural killer (NK).
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A sinalizacdo através de CB, parece mediar a inibicdo da proliferacdo de
linfécitos T causada por canabinoides, modular a secrecdo de citocinas pro-
inflamatorias e a resposta de linfécitos B (HOWLETT et al, 2002). Embora
originalmente descrito como ausente no sistema nervoso central (MUNRO et al,
1993), o mRNA para o receptor CB, foi detectado em células granulares cerebelares
(SKAPER et al, 1996) e sua expressdo €& aumentada no tecido nervoso
(upregulation) apés estimulo inflamatorio (BENITO et al, 2003; 2005). Evidéncias
recentes sugerem, de fato, que ha expressdo significativa de receptores CB, no
sistema nervoso central, particularmente em regides do tronco cefalico (VAN
SICKLE et al, 2005). Varios ligantes ndo sao capazes de distinguir entre os
receptores CB; e CB;, mesmo havendo somente cerca 44% de afinidade entre
sequéncias de aminoacidos para estes receptores. Este comportamento pode ser
explicado pela similaridade entre seus dominios de ligacdo ortostéricos (identidade

de 68%).

1.3.3. Os endocanabinodides

A descoberta de que o fitocanabindide A-9-THC se liga especificamente a
receptores com estrutura protéica e desencadeiam eventos de sinalizagdo foi um
claro indicativo da existéncia de um ou mais compostos enddégenos que poderiam
apresentar a fungcédo de neurotransmissor ou horménio sobre receptores CB; e CB>
no sistema nervoso central ou na periferia. O endocanabindides sao agora
reconhecidos como importantes moléculas lipidicas capazes de ativar vias de

sinalizacdo intracelulares ao se ligarem a receptores canabindides presentes no
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sistema nervoso central e na periferia, regulando funcdes fisiologicas,
comportamentais e emocionais (FELDER et al, 2006).

Desde a descoberta da anandamida, diversas moléculas formadas por acidos
graxos com atividade agonista total ou parcial sobre o receptor CB; e/ou CB, tém
sido extraidas de tecidos animais ou quimicamente sintetizadas. Estas moléculas,
entretanto, ndo modulam diretamente a sinalizacdo do receptor canabindide, elas
afetam uma variedade de proteinas, incluindo canais idnicos (ex: TRPV1),
receptores acoplados a proteina G (GPCRs) (ex: receptores para a serotonina) e
enzimas (BEN-SHABAT et al, 1998; MECHOULAM et al, 1998). A formacdo de
moléculas mensageiras lipidicas a partir de acidos graxos polinsaturados de cadeia
longa é reminiscente das familias de moléculas bioativas dos prostandides e
eicosanoides. E possivel que varios outros mediadores lipidicos sejam ainda
descobertos com o advento do “lipidoma”.

Aléem da anandamida, como citado, os endocanabindides mais estudados
incluem o 2-araquidonoilglicerol (2-AG), o éter de noladina, a virodamina e a N-
araquidonoildopamina (MECHOULAN et al., 1995; HANUS et al., 2001; PORTER et
al, 2002; HUANG et al., 2002) (Figura 5). Os niveis de 2-AG no ceérebro estdo
frequentemente maiores que os de anandamida em uma ou duas ordens de
magnitude, embora a relevancia fisiologica desta diferenca de concentracdo seja
desconhecida. Ainda € necessario se definir com precisao a relacao
neurotransmissor especifico versus receptor canabindide em termos de seletividade
a uma determinada subclasse de receptor, localizacdo das proteinas envolvidas na
sintese e degradacdo da molécula transmissora, concentracdes locais relevantes
(proximas aos receptores) e crosstalk de sinalizagdo com outros sistemas de

neurotransmissores (FELDER et al, 2006).
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FIGURA 5: Estrutura de alguns dos endocanabindides mais estudados. (A): anandamida; (B): 2-
Araquidonoilglicerol (2-AG); (C): 2-Araquidonoildopamina; (D): Virodamina.

Ao contrario de outras moléculas neurotransmissoras, que sao tipicamente
armazenadas em vesiculas até o momento de sua liberacdo, a anandamida &
sintetizada por demanda, na membrana plasmatica (Figura 6). Uma das vias
predominantes para a sintese e liberacdo da anandamida comeca com a
transferéncia do acido araquidénico da posicao sn-1, dos fosfolipides raros, para a
posicdo sn-3 da fosfatidiletalonamina, criando-se a  N-araquidonoill
fosfatidiletanolamina (NAPE). A reacdo € catalisada por uma N-acil transferase
dependente de Ca® (NAT). Uma enzima especifica dependente de Ca?* hidrolisa a
ligacdo fosfodiéster da NAPE, liberando a anandamida na sinapse, seja da mebrana
pré- ou pos-sinaptica. Embora originalmente chamada NAPE-PLD, esta enzima é
um membro da familia das enzimas zinco metalohidrolases (OKAMOTO et al, 2004;

WILSON & NICOLL, 2002; Di MARZO et al, 1999; PIOMELLI et al, 1998).
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FIGURA 6: Mecanismo bioquimico de formac¢&o da anandamida em tecidos biol4gicos.

Observar a seqUéncia de reacdes, o0 substrato e a enzima responsavel pela modificacdo
subsequente. Traducdo: Phosphatidylethanolamine: Fosfatidiletanolamina; N-acyltransferase: N-
aciltransferase; N-arachidonoyl-PE: N-araquidonoil fosfatidiletanolamina; Phospholipase D:
Fosfolipase D; Anadamide: Anandamida. (Adaptado de PIOMELLI, 2003).

Esteres de &acidos graxos, como o 2-AG, s&o gerados pela remocdo do
grupamento inositol da cabeca da molécula através da Fosfolipase C (PLC) e
subsequente desacetilacdo com a sn-1 diacilglicerol lipase. Uma segunda via utiliza
as fosfolipases A1 e C para remover 0s constituintes em sn-1 e sn-3. Enquanto a
Fosfolipase C ja é conhecida ha algum tempo, sn-1 diacilglicerol lipases importantes

para a formacdo do 2-AG somente foram clonadas e caracterizadas recentemente

(PIOMELLI, 2003). Mecanismos intracelulares de acédo do 2-AG estao na figura 7.
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FIGURA 7: Mecanismos de acdo intracelulares do endocanabindide 2-AG (2-araquidonoilglicerol),
mediados por receptor canabindide.

Interagdo com IP; (trifosfato de inositol) e cAMP (AMP ciclico); Inducéo da liberagdo de ca” do
reticulo endoplasméatico (mediado principlamente por CB;); Ativagdo de receptores CB, pode levar a
inibicdo da formacado de cAMP, fazendo com o que o 2-AG iniba ativagdo de MAPK (proteina quinase
ativada por mitégeno), inibindo ativacdo de fatores ligados a proliferacdo celular, como krox-24;
Inibicdo do cAMP também leva a inibicdo da ativacdo de PKA (proteina quinase A) e
consequentemente ativacdo de CRE (elemento de ligacdo responsivo ao cAMP), NF-«xB (fator de
ativacdo nuclear kB) e iINOS (6xido nitrico sintase indutivel). Abreviagfes: PLC: fosfolipase C; AArG:

sh-1-acil-2-araquidonoil-glicerol; AC: adenilato ciclase. Adaptado de (DI MARZO, 1998).

1.3.4. Agonistas e antagonistas dos receptores canabindides

Os canabindides foram divididos em quatros grupos separados por estrutura
quimica: os derivados de acidos graxos (a maioria eicosanodides, como 0S
endocanabindides), canabindides  “classicos” (dibenzopirenos triciclicos),
canabindides “nao-classicos” (analogos biciclicos e triciclicos do A-9-THC) e os
aminoalquilindéis. Os canabindides “classicos” sdo aqueles que podem ser extraidos

de plantas ou entdo seus analogos sintéticos, que incluem o A-9-THC, A-8-THC e
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HU-210 (dexabinol) ou ainda (-)11-hidroxi-A-8-THC-dimetil-heptil (HILEY & FORD,
2004). Todos estes compostos sao ativos tanto nos receptores CB; como CBy,
embora o A-9-THC seja agonista parcial em ambos os receptores, sendo
antagonista em alguns receptores CB, (BAYEWITCH et al, 1996). Os chamados
canabindides “ndo classicos” foram primeiramente sintetizados por quimicos da
farmacéutica Pfizer e caracterizados como sendo compostos bi- ou triciclicos sem o
anel di-hidropireno dos compostos “classicos”. O mais utilizados destes compostos &
o CP55,940, que possui alta afinidade tanto pelos receptores CB; como CB..
(PACHECO et al, 1993). Os aminoalquilinddis, dos quais o WIN 55212,2 € o mais
comumente utilizado, foram derivados da pravadolina, um inibidor da cicloxigenase
com perfil farmacologico diferente dos agentes anti-inflamatdrios nédo esteroidais
classicos (WARD et al, 1990). O WIN 55,212-2, o enantibmero R-(+), € ativo tanto
em CB; como CB,, embora mostre maior seletividade para o ultimo (FELDER et al,
1995). A estrutura dos agonistas e antagonistas canabindides mais comuns podem

ser visualizadas na figura 8.
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FIGURA 8: Agonistas e antagonistas canabinoides. (A) O agonista “ndo classico” CP55,940; (B) O
aminoalquilinddis WIN 55,212-2; Os antagonistas di-aril-pirazois SR141716A (C) e SR144528 (D).

45



Introducéo

Os dois antagonistas mais utilizados para se definir o subtipo de receptor
envolvido em uma determinada resposta sdo o0 SR141716A (seletivo para o receptor
CB;1; RINALDI-CARMONA et al, 1994) e 0 SR144528 (seletivo para o receptor CBy;
RINALDI-CARMONA et al, 1998). Ambos sao di-aril-pirazois, sintetizados
primeiramente pela Sanofi-Aventis. Ambos podem atuar como agonistas inversos,
exibindo efeitos bioldgicos opostos aqueles exercidos por agonistas na auséncia de
ativacdo do receptor canabindide (BOUABOULA et al, 1997), sugerindo que 0s
receptores possuem uma ativacao ténica de mecanismos intracelulares na auséncia

de um agonista.

1.3.5. Sistemas de sinalizagao dos receptores canabinodides

Tanto o receptor CB; quanto o receptor CB, sdo receptores acoplados a
proteina G (GPCR’s), da superfamilia da rodopsina. Suas respostas sdo sensiveis a
toxina pertussis, 0 que sugere que suas acdes sejam mediadas através da ativacdo
de Gij, (HOWLETT et al, 1986). Ensaios de marcacdo por fotoafinidade com o
[*?P]azidoanilina GTP demonstraram que a estimulacdo do receptor canabinéide em
membranas celulares leva a ativacao de quatro subunidades Gy (Gic2, Gias, Gool e
Goo1) (HO et al, 2000). Ambos séo, portanto, capazes de inibir a adenilato ciclase
ligada a membrana. Células de neuroblastoma N18TG2 possuem receptores CB; e
a atividade da adenilato ciclase na membrana destas células pode ser inibida pelo
endocanabindide anandamida (CHILDERS et al, 1994). De forma semelhante,
quando os receptores CB; estdo expressos em células CHO, o 2-AG e o HU-210
irdo inibir a estimulacdo da adenilato ciclase pela forscolina, embora a anandamida

seja um agonista parcial fraco neste sistema e pode atuar como antagonista
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(GONSIOREK et al, 2000). Facci et al (1995), documentaram que a anandamida é
um antagonista funcional do receptor CB, em mastdcitos, o que sugeriria que 0s
endocanabindides poderiam participar da modulacdo da resposta inflamatoria
atraves da regulacéo de receptores CB..

Apos Gj, ter sido inibida pela toxina pertussis, o0 acimulo de AMPc pode ser
estimulado pelos receptores CB; (GLASS & FELDER, 1997). Isso parece estar
relacionado com o tipo de adenilato ciclase presente (RHEE et al, 1998). No caso do
receptor CB;, 0 efeito inibitério sobre a adenilato ciclase leva a inibicdo de canais de
K" do tipo D e aumenta a atividade de canais do tipo A. A ativacdo de receptores
CB; também leva & inibicdo de canais de Ca** dos tipos P, Q e N, mas nao do tipo L
(HO et al, 2000). Entretanto, a anandamida e o WIN 55,212-2 inibem correntes de
Ca®* do tipo L em células musculares lisas de artérias cerebrais em gatos
(GEBREMEDHIN et al, 1999). Este mecanismo € sensivel tanto a toxina pertussis
quanto ao SR141716A, e se correlaciona com o relaxamento de anéis de artérias
cerebrais em gatos.

A sinalizacao através do receptor CB, parece nao influenciar a atividade de
canais idnicos, mas tanto este receptor como o CB; possuem efeitos mediados por
MAP (mitogen-activated protein) quinases, podendo assim modular, por exemplo, a
morte celular. A anandamida € capaz de tanto induzir como inibir a apoptose em
células humanas de neuroblastoma e linfoma (MACCARRONE et al, 2000). A
apoptose € induzida pela estimulacdo de receptores vaniléides, sendo inibida pela
estimulacdo de receptores canabindides sensiveis ao antagonista seletivo do
receptor CB;, SR141716A, e ao antagonista seletivo do receptor CB,, SR144528.
Uma das vias implicadas na inibicdo da apoptose € a ativacdo da PI3K

(fosfoinositidio 3"-quinase) e proteina quinase B (AKT) (AIKAWA et al, 2000), sendo
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gue a ultima medeia a inibicdo da apoptose de células cardiacas em um modelo de
isquemia e reperfusdo induzido por insulina (JONASSEN et al, 2001). Como os
receptores CB; estdo acoplados a PI3K e AKT, é possivel que a inibicdo da
apoptose seja mediada por esta via (Figura 8) (DEL PULGAR et al, 2000).

Um importante papel dos canabindides na regulacdo da proliferacdo e
migracdo celular foi identificado com a descoberta de que a ativacdo de receptores
CB; expresso em uma linhagem de células endoteliais, derivadas de cordao
umbilical humano, pode levar a ativacdo de MAP quinase, p38 quinase e c-Jun
quinase (LIU et al, 2000). A via da ceramida parece ser a ligacao entre os receptores
canabinoides e a cascata de sinalizacdo mediada por ERK (extracelular signal-

regulated kinase) (GUZMAN et al, 2001).
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FIGURA 9: Sistema de sinalizacdo dos receptores canabindides.

Os receptores canabindides sdo receptores acoplados a proteina G, com sete dominios
transmembrana. Observar os mecanismos representados a esquerda da figura, proteina-G-
dependentes (ativagdo de canais de K', PI3K/Akt; inibicdo da adenilato ciclase). A direita, a via da
ceramida, ativada por mecanismos proteina-G-independentes (ceramida, Rafl, MEK, ERK).
Abreviacdes: Akt: proteina quinase B; CB: canabindide; ERK: quinase regulada por sinal extracelular;
GIRK: canais de K’ ativados por proteina G; MEK: proteina quinase ativada por mitégeno; PI3K:
fosfatidilinositol 3-quinase; PKA: proteina quinase A; SMase: esfingomielinase; SPT: serina
palmitoiltransferase. (Adaptado de HILEY & FORD, 2004)
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A geracdo de ceramida ocorre em um intervalo de tempo de minutos,
dependendo da acgdo catalitica de esfingomielinases, as quais hidrolisam a
esfingomielina a ceramida e fosforilcolina (KOLESNICK, 2002). O acoplamento
funcional de receptores a esfingomielinases envolve diferentes proteinas
adaptadoras. Um destes fatores € o “fator associado com a ativacdo neutra da
esfingomielinase” ou FAN. O FAN se liga a um motivo acido citoplasmatico, com
nove aminoacidos e 55 kD, no receptor do fator de necrose tumoral (TNF),
acoplando o receptor, desta forma, a quebra da esfingomielina. Um papel para o
FAN na hidrélise da esfingomielina mediada por CB; é sustentado por experimentos
de co-imunoprecipitacdo, onde se evidencia a ligacdo do FAN a receptores CB;
ativados; também se evidencia a resisténcia a quebra da esfingomielina mediada por
canabindides em células que ndo expressam FAN (SANCHEZ et al, 2001;

VELASCO et al, 2005).

1.3.5.1. Modelos de agonismo inverso

Evidéncias de que os receptores canabindides podem existir em estados
intercambiaveis, “on” e “off”, sédo descritos em diversos experimentos com tecidos
e/ou células expressando principalmente o receptor CB; (PERTWEE, 2005).

O agonismo inverso em receptores € explicado pelo modelo de “dois estados”
(LEFF, 1995). Pelo menos alguns tipos de receptores podem existir em duas
conformac6es intercambidveis: um estado constitutivamente ativo ou “on” (R’), nos
quais os receptores estdo acoplados aos seus mecanismos efetores, mesmo na

auséncia de um agonista enddégeno ou exdégeno, e um estado constitutivamente
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inativo ou “off”, que ndo esta espontaneamente acoplado aos mecanismos efetores
do receptor. Baseado neste modelo, os agonistas aumentam a proporcdo de
receptores no estado “on”, agonistas inversos aumentam a propor¢cao de receptores
no estado “off” e antagonistas neutros deixam inalterado o nimero de receptores em
cada estado. Para receptores acoplados a proteina G, como 0s receptores
canabinoides, o estado “on” pode ser representado como o receptor acoplado a uma
forma ativa da proteina G (R'Ggrp) € 0 estado “off” como o receptor acoplado a uma
forma inativa da proteina G (RGgpp) Ou n&o acoplado de forma alguma a proteina G
(R). Isto gera a possibilidade de duas variantes do modelo de “dois estados”,
R Gerp < RGepp e R'Ggrp < R (VASQUEZ & LEWIS, 1999).

Existe boa evidéncia de que antagonistas canabindides no receptor CBy,
como o SR141716A e o AM251, podem induzir efeitos “canabimiméticos” inversos,
em sistemas biolégicos expressando o receptor CB; de forma natural ou apés
transfecgcédo. Trés mecanismos foram propostos para explicar tal efeito (PERTWEE,
2005):

e Antagonismo competitivo nos receptores CB;, impedindo a ligacdo de

canabindides enddgenos.

e Agonismo inverso resultante de uma modulacdo negativa da atividade
constitutiva dos receptores CB;, possivelmente através de um mecanismo
alostérico, que faz com que os receptores CB; passem de um estado
constitutivamente ativo “on” para um ou mais estados constitutivamente
inativos “off”.

e Mecanismos CB;-independentes como, por exemplo, 0 antagonismo
exercido pelo SR141716A e pelo AM251 sobre os receptores Al de

adenosina.
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1.3.6. Os canabindides na inflamagao e na angiogénese

Diversas linhas de pesquisa buscam entender até que ponto os ligantes dos
receptores canabinoides podem ser agentes efetivos no tratamento, por exemplo, da
dor, da inflamacédo, de doencas neurodegenerativas como a esclerose multipla e da
émese associada a AIDS e a quimioterapia do cancer. Agonistas dos receptores
canabindides foram desenvolvidos por industrias farmacéuticas para atuarem como
anti-inflamatoérios nao-esteroidais e analgésicos ndo-opibdides, entretanto a sua
utilidade terapéutica tem sido criticada por seus efeitos colaterais, como a sedacéo e
a disfuncao cognitiva. Até o presente momento, drogas com alta eficacia e poténcia,
atuando tanto como agonistas como antagonistas sobre os receptores canabindides,
mas sem causar nenhum tipo de efeito psicoativo, estdo em fase de
desenvolvimento (ZURIER, 2003; HOWLETT et al., 2002, 2004; FOX & BEVAN,
2005; KLEIN, 2005; PIOMELLI, 2005).

Quanto ao seu potencial anti-inflamatério e também anti-angiogénico / anti-
tumoral, diversos trabalhos bastante recentes mostraram que andlogos sintéticos
potentes do A-9-THC, de diferentes grupos quimicos ou mesmo similares, e também
antagonistas especificos dos receptores canabindides, podem modular respostas
fisiologicas desempenhadas por estes em diversas condicdes patologicas
associadas a inflamacdo e ao céancer (ZURIER, 2003; VELASCO et al., 2004,
KLEIN, 2005; PIOMELLI, 2005).

Agonistas sintéticos como o WIN 55, 212-2 (potente agonista misto em CB1 e
CB2) e o HU-210 (potente agonista em CB;), assim como 0S antagonistas
SR141716A (Acomplia® ou Rimonabant®) e o SR144528, antagonistas em CB; e

CB; respectivamente, podem modular negativamente a resposta inflamatoria em
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modelos de endotoxemia em camundongos e também em modelos de peritonite; em
ambos os modelos as drogas interferem na liberacdo e expressao de citocinas e
outras moléculas inflamatodrias, assim como diretamente sobre o recrutamento de
leucécitos para o sitio inflamatorio (SMITH et al., 2000; 2001). A participacdo do
receptor CB, e sua ativacdo no miocardio de camundongos ja foi descrita como um
mecanismo atenuante na lesédo induzida por isquemia e reperfuséo, fator associado
a reducado significativa da producdo de citocinas e quimiocinas, assim como na
reducdo do recrutamento de leucécitos (DI FILLIPO et al., 2003). De forma
interessante, ja foi observado um efeito protetor sobre o miocardio induzido pelo
lipopolissacarideo da parede bacteriana (LPS), onde foi sugerida a participacédo de
endocanabindides através do receptor CB,, protecdo esta que pode estar
relacionada a um cross-talk com o 6xido nitrico (NO®) (LEGNEUX & LAMONTAGNE,
2001). Também em modelos de isquemia cerebral os receptores canabindides,
assim como o0s endocanabindides, parecem modular, de forma significativa, a
resposta inflamatéria associada (MUTHIAN et al., 2004). Estudo recente, e bastante
interessante, demonstra uma reducdo na formacdo da placa aterosclerdtica em
camundongos, diminuicdo esta relacionada a administracdo de baixas doses de
canabindides exdégenos (A-9-THC), efeito este mediado por uma diminui¢cdo bastante
significativa da resposta inflamatoéria associada, incluindo a reducdo da producéo de
quimiocinas como o MCP-1 (JE/CCL2), e citocinas como o IFN-y e IL-12, com
participacéo predominante de receptores CB, (STEFFENS et al., 2005)

Ha também trabalhos consistentes demonstrando potente efeito de
canabindides sobre a dor inflamatoria, sugerindo tanto a participacdo de receptores
CB; como CB;, (CLAYTON et al., 2002; IBRAHIM, et al., 2005; PIOMELLI, 2005). O

sistema endocanabindide parece participar ativamente, e de forma protetora, em
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modelos de inflamacédo do cdlon, efeito este mediado principalmente por receptores
CB; (MASSA et al., 2004). Em outros modelos de inflamacao intestinal, os
receptores CB; parecem exercer papel importante, cuja atividade anti-inflamatoria
parece estar relacionada a diminuicdo da producao da citocina TNF-a (CROCI et al.,
2003).

Estudos recentes demonstram que o endocanabindide 2-AG pode induzir a
migracao de varios tipos celulares, como, por exemplo, eosinéfilos humanos, células
B Raji e células dendriticas de camundongos derivadas da medula. Acredita-se que
os endocanabindides estdo envolvidos na migracdo celular por funcionarem como
agentes quimiotaticos, juntamente com citocinas e outras proteinas classicamente
descritas como “quimiocinas” (MAESTRONI, 2004; RAYMAN et al, 2004; OKA et al,
2004). Adicionalmente a indugdo da expressdao de endocanabindides e a
subsequente quimiotaxia de células do sistema imune, existem evidéncias de que a
ativacdo de células inflamatérias pelo LPS ou outros estimulos pode modular a
expressao dos receptores canabindides CB; E CB; nestas células (KLEIN, 2005).

Assim como podem suprimir a producdo de citocinas, 0s canabindides
demonstraram também poder aumentar a producéo de citocinas (incluindo TNF-a,
IL-1, IL-6 e IL-10) quando administrados juntamente com bactérias ou outros
antigenos, ou também, em alguns casos, quando sdo administrados sozinhos
(DEROCQ et al, 2000; SMITH et al, 2001). Portanto, in vivo, estes agentes podem
tanto suprimir quanto aumentar a producdo destas moléculas pro-inflamatorias,
dependendo tanto da natureza do estimulo inflamatério como do tipo de canabindide
usado.

No que diz respeito a atividade anti-tumoral, e também anti-angiogénica dos

canabinoides, varios estudos demonstram um efeito bastante significativo sobre a
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proliferacdo de diferentes linhagens de células tumorais e também sobre a producéo
de substancias responsaveis pela manutencdo do tumor, efeito este mediado, por
exemplo, por fatores de crescimento (HART et al., 2004, RUBOVITCH et al., 2004,
VELASCO et al., 2004). Os canabinoides parecem ter papel tanto anti-tumoral
quanto pré-tumoral, efeito este que parece depender da expressao diferencial dos
receptores canabindides CB; e CB; nestas células (DE PETROCELLIS et al., 2000;
VELASCO et al., 2004).

Andlises funcionais e imunohistoquimicas, em modelos murinos de gliomas e
de carcinoma de pele, demonstraram que a administracdo de canabinoides modifica
a hiperplasia vascular, caracteristica de tumores em crescimento, para um padrao de
vasos sanguineos caracterizados por capilares pequenos, impermeaveis e
diferenciados. Isto é associado com uma reducédo na expressdo de VEGF e outras
citocinas pro-angiogénicas (VELASCO et al, 2004). De forma interessante, a inibicao
farmacoldgica da sintese de ceramida de novo abole o efeito anti-tumoral dos
canabindides in vivo, assim como a inibicdo da producdo de VEGF por células de
gliomas. E também demonstrado que a ativacio de receptores canabindides em
células endoteliais vasculares inibe sua migracdo e sobrevivéncia, o que contribui
para a reducdo da neovascularizacdo em processos de crescimento tumoral, por
exemplo (BLAZQUEZ et al, 2003).

Estudos bastante recentes demonstram que 0s canabindides parecem
influenciar de maneira significativa a angiogénese tumoral em gliomas e
astrocitomas. Agonistas CB, foram capazes de diminuir a migracdo de células
endoteliais para o tumor e também induziram a apoptose destas células. De forma
ainda mais interessante, agonistas CB; interferiram na producdo e expressao de

fatores pro-angiogénicos como o VEGF e a Angiopoietina 2 (Ang2) (BLAZQUEZ et
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al., 2003; 2004). Um potente analogo do endocanabindide anandamida foi capaz de
inibir a expresséo de VEGF, e também de um de seus receptores funcionais, através
da ativacdo do receptor CB; em uma linhagem celular de carcinoma pulmonar,
efeitos estes atenuados com a utilizagdo de um antagonista CB; especifico. Esta
inibicdo foi associada a diminuicdo do crescimento do tumor e metastase,
demonstrando o importante papel da ativacdo do sistema canabindide na reducao
da progressdo de tumores (PORTELLA et al.,, 2003). Efeitos semelhantes foram
observados em tumores de pele (ndo-melanomas), com diminuicdo da
vascularizacdo do tumor e diminuicdo da expressédo de fatores pré-angiogénicos

(Figura 9) (CASANOVA et al., 2003).
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FIGURA 10: Mecanismo intracelular apés ativacéo de receptor canabinéide em célula endotelial ou
tumoral, por exemplo.

O tratamento com canabindides pode induzir a atividade da SPT (serino palmitoiltransferase) e
promovendo o acumulo de ceramida e a inibicdo de Akt (proteina quinase B), o que diminuiria a
fosforilacdo de Akt e outras moléculas downstream. A ceramida induz a estimulagdo mantida de Raf-1
/ MEK / ERK, vias envolvidas na apoptose mediada por canabindides. A ceramida também pode
atenuar a producao de VEGF. (Adaptado de VELASCO et al, 2004)
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Ja foi demonstrado também um importante papel do agonista misto WIN
55,212-2 sobre a diminuicdo da expressdao de VEGF e outros fatores pro-
angiogénicos, e também sobre a inducdo da apoptose, em células de
adenocarcinoma de tecido prostatico humano (SARFARAZ et al., 2005).

Entretanto, é de importancia observar que nenhum estudo estabelece um
papel claro para os receptores canabindides, e também para os endocanabindides,
no sitio inflamatdrio em reparo, mais precisamente seus papéis na regulacao global
da angiogénese e sua influéncia sobre moléculas envolvidas neste processo. A
forma pela qual a ativacdo ou bloqueio destes receptores poderia influenciar a
angiogénese inflamatoria, sendo modulando o recrutamento de células para o sitio
inflamatorio, modificando a ativacdo de células residentes, interferindo diretamente
no processo local de neovascularizagdo ou também interferindo na producdo de
mediadores envolvidos nesta sobreposicdo de processos, €, de sobremaneira,

pouco explorada.
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Justificativa e Objetivos

2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Apesar dos diversos estudos sugerindo a participacdo do sistema
canabindide, com seus ligantes enddgenos e receptores, na inflamagcdo e nos
processos angiogénicos relacionados tanto ao processo inflamatorio como ao
cancer, diversas lacunas ainda devem ser preenchidas principalmente no que diz
respeito aos tipos de receptor canabindide predominantemente envolvido nestes
processos, assim como sua influéncia na expressao e liberacdo de moléculas pro-
inflamatérias e pré-angiogénicas pelas diversas células envolvidas nestas
manifestacbes fisiopatoldgicas. Estabelecer a estrutura basica na qual o sistema
canabindide modula a angiogénese relacionada a inflamacéo se torna um objetivo
necessario para o progresso dos estudos farmacoldgicos sobre esta classe de
mediadores com evidente potencial terapéutico.

Nosso objetivo, desta forma, é investigar o papel dos receptores
canabindides, mais precisamente sua ativacdo ou bloqueio, em um modelo murino
de angiogénese inflamatéria avaliada apdés implante subcutdneo de uma matriz
esponjosa, explorando como a administracdo exdgena de antagonistas e agonistas
dos receptores canabindides podem influenciar na angiogénese e no recrutamento
celular para o sitio inflamatério, avaliando concomitantemente a influéncia destes
farmacos na producdo de mediadores pré-inflamatérios, e também pré-

angiogénicos, por estas células.
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2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Investigar o efeito do tratamento sistémico com antagonistas (SR141716A,
antagonista CB1, e SR144528, antagonista CB,) e agonista dos receptores
canabinodides (WIN 55,212-2, agonista misto CB;/CB,), e do tratamento
local com agonista destes receptores, 7 e 14 dias apdés implante
subcutdneo de uma matriz esponjosa, sobre a vascularizacdo e o
recrutamento de neutrofilos e macréfagos para a matriz onde se evidencia

um processo inflamatério.

Investigar o efeito do tratamento sistémico de antagonistas e agonistas
dos receptores canabindides, e do tratamento local com agonistas destes
receptores, sobre a producdo de mediadores inflamatorios e pro-
angiogénicos pelas células endoteliais e inflamatérias recrutadas para a
matriz apés 7 e 14 dias, mais precisamente a citocina TNF-a, as
quimiocinas CCL5/RANTES, CXCL1-3 / KC e CCL2 / JE, além do fator de
crescimento VEGF, moléculas notadamente importantes neste modelo
experimental (BARCELOS et al, 2004, 2005, dados néo publicados; BELO

et al, 2004).

. Obter e analisar cortes histolégicos da matriz esponjosa, para visualizacao

do infiltrado celular e vascularizacdo, apds 0s respectivos tratamentos

supracitados, 7 e 14 dias ap0s o implante.
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3. MATERIAL E METODOS

Em nosso delineamento experimental, os animais receberam tratamento
sistémico (por via subcutanea), 200 uL/animal e/ou local (intra-implante), 50 uL/local,
de farmacos durante 7 e 14 dias. A via de escolha para o tratamento se deveu a
experimentos pilotos previamente realizados e a dados da literatura, além, inclusive,
da disponibilidade dos farmacos em questéo (ver tabela no item 3.8):

e Grupo controle: PBS (tampao fosfato de sodio pH 7.4) + Cremophor (Sigma-

Aldrich) + DMSO (dimetilsulféxido, Veco) — Veiculo (local e sistémico), 7 e

14 dias.

e Grupos 1 e 2: SR141716A (antagonista CB1, cedido pela Sanofi-Aventis,

Franca) - tratamento sistémico, 7 e 14 dias.

e Grupo 3 e 4: SR144528 (antagonista CB2, cedido pela Sanofi-Aventis,

Franca) - tratamento sistémico, 7 e 14 dias.

e Grupo 5 e 6: WIN 55,212-2 (agonista misto CB1/CB2, Sigma-Aldrich) —
tratamento sistémico, 7 e 14 dias
e Grupo 7 e 8: WIN 55,212-2 (agonista misto CB1/CB2, Sigma-Aldrich) —

tratamento local, 7 e 14 dias

Os tempos escolhidos para avaliacdo dos parametros bioquimicos e
histolégico de interesse para o estudo da angiogénese inflamatoria tiveram como
base trabalhos anteriores do grupo que demonstram importantes fenémenos de
recrutamento celular e formacao de tecido fibrovascular entre os dias 7 e 14 ap0s
implante subcutaneo de esponja em camundongos C57BL/6 (BARCELOS et al,

2005).
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A proporcédo de PBS (tampéao fosfato de sédio pH 7.4) / Cremophor / DMSO
(dimetilsulfoxido, VECO) no veiculo é de 18:1:1, propor¢cao esta que, de acordo com
a literatura, ndo apresenta efeitos biolégico apreciaveis. O mesmo veiculo foi
utilizado para todos os farmacos em estudo.

Projeto aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal

(CETEA/COEP — UFMG), Protocolo n°® 147/06.

3.1 - Animais

Foram utilizados camundongos C57BL/6 machos, com aproximadamente 10
semanas, pesando entre 20-25 gramas, provenientes do Centro de Bioterismo da
Universidade Federal de Minas Gerais (CEBIO, UFMG). Os animais foram mantidos
no biotério do Laboratério de Imunofarmacologia, ICB / UFMG, com livre acesso a
racao e agua, e sob ciclo claro/escuro, até 0 momento dos experimentos. O nimero

de animais estipulado para cada grupo experimental foi de 6-8 animais.

3.2 - Implantagao da matriz esponjosa

Discos de esponja de poliéster poliuretano (Vitafoam Ltda.) de 8 mm de
diametro por 5 mm de espessura, canulados centralmente com canulas de polivinil
(PE 20 - Bio Vida) de 12 mm de comprimento, foram devidamente confeccionados e
mantidos em alcool a 70% durante, pelo menos, 24 horas antes da implantagéo.
Para o procedimento cirdrgico, os animais foram anestesiados com quetamina
(Rompum®)/xilazina (Calmium®) (respectivamente 3,2 mg/animal e 0,16 mg/animal,

em solucéo salina a 0.9%, numa proporcéo de 4:1:5 (quetamina:xilazina:salina), 25-
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30 ulL/animal, e submetidos a tricotomia e assepsia da regido dorsal com alcool
iodado. Em seguida, foi feita uma incisdo de aproximadamente 1 cm na pele de tal
regido e, apés delicada apartacdo do tecido subcutéaneo, foi introduzido o disco de
esponja, previamente lavado em agua destilada e submetido a fervura durante 15
minutos. A canula foi exteriorizada através de um orificio na pele da regido cervical,
suturada junto a pele e sua extremidade superior ocluida com massa de
modelagem. Finalmente, a incisdo dorsal foi suturada. ApGs a cirurgia os animais
foram mantidos sob aquecimento artificial até completo restabelecimento de suas
fungBes vitais, sendo mais tarde distribuidos em gaiolas individuais e mantidos no
Laboratério de Angiogénese, Departamento de Fisiologia e Biofisica, ICB/UFMG,

com livre acesso a ragao e agua.

FIGURA 11: Matriz esponjosa. Aspecto da esponja antes da implantacdo (A) e apos 14 dias de
implantacéo (B).
Visualizacdo do implante de esponja na regido cervical de um camundongo Balb/C (C) e aspecto do

implante aderido ao tecido subcutaneo, ja coberto por tecido conjuntivo (14 dias apés implantacao).
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3.3 — Quantificagcdo da angiogénese pela dosagem de hemoglobina

Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e os implantes
cuidadosamente removidos. A canula foi separada e em seguida os implantes foram
pesados. Cada implante foi homogeneizado em reagente de Drabkin (Labtest, Sao
Paulo) e centrifugado a 10.000 g por 15 min (DRABKIN & AUSTIN, 1932). Os
sobrenadantes foram filtrados em filtros de 0,22 um (Millipore). A hemoglobina
presente nas amostras foi quantificada colorimetricamente a 540 nm em um
espectrofotometro (E max — Molecular Devices). A concentracdo de hemoglobina foi
calculada a partir de uma curva padrdo. Os resultados foram expressos em ug de

hemoglobina / ml / mg de tecido umido (peso da esponja).

3.4 - Quantificagao da infiltracdo de neutréfilos no tecido pelo método de

atividade da mieloperoxidase (MPO)

Os pellets obtidos apds a centrifugacdo dos homogenatos das matrizes
esponjosas (ver o método para dosagem de hemoglobina) foram cuidadosamente
divididos em duas porcfes iguais e ressuspendidos em dois diferentes tampdes,
especificos para a medida da atividade das enzimas mieloperoxidase (MPO) e N-
acetilglicosaminidase (NAG) (BAILEY, 1988; McMILLAN, 1981). Uma das porcdes
de cada amostra foi ressuspendida em 1 ml de tampé&o fosfato (pH 4.7), a 4°C,
sendo entdo homogeneizada em vortex e centrifugada por 15 min. a 10.000 g (4°C).
Os pellets obtidos foram ressuspendidos em 1 ml de tampédo fosfato (pH 5.4),
contendo 0,5% de hexa-1,6-bis-deciltrimetilaménio (HTAB, Sigma-Aldrich). As

suspensdes foram congeladas e descongeladas por trés vezes em nitrogénio liquido

64



Material e Métodos

(N2) e em seguida centrifugadas por 15 min. a 10.000 g. Os sobrenadantes foram
estocados a - 20°C até o momento do ensaio.

Para o ensaio foram utilizados 25 uL de 3,3"-5,5"- tetrametilbenzidina (TMB,
Sigma-Aldrich), dissolvidos em dimetilsulféxido (DMSO, Veco) a uma concentracao
final de 1,6 mM; 100 pL de H,O, dissolvida em tampéo fosfato (pH 5.4), contendo
HTAB, a uma concentracédo final de 0,003% e 25 uL das suspensdes estocadas. A
reacdo foi iniciada a 37°C por 5 min. em placas de 96 pocos apos a adicdo das
suspensdes e da solucdo de TMB. ApOs este periodo, a solucdo de H,O, foi
adicionada e a placa novamente incubada a 37°C por 5 min. A reacédo foi parada
pela adicdo de 100 puL de H,SO4 a 4M e quantificada em espectrofotometro a 450
nm. O conteddo de neutrofilos foi calculado a partir de uma curva padréo da
atividade de MPO expressa em aumento de absorbancia a partir de neutréfilos
obtidos da cavidade peritoneal de camundongos mediante injecdo de uma solucao
de caseina a 5%. O lavado peritoneal foi realizado apos um tempo maximo de 6
horas pés-injecdo. Os resultados foram expressos em numero relativo de neutrofilos
por miligrama (mg) de tecido Umido (peso da esponja). A unidade obtida por este

procedimento é expressa como “numero relativo de neutrofilos”.

3.5 - Quantificagao da infiltracado de macréfagos no tecido pelo método de

atividade da n-acetilglicosaminidase (NAG)

A outra porcdo de matriz esponjosa, de cada amostra, cuidadosamente
dividida (ver ensaio para deteccdo da atividade de MPO), foi ressuspendida em
solugcéao salina 0,9% (4°C) contendo 0,1% v/v de Triton X-100 (Merck). Logo em

seguida foi homogeneizada em vortex e centrifugada a 4°C por 10 min. a 1.500 g.
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Os sobrenadantes foram imediatamente recolhidos e utilizados para o ensaio de
NAG.

A reacao foi iniciada apdés a adicdo de 100 uL de p-nitrofenil-N-acetil-5-D-
glicosaminidase (Sigma-Aldrich), dissolvida em tampéao citrato/fosfato (pH 4.5), a
uma concentracdo final de 2,24 mM, a 100 uL do sobrenadante recolhido apds
centrifugacdo das matrizes esponjosas. A reacdo se processou a 37°C por 10 min,
em placas de 96 pocos. O término da reacao foi dado pela adicdo de 100 uL de
tampéao glicina 0.2 M (pH 10,6) e quantificada em espectrofotometro a 405 nm. O
conteudo de macréfagos foi calculado a partir de uma curva padrdo da atividade de
NAG expressa em aumento de absorbancia a partir de macréfagos obtidos da
cavidade peritoneal de camundongos, mediante injecdo de uma solugdo de
tioglicolato de sédio a 3%. O lavado peritoneal foi realizado apds um tempo maximo
de 4 dias pos-injecdo. Os resultados foram expressos em numero relativo de
macrofagos por miligrama (mg) de tecido umido (peso da esponja). A unidade obtida

por este procedimento é expressa como “numero relativo de macréfagos”.

3.6 - Ensaio de ELISA para detecgao de citocinas e quimiocinas

Os sobrenadantes obtidos apds a centrifugacdo dos homogenatos das
matrizes esponjosas (ver o método para dosagem de hemoglobina) foram utilizados
para detectar os niveis das citocinas e quimiocinas propostas pelo projeto,
respectivamente  TNF-a, VEGF, CXCL1-3/KC, CCL2/JE e CCL5/RANTES. Os
ensaios foram realizados utilizando-se kits murinos especificos (R&D systems) e

seguindo as orientacdes do fabricante.
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Basicamente, 100 ulL/poco do anticorpo de captura (5,5 uL/ml), diluidos em
PBS estéril (pH 7.4), foram adicionados a cada placa (NUNC FLAT, 96-pocos,
FALCON). Estas foram entdo vedadas e incubadas a 4°C overnight. O conteudo de
cada placa foi entdo retirado e esta foi lavada 3 vezes (300 ulL/po¢o) com um
tampdo de lavagem (PBS/TWEEN 20 a 0,05%). Apés este procedimento, foram
adicionados 300 uL/poco do tampéao de bloqueio (BSA - bovine serum albumine - 1%
em PBS). As placas foram incubadas a temperatura ambiente por no minimo uma
hora. Repetiu-se o procedimento de lavagem e adicionou-se 100 plL/pogo das
amostras de sobrenadante e padrdes diluidos em tampao de diluicdo (BSA 0,1% em
PBS). As placas foram novamente incubadas overnight. Repetiu-se o procedimento
de lavagem e adicionou-se 100uL/po¢o do anticorpo de deteccao biotinilado (5,55
uL/ml) diluido em tampéao de diluicdo (0 mesmo das amostras e padrbes). As placas
foram incubadas a temperatura ambiente por 2 horas. Apds outro procedimento de
lavagem, adicionou-se 100 uL/poco de estreptavidina — HRP (1:200), em tampéao de
diluicdo, e incubou-se as placas a temperatura ambiente por 20 minutos. Novamente
as placas foram lavadas e adicionou-se 100 pL/pogo do substrato OPD (em tampéao
citrato pH 5,0 com H,0;). As placas foram incubadas por 20-30 minutos, em
temperatura ambiente, protegidas da luz. ApOs este periodo, adicionou-se 50
uL/poco de H,SO, 1M para interromper a reacdo. As placas foram lidas em
espectrofotometro a 492 nm. A concentracdo de citocinas e quimiocinas foi obtida
partir de curvas padrbes. O resultado foi expresso em pg/ml de citocinas ou

guimiocinas por peso Umido de tecido em mg (peso da esponja).
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3.7 - Analise histolégica das matrizes esponjosas

Apbés 7 e 14 dias de implante, esponjas representativas de cada grupo
experimental (2 a 3 esponjas por grupo) foram cuidadosamente fixadas em solucao
de formol a 10% em PBS (pH 7.4). Ap6s o tempo de fixacdo minimo de 48 horas, 0s
implantes foram submetidos a etapas de desidratagdo, diafanizacdo, banho e
inclusdo em parafina. Em seguida, foram realizados cortes em micr6tomo (seccc¢des
de 5 um) e as laminas foram coradas com hematoxilina e eosina (H.E), para
avaliacdo do infiltrado inflamatério, formacdo de conjuntivo e vascularizacdo. Os
cortes foram analisados ao microscopio 6ptico e registrados fotograficamente
(objetiva de 20X, ocular de 10 X, aumento de 200 vezes). Cada corte teve o registro
fotografico de pelo menos 10 campos, sendo apenas uma imagem representativa do
corte selecionada para fins de comparacdo entre grupos submetidos a tratamento
farmacoldogico. Toda a preparacdo do material histolégico foi realizada no

Departamento de Patologia do Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB/UFMG).

3.8 - Analise estatistica

Os resultados estédo representados como a média + erro padrao da média.
Comparacoes entre dois grupos foram feitas utilizando-se o teste t de Student, para
dados néo pareados. Para trés ou mais grupos, as comparagbes foram feitas
utilizando-se analise de variancia (One-way ANOVA), e as diferencas entre o0s
grupos foram certificadas utilizando-se o pés-teste Newman-Keuls. Um valor de p

inferior a 0,05 foi considerado significativo. A analise estatistica e elaboracdo dos
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graficos aqui representados foram realizadas utilizando-se o software GraphPad

Prism 3.0.

3.9 — Delineamento experimental

Espécie Grupo 7;':3::)3 Procedimento
CONTROLE 8 Veiculo, 7 dias, experimento ANTAGONISTAS
CONTROLE 8 Veiculo, 7 dias, experimento AGONISTA LOCAL
CONTROLE 8 Veiculo, 7 dias, experimento AGONISTA SISTEMICO
CONTROLE 8 Veiculo, 14 dias, experimento ANTAGONISTAS
CONTROLE 8 Veiculo, 14 dias, experimento AGONISTA LOCAL
CONTROLE 8 Veiculo, 14 dias, experimento AGONISTA SISTEMICO
Mus musculus 1 8 SR141716A, 7 dias (ANTAGONISTA CB;) 10 mg/Kg
(C57BL/6) 2 8 SR141716A, 14 dias (ANTAGONISTA CB;) 10 mg/Kg
3 8 SR144528, 7 dias (ANTAGONISTA CB;) 10 mg/Kg
4 8 SR144528, 14 dias (ANTAGONISTA CB,) 10 mg/Kg
5 8 WIN 55,212-2, 7 dias (AGONISTA) SISTEMICO 3, 10 mg/Kg
6 8 WIN 55,212-2, 14 dias (AGONISTA) SISTEMICO 3 mg/Kg
7 8 WIN 55,212-2, 7 dias (AGONISTA) LOCAL 30, 100 pg/local
8 8 WIN 55,212-2, 14 dias (AGONISTA) LOCAL 30 ug/local

FIGURA 12: Tabela esquematica para o delineamento experimental proposto.
Modelo também anexado ao protocolo n © 147/06 (CETEA/COEP — UFMG).
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4. RESULTADOS

4.1. Efeitos do tratamento sistémico com os antagonistas dos receptores CB1
e CB2, SR141716A e SR 144528, respectivamente.

4.1.1. Efeitos sobre a concentragcao de hemoglobina na matriz esponjosa

O tratamento sistémico diario (10 mg/Kg, 200 ulL/animal/s.c.) com os
antagonistas dos receptores CB; e CB, SR141716A e SR144528, durante 7 e 14
dias, foi capaz de inibir de maneira significativa, a concentracdo de hemoglobina nos
implantes avaliados. A dosagem do conteudo de hemoglobina pelo método de
Drabkin € utilizada como medida indireta da formacéo de vasos sanguineos.

Para o0 antagonista CB; a concentracdo de hemoglobina estava
significativamente reduzida no sétimo dia pés-implante (P<0.05), sendo o perfil da
resposta mantido no décimo quarto dia pés-implante (P<0.01), mostrando-se um
efeito anti-angiogénico consideravel apos bloqueio deste subtipo de receptor
canabindide. Resultado similar foi observado para o tratamento com o antagonista
dos receptores CB,, SR144528, sendo que tanto no sétimo dia (P<0.01), como no
décimo quarto dia (P<0.05) houve diminui¢cdo significativa da resposta angiogénica
nos implantes. Os resultados podem ser verificados na figura 13. Desta forma, o
bloqueio de ambos o0s subtipos de receptores canabindides neste modelo
experimental € capaz de reduzir a angiogénese, assim quantificada pela
concentracdo de hemoglobina na esponja. Nao houve diferenca entre o0s
tratamentos com os dois antagonistas nos dois dias escolhidos para avaliagdo da

resposta.
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FIGURA 13: Efeito do tratamento com os antagonistas canabindides SR141716 (CB,;) e SR144528
(CBy), 10 mg/Kg (200 plL/animal/s.c.), durante 7 e 14 dias, sobre a formacdo de novos vasos,
quantificada através da dosagem de hemoglobina na esponja (método de Drabkin).

Os resultados sédo apresentados como média + erro padrdo da média. N = 6-8 animais/grupo. *

p<0.05; # p<0.01 em relagéo ao veiculo.

4.1.2. Efeitos sobre o recrutamento celular para a matriz esponjosa.

A medida da atividade das enzimas mieloperoxidase (MPO) e N-
acetilglicosaminidase (NAG) dos implantes foi utilizada como indicativo da presenca
de neutréfilos e de macrofagos, respectivamente, na matriz esponjosa. H4 um
progressivo aumento do infiltrado inflamatério ao longo das duas semanas de
experimento. O pico de infitrado neutrofilico, verificado pela atividade da
mieloperoxidase, € maximo no sétimo dia, mantendo-se estavel até o décimo quarto
dia. O pico de atividade méaxima da N-acetilglicosaminidase aparece ap0s 0 sétimo

dia, mantendo-se elevado até o décimo quarto dia (BARCELOS et al, 2005).
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O tratamento sistémico diario (10 mg/Kg, 200 uplL/animal/s.c.) com o0s
antagonistas dos receptores CB; e CB, SR141716A e SR144528, durante 7 e 14
dias, foi capaz de inibir de maneira significativa, com padrdo diferenciado, o
recrutamento de neutrofilos e macréfagos para a matriz esponjosa, como avaliado
pelos ensaios bioquimicos supracitados. Os resultados sugerem que o bloqueio dos
receptores canabindides € capaz de modular o recrutamento celular para a matriz
esponjosa apoés implante subcutaneo.

O tratamento com o antagonista CBj;, SR141716A, foi eficaz em inibir o
recrutamento de neutréfilos no sétimo dia (p<0.05), sendo que o tratamento parece
manter este perfil de inibicdo, que é semelhante no décimo quarto dia apds implante
(p<0.05). Quanto ao antagonista CB,, SR144528, o perfil de inibicdo é notadamente
diferente. O tratamento com o antagonista CB, SR144528, leva a inibicdo
significativa do recrutamento de neutréfilos no sétimo dia apds implante (p<0.05),
perfil de resposta que ndo é observada no décimo quarto dia apds implante, ao

contrario do tratamento com o antagonista dos receptores CB;. Os resultados estao

llustrados na figura 14.
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FIGURA 14: Efeito do tratamento com os antagonistas canabindides SR141716 (CB,;) e SR144528
(CB,), 10 mg/Kg (200 plL/animal/s.c.), durante 7 e 14 dias, sobre o recrutamento de neutrdfilos,
quantificado através da dosagem da atividade da mieloperoxidase (MPO).

Os resultados sédo apresentados como média + erro padrdo da média. N = 6-8 animais/grupo. *

p<0.05 em relacédo ao veiculo.

Foi também observado, no tratamento sistémico diario com o antagonista do
receptor CB;, SR141716A, somente ap0s 14 dias de tratamento, a inibicdo do
recrutamento de macrofagos para a matriz esponjosa. O tratamento com ambos 0s
compostos nao causou nenhuma alteracdo no perfil de recrutamento deste tipo
celular no sétimo dia pos-implante, mas o tratamento com o antagonista do receptor
CB1, SR141716A, levou a diminui¢do significativa do recrutamento de macréfagos
para a esponja no décimo quarto dia apés implante (p<0.05). Os resultados estédo

ilustrados na figura 15.
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FIGURA 15: Efeito do tratamento com os antagonistas canabinéides SR141716 (CB;) e SR144528
(CB»), 10 mg/Kg (200 ulL/animal/s.c.), durante 7 e 14 dias, sobre o recrutamento de macréfagos,
quantificado através da dosagem da atividade da N-acetilglicosaminidase (NAG).

Os resultados sao apresentados como média + erro padrdo da média. N = 6-8 animais/grupo. *

p<0.05 em relacao ao veiculo.

4.1.3. Efeitos sobre a concentragcdao de citocinas e quimiocinas na matriz

esponjosa.

Diversos mediadores inflamatorios s&o produzidos localmente apds o
implante subcutaneo da matriz esponjosa, notadamente quimiocinas e citocinas,
moléculas notadamente importantes no processo inflamatério, assim como na
neovascularizacdo e no reparo tecidual. Neutrofilos e macréfagos sdo importantes
fontes locais destes mediadores. As citocinas e quimiocinas sao capazes de modular
de forma direta e indireta o processo de angiogénese, seja influenciando o
recrutamento e/ou ativagcdo de células endoteliais, seja influenciando no
recrutamento e/ou ativacdo de células responsaveis pela producdo de mediadores

também importantes para a neovascularizacdo (BARCELOS, 2004; 2005; dados néo
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publicados). Foram avaliadas as concentracfes de quatro importantes citocinas
envolvidas na angiogénese inflamatoria, a citocina TNF-a, as quimiocinas RANTES,
CXCL1-3/KC, além do fator de crescimento VEGF.

O tratamento sistémico diario (10 mg/Kg, 200 ulL/animal/s.c.) com os
antagonistas dos receptores CB; e CB, SR141716A e SR144528, durante 7 e 14
dias, foi capaz de inibir de maneira significativa, e com padrédo diferenciado, a
concentracdo destes mediadores na matriz esponjosa, como avaliado por ELISA. Os
resultados sugerem que o bloqueio dos receptores canabinoides € capaz de modular
a producao local de citocinas e quimiocinas. O bloqueio dos receptores CB; levou a
diminuicdo bastante significativa da concentracdo local de TNF-a, importante
mediador pro-angiogénico e proé-inflamatério, tanto no sétimo (p<0.05), quanto no
décimo quarto dia (p<0.001) pés-implante. JA& o bloqueio dos receptores CB:
somente se mostrou eficaz na diminuicdo da concentracéo local de TNF-a. no sétimo
dia pés-implante (p<0.01). Estes resultados estéo ilustrados na figura 16.

Quanto aos efeitos do tratamento diario com os antagonistas dos receptores
CB; e CB; sobre a concentracdo local de VEGF, importante mediador proé-
angiogénico, € possivel se observar diminui¢do significativa da concentracdo deste
mediador na matriz esponjosa, apos blogueio dos receptores canabindides, somente
no seétimo dia pos-implante (CB;, p<0.05; CB, p<0.01), momento onde esta
representado o pico deste mediador neste modelo experimental (BARCELOS et al,
2005). Nao foi observado nenhum efeito do tratamento proposto sobre a
concentracdo de VEGF no décimo quarto dia pos-implante. Observar estes

resultados na figura 17.
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FIGURA 16: Efeito do tratamento com os antagonistas canabin6ides SR141716 (CB,) e SR144528
(CB,), 10 mg/Kg (200 pl/animal/s.c.), durante 7 e 14 dias, sobre a concentracdo de TNF-q,
guantificada por ELISA.

Os resultados sdo apresentados como média + erro padrdo da média. N = 6-8 animais/grupo. *
p<0.05; # p<0.01; ** p<0.001 em relagdo ao veiculo.
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FIGURA 17: Efeito do tratamento com os antagonistas canabindides SR141716 (CB,;) e SR144528

(CBy), 10 mg/Kg (200 pl/animal/s.c.), durante 7 e 14 dias, sobre a concentracdo de VEGF,
guantificada por ELISA.

Os resultados sédo apresentados como média + erro padrdo da média. N = 6-8 animais/grupo. *

p<0.05; # p<0.01 em relagéo ao veiculo.
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O tratamento diario com os antagonistas dos receptores CB; e CB; levou a
diminuicdo na concentracdo local da quimiocina CXCL1-3/KC, quimiotatica para
neutroéfilos, no sétimo dia pés-implante (CB;, p<0.05; CB, p<0.01). O tratamento até
o décimo quarto dia somente foi efetivo com o antagonista do receptor CB;y,
SR141716A, quando houve uma diminuicdo bastante significativa na concentracao

local da quimiocina (p<0.05). Figura 18.
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FIGURA 18: Efeito do tratamento com os antagonistas canabinéides SR141716 (CB;) e SR144528

(CB»), 10 mg/Kg (200 ulL/animal/s.c.), durante 7 e 14 dias, sobre a concentracdo de CXCL1-3/KC,
quantificada por ELISA.

Os resultados sédo apresentados como média + erro padrdo da média. N = 6-8 animais/grupo. *
p<0.05; # p<0.01 em relagédo ao veiculo.

O mesmo esquema de tratamento foi capaz de alterar as concentracfes
locais da quimiocina CCL5/RANTES, molécula descrita como reguladora do
processo angiogénico por nosso grupo de trabalho (dados ndo publicados). De
forma interessante, o tratamento com os antagonistas dos receptores CB; e CB; nédo

alterou as concentracbes da quimiocina no sétimo dia pés-implante, mas o
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antagonista do receptor CB,, SR144528, levou a um aumento significativo desta

guimiocina no décimo quarto dia pos-implante (p<0.05). Figura 19.
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FIGURA 19: Efeito do tratamento com os antagonistas canabinéides SR141716 (CB;) e SR144528

(CB,), 10 mg/Kg (200 uL/animal/s.c.), durante 7 e 14 dias, sobre a concentracdo de CCL5/RANTES,
quantificada por ELISA.

Os resultados sdo apresentados como média + erro padrdo da média. N = 6-8 animais/grupo. #
p<0.01 em relacao ao veiculo.
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4.2. Efeitos do tratamento sistémico com agonista misto dos receptores
canabindides WIN 55,212-2

Para se investigar os efeitos da ativacdo dos receptores canabindides,
escolheu-se aminoalquilindol WIN 55212,2, o enantibmero R-(+), um dos agonistas
canabinoides mais comumente utilizado, com alta seletividade para CB; e CB,. As
doses escolhidas foram baseadas na literatura, em estudos onde se investigou o
efeito anti-inflamatoério, apds administracdo sistémica deste farmaco, em diversos
modelos experimentais. Apesar de haver consideravel efeito central apos a
administracdo, com 0s animais apresentando notavel perda de tdbnus muscular e
confusdo (DREWS et al, 2005), estes efeitos sédo transitorios, desaparecendo com
no maximo 2 horas apos administracdo, sem aparente interferéncia em seus efeitos

anti-inflamatoérios e/ou anti-angiogénicos.

4.2.1. Efeitos sobre a concentragcao de hemoglobina na matriz esponjosa

A administracao diaria do agonista canabindide misto WIN 55,212-2 (3 ou 10
mg/Kg, 200 ulL/animal/s.c.) levou a reducdo na concentracdo de hemoglobina na
matriz esponjosa, no sétimo dia pods-implante, em ambas as doses (p<0.05). No
décimo quarto dia pos-implante, a dose de 3 mg/Kg foi capaz de manter esta
reducdo na concentracdo de hemoglobina (p<0.05). Dados representados na Figura

20.
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FIGURA 20: Efeito do tratamento com o agonista canabindide misto WIN 55,212-2, 3 e 10 mg/Kg
(200 pL/animal/s.c.), durante 7 e 14 dias, sobre a formacéo de novos vasos, quantificada através da
dosagem de hemoglobina na esponja (método de Drabkin).

Os resultados sao apresentados como média + erro padrdo da média. N = 6-8 animais/grupo. *

p<0.05 em relacgao ao veiculo.

4.2.2. Efeitos sobre o recrutamento celular para a matriz esponjosa.

A administracdo diaria do agonista canabinodide misto WIN 55,212-2 (3 ou 10
mg/Kg, 200 plL/animal/s.c.) levou a reducédo significativa, e dose-dependente, do
recrutamento de neutrdfilos para a matriz esponjosa no sétimo dia pos-implante
(p<0.05). O mesmo efeito foi observado para a dose de 3 mg/Kg no décimo quarto

dia pés-implante (p<0.05). Figura 21.
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FIGURA 21: Efeito do tratamento com o agonista canabindide misto WIN 55,212-2, 3 e 10 mg/Kg
(200 plL/animal/s.c.), durante 7 e 14 dias, sobre o recrutamento de neutréfilos, quantificado através
da dosagem da atividade da mieloperoxidase (MPO).

Os resultados sédo apresentados como média + erro padrdo da média. N = 6-8 animais/grupo. *

p<0.05 em relacao ao veiculo.

O mesmo sistema de tratamento levou a inibicAo dose-dependente do
recrutamento de macrofagos para a matriz esponjosa no sétimo dia pés-implante
(p<0.05). Este perfil de inibicdo foi mantido no décimo quarto dia pés-implante, com

o tratamento na dose de 3 mg/Kg (p<0.05). Figura 22.
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FIGURA 22: Efeito do tratamento com o agonista canabindide misto WIN 55,212-2, 3 e 10 mg/Kg
(200 plL/animal/s.c.), durante 7 e 14 dias, sobre o recrutamento de macréfagos, quantificado através
da dosagem da atividade da N-acetilglicosaminidase (NAG).

Os resultados sao apresentados como média + erro padrdo da média. N = 6-8 animais/grupo. *

p<0.05 em relacao ao veiculo.

4.2.3. Efeitos sobre a concentragcdao de citocinas e quimiocinas na matriz

esponjosa.

Foram avaliadas as concentracdes de quatro importantes citocinas envolvidas
na angiogénese inflamatodria, a citocina TNF-a, as quimiocinas CXCL1-3 / KC e
CCL2 / JE, além do fator de crescimento VEGF. A quimiocina RANTES, ao contrario
do experimento com o0s antagonistas dos receptores canabindides, ndo foi
examinada por questdées meramente estratégicas, uma vez que estes experimentos
foram realizados em momentos distintos durante o desenrolar do projeto.

A administracao diaria do agonista canabindide misto WIN 55,212-2 (3 ou 10

mg/Kg, 200 upl/animal/s.c.) levou a reducdo significativa, e de maneira dose-
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dependente, da concentracdo da citocina TNF-o. na matriz esponjosa no sétimo dia
pds-implante, sendo este efeito observado na dose de 3 mg/Kg (p<0.01) e
notadamente na dose de 10 mg/Kg (p<0.001). O mesmo perfil foi observado com o
tratamento até o décimo quarto dia pés-implante (p<0.05). Figura 23.

Perfil bastante semelhante foi observado quanto a concentracdo do fator de
crescimento VEGF. O tratamento com o agonista misto WIN 55,212-2 é capaz de
inibir a concentragdo do mediador na matriz esponjosa no sétimo e no décimo quarto

dia p6s-implante (p<0.05). Figura 24.
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FIGURA 23: Efeito do tratamento com o agonista canabindide misto WIN 55,212-2, 3 e 10 mg/Kg
(200 pL/animal/s.c.), durante 7 e 14 dias, sobre a concentra¢do de TNF-a, quantificada por ELISA.
Os resultados sédo apresentados como média + erro padrdo da média. N = 6-8 animais/grupo. *
p<0.05; # p<0.01 em relagéo ao veiculo.
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FIGURA 24: Efeito do tratamento com o agonista canabindide misto WIN 55,212-2, 3 e 10 mg/Kg
(200 uL/animal/s.c.), durante 7 e 14 dias, sobre a concentracdo de VEGF, quantificada por ELISA.
Os resultados sé@o apresentados como média + erro padrdo da média. N = 6-8 animais/grupo. * p
<0.05 em relacéo ao veiculo.

Quanto ao efeito do tratamento diario com o agonista canabindide misto WIN
55,212-2 sobre a concentracdo de quimiocinas na matriz esponjosa, os resultados
foram distintos. O tratamento € capaz de reduzir a concentracdo da quimiocina
CXCL1-3/KC na matriz esponjosa no sétimo (de maneira dose-dependente) e
décimo quarto dia pés-implante (p<0.05). Resultados ilustrados na figura 25. No que
diz respeito a guimiocina responsavel pelo recrutamento de
mononucleares/macréfagos pra a matriz esponjosa, CCL2/JE, o tratamento com o

WIN 55,212-2 néo foi capaz de reduzir a concentracdo do mediador na matriz

esponjosa nos dois momentos escolhidos para avaliagao da resposta (Figura 26).
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FIGURA 25: Efeito do tratamento com o agonista canabindide misto WIN 55,212-2, 3 e 10 mg/Kg
(200 pL/animal/s.c.), durante 7 e 14 dias, sobre a concentracdo de CXCL1-3/KC, quantificada por
ELISA.

Os resultados séo apresentados como média + erro padrdo da média. N = 6-8 animais/grupo. * p
<0.05 em relacgéo ao veiculo.
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FIGURA 26: Efeito do tratamento com o agonista canabindide misto WIN 55,212-2, 3 e 10 mg/Kg
(200 uL/animal/s.c.), durante 7 e 14 dias, sobre a concentracdo de CCL2/JE, quantificada por ELISA.

Os resultados sé@o apresentados como média + erro padrdo da média. N = 6-8 animais/grupo.
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4.3. Efeitos do tratamento local com agonista misto dos receptores
canabindides WIN 55,212-2

Para se investigar os efeitos da ativacédo dos receptores canabindides com o
aminoalquilindol WIN 55,212-2, agonista misto dos receptores canabindides, sobre a
angiogénese inflamatoéria, sem interferéncia de nenhum fator sistémico, optamos
pelo tratamento local, intra-esponja, com a administracdo de duas concentracdes do
farmaco: 30 e 100 pg/local (50 uL/animal/local). A administracao local, com seringa
de insulina, pode causar pequena resposta inflamatoria, mas o0 mesmo procedimento
é feito com o grupo controle, descartando qualquer possibilidade de se mascarar 0s
dados obtidos. Nao foi observado nenhum efeito central aparente apés a

administracéo local do farmaco durante os 7 ou 14 dias de tratamento.

4.3.1. Efeitos sobre a concentragao de hemoglobina na matriz esponjosa

A administracdo diaria local do agonista canabindide misto WIN 55,212-2 (30
ou 100 pgl/local, 50 pL/animal/local) levou a reducdo na concentracdo de
hemoglobina na matriz esponjosa, no sétimo dia pos-implante, em ambas as doses
(p<0.05). No décimo quarto dia pés-implante, a dose de 30 ug/local foi capaz de
manter esta reducdo na concentracdo de hemoglobina (p<0.05). Dados

representados na Figura 27.
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FIGURA 27: Efeito do tratamento com o agonista canabinéide misto WIN 55,212-2, 30 e 100 ug/local
(50 pL/local/animal), durante 7 e 14 dias, sobre a formacédo de novos vasos, quantificada através da
dosagem de hemoglobina na esponja (método de Drabkin).

Os resultados sédo apresentados como média + erro padrdo da média. N = 6-8 animais/grupo. *
p<0.05 em relacédo ao veiculo.

4.3.2. Efeitos sobre o recrutamento celular para a matriz esponjosa.

A administracao diaria local do agonista canabindide misto WIN 55,212-2 (30
ou 100 pg/local, 50 puL/animal/local) levou a redugéo significativa do recrutamento de
neutrofilos para a matriz esponjosa no sétimo dia pés-implante (p<0.05). O mesmo
efeito foi observado para a dose de 100 ug/local no décimo quarto dia pés-implante
(p<0.05). FIGURA 28.
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FIGURA 28: Efeito do tratamento com o agonista canabinéide misto WIN 55,212-2, 30 e 100 ug/local
(50 uL/local/animal), durante 7 e 14 dias, sobre o recrutamento de neutrofilos, quantificado através da
dosagem da atividade da mieloperoxidase (MPO).

Os resultados sédo apresentados como média + erro padrdo da média. N = 6-8 animais/grupo. *

p<0.05 em relacéo ao veiculo.

Diferentemente do tratamento sistémico, a administracdo diaria local do
agonista canabinoide misto WIN 55,212-2 (30 ou 100 pug/local, 50 pL/animal/local)
dia poés-implante (p<0.05) somente na concentracdo de 30 ug/local. Este perfil de
inibicdo néo foi observado no décimo quarto dia pés-implante, com o tratamento na

dose de 100 nug/local. Figura 29.
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FIGURA 29: Efeito do tratamento com o agonista canabinéide misto WIN 55,212-2, 30 e 100 ug/local
(50 uL/local/animal), durante 7 e 14 dias, sobre o recrutamento de macréfagos, quantificado através
da dosagem da atividade da N-acetilglicosaminidase (NAG).

Os resultados sédo apresentados como média + erro padrdo da média. N = 6-8 animais/grupo. *

p<0.05 em relacédo ao veiculo.

4.3.3. Efeitos sobre a concentragcao de citocinas e quimiocinas na matriz

esponjosa.

Assim como no tratamento sistémico, foram avaliadas as concentracdes de
citocinas e quimiocinas reconhecidamente importantes na angiogénese inflamatoria:
a citocina TNF-a, as quimiocinas CXCL1-3 / KC e CCL2 / JE, e fator de crescimento
VEGF. A administracdo diaria local do agonista canabindide misto WIN 55,212-2
WIN 55,212-2 (30 ou 100 pg/local, 50 pL/animal/local) levou a reducéo significativa
da concentracdo da citocina TNF-a. na matriz esponjosa, no sétimo dia pés-implante,
em ambas as concentragcdes (p<0.01). O mesmo perfil foi observado com o

tratamento até o décimo quarto dia pés-implante (p<0.05). Figura 30.
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Perfil bastante semelhante foi observado quanto a concentracdo do fator de
crescimento VEGF. O tratamento local com o agonista misto WIN 55,212-2 € capaz
de inibir a concentracdo do mediador na matriz esponjosa no sétimo e no décimo

quarto dia pés-implante, nas duas concentracfes estudadas (p<0.05). FIGURA 31.
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FIGURA 30: Efeito do tratamento com o agonista canabindide misto WIN 55,212-2, 30 e 100 ng/local
(50 uL/local/animal), durante 7 e 14 dias, sobre a concentracdo de TNF-a, quantificada por ELISA.

Os resultados séo apresentados como média + erro padrao da média. N = 6-8 animais/grupo. *

p<0.05; # p<0.01 em relagédo ao veiculo.
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FIGURA 31: Efeito do tratamento com o agonista canabinéide misto WIN 55,212-2, 30 e 100 ug/local
(50 uL/local/animal), durante 7 e 14 dias, sobre a concentra¢do de VEGF, quantificada por ELISA.

Os resultados sédo apresentados como média + erro padrdo da média. N = 6-8 animais/grupo. *

p<0.05 em relacao ao veiculo.

Em relacdo ao efeito do tratamento diario local com o agonista canabindide
misto WIN 55,212-2 sobre a concentracdo de quimiocinas na matriz esponjosa, 0S
resultados foram distintos, mas ainda bastante similares ao tratamento sistémico
com o mesmo farmaco. O tratamento é capaz de reduzir a concentracdo da
guimiocina CXCL1-3/KC na matriz esponjosa no sétimo e décimo quarto dia pos-
implante (p<0.05). Resultados ilustrados na figura 32. No que diz respeito a
quimiocina CCL2/JE, o tratamento com o WIN 55,212-2 n&o foi capaz de reduzir a
concentracdo do mediador na matriz esponjosa em nenhum dos dois momentos

escolhidos para avaliacdo da resposta (Figura 33).
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FIGURA 32: Efeito do tratamento com o agonista canabindide misto WIN 55,212-2, 30 e 100 ng/local

(50 ulL/local/animal), durante 7 e 14 dias, sobre a concentragdo de CXCL1-3/KC, quantificada por
ELISA.

Os resultados sédo apresentados como média + erro padrdo da média. N = 6-8 animais/grupo. *

p<0.05 em relacao ao veiculo.
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FIGURA 33: Efeito do tratamento com o agonista canabinéide misto WIN 55,212-2, 30 e 100 ug/local
(50 uL/local/animal), durante 7 e 14 dias, sobre a concentracdo de CCL2/JE, quantificada por ELISA.

Os resultados sdo apresentados como média + erro padrdo da média. N = 6-8 animais/grupo. *

p<0.05 em relacao ao veiculo.
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4.4. Analise histolégica dos implantes de esponja apés tratamentos com os
antagonistas canabindides SR141716A (CB4) e SR144528 (CB;), e com o
agonista canabinéide misto WIN 55,212-2

A implantacdo da matriz esponjosa estimula progressiva infiltracdo de um
tecido conjuntivo fibrovascular cujo perfil histolégico demonstra crescente invasao de
vasos sanguineos neoformados, células inflamatérias e fibroblastos, culminando
com a formacdo de um tecido de granulacdo caracteristico de um processo de
reparacdo tecidual. No sétimo dia pdés-implantacdo, os implantes apresentam
discreta formacdo vascular, com significativo infiltrado inflamatério e moderada
formacdo colagena, encontrando-se preenchidos por um tecido conectivo
frouxamente arranjado. Posteriormente, no décimo quarto dia pés-implantacdo, a
matriz esponjosa se encontra preenchida por densa malha fibrovascular,
caracterizada pela presenca principal de polimorfonucleares, fibroblastos e
apreciavel formagcdo neovascular. Interessantemente, pode ser observada a
presenca de leucdcitos circulantes ou aderidos, dentro de alguns vasos
neoformados. Finalmente, nos implantes de décimo quarto dia, observou-se maior
organizacdo e compactacdo do tecido fibrovascular, caracteristico de reacgfes
granulomatosas crénicas, com rede neovascular madura, presenca acentuada de

leucécitos e matriz extracelular abundante.
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4.4.1 — Efeitos do tratamento com antagonistas dos receptores canabindides
sobre o perfil histolégico da matriz esponjosa apés implante subcutaneo.

O tratamento com o0s antagonista canabindide SR141716A (CB;), 10 mg/Kg,
atée o sétimo dia apds implantacdo da matriz esponjosa, leva a uma reducao
sensivel do infiltrado celular para a esponja assim como a uma menor e bastante
evidente formacédo de tecido fibrovascular, quando comparado aos animais tratados
com veiculo somente, onde a malha de fibras conjuntivas estd bem composta. O
mesmo tratamento, até o décimo quarto dia apos implantacdo, leva a uma reducéo
bastante significativa da formacéo do tecido fibrovascular na matriz esponjosa, uma
vez que o grupo tratado somente com veiculo apresenta rede neovascular bastante
desenvolvida. Para o antagonista SR144528 (CB;), o tratamento na dose de 10
mg/Kg levou a resultados muito semelhantes ao do tratamento com o antagonista
dos receptores CB;, SR141716A. Tanto no sétimo quanto no décimo quarto dia apds
implantacdo, ha uma reducado do tecido fibrovascular e do infiltrado celular, sendo
que para o infiltrado esta resposta € mais evidente no sétimo dia. No décimo quarto
dia é notavel a diminuicdo da rede neovascular. A analise histolégica reflete com
bastante clareza os resultados obtidos com o0s ensaios bioquimicos para avaliagao
do infiltrado celular e da neovascularizacdo (ensaio de hemoglobina) (Figuras 34 e

35).
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FIGURA 34: Cortes histolégicos, corados por H.E., representativos do tecido fibrovascular induzido,

em implantes subcutdneos de matriz esponjosa, em animais tratados com os antagonistas
canabindides SR141716A e SR144528 (10 mg/Kg) por 7 dias.

(A) Corte representativo de animal tratado com veiculo. (B) Corte representativo de animal tratado
com SR141716A. (C) Corte representativo de animal tratado com SR144528. Aumento de 200X
(objetiva de 20X). M: Matriz.
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FIGURA 35: Cortes histologicos, corados por H.E., representativos do tecido fibrovascular induzido,

em implantes subcutdneos de matriz esponjosa, em animais tratados com os antagonistas
canabindides SR141716A e SR144528 (10 mg/Kg) por 14 dias.

(A) Corte representativo de animal tratado com veiculo. (B) Corte representativo de animal tratado
com SR141716A. (C) Corte representativo de animal tratado com SR144528. Aumento de 200X
(objetiva de 20X).
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44.2 - Efeitos do tratamento com o agonista misto dos receptores
canabindides sobre o perfil histolégico da matriz esponjosa apés implante

subcutaneo.

O tratamento sistémico com o agonista misto WIN 55,212-2, 3 e 10 mg/Kg,
até o sétimo dia apds implantacdo da matriz esponjosa leva a notavel reducéo do
infiltrado celular para a esponja. A formacéo de tecido fibrovascular, caracteristica
deste momento, esta bastante reduzida quando comparada aos animais tratados
com veiculo somente, onde a malha de fibras conjuntivas esta bem definida. O
tratamento, até o décimo quarto dia apds implantacdo, na dose de 3 mg/Kg, leva a
uma reducdo marcante da formacao do tecido fibrovascular na matriz esponjosa,
uma vez que 0 grupo tratado somente com veiculo apresenta rede neovascular
bastante desenvolvida (Figuras 36 e 37).

Para o tratamento local com o0 mesmo agonista, nas concentracdes de 30 e
100 pg/animal, os resultados apresentados foram muito semelhantes ao do
tratamento sistémico como o mesmo farmaco. Tanto no sétimo quanto no décimo
quarto dia ap6s implantacdo (concentracdo de 30 pg/animal), ha reducéo do tecido
fibrovascular e também do infiltrado celular, sendo que para o infiltrado esta resposta
€ mais evidente no sétimo dia, quando este fendmeno € exacerbado. No décimo
quarto dia é evidente a diminuicdo da rede neovascular. A analise histolégica reflete
com bastante clareza os resultados obtidos com o0s ensaios bioquimicos para
avaliacdo do infiltrado celular e da neovascularizacdo (ensaio de hemoglobina)

(Figuras 38 e 39).
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FIGURA 36: Cortes histolégicos, corados por H.E., representativos do tecido fibrovascular induzido,

em implantes subcuténeos de matriz esponjosa, em animais tratados sistemicamente com o agonista
canabindide WIN 55,212-2 por 7 dias.

(A) Corte representativo de animal tratado com veiculo. (B) Corte representativo de animal tratado
com WIN 55,212-2 (3 mg/Kg). (C) Corte representativo de animal tratado com WIN 55,212-2 (10
mg/Kg). Aumento de 200X (objetiva de 20X). M: Matriz.
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FIGURA 37: Cortes histolégicos, corados por H.E., representativos do tecido fibrovascular induzido,
em implantes subcutdneos de matriz esponjosa, em animais tratados sistemicamente com o agonista
canabindide WIN 55,212-2 por 14 dias.

(A) Corte representativo de animal tratado com veiculo. (B) Corte representativo de animal tratado
com WIN 55,212-2 (3 mg/Kg). Aumento de 200X (objetiva de 20X). M: Matriz.

FIGURA 38: Cortes histologicos, corados por H.E., representativos do tecido fibrovascular induzido,
em implantes subcutaneos de matriz esponjosa, em animais tratados localmente com o agonista
canabinoide WIN 55,212-2 por 14 dias.

(A) Corte representativo de animal tratado com veiculo. (B) Corte representativo de animal tratado
com WIN 55,212-2 (30 ug/local/animal). Aumento de 200X (objetiva de 20X). M: Matriz.
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FIGURA 39: Cortes histolégicos, corados por H.E., representativos do tecido fibrovascular induzido,

em implantes subcutaneos de matriz esponjosa, em animais tratados localmente com o agonista
canabindide WIN 55,212-2 por 7 dias.

(A) Corte representativo de animal tratado com veiculo. (B) Corte representativo de animal tratado
com WIN 55,212-2 (30 ug/local/animal). (B) Corte representativo de animal tratado com WIN 55,212-2
(100 pg/local/animal). Aumento de 200X (objetiva de 20X). M: Matriz.
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DISCUSSAQ



Discussao

5. DISCUSSAO

Durante processos inflamatérios cronicos, a angiogénese € considerada
essencial ndo apenas para a manutencdo da perfusdo tecidual adequada, mas
também contribuindo para o aumento do recrutamento celular para o sitio de
inflamacédo (FOLKMAN, 1995). Embora a participacdo das citocinas como moléculas
mediadoras tanto no processo inflamatério como angiogénico seja amplamente
discutida na literatura, pouco se conhece sobre o papel destas na modulacdo da
rede molecular e também dos eventos celulares envolvidos na regulacdo do fenétipo
angiogénico durante a angiogénese inflamatoria.

No presente estudo, investigou-se como a ativacdo ou bloqueio dos
receptores canabindides CB; e CB; seja pela administragcdo sistémica de
antagonistas destes receptores, seja pela administracdo local e também sistémica
de um agonista misto tanto em CB; quanto em CB,, buscando entender como a
ativacdo ou inativacao deste sistema (considerando que este esteja exercendo uma
funcdo ativa, uma vez que canabindides enddgenos podem estar sendo produzidos
no local), influenciaria a ativacdo e/ou recrutamento celular pra o local estudado,
assim como a intervencao neste sistema influenciaria a produgcédo de mediadores
importantes no controle da angiogénese inflamatoria.

Utilizando o modelo de implantacdo subcutanea de discos de esponja em
camundongos (ANDRADE et al, 1987), os dados obtidos indicam que o influxo de
células inflamatérias e a angiogénese, como quantificado pela dosagem de
hemoglobina, estdo bastante reduzidos em relacéo ao grupo controle, tanto quando
ha tratamento com o0s antagonistas como quando ha tratamento com o agonista

misto. Alguns importantes mediadores da angiogénese inflamatéria, como a
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quimiocina CXCL1-3/KC, o TNF-a e o VEGF apresentaram reducao significativa de
suas concentragcdes na matriz esponjosa ap6s 0s tratamentos, no momento em que
estdo em seu pico de producao (BARCELOS et al, 2004)

A lesédo promovida pela introducdo da esponja no compartimento subcutaneo
dos camundongos induziu resposta local similar aguela observada em processos
inflamatoérios crénicos e de cicatrizacdo de feridas, onde se observa o
desencadeamento de uma cascata complexa e organizada de eventos, resultando
no acumulo celular e vascular no local da lesdo (WITTE & BARBUL, 1997).

Juntamente com o0s eventos celulares, a angiogénese € controlada pela
complexa interacdo entre inibidores e ativadores, cujo balanco apropriado leva a
iniciagdo e a manutencdo do processo (IRUELA-ARISPE & DVORAK, 1997). A
maioria das moléculas angiogénicas conhecidas sao citocinas (incluindo os fatores
de crescimento e as quimiocinas) que, além de serem importantes mediadores
inflamatorios, sdo capazes de regular diretamente o recrutamento e ativacdo de
células endoteliais (BENELLI et al, 2006).

O delta-9-THC e seus analogos sintéticos exibem uma série de efeitos
biolégicos através de seu potente efeito sobre receptores denominados “receptores
canabindides”. Dois receptores canabindides especificos, CB1 e CB2, ambos
acoplados a proteina G, foram clonados e caracterizados em tecidos de mamiferos.
Os receptores CB1 sao abundantes no cérebro, mas também presentes na periferia,
como no endotélio vascular e no baco. Os receptores CB2 estdo presentes
principalmente em células do sistema imune. Estudos moleculares e farmacoldgicos
demonstraram que a ativagdo dos receptores canabindides pode levar a inibicdo ou
ativacdo da adenilato ciclase (dependendo do tipo de proteina G acoplado ao

receptor), sendo que a ativagdo de CB1 também leva a modulacdo do
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funcionamento de canais i6nicos. Os receptores canabindides também modulam
diversas vias de sinalizacdo, principalmente aquelas envolvidas na proliferacao
celular e na sobrevivéncia, como, por exemplo, ERK, MAP e PI3K (HOWLETT et al.,
2004; DE PETROCELLIS et al., 2004).

A existéncia de receptores canabindides especificos apontou imediatamente
para a possibilidade de o organismo sintetizar ligantes enddgenos para estes
receptores. Os assim chamados “endocanabindides”, compostos eicosanodides
derivados do &cido araquiddnico, mostraram ser um grupo relativamente
diversificado, com pelo menos 2 membros ja bastante estudados: a anandamida e o
2-araquidonoilglicerol (2-AG). Estes dois compostos séo tanto produzidos no cérebro
como em tecidos periféricos, além de serem secretados por diversos tipos celulares.
Os endocanabindides sao produzidos e ativam o0s receptores canabindides em
diversas condicbes fisiologicas, sendo que a maioria destas ainda carece de
detalhes em nivel molecular e celular (DE PETROCELLIS et al., 2004).

No presente estudo, escolhemos duas estratégias farmacologicas para
averiguarmos de qual maneira 0 sistema canabinoide estaria envolvido nos
processos de reparo tecidual e angiogénese inflamatoria, abordagem esta a que se
propde o modelo experimental de implante de esponja. Quanto ao blogueio dos
receptores canabindides, com dois antagonistas especificos destes receptores, ja
bem representados na literatura especializada, observamos um potente efeito anti-
inflamatorio e também anti-angiogénico, tendo escolhido como momentos para
avaliacdo os dias 7 e 14 apdés a implantagcdo, com tratamento sistémico diarios,
pontos estes ja demonstrados em trabalhos do grupo (BARCELOS et al., 2004;

2005) como sendo ideais para avaliacdo das respostas requeridas.
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O bloqueio tanto de CB; como de CB; levou a uma diminuicdo da resposta
angiogénica, como avaliados nos dias 7 e 14 apés implantacdo, pela dosagem do
conteudo de hemoglobina. O mesmo perfil € observado nas andlises de cortes
histologicos nestes mesmos momentos, onde ha diminuicdo sensivel da rede
neovascular e do tecido fibrovascular adjacente. Este perfil de diminuicdo é
acompanhado por uma reducdo sensivel dos niveis de VEGF no sétimo dia pos-
implante. Barcelos et al. (2005) mostra o pico de VEGF no sétimo dia de
implantacdo. Uma reducédo sensivel nos niveis deste mediador poderia de forma
contundente retardar a neovascularizacao dos implantes, refletindo na diminuicéo da
concentracdo de hemoglobina nos mesmos. A diminuicdo do recrutamento
neutrofilico para o foco inflamatério € nitida, como analisado por MPO. Neutrofilos
sdo produtores potenciais de VEGF e TNF-a, duas moléculas reconhecidamente
pré-angiogénicas (BENELLI et al., 2006; FOLKMAN et al., 1995).

O recrutamento celular para a esponja esta reduzido, e de forma diferencial,
apoOs o tratamento com 0s antagonistas CB; e CB,. Ambas as estratégias levam a
reducdo do infiltrado neutrofilico apds o sétimo dia de tratamento. J& para o décimo
quarto dia, apenas o antagonista CB;, SR141716A é capaz de levar a uma inibicao
deste recrutamento, mesmo que no décimo quarto dia este fenbmeno ja ndo seja tao
importante para os eventos marcantes neste modelo experimental, como a formagao
do tecido fibrovascular. Em relagdo ao recrutamento de macréfagos para a matriz
esponjosa, somente o antagonista CBj, SR141716A, foi capaz de reduzir o influxo
deste tipo celular. Os niveis da quimiocina CCL2/JE, essencial para o recrutamento
de macréfagos nos momentos iniciais pés-implante (BARCELOS et al, 2005), ndo se
mostram alterados em nenhum momento apos o tratamento (dados ndo mostrados),

demonstrando que a interferéncia sobre o recrutamento de macrofagos para a matriz
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esponjosa parece nao depender desta quimiocina. Outras quimiocinas, como, por
exemplo, CCL3/MIP-1a, e, até em um outro momento, CCL5/RANTES, poderiam
também ser os moduladores do recrutamento de macr6fagos para a matriz neste
modelo experimental.

Os niveis da citocina TNF-a estdo bastante reduzidos apds o tratamento com
0s antagonistas CB; e CB,, 7 e 14 dias pés-implantacdo. Somente o antagonista CB;
nao foi capaz de levar a uma reducédo da concentracdo da citocina apés o décimo
quarto dia. A citocina TNF-o, reconhecidamente pré-angiogénica, pode levar a
liberacdo de controladores da resposta angiogénica dependendo do local e da
concentracdo desta no meio. A citocina pode controlar a angiogénese, por exemplo,
regulando a sintese de VEGF e CXCL1-3/KC (YOSHIDA et al, 1997). E interessante
observar que os baixos niveis desta citocina estdo correlacionados, nos resultados
apresentados, com os baixos niveis de VEGF e CXCL1-3/KC, e consequentemente,
a uma menor neovascularizacdo e também menor recrutamento para o sitio
inflamatorio. O mecanismo do TNF-a neste sistema poderia ser, justamente, através
do sinergismo com estas moléculas relacionadas, ou, em certo ponto, com a
ativacdo local de células inflamatorias, como o neutrofilo. A idéia central, desta
forma, seria: Menos infiltrado celular, pela reducdo da concentracdo de CXCL1-
3/KC, menos producdo de TNF-a. e moléculas associadas (incluindo uma menor
inducdo da producao de outras moléculas pelo préprio TNF-a) ou o antagonista seria
capaz de, diretamente, reduzir a producdo de TNF-a pelos tipos celulares na matriz
esponjosa (local), o que ja foi citado na literatura para o infiltrado celular em um
modelo de resposta inflamatéria sistémica (CROCI et al, 2003). A dltima hip6tese é
menos valida, uma vez que a analise histoldgica ja revela uma nitida reducdo no

infiltrado celular apés tratamento com os farmacos.
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O influxo celular para a esponja esta bastante reduzido, como avaliado pela
analise histologica (e pelas analises bioquimicas relacionadas). Os niveis,
principalmente da quimiocina fundamental para o recrutamento de neutrofilos,
CXCL1-3/KC, esta bastante reduzido, o que justifica ndo somente a menor presenca
de neutrofilos no sitio, assim como também, e diretamente, a neovascularizacao,
uma vez que esta quimiocina é capaz de regular a angiogénese per si (BELPERIO
et al, 2000). Interessante observar que somente o tratamento com o antagonista CB;
mantém baixos os niveis da quimiocina CXCL1-3/KC e da citocina TNF-a. apds o
décimo quarto dia de tratamentos. Estes dados se correlacionam perfeitamente com
o menor influxo neutrofilico no décimo quarto dia.

A andlise histoldégica demonstra uma notavel reducdo na formacgéo de tecido
fibrovascular, com o0 menor acumulo de fibras conjuntivas e menor
neovascularizagdo apos o tratamento com ambos os antagonistas. Estas alterages
fisiopatologicas estdo diretamente ligadas aos pontos discutidos anteriormente, e
também a discussdo subsequente, onde a menor presenca de infiltrado celular
leucocitario, notadamente o produtor da maior quantidade de mediadores pro-
inflamatorios, e a consequente diminuicdo da concentracdo local de fatores pro-
angiogénicos e pro-fibroticos, seja pelo menor recrutamento celular, seja também
pelo efeito direto sobre a producéo destes mediadores pelas células residentes, leva
a um menor rearranjo da matriz em formagéao.

A quimiocina RANTES, até ent&@o pouco avaliada como mediador fundamental
no processo de angiogénese inflamatoria, vem sendo uma quimiocina de interesse
em nossos trabalhos (BARCELOS et al, dados n&do publicados). CCL5/RANTES
pode levar a indugcdo de sinais pré-apoptoticos em células inflamatorias através de

sua ligacédo ao receptor CCR1 e CCR5 (VLAHAKIS et al, 2002; BARCELOS et al.,
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dados ndo publicados). De forma interessante, a neovascularizacdo corneal esta
inibida em camundongos knock out para o receptor CCR5 (AMBATI et al, 2003). No
presente estudo observamos um aumento na concentracdo de RANTES no décimo
quarto dia apés implantacdo e tratamento, fenbmeno este que poderia contribuir
para a menor formacao de tecido fibrovascular na matriz esponjosa. Dados de nosso
grupo demonstram que CCL5/RANTES exdgeno € capaz de inibir a
neovascularizacdo através do receptor CCR5, ja a atividade anti-angiogénica
endogena deste receptor parece ser redundante com a atividade do receptor CCR1.
O tratamento com o antagonista canabindide CB; leva a um aumento significativo na
concentracdo desta quimiocina na esponja, sugerindo que este efeito € mediado
pelo mesmo mecanismo que modula a producdo de outros mediadores em Nnosso
estudo. Esta elevacdo contribuiria sinergisticamente para a reducdo da resposta
angiogénica também relacionada ao tratamento com este antagonista.

A compreensédo de eventos celulares envolvidos na angiogénese inflamatoria
e da regulacdo molecular desses eventos possui extensas implicacfes clinicas. A
multiplicidade de alvos existentes, os quais estdo envolvidos em uma complexa rede
de interacfes, prové alvos terapéuticos para o tratamento de uma variedade de
doencas dependentes deste processo. O numero de alvos potenciais e de
compostos em estudo para uma “terapia anti-angiogénica”, por exemplo, esta em
constante expansdo, mas, ainda, em estagios iniciais (TARABOLETTI &
MARGOSIO, 2001).

O tratamento com os antagonistas canabindides CB; e CB, se mostrou uma
estratégia eficaz na reducdo da resposta inflamatoria e angiogénica associadas a
um modelo experimental de implante de matriz esponjosa. A administracéo sistémica

dos farmacos leva a reducdo do infiltrado celular, da angiogénese e a menor
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producdo de mediadores relacionados a estes fendmenos. E de importancia lembrar
que o antagonista CB;, SR141716A, ja se encontra no mercado farmacéutico como
Rimonabant ou Acomplia, indicado para o tratamento da obesidade, fenbmeno este
gque também possui uma resposta inflamatéria associada (FANTUZZI et al, 2005).

Importante frisar que, até o momento, pouco € discutido na literatura
especializada sobre um relevante papel pro-inflamatorio para os endocanabinoides
em diversas condicOes patologicas, seja pela discrepancia existente entre alguns
estudos referentes a concentracdo destas moléculas no sitio inflamatorio em
questao, seja pela variedade de modelos experimentais utilizados, impossibilitando a
construcdo exata de um mecanismo de acdo para esta classe de moléculas
(CROXFORD & YAMAMURA, 2005; KLEIN, 2005). O 2-AG é o endocanabinéide
com a participacdo na resposta inflamatéria melhor estabelecida, principalmente no
que diz respeito a sua influéncia sobre o recrutamento de tipos celulares e inducao
da producdo de moléculas pro-inflamatorias, como as citocinas. A anandamida
parece ndo ser o endocanabindide mais atuante na resposta inflamatoria, pelo
menos na periferia, uma vez que no sistema nervoso central esta molécula € capaz
de regular diversas respostas celulares, mediadas principalmente por células da glia
(KARANIAN & BAHR, 2006; GOKOH et al, 2005; KLEIN, 2005; OKA et al, 2005).

A expressdo de receptores canabindides estda aumentada em células
inflamatorias como neutrofilos, linfocitos T helper, mondécitos/macréfagos, células
dendriticas, dentre outras. A maioria destes tipos celulares € capaz de sintetizar
endocanabindides no sitio inflamatério, e estas moléculas sdo capazes de agir de
forma autdcrina, regulando a atividade destas células na resposta inflamatéria

(CROXFORD & YAMAMURA, 2005; KLEIN, 2005; SUGIURA et al, 2004).
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Em nossa estratégia experimental, € plausivel sugerir que o bloqueio tanto
dos receptores CB; quanto dos receptores CB, levaria a ruptura da interacdo entre
endocanabindides no sitio inflamatodrio, no caso, a matriz esponjosa, uma vez que
todos os tipos celulares ali presentes sdo passiveis de terem suas respostas
moduladas por esta classe de moléculas (KLEIN, 2005; PIOMELLI, 2003). O
receptor CB1 ja foi reconhecido na periferia, principalmente em terminacdes
nervosas, ja o receptor CB, é abundante tanto no endotélio vascular quanto em
células do sistema imune, notadamente - e de nosso interesse - em macrofagos e
neutréfilos (AMAYA et al, 2006; KLEIN, 2005; KELLY et al, 2003).

Os endocanabindides, através da ativacdo do receptor CB,, poderiam
estimular vias relacionadas ao recrutamento celular e a mobilizacdo do
citoesqueleto, como a AKT/PI3K (SELVATICI et al, 2006). Uma vez que em nosso
modelo experimental o recrutamento neutrofilico e a consequente producao local de
mediadores inflamatérios por este tipo celular, como as quimiocinas CXCL1-3/KC, a
citocina TNF-a. e o fator de crescimento VEGF, todos importantes reguladores da
angiogénese inflamatoria, é plausivel sugerir que o blogueio dos receptores CB:
geraria uma resposta da forma supracitada, por inibicdo da ligacdo de
endocanabinodides. E também descrito que a ativagdo de CB, por mediadores
enddgenos é capaz de levar a ativacdo da via MAP quinase (p42/44 MAP quinase)
dependente de PKC, e a MEK, o que levaria a transcricdo, por exemplo, de
moléculas pré-inflamatérias (BOUABOULA et al, 1996). Todos os fenbmenos
supracitados foram capazes de serem revertidos apds administracdo de antagonista
seletivo para CB; nestes modelos experimentais.

A sinalizacdo mediada pela ativacdo CB; difere em alguns aspectos daquela

mediada por CB,. A ativacdo de CB;, acoplado a proteina Gs, pode levar ao acumulo
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consideravel de AMPc em células inflamatorias, assim como modular a atividade de
canais de K* sensiveis a ATP e também canais Ca**, diferentemente dos receptores
CB,;, fenbmenos estes relacionados a um perfil anti-inflamatério em diversos
modelos experimentais, seja influenciando no recrutamento celular para o sitio
inflamatorio, seja pela influéncia na liberacdo de mediadores inflamatério no local
(como a relacdo acumulo de AMPc versus menor producdo de TNF-o e outros
mediadores). Ja foi relatado também que a anandamida é capaz de ativar a PLC
através da sua ligacdo a receptores CB;, 0 que, de certa forma, levaria a sua
biossintese através da liberacdo de NAPE, seu precursor, presente na membrana
plasmatica de macréfagos e outras células inflamatérias. O PAF, mediador
inflamatorio lipidico de importancia, € capaz de induzir, através da ativagdo de seu
receptor, a biossintese do 2-AG, criando uma alga sinergistica pro-inflamatoria
(POMPERMAYER et al, 2007; LIU et al, 2006; DEMUTH & MOLLEMAN, 2005;
BERDYSHEV et al, 2001; ESCOFIER et al, 1999; CALANDRA et al, 1999).

A escolha da dose dos antagonistas a ser administrada sistemicamente foi
baseada na literatura (RINALDI-CARMONA et al, 1994; 1998), de maneira que nao
se esperasse um efeito inespecifico do farmaco relacionado a dose de escolha. A
escolha da via sistémica para administracdo dos farmacos supracitados reflete na
abordagem mais coerente quando se tenta estreitar a relagdo “terapéutica versus
ciéncia basica’”. Com alta afinidade pelos receptores canabindides CB; e CB; em
mamiferos, 0 SR141716A (Ki = 2 nM) e o0 SR144528 (Ki = 0.04 nM) (valores de Ki
para estes receptores em camundongos) ndo possuem afinidade biologicamente
significativa por nenhum outro receptor até entdo relatado (PERTWEE, 1997). De
qualquer forma, a literatura para o intrincado sistema canabinéide, como ele hoje se

apresenta, aponta para outros possiveis mecanismos de acdo para estes

112



Discussao

antagonistas, uma vez que a ativacdo dos receptores canabinoides, seja por
agonistas sintéticos ou mesmo por endocanabindides, in vitro ou in vivo, por muito
tempo esteve relacionada a modulacdo negativa da resposta inflamatoria, seja pela
inibicdo do recrutamento celular para diversos sitios inflamatério, seja pela inibicao
da expresséao e secrecao de diversos mediadores inflamatorios, entre eles citocinas,
quimiocinas e mediadores lipidicos. A divergéncia existente na literatura recente,
desta forma, aponta para outros mecanismos de acdo destes antagonistas.
(FELDER et al, 2006; KLEIN, 2005; HOWLETT et al, 2004; BAKER et al, 2003;
PERTWEE, 1997).

Alguns estudos demonstram que a administracdo do SR141716A ou do
SR144528 € capaz, por si sO, de induzir respostas centrais e periféricas,
principalmente sobre a producdo de citocinas, de forma quantitativa e
qualitativamente similar aos efeitos imunossupressores do HU-210 e do WIN 55,212-
2 (ROCHE et al, 2006). Efeitos imunossupressores e anti-inflamatorios do
SR141716A ja foram descritos (CROCI et al, 2003; SMITH et al, 2000). Croci et al
(2003) demonstraram uma diminuicdo da concentracdo de TNF-a induzida por LPS
em camundongos apos tratamento com SR141716A (10 mg/Kg). Smith et al. (2000)
observaram efeitos similares, fazendo com que estes autores sugerissem um efeito
agonista parcial para o SR141716A sobre os receptores CB;. Roche et al. (2006)
observaram efeitos similares, tanto no sistema nervoso central como na periferia,
onde 0 SR141716A é capaz, por si s6, de levar a uma reducdo na concentracédo de
citocinas pro-inflamatorias apos estimulo com LPS. Pouco se sabe a respeito do
potencial efeito “agonista parcial’ para o antagonista CB, SR144528, mas Smith et al

(2001) descrevem um efeito similar para o SR144528, apds administracdo
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intracerebroventricular do farmaco, uma vez que este contribui para a diminui¢do
dos niveis séricos de IL-12 e TNF-a apos estimulo com LPS.

Hurst et al. (2002) e Bouaboula et al. (1997) descrevem um mecanismo de
acao diferenciado para o SR141716, sendo que o farmaco atuaria como agonista
inverso no receptor CB;. Considerando que o receptor CB; existiia em algumas
conformacdes e tipos celulares em um estado pré-ativado, acoplado a proteina Gy,
a ligacdo do antagonista CB; levaria a uma inibicdo da via ERK / MAP quinase,
fenbmeno que estimularia a inibicAo da transcricdo de diversos fatores proé-
inflamatorios por alguns tipos celulares comuns, incluindo a inibicdo da producédo de
citocinas e quimiocinas. Hurst et al. (2002) demonstram que o SR141716A tem alta
afinidade pelo estado R do receptor CB;, e que esta afinidade é devido a uma
ligacdo do tipo ponte de hidrogénio entre um substituinte C3 do farmaco e um
residuo K3.28 (192), apresentado pelo receptor CB; somente quando este esta no
estado R. De qualquer forma, descartando qualquer mecanismo nao-antagonista
para 0 SR141716A ou para o0 SR144528, e possivel também que ao inibir a ligagédo
de endocanabindides a seus receptores, considerando que estas moléculas
apresentariam um perfil pro-inflamatoério, os antagonistas estariam mascarando o
efeito de endocanabindides sobre sitios ndo-canabindides, como 0s receptores
vaniléides TRPV1 e os receptores PPAR-gama, uma vez que estas moléculas
estariam em concentragfes elevadas no sitio inflamatério, ndo havendo receptores
canabindides disponiveis para ligacao.

Neste caso, por exemplo, a ligacdo de 2-AG em PPAR-gama levaria a um
efeito anti-inflamatoério para a molécula (inibicdo da sintese de IL-2, por exemplo),
contribuindo para um efeito anti-inflamatério global e sinergistico se considerarmos

um provavel efeito agonista inverso, ou agonista parcial, para o antagonista
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canabinoide (importante frisar que ao se ligar ao receptor canabinoide ele também
exibiria um efeito “antagonista neutro”, competindo com o 2-AG pelo sitio de ligacao,
e no caso, por maior afinidade, impedindo que o 2-AG se ligue ao receptor
canabindide em questdo) (CRISTINO et al, 2006; ROCKWELL et al, 2006;
PERTWEE, 2005).

De forma paradoxal, mas ndo menos importante, ao avaliarmos de que forma
a resposta angiogénica e inflamatdria em nosso modelo experimental seria afetada
apos a ativacao tanto do receptor CB; como do receptor CB,, com 0 agonista misto
WIN 55,212-2, observamos efeitos bastante similares aqueles observados para os
antagonistas canabindides. A estratégia de tratamento escolhida, por via sistémica e
local, procurou excluir fatores que pudessem intervir na resposta desejada, uma vez
gue 0 agonista € capaz de causar alteracbes centrais consideraveis, mesmo em
baixas doses, assim como efeitos cardiovasculares apreciaveis (DREWS et al, 2005;
PFITZER et al, 2004). Nao foi observado nenhum efeito central apds a
administracdo local do farmaco, ao contrario do que foi observado para a
administracdo sistémica, onde ha notavel efeito central, mesmo que transitério. O
efeito central permanece mesmo apods os 14 dias de tratamento por via sistémica,
mostrando que o farmaco, pelo menos a nivel central, ndo apresenta aparente
tolerancia.

O tratamento diario com o WIN 55,212-2 por via sistémica foi capaz de inibir a
angiogénese, como avaliado pelo conteddo de hemoglobina na matriz esponjosa,
tanto no sétimo quanto no décimo quarto dia apos implantacdo. Fenémeno
semelhante foi observado para o influxo de neutrdfilos, inibido de forma significativa
nos dois tempos de avaliacdo. O influxo de macrofagos também esta reduzido no

sétimo dia apos implantacdo. Estes resultados estdo diretamente relacionados com
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a concentracdo de quimiocinas e citocinas avaliadas na matriz esponjosa, onde
observamos inibi¢do significativa da concentracéo da citocina TNF-a e da quimiocina
CXCL1-3/KC (estas duas relacionadas diretamente a ativacdo e recrutamento
neutrofilico, assim como a resposta angiogénica) e também do fator de crescimento
VEGF (relacionado diretamente com a estimulacdo da resposta angiogénica e
comumente produzido por neutrofilos sob influéncia do TNF-a). Nao foi observada
nenhuma alteracdo para os niveis de CCL2/JE, sendo que desta forma apontamos o
provavel envolvimento de outra quimiocina relacionada a mononucleares (ex.
CCL3/MIP-1a).

A andlise histologica apds tratamento sistémico com o WIN 55,212-2
apresenta perfil bastante semelhante aquele observado para o tratamento com
antagonistas canabindides. Uma vez que o influxo celular esta bastante reduzido,
assim como os mediadores envolvidos neste processo (e também a resposta
angiogénica consequentemente se encontra prejudicada) a formacédo do tecido
fibrovascular, com a neovascularizacdo e a deposicdo de fibras coldgenas e
elementos de matriz, apresenta-se reduzida nos animais tratados com as duas
doses do agonista misto.

O tratamento local buscou eliminar qualquer efeito anti-inflamatério mediado
por vias centrais, como o eixo HPA (Hipotalamo — Pituitéria - Adrenal), importante na
liberacdo de corticosterdides e susceptivel a acdo de canabindides (ROCHE et al,
2006). A estratégia acabou por revelar resultados bastante semelhantes aqueles
observados para o tratamento sistémico. As concentragdes escolhidas foram
baseadas em dados experimentais onde nédo foram observadas lesbes teciduais e

nenhum tipo de resposta local atipica (OKA et al, 2006).
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Tanto a resposta angiogénica (em menor extensdo), quanto o infiltrado
neutrofilico e macrofagico encontram-se reduzidos em ambas as concentracdes
estudadas. O infiltrado de macrofagos apenas apresenta discreta inibicdo no sétimo
dia de tratamento, efeito este provavelmente relacionado a inibicdo discreta de
fatores quimiotaticos para este tipo celular, incluindo quimiocinas cuja inibicdo local
se torna ineficaz em reter o influxo celular. Para os mediadores TNF-o, VEGF e
CXCL1-3/KC os tratamentos se mostram eficazes em manter estas moléculas em
baixas concentragcdes na matriz esponjosa, explicando, da mesma forma pela qual
justificamos os dados anteriores para 0s outros farmacos, o porqué do menor influxo
celular, da menor resposta angiogénica e da menor formacéo de tecido fibrovascular
na matriz esponjosa.

O agonista misto WIN 55,212-2 apresenta maior afinidade pelo receptor CB;
do que pelo receptor CB; (SONG et al, 1999). O mecanismo pelo qual o agonista
misto pode exibir sua atividade anti-inflamatdria jA é bastante descrito, apesar de
nao totalmente elucidado. Sinalizando principalmente através de CB,, o0 receptor
canabindide mais abundante na periferia, principalmente em células inflamatérias e
orgaos linféides, o WIN 55,212-2 é capaz de reduzir a translocagdo do fator de
transcricdo NFkB, importante para a producdo de moléculas pro-inflamatoérias com o
TNF- a e 0 CXCL1-3/KC, e também € capaz de inibir a expressdo de moléculas de
adesdao e quimiocinas induzida por IL-1 em células inflamatérias, assim como inibir o
recrutamento de neutréfilos ativados por TNF-o apds adicdo de IL-8 in vitro
(MORMINA et al, 2006; NILSSON et al, 2006; CURRAN et al, 2005).

Estes mecanismos contribuem tanto para a ativacdo como para o
recrutamento de células inflamatérias para um determinado sitio apds estimulo, o

que justificaria parte dos resultados apresentados neste trabalho no que diz respeito,
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principalmente, a inibicdo da producdo de mediadores pro-inflamatoérios e pro-
angiogénicos e, consequentemente, a influéncia desta inibicdo sobre o recrutamento
celular para a matriz esponjosa e também sobre a reducdo da neovascularizacao.
Importante frisar novamente que, uma vez no sitio inflamatorio, os tipos celulares
sdo capazes de secretar mediadores em momentos distintos, capazes, assim, de
atuar em sinergismo, mantendo a progressiva resposta inflamatoria que culminara
com o desenvolvimento de um sistema de reparo e formacao de tecido fibrovascular
caracteristico de um processo cronico.

O WIN 55,212-2 é também capaz de influenciar diretamente a resposta
angiogénica. A ativacao tanto de receptores CB; como CB, em células tumorais, e
também no endotélio vascular, pode levar ao aumento dos niveis intracelulares de
ceramida, molécula sinalizadora capaz de, diretamente, inibir a sintese de VEGF por
estes tipos celulares, fenbmeno mediado pela ativacédo intracelular de AKT/PI3K,
assim como ativar a via de controle de proliferacdo celular Raf-1 / MEK / ERK
(VELASCO et al, 2004; 2005; CASANOVA et al, 2003). Este perfil de resposta pode
variar com o tipo de proteina G acoplado ao receptor canabindide em questao.
Desta forma, através de seu combinado potencial anti-inflamatério e anti-
angiogénico, o WIN 55,212-2 é capaz de reduzir o fendmeno global da angiogénese
inflamatoria no modelo experimental de implante de matriz esponjosa.

De forma importante, convém atestar que, até este ponto, € intrigante notar
que a ativacao dos receptores canabinoides por um agonista misto pode levar a um
perfil de resposta anti-inflamatéria / anti-angiogénica assim como o bloqueio destes.
Como citado anteriormente, endocanabinoides atuariam neste sistema estimulando
a resposta inflamatoria, seja pela inducdo da liberacdo de mediadores inflamatérios,

seja pela influéncia direta sobre o recrutamento celular, ou até mesmo levando ao
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aumento da expressdo de mais receptores canabindides nas células do sistema
imune, no endotélio vascular e em 6rgéos linféides, construindo toda a arquitetura
necessaria para o desenvolvimento da resposta inflamatéria.

Em alguns modelos experimentais, demonstrou-se que o WIN 55,212-2 é
capaz de inibir o recrutamento de células HL-60 induzido pelo endocanabindide 2-
AG (KURIHARA et al, 2006). O agonista misto também foi capaz de reduzir a
inflamacéo tépica induzida pelo TPA e pelo 2-AG em orelha de camundongo (OKA
et al, 2006). O WIN 55,212-2 é capaz de agir como agonista total sobre o receptor
CB: (SUGIURA et al, 2000), e é de certa forma surpreendente que este agonista
misto seja capaz, assim como o antagonista SR 144528, de inibir a resposta
induzida pelo 2-AG em alguns modelos experimentais. Uma possivel explicacdo
para este fendmeno é a ocorréncia de uma condi¢cdo anérgica prolongada, causada
pela desensibilizacdo e subsequente internalizacdo do receptor canabindide, o que
ocorreria apos a estimulagdo com o WIN 55,212-2. Estudos recentes com células
HL-60 demonstram o perfil de restauracdo dos receptores apos o estado de anergia
induzido pelo WIN 55,212-2, at¢é o momento em que as células se tornam
novamente responsivas ao 2-AG. O 2-AG é uma molécula metabolicamente labil,
enquanto o WIN 55,212-2 é uma molécula estavel, e, por este motivo, mantém o
estado anérgico por tempo prolongado. Esta € uma possivel razdo pela qual o WIN
55,212-2 poderia interferir na acdo de endocanabindides, como o 2-AG, e se
comportar como um antagonista sobre os receptores canabindides em algumas
situac@es in vivo. Considerando o tratamento prolongado com o agonista misto WIN
55,212-2, em doses onde ha consideravel ativacao tanto dos receptores CB; quanto
CB2, ndo podemos excluir a possibilidade deste farmaco estar atuando como um

antagonista em funcdo da desensibilizacdo e internalizacdo dos receptores
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canabinodides, onde no final obteriamos uma resposta bastante similar aquela
observada para o0s antagonistas estudados. Assim, o0s endocanabinodides
participariam como mediadores proé-inflamatérios e pro-angiogénicos neste modelo
experimental.

De qualquer forma, ainda é impreciso afirmar qual mediador estaria envolvido
nestes perfis de resposta, assim como qual receptor canabinéide seria predominante

neste complexo sistema.
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6. CONCLUSAO

O presente trabalho sugere o claro envolvimento dos receptores canabindides
nos fendbmenos de recrutamento celular e producao de mediadores pré-inflamatérios
e pré-angiogénicos em um modelo experimental de angiogénese inflamatoria. Tanto
a ativacado quanto o bloqueio destes receptores parece modular negativamente as
respostas associadas a inflamacdo, a neovascularizacdo e a formacédo de tecido
fibrovascular associada. Apesar de ndo ser possivel elucidar qual endocanabindide,
ou mediador molecularmente relacionado, estaria envolvido nestas respostas, assim
como qual receptor canabindide € predominante neste sistema, é coerente apontar
que intervencgBes farmacoldgicas no sistema endocanabindide podem revelar um
potencial terapéutico aprecidvel em fisiopatologias de carater inflamatério e/ou
angiogénico.

Apesar da dificuldade em se determinar o mecanismo de ac¢éo dos farmacos
em estudo, uma vez que a plasticidade do sistema canabindide permite uma
multiplicidade de interacdes, os resultados apontam para um sistema onde a
resposta estd sendo mediada por endocanabindides, e onde o impedimento
funcional destes receptores, seja por antagonismo direto, seja por desensibilizacéo
de receptores, parece ser a estratégia farmacoldgica de escolha para o estudo desta

rede de eventos celulares e moleculares.
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