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RESUMO

A Angiotensina Il (Ang Il) exerce suas agdes via receptores AT1 e AT2.
Estudos recentes demonstraram que o sistema-renina-angiotensina (SRA)
participa da inflamagao. O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito da Ang Il
em modelos de inflamagéo aguda. Ratos Wistar foram separados nos grupos:
salina (Sal), Ang Il (1ug), losartan (LOS, antagonista de AT1, 62,5ug) e
CGP42112A (agonista de AT2, 142,5ug). O edema de pata foi induzido pela
injecado subplantar (sp) de carragenina (Cg, 100ug) ou dextran (DXT, 100ug) e
foi medido com pletismémetro em 0, 1, 2, 3 e 4h. Nos grupos Sal e Ang I, foi
colhido tecido da pata para se determinar os niveis de mieloperoxidase (MPO),
IL-1e TNF-a. Tecidos subcutdaneo e mesentérico foram removidos para
avaliagdo da degranulacdo de mastécitos através da coloragdo com azul de
toluidina. Os grupos Sal e Ang Il do edema de pata induzido por DXT foram
tratados com mepiramina (MEP, anti-histaminico, 10mg/kg) ou metisergida
(MET, anti-serotoninico, 1,5mg/kg) 1h antes da injecdo de DXT. Ang I
(0,5ug/cavidade, ip) foi injetada 1h antes da inje¢ao ip de Cg para analisar a
migracdo de neutrdfilos para a cavidade peritoneal. Ang Il, LOS e CGP
amplificaram o edema de pata induzido por Cg e DXT e essa amplificagao foi
significativa ja na primeira hora. A administragdo de Ang Il ndo alterou a
dosagem tecidual de MPO, TNF-a e IL-1 e n&o induziu ou preveniu a migragao
de neutrdfilos para a cavidade peritoneal, mas induziu amplificagao significativa
da degranulagdo de mastocitos. MEP e MET reduziram a potenciagdo do
edema do DXT pela Ang Il. Nossos resultados sugerem que a Ang |l potenciou
a resposta inflamatdria provavelmente através de receptores AT2, ja que o
antagonista de AT1, o agonista de AT2 e a Ang Il amplificaram o edema de
pata. Os dados apresentados aqui sugerem que Ang |l aumentou a
permeabilidade vascular através da indugdo da degranulagdo de mastdcitos,
uma vez que houve amplificagado precoce do edema de pata da Cg e do edema
vascular do DXT, e os antagonistas de serotonina e de histamina inibiram
significativamente o aumento do edema de pata.



ABSTRACT

Angiotensin Il (Ang Il) exerts its actions via AT1 and AT2 receptors.
Recent studies have demonstrated that the renin-angiotensin system (RAS)
participates in inflammation. The aim of this study was to evaluate the effect of
Ang Il on models of acute inflammation. Wistar rats were separated in the
groups: saline (Sal), Ang Il (1ug), losartan (LOS, AT1 antagonist, 62.5ug) and
CGP42112A (AT2 agonist, 142.5ug). Paw edema was induced by subplantar
injection of carrageenan (Cg, 100ug) or dextran (DXT, 100ug) and was
measured with a plethysmometer at 0, 1, 2, 3 and 4h. In the Sal and Ang Il
groups, paw tissue was taken to determine myeloperoxidase (MPO), IL-1 and
TNF-a levels. Subcutaneus and mesenterium tissue were taken to evaluate
mast cell degranulation through the toluidine blue staining. Sal and Ang I
groups of DXT-induced paw edema were treated i.p. with mepyramine (MEP,
anti-histamine, 10mg/kg) or metisergyde (MET, anti-serotonin, 1.5mg/kg) 1h
prior to the injection of DXT. Ang Il (0.5ug/cavity, ip) was injected i.p. 1h before
the i.p. injection of Cg to analyse the leukocytes migration to the peritoneal
cavity. Ang Il, LOS and CGP enhanced the Cg and DXT-induced paw edema
and this enhancement was already significant at 1h. The administration of Ang
II did not change the tissue content of MPO, TNF-a and IL-1 and did not
induced or prevented neutrophil migration to peritoneal cavity, but induced
significant enhancement of mast cell degranulation. MEP and MET reduced the
Ang ll-facilitated DXT-induced edema. Our results suggest that Ang Il enhances
the inflammatory response probably through the AT2 receptors since the AT1
antagonist, AT2 agonist and Ang Il potentiated the paw edema. The data
presented here also suggest that Ang Il increases the vascular permeability
through induction of mast cells degranulation, since there was early
amplification of Cg paw edema and DXT vascular edema, and antagonists of
serotonin and histamine significantly inhibited the increase in paw edema.
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l. INTRODUCAO

1. ANGIOTENSINA Il: CONSIDERACOES GERAIS

A Angiotensina Il (Ang IlI) € um polipeptideo derivado do plasma que
tem acdes importantes em varias partes do corpo, como musculo liso vascular,
cortex supra-renal, rim, cérebro, dentre outros.

O sistema-renina-angiotensina (SRA) atua de modo sinérgico com o
sistema nervoso simpatico estimulando a producéo de aldosterona, que exerce
atividade essencial no controle da excrecao de sédio e do volume de liquido,
bem como no ténus vascular. A renina € uma enzima proteolitica secretada na
circulagao por células do aparelho justaglomerular. A renina é secretada em
resposta a diversos estimulos fisiolégicos, como redugdo na concentragao de
sddio no liquido do tubulo distal e também por uma queda na pressido de
perfusdo renal. A atividade nervosa simpatica renal, os agonistas dos
receptores [B-adrenérgicos e a prostaciclina (PGly) estimulam diretamente a
secregao de renina, enquanto a Ang Il produz inibicado por retroalimentagao
(feedback negativo). O peptideo natriurético atrial também inibe a secrecao de
renina. A renina é rapidamente depurada do plasma. Ela atua sobre o
angiotensinogénio, uma globulina plasmatica produzida no figado, separando
um decapeptideo, a angiotensina |, da extremidade N-terminal da proteina. A
angiotensina | ndo tem atividade intrinseca apreciavel, porém, € convertida p
enzima conversora de angiotensina (ECA) em um octapeptideo, a Ang I,
responsavel por acdes variadas em diversas partes do corpo. Ela age

diretamente sobre a zona glomerulosa do cértex supra-renal, estimulando a



biossintese e a secre¢ao de aldosterona. A Ang Il pode ser degradada por
enzimas, as aminopeptidase A e N, que removem aminoacidos isolados de
modo sequencial a partir da extremidade N-terminal, produzindo angiotensina
lll e angiotensina IV respectivamente. Atualmente, sabe-se que a angiotensina
Il estimula a secrecao de aldosterona e esta envolvida no mecanismo da sede.
A angiotensina IV também apresenta agdes distintas, incluindo liberagdo do
inibidor do ativador de plasminogénio | (PAI-I, plasminogen activator inhibitor 1)
do endotélio. A ECA é uma enzima ligada a membrana superficial das células,
principalmente das células endoteliais. Ela esta presente em varios tecidos,
como pulmdo, coragcdo, rim, cérebro e no musculo estriado.
Consequentemente, pode ocorrer formagao local de Ang Il em diferentes
tecidos, proporcionando agao local, independente da Ang |l transportada pela
corrente sanguinea (RANG et al., 2003). A ECA é uma enzima do tipo cininase
II, que inativa a bradicinina e varios outros peptideos vasodilatadores. Isso
pode contribuir para as agdes farmacolégicas das drogas inibidoras da ECA,
como veremos adiante (RANG et al., 2003; BOURA & SVOLMANIS, 1984).

Segundo LUFT (2001), a Ang Il é considerada um hormdnio
regulatorio, estimulando a constriccdo das células do musculo liso vascular,
secrecdo de aldosterona da gléandula adrenal e a reabsor¢do de sdodio nos
tubulos renais. Através dessas agoes, o0 SRA exerce um papel importante na
regulacao do equilibrio hidroeletrolitico e da presséo arterial (PA) (MIFUNE et
al., 2000; LUFT, 2001; JOHANSSON et al., 2001).

A Ang Il € uma substancia pressora muito potente e esta resposta
pressora se deve, em grande parte, a contracdo direta do musculo liso

vascular, especialmente o arteriolar. No entanto, a Ang Il também pode



aumentar a PA por agao sobre o cérebro e o sistema nervoso autbnomo. Ela
age sobre o cérebro reajustando o controle reflexo barorreceptor da freqténcia
cardiaca para uma pressao mais alta; assim, a resposta pressora a Ang I
geralmente é acompanhada de pouca ou nenhuma bradicardia. A Ang |l
também interage com o sistema nervoso auténomo periférico estimulando os
ganglios autonémicos, aumentando a liberagdo de adrenalina e noradrenalina
pela medula supra-renal e facilitando a transmissao simpatica pela acdo nos
terminais nervosos adrenérgicos (REID, 1992).

A Ang Il é mitogénica para células musculares cardiacas e
vasculares e pode contribuir para a hipertrofia cardiovascular (SCHELLING,
1991; CAO et al, 1999). Segundo KONSTAM e cols (1992) ja existem
evidéncias de que os inibidores da enzima conversora de angiotensina (ECA)
vao retardar, ou mesmo evitar, o desenvolvimento de alteragdes morfologicas
subsequentes a infartos do miocardio evitando, assim, o aparecimento
posterior de insuficiéncia cardiaca congestiva.

Portanto, a Ang Il regula a PA, o volume plasmatico, a atividade de
nervos simpaticos; ela também desempenha um papel importante na
patogénese das doengas cardiovasculares, como hipertrofia, infarto do
miocardio, hipertensdo e aterosclerose. A Ang Il era inicialmente conhecida
apenas como um peptideo vasoconstrictor. No entanto, varios estudos ja
comprovaram que ela apresenta caracteristicas de fator de crescimento e de
citocina, desempenhando um papel ativo no processo inflamatério (HORIUCHI

et al., 1999; RUIZ-ORTEGA et al., 2000; TOUYZ & BERRY, 2002).

2. RECEPTORES DA ANGIOTENSINA I



A Ang Il exerce agbes em diversos tecidos controlando o tbnus
vascular, a secrecdo de hormoénios, o crescimento tecidual e as atividades
neuronais. Todas essas acdes ocorrem devido a modulacido de receptores
especificos, designados como receptor do tipo 1(AT1) e receptor do tipo 2
(AT2). Eles foram sequenciados e clonados com base na afinidade diferencial
por ligantes peptidicos (CGP 42112A) e nao-peptidicos (Losartan -LOS, PD
123319) (BUMPUS et al., 1991).

A maior parte das ag¢des conhecidas da Ang Il nos tecidos adultos é
mediada pelos receptores AT1. Os receptores AT2 sdo abundantemente
expressos em tecidos fetais, mas presentes apenas em extensao limitada nos
tecidos adultos, como medula adrenal, regides especificas do cérebro,
miométrio uterino e coragdo (GRIENDLING et al., 1996; BELONI et al., 1998).
No entanto, uma up regulation de receptores AT2 ja foi relatada em algumas
condigdes, como no infarto do miocardio, na hipertrofia cardiaca e nos
processos de cicatrizagdo da pele, sugerindo um envolvimento de tal receptor
com processos de crescimento, desenvolvimento e diferenciacédo celular
(VISWANATHAN & SAAVEDRA, 1992; VISWANATHAN et al., 1996; ICHIKI et
al., 1996; WALSH et al., 1997).

Os receptores AT1 tém grande afinidade por LOS e pouca afinidade
por PD 123319 e CGP 42112A, enquanto os receptores AT2 tém grande
afinidade por PD 123319 e CGP 42112A e pouca afinidade por LOS. A Ang I
liga-se igualmente a ambos os subtipos. No entanto, a proporcao relativa dos
dois subtipos varia de um tecido para o outro (MARTINEAU et al., 1999;

JOHANSSON et al., 2001; TOUYZ & BERRY, 2002).



Segundo TOUYZ & BERRY (2002) a Ang Il € um hormdnio
multifuncional que influencia a fungao de células cardiovasculares através de
uma complexa série de eventos sinalizadores intracelulares iniciados pela
ligacdo da Ang Il aos receptores AT1 e AT2. De acordo com os autores, a
ativacdo dos receptores AT1 normalmente promove crescimento celular,
vasoconstricgado, respostas inflamatorias e retencéo de sal e agua, enquanto os
receptores AT2 induzem apoptose, vasodilatacdo e natriurese. Os efeitos
mencionados sdo mediados por complexas vias sinalizadoras envolvendo
estimulacdo da fosfolipase C (PLC) e mobilizagcdo de calcio; ativacdo de
fosfolipase D (PLD), fosfolipase Az (PLA;), proteina quinase C (PKC), MAP
quinases e NADPH oxidase e estimulagdo da transcricdo genética. Além disso,
a Ang Il pode ativar varias tirosinas quinases intracelulares, desempenhando
um papel importante no crescimento e na inflamagdo (MATSUSAKA &
ICHIKAWA, 1997).

Os receptores AT1 sdo o subtipo predominante no controle das
fungdes vasculares mediadas por Ang Il (MATSUSAKA & ICHIKAWA, 1997).
Na vasculatura, receptores AT1 sdo expressos principalmente nas células
musculares lisas (MATSUSAKA & ICHIKAWA, 1997). No coragdo, os
receptores AT1 estdo presentes nos cardiomiocitos e fibroblastos (ALLEN,
ZHUO & MENDELSOHN, 2000). O efeito vasoconstrictor da Ang Il ocorre
através da ativacao dos receptores AT1, o que contribui para o aumento da PA.
Esse efeito da Ang Il via receptores AT1 ja vem sendo utilizado no tratamento
farmacolégico da hipertensao arterial, onde séao utilizadas drogas bloqueadoras
seletivas desses receptores. Os antagonistas normalmente utilizados sdo o

LOS e o Valsartan (CAREY et al., 2001). CHENG e cols (1999) demonstraram



que Ang Il é um potente ativador da expressdo génica de Monocyte
Chemoattractant Protein-1 (MCP-1) em cultura de células musculares lisas. Os
autores também demonstraram que a indugdo de MCP-1 pela Ang Il ocorreu
através de um mecanismo mediado por receptores AT1. Tais acdes pro-
inflamatérias da Ang Il via receptores AT1 podem contribuir para a
aterogénese, uma vez que promovem a migragao de mondcitos para a parede
dos vasos. Além disso, Ang Il induziu aumento da expressao do fator de
permeabilidade vascular em células musculares lisas da vasculatura humana e
isso foi inibido pelo Losartan, antagonista de receptores AT1 (WILLIAMS et al.,
1995). Isso sugere que os receptores AT1 medeiam o aumento de
permeabilidade vascular promovido pela Ang Il

O bloqueio de receptores AT1 em ratos reduziu a hipertrofia cardiaca
e a fibrose apds infarto do miocardio, sugerindo um papel de tais receptores em
promover o crescimento celular e o desenvolvimento de fibrose (SCHIEFFER
et al., 1994). Segundo WU e cols (2001), o bloqueio de receptores AT1
associado a estimulacao de receptores AT2 atenuou a formacédo da neointima
e inibiu a inflamagdo em artérias de camundongos que sofreram injuria,
sugerindo que receptores AT1 estdo envolvidos nos processos de crescimento
celular e de inflamacéo.

FUNAKOSHI e cols (1999) investigaram o efeito da Ang |l sobre a
producdo de interleucina 6 (IL-6) em cultura de células musculares lisas da
vasculatura de ratos in vitro. Ang Il potenciou de forma significativa e dose-
dependente a expressao de IL-6, que, segundo os autores, é uma citocina pro-

inflamatoria. Esse efeito foi completamente bloqueado pelo antagonista dos



receptores AT1, o CV11974, sugerindo um papel de receptores AT1 em induzir
a sintese de citocinas, apresentando efeito pré-inflamatorio.

A ligacao da Ang Il ao receptor AT1 leva a ativacédo de proteinas G
através da troca de guanosina trifosfato (GTP) por guanosina difosfato (GDP),
resultando em liberagcdo da subunidade a e do complexo By, que medeiam as
acdes subsequentes. Os receptores AT1 interagem com varios tipos de
proteina G, como Gqg/11, Gi, Ga12 e Ga13. As diferentes isoformas de proteina
G estado ligadas a diferentes cascatas de sinalizagdo. A ativagdo de Gq, por
exemplo, resulta em ativagado da PLC, ao passo que Ga leva a formacao de
guanosina monofosfato ciclico (GMP.) (TOUYZ & BERRY, 2002).

A segunda maior isoforma de receptores da Ang Il, sdo os receptores
AT2, cuja expressao pode ser modulada por estados patolégicos associados
com remodelamento tecidual e inflamacdo (MATSUBARA, 1998; AKISHITA et
al., 2000). Tais receptores sao re-expressos em adultos apods injuria vascular e
cardiaca (infarto do miocardio) e também durante os processos de cicatrizacao
e obstrucao renal, sugerindo que o receptor AT2 esta intimamente envolvido
com o crescimento, desenvolvimento e diferenciacao celular (VISWANATHAN
& SAAVEDRA, 1992; VISWANATHAN et al., 1996; ICHIKI et al., 1996; WALSH
et al., 1997). O papel funcional destes receptores ainda nao foi bem
esclarecido, mas sabe-se que eles podem antagonizar, sob condi¢des
fisiologicas, os efeitos mediados pelos receptores AT1 e assim inibir o
crescimento celular, promover apoptose e vasodilatagdo (HORIUCHI et al.,
1997; MATSUBARA, 1998; TOUYZ et al., 1999; TOUYZ & BERRY, 2002). Na
insuficiéncia cardiaca e na formagao da neointima apods injuria, receptores AT2

sd0 re-expressos nas células que estdo proliferando, exercendo um efeito



inibitorio sobre os sinais mitogénicos produzidos pela Ang Il, bem como sobre a
sintese de matriz extracelular, resultando em atenuacdo da remodelagcao
tecidual. Uma forma extrema de inibicdo do crescimento celular culmina com a
indugdo da morte celular programada (apoptose), que foi induzida via
receptores AT2 (MATSUBARA, 1998).

Em midcitos cardiacos e nas células da musculatura lisa vascular de
camundongos que apresentavam sobre-expressao de receptores AT2, houve
inibicdo da atividade pressora da Ang Il. Além disso, a ativagao desses
receptores nos sistemas cardiovascular e renal, resultou em cardioprotecéo,
vasodilatagdo e natriurese, efeitos contrarios aqueles normalmente observados
para receptores AT1 (NAKAJIMA et al.,, 1995; MATSUBARA, 1998). Além
disso, dados da literatura demonstram que os receptores AT2 participam da
secrecdo de catecolaminas pela glandula adrenal (MARTINEAU et al., 1999),
da sintese de coldgeno em células musculares lisas da vasculatura in vitro
(KATO et al., 1999; MIFUNE et al.,, 2000), da secrecdo mucosa alcalina no
duodeno (JOHANSSON et al., 2001) e também de processos pro-inflamatorios
(RAGHAVENDRA & KULKARNI, 2000; SUZUKI et al., 2000; RUIZ-ORTEGA et
al., 2001).

Os receptores AT2 podem também exercer um papel importante no
controle da PA. Dados cientificos indicam que esses receptores induzem uma
vasodilatagdo sistémica, contrabalangando o efeito vasoconstrictor da Ang I
sobre os receptores AT1. Essas pesquisas a respeito dos receptores AT2
tornaram-se possiveis com a descoberta de agonistas e antagonistas seletivos
para este receptor, como o CGP 42112 A e o PD 123319, respectivamente

(BARBER et al., 1999; CAREY et al., 2001).



As principais cascatas envolvidas com a sinalizagcao de receptores
AT2 sao: ativacdo de proteinas fosfatase e proteinas que promovem
desfosforilagéo; regulagao do sistema GMP, - 6xido nitrico (NO) e estimulagéo
da PLA; (MATSUBARA, 1998; HORIUCHI et al., 1999).

SEYEDI e cols (1995) estudaram os vasos sanguineos de coragdes
de caes e pesquisaram se Ang |, Il e seus fragmentos metabdlicos (Ang llI, IV
e Ang-1-7) seriam capazes de promover a liberacdo de NO e quais seriam os
mecanismos envolvidos neste processo. Ang |, Il e todos os seus fragmentos
metabdlicos promoveram significante aumento da liberagao de nitrito. Tal efeito
foi bloqueado por Hoe 140, um antagonista dos receptores B2 de bradicinina
(BK), indicando que a liberagado de nitrito esta relacionada com a formacéo
local de cininas. O antagonista de receptores AT1, LOS e o antagonista de
receptores AT2, PD 123319 eliminaram a liberacdo de nitrito em resposta aos
diversos tipos de Ang. Os autores concluiram que a formagédo de nitrito na
microvasculatura coronaria bem como nas grandes artérias de cées em
resposta aos diversos tipos de Ang ocorre devido a ativagdo da produgao local
de cininas. Segundo o estudo de Boulanger e cols (1995), o estimulo de
receptores AT1 de cardtidas de ratos causou a liberacdo de NO que, por sua
vez, inibiu a vasoconstriccdo proporcionada pela Ang I, fenébmeno também
mediado pelos receptores AT1.

Segundo RUIZ-ORTEGA e cols (2000) a Ang Il ativa o fator de
transcricdo nuclear k B (NF-xB) através de AT1 e de AT2 nas células da
musculatura lisa vascular. NF-xB é um fator de transcricdo ambiguo de
importancia particular para a resposta inflamatéria. Varios estimulos relevantes

nas doencas cardiovasculares podem ativar este fator, a saber: citocinas proé-
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inflamatdrias, NO, espécies reativas de oxigénio e também as forgas
mecanicas. Uma vez ativado, NF-kB leva ao aumento da expressao de varios
genes cujos produtos (citocinas, quimiocinas e moléculas de adesdo) medeiam
a resposta inflamataria.

Os receptores AT1 e AT2 estéo ligados a membrana plasmatica das
células-alvo, o que possibilita o inicio rapido das agdes fisiolégicas da Ang II.
Além disso, grande parte das acbes da Ang Il que sdo mediadas pelos
receptores AT1 e AT2 sdo agbes opostas, exibindo, assim, um antagonismo
fisiologico na maioria dos casos (MATSUBARA, 1998; HORIUCHI et al., 1999;

DE GASPARO et al., 2000; WU et al., 2001).

3. ASPECTOS GERAIS DA RESPOSTA INFLAMATORIA

Embora os primeiros relatos sobre a inflamagdo tenham sido
encontrados em escritos egipcios de 3000 anos a.C., foi Cornelius Celsus, um
escritor romano, que, no inicio da era crista, descreveu os quatro sinais
cardinais da reacao inflamatdria: rubor, calor, tumor e dor. O quinto sinal,
perda de funcéao, foi mais tarde acrescentado por Vircchow no século XIX (apud
ROCHA E SILVA, 1978; SEDGWICK & WILLOUGHBY, 1985).

Em 1973, John Hunter observou que a inflamacdo nao deve ser
classificada como uma doenga, mas sim como um conjunto de reagdes nao
especificas. No século XIX, Julius Cohnheim foi o primeiro a utilizar o
microscopio para observar os vasos sanguineos em tecidos inflamados. Dando
continuidade as inumeras descobertas que ajudaram a explicar o processo

inflamatorio, um bidlogo russo, Elie Metchnikoff descobriu o processo da
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fagocitose em 1882; segundo Metchnikoff, o propédsito da inflamacéao seria levar
células fagociticas ao sitio da injuria para destruir 0 microorganismo invasor.
Isso, no entanto, ndo corroborava com a teoria humoral de Paul Ehrlich vigente
aquela época de que o objetivo da reagao inflamatéria seria levar os fatores
derivados do plasma ao sitio da injuria para neutralizar os agentes infecciosos.
A partir de entdo, reconheceu-se que tanto o fator celular (fagécitos) quanto o
fator derivado do plasma (anticorpos) sao importantes para a defesa contra os
microorganismos. Outro nome importante ligado a histéria do estudo do
processo inflamatdrio foi Thomas Lewis, que estabeleceu o conceito de que
algumas substancias quimicas formadas em resposta a injuria, como a
histamina, medeiam alteragdes vasculares importantes no processo da
inflamacgao. Esse conceito de Lewis foi muito importante, uma vez que abordou
a existéncia dos mediadores quimicos da inflamacado e, consequentemente,
possibilitou o uso de agentes antiinflamatérios (apud COLLINS, 1999).

O evento desencadeante da reacao inflamatéria € o reconhecimento,
por receptores de superficie de macrofagos ou células dendriticas, de padrées
moleculares associados a patégenos (PMAP) (MEDZHITOV & JANEWAY,
2000). Essas estruturas sdo componentes que grandes classes de patdgenos
tém em comum, como o lipopolissacarideos (LPS) das paredes bacterianas
(RANG et al., 2003). A interagao entre PMAP e receptor produz uma resposta
imediata que envolve endocitose do agente estranho, gerando sua destrui¢ao e
o processamento de seus componentes, posteriormente apresentados como
antigenos; ativagdo de NF-kB, que estimula a transcricio dos genes

relacionados a producdo de citocinas pré-inflamatérias, dentre as quais se
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destacam a IL-1 e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (PARKIN & COHEN,
2001).

Varios agentes exogenos e enddgenos podem causar injuria celular.
Estes mesmos estimulos s&o capazes de evocar uma série complexa de
reacdes, em especial nos tecidos vascularizados, chamadas de reacdes
inflamatorias. Microscopicamente, este processo envolve alguns eventos: a)
dilatacéo de artérias, capilares e vénulas com aumento da permeabilidade e do
fluxo sanguineo; b) exudagao de fluidos, incluindo proteinas plasmaticas e c)
migragédo de leucocitos para o foco da inflamacédo. (ROCHA E SILVA, 1978;
SEDGWICK & WILLOUGHBY, 1985; COLLINS, 1999)

A inflamacao pode ser didaticamente dividida em duas fases: aguda
e cronica. A inflamacao aguda é de duracgao relativamente curta, podendo durar
minutos, horas ou mesmo alguns dias; sua principal caracteristica € a presenca
de exudato rico em proteinas plasmaticas (edema) e a migragao de leucdcitos,
principalmente os neutrofilos. A inflamacao crénica, porém, € de longa duracéo
e esta relacionada com algumas alteragdes histolégicas, como presenca de
linfécitos e macrofagos, proliferagdo de vasos sanguineos, fibrose e necrose do
tecido (COLLINS, 1999; RANG et al., 2003).

A resposta inflamatéria normalmente ocorre simultaneamente ao
processo de reparo. Além de destruir, diluir ou imobilizar o agente agressor, a
inflamacéao é responsavel por eventos que, sempre que possivel, promovem a
cura e a cicatrizacao do tecido afetado. O processo de reparo inicia-se ja nas
primeiras fases da inflamagao, mas atinge seu climax apds a neutralizacdo do

agente agressor (COLLINS, 1999; RANG et al., 2003).
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A inflamacao é fundamentalmente uma resposta protetora que tem
como meta livrar o organismo tanto da causa inicial da injuria (micrébios,
toxinas) como também das consequéncias de tal injuria (células e tecidos
necroticos). No entanto, existem algumas condigdes em que a falta de resposta
inflamatdria, ou mesmo a sua exarcebacdo, pode tornar-se incompativel a
saude do organismo. Quando as defesas estdo diminuidas, como ocorre na
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), ou mesmo quando as defesas
encontram-se suprimidas por drogas, organismos que normalmente ndo sao
patdbgenos podem causar doencas. Em outras circunstancias, a reagao
inflamatoria pode ocorrer frente a tipos diferentes de injurias, como, por
exemplo, o calor, os agentes quimicos e as radiagdes ultravioleta. Além disso,
algumas vezes os eventos inflamatérios podem ocorrer contra substancias que
normalmente sao indcuas ao organismo (como o pdlem) ou mesmo contra os
tecidos do proprio corpo (condi¢gées auto-imunes). Quando isso acontece, as
respostas podem produzir destruicdo e podem ainda constituir-se parte do
processo da doenga — tanto de forma aguda, como por exemplo na anafilaxia
como de forma crénica, como na asma, na artrite reumatdide ou na
aterosclerose. As drogas antiinflamatdrias e imunossupressoras sao utilizadas

exatamente nesses tipos de condigdes (COLLINS, 1999; RANG et al., 2003).

4. RERMEABILIDADE VASCULAR E EDEMA

As alteragdes no fluxo e no calibre vascular iniciam-se logo apds a

injuria e se desenvolvem em niveis variados, dependendo da seriedade desta.

Esses eventos foram descritos por COLLINS (1999). Inicialmente, ocorre uma
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vasodilatagao, que primeiro envolve as arteriolas e, depois, promove a abertura
de novos leitos capilares na area. Consequentemente ha também um aumento
do fluxo sanguineo, que € a causa do calor e do rubor; o tempo de duragao da
vasodilatacao depende do tipo de estimulo. Com o tempo, a velocidade de
circulagao sanguinea é diminuida devido ao aumento da permeabilidade na
microvasculatura, com extravasamento de fluido rico em proteina para o
espaco extravascular. A perda de fluido resulta em concentragao de glébulos
vermelhos nos vasos pequenos e aumento da viscosidade do sangue, uma
condicdo chamada de estase. Enquanto a estase se desenvolve, os leucdcitos,
especialmente os neutrdéfilos, comegam a adquirir uma orientacao periférica ao
longo do endotélio vascular, num processo chamado de marginagao
leucocitaria. Esse fenbmeno deve-se a estase sanglinea com redugéo da forga
de cisalhamento da parede vascular (COLLINS, 1999; BRITO & RIBEIRO,
1999). Os leucodcitos, entdo, aderem-se ao endotélio, inicialmente de forma
transitoria (rolling), e depois mais avidamente, até, finalmente, migrar através
da parede vascular para o tecido intersticial.

O aumento da permeabilidade vascular leva ao escape de fluido rico
em proteina (exudato) para o intersticio. Isso resulta em diminui¢gdo da presséo
oncatica intravascular e aumento da pressao oncética do fluido intersticial. Este
fato, juntamente com o aumento da pressdo hidrostatica causada pela
vasodilatacao, produz uma marcante saida de fluido intravascular e acumulo
deste nos tecidos, caracterizando a formacao de edema.

Como podemos observar, para que ocorram todos estes eventos
descritos é fundamental que ocorram alteracées no endotélio para explicar as

modificacdes observadas no mesmo. Existem alguns mecanismos que foram
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propostos por MAJNO & PALADE (1961) e modificados por COLLINS (1999).
O primeiro deles consiste na formacao de fendas no endotélio das vénulas.
Este é o mecanismo pelo qual histamina, BK, leucotrienos (LT), substancia P e
varios outros mediadores quimicos agem. O aumento de permeabilidade ocorre
rapidamente apos a exposicao ao mediador e consiste em um evento de curta
duracéo (15 a 30 minutos); este mecanismo afeta apenas as vénulas (MAJNO
& PALADE, 1961; BOWDEN et al., 1996). Uma outra forma de modificagao que
pode ocorrer no endotélio € a reorganizagado do citoesqueleto com retracéo
endotelial, que pode ser induzida in vitro por algumas citocinas — como IL-1,
TNF-a e interferon-y (IFN-y) — por hipoxia e por injurias sub-letais as células
endoteliais. Em contraste ao efeito da histamina, a resposta € normalmente
retardada (4 a 6 horas) e de longa duracdo (24 horas ou mais); ainda
permanece incerta a hipotese de que este mecanismo contribua para o
aumento da permeabilidade in vivo (BRETT et al., 1989). O aumento da
trancitose ao longo do citoplasma endotelial também pode contribuir para a
modificagao do endotélio vascular. Tal trancitose ocorre ao longo de canais que
consistem em um agrupamento de vesiculas e vacuolos chamados de
organelas vesiculo-vacuolares; varias destas estdo localizadas préximo as
jungdes intercelulares. Certos fatores, como o fator de crescimento endotelial
vascular parecem causar fendas vasculares por aumentar o niumero e, talvez, o
tamanho desses canais. Esse pode ser parte do mecanismo de aumento da
permeabilidade vascular induzido pela histamina e outros mediadores quimicos
(FENG et al., 1996). A injuria endotelial direta pode resultar em necrose da
célula endotelial e destacamento. Esse efeito ocorre normalmente devido a

destruicdo direta do endotélio por estimulos, como por exemplo queimaduras
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severas ou infeccdes bacterianas liticas. Todos os niveis de microcirculacéo
sdo atingidos: vénulas, capilares e arteriolas (COTRAN & BRISCOE, 1997).
Um outro mecanismo proposto para a modificacdo do endotélio consiste em um
aumento tardio e prolongado da permeabilidade vascular. Tal aumento inicia-se
2 a 12 horas apos o estimulo, dura por varias horas ou mesmo por dias e
envolve vénulas e capilares. Injurias térmicas de intensidade média a
moderada, radiacdo X ou radiacdo ultravioleta, além de certas toxinas
bacterianas, podem formar fendas no endotélio. O mecanismo de acio destes
agentes permanece incerto, podendo ser por efeito direto do agente, levando a
destruicdo celular e apoptose ou mesmo por um efeito de citocinas, causando
retracdo endotelial. A injuria endotelial mediada por leucécitos também pode
contribuir para a perda de integridade endotelial. Os leucécitos aderem ao
endotélio relativamente cedo durante a reacdo inflamatdria. Eles podem ser
ativados durante esse processo, liberando espécies reativas de oxigénio e
enzimas proteoliticas, que causam injuria endotelial, bem como destacamento
das células, resultando em aumento da permeabilidade vascular. As
substancias leucocitarias, como o LTB4, 0 5° componente do sistema
complemento (C5a) e o fMLP (N-formyl-met-leu-phe) ndo foram efetivos em
produzir aumento de permeabilidade vascular em animais injetados com
mostarda nitrogenada, usada para depletar leucécitos polimorfonucleares
(PMN). Isso sugere que, ao contrario de histamina e BK, que aumentam a
permeabilidade vascular pela agao direta sobre a célula endotelial, as
substancias LTB4, C5a e fMLP agem somente na presenga de leucécitos PMN.
Apesar de os leucécitos PMN estarem presentes em grande quantidade no

tecido, depois de varias horas do inicio da resposta inflamatdria, evidéncias
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sugerem que essas células interagem com o endotélio vascular para regular a
permeabilidade poucos minutos apdés o estimulo inflamatério (WEDMORE &
WILLIAMS, 1981). Além disso, durante o reparo, muitas células endoteliais
proliferam formando novos vasos sanguineos (angiogénese). Esses novos
vasos permanecem com fendas até que haja diferenciagcdo das células
endoteliais, formando as jungdes intercelulares.

Embora estes mecanismos tenham sido descritos separadamente,
todos podem atuar em conjunto frente a um unico estimulo (COLLINS, 1999).

A histamina é largamente distribuida nos tecidos, e é proveniente
principalmente dos mastdcitos, que estdo normalmente presentes no tecido
conjuntivo adjacente aos vasos sanguineos. A histamina esta também presente
nos basofilos e plaquetas. Os granulos dos mastdcitos contém uma grande
quantidade de histamina pré-formada; ela € liberada durante o processo de
degranulagdo, que ocorre em resposta a varios estimulos: injuria fisica, como
trauma, frio ou calor; reagdes imunes envolvendo a ligacdo de anticorpos aos
mastocitos; fragmentos do sistema complemento (anafilatoxinas- C5a e 3°
componente do sistema complemento — C3a); proteina liberadora de histamina,
derivada dos leucécitos; neuropeptideos (substéncia P) e algumas citocinas
(IL-1, IL-8). Em humanos, a histamina causa dilatacéo das arteriolas e aumento
da permeabilidade vascular de vénulas. A histamina €&, entdo, considerada
como o principal mediador da fase imediata do aumento de permeabilidade
vascular, causando fendas entre as células endoteliais venulares. A histamina
age na microcirculagao principalmente via receptores do tipo H4 localizados nas
células endoteliais (COLLINS, 1999). Estudos em tecidos intactos e em células

endoteliais em cultura demonstraram que a ligacdo da histamina ao receptor
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resulta em mudanga de forma (contragdo) da célula endotelial e em formacéao
de espacos de 1 um de didmetro entre células adjacentes; esses espacos
levam ao extravasamento de macromoléculas. A estimulacédo de receptores H;
em células umbilicais humanas em cultura esta associada a hidrolise de
fosfatidilinositol e aumento do calcio intracelular proveniente, inicialmente dos
estoques intracelulares, mas posteriormente do meio extracelular. O fato de a
citocalasina B (proteina que inibe a polimerizagdo da actina) inibir o aumento
da permeabilidade vascular induzido por histamina sugere que a contragédo da
célula endotelial é essencial para a obtencdo deste efeito. Agentes que
aumentam os niveis de adenosina monofosfato ciclico (AMP.) intracelular,
como os agonistas p-adrenérgicos, as metilxantinas e a prostaglandina Ej
(PGE1) revertem efetivamente a permeabilidade vascular induzida pela
histamina (GALLIN et al., 1992).

A histamina também é capaz de fazer com que as células endoteliais
sintetizem substancias relaxantes para a musculatura lisa vascular, como a
prostaciclina e o NO (LUKACS et al., 1996).

A serotonina (5-hidroxitriptamina ou 5-HT) € também um mediador
vasoativo pré-formado com acdes semelhantes aquelas descritas para a
histamina. A serotonina esta presente nas plaquetas, nas células
enterocromafins e também nos mastécitos em roedores, mas ndao em
humanos.

A liberagdo de serotonina (e de histamina) das plaquetas é
estimulada durante a agregacgédo plaquetaria, apés contato com colageno,
trombina, adenosina difosfato (ADP) e complexo antigeno-anticorpo. A

agregacéao e liberacdo plaquetaria de serotonina e de histamina €& também
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estimulada pelo fator de agregacao plaquetaria (PAF), derivado dos mastdcitos,
durante as reagbes mediadas por imunoglobulina-E (Ig-E). Sendo assim, a
reacao de liberacdo das plaquetas resulta em aumento de permeabilidade
vascular durante as reagdes imunolégicas (COLLINS, 1999).

A BK é um cininogénio vasoativo (nonapeptidio) de alto peso
molecular que apresenta um potente efeito sobre a permeabilidade vascular.
Seus efeitos sao similares aos da histamina. A BK é um importante mediador
da resposta inflamatéria tecidual a estimulos irritantes, porém sua acao é de
curta duragao, pois ela sofre uma rapida inativacédo enzimatica. A degradagéao
enzimatica pode ser feita por varias peptidases, incluindo a dipeptidil
carboxipeptidase cininase Il. Esta enzima € a mesma enzima conversora que
hidrolisa a angiotensina | em angiotensina Il (BOURA & SVOLMANIS, 1984).

As PGs, especialmente a PGl,, tém efeito sinérgico com outros
mediadores em induzir aumento de permeabilidade vascular e edema. PGs
exdgenas sozinhas sdo indutores fracos de edema em algumas espécies como
cobaia (WILLIAMS & MORLEY, 1973) e coelho (WILLIAMS & PECK, 1977),
enquanto em rato (CRUNKHORN & WILLIS, 1971) e no homem (BASRAN et
al., 1982) elas induzem edema de forma mais acentuada. No entanto, apesar
da diferenga entre as espécies, PGs da série E liberadas de células ou geradas
de precursores humorais no sitio da inflamagdo sdo sinérgicas com outros
mediadores, potenciando os efeitos pro-inflamatérios (WILLIAMS & PECK,
1977; WILLIAMS & JOSE, 1981; BASRAN et al., 1982; BUCKLEY et al., 1991).

A fonte enddégena de PGs durante a inflamacéo aguda ainda nao
estd totalmente esclarecida. Todavia, as células endoteliais s&o provaveis

candidatas. Adicionalmente, outras células, como macréfagos e neutrofilos
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presentes no tecido conjuntivo perivascular, podem também contribuir para a

producao dessas PGs (DAVIES & MacINTYRE, 1992).

5. A BIOLOGIA DOS MASTOCITOS

Os mastdcitos sdo células inflamatérias derivadas de progenitores
presentes na medula éssea, porém sdo amplamente distribuidos nos tecidos e
podem liberar mediadores que apresentam efeitos imediatos e cronicos
(ZHONG et al., 2001). Na espécie humana, os mastécitos sdo encontrados em
grande numero nas adjacéncias dos vasos sanguineos ou dos vasos linfaticos,
sendo também predominantes na superficie da pele e nas mucosas
geniturinaria, gastrintestinal e do trato respiratorio (ABBAS et al., 2000).
Estima-se que a concentragdo de mastdcitos seja de aproximadamente 500 a
4000 por mm?® no pulmao, 7000 a 12000 por mm? na pele e de 20000 por mm?®
no trato gastrintestinal (GALLI, 1993). Os mastdcitos sdo células ricas em
fatores de crescimento que infiltram os tecidos injuriados, onde tém sido
implicados na patogénese da fibrose progressiva. A infiltragdo de mastocitos e
a expressao de citocinas em seus granulos sdo importantes quando se trata de
injuria renal, podendo tais células contribuir para a patogénese da injuria renal
(JONES et al., 2003).

Os mastdcitos expressam em sua membrana superficial receptores
para IgE — FceRI e FceRIlI/CD3 (respectivamente de alta e baixa afinidade por
IgE) e para componentes do sistema complemento, especialmente para C3a e
Cb5a (BUKU et al., 2001; RANG et al., 2003). Os mastdcitos estdo envolvidos

com as reacgdes anafilaticas a alimentos, drogas ou venenos de animais; nestas
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reagcdes agudas, os anticorpos IgE ligam-se aos receptores especificos,
promovendo degranulagao celular e liberando, entdo, uma grande quantidade
de mediadores (COLLINS, 1999).

Ha bastante tempo, os mastdcitos tém sido considerados células
efetoras criticas durante as doengas alérgicas mediadas por IgE e durante as
respostas imunes aos parasitas. Porém, FROSSI e cols (2004) sugerem que
essa afirmativa a respeito da fungcdo dos mastdcitos é incompleta e que tal
afirmativa ndo considera o complexo papel desempenhado pelos mastdcitos
durante a imunidade adaptativa e inata. Isso gera uma nova visao a respeito da
regulacdo das respostas imunes e do desenvolvimento das doengas auto-
imunes.

RIBEIRO e cols (1997) demonstraram que os mastécitos podem ser
estimulados sem, no entanto, sofrerem degranulagdo; nesse estudo,
mastocitos estimulados por LTB4; produziram um fator quimiotatico para
neutréfilos sem haver degranulagao.

Além de promoverem amplificagdo da inflamagcdo aguda, os
mastocitos sdo responsaveis pela secregdo de um grande numero de
mediadores proé-inflamatoérios que contribuem para a manutencédo de estados
inflamatorios cronicos, como Uulcera intestinal, artrite reumatdide, cistite
intersticial, escleroderma e doenga de Crohn (ABRAHAM & MALAVIYA, 1997).

Uma vez estimulados por IgE via FceRI ou de forma ndo especifica
por outra proteina, os mastocitos, células altamente especializadas na sintese
e secrecao de substancias farmacologicamente ativas, liberam uma grande
quantidade de mediadores quimicos. Estas substancias podem ser divididas

em duas classes: os mediadores pré-formados, tais como histamina, serotonina
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(RANG et al., 2003) e uma pequena quantidade de TNF-a (BEIL et al., 1994;
BEIL et al., 1996; SCHMIDT-CHOUDHURY et al., 1996) e os mediadores
oriundos da chamada sintese “de novo”; os LTs (LTB4, LTC,), as PGs (PGDy),
as citocinas (TNF-a. e ILs 3, 4, 5, 6, 8) e quimiocinas (MIP-1 e CINC-1 e 13)
fazem parte desta segunda classe (BANKS & COLEMAN, 1996; BIEDERMANN
et al.,, 2000; WAKAHARA et al., 2001; ZHONG et al., 2001; OLIVEIRA et al.,
2002). Além destes mediadores, os mastdocitos podem também liberar
superoéxidos (FUKUISH et al., 1997).

Os mastécitos sédo células capazes de gerar e secretar mediadores
que podem provocar mudancas vasculares e alteracdes celulares; estas
células podem afetar alguns fatores do plasma, bem como induzir migragao de
neutrofilos nas primeiras horas e de eosindfilos apds 24 horas (OLIANI et al.,
2001; OLIVEIRA et al., 2002).

Os produtos de ativagcdo dos mastécitos podem ser liberados por
diferentes mecanismos de exocitose dependendo do tipo de agonista
(ABRAHAM & MALAVIYA, 1997).

DVORAK (1997) revelou dois mecanismos basicos de exocitose de
mastdcitos: o mecanismo de liberagao lenta dos mediadores e 0 mecanismo de
liberagdo rapida, também conhecido como degranulagdo anafilatica. O
mecanismo de liberagdo lenta consiste em um esvaziamento lento dos
granulos, com auséncia de fusdo intergranular. J& o segundo mecanismo é
descrito como explosivo, constituido de eventos de secrecao rapida que se
completam minutos apds a estimulacido e parecem ser iniciados pela fusao
coordenada dos granulos com concomitante secre¢do de mediadores através

da degranulacao intracitoplasmatica (DVORAK, 1997).
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Os passos bioquimicos que envolvem a degranulagao anafilatica séo
apenas parcialmente conhecidos; supde-se que a ligagao cruzada das IgEs ao
antigeno ative uma proteina G de ligagao a GTP, que, por sua vez, provoca a
ativacdo de uma PLC especifica para o bifosfato de fosfatidilinositol (PIP2).
Essa enzima catalisa a liberagao de trifosfato de inositol (IP3) e de dialcilglicerol
(DAG) do PIP, de membrana. O IP3 promove a liberagdo do calcio intracelular
do reticulo endoplasmatico. Calcio e DAG combinam-se com fosfolipideos de
membrana para a ativacdo da proteina quinase. Com o aumento da
concentracido citoplasmatica de calcio, ocorre ativacdo de enzimas, como a
PLA,; além disso, o complexo calcio-calmodulina é capaz de ativar a quinase
de cadeia leve de miosina. Nos mastocitos, o resultado desta ativacédo € a
geragdo de mediadores lipidicos, como as PGs e LTs bem como a exocitose
dos granulos. (ABBAS et al., 2000).

Os mastécitos sdo heterogéneos, ou seja, nem todas as células
liberam os mesmos mediadores ou o0 mesmo conjunto de mediadores. Os seus
granulos contém mediadores vasoativos ndo-lipidicos de baixo peso molecular,
sendo a histamina o protétipo desse tipo de mediador; no entanto, em certos
roedores, como no rato, a serotonina pode ter importancia igual ou superior
(GALLI, 1993). Os granulos dos mastocitos contém também diversas enzimas,
(serino-proteases, aril-sulfatase) e também os proteoglicanos (heparina, sulfato
de condroitina) (ABBAS et al., 2000).

Além dos mediadores nao-lipidicos, ha, ainda, trés classes de
mediadores lipidicos sintetizados pelos mastdcitos quando estes sdo ativados.
Em geral, estas reagbdes de sintese sao iniciadas pela PLA, que promove a

liberacdo dos substratos de fosfolipideos precursores armazenados nos corpos
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lipidicos. O primeiro mediador lipidico descrito foi a PGD,, que se liga a
receptores localizados nas células da musculatura lisa, atuando como agente
vasodilatador e broncoconstrictor. Uma segunda classe de mediadores
derivados do acido aracddnico provenientes da degranulagdo de mastdcitos
sdao os LTs, sendo os principais o LTC4, 0 LTD4, 0 LTE4 €, em menores
proporcdes, o LTB4. O terceiro mediador lipidico produzido por baséfilos e,
provavelmente, pelos mastécitos, € o PAF, que tem importancia particular nas
reacdes de fase tardia, onde atuaria ativando leucécitos (GALLI, 1993).

Os mastdcitos estdo também relacionados a sintese de citocinas.
GALLI e cols (1993) demonstraram que a estimulac&o in vitro de mastodcitos de
ratos por FceRI, ou mesmo por outros mecanismos, induz o aumento nos niveis
de RNA mensageiro (RNAm), uma maior secrecao de substancias pro-
inflamatorias e, também, o surgimento de citocinas mitogénicas, como as
interleucinas 1, 3, 4 e 6; além disso, ha uma elevagao nos niveis IFN-A, de
membros da familia das integrinas e de TNF-a. Relata-se também a sintese de
MIP-1e das interleucinas 5, 8/CINC-1 e 13 por mastécitos ativados (BANKS &
COLEMAN, 1996; BIEDERMANN et al.,, 2000; WAKAHARA et al.,, 2001;
OLIVEIRA et al., 2002). Em conjunto, essas citocinas regulam n&o s6 a
producao de IgE, mas também a resposta inflamatéria, a hemostasia, a
hematopoiese, a angiogénese, a remodelacao tecidual, dentre outros (GALLI,
1993). Além disso, os mastocitos tém sido implicados em varias doencas
correlacionadas com a neovascularizagao; o exato mecanismo para explicar
esse fato ainda n&o foi bem elucidado, porém, GRUTZKAU (1998) estudou os

mastoécitos da linhagem de pele humana HMC-1 e constatou que estas células
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eram capazes de sintetizar, estocar e secretar o fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) e o fator de permeabilidade vascular (VPF).

Portanto, os mastécitos sdo considerados células amplificadoras da
reacao inflamatéria por liberarem e por estimularem a produgao de muitos dos
mediadores quimicos de tal processo; estes mediadores, por sua vez, podem
atuar aumentando a permeabilidade vascular ou mesmo contribuindo para a

migragao e ativagao de leucécitos durante a fase mais tardia da inflamagao.

6. EVENTOS CELULARES DA INFLAMACAO

Uma funcgao primordial do processo inflamatoério consiste em levar os
leucécitos ao sitio da injuria. Os leucécitos, por sua vez, fagocitam agentes
lesivos, matam bactérias e outros microbios além de degradarem tecidos
necroticos e antigenos estranhos (BEVILACQUA et al., 1994; COLLINS, 1999).
No entanto, os leucdcitos podem também prolongar a inflamagéo e induzir
dano tecidual pela liberacdo de enzimas, mediadores quimicos e radicais
téxicos de oxigénio (COLLINS, 1999).

A sequéncia de eventos que ocorrem durante a jornada dos
leucocitos do lumen para o tecido intersticial — extravasamento - foi
didaticamente dividida por COLLINS (1999) nos seguintes passos a saber:
marginagao, rolling e adesdo, que ocorrem ainda no Iumen do vaso;
transmigracédo através do endotélio (diapedese) e, finalmente, migragdo nos
tecidos intersticiais em direcéo a estimulos quimiotaticos.

Como resultado da vasodilatacdo e do aumento da permeabilidade

vascular, o fluxo sanguineo torna-se lento e isso faz com que os leucdcitos
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assumam uma posigao periférica ao longo da superficie endotelial, fenbmeno
este chamado de marginagao leucocitaria. A partir dai, células leucocitarias
individuais ou em fileiras tombam vagarosamente ao longo do endotélio e
aderem de forma transitéria (rolling). Forma-se, entdo, em varios pontos,
adesbes mais firmes entre leucdcitos e células endoteliais. Apdés o
estabelecimento destas adesdes firmes, os leucdcitos inserem pseuddépodes
em direcdo as jungdes intercelulares, apertam-se entre estas juncgoes,
assumindo uma posi¢cao entre a célula endotelial e a membrana basal.
Finalmente, os leucdcitos atravessam a membrana, escapando para o espago
extravascular. Neutréfilos, mondcitos, linfécitos, eosindfilos e basdfilos utilizam
essa mesma via (COLLINS, 1999).

Atualmente, sabe-se que a adesdo e a transmigracdo leucocitaria
sdo dependentes da ligacdo de moléculas de adesdao a superficie dos
leucocitos e das células endoteliais. Além disso, o0s mediadores quimicos
(agentes quimiotaticos e certas citocinas) sdo capazes de influenciar este
processo; isso porque estas substancias modulam a expressao das superficies
de adesdo e a avidez das moléculas de adesdao (LIPOWSKY, 1996;
SPRINGER, 1994). As moléculas de ades&o envolvidas nesse processo
dividem-se em quatro familias — as selectinas as imunoglobulinas, as integrinas
e as glicoproteinas com afinidade por mucina (COLLINS, 1999).

As selectinas sao assim chamadas, pois sdo caracterizadas por um
dominio N-terminal extracelular — dominio lectinico. Ha varios tipos de
selectinas: selectina-E, que esta presente no endotélio; selectina-P, presente
no endotélio e nas plaquetas e selectina-L, presente em varios tipos de

leucécitos. As selectinas ligam-se, através de seu dominio lectinico, aos
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oligossacarideos que apresentam porgdes sidlicas (por exemplo, Sialyl-Lewis
X), que estdo presentes na superficie dos leucdcitos. O principal papel da
selectina-P é promover o processo de rolling dos neutréfilos, mondcitos e
linfécitos. Ja a selectina-E , além de promoverem o rolling, promovem a adeséao
ao endotélio ativado para neutréfilos, monécitos e células T (BRITO et al.,
1997; COLLINS, 1999).

A familia das imunoglobulinas inclui duas moléculas de adesao
endotelial: molécula de adeséo intercelular 1 (ICAM-1) e molécula de adeséao
celular vascular 1 (VCAM-1). Ambas interagem com as integrinas dos
leucocitos. A molécula ICAM-1 é responsavel, principalmente, pelos processos
de adesao e de transmigracao dos leucécitos; ja VCAM-1 participa apenas do
processo de adesdo, em especial de eosindfilos, mondcitos e linfécitos
(POBER & COTRAN, 1990; COLLINS, 1999).

As integrinas s&o glicoproteinas heterodiméricas transmembrana; os
principais receptores para ICAM-1 sdo as [ integrinas LFA-1 e MAC-1
(CD11a/CD18 e CD11b/CD18) e para VCAM-1 sdo as integrinas a4f1 (VLA-4) e
a4fB7 (LPAM-1) (COLLINS, 1999).

O tipo de leucdcito que migra para o espaco perivascular varia com a
fase em que a lesao inflamatéria se encontra e com o tipo de estimulo
inflamatorio. Na maior parte das formas de inflamagao aguda, os neutréfilos
predominam no infiltrado durante as primeiras 6 a 24 horas, quando sao, entao,
substituidos por mondcitos nas proximas 24 a 48 horas. Essa sequéncia pode
ser explicada de forma mais clara pela ativagdo de diferentes pares de
moléculas de adesdo, ou de fatores quimiotaticos especificos nas diversas

fases da inflamacdo. Além disso, os neutréfilos apresentam vida curta,
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sofrendo apoptose e desintegrando-se apds 24 a 48 horas, ao passo que 0s
mondcitos tém uma maior sobrevida (THURESON-KLEIN et al., 1984;
MIGLIORISI et al., 1987; COLLINS, 1999; BRITO & RIBEIRO, 1999). No
entanto, existem excecbes a esse padrao de infiltrado celular; em certas
infeccbes, como aquelas produzidas por Pseudomonas organisms, em que 0s
neutrofilos predominam por 2 a 4 dias. Além disso, nas infeccbes virais, os
linfécitos podem ser as primeiras células a chegar no sitio da inflamacéao
(COLLINS, 1999).

Apds o extravasamento, os leucécitos migram nos tecidos em
diregdo ao sitio da injuria por um processo chamado de quimiotaxia. A
quimiotaxia consiste em uma locomogao orientada por um gradiente quimico.
Todos os granuldcitos, monécitos e, em menor extensdo, os linfocitos
respondem a um estimulo quimico em grau variado de velocidade (COLLINS,
1999; BRITO & RIBEIRO, 1999).

Existem agentes quimiotaticos de natureza enddogena e de natureza
exdgena. Os agentes exdgenos mais comuns sdo os produtos bacterianos; a
maior parte desses produtos bacterianos contém um aminoacido terminal do
tipo N-formil-metionina, enquanto a minoria apresenta natureza lipidica. Os
mediadores quimicos enddgenos incluem componentes do sistema
complemento (em especial Cba), produtos da via da lipoxigenase
(principalmente o LTB4) e citocinas (particularmente aquelas da familia das
quimiocinas, como IL-8). A ligacdo de agentes quimiotaticos a receptores
especificos na membrana celular dos leucécitos resulta em ativagdo da PLC
(mediada por proteina G), o que leva a hidrolise do PIP; a IP; e DAG, além da

liberagdo de calcio das reservas intracelulares e, mais adiante, do influxo de
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calcio extracelular. O aumento nos niveis intracelulares de calcio leva a
interagcao entre actina e miosina no pseuddépode para promover a locomogao

(SNYDERMAN & UHUIG, 1992; STOSSEL, 1993; COLLINS, 1999).

7. ANGIOTENSINA Il E A RESPOSTA INFLAMATORIA

Vérias pesquisas tém sugerido que o SRA participa de respostas
imunoldgicas e inflamatérias. Segundo a maioria dos estudos, a Ang Il esta
envolvida em varios passos do processo inflamatorio através da agao sobre os
receptores AT1 e ATZ2, como quimiotaxia e proliferacdo celular através da
estimulacdo de células mononucleares, regulagdo do recrutamento de células
pré-inflamatoérias para o sitio da injuria (mediada pela expresséo de fatores que
interferem na permeabilidade vascular, moléculas de adesdo e quimiocinas
pelas células residentes) e producédo de Ang Il pelas células residentes
inflamatdrias, contribuindo, assim, para a perpetuacdo da destruicao tecidual
(RAGHAVENDRA & KULKARNI, 2000; SUZUKI et al., 2000; SADOSHIMA,
2000; RUIZ-ORTEGA et al., 2001; BATALLER et al., 2003).

Alteragcdes como a hipertensio e a aterosclerose estao associadas a
presenca de um processo inflamatério na parede dos vasos sanguineos (BUSH
et al., 2000). Estudos experimentais e clinicos demonstraram que a Ang Il
desempenha um papel critico na patogénese destas condigbes. Os
mecanismos envolvidos incluem: vasoconstriccdo, ativacdo da transmissao
adrenérgica simpatica, aumento da liberacdo de aldosterona, producdo de
estresse oxidativo e inducdo da adesdo entre os leucdcitos e as células

endoteliais (GRAFE et al.; 1997; CHENG et al., 1999; MERVAALA et al., 1999;
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PIQUERAS et al.,, 2000). Muitos estudos a respeito das alteracbes
cardiovasculares relatam a existéncia de um link entre a ativacao do SRA e os
eventos isquémicos cardiovasculares. O acumulo de leucécitos na parede
vascular € um sinal precoce de aterosclerose. Selectina-E, VCAM-1 e ICAM-1
sao moléculas de adesado que participam das interagdes entre leucocitos e
células endoteliais cujas expressdes foram detectadas nas placas
ateroscleréticas. GRAFE e cols (1997) investigaram o papel da Ang |l sobre a
expressao endotelial de selectina-E, VCAM-1 e ICAM-1 in vitro. Em células
endoteliais coronarias, a Ang |l aumentou a expressao de selectina-E de forma
estatisticamente significativa. No entanto, em células endoteliais da
microvasculatura cardiaca, Ang Il induziu apenas um pequeno aumento da
expressdo de selectina-E. VCAM-1 e ICAM-1 ndo foram afetadas pela
estimulacdo de Ang Il. Além disso, Ang |l aumentou a adesdo de leucécitos de
forma significativa e dependente de selectina-E. Ao final do estudo, os autores
concluiram ainda que os receptores AT1 medeiam os efeitos da Ang Il sobre a
expressao de selectina-E e sobre a adesdo leucocitaria em células endoteliais
coronarias.

Dados cientificos demonstram que Ang |l induz interagdes in vivo
entre leucécitos e células endoteliais mediadas pela up-regulation de selectina-
P via receptores AT1 e AT2. PIQUERAS e cols (2000) observaram as vénulas
pos-capilares de mesentérios de ratos através de microscopia intravital. A
infusdo de Ang Il induziu um aumento significante do fluxo, do rolling, da
adesao e da transmigracdo de leucocitos sem, no entanto, haver qualquer
atividade de vasoconstriccdo. O tratamento intravenoso com o antagonista de

receptores AT1, o LOS ou com o antagonista de receptores AT2, o PD123319,
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reduziu significativamente o efeito da Ang Il. O pré-tratamento com o anticorpo
monoclonal anti selectina-P de rato aboliu o efeito da Ang |l sobre os
leucdcitos. Além disso, os autores provaram que tais efeitos da Ang Il ndo séo
mediados pela ativagdo de mastdcitos, ja que um grupo de animais foi pré-
tratado, antes do inicio da cirurgia, com cromoglicato de sédio, um agente
estabilizador de mastécitos. Concluiu-se, entdo, que doses sub-
vasoconstrictoras de Ang Il promovem interagcées entre leucécitos e células
endoteliais na microcirculagcdo mesentérica de ratos in vivo. Tal efeito é
mediado por receptores AT1 e AT2, sendo totalmente dependente da
expressao de selectina-P pelas células endoteliais. Ang Il pode ter um papel
critico sobre a adesdo e a transmigracdo de leucdcitos através do endotélio
vascular, e isso pode contribuir para a destruicdo vascular presente em
condigbes patolégicas nas quais os niveis plasmaticos de Ang Il estédo
elevados.

KIM e cols (1996) trataram células endoteliais provenientes da aorta
humana e de coelhos com Ang Il durante 18 horas e demonstraram indugéo
da adesdo de mondcitos, mas nao de neutrofilos, a estas células. Tal inducéo
foi reduzida por inibidores dos receptores tipo 1 e 2 da Ang Il. Além disso, a
indugdo da ligagdo entre mondcitos e células endoteliais ndo foi associada a
inducdo de selectina-E, VCAM ou ICAM.

WILLIAMS e cols (1995) investigaram um outro mecanismo pelo qual
a Ang Il poderia interferir na patogénese da aterosclerose. Estes autores
demonstraram, entdo, que as células da musculatura lisa vascular humana
expressam RNAm para VEGF e VPF. A Ang Il induziu de forma bastante

significativa a expressdo de VPF, sendo esta indugdo bloqueada por LOS,
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antagonista dos receptores AT1 da Ang Il. Isso sugere que os receptores AT1
medeiam a agao da Ang Il em promover a indugao do fator de permeabilidade
vascular nas células da vasculatura muscular lisa.

WU e cols (2001) investigaram o papel de AT1 e AT2 no
desenvolvimento da aterosclerose. Eles examinaram os efeitos de um
antagonista seletivo para receptores AT1 sobre a injuria vascular em
camundongos que apresentavam, ou nao, receptores AT2. Ao final do estudo,
os autores concluiram que o bloqueio de AT1 diminui a resposta inflamatéria
desenvolvida com a aterosclerose e que este efeito ndo diz respeito apenas ao
bloqueio dos receptores AT1, mas também ao estimulo de receptores AT2 pela
Ang Il formada.

Inibidores da ECA e bloqueadores dos receptores da Ang Il eram
inicialmente conhecidos pelo uso na hipertensdo, na insuficiéncia cardiaca e
apos infarto do miocardio. Evidéncias novas, particularmente com os inibidores
da ECA, tém demonstrado sua capacidade em reduzir os eventos inflamatdrios
agudos relacionados com a aterosclerose. Isso se deve provavelmente ao
efeito inibitério sobre o SRA, que influencia adversamente eventos-chave para
a progressao da aterosclerose, como o balango fibrinolitico, a fungdo das
células endoteliais vasculares e a inflamagao na parede vascular (TSIKOURIS
& COX, 2003).

TAMARAT e cols (2002) estudaram os mecanismos envolvidos com
o efeito pro-angiogénico da Ang Il em estudo in vivo; Ang Il induziu
angiogénese através do receptor AT1 e este processo esta envolvido com a
ativacdo de vias dependentes de VEGF e NO e também com o processo

inflamatorio.
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A Ang Il também funciona como mediador pré-inflamatério na
destruicdo renal (RUYZ-ORTEGA et al., 2001). Em véarios modelos de injuria
renal, independente da presenca de hipertensdo, foi descrita a ativacdo do
SRA. Antagonistas dos receptores AT1 da Ang Il e inibidores do SRA tém sido
utilizados no tratamento da hipertensdo e da proteinuria (ANDERSEN et al.,
2000).

Os mecanismos moleculares envolvidos com os processos de injuria
renal ainda ndo foram completamente esclarecidos, embora se saiba que as
células inflamatdérias desempenham um papel chave. MEZZANO e cols (2003),
através de biopsia renal de pacientes com nefropatia diabética, investigaram a
correlagdo entre os parametros inflamatérios e a injuria renal. Para isso, foram
feitas analises através de ensaios de imunohistoquimica ou de hibridizagao
para deteccdo in situ de NFxB ativado ou da expressdao de MCP-1 ou de
RANTES (do inglés regulated upon activation. normal T cell
expressed/secreted), cujos genes sao regulados por NFxB. Os niveis de ECA e
de Ang Il apresentaram-se elevados nas células tubulares e instersticiais.
Houve down-regulation de receptores AT1 e up-regulation de receptores AT2.
NFxB apresentou-se ativado, promovendo, up-regulation das citocinas
envolvidas com este fator. Observou-se uma correlagao entre niveis elevados
de Ang Il, quimiocinas e NFxB com a proteinuria e a infiltracdo intersticial
detectadas. De acordo com esses resultados, na nefropatia diabética humana,
componentes do SRA estdo presentes nos compartimentos renais,
promovendo uma elevada produgéo local de Ang Il, com ativagédo das células
tubulares e indugdo de parametros pro-inflamatorios, sugerindo a participagao

da Ang Il no processo inflamatério.
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A inibigcdo de NF-xB reduz a inflamagéao induzida por Ang Il (MULLER
et al., 2000; SADOSHIMA, 2000; THEUER et al., 2002). MULLER e cols (2000)
testaram a hipdtese de que o antioxidante pyrrolidine dithiocarbamate (PDTC)
inibe NFxB, diminuindo, assim, a destruicdo renal e cardiaca. O ensaio de
“electrophoretic mobility shift” demonstrou aumento da atividade do DNA de
NF«xB no coragdo e no figado de ratos duplamente transgénicos para os genes
de renina e angiotensinogénio (dTGR). O tratamento cronico com PDTC
diminuiu a PA em ratos dTGR em relagdo ao grupo controle. O indice de
hipertrofia cardiaca também foi significativamente reduzido. PDTC reduziu a
albuminuria em mais de 95% e preveniu a morte. A injuria vascular foi
diminuida nos pequenos vasos renais e cardiacos. Sendo assim, os resultados
deste estudo demonstram que PDTC inibe a atividade de NF«kB, atenuando a
inflamacéo e protegendo contra a destrui¢ao final do érgéo induzida pela Ang
Il.

Em células da musculatura lisa vascular, Ang Il aumentou a geracéo
de superéxidos através de vias dependentes de fosfolipase D (PLD) e de
NADH/NADPH oxidases (TOUYZ & SCHIFFRIN, 1999). As espécies reativas
de oxigénio sao capazes de ativar NF-xB e o fator ativador de proteina-1 (AP-
1), promovendo a codificacdo de genes de varias moléculas importantes no
processo inflamatorio: moléculas de adesao, quimiocinas, citocinas, fatores de
coagulagao, dentre outras (SADOSHIMA, 2000; LUFT, 2001; RUIZ-ORTEGA et
al., 2001). Segundo DIEP e cols (2002), o efeito da Ang Il no desenvolvimento
da hipertensédo, de anormalidades estruturais e na disfuncdo endotelial esta
associado com a geragao de estresse oxidativo e com a inflamagao na parede

do vaso.
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KLETT e cols (1993) afirmaram que o angiotensinogénio é uma
proteina de fase aguda; isso porque sua concentragdo plasmatica aumenta
durante varias formas de inflamagdo aguda. Macréfagos presentes em
granulomas de ratos liberam ECA, que produz Ang Il que, por sua vez, modula
a atividade de mondcitos/macréfagos, amplificando a resposta inflamatéria
(SIMON et al., 1991). Além disso, o LPS elevou a concentragdo hepatica de
RNAm para angiotensinogénio, bem como, a concentracdo plasmatica de
angiotensinogénio; este processo foi mediado por um fator derivado de
leucécito e por IL-6 (TAKANO et al., 1996). Os receptores AT1 e AT2 da Ang |l
e a ECA desenvolvem-se sequencialmente durante a angiogénese no
granuloma esponjoso em ratos (WALSH et al., 1997). Interleucina 13 (IL-18),
uma importante citocina pré-inflamatéria, esta envolvida na indugéo do receptor
AT2 durante o processo inflamatério (VISWANATHAN & SAAVEDRA, 1992).
Todos esses achados sugerem a possibilidade de expressdo de componentes
do SRA no sitio da inflamacgao.

Ang |l atenuou a expressao de cicloxigenase-2 (COX-2) na macula
densa do rim em ratos (CHENG et al., 1999). No entanto, OHNAKA e cols
(2000) demonstraram que Ang Il promove inducao da expressdao de COX-2 em
cultura de células da musculatura lisa vascular de ratos.

Ql e cols (2002) estudaram os efeitos opostos das cicloxigenase 1
(COX-1) e 2(COX-2) na resposta pressora a Ang Il; os autores concluiram que
COX-1 e COX-2 exercem agdes opostas sobre a PA sistémica e a funcéao
renal. Os inibidores da COX-2 reduziram o fluxo sanguineo medular no rim,
diminuiram o fluxo da urina e potenciaram o efeito pressor da Ang Il. No

entanto, este efeito pressor a Ang Il foi atenuado pela inibicdo de COX-1.
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Embora o papel da Ang Il e seus inibidores ja tenha sido reportado
em condi¢cdes inflamatdrias crénicas, como Colite de Crohn's, artrite
reumatdide, inflamagdes granulomatosas e aterosclerose (MARTIN et al., 1984;
WEINSTOCK et al., 1981; MAVRIKAKIS et al., 1996; HIRAYAMA et al., 1990;
JASZEWSKI et al.,, 1990), seu papel na resposta inflamatéria aguda nao foi,
ainda, bem esclarecido.

RAGHAVENDRA & KULKARNI (2000) estudaram o efeito da
administracao local de Ang Il, Captopril ou LOS no modelo de edema de pata
induzido por carragenina (Cg) em ratos. Os autores constataram que a
administragdo local dessas drogas potenciou de forma dose-dependente o
edema de pata da Cg. Assim, a geragéao local de Ang Il estaria relacionada com
processos inflamatérios, uma vez que este estudo demonstrou que
componentes do SRA, particularmente Ang Il, inibidores da ECA e
bloqueadores de receptores AT1, influenciaram o processo inflamatério agudo
induzido pela Cg.

BOURA & SVOLMANIS (1984) também estudaram os mecanismos
envolvidos com o efeito do Captopril em potenciar o edema de pata da Cg. O
edema de pata da Cg foi significantemente aumentado com a inibicdo da ECA,
uma enzima do tipo cininase |l, por Captopril. Além disso, o edema promovido
por dose submaxima de BK foi também significativamente aumentado por
Captopril, ao passo que o edema produzido em resposta a histamina ou PGE;
foi inalterado, mostrando que o Captopril pode potenciar a inflamagao em ratos
causada por varios, mas nao por todos os estimulos inflamatérios. A
potenciacdo por Captoprii do edema da Cg ou da BK foi reduzida pela

administracao prévia de Indometacina, sugerindo que, ao potenciar o efeito de
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Cg e BK, o Captopril provavelmente induz sintese e liberagdo de
prostaglandinas. A atividade da cininase Il tissular € normalmente suficiente
para diminuir a resposta inflamatéria gerada por Cg ou por BK; no entanto,
apos a inibicao desta enzima por Captopril, os niveis de BK aumentaram, o que
esta relacionado com a liberagao concomitante de PGs e com a potenciagao da
inflamacdo. FERREIRA e cols (1974) ja haviam demonstrado a liberagao

sinérgica de BK e PGs durante a resposta inflamatéria a Cg.
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II. JUSTIFICATIVAS E OBJETIVOS

A Ang Il é o principal peptidio efetor do SRA. Diversos estudos tém
abordado a influéncia deste peptidio sobre a regulagdo da PA e do equilibrio
hidro-eletrolitico. Além disso, alguns autores sugerem que a Ang Il tem papel
fundamental no curso de respostas imunoldgicas e inflamatérias através de
seus receptores AT1 e AT2. Muitos trabalhos abordam o papel da Ang Il em
condicdes inflamatdrias crénicas, como Colite de Crohn's, artrite reumatoide e,
especialmente, aterosclerose. No entanto, pouco se sabe a respeito da
participacdo da Ang Il em inflamag¢des agudas. Sendo assim, espera-se com
este estudo contribuir para o conhecimento dos mecanismos através dos quais
a Ang Il participa do processo inflamatério. Além disso, espera-se fundamentar
futuras investigagdes clinicas acerca dos efeitos dos ligantes de receptores
AT1 e AT2 da Ang Il no tratamento de condi¢bes inflamatorias.

Para tanto, o objetivo geral deste trabalho foi investigar o papel da
Ang Il em modelos experimentais de inflamag¢ao aguda.

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

1. Investigar o efeito da Ang Il em modelo de edema de pata em ratos
induzido por Cg e por dextran (DXT);

2. Avaliar a participagao dos receptores AT1 e AT2 da Ang Il na modulagéo
do edema de pata em ratos;

3. Estudar o papel da Ang Il sobre migragédo de neutroéfilos para a cavidade
peritoneal de ratos estimulada pela Cg;

4. Investigar o efeito da Ang Il sobre o aumento da atividade de

mieloperoxidase (MPO) induzido por Cg na pata de ratos;
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. Investigar o papel da Ang Il sobre o aumento da produgao de citocinas
como TNF-a e IL-1p induzida pela Cg;
. Estudar o papel da Ang Il na degranulagdo de mastocitos induzida pelo

DXT na pata ou pelo composto 48/80 no mesentério de ratos.
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lll. MATERIAL E METODOS

1. ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar de ambos os sexos, pesando 180-200g
provenientes do Biotério Central do Campus do Pici e do Biotério Setorial do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina da
Universidade Federal do Ceara.

Os animais foram acondicionados em caixas de plastico, forradas
com raspa de madeira e receberam agua e ragédo ad libitum até o inicio dos
experimentos. Durante os experimentos os animais ficaram em jejum com livre
acesso a agua.

O protocolo utilizado foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara.

O tratamento dispensado aos animais estava de acordo com o "Guia
de Cuidados em Uso de Animais de Laboratério" do National Institues of Health

(Bethesda, MD, USA).

2. APARELHOS E INSTRUMENTOS LABORATORIAIS

o Pletismémetro Ugo-Basile 7140;
o Balanga Analitica Ohaus AS2600;
o Balanga Analitica Marte AL200;

o Centrifuga Eppendorf 5804R;

. Citocentrifuga Revan 2000D;

e Microscopio Optico (MO) binocular Nikon Alphaphot 2 VS2;
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MO binocular acoplado a camera fotografica Olympus;
Medidor de pH Hanna Instruments HI 8519N;
Espectrofotdmetro Spectronic 20 Genesys;

Autoclave;

Estufa Olidef cz;

Camara de Neubauer (0,100/0,0025mm?2);

Agulhas fenestradas 10x5 (Pentalance), 25x7 (B-D Precision Glide);
Laminas para microscopia;

Laminulas;

Papel de filtro qualitativo;

Alicate para deslocamento cervical;

Seringas de 1,3,5,10 e 20mL (B-D Plastipak);

Tubos de ensaio;

Micropipetas Gilson de 2, 10, 20, 100, 200 e 1000 pL;
Ponteiras para pipetas automaticas Sigma;

Material cirurgico (pingas, tesouras e bisturis);

Capela de fluxo laminar Vico Biosafe Plus Classe Il tipo A;
Proveta graduada;

Tubos de polipropileno para centrifuga (15 e 50mL);
Espatulas de aco;

Béqueres;

Balbes volumétricos;

Placas de Petri;

Homogeneizador de tecidos Ultra-turrax T8 e Dispergierstation T8.10 da

lka Labortechnik;
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e  Micrétomo Olympus.

3. DROGAS, SOLUCOES, CORANTES E ANTISOROS

3.1. DROGAS

e Carragenina (FMC): sal ndo purificado dissolvido em salina estéril 0,9%;

e Dextran (Sigma): dissolvida em salina estéril 0,9%;

e Angiotensina Il (Sigma) : dissolvida em Sal estéril 0,9%;

e CGP 42112A (Sigma) : dissolvido em Sal estéril 0,9%;

e Losartan (Merck) : dissolvido em Sal estéril 0,9%;

e Composto 48/80 (Sigma) : dissolvido em Sal estéril 0,9%;

e  Mepiramina (MEP) (Sigma) : dissolvida em Sal estéril 0,9%;

e Metisergida (MET) (Sigma) : dissolvida em Sal estéril 0,9%;

e  Eter etilico (Synth);

e fMLP (Sigma): dissolvido em PBS estéril a partir de uma solugado de
estoque de 102 M em dimetilsulfoxide (DMSO);

o Heparina (Cristalia- Brasil);

o Formamida (Reagen);

o L-Metionina-sulfoximina (Sigma);

e Xilol (Reagen);

o Peréxido de hidrogénio (Smith);

e Avidina-peroxidase (DAKO);

e  O-fenilenediamina diidrocloreto (OPD-Sigma) dissolvido em tampé&o

substrato descrito no protocolo de ELISA.
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3.2. CORANTES

e Hematoxilina (Reagen);
o Eosina (Merck);
. Corante rapido HEMA 3;

. Corante de Turk:

Acido acético glacial (Synth) .........ccccoeoveeeeeeeeeeeeeeeeeee e 20,0 mL;
Violeta de genciana ...........cooouviiiii i 2,0 mL;
AQUA dESHIAA ... 1,0 L;

° Azul de Toluidina:

F VU W0 (<Y o (U] o [T F= T 100,0 mg;
AICOOI ELIlICO P.A. oo 70,0 mL;
AQUA DESHIATA. ... 30,0 mL;

O pH foi ajustado para 1.8 a 2.0 com HCI (5mL/L).

3.3. SOLUCOES

e  Salina tamponada com fosfato (PBS):

Cloreto de sOdio (SYNth) .......eoiiiiiiiieeee e 8,00 g;
Cloreto de potassio (SYNth) .....oeeeeeeieiiiiiiee e 0,20 g;
Fosfato de sédio dibasico (Synth) ........cccoeeeiiiiiiiiii e 1,15 g;
Fosfato de sédio monobasico (Synth)............ceeiiiiiiiiiiii, 0,20 g;
AQUA dESHIATA ...t 1,00 L;

O pH foi ajustado para 7,4 com NaOH 0,1N.

e  Tampéo de bicarbonato pH 8,2:
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NAHCO3 (SYNTN) i 0,1M;
NACH (SYNEN) e s 0,1M.
e  Albumina bovina 1% diluida em tampéao de lavagem (Sigma);

e  Solugdo salina 0,9% estéril (Endogen);

e  Solugao de Ringer-Locke (RL):

Cloreto de PoOtassio P.A. ...t 9,00 g;
Cloreto de Potassio P.A. ... 0,42 g;
Cloreto de CalCIo P.A. ..o e 0,23 g;
Carbonato de SOdIO P.A.......coo ot 0,15 g;
GlICOSE. ..ttt 0,99 g;
AQUA DESHIAAA. ...t e, 1,00 L.

3.4 TAMPOES E SOLUCOES UTILIZADOS PARA O ENSAIO

IMUNOENZIMATICO

o Tampao de bicarbonato pH 8,2:

NaHCO3; P.A. (Merck, Sharp and Dohme — MSD, USA)........ccccccvvvnnenene. 0,1 M;
NaCl P.A.(Merck, Sharp and Dohme — MSD, USA)..........ccccviiiiiieeeeenen.n. 0,1 M.
o Tampao Substrato pH 5,0:

T [ N O3 a1 TR R 34,7mM;
Na2HPO4.(MEICK)......eeiiiieeee e 66,7 Mm.

. Substrato:

O D e e e e e e e e e e ———————- 0,4 mg;
H202 .......................................................................................................... 0,4 I.JJ,
Tampao SUDSIrato g.8.P. «ooiieee oo 1 mL.
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e  Tampéo de lavagem PBS-tween 20, 0,1% v/v.

3.5. ANTICORPOS

o Concentragdes de anticorpos e proteinas para ELISA:

citocina Ac 18"° Ac 2%"° Curva (11 pontos)
TNF-a SB230499GR SB54/450499/GR 4000pg/ml
IL-18 SB1002/260499 SB1002/280499 4000pg/ml

Todas as citocinas e antisoros foram gentiimente cedidas pelo Prof.

Fernando de Queir6z Cunha do Departamento de Farmacologia da Faculdade

de Medicina de Ribeirdo Preto — USP.

3.6. TAMPOES E SOLUCOES USADOS NA DOSAGEM DA

ATIVIDADE DE MIELOPROXIDASE

o Tampao fosfato de potassio: 988 mL solugdo A + 12 mL solucao B

Solucédo A:

KH,PO4 (Synth) .....................................................................

AQUa deStilada .........c.oveeeeee e

Solucao B:

KoHPO4 (Synth) .....................................................................

AQUA deStIlada .........ueeeeeee e

e  Tampao de brometo de hexadeciltrimetilamoénio (HTAB):

o A= I 5] oo ¢ F= ) I




Tampao fosfato de POtASSIO .....ccceeeeiviiiiiiiieee e 1L.
o Peréxido de hidrogénio 0,1%:
Peréxido de hidrogénio 30% (Vetec) ........ueuevieiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeecee 1 mL;

AQUA dESHIATA ... 29 mL.

e  Solugdo de o-dianisidina (DDI):

O-dianisiding (SIgMa) ....ccooiiiiiee e 16,7 mg;
Tampao fosfato de potassSio .......cooovvveiiiiiiiiii e, 10,0 mL;
L RS 50,0 pL;
AQUA dESHIATA ... 90,0 mL

4. PROTOCOLO EXPERIMENTAL

4.1. EDEMA DE PATA INDUZIDO POR CARRAGENINA EM RATOS

WISTAR

Os animais foram divididos nos seguintes grupos, de acordo com a substancia
injetada na pata imediatamente antes da injecdo sub-plantar (sp) de uma dose
submaxima de Cg: Sal+Cg; A+Cg (Ang Il na dose de 1 pg, sp); LOS+Cg (LOS na dose
de 62,5 ug, sp) e CGP+Cg (CGP 42112A na dose de 142,5 ug, sp). Havia, ainda, 0s
grupos A+Sal (Ang Il na dose de 1 ug, sp) e Sal+Sal, que recebeu apenas injecGes sp de
Sal; ambos ndo receberam injecdo do estimulo inflamatério (Cg). O volume da pata
traseira esquerda dos animais foi aferido por pletismémetro antes da injecdo do estimulo

inflamatdrio (tempo zero), constituindo volume basal das patas. Imediatamente apds as
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primeiras injecdes, os grupos Sal+Cg, A+Cg, CGP+Cg e LOS+Cg receberam injegéo de
Cg na dose de 100 ug. Todos os animais receberam duas inje¢des de 50 uL cada. Uma,
2, 3 e 4 horas ap0s as injecdes, o volume da pata foi novamente aferido. Para cada
tempo, o volume do edema foi calculado como variacdo do volume da pata (volume no
tempo determinado — volume no tempo zero). Apés avaliagdo do edema, os animais
foram sacrificados por deslocamento cervical e foi feita a coleta de pele e tecido celular
subcutaneo da regido subplantar para analise histoldégica. O Esquema 1 ilustra o

delineamento experimental.

Aferigdo do volume da pata

' N
Oh 1h 2h 3h 4h
l | | |
3 T
\ Sacrificio

* Sal+Sal Histoléaico
* Ang+Sal
* Sal+Cg > sp
* Ang+Cg
* LOS+Cg
* C6P+Cg |

Esquema 1. Cronograma experimental do edema de pata induzido por Cg em ratos

4.2. AVALIACAO DO EDEMA DE PATA INDUZIDO POR DEXTRAN

EM RATOS WISTAR

Os animais foram divididos nos seguintes grupos, de acordo com a substancia
injetada na pata por via sp imediatamente antes da injegao do DXT: Sal+DXT,;

A+DXT (Ang Il na dose de 1 ug) e LOS+DXT (LOS na dose de 62,5 ug, sp).
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Havia, ainda, o grupo Sal+Sal, que nao recebeu inje¢cdo de DXT, mas apenas
de Sal. O volume da pata traseira esquerda dos animais foi aferido por
pletismémetro antes da injecdo do estimulo inflamatério (tempo zero),
constituindo volume basal das patas. Imediatamente apds as primeiras
injecoes, os grupos Sal+DXT, A+DXT e LOS+DXT receberam DXT na dose de
100 pg por via sp. O grupo Sal+Sal recebeu inje¢do de Sal. Todos os animais
receberam duas inje¢coes de 50 uL cada. O volume do edema foi aferido 1, 2, 3
e 4 horas apods as injegdes e foi calculado como a variagdo do volume da pata
para cada espaco de tempo. O Esquema 2 mostra esse delineamento

experimental.

Afericdo do volume da pata
A
Y N

% i 2 3 %

I I

i Sacrificio

* Sal+Sal
* Sal+DXT
* A+DXT

sp

Esquema 2. Cronograma experimental do edema de pata induzido por DXT em ratos

4.3. INFLUENCIA DA MEPIRAMINA SOBRE O EDEMA DE PATA
INDUZIDO POR DEXTRAN EM RATOS WISTAR

Os animais foram divididos nos seguintes grupos: Sal/Sal+DXT;

MEP/Sal+DXT; Sal/A+DXT; MEP/A+DXT. O volume da pata traseira esquerda

dos animais foi aferido por pletismdémetro (tempo zero), constituindo o volume
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basal das patas. Os grupos MEP/Sal+DXT e MEP/A+DXT receberam injecéo
prévia de Mepiramina (10 mg/kg) por via ip. Os demais grupos receberam Sal

também por via ip. Apés 1 hora, os grupos Sal/Sal+DXT e MEP/Sal+DXT
receberam inje¢cdes sp de Sal e de DXT (na dose de 100 pg). Os grupos
Sal/A+DXT e MEP/A+DXT receberam Ang Il (na dose de 1 ug) e DXT (na dose
de 100 pug). O volume do edema foi aferido 1, 2, 3 e 4 horas apods as injecdes.
O volume do edema para cada espaco de tempo foi calculado como variagéo

do volume da pata. O Esquema 3 mostra o delineamento experimental.

Erro!
Afericdo do volume da pata
Oh 1h 2h 3h 4h
| | | I
A A l l
Sal Sal+DXT
i MEP/MET. Sal+DXT s
P9| sal Ang+DXT |[ 5P
MEP/MET. Ang+DXT

Esquema 3. Cronograma experimental da modulagdo por MEP ou MET do edema
de pata induzido por DXT em ratos

4.4. INFLUENCIA DA METISERGIDA SOBRE O EDEMA DE PATA

INDUZIDO POR DEXTRAN EM RATOS WISTAR

Os animais foram divididos nos seguintes grupos: Sal/Sal+DXT;

MET/Sal+DXT; Sal/A+DXT; MET/A+DXT. O volume da pata traseira esquerda

dos animais foi aferido por pletismdémetro (tempo zero), constituindo o volume
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basal das patas. Os grupos MET/Sal+DXT e MET/A+DXT receberam injecao
prévia de Metisergida (1mg/kg, ip). Os demais grupos receberam Sal também
por via ip. Passada 1 hora, os grupos Sal/Sal+DXT e MET/Sal+DXT receberam
injecées sp de Sal e de DXT (na dose de 100 nug). Os grupos Sal/A+DXT e
MET/A+DXT receberam Ang Il (na dose de 1 ug) e DXT (na dose de 100 pg).
O volume do edema foi aferido 1, 2, 3 e 4 horas apds as injegdes. O volume do
edema para cada espaco de tempo foi calculado como variacdo do volume da

pata. O Esquema 3 mostra o delineamento experimental.

45. DEGRANULACAO DE MASTOCITOS INDUZIDA POR

CARRAGENINA OU DEXTRAN NA PATA DE RATOS WISTAR

Ratos Wistar foram divididos nos seguintes grupos: Sal+Sal, A+Sal,
Sal+Cg, Sal+DXT, A+Cg e A+DXT. Inicialmente foram aplicadas inje¢des sp de
Ang Il (dose de 1 ug) ou solugdo Sal e, logo em seguida, de Cg (na dose de
100 pg), DXT (na dose de 100 ng) ou Sal. Apos 1h das injecdes, foi feita a
coleta de pele e tecido celular subcutdneo da regido plantar para que fossem
confeccionadas as laminas, que foram coradas com azul de toluidina. Foram
contadas 100 células em diferentes campos em MO, com aumento de 400X. A
média do percentual de mastocitos degranulados foi calculada para cada

grupo. O Esquema 4 mostra o delineamento experimental.

Erro!
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Coleta de Amostras

*+ Ang+Sal

* Sal+Cg
* Sal+DXT
+ Ang+Cgq
| ° Ang+DXT
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Esquema 4. Cronograma experimental da degranulagdo de mastécitos induzida por Cg
ou DXT na pata de ratos

4.6. DEGRANULACAO DE MASTOCITOS INDUZIDA PELO

COMPOSTO 48/80 EM MESENTERIO DE RATOS WISTAR

Ratos Wistar foram divididos nos seguintes grupos: Sal+48/80;
A+48/80; Sal+RL e A+RL. Os grupos A+48/80 e A+RL receberam injegao por
via ip de 1 mL de Ang Il (na concentragdo de 1 pg/mL); os demais grupos
receberam 1 mL de Sal ip. Os animais foram sacrificados 30 minutos apds as
injecdes por deslocamento cervical. Cortes do mesentério foram retirados e
incubados por 30 minutos em solugdo de Ringer-Locke (RL) com ou sem o
composto 48/80 (na concentracdo submaxima de 0,8 ug/mL), de acordo com o
grupo. Durante o periodo de incubagao, as pegas permaneceram em placas de
Petri a temperatura ambiente. Passados os 30 minutos, os tecidos foram
retirados das placas e colocados sobre as laminas. Apds a secagem, todas as

ldminas foram coradas com azul de toluidina por 2 minutos, lavadas com agua
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destilada e colocadas para secar. Em seguida, o excesso de gordura foi
removido com o auxilio de uma lamina de bisturi. Foram contadas 100 células
em diferentes campos com o auxilio de MO, utilizando-se aumento de 400X.
Em seguida, calculou-se a média do percentual de mastécitos degranulados

para cada grupo. O esquema 5 ilustra o delineamento experimental utilizado.

Oh 30 |min 1|h
I I

: T T

Sacrificio C do d ~ -
Coleta do Mesentério onfec.gao as Laminas
Leitura em MO

4

Incubagdo

Sal RL+48/80

ip{ Ang RL+48/80
P Sal RL
Ang RL

Esquema 5. Cronograma experimental da degranulagdo de mastocitos em mesentério
de ratos

4.7. DOSAGEM DE TNF-a E IL-18 NA PATA DE RATOS WISTAR

POR ELISA

Ratos Wistar foram divididos nos seguintes grupos: Sal+Sal, Sal+Cg
e A+Cg. Foram aplicadas inje¢des sp de Ang Il (na dose de 1ug) ou Sal e, logo
em seguida, de Cg (na dose de 100ug) ou Sal. Apdés 1h das injegdes, os
animais foram sacrificados e foram colhidas amostras de pele e tecido celular

subcuténeo da regido sp para posterior dosagem de TNF-o. Para a dosagem

de IL-1B, as amostras foram colhidas ap6s 2h das injegcbes, de acordo com a
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cinética de producdo destas citocinas proposta por CUNHA e cols (2000). As

amostras colhidas foram estocadas a -70°C e enviadas ao laboratério do Prof.

Fernando Cunha em Ribeirdo Preto para que fosse feita a dosagem de TNF-a

e IL-1B pelo método de ELISA, utilizando o protocolo descrito a seguir:

Suspensdo das amostras em tampao inibidor de protease (500 uL de
tampdo para cada 100 mg de tecido) e processamento com um
homogeneizador de tecidos;

Centrifugagao a 3000 rpm a 4° C por 10 min e retirada do sobrenadante;
Incubagdo com 2 ug/ml de anticorpo (anticorpo de captura) diluido em
tampéo de bicarbonato (pH 8.2) - 100 nul/pogo (placa de 96 pogos) por 16-
24h a 4° C;

Lavagem da placa (3x) com PBS-tween 20, 0,1% v/v;

Bloqueio com albumina bovina 1% diluida em tamp&o de lavagem, 100
ul/pogo por 2h a temperatura ambiente;

Lavagem da placa (3x);

Incubacdo com a curva padrao das citocinas diluidas em tampao de
lavagem e das amostras a serem dosadas (100 pul/pogo por 16-24h a 4°
C);

Lavagem da placa (3x);

Incubacdo com anticorpo biotinilado diluido a 1:1000 em tampao de
lavagem contendo 1% de soro normal de carneiro por 1 h a temperatura
ambiente;

Lavagem da placa (3x);

Incubagdo com avidina-peroxidase (DAKO) diluida 1:5000 em tamp&o de

lavagem, 100 pl/pogo por 15 min a temperatura ambiente;
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e lLavagem da placa (3x);

e Incubagdo com o-fenilenediamina diidrocloreto (OPD) em tampé&o
substrato, 100 ul/pogo, cobrir a placa e deixar no escuro por 5-20 min a
temperatura ambiente;

e Areacao foi parada com 150 ul/pogo de H,SO4 1M;

e Aintensidade da coloragao foi medida em espectrofotémetro a 490 nm;

e Os resultados sao expressos como média + EPM da quantidade de TNF-a
ou IL-1B, em pg/ml, para 4-6 amostras por tratamento. O esquema 6

mostra este delineamento experimental.

Oh 1h 2h
|
A A
- Sal+Sal Dosagem de TNF-a Dosagem de IL-1B
* Ang+Sal
sp
* Sal+Cgq
* Ang+Cg

Esquema 6. Cronograma experimental utilizado para coleta de amostras para
dosagem de citocinas

4.8. AVALIACAO DA ATIVIDADE DE MIELOPEROXIDASE NA PATA

DE RATOS WISTAR

Ratos Wistar foram divididos nos seguintes grupos: Sal+Sal, Sal+Cg
e A+Cg. Foram aplicadas injegdes sp de Ang Il (na dose de 1ug) ou Sal e, logo
em seguida, de Cg (na dose de 100ug) ou Sal. Apos 3h das injegbes, tempo

correspondente ao pico do edema da Cg, os animais foram sacrificados e
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foram colhidas amostras de pele e tecido celular subcutaneo da regiao sp, que
foram estocadas a -70°C, para posterior dosagem da atividade de MPO no
tecido. A MPO é uma enzima encontrada predominantemente em granulos
azurdfilos de leucocitos PMN e tem sido usada como indice quantitativo para
avaliar a inflamacdo em varios tecidos. Para tanto, as amostras foram
suspensas em tampao de hexadeciltrimetilaménio (pH 6.0; 50 mg de tecido por
mL de tampé&o) e depois trituradas com um homogeneizador de tecidos. As
amostras foram congeladas, descongeladas e trituradas trés vezes.
Posteriormente, foram centrifugadas a 4500 rpm, durante 12 min a uma
temperatura de 4°C; o sobrenadante foi, entdo, colhido. Os niveis teciduais da
atividade de MPO foram determinados por meio da técnica descrita por
BRADLEY e cols (1982), utilizando peroxido de hidrogénio 0,0005% como
substrato para a MPO. Uma unidade de MPO foi definida como a quantidade
capaz de converter 1 umol de peroxido de hidrogénio a agua em 1 min a 22°C.
No ensaio, a medida que o perdoxido de hidrogénio era degradado ocorria a
produgao de anion superoxido, responsavel pela conversao de o-dianisidina em
composto de cor marrom. A variagdo da densidade Optica da mistura das
amostras com a solugédo de o-dianisidina em funcdo do tempo de reacéao foi
medida por espectrofotdbmetro. Os resultados foram expressos como unidades
de MPO/5mg de tecido. O delineamento experimental esta mostrado no

esquema 7.
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* Sal+Cg
+ Ang+Cg

Esquema 7. Cronograma experimental utilizado para coleta de amostras para
dosagem da atividade de MPO tecidual

4.9. AVALIACAO DA MIGRACAO DE POLIMORFONUCLEARES

PARA A CAVIDADE PERITONEAL DE RATOS WISTAR

Os animais foram divididos nos grupos: Sal+Sal, Sal+Cg, A+Cg e
A+Sal. Os animais dos grupos A+Cg e A+Sal receberam injegéo prévia de 0,5
mL de Ang Il na dose de 0,5 ug por via intraperitoneal (ip). Os demais grupos
receberam 0,5 mL de Sal. Apds 1 hora, todos os grupos receberam 0,5 mL de
uma dose submaxima de Cg (100 ng, ip), com excecéo dos grupos Sal+Sal e
A+Sal, que receberam apenas Sal. Os animais foram sacrificados 4 horas apés
a injecao de Cg ou Sal.

Em seguida, a cavidade peritoneal foi lavada com 7 mL da solucao
de PBS heparinizado, massageada e incisada com bisturi para a coleta do
liguido com pipeta Pasteur. As contagens total e diferencial foram feitas de

acordo com método descrito por SOUZA & FERREIRA (1985).
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Do liquido colhido, 20 ul foram diluidos em 380 ul de liquido de Turk
(diluigdo de 1:20) e utilizados para a contagem total de células em camara de
Neubauer.

Para a contagem diferencial de células, 30 uL do exudato foram
colocados em citocentrifuga (10 min a 2800 rpm). Em seguida, as laminas
foram coradas com corante rapido HEMA 3. A leitura foi realizada em MO, com
objetiva de imersao (aumento de 100X). Foram contadas 100 células em cada
orificio (200 células por lamina). O numero total de neutréfilos foi estimado
calculando-se as percentagens do numero total de células encontradas. O

Esquema 8 traz o cronograma do experimento.

Oh 1h 4h
|
|
A A T
Sacrificio
Sal Sal Coleta do Lavado
i Ang Sal @
PY| sal Cg
Ang Cg Contagens Total e
Diferencial
Erro!

Esquema 8. Cronograma do experimento de migracdo de PMN induzida por Cg para a
cavidade peritoneal em ratos.
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IV. RESULTADOS



IV. RESULTADOS

1. EFEITO DA ANGIOTENSINA Il (Ang Il) SOBRE O EDEMA DE PATA

INDUZIDO POR CARRAGENINA (Cg) EM RATOS WISTAR

A Cg (100ug, sp — grupo Sal+Cg) promoveu um aumento significativo
do volume da pata dos animais em comparagao com o grupo Sal+Sal; esse
aumento foi significativo a partir da segunda hora, apresentando pico na
terceira hora. A injegao sp de Ang Il (1ug) potenciou o aumento do volume da
pata induzido pela Cg. Essa potenciagao foi significativa ja na primeira hora
(p<0,05). No entanto, no grupo A+Sal, a Ang Il ndo foi capaz de, por si s,

induzir alteragdo do volume da pata (Figuras 1 e 2).

2. EFEITO DO ANTAGONISTA DE ATl (LOSARTAN-LOS) SOBRE O
EDEMA DE PATA INDUZIDO POR CARRAGENINA (Cg) EM RATOS

WISTAR

A injecdo de LOS (62,5ug, sp) amplificou de forma significativa o

edema de pata induzido pela Cg (100ug, sp) sendo esse aumento significativo

ja na primeira hora (p<0,05) e com pico na terceira hora (Figura 3).
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Figura 1. Efeito da angiotensina Il sobre o volume do edema de pata induzido por
carragenina em ratos. Ang Il (1ug, sp) ou Salina (Sal) foi injetada imediatamente
antes da indugcdo do edema com Cg (100ug, sp) ou da injecdo de Sal. O volume do
edema de pata foi aferido 1, 2, 3 e 4h apods a injegdo de Cg ou Sal A: Os pontos das
curvas representam a media + EPM da variagdo do volume da pata de 5-6 animais por
tratamento. B: As colunas representam a area sob a curva (ASC) determinada pelo
método do trapézio. (*)p<0,05 em relagdo ao grupo Sal + Sal e (**)p<0,05 em relagao
ao grupo Sal + Cg. ANOVA/Bonferroni.
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Figura 2. Efeito da angiotensina Il sobre infiltrado celular inflamatdrio e edema
intersticial em ratos tratados com carragenina subplantar. Estao representadas
fotomicrografias (aumento de 100x) de cortes histologicos corados pelo método de
H&E da regido plantar das patas traseiras injetadas com sal (A), sal+Cg (B) ou Ang
[I+Cg (C). Quatro horas apds a injecao de Cg, observa-se que a Ang Il aumenta o
edema intersticial sem, no entanto, alterar o infiltrado celular inflamatério em relagao
aos animais que nao receberam inje¢cao de Ang Il
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Figura 3. Efeito do antagonista de AT1 (Losartan) sobre o volume do edema de
patainduzido por carragenina em ratos. LOS (62,5ug, sp) ou Salina (Sal) foi
injetado imediatamente antes da indugdo do edema com Cg (100ug, sp). O volume do
edema de pata foi aferido 1, 2, 3 e 4h apds a injegao de Cg. A: Os pontos das curvas
representam a média + EPM da variagao do volume da pata de 5-6 animais por
tratamento. B: As colunas representam a area sob a curva (ASC) determinada pelo
método do trapézio. (*)p<0,05 em relagédo ao grupo Sal+Cg. Teste t.
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3. EFEITO DO AGONISTA DE AT2 (CGP 42112A) SOBRE O EDEMA DE

PATA INDUZIDO POR CARRAGENINA (Cg) EM RATOS WISTAR

A administragdo de CGP (142,5ug, sp) potenciou de forma

significativa (p<0,05) o edema de pata induzido pela Cg (100ug, sp). Essa

amplificagao foi significativa ja nas primeiras horas (Figura 4).

66



>

—=— Sal+Cg

0.60
:ET —— CGP+Cg
©  0.45- * *
£
3
S
o 0.304
©
(@]
(T
O
2 0.154
@
>
0 1 2 3 4
Tempo (h)
B
1.50
*
-g 1.25 -
&
= 1.00-
o]
P&
< »n 0.75-
(]
E
o 0.50-
c
5
0.254
0.00-
Sal CGP
Cg

Figura 4. Efeito do agonista de AT2 (CGP-42112A) sobre o volume do edema de
pata induzido por carragenina em ratos. CGP-41212A (142,5ug, sp) ou Salina (Sal)
foi injetado imediatamente antes da indugéo do edema com Cg (100ug, sp). O volume
do edema de pata foi aferido 1, 2, 3 e 4h apds a injecdo de Cg. A: Os pontos das
curvas representam a média + EPM da variagao do volume da pata de 5-6 animais por
tratamento. B: As colunas representam a area sob a curva (ASC) determinada pelo
método do trapézio. (*)p<0,05 em relagédo ao grupo Sal+Cg. Teste t.
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4. EFEITO DA ANGIOTENSINA 1l (Ang Il) SOBRE O EDEMA DE PATA

INDUZIDO POR DEXTRAN (DXT) EM RATOS WISTAR

A administragcdo sp de DXT (100ug) induziu aumento significativo do
volume da pata dos animais nas primeiras horas. A inje¢cao sp de Ang Il (1ug)
amplificou o edema de pata promovido pelo DXT, sendo esta amplificacido

significativa (p<0,05) na primeira e segunda horas (Figura 5).

5. EFEITO DO ANTAGONISTA DE ATl (LOSARTAN-LOS) SOBRE O

EDEMA DE PATA INDUZIDO POR DEXTRAN (DXT) EM RATOS WISTAR

A injecao de LOS (62,5ug, sp) amplificou o edema de pata induzido

pelo DXT (100ug, sp) de forma significativa desde a primeira hora, com pico ja

na segunda hora (p<0,05) (Figura 6).
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Figura 5. Efeito da angiotensina |l sobre o volume do edema de pata induzido por
dextran em ratos. Ang Il (1ug, sp) ou Salina (Sal) foi injetada imediatamente antes da
inducao do edema com DXT (100ug, sp) ou da injegéo de Sal. O volume do edema de
pata foi aferido 1, 2, 3 e 4h apds a injecdo de DXT ou Sal. A: Os pontos das curvas
representam a média + EPM da variagdo do volume da pata de 5-6 animais por
tratamento. B: As colunas representam a area sob a curva (ASC) determinada pelo
meétodo do trapézio. (*)p<0,05 em relagdo ao grupo Sal + Sal. (**)p<0,05 em relagao
ao grupo Sal+DXT. ANOVA/Bonferroni.
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Figura 6. Efeito do antagonista de AT1 (Losartan) sobre o volume do edema de
pata induzido por dextran em ratos. LOS (62,5ug, sp) ou Salina (Sal) foi injetado
imediatamente antes da indugao do edema com DXT (100pug, sp). O volume do edema
de pata foi aferido 1, 2, 3 e 4h apds a injegcdo de DXT. A: Os pontos das curvas
representam a média + EPM da variacdo do volume da pata de 5-6 animais por
tratamento. B: As colunas representam a area sob a curva (ASC) determinada pelo
método do trapézio. (*)p<0,05 em relagado ao grupo Sal+DXT. Teste t.
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6. EFEITO DO ANTI-HISTAMINICO MEPIRAMINA (MEP) SOBRE A
MODULACAO POR ANGIOTENSINA Il (Ang 1) DO EDEMA DE PATA

INDUZIDO POR DEXTRAN (DXT) EM RATOS WISTAR

A injecdo de MEP (10mg/kg, ip) uma hora antes da administragao sp
de DXT (100ug) e de Ang Il (1ug) reduziu de forma significativa o edema do
DXT (p<0,05), bem como a potenciacédo deste pela Ang Il (p<0,05); isso

ocorreu entre a 22 e a 42 hora (Figura 7).

7. EFEITO DO ANTI-SEROTONINERGICO METISERGIDA (MET) SOBRE A
MODULACAO POR ANGIOTENSINA Il (Ang 1) DO EDEMA DE PATA

INDUZIDO POR DEXTRAN (DXT) EM RATOS WISTAR

A injecao de MET (1mg/kg, ip) uma hora antes da administracao sp
de DXT (100ug) e de Ang Il (1ug) reduziu o edema do DXT (p<0,05), bem
como a potenciagao deste pela Ang Il de forma bastante significativa (p<0,05)

durante a 128, 22, 3% e 42 hora (Figura 8).
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Figura 7. Efeito do anti-histaminico mepiramina sobre a modulagdo por
angiotensina Il do edema de pata induzido por dextran em ratos. Os animais
receberam pré-tratamento com MEP (10mg/kg, ip) ou Salina (Sal); Apés 1 hora, Ang Il
(1ug, sp) ou Sal foi injetada imediatamente antes da indugdo do edema com DXT
(100ug, sp). O volume do edema de pata foi aferido 1, 2, 3 e 4h apds a injegao de
DXT. A: Os pontos das curvas representam a média + EPM da variagao do volume da
pata de 5-6 animais por tratamento. B: As colunas representam a area sob a curva
(ASC) determinada pelo método do trapézio. (*)p<0,05 em relagdo ao grupo Sal/Sal +
DXT. (**)p<0,05 em relacao ao grupo Sal/A+DXT. ANOVA/Bonferroni.
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Figura 8. Efeito do anti-serotoninérgico metisergida sobre a modulacdao por
angiotensina Il do edema de pata induzido por dextran em ratos. Os animais
receberam pré-tratamento com MET (1mg/kg, ip) ou Salina (Sal); Apdés 1 hora, Ang Il
(1ug, sp) ou Sal foi injetada imediatamente antes da indugdo do edema com DXT
(100ug, sp). O volume do edema de pata foi aferido 1, 2, 3 e 4h apds a injegcéo de
DXT. A: Os pontos das curvas representam a média + EPM da variagao do volume da
pata de 5-6 animais por tratamento. B: As colunas representam a area sob a curva
(ASC) determinada pelo método do trapézio. (*)p<0,05 em relagcdo ao grupo
Sal/Sal+DXT. (**)p<0,05em relacédo ao grupo Sal/A+DXT. ANOVA/Bonferroni.
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8. EFEITO DA ANGIOTENSINA 1l (Ang Il) SOBRE A DEGRANULACAO DE
MASTOCITOS NA PATA DE RATOS WISTAR TRATADOS COM

CARRAGENINA (Cg)

A Cg (100ug, sp — grupo Sal+Cg) promoveu significativo aumento da
degranulagado de mastdcitos quando comparado ao grupo Sal+Sal (p<0,05). A
injegéo sp de Ang Il (1ug — grupo A+Cg) potenciou significativamente (p<0,05)
o0 aumento na percentagem de degranulagdo de mastocitos produzido pela
administragcdo sp de Cg na pata de ratos Wistar. No grupo A+Sal, onde se
administrou apenas Ang Il, na auséncia de Cg, houve também significativo
(p<0,05) aumento da degranulagdo de mastécitos quando comparado ao grupo

Sal+Sal (Figuras 9 e 10).

9. EFEITO DA ANGIOTENSINA 1l (ANG 1l) SOBRE A DEGRANULACAO DE
MASTOCITOS NA PATA DE RATOS WISTAR TRATADOS COM DEXTRAN

(DXT)

A administragéo de Ang Il (1ng — grupo A+DXT) por via sp potenciou
de forma significativa (p<0,05) o aumento do indice de degranulacdo de
mastoécitos produzido pela inje¢do de DXT (100ug, sp — grupo Sal+DXT) na

pata de ratos Wistar (Figura 9).
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Figura 9. Efeito da angiotensina Il sobre a degranulacdo de mastécitos induzida
por carragenina ou por dextran na pata de ratos . Ang Il (1ug, sp) ou Salina (Sal) foi
injetada imediatamente antes da indugcao do edema com Cg (100ug, sp) ou DXT
(100ug, sp), ou da injecéo de Sal. Apds 1 hora, os animais foram sacrificados e foram
colhidas amostras da pele e tecido subcutdneo para a confec¢do de laminas que
foram coradas com azul de toluidina. Os valores representam a média + EPM da
percentagem de mastécitos degranulados obtidos por contagem, em microscoépio
optico, de 100 células em diferentes campos com aumento de 400X. (*)p<0,05 em
relagdo ao grupo Sal+Sal. (**)p<0,05 em relagdo ao grupo Sal+Cg. (#)p<0,05 em
relagdo ao grupo Sal+DXT. ANOVA/Bonferroni.
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Figura 10. Efeito da angiotensina Il sobre a degranulagcdo de mastécitos na pata
de ratos tratados com carragenina subplantar. Estdo representadas
fotomicrografias (aumento de 400x) de cortes histologicos corados com azul de
toluidina da pata de ratos que receberam Sal (A), Sal+Cg(B) ou Ang II+Cg (C) sp.
Observa-se claramente uma grande quantidade de mastdcitos degranulados pela Ang
I (C) em relagao aos animais que nao receberam Ang Il (A e B).
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10. EFEITO DA ANGIOTENSINA 1l (Ang 1l) SOBRE A DEGRANULACAO DE
MASTOCITOS INDUZIDA PELO COMPOSTO 48/80 EM MESENTERIO DE

RATOS WISTAR

A injecéo ip de Ang Il (1ug) aumentou de forma significativa (p<0,05)
a degranulacdo de mastocitos induzida pelo composto 48/80 (0,8ug/mL) em
mesentério de ratos Wistar (grupo A+48/80). Além disso, no grupo A+RL, onde
Ang |l foi administrada de forma ip, mas a amostra de mesentério colhida apés
o sacrificio n&o foi incubada com o composto 48/80, também houve significativa
(p<0,05) degranulagdo de mastdcitos, semelhante aquela do grupo A+48/80.

(Figuras 11 e 12).
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Figura 11. Efeito da angiotensina Il sobre a degranulacdo de mastocitos em
mesentério de ratos induzida pelo composto 48/80. Os animais receberam injecéo
de Ang Il (1ug, ip) ou de Salina (Sal). Apos 30 min, os animais foram sacrificados e
foram removidas amostras do mesentério, que foram incubadas por 30 min em
solugdo nutritiva de Ringer-Looke (RL). Nos grupos Sal+48/80 e A+48/80,
acrescentou-se o composto 48/80 (0,8ug/ml) a solugdo nutritiva. Os valores
representam a média + EPM da percentagem de mastdcitos degranulados obtidas por
contagem, em microscopio optico, de 100 células em diferentes campos com aumento
de 400X. (*)p<0,05 em relagao ao grupo Sal+RL. (**)p<0,05 em relagdo ao grupo
Sal+48/80. ANOVA/Bonferroni.
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Figura 12. Efeito da angiotensina Il sobre a degranulacdo de mastdcitos em
mesentério de ratos incubados com composto 48/80. Estdo representadas
fotomicrografias (aumentos de 100 e 400x) de cortes histolégicos corados com azul de
toluidina de mesentérios incubados em solu¢do de RL com (C, D E e F) ou sem (A e B)
composto 48/80 em ratos que receberam Sal (A, B, C e D) ou Ang Il (E e F) ip. Observa-
se claramente uma grande quantidade de mastécitos degranulados pela Ang Il (E e F) em
relacédo aos animais que nao receberam Ang Il (A, B, C e D).

79



11. EFEITO DA ANGIOTENSINA 1l (Ang II) SOBRE O AUMENTO DA
DOSAGEM DE TNF-a NA PATA DE RATOS WISTAR TRATADOS COM

CARRAGENINA (Cg)

A injecdo sp de Cg (100ug — grupo Sal+Cg) na pata de ratos Wistar
induziu aumento significativo da dosagem de TNF-a (p<0,05). No entanto, a
injegao sp de Ang Il (1ug — grupo A+Cg) nao foi capaz de alterar o aumento da

dosagem de TNF-a promovido pela administragdo de Cg (Figura 13).

12. EFEITO DA ANGIOTENSINA II (Ang Il) SOBRE O AUMENTO DA
DOSAGEM DE IL1-3 NA PATA DE RATOS WISTAR TRATADOS COM

CARRAGENINA (Cg)

A injecao sp de Cg (100ug — grupo Sal+Cg) na pata de ratos Wistar
induziu aumento significativo da dosagem de IL-1B (p<0,05). Porém, a injecéo
sp de Ang Il (1ug — grupo A+Cg) nado foi capaz de alterar o aumento da

dosagem de IL-1p promovido pela administracéo de Cg (Figura 14).
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Figura 13. Efeito da angiotensina Il sobre a dosagem de TNF-a na pata de ratos
tratados com carragenina ou salina subplantar. Ang Il (1ug, sp) ou Sal foi injetada
imediatamente antes da indugdo do edema com Cg (100ug, sp) ou da injecdo de Sal.
Apoés duas horas, foram retiradas amostras de pele e tecido celular subcutaneo da
regido plantar. O conteudo de TNF-a presente em cada amostra foi determinado por
ELISA. As colunas representam a média + EPM da quantidade de TNF-a das

amostras de 5 animais por tratamento. (*)p<0,05 em relagcdo ao grupo Sal+Sal.
ANOVA/Bonferroni.
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Figura 14. Efeito da angiotensina Il sobre a dosagem de IL-1 na pata de ratos
tratados com carragenina ou salina subplantar. Ang Il (1ug, sp) ou Sal foi injetada
imediatamente antes da indugdo do edema com Cg (100ug, sp) ou da inje¢ao de Sal.
Apoés duas horas, foram retiradas amostras de pele e tecido celular subcutdneo da
regido plantar. O conteudo de IL-1p presente em cada amostra foi determinado por
ELISA. As colunas representam a média + EPM da quantidade de IL-1 das amostras

de 5 animais por tratamento. (*)p<0,05 em relacdo ao grupo Sal+Sal.
ANOVA/Bonferroni.
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13. EFEITO DA ANGIOTENSINA II (Ang Il) SOBRE A DOSAGEM DE
MIELOPEROXIDASE (MPO) NA PATA DE RATOS WISTAR TRATADOS

COM CARRAGENINA (Cg)

A administragdo de Cg (100ug, sp — grupo Sal+Cg) promoveu um
aumento significativo (p<0,055) da dosagem de MPO presente no tecido
subcutaneo retirado da pata dos animais quando comparado ao grupo Sal+Sal;
esse aumento foi significativo no primeiro, no terceiro e no quinto minuto de
reagdo durante a leitura em espectrofotbmetro. No grupo A+Cg, a
administracao prévia Ang Il (1ug, sp) ndo promoveu alteragao significativa na
dosagem de MPO em relagdo aquela produzida pela Cg. A Ang Il (grupo
A+Sal) ndo foi capaz de produzir aumento da dosagem de MPO na auséncia

de Cg (Figura 15).

14. EFEITO DA ANGIOTENSINA Il (Ang 1) SOBRE A MIGRACAO DE
POLIMORFONUCLEARES (PMN) PARA A CAVIDADE PERITONEAL DE

RATOS WISTAR TRATADOS COM CARRAGENINA (Cg)

A injecédo ip de Cg (0,5ug — grupo Sal+Cg) induziu aumento
significativo (p<0,0505) da migracdo de PMN para a cavidade peritoneal dos
animais em relacdo ao grupo Sal+Sal. A administracédo prévia de Ang Il (0,5ug,
ip — grupo A+Cg) ndo promoveu potenciacdo da migracdo de PMN promovida
pela Cg. Na auséncia de Cg, a Ang Il (0,5ug, ip — grupo A+Sal) ndo alterou o

grau de migracao de PMN quando comparado ao grupo Sal+Sal (Figura 16).
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Figura 15. Efeito da angiotensina Il sobre a dosagem de mieloperoxidase na pata
de ratos tratados com carragenina ou salina subplantar. Ang Il (1ug, sp) ou Sal foi
injetada imediatamente antes da indugao do edema com Cg (100ug, sp) ou da injegao
de Sal. Ap6s duas horas, foram retiradas amostras de pele e tecido subcutaneo da
regido plantar. O conteudo de MPO presente em cada amostra foi determinado por
método enzimatico colorimétrico. As colunas representam a média £+ EPM de unidades
de MPO/ 5mg de tecido das amostras de 5 animais por tratamento, considerando-se o
3° min do ensaio. (*)p<0,05 em relagao ao grupo Sal+Sal. ANOVA/Bonferroni.
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Figura 16. Efeito da angiotensina Il sobre a migracdo de polimorfonucleares para
a cavidade peritoneal induzida por carragenina em ratos. Inicialmente injetou-se
Ang Il (0,5ug, ip) ou Salina (Sal) e, logo em seguida, injetou-se Cg (100ug, ip) ou Sal.
Contagens total (A) e diferencial (B) de leucécitos que migraram para a cavidade
peritoneal foram realizadas apds 4h, quando ocorreu o sacrificio dos animais. As
barras representam a média + EPM do numero de leucécitos totais ou PMN que

migraram em 5-6 animais por tratamento. (*)p<0,05 em relagdo ao grupo Sal+Sal.
ANOVA/Bonferroni.
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V. DISCUSSAO

Trabalhos da literatura vém demonstrando que a Ang Il, além de
seus bem conhecidos efeitos no sistema cardiovascular, participa da
patogénese de varias doengas nas quais a resposta inflamatoria esta envolvida
tais como aterosclerose (WU et al., 2001), artrite reumatdide (MARTIN et al.,
1984), doenca de Chron (JASZEWSKI et al., 1990) e reagdo pos-infarto do
miocadio (KLETT et al., 1993; SCHIEFFER et al., 1994). No presente trabalho
demonstrou-se que a Ang Il potenciou o edema de pata induzido por uma dose
submaxima de Cg. A Ang ll, no entanto, falhou em promover inflamagao na
auséncia da Cg, mostrando, assim, que necessita da presenga de mecanismos
desencadeadores para iniciar sua agao pro-inflamatoria. A coadministracdo de
Ang Il e Cg potenciou o efeito desta em promover inflamagdo. E importante
ressaltar que a dose de Cg utilizada por nés para indugdo do edema de pata
foi uma dose menor do que aquela responsavel pelo edema classico da Cg (DI
ROSA et al.,1971). O fato de termos trabalhado com uma dose submaxima de
Cg foi importante, ja que queriamos analisar o efeito potenciador de algumas
substancias, como Ang Il, LOS e CGP-42112A. Outros autores também ja
utilizaram tal recurso (BOURA & SVOLMANIS, 1984; BLAIS et al., 1999;
RAGHAVENDRA & KULKARNI, 2000).

O efeito pro-inflamatoério da Ang |l ja foi relatado em outros estudos
(KLETT et al., 1993; SCHIEFFER et al., 1994; RAGHAVENDRA & KULKARNI,
2000). A concentragcdo plasmatica do angiotensinogénio aumenta durante
varias formas de inflamagdo aguda. Além disso, macréfagos presentes em

granulomas de ratos liberam ECA, promovendo aumento da formagao de Ang
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I, que, por sua vez, modula a atividade de mondcitos/macréfagos,
amplificando, assim, a resposta inflamatéria (SIMON et al., 1991; KLETT et al.,
1993). Segundo WALSH e cols (1997) os receptores AT1 e AT2 da Ang Il, bem
como a ECA, desenvolvem-se sequencialmente durante a angiogénese no
granuloma esponjoso em ratos, indicando a expressdao de componentes do
SRA no sitio da inflamacéo.

SCHIEFFER e cols (1994) compararam os efeitos cardiacos da
inibicdo cronica da ECA e do bloqueio de receptores AT1 da Ang Il em modelo
de infarto do miocardio em ratos. Os autores demonstraram que ambas as
terapias reduziram a hipertrofia cardiaca pds-infarto, sugerindo a participagao
da Ang Il no processo inflamatorio decorrente de um infarto de miocardio.

O LOS, droga antagonista dos receptores AT1 da Ang Il, também
potenciou o edema de pata induzido pela Cg. Estes dados estdo de acordo
com RAGHAVENDRA & KULKARNI (2000), que também demonstraram que a
administracao local de Captopril, LOS ou Ang Il potenciou o0 edema de uma
dose submaxima de Cg de forma dose dependente, sugerindo que, na
inflamacé&o induzida por Cg, Ang Il é formada localmente, modulando, assim, o
processo inflamatorio subsequente. Estes autores, entretanto, limitaram-se a
demonstracdo do efeito destas substancias em potenciar o edema, nado se
aprofundando no estudo dos mecanismos e mediadores envolvidos na
participagdo da Ang Il no processo inflamatorio.

A Cg é um polissacarideo sulfatado, derivado de algas marinhas. Ela
foi usada como estimulo inflamatério primeiro por Gardner, em 1960, para
induzir artrite em coelhos e cobaias. Winter e cols (1962) descreveram a

utilidade do edema de pata induzido pela injecdo sp de Cg como método de
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screening para drogas antiinflamatérias (WINTER et a., 1962; AL-HABOUBI &
ZIETLIN, 1983).

A injecdo de Cg na pata traseira de animais produz um edema
bifasico constituido por uma fase inicial rapida seguida por uma fase tardia
mais sustentada. A primeira fase tem inicio logo apdés a administracao de Cg,
prolongando-se por 1h. A segunda tem inicio apds 1h, com pico entre a 3% e
4%hs (WINTER et al.,, 1962; VINEGAR et al, 1969). Em 1969, WILLIS
estabeleceu que, durante o edema induzido por Cg, ocorre a liberagéo
sequencial de histamina, cininas e prostaglandinas (PGs) (AL-HABOUBI &
ZIETLIN, 1983). A histamina e a serotonina, derivadas da degranulacdo de
mastocitos, sdo tidas como principais responsaveis pela vasodilatacdo e
extravasamento de plasma, que acontece até os primeiros 90 min do edema de
pata induzido por Cg em ratos, continuando a agir no decorrer de todo o
processo (DI ROSA et al., 1971; AL-HABOUBI & ZIETLIN, 1983; DOZEN et al.,
1989).

A Cg também estimula a producdo local de mediadores pro-
inflamatdrios, notadamente IL-1 e TNF-a, por células residentes. Agindo sobre
leucocitos teciduais e recrutados, IL-1 e TNF-a ativam as cascatas da ciclo e
da lipoxigenase, gerando PGs e LTs. Esses mediadores tanto produzem
vasodilatacdo diretamente como atraem neutréfilos ao foco inflamatério
produzindo a fase tardia do edema. Portanto, a fase tardia € creditada
principalmente ao dano endotelial direto por leucécitos, carreamento de liquido
intravascular durante a migracdo de PMN e ao aumento de permeabilidade
vascular induzida por eicosandides (VINEGAR et al., 1982; BANKS et al., 1984;

CALHOUN et al., 1989; WEICHMAN et al., 1989). Nessa fase o edema € maior
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e mais prolongado, de forma que, experimentalmente, o edema da Cg é
utilizado quando se quer avaliar o efeito de uma intervencdo sobre o edema
inflamatdrio dependente de células residentes e de migragéo celular.

A demonstracédo de que Ang Il induz a potencializagcéo da fase inicial
do edema da Cg sugere que ela esta agindo via mediadores derivados de
mastoécitos: histamina e serotonina. Sendo assim, resolvemos investigar o
efeito da Ang Il no edema de pata induzido por DXT, substancia que
desencadeia um edema do tipo vascular, onde ha degranulagdo de mastdcitos
e liberacdo de mediadores vasoativos. O DXT, diferente da Cg, induz um
edema que pode ser detectado ja nos primeiros 30 min apds sua inje¢ao e cujo
fluido apresenta pequena quantidade de proteinas e neutréfilos (LO et al.,
1982). A Ang Il potenciou de forma significativa o edema de pata do DXT nas
primeiras horas, sugerindo que ela pode estar agindo a nivel vascular, ou estar
causando degranulagdo de mastocitos e liberagdo de substéncias vasoativas.
O LOS, antagonista de receptores AT1, também potencializou o edema de pata
do DXT. Isso nos leva a crer que Ang Il foi formada no local do processo
inflamatorio e, agindo via receptores AT2 ndo bloqueados, modulou tal
processo. Corroborando com tal hipdtese, alguns autores relatam que a
ativacado de receptores AT2 induz, dentre outras acgdes, a vasodilatacao
(BARBER et al., 1999; CAREY et al.,, 2001; TOUYZ & BERRY, 2002). Este
efeito pode contribuir para a acédo proé-inflamatéria da Ang Il mediada por
receptores AT2 uma vez que, com a vasodilatacdo, ha um consequente
aumento da pressao hidrostatica no interior dos capilares, o que pode levar a

saida de fluido para o sitio inflamatério e posterior formacao de edema.
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Ja foi relatado na literatura que a Ang Il promove aumento da
expressdo génica do fator de permeabilidade vascular em células da
vasculatura lisa humana in vitro (WILLIAMS et al., 1995). O aumento da
expressdo desse fator de permeabilidade vascular induzido pela Ang Il foi
inibido pelo antagonista especifico dos receptores AT1, o LOS, sugerindo a
participacdo de receptores AT1 no processo inflamatério (WILLIAMS et al.,
1995). Nosso estudo, porém, sugere uma acgao antiinflamatoéria para tais
receptores, pois, no modelo do edema de pata da Cg, o LOS potenciou a
inflamacédo causada pela injecdo sp de Cg. Uma outra explicagdo para os
resultados obtidos no presente estudo pode ser obtida ao analisarmos o
mecanismo de agdo de drogas antagonistas de receptores AT1 da Ang Il
Alguns trabalhos da literatura creditam parte das agbes dessas drogas a
inibicdo da atividade da ECA, que é uma enzima do tipo cininase |l, importante
na degradacdo metabdlica da BK e de outras cininas (RAGHAVENDRA &
KULKARNI, 2000; SCHIEFFER et al., 1994). Sendo assim, o efeito pré-
inflamatério do LOS pode estar relacionado a maior concentracdo de BK, ou
mesmo de outros mediadores enddgenos que ndo sejam as cininas (BLAIS et
al., 1999), como ja foi citado. O efeito pré-inflamatério do LOS pode, ainda,
estar relacionado a acdo da Ang Il, gerada durante o processo inflamatério,
sobre o0s receptores AT2 nao-bloqueados, ou mesmo estimulando vias
inflamatédrias através de mecanismos ainda nao esclarecidos, uma vez que os
receptores AT1 encontravam-se bloqueados (RAGHAVENDRA & KULKARNI,
2000).

A principio, poder-se-ia imaginar que as drogas que inibem a ECA

teriam efeito antiinflamatorio, ja que diminuem a quantidade de Ang Il formada.
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No entanto, o efeito predominante daquelas drogas parece ser o aumento dos
niveis de BK, que é uma substancia pré-inflamatéria. BOURA & SVOLMANIS
(1984) observaram que o Captopril, uma droga inibidora da ECA, potencializou
o edema de pata induzido tanto pela Cg como pela BK. Os niveis de BK
aumentam apds a administragdo de Captopril. Consequentemente, a sintese
de PGs também é aumentada. Isso explica o efeito pro-inflamatério do
Captopril neste modelo. Além disso, WAWROCKA-PAWLAK & DABROWSKI
(1999) sugerem que os efeitos colaterais observados durante a terapia com
Captopril sdo consequentes da liberagao de histamina pelos mastécitos, o que
indica mais um possivel mecanismo de ag&o para essa droga.

Algumas linhas de pesquisa postulam que parte dos efeitos
farmacologicos das drogas antagonistas de receptores AT1 poderia ser
consequéncia da reducdo da atividade da ECA presente no plasma e nos
tecidos (SCHIEFFER e cols, 1994). No entanto, alguns autores encontraram
resultados conflitantes com tal afirmativa (DECARIE et al., 1996; BLAIS et al.,
1999). Segundo esses autores, diferente do Captopril, a contribuicdo do LOS
em alterar a atividade da ECA durante a potenciagdo da resposta inflamatéria
da Cg poderia ser desconsiderada, visto que o tratamento crénico com LOS
nao alterou a quantidade de bradicinina tissular e des-Arg°-BK, que é gerada
pela injegdo de Cg na pata, sugerindo que outros mediadores enddgenos, que
nao sejam as cininas, podem ser responsaveis pelo efeito do LOS em potenciar
0 edema de pata da Cg. Inclusive SCHIEFFER e cols (1994) sugerem um
possivel envolvimento de outros componentes do SRA na diminuigcdo da
atividade da ECA devido ao tratamento crénico com drogas antagonistas de

receptores AT1.
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Como o LOS, antagonista de receptores AT1, demonstrou efeito pré-
inflamatdério no modelo do edema de pata da Cg e do DXT, especula-se que,
nestes modelos experimentais, os receptores AT1 exercam um papel
antiinflamatério e que os receptores AT2 participem do processo, ou seja,
exercam um papel pro-inflamatério. De acordo com essa hipétese, o CGP-
42112A, agonista dos receptores AT2 da Ang IlI, promoveu significativa
potenciacdo do edema de pata induzido por Cg em ratos, principalmente nas
primeiras horas, sugerindo a participagdo dos receptores AT2 no efeito
amplificador da Ang Il na fase inicial do processo inflamatério evocado por Cg e
modulado pela Ang Il localmente formada.

Embora a maioria dos autores afirme que o CGP-41112A é uma
droga agonista dos receptores AT2 (MARTINEAU et al., 1998; MIFUNE et al.,
2000; CAO et al., 2000; WU et al., 2001; CAREY et al., 2001; JOHANSSON et
al., 2001), ha uma outra corrente de autores que descreve esta droga como
antagonista de tais receptores (RAGHAVENDRA & KULKARNI, 2000; RUIZ-
ORTEGA et al., 2000). Sua atividade farmacoldgica parece variar, dependendo
do tecido da espécie estudada e das diferentes condi¢des experimentais (in
VIVO versos in vitro).

Tendo em vista o efeito amplificador da Ang |l sobre o edema de pata
induzido pela Cg, e sendo este, pelo menos em sua fase tardia, mediado por
citocinas e por migracdo de neutrofilos, decidimos investigar se tais
mecanismos estariam envolvidos com o efeito pro-inflamatoério da Ang Il

Inicialmente testamos a capacidade da Ang Il em modular o aumento
da sintese de citocinas proé-inflamatérias induzida por Cg in vivo. Foram

realizadas, entédo, a dosagem de IL-1B e TNF-a no tecido da pata dos animais

93



envolvidos no experimento do edema de pata por Cg. Nossos resultados
mostraram que a Cg induziu a sintese de TNF-a ja na primeira hora apos a
injecdo e de IL-1, detectada na segunda hora como previamente descrito
(CUNHA et al., 2000). A Ang Il, por sua vez, nao foi capaz de alterar a
dosagem destas citocinas induzida pela injegdo de Cg na pata dos animais.

A fim de testarmos a capacidade da Ang Il de promover aumento da
migracao de neutréfilos induzida por uma dose submaxima de Cg, trabalhamos
com dois modelos experimentais: o de peritonite induzida pela propria Cg e o
de edema de pata, também induzido por Cg, que nos forneceu tecido para a
dosagem de MPO, enzima presente nos granulos de neutrdfilos, sendo,
portanto, uma forma de medir a infiltracdo neutrofilica no tecido inflamado
agudamente. Nesse sentido, detectamos que a Ang Il ndo foi capaz de alterar o
aumento da dosagem de MPO induzido pela injecao de Cg na pata de ratos,
sugerindo que o efeito pré-inflamatério da Ang Il ndo se deve ao aumento da
infiltracdo de neutrdfilos no local da inflamacédo. Corroborando com este
achado, nosso estudo também demonstrou que a Ang Il ndo alterou o grau de
migracao de leucécitos PMN para a cavidade peritoneal de ratos induzida pela
Ca.

Uma vez estimulados, os mastocitos liberam uma série de
substancias que podem ser divididas em duas classes: os mediadores pre-
formados, tais como histamina, serotonina (RANG et al., 2003) e uma pequena
quantidade de TNF-a (BEIL et al., 1994; BEIL et al., 1996; SCHMIDT-
CHOUDHURY et al., 1996) e os mediadores oriundos da chamada sintese “de
novo”. Os LTs, as PGs, as citocinas (TNF-a e ILs 3, 4, 5, 6, 8) e as

quimiocinas (MIP-1 e CINC-1 e 13) fazem parte desta segunda classe (BANKS
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& COLEMAN, 1996; BIEDERMANN et al., 2000; WAKAHARA et al., 2001;
ZHONG et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2002). Apesar de a literatura relatar que
os granulos dos mastécitos contém TNF-a pré-formado, o teste de ELISA feito
por ndés nao detectou a presenga significativamente maior desta citocina nas
patas dos animais que receberam Ang Il e Cg em relagdo aqueles que
receberam apenas Cg. Esse resultado poderia ser explicado pelo fato de que a
quantidade de TNF-a que se encontra pré-formada nos granulos dos
mastécitos €& pequena (GALLI, 1993) e, portanto, ndo detectavel
experimentalmente pelo teste de ELISA. Além disso, como as amostras foram
colhidas 1 h apds as inje¢des, ndo houve tempo suficiente para que houvesse
sintese “de novo” de TNF-a. Uma outra explicagcdo poderia ser dada pelo fato
de serem os mastécitos células heterogéneas. Conforme o sitio, ou mesmo o
tipo de agonista, os mastécitos podem liberar diferentes tipos de mediadores
(GALLI, 1993).

Outros estudos ja pesquisaram a influéncia da Ang Il sobre a
producdo de citocinas pro- e antiinflamatérias, encontrando, em sua maioria,
resultados conflitantes com os nossos. De acordo com os resultados de
PEETERS e cols (1998), moduladores do SRA, como o Captopril, inibidor do
SRA, e o Valsartan, antagonista de receptores AT1, apresentaram potente
efeito inibitério sobre a sintese de citocinas pré-inflamatérias (TNFa e IL-B)
induzida por LPS in vitro. A citocina IL-1Ra, antiinflamatodria, teve sua sintese
estimulada por Captopril, enquanto a producgao de IL-6 diminuiu com o uso do
Valsartan. No entanto, esses resultados foram obtidos com concentracdes
bastante altas das drogas utilizadas, concentragdes estas que ndo poderiam

ser adotadas em uma situacéo in vivo. SCHINDLER e cols (1995) também
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encontraram resultados semelhantes. Eles reportaram que o Cartopril
apresentou acgao inibitoria sobre a sintese de TNF-a e IL-1p induzida por LPS.
Porém, como no estudo de PEETERS e cols (1998), os efeitos do Captopril
sobre a producao de citocinas foram vistos apenas com concentragdes acima
de 100uM. Isso indica que os resultados encontrados também n&do poderiam
ser extrapolados para uma situagéo in vivo.

O tratamento de pacientes hipertensos com Losartan, apesar de
reduzir a pressao arterial, também nao foi capaz de reduzir os niveis de TNF-a
(SARDO et al., 2004). Esses diferentes efeitos de inibidores da ECA e de
antagonistas de receptores AT1 sugerem que a inibigdo da Ang Il ndo € a unica
via pela qual essas drogas afetam a produgao de citocinas. Essa afirmativa é
suportada pela observacao de que outros potentes inibidores da ECA, como
Ramipril, Perindopril e Lisinopril, ndo influenciam a producdo de citocinas
(SCHINDLER et al., 1995). Uma hipétese alternativa seria a de que o Captopril
agiria através de sua capacidade de induzir a sintese de prostaglandinas, as
quais sao potentes inibidores da sintese de citocinas (ENDRES et al., 1996).

A hipdétese de que o Valsartan poderia atuar através de outros
mecanismos além do bloqueio de receptores AT1 ainda permanece indefinida.
FUNAKOSHI e cols (1999) investigaram o efeito da Ang Il sobre a produgao de
IL-6 em cultura de células musculares lisas da vasculatura de ratos in vitro. Os
autores afirmam que IL-6 é uma citocina pro-inflamatdria e multifuncional. Foi
concluido que Ang Il potenciou a expressado de IL-6 de forma significativa e
dose-dependente. Além disso, este efeito da Ang Il foi completamente
bloqueado pelo antagonista dos receptores AT1, o CV11974. Porém, o

antagonista dos receptores AT2, o PD123319 nao mostrou efeito algum.
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Embora esse estudo ndo esclarega o papel da Ang Il sobre a expressao de IL-6
in vivo, sugere-se que um possivel mecanismo de agado das drogas inibidoras
da ECA, bem como daquelas antagonistas dos receptores AT1 em prevenir a
aterosclerose (IKEDA et al., 1999), seria a inibicdo do aumento de expressao
da IL-6 induzido pela Ang Il. Os resultados desse estudo sugerem claramente o
papel da Ang Il na produgéo de IL-6, mediando, assim, o processo inflamatorio
vascular. SCHIEFFER e cols (2000) encontraram resultados semelhantes; os
autores demonstraram que Ang ll, receptores AT1 e ECA sédo expressos em
sitios estratégicos dentro das placas ateroscleréticas humanas e que Ang i
estimula a sintese e liberagdo de IL-6 in vitro. Embora IL-6 seja conhecida
como uma citocina antiinflamatéria, alguns estudos enfatizam o seu potencial
pré-inflamatério como regulador central da inflamagdo e da diferenciagcdo de
macréfagos (BIASSUCI et al., 1996; SCHIEFFER et al., 2000). Como podemos
observar, diferente do que ocorreu em nosso estudo, a Ang Il promoveu a
sintese de citocinas nos modelos citados. Esses resultados conflitantes podem
ser, em parte, explicados pelo fato de se tratarem de sitios diferentes de
inflamacao, além das diferentes condi¢cdes experimentais.

A selectina-E é uma molécula de adesao intimamente relacionada
com a migragao de neutrdfilos para o foco inflamatorio, sendo inclusive um
marcador para avaliacdo do grau de migracdo de leucocitos PMN (BRITO &
RIBEIRO, 1999). GRAFE e cols (1997) investigaram o papel da Ang Il sobre a
expressao endotelial de selectina-E in vitro. Em células endoteliais coronarias,
a Ang Il aumentou a expressdo de selectina-E de forma estatisticamente
significativa. No entanto, em células endoteliais da microvasculatura cardiaca,

Ang Il induziu apenas um pequeno aumento da expresséo de selectina-E. KIM
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e cols (1996), ao tratarem células endoteliais provenientes da aorta humana e
de coelhos com Ang Il demonstraram indugdo da adesdo de mondcitos, mas
ndo de neutrofilos a essas células. Esses dados estdo de acordo com os
nossos resultados, que mostraram a incapacidade da Ang Il em alterar o grau
de migracao de neutréfilos no modelo de peritonite induzida por Cg em ratos.
Os resultados contraditérios obtidos pelos primeiros autores citados neste
paragrafo poderiam ser atribuidos a diversidade de resposta de células
endoteliais localizadas em sitios diferentes.

A Ang ll, apesar de seu efeito amplificador do edema, ndo aumentou
a sintese de citocinas, nem tampouco a migragado de neutrofilos para o sitio da
inflamacéo, além de potencializar o edema de pata da Cg nas primeiras horas,
bem como o edema do DXT. Estes achados levaram-nos a hipotese de que
Ang Il amplificou o edema induzido por estes mediadores através da indugao
de degranulagcdo de mastécitos e liberagdo de mediadores vasoativos, como
histamina e serotonina, sendo esta ultima presente apenas em mastdcitos de
roedores (MALING et al., 1974; DE RESENDE et al., 2001). Para comprovar tal
fato, utilizando o mesmo modelo experimental, testamos o efeito da
Mepiramina, um anti-histaminico derivado da etilenodiamina e seletivo para
receptores do tipo H1 da histamina (KOROLKOVAS et al., 1988). Utilizamos
também a Metisergida, um alcaldide semi-sintético derivado do espordo do
centeio e antagonista da serotonina (KOROLKOVAS et al., 1988). Ambas
reduziram o edema vascular induzido pelo DXT, bem como a potencializagao
do mesmo pela Ang Il. Sendo que a metisergida promoveu uma reducéo ainda
mais acentuada do edema, chegando a reverter quase completamente a acéo

da Ang Il. Este achado esta de acordo com dados da literatura, que
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demonstram que o edema de pata induzido em ratos depende prioritariamente
da liberagcédo de serotonina (MALING et al., 1974; DE RESENDE et al., 2001).
Isso provavelmente se deve ao fato de que, em roedores, a serotonina
predomina nos granulos dos mastdcitos (MALING et al., 1974; GALLI, 1993).
Esses dados sugerem que a amplificagdo do edema induzida pela Ang Il se
deve, pelo menos em parte, a mediadores como histamina e serotonina,
derivados de mastocitos.

DI ROSA e cols (1971) estudaram os mediadores da inflamacéao
aguda induzida pela Cg em ratos. Com relagdo a tais mediadores, os autores
subdividiram a resposta inflamatéria a Cg em trés fases distintas. A primeira
envolve liberagdo inicial de histamina e serotonina. A segunda fase € mediada
pelas cininas, como a BK, e a terceira é mediada pelas PGs. Tanto histamina
quanto serotonina sao liberados ao mesmo tempo e em tal concentragdo que
cada amina exerce seu efeito maximo na permeabilidade vascular. Estes
autores demonstraram, portanto, que anti-histaminicos ou antagonistas de
serotonina, administrados isoladamente, revertem apenas parcialmente o
edema de pata da Cg. No edema do DXT, também ocorre degranulagdo de
mastocitos e em roedores, liberacdo desses dois mediadores (LO et al., 1982).
Portanto, isso explica por que em nosso estudo, mepiramina ou metisergida,
isoladamente, ndo foram capazes de reverter completamente o edema vascular
DXT.

Dessa forma, resolvemos avaliar o efeito da Ang |l sobre a
degranulagdo de mastocitos em dois sitios: na prépria pata inflamada pela Cg
ou pelo DXT e no mesentério de ratos, sitio com grande populacdo de

mastocitos. Assim, colhemos tecido da pata dos animais 1h apds a inje¢cao de
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Cg e de DXT, uma vez que a degranulagao de mastdcitos ocorre precocemente
nestes edemas (DI ROSA et al.,, 1971; LO et al., 1982; AL-HABOUBI &
ZIETLIN, 1983; DOZEN et al., 1989). As amostras de tecido da regido
subplantar foram utilizadas para a confecgédo das laminas e posterior contagem
do percentual de mastdocitos degranulados apods coloragdo com azul de
toluidina. Demonstramos, entdo, que a Ang Il potenciou de forma significativa a
degranulagado de mastdcitos induzida tanto pelo DXT como pela Cg na pata de
ratos Wistar. Além disso, Ang Il promoveu, em mesentérios de ratos, aumento
significativo da degranulagdo de mastdcitos induzida pelo composto 48/80,
conhecido por liberar histamina de mastocitos (PATON, 1951, 1957;
FELDBERG & TALESNIK, 1953; RILEY & WEST, 1956), em concentragao
submaxima. Mesmo na auséncia das substancias indutoras — Cg, DXT ou
48/80 — a Ang |l foi capaz de promover degranulagédo significativa de
mastocitos em relagdo aos animais que receberam apenas solugao salina. Isso
sugere que o efeito da Ang Il em potenciar o edema de pata da Cg e do DXT
deve ser mediado por sua agdo em induzir degranulagdo de mastécitos de
forma direta ou indireta. E importante observarmos que, no modelo da
degranulacdo de mastocitos em mesentérios de ratos, a indugdo da
degranulacdo de mastécitos pela Ang Il na auséncia do composto 48/80 foi
bem mais acentuada quando comparada aquela induzida no modelo de
degranulagcdo na pata dos animais. Isso provavelmente se deve a
heterogeneidade entre os mastocitos de diferentes sitios (GALLI, 1993).

A indugdo da degranulacdo de mastécitos por Ang II, mesmo na
auséncia de Cg, DXT ou 48/80, abordada no paragrafo anterior, pode parecer

conflitante com os resultados obtidos por nés ao trabalharmos com o edema de
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pata da Cg e do DXT. Nestes modelos, Ang Il, por si s6, ndo foi capaz de
induzir aumento do volume do edema. Provavelmente, o método utilizado por
ndés ao medirmos o volume do edema — pletismdmetro — n&o foi sensivel o
suficiente para detectarmos o efeito da Ang Il, administrada isoladamente, em
induzir degranulagao de mastdcitos.

De acordo com varios estudos a respeito da biologia dos mastdcitos
(SHIOTA et al.,, 1997; KATADA et al, 1999; MIYAZAKI & TAKAI, 2001;
DOGGRELL & WANSTALL, 2003), uma das consequéncias da degranulagao
de mastécitos seria a liberacdo de uma protease — a quimase — que seria
responsavel pela transformacdo da Ang | em Ang Il. Dados da literatura
indicam que apenas a quimase presente em humanos, primatas e caes tem a
capacidade de formar Ang Il; a quimase de ratos e camundongos teria a
capacidade de quebrar a Ang Il em fragmentos inativos (FUKAMI et al., 1998).
Porém, alguns autores, ao conduzirem pesquisas utilizando hamsters,
concluiram que a quimase presente em tal espécie também foi capaz de gerar
Ang Il apds degranulagdo de mastocitos (SHIOTA et al., 1997; KATADA et al.,
1999; MIYAZAKI & TAKAI, 2001; DOGGRELL & WANSTALL, 2003). Além
disso, segundo SAITO e cols (2003), um determinado tipo de enzima presente
em camundongos — a protease-1 — é capaz de clivar a Ang | para formar Ang Il.
De acordo com o trabalho de JIN e cols (2001), a Ang Il produzida pela
quimase participa do estado patofisiologico apos infarto do miocardio em
hamsters. Sendo assim, ndo se pode descartar a hipétese de que, ao promover
a degranulacdo de mastécitos, a Ang Il induz a liberagdo de uma quimase,
responsavel pela formagéo local de mais Ang Il, que, por sua vez, amplifica o

processo inflamatério. Em situacbes de normalidade, a ECA desempenha
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papel fundamental sobre a produgédo de Ang Il, enquanto a quimase € estocada
nos granulos dos mastdcitos em sua forma inativa. A quimase adquire a
capacidade de formar Ang Il apds a degranulagdo de mastécitos induzida por
algum estimulo, como a injuria vascular provocada por cateter descrita no
estudo de MIYAZAKI & TAKAI (2001). E necessario que uma maior énfase seja
dada ao mecanismo de acgdo que envolve degranulacdo de mastécitos e
liberagdo de mediadores inflamatérios. Segundo DOGGRELL & WANSTALL
(2003), as drogas inibidoras de quimase podem significar um importante
avangco no tratamento da injuria vascular associada a degranulacdo de
mastocitos.

Nossos resultados indicam que, nos modelos utilizados em nossa
pesquisa, a Ang Il potencializou a inflamagéo através de mecanismos
independentes da migragao celular. Além disso, Ang Il, LOS e CGP-42112A
potenciaram o edema da Cg ja nas primeiras horas, bem como aquele induzido
por DXT, o que sugere que essas drogas influenciam a fase vascular do edema
induzido por essas substancias, isto €, a fase relacionada com a degranulagao
de mastocitos e a liberacdo de mediadores vasoativos. Além de induzir a
degranulacdo de mastocitos, com a consequente liberacdo de aminas
vasoativas, a Ang Il, ao potenciar a fase precoce do edema da Cg, pode
também esta promovendo um aumento dos niveis de bradicinina, conhecida
por causar vasodilatacdo e por aumentar a permeabilidade vascular, levando
ao extravasamento de proteinas e fluidos e a formacdo de edema local. No
entanto, esta hipotese nao foi testada em nosso trabalho. Esse aumento dos

niveis de bradicinina pode também levar a sintese de prostaglandinas
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(DECARIE et al., 1996), amplificando a resposta inflamatéria. Essa é uma
importante via a ser investigada em trabalhos futuros.

Esse trabalho sugere que, nos modelos utilizados, a Ang Il modulou
o processo inflamatdrio agudo ao interferir em seu componente vascular. Isso
apresenta importancia clinica relevante, uma vez que cresce o uso de drogas
relacionadas com o SRA para o tratamento da hipertensdo arterial, que esta
diretamente relacionada a aterosclerose, na qual a inflamagdo na parede dos
vasos tem papel relevante. Dessa forma, esperamos contribuir para o
esclarecimento do papel da Ang Il no processo inflamatério, servindo de base
cientifica para testes futuros de ligantes de seus receptores como moduladores
inflamatérios em doengas nas quais a inflamacdo se constitui fator de

morbidade.
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VI. CONCLUSOES

O conjunto de dados colhidos em nosso trabalho nos leva a concluir que:

¢ Ang Il amplificou a fase vascular do edema da Cg, bem como o edema
do DXT;

e A acado da Ang Il em amplificar o edema independe do aumento da
inducao da sintese de citocinas ou da migracao de leucécitos PMN;

e LOS, antagonista de receptores AT1, e CGP-42112A, agonista de
receptores AT2, potenciaram a fase precoce do edema da Cg e do DXT,
sugerindo a participacdo de receptores AT2 na amplificacdo do edema
por Ang Il formada endogenamente;

e A acédo da Ang Il sobre o edema é dependente da degranulagdo de

mastocitos.
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