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ENVOLVIMENTO DASENDOTELINAS ENDOGENASNA ARTRITE
EXPERIMENTAL EM CAMUNDONGOS

RESUMO
DISSERTACAO DE MESTRADO

As endotelinas (ETs) sdo peptideos, sintetizados por diversos tipos celulares, que
exercem seus efeitos atravées da ligacdo a dois receptores celulares especificos, ETa e ETs.
Niveis aumentados de ET-1 foram encontrados no plasma e no liquido sinovial de pacientes
com artrite reumatéide, uma doenca autoimune inflamatéria crbnica caracterizada pelo
influxo celular, formagdo de edema e destruicdo da articulagcdo. O objetivo deste trabalho foi
avaiar o papel das ETs na inflamagdo articular no modelo de artrite induzida por zimosan.
Inicialmente, camundongos C57BL/6 receberam injecdo intra-articular (i.a) de ET-1 (10
pmol/cav) que, nas primeiras 6 h, induziu a migracdo de leucdtcitos, principamente
neutrdfilos (sal 0,25+0,005 x ET-1 0,93+0,007 x 10° células/cav), a formacdo de edema (sal
0,12+0,04 x ET-1 0,47+0,09 ? mm/joeho) que atingiu 0 pico em 6 h e retornou aos niveis
basais em 24 h. A sarafotoxina S6¢, agonista seletivo do receptor ETg, induziu em 6 h o
recrutamento celular, predominantemente neutrofilos (sal 0,13+0,018 x S6¢ 0,661+0,134 X
10° células/cav) e a formacao de edema (sal 0,14+0,04 x S6c 0,37+0,05 ? mm/joelho). Em
seguida, camundongos C57BL/6 foram pré-tratados i.a. com antagonistas de receptor ETa €
ETs (BQ123 e BQ788, 0,15-150 pmol/cav, respectivamente) 5 min antes da inducédo da artrite
por zimosan. O pré-tratamento com BQ123 ou BQ788 (15 pmol/cav) reduziu, nas 6 primeiras
horas, 0 acimulo de neutréfilos (64 e 73 % respectivamente), a formagdo de edema (40 e 61
% respectivamente) e a producdo de TNF-a (39 e 51 % respectivamente) induzida por
zimosan. Vinte e quatro horas apds, ambos pré-tratamentos reduziram o acumulo de
neutrofilos (65 e 61 % respectivamente), a formacdo de edema (43 e 52 % respectivamente) e
aproducdo de CXCL1 (12 e 11 % respectivamente). Mais ainda, o estimulo i.a. com zimosan
reduziu significativamente a intensidade de expresséo de ETg (6 € 24 h) e ETa (24 h).
Tomados em conjunto, esses dados apontam para a participacdo das ETs, atuando através de
Seus dois receptores, na inflamagdo articular.
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ABSTRACT
DISSERTACAO DE MESTRADO

Endothelins (ETs) are peptides produced by a wide variety of cells that exert their
functions through ETa and ETg receptors. Increased ET-1 levels were found in plasma and
synovial fluids of patients with rheumatoid arthritis, an autoimmune disease characterized by
cell influx, edema formation and joint destruction. The aim of this study was to evaluate the
role of ETs in knee joint inflammation induced by zymosan. We evauated in C57BL/6 mice
the effect of intra-articular (i.a.) injection of ET-1 (10 pmol/cav) in C57BL/6 mice induced at
6 h an increase on cellular migration, mainly due to neutrophil accumulation (sal 0.25+0.005
x ET-10.93+0.007 x 10° cells’knee) and on edema formation (sal 0.12+0.04 x ET-1 0.47+0.09
? mm/knee), that peaked within 6 h and returned to basal levels at 24 h. A selective ETg
receptor agonist, sarafotoxin Séc (Séc; 30 pmol/cav; i.a.), induced at 6 h a significant increase
on celular recruitment, mainly by neutrophil accumulation (sal 0.13+0.018 x S6¢C
0.661+0.134 x 10° cellgknee) and on edema formation (sal 0.14+0.04 x S6¢ 0.37+0.05 ?
mm/knee). Next, we evaluated the effect of i.a. injection of ETa and ETg receptor antagonists
(BQ-123 and BQ-788, 0,15-150 pmol/cav, respectively) on zymosaninduced arthritis in
C57BL/6 mice. Pre-treatment with BQ-123 and BQ-788 (15 pmol/cav) reduced 6 h zymosan
induced accumulation of neutrophil (64 and 73 % respectively) edema formation (40 and 61
% respectively) and TNF-a levels (39 and 51 % respectively); as well as 24 h zymosan
induced neutrophil influx (65 and 61 % respectively), edema formation (43 and 52 %
respectively) and CXCL1 levels (12 and 11 % respectively). Moreover, 6 and 24 h after
zymosan stimulation we observed a significant decrease on ETg receptor expression when
compared to control group, whereas ETa receptor expression was reduced only within 24 h
after stimulation. Taken together, this results point to a participation of ETs on knee joint
inflammation.
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1—-INTRODUCAO



1.1 - Endotdinas

1.1.1 - Histérico

A descoberta da endotelina aconteceu de forma inesperada, isto porque durante a
década de oitenta, diversas equipes de pesguisadores tentavam caracterizar aguilo que eles
mesmos chamavam de “fator relaxante derivado do endotélio” (do inglés, endothelium-
derived relaxing factor). Inesperadamente, durante estes esforgos para caracterizar este fator
(atualmente conhecido como Oxido nitrico), Hickey et al.. (1985) publicaram um artigo no
gual descreviam a descoberta e o isolamento de um fator contratil sensivel atripsina, derivado
de células endoteliais bovinas em cultura, ao qual deram o0 nome de “fator contratil derivado
do endotélio”. Alguns anos depois, em 1988, Yanagisawa et al.. isolaram, purificaram e
determinaram a estrutura do peptideo, a partir do meio de cultura de células endoteliais da
aorta de suinos, e a ele deram o nome de endotelina (ET).

A ET-1 foi inicialmente descrita como um potente peptideo vasoconstritor composto
por 21 residuos de aminoacidos que apresenta um potente e duradouro efeito contratil tanto
sobre leitos vasculares isolados quanto sobre a pressdo arterial sistémica apos infusdo em
ratos (Yanagisawa et al., 1988). Estudos envolvendo o cDNA correspondente a proteina
foram conduzidos e o resultado do seqiienciamento revelou que o peptideo biologicamente
ativo é sintetizado na forma de uma pré-pro-proteina precursora (com aproximadamente 200
residuos de aminoacidos) e que entdo deve necessariamente sofrer processamento bioguimico
pos traducional. Apds esta descoberta, Inoue et al. (1989) ao analisarem o codigo genético da
ET-1 revelaram a existéncia de dois outros genes distintos que codificavam isoformas de ET.
As seqiiéncias de residuos de aminoécidos destes peptideos sdo bastante similares a primeira
ET identificada, havendo apenas discretas ateracbes na sequéncia primaria de aminoacidos,
encontradas basicamente na regido da alc¢a (oop) do peptideo na sua forma biologicamente
ativa. Dessa forma, os peptideos que compdem a familia das erdotelinas sdo estruturalmente

relacionados e todas as i sof ormas apresentam 21 residuos de aminoécidos.

1.1.2 - Biossintese das endotelinas

Os membros desta familia incluem trés isopeptideos estruturalmente similares
(denominados ET-1, -2 e -3) e diversas toxinas encontradas no veneno de cobra, as chamadas
sarafotoxinas (revisto por Motte et al., 2006).

A ET-1 humana, o peptideo biologicamente ativo, é na maioria das vezes produzido
intracelularmente através de um processo catalitico de 2 etapas que se inicia com 0

processamento de um grande precursor peptidico de 212 aminoacidos, apré-pro-ET-1. Apds a
2



remocao do peptideo-sinal, o precursor € seletivamente processado por uma enzima (uma
endopeptidase neutra semelhante a furina) gerando um precursor de 38 aminoéacidos, a big
ET-1 (ou pr6-ET-1). A big ET-1 € posteriormente convertida em ET-1, através da clivagem
por enzimas conversoras de endotelina (ECEs). Até o momento ja foram descritas 4 isoformas
de ECE1, e estas enzimas estdo presentes em diferentes compartimentos subcelulares
incluindo vesiculas secretorias intracelulares (ECE-1a), vesiculas associadas a rede trans-
Golgi (ECE-1b) ou presentes na superficie celular atuando como ectoenzimas (revisto por
Masaki, 2004). Esta conversdo é fisiologicamente importante, pois a ET-1 € um vasoconstritor
muito mais potente (cerca de 140 vezes) do que abig ET-1 (revisto por Motte et al., 2006).

As ET-2 e -3 também s8o processadas a partir dos seus préprios precursores, no
entanto, os detalhes dos mecanismos de processamento ainda precisam ser determinados
(revisto por Motte et al., 2006).

1.1.3 - Vias alternativas para sintese de endotelinas

As isoformas das ECEs ndo sdo as Unicas enzimas responsavels pela sintese de ET-1.
A enzima quimase em humanos (human chymase), uma serino protease semelhante a
guimiotripsing, é capaz de clivar abig ET-1 e gerar um novo peptideo com 31 aminoacidos, a
ET-1;.31 (Nakano et al., 1997). Ja foi demonstrado experimentaimente que a ET-1;3 em
concentragoes fisiol6gicas ndo € capaz de se ligar aos receptores de endoteling, ao invés disso,
ela precisa sofrer uma nova conversdo enzimatica para gerar ET-1 e entdo causar
vasoconstricdo. O bloqueio farmacoldgico das ECEs, que impede a conversdo de big ET-1 a
ET-1, ndo surtiu nenhum efeito sobre a vasoconstricdo mediada pela ET-13.31. Logo, concluiu-
Se que a vasoconstricdo observada ocorreu devido a existéncia de uma via aternativa para a
sintese de endotelinas. Assim sendo, abig ET-1 pode ser convertida diretamente a ET-1 pelas
ECEs ou a ET-1;.3 pela quimase, esta Ultima forma pode ainda ser subseqlentemente
convertida a ET-1 por enzimas ainda néo caracterizadas (que podem incluir endopeptidases
neutras) (revisto por Davenport & Maguire, 2006).

Até o momento ndo existem inibidores especificos de quimase que comprovem
definitivamente que a enzima sensivel a quimostatina sgja a quimase e ndo uma outra serino
protease, como por exemplo a catepsina G. Sabe-se apenas que 0s mastocitos sdo as principais
fontes desta enzima e a conversdo extracelular de big ET-1 a ET-1 pela quimase liberada de
mastdcitos ja foi demonstrada em pulméo perfundido de rato (perfused rat lung) e utilizando
guimase humana in vitro. Além disso, os mastécitos sGo encontrados sempre em grande
proximidade aos vasos sanguineos e s8o particularmente responsivos a big ET-1 (revisto por

Hultner & Ehrenreich, 2005). Caso a hipotese da quimase como enzima aternativa na
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producdo de ET-1 se confirme, esta pode ser uma nova estratégia terapéutica para o

tratamento de doencas nas quais niveis elevados de ET séo encontrados.

1.1.4 - Estrutura protéica das endotelinas

A estruturada ET é Unica entre os peptideos bioativos encontrados em mamiferos. 1sso
se deve as 2 ligagdes pontes dissulfeto intramoleculares entre os residuos de cisteina situados
naposicdo 1-15 e 3-11. Sabe-se que os residuos da ET-1 pertencentes as posi¢des 10, 17, 18 e
21 sdo cruciais para a sua ligagcdo aos seus receptores (revisto por Davenport & Maguire,
2006).

A sequéncia de residuos de aminoécidos e a estrutura secundaria, inclusive as 2
ligacBes de pontes dissulfeto, das trés isoformas da endotelina estdo demonstradas na Figura
1.1 A ET-1 humana e a suina apresentam seqiéncias idénticas de aminoacidos. Em
contrapartida, a ET-2 humana e a murina diferem em suas sequéncias por apenas 1
aminoécido e possuem ainda uma diferenca de 2 e 3 aminoé&cidos (respectivamente) quando
comparados a ET-1 humana. A ET-3 humana e de rato apresentam sequiéncias idénticas entre
s, mas diferem da ET-1 humana em 6 aminoéacidos (revisto por Masaki, 2004).

Como era de se esperar, as sequéncias de aminoécidos das 3 isoformas do precursor
biol6gico imediato a endotelina, (pré-endotelina ou big ET), também variam entre as espécies.
A diferenca mais interessante entre as sequiéncias das isoformas de big ET esta relacionada ao
sitio de clivagem e processamento, em que a big ET-3 possui um sitio dipeptidico de
processamento Trp?l-11e?? versus Trp?-Va?? encontrado nas outras isoformas (revisto por
Rubanyi & Botelho, 1991).



Endotelina-1
(hnmano, poreo, rato, catundongn, boi)
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Figura 1.1 — Sequéncia de aminoacidos e a estrutura secundaria, inclusive as 2 ligaces de
pontes dissulfeto, das trés isoformas da endotelina (ET-1, -2 e -3). As ligagOes de pontes
dissulfeto entre os residuos de cisteina, nas posi¢oes 1-15 e 3-11, estéo representadas (wm). A
ET-1 humana possui homologia estrutural entre diferentes espécies (camundongo, rato, porco
e boi). Quando comparados a ET-1 humana, as outras isoformas apresentam diferencas nos
residuos de aminoécido que as compdem (representados em cinza). No caso especifico da ET-
2, 0 peptideo em camundongos difere de um residuo de aminoacido quando comparado a
isoforma humana (possui uma substituicdo da Ser4 por Asnd, representado em preto na
figura). Adaptado de Masaki (2004).

1.1.5 - Expressdo génica de endotelinas

Uma vez que as células endoteliais ndo sdo capazes de armazenar endotelinas, a
biossintese destes peptideos sofre regulagdo transcripcional, por diversos fatores. A expressao
e a liberacdo de ET-1 esta associada a proteina quinase C (PKC) dependente de célcio e €
estimulada por uma série de fatores fisiol6gicos, fisicos e quimicos (Figura 1.2), incluindo:

hipdxia, exposicdo ao frio, diminuicdo do fluxo sangliineo (baixo estresse/forca de



cisalhamento), trombina, angiotensina |l, catecolaminas, cardiotropina-1, radicais livres,
insulina, endotoxina, ésteres de forbol, ionéforos de calcio, fatores de crescimento (TGF-13,
PDGF, EGF) e citocinas (TNF-a, IL-1[3) (revisto por Mayes, 2003; Wanecek et al., 2000;
Motte et al., 2006). Dentre os fatores que reduzem a expressdo génica das endotelinas,
destacam-se: Oxido nitrico, prostacicling, prostaglandinas, heparina, peptideos natriuréticos,
aumento do fluxo sanguineo entre outros (revisto por Mayes, 2003; Wanecek, 2000; Motte et

al., 2006).

Hiicleo

Enzima
CONVErsora
enzima

/ de endotelina
semelhante . | .

| afurina : g

Célula endotelial ET

Figura 1.2 — Esquema representativo da biossintese e dos fatores que modulam a expressao
génica da ET-1 em células endoteliais. IL, interleucina; TGF-b, fator transformador de
crescimento 3; LDL, lipoproteina de baixa densidade. Adaptado de Attina et al. (2005).

A presenca destes peptideos ja foi demonstrada em diversos sistemas, incluindo:
respiratério, cardiovascular, gastrointestinal, endécrino, urogenital e sistema nervoso central;
bem como nos rins (revisto por Rubanyi et al., 1994). Alguns estudos apontam para a funcéo
e a expressao tecidual especifica entre as diferentes isoformas, sendo a ET-1 o peptideo

majoritariamente produzido pelo endotélio vascular enquanto que a ET-2 seria encontrada



principalmente no intestino, enquanto a ET-3 seria encontrada principalmente no pulméo, no

sistema nervoso central e no intestino (revisto por Wanecek et al., 2000).

1.1.6 - Isoformas de endotelina

1.1.6.1 - Endotelina-1 (ET-1)

A ET-1 é a isoforma predominante e de maior significancia encontrada no plasma e
nos tecidos em seres humanos, com importante acdo sobre o sistema cardiovascular, sendo
inclusive considerada como um dos mais potentes peptideos vasoconstritores ja descoberto. A
liberagdo da ET-1 pode se dar de duas maneiras distintas. constitutivamente, quando a
liberacéo do peptideo ocorre continuamente a partir de células endoteliais vasculares (levando
a constricdo intensa da musculatura lisa subjacente mantendo assim o ténus vascular) au de
forma induzida, na qual o peptideo € liberado de granulos especificos das células endoteliais
(corplsculos de Weibel-Palade) em resposta a estimulos externos, levando a uma
vasoconstricao ainda maior (revisto por Davenport & Maguire, 2006).

Em humanos, a ET-1 geramente apresenta uma baixa concentracdo plasmética (1
fmol/mL) e uma meiavida plasmatica entre 1 a 2 minutos. A remoc¢édo da ET-1 da circulagéo
€ bastante rgpida e a circulacdo pulmonar € em grande parte a maior responsavel por esse
fendbmeno. Apds uma Unica passagem pelo pulméo, aproximadamente 50 % da ET-1 €
retirada da circulacdo, um processo mediado pelo receptor B da endotelina (revisto por Motte
et al., 2006). Os rins e o figado também parecem participar deste processo, mas em menor
escala. Dessa forma, sob condi¢cdes normais, a ET-1 ndo atua como um horménio endécrino
circulante, mas como um horménio local com acfes paracrinas e/ou autdcrinas se ligando aos
Seus receptores presentes na membrana plasmética das células-alvo (revisto por Wanecek et
al., 2000).

A principa fonte in vivo de ET-1 sdo as células endotéliais, no entanto, a sintese de
ET-1 ndo estd limitada somente ao endotélio. Hoje em dia j& se sabe que diversos tipos
celulares sdo capazes de produzir ET-1, incluindo: macréfagos, mastécitos, células de Kupffer
(revisto por Wanecek et al., 2000), leucécitos polimorfonucleares, fibroblastos (revisto por
Mayes, 2003), sinoviécitos humanos (Y oshida et al., 1998) e condrécitos articulares (Khatib
et al., 1997).



1.1.6.2 - Endotelina-2 (ET-2)

Embora a ET-2 sgja um vasoconstritor td0 potente quanto a ET-1, este peptideo tem
sido muito pouco estudado. A alteracdo em 2 aminoacidos na estrutura deste peptideo, em
comparacdo a ET-1, tem pouca ou nenhuma influéncia sobre a afinidade de ligacdo aos seus
receptores. De modo interessante, tanto 0 RNAmM quanto a prépria ET-2 ja foram detectados
no sistema cardiovascular humano. Além disso, o precursor da ET-2 (big ET-2) e 0 RNA
mensageiro para ET-2 ja foram detectados no citoplasma de células endoteliais, 0 que sugere
gue a ET-2 também pode ser liberada localmente pelas células endoteliais e contribuir para a
manutencdo do tbnus vascular. Apoiando esta hipdtese, niveis plasmaticos de big ET-2 sdo
maiores do que big ET-1 em individuos saudaveis. Em humanos sadios, os niveis plasmaticos
de ET-2 estdo proximos a 1 pmol/L (revisto por Davenport & Maguire, 2006). Até o momento
nao se sabe precisamente qual o papel fisioldgico ou patofisiolégico desta isoforma em seres

humanos.

1.1.6.3 - Endotelina-3 (ET-3)

E sabido que células endoteliais ndo sintetizam ET-3, mas em contrapartida o peptideo
maduro e a big ET-3 sd0 encontrados no plasma e em outros tecidos, incluindo: coragéo,
cérebro (revisto por Davenport & Maguire, 2006), pulmao e intestino (revisto por Wanecek et
al., 2000). A sintese deste peptideo jafoi demonstrada em células neuronais, células epiteliais
tubulares dos rins e células epiteliais intestinais (revisto por Kedzierski & Y anagisawa, 2001)

A ET-3 é a unica isoforma enddgena capaz de se ligar com afinidade distinta aos dois
receptores de endotelina. A ET-3 possui a mesma afinidade de ligac&o pelo receptor ETg do
gue a ET-1, mas possui baixa afinidade de ligacéo pelo receptor ETa (revisto por Davenport
& Maguire, 2006).

1.1.7 - Sarafotoxinas

Os Unicos peptideos com alto grau de similaridade em sua seqiiéncia as endotelinas
s80 as sarafotoxinas (Figura 1.3), uma familia de 4 peptideos compostos por 21 aminoacidos
cada (S6a, Sob, S6¢ e S6d) e que foi descoberta a partir do veneno da cobra Atractaspis
engaddensis. Em humanos, os sintomas do envenenamento incluem um rapido aumento na
pressdo arterial devido a vasoconstricdo sistémica, com alteragbes no ecocardiograma
consistente com a vasoconstri¢do coronaria ou acdes ionotropicas diretas sobre o coracéo. A
garafotoxina S6¢c é utilizada como um agonista seletivo do receptor ETg (revisto por
Davenport & Maguire, 2006).



Endotelina-1

Figura 1.3 — Sequéncia de residuos de aminoacidos da ET-1 e da sarafotoxina S6c. As
ligacOes de pontes dissulfeto entre os residuos de cisteina estdo representadas na figura
Adaptado de Johnstrom et al. (2002).

1.2 - Receptores de endotelina

As endotelinas exercem seus efeitos através da ligacdo a dois receptores de superficie
presentes na membrana plasmética, isolados e clonados a partir de tecidos de mamiferos,
denominados ETa (Ara et al., 1990) e ETg (Sakurai et al., 1990). Ambos pertencem a classe
1 (familia A ou semelhante a rodopsina), a mais numerosa da familia de receptores que
apresentam sete dominios transmembranares acoplados a proteinas G, possuem entre 45 a 50
kDa e sdo codificados por genes distintos localizados nos cromossomos 4 e 13,
respectivamente. Além disso, ambos receptores compartilham 60 % da identidade de
aminoacidos entre s e cada tipo € atamente conservado entre diferentes espécies de
mamiferos (85-90 %) (revisto por Motte et al., 2006).

Cada receptor consiste de um longo dominio amino-terminal extracelular, e apds os
sete dominios transmembranares, apresenta uma extremidade carboxi-terminal intracelular. A
cauda Gtermina e a terceira alca citoplasmatica apresentam diversos residuos possiveis de
sofrer fosforilacdo (revisto por Motte et al., 2006). Existem ainda, dois sub-dominios distintos
de interagbes com ligantes em cada receptor de endotelina. As alcas extracelulares,
particularmente entre os dominios transmembranares 4 a 6, € que determinam a seletividade
de interacdo aos ligantes (revisto por Davenport & Maguire, 2006). Enquanto o receptor ETg

possui igual afinidade de ligacdo pelas trés isoformas de endoteling, o receptor ETa é mais
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seletivo para ET-1 e ET-2. Em humanos, ja foi descrito que a afinidade de ligacdo é 1000
vezes maior do receptor ETa para ET-1 do que para ET-3 (revisto por Mayes, 2003).

A regulacdo da sintese de receptores de endotelina (ETa e ETg) € semelhante a
regulacdo da propria endotelina. Dentre os fatores que induzem a expressdo dos receptores
ETa em aguns tecidos podemos citar: a hipdxia, AMPc, EGF e bFGF. Outros fatores como
endotelinas, PDGF e TGF-3 sd0 responsaveis pela reducdo da expressdo deste tipo de
receptor. Em contrapartida, os fatores que levam ao aumento da expressdo do receptor ETg
destacamse 0 ATH e 0 bFGF, enquanto as catecolaminas e 0 AMPc sdo responsaveis pela
reducdo da expressdo destes receptores (revisto por Rubanyi et al., 1994).

As membranas celulares podem conter um ou ambos 0s subtipos de receptores, com
padrbes especificos de expressdo em tecidos e entre espécies. Até 0 momento, 0s receptores
de endotelina j& foram encontrados em diversos tecidos, incluindo: pulmdes, coracdo, rins,
intestino, glandula adrenal, olhos e cérebro. A densidade dos sitios de ligacdo é
particularmente alta nos pulmdes e no coragdo (revisto por Motte et al., 2006).

Tem sido descrito que os dois receptores de endotelina podem produzir efeitos
digtintos ou até mesmo antagbnicos. Por exemplo, em vasos sanguineos sistémicos e
pulmonares os receptores ETa sdo principalmente encontrados sobre células musculares lisas
vasculares (VSMC; vascular smooth muscle cells) enguanto os receptores ETg estéo
expressos tanto em VSMC quanto em células endoteliais. Ambos receptores de endotelina
expressos sobre as VSMC medeiam vasoconstricéo e proliferacdo celular. Em contrapartida,
0s receptores ETg expressos em células endoteliais sdo responsaveis pela ativagdo da
liberacdo de fatores vasodilatadores e anti-proliferativos derivados do endotélio (prostaciclina
ou Oxido nitrico) (revisto por Motte et al., 2006). Dessa forma, o perfil de expressdo dos
receptores de endotelina pode ser distinto entre diferentes tipos celulares assim como o efeito
resultante desencadeado apos ligagdo ao receptor. De modo geral, em individuos sadios, as
acoes das endotelinas resultam de um balanco entre os efeitos mediados pelos receptores ETa
e ETs que levam a uma complexa modulacdo do ténus vascular, diferenciacdo tecidua e
proliferacéo celular.

No entanto, o receptor ETg apresenta diversas propriedades singulares, as quais ndo
sdo compartilhadas com os receptores ETp ou outros membros pertencentes a familia dos
receptores associados a proteina G. Por exemplo, os receptores ETg se ligam a ET-1, seu
ligante, de forma quase irreversivel (Waggoner et al., 1992), e o complexo ligante-receptor €
téo estavel que resiste a lavagens com &cidos e SDS 2 % (Akiyamaet al., 1992). Em células

vivas, 0 complexo internalizado receptor ETg-ET-1 permanece estavel por mais de 2 horas e,
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de formainteressante, jafoi demonstrado que o complexo ligante-receptor é transportado para
vesiculas tardias de transporte endossomal/lisossomal dentro de apenas 30 minutos. A forte
ligagdo da ET-1 ao receptor ETg parece permanecer conservada durante a evolugdo, uma vez
gue esse fendmeno ja foi observado em outras espécies como cachorro, camundongo, bezerro
e cobaia (Takasuka et d., 1994). Também ja foi demonstrado que o receptor ETg esta
envolvido na regulacéo dos niveis plasmaticos circulantes de ET-1, isto porque o bloqueio
deste receptor induz o aumento significativo nos niveis plasméticos de ET-1. Dessa forma, a
forte ligacdo a ET-1 e o conseglente transporte do complexo receptor-ligante as vesiculas
lisossomais pode constituir a base molecular para a remocéo eficiente da ET-1 da circulacéo.

Um terceiro receptor de endotelina, denominado ETc, ja foi clonado e caracterizado
apenas em répteis e anfibios (Karne et al., 1993), mas ndo em humanos, e é especifica para
ET-3.

1.3 - Antagonistas dos receptores de endotelina

Evidéncias experimentais sugerem que, em estados patologicos, a expressdo dos
receptores e da prépria endotelina encontram-se diferencialmente regulados sugerindo um
envolvimento destas proteinas na patologia de diversas doencas. Assim, os antagonistas dos
receptores de endotelina surgiram como ferramentas para elucidagdo do papel destes
peptideos, bem como a participacdo especifica de cada receptor, durante processos
fisiol 6gicos e fisiopatol 6gicos.

Os antagonistas de receptores de endotelina sdo classificados de acordo com a
seletividade ao subtipo de receptor de endotelina a0 qual se ligam, desse modo séo
classificados como: antagonista seletivo para o receptor ETa, seletivo para o receptor ETg ou
antagonista dua (ETams), que possui afinidade de ligagdo similar aos dois subtipos de

receptores.

1.3.1.1 - Antagonistas do receptor ETa
Dentre os antagonistas do receptor ETa da endotelina, o antagonista peptidico mais
seletivo (4 a 5 ordens de magnitude de poténcia) € o pentapeptideo ciclico BQ123 (lhara et
al., 1992). Além disso, 0 andlogo do tetrapeptideo linear FR139317 se liga com afinidade sub-
nanomolar ao receptor ETa e possui uma seletividade aproximada de 10.000 vezes para esse
subtipo em tecidos humanos e animais (revisto por Davenport & Maguire, 2006). No entanto,

devido a sua estrutura protéica, seu potencial uso na clinica se torna bastante limitado, por
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estarem sujeitos a hidrélise e subseqguiente inativagcdo por peptidases encontradas tanto na
circulagdo sistémica quanto no trato gastrointestinal .

De importancia clinica, um grande nimero de antagonistas do receptor ETa ndo-
peptidicos vem sendo desenvolvidos e alguns ja se encontram em fase de estudo clinico em
seres humanos, apresentando boa biodisponibilidade oral enguanto alguns sdo capazes de
atravessar a barreira hemato-encefélica (revisto por Motte et al., 2006). De maneira geral, a
maioria dos antagonistas ndo-peptidicos sdo mais potentes, com valores de pA, maiores que
10 em comparacdo ao pA, 7 do peptideo BQ123, no entanto sGo menos seletivos para o
receptor ETa versus ETg (Tabela 1.1). Até o momento, nenhum agonista seletivo do receptor

ETa com poténcia comparédvel A ET-1 foi descoberto.

Beceptor ET,

Informacgdo estrutural FTh
Humano, 427 aa
Fato, 426 aa

Camundongo, 427 aa

Agonistas seletivos nenhum
Foténcia dos agonistas ET-1 =ET-2 » S6h > ET-3
Foténcia dos antagonistas BO123 (B8-7.4)

FR139317 (7,3-7.9)
FPD15B707 (5-8,7)1 [CN020]
SB234551 ()

L754142 (7,7-8,7)
BMS182874 (B,2)
AT27722(9-10,0) [Atrasentan]
TEC11251 (8] [Sitaxsentan]
LUT27043 (7.3)

LN 35252 [Dansentan]

Tabela 1.1 — Propriedades dos receptores ETa, agonistas e antagonistas. Os antagonistas em
fase clinica de desenvolvimento estédo com seus nomes comerciais escritos entre colchetes. Os
valores conhecidos da poténcia dos antagonistas (pA2) estéo representados na tabela pelos
valores entre parénteses. Adaptado de Davenport & Maguire (2006).
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1.3.1.2 - Antagonistas do receptor ETg

O desenvolvimento de ferramentas farmacol 6gicas para o estudo do papel especifico
do receptor ETg tem recebido menor atencdo dos pesquisadores durante Ultima década.
Em comparacdo a quantidade de antagonistas de receptor ETa disponivels, existe apenas um
numero reduzido de antagonistas peptidicos, como o BQ788 (Ishikawa et al., 1994), e ndo-
peptidicos do receptor ETg. Além disso, os antagonistas do receptor ETg apresentam menor
poténcia e menor seletividade (1 a 2 ordens de magnitude) de ligac&o para o receptor ETg em
comparacdo a ata poténcia e seletividade dos antagonistas do receptor ETa (Tabela 1.2).
Assim, pouca importancia clinica tem sido associada a este receptor (revisto por Motte et al.,
2006).

Os receptores ETg possuem o agonista seletivo, a sarafotoxina S6¢, que é amplamente
utilizado e possui uma seletividade de mais de 200.000 vezes em tecidos de rato, mas € muito
menos seletivo em tecidos humanos, refletindo as diferencas dos receptores entre as espécies

(revisto por Davenport & Maguire, 2006).

Receptor ETg

Informacéo estrutural TThA
Humano, 442 aa
RFato, 441 aa

Camundongo, 442 aa

Agonistas selstivos [&la!3 119 ET-1
ECQ3020
IRL1B20
SB6c
Foténcia dos agonistas ET-1=ET-2=ET-3 = SEb
Foténcia dos antagonistas IRLZ500 (7,8
REST011 (EB)
EQ7S5 (B.9)
Fod4E3443 (8,1)
AT82621(8,1)

Tabela 1.2 — Propriedades dos receptores ETg, agonistas e antagonistas. A poténcia dos
antagonistas (pAz) esta representada na tabela pelos valores entre parénteses. Adaptado de
Davenport & Maguire (2006).
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1.4 - Endotelinas na inflamacéo

A maioria dos estudos sobre a funcéo e expressdo das ETs tém sido associados a
capacidade inerente destes peptideos em promover vasoconstricdo e regulacéo do tonus
vascular mediados através dos seus receptores celulares de superficie presentes nas células
vasculares do musculo liso. No entanto, da sua descoberta até os dias de hoje, estudos
demonstraram que as ETs podem ser produzidas por uma grande quantidade de tecidos e tipos
celulares tanto sob condicdes fisiol 6gicas quanto fisiopatol dgicas. Nivels aumentados de ET-1
jd foram descritos em diversas condigbes patologicas e, somado as suas propriedades
vasoconstritoras, a ET-1 pode contribuir para a exacerbacdo do processo inflamat6rio por
modular a expressdo de moléculas de adesdo de células endoteliais, promover o recrutamento
de outros tipos celulares (quimiotaxia), aém de modular a imunidade celular (revisto por
Kedzierski & Y anagisawa, 2001).

Dentre as patologias associadas a0 aumento dos niveis de expressdo de endotelinas,
destacam-se: asma brénquica, hipertensdo arterial pulmonar, faléncia renal, aterosclerose e
sepse. E sabido que as endotelinas desempenham um importante papel como mediadores pro-
inflamatorios (Figura 1.4) capazes de regular diferentes funcfes leucocitérias. Associado a
isto, atos niveis de producdo destes peptideos podem estar diretamente associados ao
agravamento do quadro clinico de doencas inflamatorias. Tem sido descrito que a ET-1 induz
0 aumento da ativagdo (Halim et al., 1995; Toffoli et al., 2007) e adesdo de neutrofilos ao
endotélio (Zouki et al., 1999) além de atuar como estimulo quimiotético para mondcitos e
macrofagos. Nestes Ultimos, a ET-1 induz a liberacdo do anion superéxido e a producéo de
diversos mediadores inflamatérios, como: TNF-a, IL-1, IL-8, MCP-1 e PGE; (revisto por Rae
& Henriques, 1998). Aliado aos efeitos pré-inflamatorios sobre leucdcitos, a ET-1 também
atua induzindo a expressao de moléculas de adesdo em células endoteliais, células sinoviais
semelhantes a fibroblastos (Schwarting et al., 1996) e neutréfilos (FernandezPatron et al.,
2001), e ainda parece estar associada a inducéo de extravasamento protéico (Filep et al.,
1993).

14



Monodcitos/Macréfagos Mastocitos

Secrecdo de:

TNF-? i i
IL-1 Histamina
IL-6

IL-8 2
GM-CSF

Producéao de !
Superoéxido @
©

@ S | TC,
Quimiotaxia < )

Desgranulagéo

ETs
Agregacao @ Secregéo de:
@ @ @ ® Extravazamento

Adeséo o TNE2 NO Plasmatlco
@ IL-1  PGI2

Producao de @
Superoxido @ @ IL-6 PGE: Vﬁ

Quimiotaxia

Secrecdode: Angiogénese

PAF Expressao de Moléculas

Elastase de Adeséo
Neutrofilos Células Endoteliais

Figura 1.4 — Diagrama resumindo os principais efeitos pré-inflamatorios das ETs. Adaptado
de Rae & Henriques (1998).

Além das doengas inflamatdrias, a associacdo entre o aumento da expressdo de ET ea
patogénese de doencas reuméticas também ja foi observada e esté intimamente associada ao
papel mitogénico, fibrético e pré-inflamatério exercido pelas endotelinas (revisto por Mayes,
2003). J4 foi descrito que as endotelinas estdo envolvidas na proliferacdo celular de
fibroblastos, células do musculo liso e midcitos e exercem também sua atividade mitogénica
através da potenciacdo dos efeitos de fatores de crescimento (revisto por Mayes, 2003).
Ademais, as endotelinas estdo intimamente associadas a atividade pro-fibrética (Xu et al.,
1998), uma vez que sdo capazes de induzir a producdo e a liberagcdo de fibronectina por
células epiteliais, estimular a quimiotaxia de fibroblastos assim como nduzir o aumento na
producéo de coldgeno por este tipo celular. Aliado a isso, as ETs tém estreita relagdo com
diversas doencas reuméticas por estar associada a dor e a hiperalgesia, tanto em animais

guanto em seres humanos. Estudos envolvendo voluntarios humanos relataram que a injecéo
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intra-dérmica de ET-1 induziu dor (ardéncia) e alodinia (Ferreira et al., 1989). Em roedores,
este peptideo foi capaz de induzir contorgdes abdominais (via receptores ETa e ETg) quando
adminstrado intra-peritonealmente, enquanto que a injegdo na pata traseira de camundongos
induziu a nocicepcdo bem como a hiperalgesia a estimulos quimicos e térmicos (Raffa et al.,
1996; Piovezan et al., 2000; Menendez et al., 2003, Baamonde &t al., 2004).

Dentre as doencas reumdticas, a artrite reumatéide (AR) figura entre as principais
doencas articulares inflamatérias, e mais recentemente, niveis elevados de ET-1 foram
encontrados em amostras de soro (Kuryliszyn-Moskal et al., 2006; Haqg et al., 1999) e liquido
sinovia (Vaudo et al., 2004; Nahir et al., 1991) de pacientes com AR. De forma interessante,
pacientes com AR com manifestacdes sistémicas da doenca apresentaram elevadas
concentragbes sorologicas de ET-1 quando comparados a pacientes que ainda ndo
apresentaram sintomas sistémicos da doenca (Kuryliszyn-Moskal et al., 2006), refor¢cando o
envolvimento destes peptideos na patogénese da doenca. Em paralelo, dados experimentais
demonstraram 0 aumento nos niveis de ET-1 nos tecidos periarticulares apds a inducéo do

modelo de artrite induzida por antigeno em ratos (Andersson et al., 1999).

1.45.1 - Artrite Reumat6ide

A artrite reumatéide (AR) é uma doenca autoimune caracterizada por um processo
inflamatdrio crénico da membrana sinovial que leva a destruicdo articular progressiva. A
membrana sinovial, a parte mais interna da capsula articular, € normalmente composta de fina
(1-3) camada(s) de células. Ela faz a conexd@o entre dois 0ssos e se insere na regido do
peribsteo, préximo a cartilagem articular. O local de insercdo, a intersecdo entre a cartilagem
articular, peridsteo e membrana sinovial é chamado de zona de juncdo. Na AR, a membrana
sinovia é transformada em um tecido inflamatério hipertréfico, em consequéncia do influxo
de céulas inflamatorias, incluindo: mondcitos, cdlulas T e B oriundas da circulagdo sanguinea
e células sinoviais residentes hiperplasicas (revisto por JmenezBoj, et al., 2005).

Uma importante caracteristica do tecido inflamatério sinovial € a sua capacidade de
invadir estruturas adjacentes, como cartilagem e 0sso. Esse tecido sinovial invasivo, composto
majoritariamente por macréfagos e células sinoviais semel hantes a fibroblastos, é chamado de
“pannus”. A formagdo do pannus sinovial é causada por diferentes processos, dentre eles. a
proliferacdo de células sinoviais semelhantes a fibroblastos e sinovidcitos, angiogénese,
acumulo de macrofagos, linfécitos e migragdo de células polimorfonucleares para o tecido
sinovia (revisto por Dayer, 2003). Além disso, as interacfes célula-célula entre sinovidcitos,
linfécitos e mondcitos leva a producdo de diversos mediadores inflamatérios e a producéo de

grandes quantidades de colagenase.
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Citocinas pro-inflamatérias como o TNF-a e IL-1 desempenham um papel relevante
na inflamagdo articular atuando sobre células endoteliais, sinovidcitos e condrocitos
induzindo a producdo de colagenase, citocinas (ex.:IL-6), quimiocinas (ex.:IL-8) e diversos
prostandides (ex.:PGE,) (Figura 1.5) (revisto por Dayer, 2003). Atualmente acredita-se que
exista uma complexa rede interdependente de citocinas, nas quais 0 TNF-a e alL-1, sdo
capazes de mediar 0s principais processos patofisiologicos que culminam na inflamagéo e
destruicdo articular durante a AR. Esta hip6tese inicia culminou no desenvolvimento de
novas estratégias terapéuticas que visaram 0 bloqueio dos efeitos produzidos por estas
citocinas (ex: desenvolvimento de receptores sollveis, anticorpos monoclonais), e que
inicialmente foram testadas em diferentes modelos experimentais de artrite e hd algum tempo

vem sendo utilizado com bastante sucesso na terapéutica de pacientes humanos.
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Figura 1.5 — Desenho esquemético da articulacdo fémuro-tibia e a agdo das citocinas pro-
inflamatérias TNF-a e | L-1(3 sobre seus constituintes celulares. TNF-a e | L- 113 sdo produzidos
por células do pannus sinovia e atuam sinergicamente na articulagéo reumatica aumentando a
producdo de outros mediadores inflamatorios, como IL-6, IL-8 e PGE,. Além disso, induzem
a expressdo de moléculas de adesdo no endotélio das vénulas endoteliais atas permitindo o
acumulo de células inflamatdrias no interior do espago sinovial. Somado aisso, TNF-aeIL-
1R ativam osteoclastos e estimulam os condrdcitos a produzirem colagenase. Adaptado de

Dayer (2003).
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1.4.5.2 - Model os experimentais de inflamac&o articular

Atualmente a utilizacdo de modelos animais experimentais tem sido de grande valia,
funcionando como ferramentas indispensaveis para a compreensdo dos mecanismos
envolvidos na patogénese de diversos processos fisiopatol gicos, bem como para o estudo
farmacol 6gico de novos avos terapéuticos.

No caso especifico da AR, atualmente existem diversos modelos experimentais, cada
qual com suas peculiaridades. Modelos experimentais de AR n&o autoimunes tém sido
utilizados com o objetivo de caracterizar o processo inflamatério associado as articulacoes,
incluindo a formagdo de edema articular, migracdo de leucdcitos (Penido et al., 2006),
incapacitacdo articular (da Rocha et al., 2004), dentre outros. A maioria dos modelos de
artrite experimental utiliza formas indiretas de monitoramento e avaliagdo global da
severidade da artrite, lancando méo de indices ou scores histopatol 6gicos caracterizados por
observadores humanos. Nestes ensaios, aém das diferencas entre observadores, o edema
articular ou o influxo celular para a membrana sinovial sdo decorrentes de um processo maior
a0 qua o animal foi submetido (i.e. decorrente do processo de imunizag&o), ndo apenas de
uma resposta inflamatoria articular especifica. Neste estudo, nos utilizamos o0 modelo de
artrite induzida por zimosan, gue é caracterizado por uma reacdo inflamatéria articular restrita
a articulacdo estimulada com zimosan (monoartrite). As particulas de zimosan atuam como
ativadores locais da via aternativa do complemento, disparando a ativacéo local do sistema
imune inato, levando a secrecdo de enzimas lisossomais no interior da cavidade sinovial. Ao
ser fagocitado preferencialmente por mondcitos e macréfagos, ligando-se aos receptores
TLR2 (do inglés, toll-like receptor 2), o zimosan leva, dentre outros. a ativagdo celular,
liberac8o de hidrolases lisossomais, espécies reativas de oxigénio e producéo de citocinas
(ex.:TNF-a). Em consequiéncia disso, a injecdo de zimosan na articulacdo produz um quadro
de sinovite erosiva grave, que durante a fase aguda é caracterizado por um aumento
significativo da permeabilidade vascular e do influxo celular, predominantemente neutrofilos,
para a cavidade estimulada (da Rocha et al., 2004; Penido et al., 2006). Posteriormente, em
fases muais tardias, ocorre uma sinovite progressiva caracterizada pelo acimulo predominante
de céulas mononucleares e intensa proliferacdo de fibroblastos (Rocha et al., 1999)
assemelhando-se a0  pannus reumatdide caracteristico do quadro degenerativo de sinovite
crénica reumatdide de pacientes com AR (Gegout et al., 1994, Ledodn et al., 2007).

Diversos modelos experimentais murinos mais complexos nos quais a resposta das
células T, em decorréncia do processo de imunizacdo experimental, resulta no

desenvolvimento da sinovite reumatéide ja foram desenvolvidos e tém sido amplamente
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utilizados. Dentre eles destacam se 0 modelo de artrite induzida por antigeno, que consiste em
uma resposta imune adaptativa mediada por células T contra antigenos de micobactéria
altamente imunogénicos, e o modelo de artrite induzida por colédgeno, no qual a imunizagédo
com colageno do tipo Il induz a poliartrite. Mais recentemente, alguns model 0s experimentais
utilizam cepas de camundongos geneticamente modificados, tomando como exemplo o
camundongo SKG (Sakaguchi et al., 2003), que é capaz de desenvolver um quadro de
poliartrite espontanea.

A artrite induzida por zimosan muito embora seja um modelo experimental animal que
possui diversas similaridades com a AR em humanos, apresenta uma menor dependéncia da
resposta imune mediada por linfocitos, especialmente quando comparado a artrite induzida
por colageno ou por antigeno. Entretanto, ja foi previamente demonstrado que a producéo de
TNF-a, IL-13 bem como o influxo de neutréfilos, mondcitosmacréfagos sdo indispensaveis,
assim como na AR, na patogénese da inflamacéo articular induzida por zimosan (Van de L oo,
1998; Pettipher & Salt, 1996). Neste estudo nos utilizamos 0 modelo de artrite induzida por
zimosan como ferramenta para estudar o efeito do bloqueio farmacol6gico dos receptores de
endotelina sobre o influxo celular e a formagdo de edema articular induzida por este modelo
murino.

Assim sendo, neste estudo nés pretendemos comprovar a hipétese de que as

endotelinas enddgenas participam diretamente da resposta inflamatéria articular.
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2—OBJETIVO



2.1— Geral

Avaliar a participacdo das endotelinas enddgenas no desenvolvimento da resposta

inflamat6ria articular aguda no modelo murino de artrite experimental induzida por zimosan.

2.1.1 — Especificos

a. Estudar o efeito agudo da injecdo de ET-1 e sarafotoxina S6¢ na cavidade articular,
avaliando: 1) formacdo de edema; 2) acimulo de leucdcitos totais, de neutrofilos e
células mononucleares.

b. Avaliar os efeitos produzidos pelo bloqueio farmacoldgico dos receptores de endotelina
(ETa ou ETg) no modelo de artrite induzida por zimosan sobre diferentes parametros da
resposta inflamat6ria articular aguda, incluindo: 1) formacéo de edema; 2) acimulo de
leucdcitos totais, de neutrofilos e células mononucleares, recolhidos do lavado articular
ou retidos no tecido da articulagdo fémuro-tibial; 3) producdo de mediadores
inflamatorios (citocinas/quimiocinas).

c. Avadliar a expressdo dos receptores de endotelina no tecido sinovial apds a induzédo da

resposta inflamatoria articular aguda induzida por zimosan.
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3—MATERIAL EMETODOS



3.1— Animais

Neste estudo foram utilizados camundongos machos da linhagem isogénica C57BL/6,
com peso médio variando entre 20 — 25 g, oriundos do Centro de Criagdo de Animais de
Laboratério (CECAL-FIOCRUZ), Rio de Janeiro, RJ, Brasil.

Os camundongos foram mantidos no biotério experimental do laboratério de
Farmacologia Aplicada (Farmanguinhos/FIOCRUZ) com temperatura controlada de 23°C +
2°C e ciclo claro-escuro constante (periodo claro de 7 as 19 horas) e livre acesso a agua e
racéo para roedores.

Os experimentos envolvendo animais foram conduzidos de acordo com as normas
éticas internacionais, sendo o projeto devidamente aprovado no Comité de Etica em Uso de

Animais (CEUA) da Fundacdo Oswaldo Cruz sob o licenca nimero 0050/00.

3.2 — Tratamentos

Os antagonistas seletivos dos receptores ETa (BQ123) ou ETg (BQ788) da endotelina
(ET) foram diluidos em PBS e injetados intra-articularmente (i.a) em doses variando entre
0,15 a 150 pmol/cav, em um volume final de 25 pL por joelho, 5 minutos antes da indugdo da
artrite por zimosan (500 pg/cav; i.a). Os animais do grupo controle receberam 0 mesmo

volume de salina estéril (i.a.).

3.3—Inducéo da Artrite por Zimosan

A artrite experimental foi induzida através da injecéo i.a. de zimosan (500 pg/cav em
25 pL de sdina estéril), através do ligamento suprapatelar da articulagdo fémuro-tibial do
camundongo, visando acessar o interior da cavidade articular. Como controle, os animais do

grupo controle receberam 0 mesmo volume i.a. de salina estéril.
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3.4 — Agonistas dos receptores de endotelina

Neste estudo nos injetamos i.a. ET-1 (1-30 pmol/cav) e o agonista seletivo do receptor
ETg da endoteling, a sarafotoxina Séc (0,1-30 pmol/cav), diluidos em PBS, em um volume
final de 25 pL por animal. Os respectivos animais do grupo controle receberam 0 mesmo
volume de salina estéril (25 pL/cav; i.a).

3.5— Avaliacdo do edema articular

A avaliagdo da formacdo de edema articular foi determinada através da medida do
didmetro transverso da articulagdo fémuro-tibial, com o auxilio de um paquimetro digital
(Digimatic Caliper, Mitutoyo Corporation, Japdo), antes e depois do estimulo i.a Os
resultados foram expressos como a diferenca (?) do didmetro transverso da articulagéo

fémuro-tibial aferido apos a injegdo i.a. subtraido do valor aferido antes do estimulo, e foram

expressos em milimetros (mm).

3.6 — Contagem total e diferencial das células recdhidasdo lavado articular

ApoOs a eutanasia dos animais, por excesso de inalacéo de CO,, a cavidade articular do
joelho dos camundongos foi lavada com auxilio de uma seringa acoplada a uma agulha de
21G contendo 300 pL de uma solugéo de PBS/heparina (10 Ul/mL). A agulhafoi introduzida
através do ligamento suprapatelar do joelho do camundongo, permitindo o acesso, a lavagem
e aaspiracdo do liguido presente no interior da cavidade articular.

A contagem total de leucécitos do lavado articular foi efetuada em camara de
Neubauer, sob microscopio optico, apos diluicdo em liquido de Turk (&cido acético 2 %). A
contagem diferencial de células mononucleares e neutréfilos foi realizada sob objetiva de
imersdo em citoesfregacos (450 rpm, 5 minutos) (Cytospin 3, Shardon Inc., EUA), ap0s serem
fixados e corados pelo méodo de May Grinwald-Giemsa. De acordo com este método, as
I[&minas ficam imersas em May Grinwald por 3 minutos, para fixacéo e coloragdo de granulos
celulares, 2 minutos em &gua para retirada do excesso ce corante e 15 minutos em Giemsa,

para corar 0 nlcleo. As contagens foram realizadas de acordo com o nimero de células por
cavidade.
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3.7—Histologia

A articulacgo fémuro-tibia de camundongos C57BL/6, 6 e 24 h apbs o estimulo i.a.
com zimosan (500 pg/cav), foi removida, dissecada e fixada por 12 h em paraformaldeido 4
% (v/v). Logo apos, a articulacdo foi descalcificada em solucdo tampédo fosfato (0,1 M) /
EDTA 10 % durante 14 dias, com trocas de tampéo diarias, sendo posteriormente processada
para histologia convencional, sofrendo inclusdo em parafina e clivagem em micr6tomo
(Leica, Alemanha). Os blocos contendo as pegas foram seccionados numa espessurade 5 ?m
e colocados em uma lamina de vidro para posterior coloracgo pela técnica de hematoxilina e
eosina. Resumidamente, as laminas foram submetidas a desidratacdo em solucdes
hidroal codlicas de concentragdes crescentes, clarificacdo em xilol e, em seguida, coloracéo
com hematoxilina e eosina. As laminas foram montadas com laminulas de vidro em meio

proprio e analisadas ao microscopio optico.

3.8 — Preparacdo do extrato da articulagdo fémuro-tibial

O extrato da articulagdo fémuro-tibial foi realizado como previamente descrito por
Rosengren et al. (2003) e adaptado para uso em camundongos. Os camundongos foram
eutanasiados 6 e 24 h apos a injecdo i.a. de zimosan (500 pg/cav), ou salina estéril (25 pL/cav;
i.a), e quase a totalidade do tecido adjacente a articulagdo fémuro-tibial, incluindo tenddes,
0ss0 e tecido muscular, foram removidos resultando em um espécime triangular bem definido
e padronizado da articulagdo em estudo, como descrito por Van Meurs et al. (1997). Apos a
remocdo e dissecacdo do espécime, o tecido foi imediatamente congelado em nitrogénio
liquido, durante 5 minutos, sendo em seguida pulverizado com um martelo. O tecido
pulverizado foi homogeneizado manualmente com auxilio de um pistilo de teflon em potter
de vidro (Kontes Glass Company, New Jersey, EUA) contendo 1 mL de solucdo gelada de
HBSS contendo 0,4 % de Triton-X e 0,2 % de inibidor completo de protease (Complete Mini,
Roche Applied Science, Indiandpolis, EUA), em uma proporc¢do indicada pelo fabricante de
50 pL deinibidor para 10 mg de tecido. O homogenato foi entdo centrifugado (5.000 g por 10
minutos a 4 ?C) e o sobrenadante filtrado (0,2 ?m, Millipore) e armazenado a -20 ?C aé o

momento do uso.
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3.9 - Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
Os niveis das citocinas TNF-? elL-1? e das quimiocinas CXCL1/IL-8, CCL2/MCP-1

e CXCL11/I-TAC presentes no sobrenadante dos extratos da articulacéo fémuro-tibial foram
avaliados pelo método ce ELISA sanduiche, utilizando pares de anticorpos especificos de
acordo com as instrugdes do fabricante R&D Systems (Quantikine, R&D Systems,
Minneapolis, EUA).

3.10 — I solamento da cdpsula articular do joelho de camundongos e preparo do extrato

celular total para Western Blotting

A capsula articular do joelho de camundongos C57BL/6 foi isolada de maneira
padronizada, como descrito por Van Meurs et al. (1997), com adaptacdes feitas por nos.
Resumidamente, a cdpsula sinovial, a patela (incluindo o ligamento patelar) e o tecido
sinovia adjacente foram isolados da articulagdo fémuro-tibial de camundongos C57BL/6, 6 e
24 hapbés o estimulo i.a. de zimosan (500 pg/cav) ou salina estéril (25 plL/cav; i.a), e
imediatamente congelado em nitrogénio liquido até o momento do uso. Em seguida, o tecido
foi homogeneizado manualmente com auxilio de um pistilo de teflon em potter de vidro
(Kontes Glass Company, Vinegland, NJ), durante 15 minutos, em tampé&o gelado de lise (20
mM HEPES, 350mM NaCl, 20 % (v/v) Glicerol, 1 % (v/v) NP-40, 1ImM MgCh, 0,5 mM
EDTA; 0,1 mM EGTA; 0,5 mM ditiotreitol) suplementado com 0,5 mM PMSF; 1mM
benzamidina, 1uM leupeptina e ImM inibidor de tripsina (Sigma). O extrato foi centrifugado
(10.000 g; 5 min a 4°C), o precipitado foi descartado enquanto o sobrenadante foi utilizado
para quantificacéo de proteinas pelo método de Bradford (1976).

3.11 —Western Blotting

ApOs 0 processamento do tecido e a quantificacéo de proteinas totais, 0 homogenato
do tecido foi desnaturado em tampé&o de amostra (50 mM Tris-HCI, pH 6,8; 1 % SDS; 5 % 13-
mercaptoetanol; 10 % glicerol; 0,001 % azul de bromofenol) e aguecido em banho-maria a 95
°C por 3 minutos. As amostras (40 g de proteina total/coluna) e o padréo de peso molecular
(Rainbow, Amersham Biosciences, Quebec, Canada) foram aplicadas e resolvidas em gel
descontinuo de poliacrilamida nas concentracdes de 7 % (gel de empilhamerto) e 10 % (gel

de separacdo) para corrida eletroforética (1 gel: 150 V; 25 mA) por 1 h. Em seguida, as
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proteinas foram eletroforeticamente transferidas (15 V; 328 mA) durante 1 h para uma
membrana de nitrocelulose (Hybond-C Pure, Amersham Pharmacia Biotech, S0 Francisco,
EUA). Logo apds, a membrana foi entdo blogueada durante 30 minutos com 0,5%Tween 20
em PBS contendo albumina sérica bovina a 2 %, e posteriormente incubadas por 12 h com
anticorpo policlonal primario especifico contra o receptor ETa ou ETg da endotelina (1:200,
Santa Cruz Biotechnology, California, EUA) ou actina (1:200, Santa Cruz Biotechnology,
Cdifornia, EUA). Apds trés lavagens com PBS/0,5%Tween20, as membranas foram
incubadas com anticorpo anti-lgG especificos conjugado a biotina (1:10000; Santa Cruz
Biotechnology, California, EUA) a temperatura ambiente sob agitacdo por 1 hora com
subsequente incubagdo com estreptavidina conjugada a peroxidase (1:10000; Invitrogen
Cdlifornia, EUA). As proteinas imunorreativas foram visualizadas utilizando a metodologia
de revelagdo por ECL (Super Signa West Pico Chemiluminescent Substrate — Pierce
Biotechnology) e em seguida as membranas foram expostas a um filme fotografico (Kodak).
As amostras foram corridas em duplicata, com a primeira coluna referente a marcagéo
desgjada, neste caso o receptor ETa ou ETg (54 KDa e 50 KDa respectivamente), e a outra
referente ap padréo interno. Neste caso, 0 padréo utilizado para extrato celular total foi a
actina (43 KDa). As bandas foram quantificadas por densitometria éptica, utilizando o
programa Image-Pro Plus (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, EUA). Os resultados estdo
expressos como o quociente dos valores de densidade Optica entre a expressdo do receptor de

endotelina (ETa ou ETg) e actina.

3.12 — Andlise Estatistica

Os resultados sdo apresentados como média + E.P.M., e foram avaliados
estatisticamente através da andlise de variancia (ANOVA) e do teste Newman K euls-Student,

considerando significante os valores de p ? 0,05.
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4 —-RESULTADOS



4.1 — Analise do efeito de diferentes doses de ET-1 sobre a formacdo de edema na

articulacéo fémuro-tibial de camundongos.

Haja vista que diversos relatos experimentais associam as endotelinas um importante
papel na inflamacdo, principalmente em certos estados patol 6gicos em que seus niveis estao
aumentados, dentre eles a AR, inicialmente avaliouse se a administracdo de ET-1 exdgena
per se era capaz de gerar efeitos pré-inflamatérios na cavidade articular. Dessa forma,
avaliamos o efeito da injecdo i.a. de ET-1 exdgena sobre a formagdo de edema articular
durante as seis primeiras horas apés a estimulacdo.

De acordo com a Figura 4.1, ainjegéo i.a. de ET-1 (10 e 30 pmol/cavidade) induziu, 6
h ap0s o estimulo, a formacdo de edema articular quando comparado ao grupo controle. Em
contrapartida, a menor dose de ET-1 (1 pmol/cavidade) utilizada neste estudo, n&o foi capaz

de, durante as seis primeiras horas, induzir aformagdo de edema articular.
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Figura 4.1 — Inducédo daformacéo de edema articular em camundongos C57BL/6 submetidos
ainjecdo i.a. com ET-1 (1, 10 e 30 pmol/cavidade; 25 pL). Os animais do grupo controle
receberam o mesmo volume i.a. de saina estéril. A formacdo de edema foi avaliada com o
auxilio de um paguimetro digital 1 e 6 h apds o estimulo i.a. com ET-1. Os valores foram
descritos como média + erro padréo da média (EPM) de um grupo de no minimo 10 animais.
As diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05) entre os gupos salina e ET-1 foram
representados por *.
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4.2 — Andlise do efeito de diferentes doses de ET-1 sobre o influxo de leucdcitos para a
cavidade articular de camundongos.

Apés avdiar o papel edematogénico da ET-1, avaliouse a capacidade da ET-1 de
induzir o acimulo de leucdcitos no lavado articular 6 h ap6s o estimulo. A injecdo i.a. de ET-
1 (1 e 10 pmol/cavidade) induziu, em 6 h, o acimulo significativo de leucdcitos totais para o
lavado articular. No entanto, e de forma inesperada, a maor dose utilizada (30
pmol/cavidade) ndo foi capaz de induzir o aumento no influxo de leucécitos totais para a
cavidade articular, quando comparado ao grupo controle (Figura 4.2). O acumulo
significativo de leucdcitos totais, em 6 h, induzido por ET-1 (1, 10 e 30 pmol/cavidade)
deveuse a0 acréscimo significativo no influxo de neutrofilos para o lavado articular. Em
contrapartida, o estimulo i.a. com ET-1, em quaisquer doses utilizadas neste estudo, ndo foi
capaz de induzir influxo significante de células mononucleares para o lavado articular quando
comparado ao grupo controle (salina).

A partir dos resultados obtidos, nos proximos ensaios a ET-1 foi utilizada na dose de
10 pmol/cavidade, por ser a Unica dose testada capaz de induzir ao mesmo tempo o influxo de

leucdcitos para o lavado articular e aformacdo de edema.
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Figura 4.2 — Inducdo do influxo de leucdcitos para o lavado articular de camundongos
C57BL/6 apbsinjecdo i.a de ET-1 exdgena (1, 10 e 30 pmol/cavidade; 25 pL). Os animais do
grupo controle receberam o mesmo volume i.a. de salina estéril. O acimulo de leucdcitos foi
avaliado 6 h apés o estimulo com ET-1. Os valores foram descritos como média + erro padréo
da média (EPM) de um grupo de no minimo 10 animais. As diferencas estatisticamente
significativas (p < 0,05) entre os grupos salina e ET-1 foram representados *.

células mononucleares
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4.3 — Cinética da injecéo intra-articular de ET-1 (10 pmol/cavidade) sobre a formacéo de
edema na articulagéo fémuro-tibial de camundongos.

Apo6s definir a dose de ET-1 a ser utilizada, avaliou-se a cinética da formacéo de
edema articular induzida por ET-1. Como demonstrado na Figura 4.3, ainjecéo i.a. de ET-1
(10 pmol/cavidade) foi capaz de causar o aumento significativo no didmetro da articulagdo
fémuro-tibial em 6 e 12 h. A resposta maxima de formagdo de edema articular ocorreu em 6 h
e comegou a declinar com o passar do tempo, permanecendo significativamente acima dos
valores obtidos para animais do grupo controle até 12 h e voltando aos valores basais em
tempos mais tardios (24, 36 e 48 h).
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Figura 4.3 — Cinética da formagdo de edema na articulagdo fémuro-tibial de camundongos
C57BL/6 apos injecdo i.a. de ET-1 exdgena (10 pmol/cavidade; 25 pL). Os animais do grupo
controle receberam o mesmo volume i.a. de salina estéril. O ? do didmetro da articulacéo
fémuro-tibial foi avaliado com o auxilio de um paguimetro digital em 6, 12, 24, 36 e 48 h
apos o estimulo com ET-1. Os valores foram descritos como média + erro padréo da média
(EPM) de um grupo de no minimo 10 animais. As diferencas estatisticamente significativas (p
< 0,05) entre os grupos salina e ET-1 foram representados por *.



4.4 — Cinética da migracéo de leucocitos para o lavado articular de camundongos induzida
pela injecdo intra-articular de ET-1 (10 pmol/cavidade).

Segundo demonstrado na Figura 4.4, a injecdo de ET-1 (10 pmol/cavidade) na
cavidade articular foi capaz de induzir o acimulo significativo de leucdcitos somente durante
as primeiras 6 h apés o estimulo. Em tempos mais tardios (12, 24 e 36 h) ndo foram
observadas quaisquer alteracdes no influxo de leucdcitos totais, neutrofilos e células
mononucleares, para a cavidade articular (dados ndo mostrados). O aumento no acimulo de
leucdcitos induzido pela ET-1, em 6 h deveuse ao aumento significativo do influxo de
neutrofilos, uma vez que nenhuma ateracdo foi observada no influxo de céulas
mononucleares para a cavidade articular estimulada, sugerindo seletividade e potencial efeito

quimiotatico para neutréfilosin vivo.
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Figura 4.4 — Cinética do acumulo de leucdcitos no lavado articular de camundongos
C57BL/6 apos injecdo i.a de ET-1 exdgena (10 pmol/cavidade; 25 pL). Os animais do grupo
controle receberam o mesmo volume i.a. de sdina estéril. O acimulo de leucdcitos foi
avaliado 6, 12, 24 e 36 h apbs o0 estimulo com ET-1. Os valores foram descritos como média
+ erro padréo da média (EPM) de um grupo de no minimo 10 animais. As diferencas
estatisticamente significativas (p < 0,05) entre os grupos salina e ET-1 foram representados
por *.
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4.5 — Efeito doseresposta da injegéo intra-articular de sarafotoxina S6c¢ sobre a formagéo
de edema na articulagdo fémuro-tibial de camundongos.

O uso de ferramentas farmacoldgicas como agonistas e antagonistas seletivos de
receptores tém sido amplamente utilizados para demonstrar o envolvimento de subtipos de
receptores de endotelina especificos em processos inflamatérios. Com o intuito avdiar a
participacdo especifica dos receptores ETg sobre a formacdo de edema articular, nds
avaliamos o efeito do agonista seletivo deste receptor, a sarafotoxina S6¢ (S6¢). Os dados
apresentados na Figura 4.5 demonstraram que a estimulacéo i.a. com S6c¢ foi capaz de induzir
0 aumento do didmetro da espessura da articulagdo fémuro-tibial em todas as doses utilizadas
neste estudo. JA na primeira hora apos o0 estimulo, a sarafotoxina S6¢c (1, 10 e 30
pmol/cavidade) induziu o aumento do didmetro da articulagdo fémuro-tibial, permanecendo
significativamente acima dos valores obtidos para animais do grupo controle durante todo o
intervalo de tempo estudado, atingindo seus valores maximos em 6 h. Todas as doses

utilizadas induziram a formag&o de edema articular 6 h apés a estimul acéo.
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Figura 45 - Inducdo da formacdo de edema na articulagdo fémuro-tibial de camundongos
C57BL/6 apbs estimulagdo i.a. com S6c (0,1 — 30 pmol/cavidade; 25 pL). Os animais do
grupo controle receberam o mesmo volume i.a de salina estéril. A formagdo de edema na
articulagdo foi avaliada com o auxilio de um paquimetro digital 1 e 6 h apos o estimulo. Os
valores foram descritos como média + erro padrdo da média (EPM) de um grupo de, no
minimo, 10 animais. As diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05) entre os grupos
salina e sarafotoxina S6c¢ foram representados por *.
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4.6 — Efeito da injegdo intra-articular de sarafotoxina S6¢ sobre o0 acimulo de leucocitos na
cavidade articular de camundongos.

Com o intuito de investigar a participagdo dos receptores ETg sobre o influxo de
leucdcitos para a cavidade articular, avaliamos o efeito, em 6 h, do estimulo i.a. com a
sarafotoxina S6¢ (S6¢). De modo similar ao observado para a injecéo de ET-1, a injecdo de
S6¢ (30 pmol/cavidade; i.a.) induziu o acumulo significativo de leucdcitos totais na cavidade
articular em 6 h, principalmente por induzir o influxo de neutréfilos, enquanto nenhuma
alteracdo foi observada no influxo de células mononucleares recolhidas da cavidade articular
estimulada (Figura 4.6). Doses menores de sarafotoxina (0,1-1 pmol/cavidade) n&o foram
capazes de induzir o aumento significativo no nimero de leucdcitos totais, mas levaram ao
aumento significativo no nimero de neutréfilos recolhidos do lavado articular nas seis

primeiras horas ap0s 0 estimulo in situ com S6¢ (dados n&o mostrados).
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Figura 4.6 — Influéncia do tratamento i.a. com S6c (0,1 — 30 pmol/cavidade; 25 yL) sobre o
nimero de leucdcitos totais, neutrofilos e células mononucleares recolhidos do lavado
articular de camundongos C57BL/6 apds 6 h estimulo. Os animais do grupo controle
receberam 0 mesmo volume i.a. de sdlina estéril. Os valores foram descritos como média +
erro padrdo da média (EPM) de um grupo de no minimo 10 animais. As diferencas

estatisticamente significativas (p < 0,05) entre os grupos salina e sarafotoxina S6¢ foram
representados por *.
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4.7 — Influéncia dos antagonistas seletivos de receptores de endotelina sobre a formacéo de
edema na articulagéo fémuro-tibial no modelo murino de artrite induzida por zimosan.

Em artigo recentemente publicado pelo nosso grupo, demonstrou-se que a injecéo i.a.
de zimosan é capaz de, nas primeiras 6 horas, causar um aumento significativo no didmetro da
articulagdo fémuro-tibial. Este fendbmeno estd associado ao aumento significativo do
extravasamento de liquidos e proteina para o ambiente extravascular (Penido et al., 2006).
Assim ®ndo, a andlise de parametros inflamatérios, como: influxo celular, formacdo de
edema e producéo de citocinas/quimiocinas foram realizadas 6 e 24 h apds o estimulo i.a. com
Zzimosan, uma vez que uma intensa resposta inflamatéria local ja podia ser observada.

Segundo dados demonstrados na Figura 4.7 (A), o pré-tratamento com o0 antagonista
seletivo do receptor ETa (BQ123; i.a) foi capaz de, em todas as doses utilizadas neste estudo,
reduzir significativamente a formacéo de edema induzida por zimosan (500 pg/cavidade; i.a.),
6 h apds o estimulo. Aliado a isso, 0 bloqueio farmacolégico seletivo dos receptores ETg
(BQ788; i.a.) reduziu, de forma dependente da dose, a formagcdo de edema induzida por
zimosan (500 pg/cavidade; i.a.), 6 h ap6s o estimulo (Figura 4.7 (B)).

Em seguida, avaliouse o efeito do bloqueio farmacoldgico seletivo dos receptores
ETa ou ETg, utilizando agora somente a dose de 15 pmol/cav, durante a resposta maxima de
formacdo de edema induzida por zimosan (24 h). Nossos dados apresentados na Figura 4.7
(C-D) demonstraram que 24 h apés o estimulo com zimosan (500 pg/cavidade; i.a.) houve um
aumento significativo da espessura da articulagdo fémuro-tibial e que o blogueio
farmacologico especifico dos receptores de endotelina ETp ou ETg (BQ123 e BQ788,
respectivamente; i.a.) foi capaz de reduzir significativamente a formagéo de edema induzida

por zimosan.
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Figura 4.7 — Reducdo da formagdo de edema
induzida por zimosan em camundongos C57BL/6
apos bloqueio farmacolégico dos receptores ETa
ou ETs (BQ123 e BQ788, respectivamente). (A-
B) Efeito dose-resposta dos antagonistas seletivos
dos receptores ET, ou ETg (0,15-150 pmol/cav;
i.a) sobre a formagdo de edema induzida por
zimosan em 6 h. (C-D) Efeito do blogueio
farmacoldgico dos receptores ET, ou ETz (15
pmol/cav) sobre a formagdo de edema induzida
por zimosan 24 h ap0s o estimulo. A artrite
experimental foi induzida por zimosan (500
pg/cavidade; i.a.) 5 minutos apds o pré-tratamento
in situ com BQ123 ou BQ788 (0,15150
pmol/cavidade; i.a) e as andlises foram feitas 6
(A-B) €24 (C-D) h apbs o estimulo com zimosan.
Os animais do grupo controle receberam 0 mesmo
volume i.a. de sdina estéril. Os valores estéo
descritos como média + erro padrdo da média
(EPM), e estéo expressos com ? do didmetro da
espessura da articulagéo. Os grupos experimentais
continham 5 (A-B) e 10 (C-D) animais. As
diferencas estatisticamente significativas (teste
one-way ANOVA e Student-Newman-Keuls, p <
0,05) entre os grupos sdina e zimosan foram
representados por *, e entre 0 grupo zimosan e 0s
tratamentos foram representados por #



4.8 — Influéncia dos antagonistas seletivos de receptores de endotelina sobre o acimulo de
leucdcitos na cavidade articular no modelo murino de artrite induzida por zimosan.

Além do aumento significativo na formacdo de edema articular induzido por zimosan
descrito anteriormente, 6 h ap0s a injecdo intra-articular, 0 edema é acompanhado por
aumento significativo no nuimero de leucOcitos presentes na cavidade sinovia de
camundongos C57BL/6, quando comparados aos animais do grupo controle que receberam
mesmo volume i.a. de salina estéril (Figura 4.8.1 e 4.8.2). O acimulo de leucdcitos para a
cavidade articular induzido por zimosan, em 6 h, deveuse principalmente ao intenso influxo
de neutréfilos somado ao discreto, mas significativo, influxo de células mononucleares para o
sitio inflamado.

O pré-tratamento com o antagonista peptidico seletivo para o receptor ETa (BQ123;
i.a) reduziu significativamente e de forma dose-dependente, nas seis primeiras horas, o
acumulo de leucocitos induzido por zimosan na cavidade articular afetada (Figura 4.8.1). O
efeito observado na reducdo do influxo de leucdcitos foi caracterizado pela inibicdo do
influxo de neutrdfilos para a cavidade sinovial, sendo significativamente relevante nas doses
utilizadas de 15 e 150 pmol/cav. O bloqueio seletivo do receptor ETa nédo foi capaz de
induzir, nas doses utilizadas nesse estudo, quaisquer alteractes significativas na migracéo de
células mononucleares induzida por zimosan. A principio, o bloqueio do receptor ETa parece
estar seletivamente envolvido no influxo de neutrofilos induzido por zimosan para a cavidade
articular inflamada.

O pré-tratamento com o antagonista peptidico seletivo para o receptor ETg (BQ788;
i.a) reduziu significativamente, em todas as doses utilizadas, o influxo de leucdcitos para a
cavidade articular induzido por zimosan 6 h apds o estimulo i.a. (Figura 4.8.2). A reducéo
significativa no niumero de células recolhidas do lavado articular, em todas as doses utilizadas,
deveuse areducdo significativa no influxo de neutréfilos para a cavidade articular inflamada,
enquanto quaisquer alteragdes na contagem de células mononucleares ndo foram observadas 6
h ap6s o pré-tratamento com antagonista de receptor ETg durante a artrite induzida por
Zimosan.

Ambos antagonistas peptidicos foram isoladamente injetados i.a. (BQ123 e BQ788; 15
pmol/cav), na auséncia do estimulo i.a. com zimosan, e estes ndo foram capazes de, em 6h,
induzir o acumulo de leucdcitos totais (salina 0,428 + 0,092 versus BQ123 0,306 + 0,070
versus BQ788 0,228 + 0,046 x10° células/cav, n=5), células mononucleares (salina 0,171 +
0,068 versus BQ123 0,074 + 0,013 versus BQ788 0,073 + 0,013 x10° células/cav, n=5) e
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neutréfilos (salina 0,256 + 0,060 versus BQ123 0,233 + 0,074 versus BQ788 0,155 + 0,038
x10° células/cav, n=5) para a cavidade articular.

A injecdo i.a. de zimosan (500 pg/cavidade) induziu, em 24 h, um intenso acumulo de
leucocitos para a cavidade sinovial (Figura 4.8.3). O aumento observado no nimero de
leucacitos totais recolhidos do lavado articular, devido a intensa migracéo de neutrofilos para
a cavidade articular, foi acompanhado por um aumento discreto, porém significativo no
influxo de células mononucleares. Os tratamentos in situ tanto com o antagonista seletivo do
receptor ETp da endotelina, BQ123 (15 pmol/cavidade), quanto com o antagonista seletivo do
receptor ETg da endotelina, BQ788 (15 pmol/cavidade), foram capazes de reduzir
significativamente a migracdo de leucdcitos induzida por zimosan em 24 h (65 e 60 %,
respectivamente). O efeito observado deveuse a inibicdo significativa do acimulo de
neutréfilos induzida por zimosan (73 e 65 %, respectivamente) na cavidade articular. Em
contrapartida, a dose utilizada nos tratamentos (15 pmol/cav), em 24 h, ndo apresentou
nenhum efeito sobre o acimulo de células mononucleares.

De forma interessante, resultados preliminares obtidos durante este estudo
demonstraram que algumas populagdes celulares foram capazes de expressar ET-1 em
decorréncia da estimulagdo local com zimosan. Aliado ao aumento observado, em 6 h, no
influxo de células mononucleares para a cavidade articular ap6s o0 estimulo, a andlise por
citometria de fluxo de células recolhidas do lavado articular, 6 h apés a injecdo i.a. com
zimosan, demonstrou o aumento significativo no nimero de células CD14" e CD3*
expressando ET-1 (dados ndo mostrados). Apesar de preliminares, esses dados sugerem a
participacdo destas populacdes celulares na producéo local de ET-1 e o envolvimento destes

peptideos durante a resposta inflamatéria induzida por zimosan.
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Figura 4.8.1 — Efeito dose-resposta do pré-tratamento com o antagonista seletivo do receptor
ETa (BQ123) sobre o influxo de leucdcitos induzido pela injecdo i.a. com zimosan (500
pg/cavidade) em camundongos C57BL/6. A artrite experimental foi induzida por zimosan
(500 pg/cavidade; i.a) 5 minutos apOs o pré-tratamento in situ com BQ123 (0,15-150
pmol/cavidade; i.a.) e as analises foram feitas 6 h apos o0 estimulo com zimosan. Os animais
do grupo controle receberam o mesmo volumei.a. de salina estéril. Os valores estdo descritos
como média + erro padrdo da média (EPM), cada grupo com 5 animais. As diferencas
estatisticamente significativas (teste one-way ANOVA e Student-Newman-Keuls; p < 0,05)
entre os grupos salina e zimosan foram representados por *, entre 0 grupo zimosan e 0s
tratamentos foram representados por #.
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Figura 4.8.2 — Efeito dose-resposta do pré-tratamento com o antagonista seletivo do receptor
ETs (BQ788) sobre o influxo de leucdcitos induzido pela injecdo i.a. com zimosan (500
pg/cavidade) em camundongos C57BL/6. A artrite experimental foi induzida por zimosan
(500 pg/cavidade; i.a) 5 minutos apos o pré-tratamento in situ com BQ788 (0,15-150
pmol/cavidade; i.a.) e as analises foram feitas 6 h apds o estimulo com zimosan. Os animais
do grupo controle receberam 0 mesmo volumei.a. de salina estéril. Os valores estdo descritos
como média + erro padréo da média (EPM), cada grupo com 5 animais. As diferencas
estatisticamente significativas (teste one-way ANOVA e Student-Newman-Keuls; p < 0,05)
entre os grupos salina e zimosan foram representados por *, entre 0 grupo zimosan e oS
tratamentos foram representados por #.
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Figura 4.8.3 — Inibicdo do influxo de leucdcitos para o lavado articular 24 h ap6s o
tratamento com antagonistas seletivos de receptores ETa ou ETg. A artrite experimental foi
induzida por zimosan (500 pg/cavidade; i.a.) 5 minutos apos o pré-tratamento in situ com
BQ123 (15 pmol/cavidade; i.a.) ou BQ788 (15 pmol/cavidade; i.a.) e as andlises foram feitas
24 h apos o estimulo com zimosan. Os animais do grupo controle receberam 0 mesmo volume
i.a. de salina estéril. Os valores estdo descritos como média+ erro padrdo da média (EPM) de
um grupo de no minimo 10 animais. As diferengas estatisticamente significativas (teste t
Student; p < 0,05) entre os grupos salina e zimosan foram representados por *, entre 0 grupo
Zzimosan e os tratamentos foram representados por #. Esse gréfico € uma figura representativa
de sete experimentos independentes.
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4.9 — Andlise histologica do efeito dos antagonistas seletivos de receptores de endotelina
sobre o influxo de neutrdfilos induzido por zmosan para o tecido da articulacéo fémuro-
tibial.

Cortes histologicos da articulagcdo fémuro-tibial de camundongos C57BL/6 foram
realizados 24 h apés estimulo i.a. com zimosan. Nossos dados demonstraram que a reagdo
inflamatoria articular em resposta ao zimosan foi caracterizada pelo intenso influxo de células
inflamatérias, em sua grande parte leucdcitos polimorfonucleares, que encontravam-se
dispersas difusamente no tecido sinovial, especialmente ao redor de vasos sanguineos (Figura
4.9(B)). Aliado a isso podemos observar a presenca de vasos sanguineos congestos e
hemorragia local (denotada por eritrocitos). De forma interessante, a resposta local
exacerbada ao zimosan levou a um acumulo importante de células inflamatorias chegando a
invadir o tecido muscular (dados ndo mostrados). Em contrapartida, ao analisarmos os cortes
histolégicos da articulagdo fémuro-tibial dos animais do grupo controle (salina) percebemos
gue o tecido sinovial é composto por adipocitos, fibroblastos, uma quantidade reduzida de
polimorfonucleares e auséncia de hemorragia. Como demonstrado na Figura 4.9, o pré
tratamento com o antagonista do receptor ETa (BQ123; (C)) ou ETg (BQ788; (D)) foi capaz
de reduzir o intenso acumulo de leucdcitos polimorfonucleares no tecido sinovia e extinguir a
presenca de polimorfonucleares no tecido muscular (dados ndo mostrados). Tomados em
conjunto, os dados histol6gicos do acimulo de céulas inflamatorias retidas no tecido sinovial,
bem como o influxo de células recolhidas do lavado articular da articulacdo estimulada com
zimosan sustentam a hipétese da participacdo das endotelinas neste modelo de inflamagéo

articular.
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Figura 4.9 - Histopatologia
representativa do  efeito  do
antagonista seletivo do receptor ETa
(BQ123) ou ETg (BQ788) sobre a
inflamagdo articular induzida por
zimosan (500 pg/joelho). Cortes
histol 6gicos longitudinais da
articulacéo fémurotibial de
camundongos C57BL/6 injetados
i.a. com salina (A) e zimosan (B-D)
e andlisados ap6s 24 h. (A)
apresenta estrutura  cartilaginosa
normal e preservada com tecido
sinovial preservado e livre de células
inflamatdrias. (B) apresenta intenso
infiltrado de células inflamatérias
espalhadas difusamente no tecido
sinovial, presenga de vasos
sanguineos congestos e hemorragia
local. Uma importante reducdo no
infiltrado de céulas inflamatérias e
hemorragia local pode ser observada
em camundongos pré-tratados com
BQ123 (15 pmol/cavidade) (C) ou
BQ788 (15 pmol/cavidade) (D).
Aumento de 100X.

Legenda: C: cartilagem; E:
Eritrécitos; ES:. Espaco sinovidl;
TM: tecido muscular; TS: tecido
sinovial; PMN: polimorfonucleares.



4.10 — Efeito dos antagonistas seletivos de receptores de endotelina sobre a producéo de
citocinas e quimiocinas em camundongos submetidos ao modelo experimental de artrite
induzida por zimosan.

A observacdo de que o0 uso de antagonistas seletivos de receptores de endotelina foi
capaz de inibir o acimulo de leucdcitos no lavado articular de camundongos submetidos ao
modelo experimental de artrite induzida por zimosan nos levou a investigar a participacdo das
endotelinas enddgenas no desenvolvimento da resposta inflamatéria local. Logo, os niveis de
citocinas (TNF-a, IL-1R) & quimiocinas (CCL2/MCP-1, CXCL1/mIL-8/KC, CXCL11/1-TAC)
foram determinados dos extratos da articulagdo fémuro-tibial e avaliados por ELISA. Como
demorstrado na Figura 4.10, os nivels de todas as citocinas e quimiocinas avaliadas
encontravam se aumentados apés a estimulacdo i.a. com zimosan, tanto em 6 quanto em 24 h
(exceto CXCL 11 em 24 h). Em contrapartida, o bloqueio farmacoldgico in situ dos receptores
ETa ou ETg, em 6 h, foi capaz de reduzir significativamente a producdo local de TNF-a,
enquanto quaisguer outras alteragdes ndo puderam ser observadas. Em 24 h, porém, os pré-
tratamentos foram responsaveis por uma reducdo significativa dos niveis de CXCL1. De
maneira inesperada, o antagonista do receptor ETa (BQ123) foi responsavel por um aumento
significativo nos niveis de CCL2 quando comparado ao grupo zimosan e semelhante efeito
ndo foi observado para o antagonista do receptor ETg (BQ788).
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Figura 4.10 — Efeito do bloqueio seletivo dos receptores ETp ou ETg (BQ123 e BQ788,
respectivamente; 15 pmol/cavidade; i.a.; 5 min antes do estimulo) sobre os niveis de citocinas e
guimiocinas do extrato articular de camundongos C57BL/6 submetidos a artrite induzida por
zimosan. Os extratos articulares foram obtidos nos tempos de 6 e 24 h e processados para ELISA
como descrito na metodologia. Os valores foram descritos como média + erro padrdo da média
(EPM) de um grupo de no minimo 6 animais. As diferencas estatisticamente significativas (p <
0,05) entre os grupos salina e zimosan estdo representados por *, entre 0 grupo zimosan € 0S
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grupos tratados estéo representados por #. Esse gréfico € uma figura representativa de, no minimo,
dois experimentos independentes.

4.11 — Andlise da expressao dos receptores de endotelina no tecido sinovial apés inflamacéo

articular induzida por zimosan.

E sabido que as endotelinas exercem seus efeitos através da ligagdo aos seus
receptores celulares de superficie. Assim avaliouse a expressao dos receptores de endotelina
no tecido sinovial da articulacdo fémuro-tibial encontrava-se alterada durante a inflamacéo
articular induzida por zimosan. Os dados apresentados na Figura 4.11 demonstraram que a
intensidade de expressdo dos receptores ETp encontrava-se inalterada nas seis primeiras horas
apos o estimulo i.a. com zimosan, em comparagao ao grupo controle (salina). Entretanto, 24 h
apos o estimulo i.a. com zimosan, e o agravamento do quadro inflamatério (aumento da
formacdo de edema e influxo de leucdcitos para a cavidade articular) a intensidade de
expressao dos receptores ETa encontrava-se significativamente reduzida.

Por outro lado, a intensidade de expressdo dos receptores ETg encontrava-se
significativamente reduzida em comparacdo aos animais controle tanto em 6 e 24 h apés o

estimulo i.a. com zimosan.
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Figura 4.11 — Andlise da expressdo dos receptores ETa e ETg no extrato total do tecido
sinovial de camundongos C57BL/6 submetidos a0 modelo experimental de artrite induzida
por zimosan. A anadlise da expressdo dos receptores celulares foi avaliada 6 e 24 h ap0s o
estimulo com zimosan (500 pg/cav; i.a) e determinada semi-quantitativamente através da
andlise densitométrica das bandas utilizando o programa Image-Pro Plus (Media Cybernetics,
Silver Spring, EUA). A intensidade de expresséo dos receptores de endotelina (ETa ou ETg)
para cada amostra foi corrigida utilizando-se a actina como controle interno na mesma
membrana. Os valores expressos no gréfico correspondem a média + erro padréo da média
(E.P.M.); as diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05) entre os grupos salina e
zimosan foram representados por *. n = 3 (pool de 2 animais) por grupo.
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5—-DISCUSSAODOS RESULTADOS



Este estudo demonstra que as endotelinas endogenas participam do desenvolvimento
da reacdo inflamatéria articular aguda a0 zimosan uma vez que 0 uso de antagonistas
especificos de seus receptores levou areducéo da formagdo de edema e migracéo celular bem
como a producdo de TNF-a e CXCL1. Foi demonstrado também que a ET-1 per se ao ser
injetada na cavidade articular € capaz de gerar uma resposta inflamatoria caracterizada pelo
aumento significativo do influxo de leucdcitos, predominantemente neutréfilos, acompanhado
da formacdo de edema articular. Nossos dados indicam que os efeitos observados néo
dependem exclusivamente de um Unico tipo de receptor de endotelina, pois o bloqueio
farmacoldgico do receptor ETa apds a indugdo do modelo de artrite induzida por zimosan
gerainibicdo da migracéo celular e formagdo de edema similar ao bloqueio do receptor ETg.

O zimosan é um polissacarideo da parede celular do fungo Saccharomyces cerevisiae,
gue é composto primariamente por residuos de glucana e manana. Em estudos in vitro, tem
sido um estimulo inflamatério bastante utilizado no estudo da resposta imune inata, devido a
sua capacidade de estimular a producdo de citocinas inflamatérias e de ativar 0 sistema
complemento na awséncia de imunoglobulinas. A resposta desencadeada pelo zimosan esta
relacionada a sua fagocitose, um processo mediado pelo seu reconhecimento através do TLR
(do inglés, Toll-like receptor) -2 em colaboragdo com TLR6 e do CD14, na membrana de
monacitos e nmecrofagos principamente (Underhill, 2003). O seu reconhecimento por estes
tipos celulares leva, dentre outros aspectos, a ativacdo celular, liberacdo de hidrolases
lisossomais, formacdo de espécies reativas de oxigénio e producdo de citocinas (Werling et
al., 2003).

Em 1977, Keystone et al. descreveram um modelo murino de artrite induzido por
zimosan, que até hoje € utilizado como uma importante ferramenta na caracterizacédo da
resposta inflamatoria articular. Neste caso, 0 zimosan € capaz de induzir uma reagéo
inflamatoria articular associada a um aumento significativo da permeabilidade vascular,
migracéo celular (Penido et al., 2006; Gegout et al., 1995; Gegout et al., 1994) aliado a
distirbios de locomocdo e dor (Rocha et al., 1999; da Rocha et al., 2004), que culmina
progressivamente em sinovite erosiva grave que se assemelha bastante a0 quadro de
degeneracéo encontrado em pacientes com AR (Gegout et al., 1994). Neste estudo utilizou-se
0 modelo murino de artrite induzida por zimosan como ferramenta para estudar o efeito das
endotelinas endégenas sobre parametros caracteristicos do processo inflamatério articular,

como: aformacao de edema articular, influxo celular e producdo de mediadores inflamatorios.
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A formagdo de edema articular foi um dos parametros avaliados durante este estudo.
Em artigo recentemente publicado por nosso grupo (Penido et al., 2006), demonstramos que a
injecdo i.a. de zimosan (500 pg/cavidade) foi capaz de promover 0 aumento significativo na
formacéo de edema nas 6 primeiras horas, atingindo o auge da reacdo em 24 h e reduzindo
progressivamente, permanecendo acima dos niveis dos controles (salina), até o vigésimo dia.
Esse aumento da espessura da articulagdo fémuro-tibial foi caracterizado pelo extravasamento
protéico no interior do espaco articular, mas 0s mecanismos responsaveis por este fenémeno
neste modelo experimental ainda precisam ser esclarecidos. Tem sido descrito que diversos
mediadores inflamatorios estdo envolvidos na formacéo de edema articular durante processos
inflamatérios, dentre eles destacamse os mediadores lipidicos eicosantides e o fator de
ativacdo plaguetério (PAF) (revisto por Sharma and Buchanan, 1994). Dados da literatura
suportam a hipGtese que as ETs poderiam estar modulando a geracdo de medidores
edematogénicos no nosso modelo (Gegout et al., 1995). No presente trabalho, observou-se
gue o blogueio farmacoldgico com antagonistas do receptor ETa ou ETg (BQ123 ou BQ788,
respectivamente; 15 pmol/joelho) 6 e 24 h apos a inducdo da artrite por zimosan foi capaz de
reduzir a formacdo de edema local. JA foi demonstrado que macréfagos peritoneais
estimulados com ET-1 exdgena aumentam a expressdo da enzima ciclooxigenase-2, com
consequiente aumento na producéo de PGE, por este tipo celular (Shimada et al., 1998). De
acordo com este trabalho, o blogueio farmacol6gico do receptor ETa ou ETg (BQ123 e
BQ788, respectivamente), apos estimulacdo in vitro com ET-1, foi capaz de reduzir a
expressdo de COX-2 e PGE;,, sendo o efeito mais pronunciado utilizando o antagonista do
receptor ETg. A participacdo destes mediadores lipidicos no modelo de artrite induzida por
zimosan, ja foi demonstrada por Gegout et al. (1995). Segundo 0s autores, o tratamento com
indometacina, um antiinflamatério potente ndo seletivo que inibe a enzima ciclooxigenase
(COX) impedindo a producéo de prostaglandinas e outros autacGides, foi eficiente na reducdo
da febre e da formacdo de edema articular induzida pelo zimosan. O tratamento com
dexametasona apresentou uma reducdo mais significante do edema articular e da febre,
guando comparado ao grupo indometacina, um efeito provavelmente relacionado, dentre
outros, a inibicdo da ativacdo da fosfolipase A e da COX-2 que consequentemente leva a
reducéo da producdo de leucotrienos e prostaglandinas. Esses dados reforcam a idéia de que,
apesar de ndo ser um processo exclusivamente dependente destes mediadores lipidicos, de
certa forma a reducdo da formagdo de edema articular obtida com o uso de antagonistas dos
receptores de endotelina (BQ123 ou BQ788) pode estar, direta ou indiretamente, envolvido

com a modulagdo da producdo destes mediadores e precisa ser melhor investigado. Até o
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momento, nds confirmamos a participagdo do receptor ETg in vivo na migracdo celular e
formacdo de edema na cavidade articular através da injecdo i.a. do agonista deste receptor
ETg, asarafotoxina S6¢. No entanto, € importante esclarecer ainda quais popul agdes celulares
presentes no tecido sinovial articular modulam a producéo de mediadores inflamatorios
diretamente associados a formagdo de edema, qual receptor de endotelina esta envolvido e por
qual via a producéo destes mediadores € deflagrada.

Outro parametro importante avaliado neste estudo relaciona-se ao influxo celular para
a cavidade articular inflamada. Tem sido descrito que os neutréfilos sdo células que
participam da patogénese das lesbes teciduais na artrite, e Sd0 encontrados
predominantemente nos exudatos sinoviais de diversas artropatias inflamatérias, incluindo
gota, doenca de Reiter e AR (Harris et al., 1990). Os neutrofilos ndo parecem estar envolvidos
na perpetuacdo da sinovite cronica, mas sdo importantes fontes de substéncias que levam a
degradacdo de cartilagem e reabsorcdo éssea, incluindo: espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio, enzimas lisossomais e metaloproteases (Hampton et al., 1998). O recrutamento
dessas células para o sitio inflamatério na AR € mediado por substancias quimioatraentes,
como quimiocinas, o fator C5a e o leucotrieno B, Atualmente, as estratégias terapéuticas para
o tratamento de artropatias, como a AR, buscam reduzir o acimulo €/ou ativacdo dessas
células nas articulacdes inflamadas. Nossos dados demonstraram que durante a fase aguda da
resposta inflamatoria articular ao zimosan, 6 e 24 h apo6s o estimulo i.a., houve um aumento
significativo no acimulo total de leucdcitos recolhidos do lavado articular e retidos no tecido
sinovia inflamado, e esta reacdo foi em grande parte devido ao intenso acUmulo de
neutrofilos, acompanhada de um aumento significativo no acumulo de células mononucleares.
De forma interessante, os animais submetidos ao tratamento com antagonistas especificos
tanto do receptor ETa ou receptor ETg no momento da injegdo i.a. com zimosan apresentaram
uma reducdo significativa na contagem de leucocitos totais durante a fase aguda da reagdo
inflamatoria (6 e 24 h), devido a reducdo expressiva no acumulo de neutréfilos para a
cavidade articular, enquanto nenhum efeito foi observado sobre o acumulo de células
mononucleares. De fato, estes resultados ainda nd nos permitem inferir sobre qualquer
possivel efeito direto das endotelinas sobre o0 recrutamento e a ativacdo especifica de
neutréfilos, uma vez que estes peptideos podem estar atuando indiretamente sobre outras
populactes celulares e, de certa forma, inibindo a producéo de substancias gquimioatraentes
responsaveis pelo recrutamento e ativagdo de neutrofilos para o sitio inflamatério. No entanto,
dados da literatura demonstraram que as ETs sdo capazes de afetar diretamente algumas

fungdes dos neutrdfilos, dentre elas a migragdo celular (Elferink & Koster, 1994; Elferink &
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Koster, 1995; Elferink & Koster, 1996a). Segundo estes autores, as diferentes isoformas de
ET atuariam promovendo a migracdo celular in vitro de neutréfilos de forma altamente
dependente de concentragdo: baixas concentragdes de ET estimulariam a migragéo celular,
enquanto altas concentragdes teriam efeito inibitorio. O efeito estimulatorio predominante
descrito para ET-1 foi quimiocinético, em contrapartida aos efeitos quimiotéticos observados
para as outras 2 isoformas de endotelina (ET-2 e -3). A ativacdo especifica da migracéo
celular viareceptor ETg, utilizando a sarafotoxina S6¢ na presenca do antagonista do receptor
ETa (BQ123), promoveu o estimulo a migracéo celular (Elferink & Koster, 1996b) mas em
nivels menores quando comparado ao estimulo fornecido pelas endotelinas (Elferink &
Koster, 1994; Elferink & Koster, 1995). Esses resultados indicam que o efeito estimulatério
da S6c ocorre especificamente via ETg e que as endotelinas parecem utilizar os dois
receptores, e que amaior parte dos efeitos ocorre preferencialmente via receptor ETa.

Ainda sobre o envolvimento das endotelinas endégenas na ativagéo de neutrdfilos,
recentemente Toffoli et al. (2007), utilizando um sistema de co-culturain vitro, demonstraram
gue a ativacao prévia da monocamada de células endoteliais com um estimulo inflamatério
(LPS ou TNF-a) foi capaz de promover a desgranulagdo e ativacdo celular de neutrdfilos
guando estes, em etapa posterior, foram plagueados sobre as células endoteliais previamente
ativadas. Em outro experimento, quando neutréfilos humanos foram adicionados a
monocamada de células endoteliais ja ativadas com LPS e pré-tratadas ou com um inibidor da
enzima conversora de endotelina (ECE) ou com o antagonista do receptor ETa (BQ123), uma
intensa reducdo na ativagdo e desgranulacdo de neutréfilos foram observadas. Com esses
dados, os autores sugerem que os neutrofilos podem ser ativados pelos produtos liberados
pelas células endoteliais e, mais especificamente, a producdo de ET ou a expressdo do
receptor ETp Ss80 responsavels por esse fendmeno. Em paralelo, eles demonstraram que a
incubagdo de neutréfilos humanos in vitro com este peptideo causou um aumento
significativo na ativagéo e desgranulacéo deste tipo celular. Em suma, esses dados suportam o
efeito pré-inflamatdrio desses peptideos, hga visto que a ET-1 atua diretamente sobre
neutrofilos induzindo, via receptor ETa, a ativacdo e a desgranulacéo desta populagdo celular.

Corroborando, dados in vitro descritos por outros autores anteriormente, neste estudo
ficou demonstrado que a injecdo i.a. de ET-1 exdgena in vivo induziu significativamente a
contagem de neutréfilos recolhidos do lavado articular 6 h apds o estimulo. Esses dados
sugerem que as endotelinas poderiam estar ou induzindo diretamente o recrutamento deste
tipo celular ou, de forma indireta, induzindo a producéo e secrecdo de mediadores

inflamatérios por outros tipos celulares que seriam os responsaveis por este efeito. De forma
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interessante, a andlise temporal do influxo de leucdcitos para a cavidade articular estimulada
apos a injecéo de ET-1 demonstrou que houve um aumento significativo no acumulo de
leucécitos apenas nas 6 primeiras horas nd sendo observadas quaisquer alteracGes
significativas no influxo celular em tempos tardios (12, 24 e 36 h apds o estimulo). Isto nos
leva a acreditar que existam mecanismos homeostaticos locais que seriam responsaveis pela
répida remocdo do excesso de ET (degradacéo ou internalizacdo de receptores), na tentativa
de reduzir a inflamacdo loca desencadeada pelo peptideo. Suportando a hipétese de
degradacéo do excesso de ET, ja foi demonstrado que atas concentracfes extracelulares de
ET-1 sdo atamente toxicas e induzem os mastocitos locais a liberarem seletivamente o
contelido de seus granulos, langando no meio extracelular uma enzima que é responsavel pela
homeostase tecidual, a quimase, que leva a clivagem  excesso de ET-1 (Maurer et al.,
2004). Estudos posteriores envolvendo a dosagem destes peptideos necessitam ser conduzidos
posteriormente para comprovarmos esta hipotese.

De forma bastante interessante, durante a artrite induzida por zimosan nés observamos
a reducdo significativa na intensidade de expressdo dos receptores de endotelina. Digno de
nota foi a reducéo significativa observada em 6 e 24 h na intensidade de expressdo dos
receptores ETg presentes no extrato total de tecido sinovial de camundongos submetidos a
artrite induzida por zimosan. Esse dado, aliado aos dados preliminares de citometria de fluxo
em que houve o aumento significativo no nimero de células CD14" e CD3" expressando ET-1
6 h apos a injecdo i.a. com zimosan (dados ndo mostrados), s sugerem experimental mente a
presenca da ET-1 na resposta inflamatéria aguda articular e que tanto linfocitos quanto
macréfagos parecem ser responsaveis pela producdo local do peptideo. Resta saber se outras
populacBes celulares sdo também responsaveis pela producéo local de endoteling, sobre quais
tipos celulares estes peptideos estdo exercendo seus efeitos bioldgicos, além da cinética da
producdo local deste peptideo. Em conjunto, estes dados sugerem gque 0 aumento nos niveis
de ET-1 na cavidade articular est4 associado ao desenvolvimento da resposta inflamatéria
articular somado a internalizacdo dos receptores de endotelina (ETg € ETa), em decorréncia
do aumento local na producéo de ET-1. Estudos acerca dos niveis de producdo de ET-1
durante a artrite induzida por zimosan necessitam ser executados para confirmacéo destas

hipoteses.

Um dos mecanismos responsaveis pela mobilizacdo de leucdcitos para o sitio
inflamatorio esta associado a secrecdo de mediadores inflamatérios (citocinas, quimiocinas e

mediadores lipidicos) que atuariam diretamente no recrutamento de populaces celulares
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especificas para o local afetado. Em nosso modelo experimental, nés demonstramos que a
resposta inflamatéria aguda articular ao zimosan, em 6 e 24 h, levou a um aumento importante
de diversas citocinas pro-inflamatérias, dentre elas, duas importantes citocinas associadas a
AR em seres humanos: o TNF-aealL-103.

O TNF-a é um importante mediador do processo inflamatério articular (Joosten et al.,
1999) pois € capaz de regular os niveis de quimiocinas e a migracéo de leucocitos para as
articulagdes de pacientes com AR (Taylor et al., 2000). Na artrite experimental, o TNF-a é
responsavel pela inflamagdo articular aguda e a migragéo celular para o tecido sinovia (Van
den Berg et al., 1999). Uma vez que o TNF-a possui um papel fundamental no surgimento
dos sintomas clinicos e da inflamac&o articular, o bloqueio desta citocina pode resultar num
efeito anti-inflamatorio. NGs demonstramos que o tratamento com antagonistas dos receptores
ETa ou ETg foi responsavel por um decréscimo significativo na producéo de TNF-a, apenas
nas 6 primeiras horas apos a inflamag&o articular induzida por zimosan Vinte e quatro horas
apos o estimulo, os niveis de TNF-a dos animais tratados com antagonistas dos receptores de
endotelina voltaram aos valores obtidos para animais controle injetados com zimosan. A
principio, a reducdo observada na producdo de TNF-a na fase aguda da inflamagdo em
decorréncia do blogueio dos receptores de endotelina parece estar associada a reducdo do
edema articular e a migracdo celular. No entanto, para suportar esta hipotese, estudos sobre
quais células estariam sendo responsaveis pela producdo local (articular) de TNF-a, bem
como quais populacdes celulares na cavidade articular estariam sendo diretamente afetadas
pelo bloqueio dos receptores de endotelina, ainda necessitam ser conduzidos. Dados obtidos
em nosso laboratério (Sampaio et al., 2004) demonstraram, no modelo de pleurisia induzida
por LPS, que o tratamento com o antagonista do receptor ETa (BQ123) também foi capaz de,
em fases iniciais, inibir a producdo de TNF-a e IL-6. Estes dados demonstraram que, a
principio, a reducdo inicid na producdo de TNF-a pareceu estar envolvida no
desenvolvimento da resposta inflamatoria, ndo sendo um fendmeno restrito ao sitio
inflamatorio estudado.

A patogénese da erosdo articular pode diferir da inflamag&o sinovial articular. Tem
sido descrito que a inflamacdo ndo estd4 necessariamente ligada a progresséo da destruicéo
articular na AR. A erosdo articular € capaz de continuar a despeito da melhora dos sintomas
clinicos, sendo acelerado na presenca da sinovite continua prolongada (Mulherin et al., 1996).
A IL-1 medeia o acimulo celular sustentado e o dano erosivo da cartilagem (Van den Berg et
al., 1999), logo, nos ultimos anos estudos vém demonstrando que a destruicéo da cartilagem

seria um processo dependente desta citocina na articulagéo (Joosten et al., 1999). Diversas
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evidéncias apontam para o papel indispensavel da IL-13 no modelo de artrite induzida por
colageno, com um papel marcante na degradacdo de cartilagem e na erosdo 0ssea. Os dados
obtidos no presente estudo demonstraram que o bloqueio farmacoldgico especifico dos
receptores de endotelina ndo foram capazes de alterar os niveis de IL-1R 6 e 24 h apos a
inducéo da resposta inflamatoria articular por zimosan. Por outro lado, nés observamos uma
reducdo significativa dos parametros inflamatorios (migracéo celular e formacéo de edema).
Esses dados sugerem que esta citocina ndo parece estar comprometida com o influxo de
células inflamatérias para a cavidade articular. No entanto, estudos histoldgicos para
avaliagdo do comprometimento da cartilagem desses animais ainda precisam ser conduzidos
para confirmacdo da hipétese de que esta citocina participa mais da degradacdo do tecido

cartilaginoso, do que no influxo de células para o sitio inflamatorio.

Durante a resposta inflamatéria articular, a producdo de quimiocinas e a expressao de
seus receptores parece ser um dos principais processos responsaveis pelo continuo
recrutamento de diversos tipos celulares para a cavidade sinovial. Em alguns casos, como para
CXCLYmIL-8/KC, agumas quimiocinas sd0 secretadas somente apls estimulo celular
promovido através de citocinas ou produtos derivados de microorganismos, como ligantes de
TLR, e dessa forma desempenham um papel crucia na inflamacéo (Moser et al., 2004). No
caso particular do tecido sinovia inflamado, fibroblastos e macréfagos despontam como as
principais células envolvidas na producéo de quimiocinas (Ritchlin, 2000). Até o momento,
diversas quimiocinas presentes no tecido sinovial durante a inflamac8o articular ja foram
descritas (Shadidi et al., 2002). NOs demonstramos que, 6 e 24 h apds a injegdo i.a. de
zimosan, houve um acréscimo significativo na producdd de quimiocinas recolhidas do
sobrenadante dos extratos das articulacfes fémuro-tibias, tais como: CXCL1, CCL2/MCP-1e
CXCL11/1-TAC (esta Ultima apenas na 6 h). N& se sabe ainda quais populaces estdo
envolvidas na producdo destes mediadores, mas nossos resultados demonstraram que o
bloqueio farmacol6gico dos receptores de endotelina na cavidade articular levou a reducdo
nos niveis de CXCL1 24 h apds a resposta inflamatdria induzida por zimosan. De forma
interessante, NOs observamos que nas 6 primeiras horas apds o estimulo inflamatério i.a. o
tratamento com os antagonistas de receptor ndo foi capaz de reduzir os niveis locais desta
guimiocina. Em contrapartida, a reducéo na migracdo e no acumulo tecidual de neutrofilos
foram observados. Estes dados sugerem a participagdo de um outro mediador que, em tempos
mais iniciais, pode atuar em paralelo a CXCL 1, sendo o responsavel pelo acimulo deste tipo

celular na cavidade articular estimulada com zimosan. De alguma forma o blogueio dos
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receptores de endotelina poderia estar levando, direta ou indiretamente, a reducéo de um

segundo mediador que entéo seria responsavel pelo recrutamento de neutrofilos na fase aguda
da reacdo. Um possivel candidato, ndo analisado neste estudo, que seria capaz de responder
pelo recrutamento de neutrofilos na fase aguda da reagdo ao zimosan € o leucotrieno B,. Este
mediador lipidico derivado da conversdo enzimética do écido araquiddnico, pela enzima 5

lipoxigenase, € primariamente produzido por leucdcitos polimorfonucleares, mondécitos e
macréfagos, e funciona como um potente estimulo quimiotdtico para leucdcitos
polimorfonucleares (Kuwabara et al., 2000). Estudos envolvendo o bloqueio dos receptores
de ET e a producéo deste mediador em fases iniciais da artrite induzida por zimosan precisam
ser conduzidos na tentativa de inferir a participagdo das Ets no recrutamento de leucdcitos
paraacavidade articular.

O aumento dos niveis de CCL2 no liquido sinovia de pacientes com AR ja foi
demonstrado, assim como seu papel no recrutamento de células mononucleares para a
articulacéo inflamada (Koch et al., 1992). Estes autores ainda demonstraram que 0s
macrofagos do tecido sinovial sdo 0s principais responsaveis pela produgdo desta quimiocina.
No presente estudo, 0 aumento no recrutamento de mondcitos/macrofagos induzida por
zimosan pode ser responsavel pelo subseqliente aumento no recrutamento celular e
consequente producdo de mediadores inflamatdrios. N6s observamos ainda que o blogqueio
dos receptores de endotelina nas seis primeiras horas apds o estimulo i.a. com zimosan néo foi
capaz de dterar 0s nivels de producdo desta quimiocina no sobrenadante do macerado da
articulacdo fémuro-tibial. Em contrapartida, em 24 h o bloqueio do receptor ETa promoveu
um acréscimo significativo nos niveis de CCL2, enquanto nenhuma alteracdo foi observada
guando bloqueamos o receptor ETg da endotelina. Estes resultados indicam que, em tempos
mais tardios, a producéo de CCL2 e provavelmente, de forma indireta, o recrutamento de
células mononucleares pode estar associado a sinalizacdo mediada pelos receptores ETa, mas
esta hipotese ainda precisa ser melhor investigada. Neste estudo, nés apenas evidenciamos
gue o aumento desta quimiocina, em 6 e 24 h apos ainjecdo i.a. de zimosan, foi acompanhado
do aumento significativo no acimulo de células mononucleares para a articulacéo inflamada.
A quimiocina CXCL11 jafoi encontrada na cavidade sinovial (Patel et al., 2001) e estudosin
vitro demonstraram que neutrofilos expressam I-TAC ap6s estimulagdo com IFN-a em
combinacdo com TNF-a (Gasperini et al., 1999). A CXCL11 tem sido descrita por seu papel
no recrutamento de células NK e linfécitos T para a cavidade sinovial inflamada (Shadidi et
al., 2001), e a producéo desta quimiocina por neutrofilos pode contribuir para a evolugéo e

progressdo da resposta inflamatdria. Nossos dados demonstraram que, nas primeiras 6 h apds
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0 estimulo i.a com zimosan, os niveis de CXCL11 encontravamse aumentados em
comparacao aos controles (salina), o que ndo foi observado em tempos mais tardios (24 h). O
tratamento com os antagonistas de receptor de endotelina ndo surtiram quaisquer efeitos sobre
a producéo deste mediador. Dessa forma, a contribuicdo para o recrutamento de linfocitos
induzido pela producéo de CXCL11 ndo parece ser relevante no modelo estudado, e os
receptores de endotelina ndo parecem estar envolvidos na regulacdo da producdo deste
mediador. A principio, a quimiocina CCL2 parece responder pelo acimulo de células
mononucleares tanto em 6 quanto em 24 h apds o estimulo com zimosan, enquanto o
envolvimento da CXCL11 nas fases iniciais parece ndo ser tdo relevante, talvez atuando de
forma mais especifica em tempos mais tardios no decorrer da transicdo da resposta inata para
adquirida, mas estes dados ainda necessitam confirmacao experimental.

Além dos mediadores inflamatorios conhecidos (citocinas, quimiocinas, mediadores
lipidicos), atualmente as endotelinas sdo peptideos reconhecidos pelas suas atividades pro-
inflamatdrias, contribuindo para a exacerbacdo do processo inflamatério, por modular a
expressao de moléculas de adesdo de células endoteliais, promover o recrutamento e a
ativagdo de outros tipos celulares, dentre outros (revisto por Kedzierski & Y anagisawa, 2001).
A ET-1, aisoforma predominante e de maior significancia encontrada no plasma e nos tecidos
em seres humanos, ja foi descrita pelos seus efeitos pro-inflamatorios sobre leucdcitos. Em
Nosso estudo, além de comprovarmos os efeitos anti-inflamatérios causados pelo blogueio dos
receptores de endotelina, nés comprovamos a participacdo deste peptideo na inflamagdo

articular aguda induzida por zimosan.
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6—CONCLUSAO



Tomados em conjunto, nossos dados demonstraram que a ET-1 exerce um efeito pro-
inflamatério na cavidade articular, promovendo tanto a migracdo de neutréfilos quanto a
formacéo de edema articular. Além disso, demonstramos a participacéo do receptor ETg neste
processo. Ao avaliarmos o papel das erdotelinas enddgenas durante a artrite experimental
murina induzida por zimosan, demonstramos que as endotelinas exercem suas atividades pré-
inflamatorias na cavidade articular, modulando a producéo de mediadores inflamatorios,
indistintamente através dos seus dois receptores ETp ou ETg, que tém sua expressdo

modulada no decorrer da resposta inflamatéria induzida por zimosan.

céula endotdlial

capsula

membrana
sinovial

Citocinas  F
Gdimincinas |

Leucotrienos |
14 '
|_receptor
ET,a
receptor
ETs

fibroblasto

Figura 6.1 — Modelo hipotético do envolvimento das ETs durante a artrite induzida por
zimosan. (1) Apos ainjecéo i.a. de zimosan ( 4) (2) diferentes tipos celulares séo ativados e
estimulados a produzir diversos mediadores inflamatorios, (3) dentre eles as ETs. (4) ASETs
atuando autdcrina e/ou paracrinamente em diversas populagdes celulares (5) estimulam
indireta ou diretamente, através da ligac8o aos seus receptores (ETa ou ETg), a producdo de
citocinas/quimiocinas/leucotrienos que irdo induzir o recrutamento celular e a formagédo de
edema articular. Legenda: ET= endotelina; Mast= mastocito; M@= macrofago; N@=
neutrofilo
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