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RESUMO

PASSAGLIA, Patricia. Efeito da angiotensina-(1-7) central sobre o arco eferente
simpatico do reflexo inflamatério em ratos submetidos & endotoxemia. 2019. 127 f. Tese
(Doutorado em Ciéncias, area de concentracdo: Fisiologia) — Faculdade de Medicina de

Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2019.

Recentemente, tem sido investigada a participacdo do componente simpético eferente
do reflexo inflamat6rio na modulacdo do sistema imunoldgico em modelos de inflamacao
sistémica. Esta modulacdo envolve: (a) a transmissao do sinal imune periférico ao sistema
nervoso central (SNC) através da ativacdo das fibras vagais aferentes pelas citocinas pro-
inflamatorias; (b) o processamento do sinal imune pelo nucleo do trato ssolitario (NTS) e a
ativacdo de é&eras que recebem projecdes desse centro integrador, tais como o nucleo
rostroventrolateral do bulbo (RVLM) e o ndcleo paraventricular do hipotalamo (PVN); e (¢) a
ativacdo do nervo esplancnico e esplénico, resultando em imunossupressdo. A angiotensina-
(1-7) [Ang-(1-7)], vem sendo apontada como importante neuropeptideo anti-inflamatério em
diversos modelos de inflamacdo. Entrentanto, ndo ha descrita na literatura uma possivel acdo
da Ang-(1-7) sobre o eixo simpatico eferente para o controle da resposta inflamatéria na
endotoxemia. Assim, 0 objetivo desse estudo foi avaliar se a Ang-(1-7) pode modular a
resposta inflamatoria nos ratos endotoxémicos, via mecanismo central, e se esse efeito €
mediado pelo componente simpatico eferente do reflexo inflamatério. Para isto, foram
utilizados ratos Wistar (215-220 g) que foram submetidos as cirurgias estereotaxica (para
administracdo intracerebroventricular, icv) e de canulagéo da veia jugular (para administragdo
endovenosa, ev) e da artéria femoral (para afericdo da pressdo artérial média, PAM e
frequéncia cardiaca, FC). Também foi realizada a simpatectomia quimica pela administracdo
ev de 6-OHDA (100 mg/Kg) por 24 h. A endotoxemia foi induzida pela administracdo ev de
lipopolissacarideo (LPS) (1.5 mg/Kg) de acordo com o protocolo experimental avaliado.
Observou-se, nos protocolos in vivo, que a administragdo icv de Ang-(1-7) (0.3 nmol 2 pL),
via receptor Mas (A779, antagonista seletivo, 3 nmol 2 pL) ndo alterou o aumento na
concentracdo plasmatica de corticosterona e AVP, mas atenuou a concentragdo sérica e
tecidual (bago e figado) das citocinas fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina-1§
(IL-1P), interleucina-6 (IL-6) e de dxido nitrico (NO) induzida pelo LPS, além de elevar a

concentracdo de interleucina-10 (IL-10), e esta acdo anti-inflamatoria foi abolida com a



simpatectomia quimica. Um perfil similar de resposta foi observado no protocolo in vitro,
onde a dose de LPS (1 pg/mL), ap6s 24 h, foi capaz de induzir a sintese de TNF-a e a
expressao proteica da enzima 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS), enquanto a estimulagéo
com noradrenalina (NE; 0.1 puM) atenuou esses efeitos nos macréfagos peritoneais. Em um
segundo protocolo in vivo, verificamos que a Ang-(1-7) foi capaz de restabelecer a pressédo
arterial média (PAM), sem afetar a resposta taquicardica induzida pelo LPS. No protocolo ex
vivo, 0s anéis de artéria aorta toracica dos animais endotoxémicos apresentaram
hiporesponsividade a NE, de maneira dependente da producdo de NO pelo tecido perivascular
(PVAT) e de hiperpolarizagdo, enquanto a administragdo icv Ang-(1-7) restabeleceu a
responsividade vascular. Em outro set de protocolos in vitro, utilizando a cultura de células da
musculatura lisa vascular (VSMC), verificou-se que a producdo de NO e TNF-a pelo PVAT,
em resposta ao LPS (1 h). Ja a estimulacdo conjunta com NE, atenuou o efeito pro-
inflamatorio do LPS sobre o PVAT e elevou a concentracdo intracelular de Ca*? ([iCa™]) nas
VSMC. Em conjunto, os resultados sugerem que a Ang-(1-7), via receptor Mas, module o
componente simpatico do reflexo inflamatoério e exerca seu efeito anti-inflamatério sobre o
baco, figado e PVAT, resultando no restabelecimento da responsividade vascular e
hipotensdo, que podem ter ser responséveis pela melhora na sobrevida dos ratos tratados com
LPS.

Palavras-chave: Angiontensina-(1-7). Lipopolissacarideo. Reflexo inflamatoério. Arco eferente
simpético. Citocinas pro-inflamatérias. Oxido nitrico. Baco. Reatividade vascular.

Hipotensao.



ABSTRACT

PASSAGLIA, Patricia. Central Angiotensin-(1-7) effects on sympathetic efferent arc of
inflammatory reflex in rats submitted to endotoxemia. 2019. 127 sheets. Thesis (Ph.D. in
Sciences, area of concentration: Physiology) — School of Medicine of Ribeirdo Preto,

University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2019.

Currently, it has been investigated the participation of sympathetic efferent component
of inflammatory reflex in system immune modulation in inflammatory experimental models.
This modulation involves: (a) the peripheral signal immune transmission for central nervous
system (CNS) through afferent vagal activation by proinflammatory cytokines; (b) immune
signal processing by nucleus tractus solitarius (NTS) and activation of others areas, such as
the rostral ventrolateral medulla (RVLM) and the paraventricular nucleus of the hypothalamus
(PVN); (c) the nerves splanchnic and splenic activation resulting in immunodepression.
Angiotensin-(1-7) [Ang-(1-7)] has been pointed as important anti-inflammatory neuropeptide
in a number of inflammatory models. However, a possible action of Ang-(1-7) on sympathetic
efferent axis to inflammatory response control in endotoxemia has not been described in the
literature. Thus, the aim of this study was to determine whether the Ang-(1-7) can modulate
the systemic inflammatory response in endotoxemic animals via a central mechanism, and
whether this effect is mediated by a sympathetic circuit. In this way, we used male Wistar rats
(215-220 g) submitted to stereotaxic (for central administration), jugular vein cannulation (for
endovenous administration) and femoral artery (for blood pressure and heart ratio
measurement) surgeries. Furthermore, was performed a chemical sympathectomy induced by
systemic administration of 6-OHDA (100 mg/Kg) for 24 h. Endotoxemia was induced by
systemic administration of lipopolysaccharide (LPS) (1.5 mg/Kg) in accordance with
experimental protocol assessed. LPS was induced increase in corticosterone and AVP plasma
concentration and central Ang-(1-7) administration (0.3 nmol 2 pL) was not able to change
this effect.. We also observed that Ang-(1-7) central administration, via Mas receptor (A779,
selective antagonist, 3 nmol 2 pL) was able to attenuate serum and tissue (spleen and liver) of
the tumor necrosis factor alpha (TNF-a), interleukin-1p (IL-1p), interleukin-6 (IL-6) and NO
concentration LPS-induced and increased interleukin-10 (IL-10) and the chemical
sympathectomy abolished this anti-inflammatory. Similar profile was observed in in vitro

protocol where the LPS dose (1 pg/mL, for 24 h) induced TNF-o synthesis and protein



expression of inducible oxide nitric synthase (iNOS) enzyme, whereas these effects were
attenuated by noradrenaline (NE; 0.1 uM) stimulation in peritoneal macrophages culture. In a
second in vivo protocol we verified that mean blood pressure was restored by Ang-(1-7)
without affecting the tachycardia LPS-induced. When the effect of LPS treatment was
analyzed, rings of thoracic aorta artery of endotoxemic rats, we observed a low resistance in
response to NE and this effect was dependent on perivascular adipose tissue (PVAT) NO
secretion and vascular hyperpolarization, while Ang-(1-7) central administration was able to
restore the vascular responsiveness. In another in vitro protocol, using vascular smooth
muscle cells (VSMC) culture we observed that NO and TNF-a PVAT production LPS-
induced (for 1 h) may have caused decrease of calcium (Ca*?) cytoplasmatic concentration.
Concomitant stimulation of NE and LPS stimulation have reduced proinflammatory effect of
LPS on PVAT and increased intracellular Ca* concentration ([iCa™]) in VSMC. Taken
together, these data suggest that Ang-(1-7), via Mas receptor, controls the sympathetic
component of inflammatory reflex and exerts anti-inflammatory effect on spleen, liver and
PVAT resulting in vascular responsiveness and blood pressure recovery, wich could be

responsible, at least in part, for the improvement in survival in rats treated with LPS.

Key words: Angiotensin-(1-7). Lipopolysaccharide. Inflammatory reflex. Sympathetic
efferent arc. Pro-inflammatory cytokines. Nitric oxide. Spleen. Vascular reactivity.

Hypotension.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Esquema simplificado das vias aferentes e eferentes de regulacdo do sistema
imunoldgico na endotoxemia. Adaptado de Abe e Inoue (2018). As linhas pretas continuas
indicam ativacdo, enquanto a linha pontilhada indica uma agéo inibitoria.............cccccceeeiiennnns 4

Figura 2. Esquema simplificado da via anti-inflamatoria do reflexo inflamatorio descrito
anteriormente no texto acima. Adaptado de Abe e Inoue (2018)........cccoevevieerieienienieenesie e 6

Figura 3. Hipotese do presente estudo onde se infere o efeito anti-inflamatdrio sistémico da
Ang-(1-7) através da ativacdo do componente simpatico eferente do reflexo inflamatério na
100 [0 00) =T 01 - TSRS STORTRRRRS 9

Figura 4. Esquema simplificado 1 dos procedimentos cirurgicos, divisdo em grupos
experimentais, obtencao das amostras e técnicas implementadas no presente estudo.............. 16

Figura 5. Esquema simplificado 2 dos procedimentos cirurgicos, divisdo em grupos
experimentais, obtencdo das amostras e técnicas implementadas no presente estudo.............. 16

Figura 6. Esquema simplificado 3 dos procedimentos cirurgicos, divisdo em grupos
experimentais, obtencao das amostras e técnicas implementadas no presente estudo.............. 16

Figura 7. Esquema simplificado 4 dos procedimentos cirurgicos, divisdo em grupos
experimentais, obtengdo das amostras e técnicas implementadas no presente estudo.............. 17

Figura 8. Esquema simplificado 5 dos procedimentos cirurgicos, divisdo em grupos
experimentais, obtencao das amostras e técnicas implementadas no presente estudo.............. 17

Figura 9. Esquema simplificado 6 dos procedimentos cirurgicos, divisdo em grupos
experimentais, obtencdo das amostras e técnicas implementadas no presente estudo.............. 17

Figura 10. Esquema simplificado 7 dos procedimentos cirargicos, divisdo em grupos
experimentais, obtencdo das amostras e para avaliacdo, ex vivo, da reatividade vascular
realizada N0 PreSENTE BSTUAD. .......cviiiiieiie e 17

Figura 11. Esquema simplificado 8 da obtencdo dos anéis de aorta toracica (com e sem
PVAT) para avaliacao, ex vivo, da reatividade vascular.............c.ccccoocevviveiii i, 18

Figura 12. Esquema simplificado 9 do protocolo de obtencéo do PVAT e de seu produto, que
foi utilizado como estimulo, in vitro, das VSMC, para avaliacdo da producdo de mediadores
inflamatorios e funcdo vascular. Adaptado de Lee et al. (2014).......cccocvvveieiiiieniinsieeee, 19

Figura 13. Avaliacdo da permeabilidade da BHE em animais submetidos ao LPS (1.5 mg/Kg)
por 2 h. N = 10, valores expressos em média + SEM, n = 10 por grupo experimental............ 27

Figura 14. Efeito da administracdo central de Ang-(1-7) (0.3 nmol em 2 pL) sobre o
percentual de sobrevida dos ratos submetidos a endotoxemia (1.5 mg/Kg) por 72 h. Valores
expressos em porcentagem. *p < 0,05 versus respectivo grupo controle..........cccocevvvevvenennnn 28



Figura 15. Efeito da administracdo central de Ang-(1-7) (0.3 nmol em 2 pL) e A779 (3 nmol
em 2 uL) sobre a concentracdo sérica de TNF-a (A), IL-1B (B), IL-6 (C) e IL-10 (D) dos ratos
1 h apo6s a administracdo de LPS (1.5 mg/Kg) e simpatectomia quimica por 24 h. Valores
expressos em média £ SEM, n = 7-18. ND.: valor ndo detectavel. *p < 0,05 versus respectivo
grupo controle, *p < 0,05 versus grupo LPS e %p<0.05 versus grupo Ang-(1-7) + LPS.
ANOVA, seguida do pds-teste de Newman-KeulS............ccooeiiiiiriiiiieieseseese e 29

Figura 16. Efeito da administracdo central de Ang-(1-7) (0.3 nmol em 2 pL) e A779 (3 nmol
em 2 pL) sobre a concentracao plasmatica de NOx dos ratos 1 h apds a administracdo de LPS
(1.5 mg/Kg) e simpatectomia quimica por 24 h. Valores expressos em média £ SEM, n = 7-
18. *p < 0,05 versus respectivo grupo controle, “p < 0,05 versus grupo LPS e &p<0.05 versus
grupo Ang-(1-7) + LPS. ANOVA, seguida do pds-teste de Newman-Keuls............c..cceveruenee. 30

Figura 17. Efeito da administracdo central de Ang-(1-7) (0.3 nmol em 2 pL) sobre a
concentracdo de TNF-a (A), IL-10 (B) e NOx (C) no baco dos ratos 1 h apds a administracédo
de LPS (1.5 mg/Kg) e simpatectomia quimica por 24 h. Valores expressos em média + SEM,
n = 6-9. *p < 0,05 versus respectivo grupo controle, “p < 0,05 versus grupo LPS e ¥p<0.05
versus grupo Ang-(1-7) + LPS. ANOVA, seguida do pés-teste de Newman-Keuls................. 31

Figura 18. Efeito da administracdo central de Ang-(1-7) (0.3 nmol em 2 pL) sobre a
concentracdo de TNF-o (A), IL-10 (B) e NOx (C) no figado dos ratos 1 h ap6s a
administracdo de LPS (1.5 mg/Kg) e simpatectomia quimica por 24 h. Valores expressos em
média + SEM, n = 8-10. *p < 0,05 versus respectivo grupo controle, “p < 0,05 versus grupo
LPS e ¥p<0.05 versus grupo Ang-(1-7) + LPS. ANOVA, seguida do pés-teste de Newman-

Figura 19. Efeito da administracdo central de Ang-(1-7) (0.3 nmol em 2 uL) e A779 (3 nmol
em 2 uL) sobre a concentracdo plasmatica de corticosterona (A) e AVP (B) dos ratos 1 h apos
a administracdo de LPS (1.5 mg/Kg). Valores expressos em média £ SEM, n = 4-10. *p <
0,05 versus respectivo grupo controle. ANOVA, seguida do pds-teste de Newman-

Figura 20. Efeito da administracdo central de Ang-(1-7) (0.3 nmol em 2 pL) na PAM (A) e
FC (B) dos ratos submetidos a endotoxemia (1.5 mg/Kg) ao longo de 6 h. Valores expressos
em média + SEM, n = 5-7. *p < 0,05 versus respectivo grupo controle, “p < 0,05 versus grupo
LPS. ANOVA-two way, seguida do pos-teste de Newman-Keuls............cccccooveiieiiiicieennene, 33

Figura 21. Efeito da administracdo central de Ang-(1-7) (0.3 nmol em 2 pL) sobre a
concentragdo de TNF-o no coragdo dos ratos 6 h apos a administragéo de LPS (1.5 mg/KQg).
Valores expressos em média + SEM, n = 7-8. *p < 0,05 versus respectivo grupo controle, “p <
0,05 versus grupo LPS. ANOVA, seguida do pos-teste de Newman-Keuls...........ccccvevvvrnenee. 34

Figura 22. Efeito da administracdo sisttmica de LPS (1.5 mg/Kg), apés 1lh, sobre a
reatividade vascular da artéria aorta toracica @ NE na auséncia ou presenca de PVAT. Valores
expressos em média + SEM, n = 5-12. *p < 0,05 versus grupo LPS sem PVAT (PVAT)).
ANOVA, seguida do pos-teste de Newman-Keuls............c.cooveiiiiiciiiieiiciicse e 35



Figura 23. Efeito da administracdo central de Ang-(1-7) (0.3 nmol em 2 pL) sobre a
reatividade vascular da artéria aorta toracica a NE na auséncia (A) ou presenca de L-NAME
(B), TEA (C) e AVP (D) dos ratos 1 h ap6s a administracdo de LPS (1.5 mg/Kg). Valores
expressos em média + SEM, n = 5-12. *p < 0,05 versus respectivo grupo controle, “p < 0,05
versus grupo LPS. ANOVA, seguida do pos-teste de Newman-Keuls...........c.ccccvevevveiieennnnn. 36

Figura 24. Efeito da administracdo central de Ang-(1-7) (0.3 nmol em 2uL) sobre a
concentra¢do de NO na artéria aorta toracica com PVAT dos ratos 1 h apds a administragdo
de LPS (1.5 mg/Kg) e a simpatectomia quimica por 24 h. N = 5, valores expressos em média
+ SEM. *p < 0,05 versus respectivo grupo controle, “p < 0,05 versus grupo LPS, ¥p < 0,05
versus grupo Ang-(1-7) + LPS. ANOVA, seguida do pos-teste de Newman-Keuls................. 38

Figura 25. Efeito da estimulacdo da NE (0.1 uM) sobre a sintese de TNF-a (A), IL-10 (B) e
NOXx (C) no PVAT exposto ao LPS (1 pg/mL) por 1 h. Valores expressos em média + SEM, n
= 3 (pool de 2 animais em cada n). *p < 0,05 versus PVAT ndo estimulado, “p < 0,05 versus
PVAT estimulado com LPS. ANOVA, seguida do pos-teste de Newman-Keuls..................... 39

Figura 26. Efeito da estimula¢dao do “produto do PVAT”, por 30 min, sobre a produgdo de
NO na cultura de VSMC. Valores expressos em intensidade de fluorescéncia, n = 4. *p < 0,05
versus “produto do PVAT” ndo estimulado, “p < 0,05 versus “produto do PVAT” estimulado
com LPS. ANOVA, seguida do pds-teste de Newman-Keuls...........ccccovevevieiieiescieieese e 40

Figura 27. Efeito da estimulagdo do “produto do PVAT” na presen¢a de aminoguanidina
(100 pM), por 30 min, sobre a producdo de NO na cultura de VSMC. Valores expressos em
intensidade de fluorescéncia, n = 4. "p < 0,05 versus “produto do PVAT” estimulado com
LPS. ANOVA, seguida do pos-teste de Newman-Keuls..........cccoovriieinininnineneneeseseeen, 41

Figura 28. Efeito da estimulagdo do “produto do PVAT”, por 30 min, sobre a [iCa+2] na
cultura de VSMC. Valores expressos em intensidade de fluorescéncia, n = 4. *p < 0,05 versus
“produto do PVAT” ndo estimulado, “p < 0,05 versus “produto do PVAT” estimulado com
LPS. ANOVA, seguida do pos-teste de Newman-Keuls.........cccccoveiierniincnnninieneneese e, 41

Figura 29. Efeito da estimulagdo do “produto do PVAT” na presenga ou auséncia de TEA
(100 uM) por 30 min, sobre a [iCa™?] na cultura de VSMC. Valores expressos em intensidade
de fluorescéncia, n = 4. *p < 0,05 versus “produto do PVAT” estimulado com LPS. ANOVA,
seguida do poOs-teste de NeWmMan-KeUIS............c.ccveiiiieii e 42

Figura 30. Efeito da estimulacdo da NE (0.1 uM) sobre a sintese de TNF-a nos macréfagos
peritoneais expostos ao LPS (1 pg/mL) por 24 h. Valores expressos em média + SEM, n = 5-
6. *p < 0,05 versus macréfago ndo estimulado, “p < 0,05 versus macréfago estimulado com
LPS. ANOVA, seguida do pds-teste de Newman-Keuls............cccoevevieieiinnieenniie e, 43

Figura 31. Efeito da estimulagdo da NE (0.1 uM) sobre a expressao proteica da iNOS nos
macrofagos peritoneais expostos ao LPS (1 pug/mL) por 24 h. Valores expressos em média +
SEM, n = 5-6. *p < 0,05 versus macréfago ndo estimulado, *p < 0,05 versus macréfago
estimulado com LPS. ANOVA, seguida do p6s-teste de Newman-Keuls.............c.cccceevenennen. 43



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Valores de Emax e pD2 obtidos das curvas concentracdo-efeito a NE, na presenca
ou auséncia de PVAT, em segmentos de artéria aorta toracica de ratos expostos ou nao ao

Tabela 2 - Valores de Emax e pD2 obtidos das curvas concentracdo-efeito a NE, na presenca
de PVAT, em segmentos de artéria aorta toracica de ratos expostos ou ndo ao LPS............... 36
Tabela 3 - Valores de Emax e pD2 obtidos das curvas concentracdo-efeito a NE, na presenga

ou auséncia de L-NAME, em segmentos de artéria aorta toracica de ratos expostos ou ndo ao

Tabela 4 - Valores de Emax e pD2 obtidos das curvas concentragdo-efeito a NE, na presenga
ou auséncia de TEA, em segmentos de artéria aorta tordcica de ratos expostos ou ndo ao

Tabela 5 - Valores de Emax e pD2 obtidos das curvas concentracdo-efeito a NE, na presenca
ou auséncia AVP, em segmentos de artéria aorta toracica de ratos expostos ao



LISTA DE ABREVIATURAS

Ach Acetilcolina

ACTH Hormonio Adrenocorticotrofico

Ang-(1-7) Angiotensina-(1-7)

ANOVA Anélise de variancia

AVP Hormonio Arginina Vasopressina

AVPR1b Receptor do tipo 1b de AVP

AT79 Antagonista seletivo do receptor Mas

BAT do inglés, Brown adipose tissue

BHE Barreira hematoencefélica

CRH Hormonio liberador de ACTH

CVvO Orgéo circunventricular

DAF Diaminofluoresceina diacetato

DMV Nucleo dorsal motor vagal do bulbo

ECA Enzima conversora de Angiotensina

ECA?2 Enzima conversora de Angiotensina 2

ELISA do inglés, enzyme-linked immunosorbent assay

Emax Efeito méaximo desencadeado pela concentracdo supra-maxima do
agonista

eNOS Enzima Oxido nitrico sintase endotelial

ev Administragdo endovenosa

FC Frequéncia cardiaca

4-(6-Acetoxymethoxy-2,7-dichloro-3-0x0-9-xanthenyl)-4’-methyl 2,2’
(ethylenedioxy)dianiline-N,N,N’,N'-tetraacetic acid tetrakis



Fluo-3AM (acetoxymethyl) ester

GR do inglés, glucocorticoid receptor

HHA Eixo hipotalamo-hipofise-adrenal

icv Administracdo intracerebroventricular

IL-1B Interleucina 13

IL-6 Interleucina 6

IL-10 Interleucina 10

IML Coluna intermediolateral da coluna espinal
INOS Isoforma induzivel da enzima Oxido nitrico sintase
ip Administracdo intraperitoneal

[iCa*] Concentracdo intracelular de Célcio

JAK2 do inglés, Janus Kinase 2

LBP do inglés, LPS-binding protein

LC Locus coeruleus

LPS Lipopolissacarideo

L-NAME No-Nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride
MAPK do inglés, mitogen-activated protein kinase
MD?2 Proteina mieldide diferenciadora 2

n Numero amostral de casa protocolo experimental
NA Nucleo Ambiguo

ND Valores ndo-detectaveis

NE Noradrenalima

NfkB Fator de transcrigao nuclear kKB

nNOS Enzima 6xido nitrico sintase neuronal



NO
NOS
NOXx
NTS
PA
PAM
PAMP
PBS
pD2
PE
PVAT
PVN
RIE
RVLM
SEM
SNC
SRA
STAT3
TEA
TLR4
TNF-a
VSMC
a7nAchR

6-OHDA

Oxido nitrico

Enzima Oxido nitrico sintase

Concentracdo de Nitrato/nitrito

Nucleo do Trato solitario

Presséo arterial

Pressdo arterial média

Padrdes moleculares associados aos patdgenos

do inglés, phosphate-buffered saline

ou EC50, 50% do efeito méximo promovido pelo agonista
Polietileno

Tecido perivascular adrtico

Nucleo paraventricular do hipotdlamo

Radioimunoensaio

Nucleo rostroventrolateral do bulbo

Erro padrdo da média

Sistema nervoso central

Sistema Renina Angiotensina

do inglés, signal transducers and activators of transcription 3
Tetraetilamonio, inibidor ndo-seletivo dos canais de Potéssio
Receptor do tipo Toll-like 4

Fator de necrose tumoral o

do inglés, Vascular smooth muscle cells

Receptor nicotinico alfa 7 de Ach

6-Hidroxidopamina



SUMARIO

1 INTRODUGAO . ...ttt ettt 1
2 OBJIETIVO ...ttt 11
3 MATERIAL E METODOS.........ciioioieeeteeeteee ettt en st en s 13
TR0 o 1T 0=V USSP 13
3.2 Drogas ULHHZA@S..........ccccuviieiieie ettt re s nra e e 13
3.3 ProCedimentos CIFUTNGICOS. . ..uuuueireeueaiesieesieeeesteesteetestaesteeseestaesaeassesseesreeseesseesseensenseeses 13
3.3.1 CIRURGIA ESTEREOTAXICA. ..ottt ettt 13
3.3.2 CANULA(;AO DA VEIA JUGULAR. ...t 14
3.3.3 CANULACAO DA ARTERIA FEMORAL........cccecsvirererieieiseeeeseseses s 14
3.3.4 SIMPATECTOMIA QUIMICA.........cooieieieiceeeeeee e 15
3.4 Protocolos de administragao das ArOga@s..........coueveverierierierieriisiseeiesee e 15
3.5 Protocolos eXPerimMENTAIS. ........ccuiieiiieieie st 15
3.51 PROTOCOLOS IN VIVO E EX VIVO.....cooiiiiiiiiiieeisiee et 16
3.52 PROTOCOLOS IN VITRO.. .ottt s 18
3.5.2.1 Cultura de celulas da musculatura lisa vascular..............ccocoeviieiennineieinc e 18
3.5.2.2 Cultura de macrofagos PEritONEAIS.........ccirueiriieieriee e 19
3.6 ODtENCAO dAS AMOSIIAS. ... .ccueeiiiieeiiieie ettt st e e ee e sreenreenes 20
3.6.1 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO TECIDUAL DE PROTEINA.............. 20
T A Il 1 oF LSS 21
3.7.1 AVALIA(;AO DA SOBREVIDA . ...ttt 21
3.7.2 AVALIACAO DA PERMEABILIDADE DA BHE.........cccoooiieeeeeeeeeeeeee e 22
3.7.3 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO SERICA E TECIDUAL DE

CITOCINAS POR ELISA. ...ttt e e e 22
3.74 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO SERICA E TECIDUAL DE

NITRATO/NITRITO (NOX)...ecteiiueiiiieieiesieesisiesesiee et 22
3.7.5 DETERMINACAO DAS CONCENTRACOES SERICAS DE AVP E

CORTICOSTERONAL. ...ttt ettt s s e ntenens 22
3.7.6 AFERICAO DA PRESSAO ARTERIAL MEDIA (PAM) E FC NOS RATOS NAO

ANESTESIADOS. ... oottt ettt b et en e 23
3.7.7 AVALIACAO DA REATIVIDADE VASCULAR DA AORTA TORACICA.......... 23

3.7.8 DETERMINACAO, IN VITRO, DO NO E DA CONCENTRACAO
INTRACELULAR DE CALCIO (1CA™) w.eooeeveeereeeeeeeeeeeeeesseeeessesessesseseseessessssees 24



3.7.9 QUANTIFICACAO DA EXPRESSAO PROTEICA DE iNOS........ccooeeeieeeeeans 24
3.8 ANALISE ESTALISTICA. .. ..veiveerieieieie ettt 25
O S U Y B 1 1 TSP 27
4.1 A administracdo sistémica de LPS ndo alterou a permeabilidade da BHE no
presente Modelo eXPerimental...... ... 27
4.2 A administracdo central de Ang-(1-7) eleva a taxa de sobrevida dos animais
1010 (0] (071 1 0] 010 F RSP P TP 27
4.3 O eixo Ang-(1-7)/receptor Mas central exerceu efeito anti-inflamatério periférico
através da modulacdo do componente neural simpético do reflexo
INFIAMALOTIO. ... ettt reeraera e e enae e 28
4.4 A administracdo central de Ang-(1-7) reduziu a concentracdo tecidual de
mediadores pro-inflamatérios através da modulacdo do componente neural
simpatico do reflexo iNflamatOorio...........c.cooeiiiiiiiiii e 30
4.5 A administracdo central de Ang-(1-7) n&o alterou as concentra¢des plasmaticas de
COPTICOSTEIONA € AVP....c.iiiiiiieiiee ettt bbbt st benreaneas 31

4.6 A administracdo central de Ang-(1-7) atenuou a hipotensdo inicial induzida pelo

LPS, SEM AfELAr @ FC...oooiiieiiec ettt e e s eaba e e s aree s 32

4.7 A Ang-(1-7) central atenuou a hiporresponsividade a NE, dependente do PVAT,
INAUZIAA PEIO LIPS ...t 34

4.8 A estimulacdo com NE, in vitro, reduziu a inflamacdo no PVAT induzida pelo
L P S ettt E bR e R bt re bt e e Reerent et re s 38
4.9 O “produto do PVAT” modula a sintese de NO e a [[Ca™] na cultura das
WSIMC ..ottt b et e ettt et et r e bt a e bt r et e na b ne et et neere s 39
4.10 A estimulagdo com NE reduz a sintese de TNF-a e a expressdo da iNOS induzidas
pelo LPS na cultura de macrofagos peritoneais.............cccccevveveiieveecc s 42

5 DISCUSSAO. ..ottt 45
B CONCLUSAO.......cooiiiieic st 53
REFERENCIAS. .....oooiitiiieiesie ettt 55

APENDICE A ..o e e et e e e et e e e e e et e e e e e et e e et e e er e eer e e et e e er e eeerann 67



INTRODUCAO



Tese - Patricia Passaglia]l

1 INTRODUCAO

A resposta imunoldgica é uma reacdo aos componentes de microrganismos, as
macromoléculas e as substancias quimicas reconhecidas como antigenos pelo organismo
(ABBAS, 2011). A resposta imune pode ser dividida em inata e adaptativa, sendo a resposta
inata inespecifica, enquanto a resposta imune adaptativa é mais especifica, tornando-a
eficiente contra diferentes tipos de patégenos (MEDZHITOV, 2010).

A imunidade inata consiste em mecanismos de defesa celulares e bioquimicos que
respondem rapidamente ao desafio imunologico. Os neutrofilos, os mondcitos e macréfagos
sdo importantes células fagociticas que comp8em o sistema imune inato e que reconhecem
estruturas moleculares tipicas de patdgenos microbianos, denominadas padrées moleculares
associados aos patdgenos (PAMPs) (ABBAS, 2011). O LPS, endotoxina proveniente da
membrana externa de bactérias Gram-negativas, € um exemplo notorio de PAMP.

Na circulacdo sistémica, o LPS liga-se a uma glicoproteina de fase aguda denominada
LBP (do inglés “LPS-binding protein”) e ao CD14, molécula encontrada na membrana celular
de fagdcitos ou na forma sollvel. Depois de formado, o complexo (LPS-LBP-CD14) é
reconhecido e interage com receptor Toll-like tipo 4 (TLR4) associado a proteina mielGide
diferenciadora 2 (MD-2), presente na membrana plasmatica de células fagociticas e em
células que ndo compdem o sistema imunoldgico, tais como as células endoteliais
(EHRENTRAUT et al., 2007). Dessa forma, o LPS € considerado um potente ativador do
sistema imune inato e consequentemente, capaz de induzir uma resposta inflamatdria
generalizada (OPAL; HUBER, 2002). Nesse sentido, a endotoxemia - que consiste na
administracdo de LPS, sem a presenca de um foco infeccioso - é considerada um importante
modelo experimental para o estudo da inflamacao sistémica aguda (DOl et al., 2009).

Da ativacdo imunoldgica induzida pelo LPS, resulta uma exacerbada sintese e
liberacdo de mediadores pré-inflamatérios, como as citocinas (KRITSELIS et al., 2013).
Dentre as citocinas pré-inflamatorias, a concentracdo sérica do fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) é considerada um importante indicador da resposta inflamatoria aguda (KAKIZAKI
et al. 1999). Produzido principalmente por macrofagos, o TNF-a induz a migragdo e ativa
fungdes de neutrofilos e a diferenciacdo de leucocitos mononucleares. Ainda nesse contexto, a
sintese e liberacdo de interleucina-10 (IL-10), um mediador anti-inflamatorio, também pode
refletir a intensidade/severidade da resposta inflamatoria (HICKEY et al.,1998;
OBERHOLZER; OBERHOLZER; MOLDAWER, 2002).
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A ativacdo do sistema imune ocorre para eliminar o agente causador da resposta
inflamatoria e restaurar a homeostase. Entretanto, a ativacdo exacerbada desse sistema pelo
LPS pode levar a injurias e danos ao organismo. Assim, é importante que haja modulacéo no
processo de resolucdo da inflamacdo sistémica (MEDZHITOV, 2010). Estudos recentes
demonstram a existéncia da comunicacdo bidirecional entre o sistema imune e 0 SNC na
modulacdo da resposta inflamatéria periférica (MCCUSKER; KELLEY, 2013; QUAN,
2014). As aferéncias imunologicas transmitem sinais ao cérebro através de diferentes vias.
Um dos primeiros caminhos aferentes propostos foi o da comunicagédo direta das citocinas em
receptores especificos presentes nos 6rgdos circunventriculares (CVOs), que sdo desprovidos
de BHE (BANKS, 2015). Outra possibilidade seria pelo aumento na permeabilidade da BHE
em funcdo da administracdo de LPS, na qual permitiria a acdo local desses mediadores
inflamatdrios no SNC (TACCONE et al, 2010). Por fim, a comunicacdo periferia-cérebro
pode ocorrer através da ativacdo de fibras nervosas sensoriais (BLATTEIS et al., 1987;
STITT, 1990).

O nervo vago é apontado como importante componente aferente da via neural de
comunicacdo (ELMQUIST et al., 1993). Wan et al. (1994) demonstraram que a vagotomia
subdiafragmatica total impediu a expressdo de c-Fos em neurdnios do hipotadlamo e tronco
encefalico em resposta a injecdo intraperitonial de LPS, propondo assim, que a sinalizacdo
imune-neural aferente seja dependente do nervo vago. Hosoi et al. (2005) mostraram, pela
primeira vez, a expressdo do TLR4 no ganglio nodoso propondo assim, que o LPS - bem
como os mediadores inflamatdrios por ele induzidos - é capaz de ativar diretamente 0 nervo
vago. Dessa forma, o nervo vago, bem como os neurdnios ativos nos CVOs (CAI et al.,
1996), sdo capazes de detectar e transmitir os sinais inflamatérios, predominantemente, para o
NTS. Os neurdnios do NTS, por sua vez, projetam-se para 0 nucleo paraventricular
hipotaldamico (PVN) (KAWANO; MASUKO, 2010) - além de outras regides do SNC - e
modulam importantes vias eferentes de controle do sistema imune: o eixo hipotdlamo-
hipofise-adrenal (HHA) (BESEDOVSKY et al. 1986); a liberacdo de neurohormonios, como
por exemplo a AVP; e a via neural autonémica (ANDERSSON; TRACEY, 2012).

Na inflamacdo, a modula¢do do eixo HHA inicia-se com a ativacdo dos neurbnios
parvocelulares do PVN e liberacdo do horménio liberador de corticotropina (do inglés,
corticotrophin-releasing hormone - CRH) no sistema porta-hipofisario, na qual atinge a
hipofise anterior e estimula a liberagdo do horménio adrenocorticoprépico (do inglés,

adrenocorticotropic hormone - ACHT) para a circulacdo sistémica. Na circulagdo, o ACTH
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atua no cortex da glandula adrenal e estimula a liberacdo sistémica de corticosterona em
roedores.

A corticosterona exerce um efeito bidirecional na regulacdo da resposta inflamatoria,
dependendo das suas concentracfes plasmaticas. Quando em concentracdes plasmaticas altas,
esse glicocorticoide possui efeitos anti-inflamatdrios e imunossupressores, como descrito
previamente em outros estudos experimentais (ZHANG; DAYNES, 2007; FRANK et al.,
2010). Um dos mecanismos pelo qual a corticosterona exerce seus efeitos anti-inflamatérios
da-se pela sua capacidade de interagir com as isoformas do receptor GR (do inglés,
glucocorticoid receptor) e modular a sintese de mediadores pré-inflamatorios em 06rgdos
linfoides, como o baco.

Em relacdo a AVP, recentemente tém-se demonstrado que esse neurohormoénio possui
efeitos importantes na modulacdo da resposta inflamatdria, além de seus efeitos fisioldgicos
vasocontrateis e renais (RUSSELL; WALLEY, 2010). Esse efeito imunomodulador esta
associado a capacidade interagir com o receptor 1b de vasopressina (AVPR1b) e induzir a
liberacdo de ACTH e consequentemente, de corticosterona, de forma sinérgica ao CRH
(LOLAIT et al., 2007; RUSSELL; WALLEY, 2010). Assim, a ativacdo do eixo HHA e a
liberacdo de AVP constituem o denominado eixo eferente humoral de modulagéo do sistema
imunolégico.

Além do eixo humoral de modulacdo do sistema imune, anteriormente descrito, 0
controle da resposta inflamatdria periférica pode-se dar através da ativacdo de vias neurais
autondmicas eferentes do reflexo inflamatério (BOROVIKOVA et al., 2000; ANDERSSON;
TRACEY, 2012; MARTELLI et al., 2014; PAVLOV; TRACEY, 2017).

O esquema apresentado abaixo demonstra, de forma simplificada, as vias de

comunicacdo periferia-cérebro de regulacdo imune descritas anteriormente (Figura 1).
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Figura 1. Esquema simplificado das vias aferentes e eferentes de regulagdo do sistema imunolégico na
endotoxemia. Adaptado de Abe e Inoue (2018). Linhas pretas continuas indicam ativacdo, enquanto a linha
pontilhada indica uma a¢&o inibitdria.

Dentre as vias eferentes descritas, a via neural vem ganhando destaque devido sua
rapida resposta regulatdria sobre o sistema imune. Dados recentes sugerem que a regulacéo do
reflexo inflamatdrio pode prevenir a inflamacéo sistémica na endotoxemia (HUSTON, 2012).

Os nervos autonémicos eferentes (viscerais) sao potentes reguladores da imunidade e
apresentam efeitos anti-inflamatdrios através de seus dois bragos: parassimpatico e simpético.
Em relagdo ao componente parassimpatico do reflexo inflamatério destaca-se o nervo vago. A
fibra vagal eferente origina-se no ndcleo dorsal motor vagal (do inglés, brainstem dorsal
motor nucleus of the vagus) (DMN) e no nucleo ambiguo (NA), no bulbo. Esses neurénios

pré-ganglionares colinérgicos projetam-se para 0rgaos viscerais da cavidade abdominal e
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torécica, incluindo figado e coragdo. Na proximidade ou nos 6rgdos, eles interagem com
neurbnios vagais pés-glanglionares liberando acetilcolina (Ach) (PAVLOV et al., 2003). O
nervo vago pré-glanglionar também pode terminar no ganglio celiaco e ganglio mesentérico
superior, onde se origina o nervo esplénico. Os neurbnios do nervo esplénico sdo
catecolinérgicos e liberam NE no bago, atuando assim como um dos componentes simpéticos
da regulacéo imune. Ainda em relacéo ao arco simpético eferente, o locus coeruleus (LC) e 0
RVLM sdo importantes regifes associadas com o controle simpéatico. Do RVLM partem
projecdes descendentes de neurdnios C1 (catecolinérgicos e dopaminérgicos) para o nucleo
intermediolateral (IML) da coluna espinal (ABEA; INOUE, 2018). Fibras pré-glanglionares
do nervo esplancnico sdo projetadas para o ganglio pré-vertebral, incluindo o ganglio celiaco,
e as fibras pds-ganglionares liberam NE nos érgdos viscerais. As fibras pré-glanglionares
também inervam a medula da adrenal, estimulando a secrecdo de adrenalina pelas células
cromafins (CHAVAN; PAVLOV; TRACEY, 2017; MARTELLI et al., 2019).

No baco, a NE liberada das terminagdes nervosas, interage com 0s receptores -
adrenérgicos presente nos linfécitos T, liberando Ach que entdo exerce acdo anti-inflamatdria
através da atuacdo no receptor nicotinico alfa 7 de Ach (a7nAChR) expresso nos esplendcitos
(OLOFSSON et al., 2012). A ativagdo do receptor a-7 nicotinico desencadeia uma série de
mecanismos de sinalizagdo que resultam em efeitos anti-inflamatorios diretos através da
diminuicdo da translocacdo para o nucleo do fator de transcricdo nuclear kB (NF-kB), ou
indiretos através da ativacdo do fator transcricional STAT3, via fosforilacdo pela JAK2 (do
inglés, Janus Kinase 2).

O baco, 6rgdo linfoide secundario, em particular, € um potencial alvo das a¢des do
LPS e é um dos responsaveis pela elevada producdo de TNF-a (MELTZER et al., 2003). No
modelo endotoxémico, Ji et al. (2014) relataram que a estimulacdo elétrica do nervo vago
eferente reduz a intensa resposta inflamatoria induzida pelo LPS por um mecanismo
dependente do baco e de sua inervacdo simpatica. Outros estudos recentes também tém
demonstrado a importancia dos nervos esplancnico e esplénico, e dos demais componentes
simpaticos do reflexo inflamatdrio na regulacdo imune (MARTELLI et al., 2014; MARTELLI
etal., 2014).

A figura 2 traz, de forma sucinta, as principais areas integradoras dos sinais imunes no
SNC, os eferentes simpaticos e o baco, como importante 6rgdo efetor da acdo anti-

inflamatdria do reflexo inflamatério.
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Figura 2. Esquema simplificado da via anti-inflamatdria do reflexo inflamatério descrito anteriormente no texto
acima. Adaptado de Abe e Inoue (2018).

De forma similar ao baco, o figado também € inervado pelos componentes neurais
simpaticos do reflexo inflamatorio que modulam a secrecdo de mediadores inflamatorios, com
destaque para a producdo de TNF-a (MARTELLI et al., 2014; PAVLOV; TRACEY, 2017).
Além disso, estudos recentes também demonstram a importancia da via eferente colinérgica
(vagal) e do receptor a7nAChRs na regulacdo da producao de mediadores inflamatérios pelas
células de Kupfer (HAJIASGHARZADEH; BARADARAN, 2017; METZ; PAVLOV, 2018).

Além dos 6rgdos viscerais descritos, o tecido adiposo também é modulado pela
inervacdo simpética. Achados iniciais notaram uma densa inervagdo simpatica no tecido
adiposo, em especial no tecido adiposo marrom (BAT, do inglés brown adiposo tissue)
(DICULESCU; STOICA, 1970). O BAT é um dos principais componentes do PVAT,



Tese - Patricia Passaglia]|7

localizado ao redor dos vasos sanguineos, com excecao dos vasos sanguineos cerebrais. Ainda
em relacdo ao PVAT, Watts et al. (2011) observaram a presenca de catecolaminas, incluindo
NE e adrenalina. Entretanto, a funcdo exata da inervacdo simpatica no PVAT ainda ndo esta
bem elucidada, entretanto, achados recentes sugerem que a inervacao simpatica possa atuar
modulando a liberacdo de mediadores pré-inflamatérios e regulando a funcdo vascular
(SAXTON; WITHERS; HEAGERTY, 2019).

O PVAT, além de ser composto por adipdcitos, possui diferentes componentes
celulares dependendo do leito vascular, dentre os quais se destacam os linfdcitos e
macrofagos (GAO, 2007). Por essa razdo, o PVAT é responsavel pela liberacdo de grande
variedade de mediadores pro e anti-inflamatorios, tais como adipocinas (TNF-a e IL-10)
(OUCHI et al., 2011), que possuem efeitos paracrinos que modulam a estrutura e funcéo
vascular. Em modelos experimentais de obesidade, estudos constataram modificagdes na
estrutura do PVAT, tornando-o disfuncional e em desequilibrio com a imunidade inata,
resultando na intensificacdo do perfil pré-inflamatorio das células fagociticas que o compdem
(GAO et al., 2005; FERNANDEZ-ALFONSO et al., 2013). Na endotoxemia, a sintese
elevada de citocinas pro-inflamatorias no PVAT medeia alteracfes hemodinamicas através da
liberacdo de mediadores inflamatdrios secundarios, como o NO (HAI-MEI et al., 2013).

O NO é um gés sintetizado a partir da conversdo de L-arginina em L-citrulina pelas
isoformas da enzima Oxido nitrico sintase (NOS) (MACHADO et al., 2004). Existem pelo
menos trés isoformas de NOS: as enzimas nNOS (neuronal) e eNOS (endotelial) conhecidas
como constitutivas, que produzem e liberam NO em quantidade nanomolar por curto periodo
de tempo, e a INOS produz e libera grandes quantidades de NO, na ordem de micromolar,
durante longos periodos de tempo quando comparada as NOS constitutivas, e geralmente esta
associada aos efeitos citotoxicos e as acGes que promovem as patologias vasculares
(ALDERTON et al., 2001). No contexto inflamatorio, a intensa producdo de NO pela ativacéao
da iNOS, em diversos tipos celulares, leva a depressdo na funcdo cardiovascular e na
reatividade vascular as catecolaminas, resultando em hipotensdo e reducdo da sobrevida de
ratos endotoxémicos (HALLEMEESCH et al., 2003; CARNIO et al., 2005; STABILE et al.,
2007, 2010; CHEN et al., 2010).

No entanto, apesar de descrita a importancia do sistema simpatico no controle da
resposta imune, os estudos avaliando as vias neurais eferentes na regulacdo da inflamacéo
sistémica sdo recentes e necessitam ser melhor elucidados. Nesse sentido, novas estratégias e
drogas anti-inflamatdrias estdo sendo utilizadas para melhor compreender as a¢6es do reflexo

inflamatério na endotoxemia.
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A ativacdo do eixo Ang-(1-7)/ Mas receptor tem sido considerada uma importante
estratégia anti-inflamatéria em diversos modelos experimentais (SILVEIRA et al., 2010;
SOUZA; COSTA-NETO, 2012; REGENHARDT et al., 2013; TSAIl et al., 2018; XIAO et al.,
2018).

A Ang-(1-7) (Asp*-Arg?-Val®>-Tyr*-1le>-His°-Pro’), foi identificada por Santos et al.
(1988), a partir clivagem da angiotensina | pela enzima conversora de angiotensina (ECA).
Um ano depois, Chappell et al. (1989) identificaram a presenca desse peptideo em cérebro de
ratos. Ainda no mesmo ano, Campagnole-Santos et al. (1989) descreveram o primeiro efeito
da administragdo de Ang-(1-7) no NTS de ratos anestesiados. A partir desses achados, a Ang-
(1-7) foi entdo denominada como sendo um peptideo biologicamente ativo do sistema renina
angiotensina (SRA) (SANTOS et al., 2005; FERRARIO, 2006; BADER, 2010). Atualmente,
sdo conhecidas trés vias metabdlicas pelas quais a Ang-(1-7) é formada: (1) diretamente a
partir da clivagem da ligacdo Pro’-Phe® da angiotensina | por endopeptidases (por exemplo,
endopeptidase neutra e prolil-endopeptidase); (2) a partir da clivagem da Phe® da angiotensina
Il pela prolilendopeptidase e carboxipeptidases (prolil-carboxipeptidase e ECA2, uma enzima
homéloga & ECA); e (3) a partir da clivagem da His® da angiotensina-(1-9) pela endopeptidase
neutra e pela ECA (SANTOS; FERREIRA; SIMOES, 2008; XU; SRIRAMULA,;
LAZARTIGUES, 2011).

Santos et al. (2003) identificaram o receptor Mas como um receptor funcional e
mediador das acOes bioldgicas da Ang-(1-7). A acdo do heptapeptideo nesse receptor pode ser
constatada pela utilizagdo do antagonista seletivo D-Ala’-Ang-(1-7), (A-779), ressaltando que
este composto ndo apresenta atividade agonista intrinseca em varias preparacdes bioldgicas
testadas.

A imunomarcacdo da Ang-(1-7) (KROB et al., 1998) e de seu receptor (BECKER et
al., 2007) ao longo do encéfalo sugere que, células de diversas regides do cérebro podem ser
moduladas por este peptideo. Adicionalmente, a identificacdo do receptor Mas em areas como
RVLM e NTS, reforcam as evidéncias sobre a participacdo da Ang-(1-7) na modulacdo da
pressdo arterial (PA) e da atividade de neurdnios simpaticos. No SNC, a microinjecdo de
Ang-(1-7) no RVLM de ratos anestesiados produz aumento da PA, sem alterar a frequéncia
cardiaca (FC) (SILVA et al.., 1993; FONTES et al., 1997), enquanto a microinjecdo de Ang-
(1-7) no PVN intensificou a excitabilidade de neurdnios simpaticos na regido, sendo esse
efeito bloqueado pelo A779 (YU et al., 2019). O estudo recente de Bilodeau e Leiter (2018),

além de confirmar o efeito pressor, demonstrou a intensificacdo da atividade do nervo
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esplancnico apdés a administracdo central de Ang-(1-7) e A779 no RVLM de ratos
anestesiados. Esses achados indicam a a¢do neuromodulatoria da Ang-(1-7) no SNC, e por
essa razdo, a Ang-(1-7) é apontada como um peptideo promissor em diversos contextos

experimentais.

No contexto inflamat6rio, o eixo Ang-(1-7)/receptor Mas atenua a producdo de
mediadores inflamatorios e a mortalidade induzidas pelo LPS (SOUZA et al., 2014; LI et al.,
2015; EL-SHOURA et al., 2018; JIANG et al., 2019), entretanto, 0s mecanismos ndo estao
totalmente elucidados. Assim, considerando que esse heptapeptideo atua com um
neuropeptideo central protetor (GIRONACCI et al, 2013), e dada a importancia das vias
neurais na regulacdo do sistema imune, a hipdtese do presente estudo é que a administracdo
central de Ang-(1-7) promova um efeito anti-inflamatorio periférico através da modulacéo
simpatica eferente do reflexo inflamatério no modelo endotoxémico (Figura 3). Além disso,
ndo ha trabalhos publicados demonstrando o papel da Ang-(1-7) na regulacdo neural do

sistema imune durante a endotoxemia, o que justifica a realizacdo do presente estudo.
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Figura 3. Hip6tese do presente estudo onde se infere o efeito anti-inflamatério sistémica da Ang-(1-7) através da
ativacdo do componente simpatico eferente do reflexo inflamat6rio na endotoxemia.
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2 OBJETIVO

O objetivo desse estudo foi avaliar se a Ang-(1-7) pode modular a resposta inflamatéria
nos ratos endotoxémicos, via mecanismo central, e se esse efeito é mediado pelo componente

simpatico eferente do reflexo inflamatério.
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MATERIAL E METODOS
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Os experimentos foram realizados com ratos Wistar e adultos (215-220 g) obtidos do
Biotério Central da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo, campus Ribeirdo
Preto. Os animais foram mantidos em caixas plasticas coletivas (40 x 32 x 17 cm), sendo trés
animais por caixa, expostos ao ciclo claro-escuro de 12 h (luz das 7:00 - 19:00 h), temperatura
controlada (25 £ 2 °C). Os animais receberam racdo comercial balanceada (Nuvilab CR-1;
Nuvital, Colombo, PR, Brasil) e 4gua filtrada ad libitum. Os protocolos experimentais foram
aprovados pela Comissio de Etica no Uso de Animais da Escola de Enfermagem de Ribeir&o
Preto da Universidade de Sdo Paulo — EERP/USP (Protocolo n°® 14.872.53.4) e performados

de acordo com o Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA).

3.2 Drogas utilizadas

Ang-(1-7) (Angiotensin Fragment 1-7 acetate salt hydrate; A9202), 6-OHDA (6-
Hydroxydopamine hydrochloride; H4381), LPS (Escherichia coli serotype O111:B4), NE [L-
(-)-Norepinephrine (+)-bitartrate salt monohydrate; A9512], L-NAME (No-Nitro-L-arginine
methyl ester hydrochloride; N5751), tetraetilamonio (tetraethylammonium - TEA; 86616),
aminoguanidina (Aminoguanidine hydrochloride; 396494), AVP [(Arg8)-Vasopressin acetate
salt; V9879] acido ascorbico (L-Ascorbic acid; A92902); 4-(6-Acetoxymethoxy-2,7-dichloro-
3-0x0-9-xanthenyl)-4'-methyl-2,2'(ethylenedioxy)dianiline-N,N,N’,N'-tetraacetic acid tetrakis
(acetoxymethyl) ester (Fluo-3AM; 73881); 4,5-Diaminofluorescein diacetate (DAF-2DA,
D225); e o corante Evans blue (E2129) foram obtidos da Sigma-Aldrich® (Saint Louis, MO,
USA), enquanto o A779 [((D-Ala’)-Angiotensin I/1l (1-7) trifluoroacetate salt; H-2888) foi
obtido da Bachem (Bubendorf, Switzerland). Ang-(1-7), A779, LPS, NE, L-NAME,
aminoguanidina, TEA e AVP foram dissolvidos em salina estéril 0.9% (Aldrich, Milwaukee,

Wis), e a 6-OHDA foi dissolvida em solucdo de &cido ascorbico 10 %.

3.3 Procedimentos cirargicos

3.3.1 CIRURGIA ESTEREOTAXICA
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Para a realizacdo da cirurgia de implantagdo de céanula-guia no ventriculo lateral
direito, os animais foram anestesiados, intraperitonealmente (ip) com Ketamina e Xilasina (90
mg/kg e 9 mg/kg, respectivamente). Apos a anestesia, de acordo com as coordenadas do atlas
estereotaxico de Paxinos e Watson (2004), foi implantada uma céanula-guia (0.6 mm de
didmetro externo e 10 mm de comprimento) no ventriculo cerebral lateral direito para as
microinjecOes intracerebroventriculares (icv) (&ntero-posterior = -1.6 mm posterior ao
bregma; latero-lateral = -1.5 mm, lateral em relacdo a linha mediana; dorso-vental = -2.5 mm,
a partir da calota craniana). A canula foi fixada ao cranio com acrilico auto-polimerizavel e
vedada com um mandril de ago inoxidavel, com o objetivo de evitar uma eventual obstrucéo.
ApoOs a cirurgia, 0s animais permaneceram em recuperacdo em caixas plasticas individuais
(738 cm? e tampa aramada) acondicionadas em estante ventilada (25 + 2 °C) por um periodo
de sete dias. Apos esse periodo, os animais foram submetidos a cirurgia da canulagédo da veia

jugular externa.
3.3.2 CANULACAO DA VEIA JUGULAR

Um dia antes do inicio dos protocolos experimentais, os animais foram anestesiados
com Ketamina e Xilasina (90 mg/kg e 9 mg/kg, respectivamente, ip) para a canulacdo da veia
jugular externa. Uma incisdo longitudinal de 1 cm foi feita na superficie ventral do pescoco, a
1 cm da traquéia. A veia foi exposta, separada dos tecidos conectivos e amarrada. Uma canula
de silicone (Silastic®, Dow Corning CO, Midland, MI, EUA, com 11 cm de comprimento, e
com 0.51 mm e 0.94 mm de diametro interno e externo, respectivamente) foi introduzida na
veia e presa por linhas de sutura. A porc¢éo livre da canula foi transpassada por baixo da pele,
e exteriorizada no dorso do animal. Todas as incisbes foram fechadas com linha de sutura

estéril.
3.3.3 CANULACAO DA ARTERIA FEMORAL

No mesmo dia, apds o procedimento de canulacdo da veia jugular, os animais tiveram
a artéria femoral direita canulada. Com o animal ainda anestesiado, foi realizada uma incisao
de 1 cm na regido inguinal direita para exposi¢édo da artéria femural. Um cateter de polietileno
(PE), constituido por um seguimento de PE-10 (4,5 cm de comprimento), ligado a um cateter
de PE-50 (15 cm) foi colocado na artéria femural, atingindo a aorta abdominal. A extremidade

livre do cateter foi exteriorizada e fixada na area intraescapular do animal. A cénula foi
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prontamente heparinizada (125 Ul/ml). Apos a cirurgia, 0s animais permaneceram nas caixas

individualizadas até a recuperagdo completa.

3.3.4 SIMPATECTOMIA QUIMICA

Ap0s o periodo de recuperacdo da canulacdo da veia jugular, os ratos receberam uma
injecdo ev de 6-OHDA (100 mg/Kg). A dose ev de 6-OHDA utilizada foi baseada em estudos
descritos na literatura (MINSON et al., 1986; STOCKER et al., 2006). Apos a administracdo
da droga, os ratos foram mantidos em caixas individuais com livre acesso a racdo e agua, por

24 h, até o inicio dos protocolos experimentais.

3.4 Protocolos de administracdo das drogas

As doses de Ang (1-7) (0.3 nmol em 2 pL, icv) e A779 (3 nmol em 2 pL, icv)
utilizadas no presente estudo foram baseadas nos trabalhos realizados por Mahon et al. (1995)
e Oliveira; Campagnole-Santos e Santos (2013). Enquanto a dose de LPS, in bolus, (1.5
mg/kg) foi selecionada com base nos resultados prévios realizados em nosso laboratério
(CARNIO et al., 2005; STABILE et al., 2007, 2010).

Os ratos foram randomicamente separados nos diferentes grupos experimentais de
acordo com as drogas recebidas. As drogas foram administradas nos animais, isoladas ou

combinadas, de acordo com o protocolo experimental e na seguinte ordem cronoldgica:

@) 6-OHDA ou solucdo de acido ascorbico (10 %) foi injetada na veia jugular 24 h antes
do A779 e/ou Ang-(1-7);

(b)  A779 foi administrado no ventriculo lateral direito 30 min antes da Ang-(1-7);
(©) Ang-(1-7) foi injetada no ventriculo lateral 1 min antes da administracéo ev de LPS;
(d) LPS foi injetado sistemicamente apds a administracdo central de Ang-(1-7).

(e Os animais do grupo controle receberam um volume equivalente de salina isotbnica

(0.9 %) através das mesmas vias de administracdo e tempo descritos anteriormente.

3.5 Protocolos experimentais



Tese - Patricia Passaglia]|l6

3.5.1 PROTOCOLOS IN VIVO E EX VIVO

A fim de demonstrar, de forma didatica, a divisdo dos grupos experimentais de acordo
com os protocolos in vivo e ex vivo avaliados, foram montados esquemas simples que serdo

apresentados logo abaixo (Figuras 4-11).

Canulacao R0 () Injego (ev)
njecao (ev ‘ L ) >
Veia jugular |—> LPS (ev) |—> Frmne bz —— Hipotalamo Teste de permeabilidade da BHE

A Avaliados apos 1h da
24D antes . . lhapos o LPS administracio do corante
Dia do experimento

Figura 4. Esquema simplificado 1 dos procedimentos cirdrgicos, divisdo em grupos experimentais, obtencéo das
amostras e técnicas implementadas no presente estudo.

Salina (icv) + Salina (ev)

Canulagao Ang-(1-7) (icv) + Salina (ev)
Veia jugular _> — Avaliagao da taxa de sobrevida
) Salina (icv) + LPS (ev)
7 dias antes 24 h antes Avaliada durante 72 h apos
Ang—(1—7) (icv) + LPS (ev) administracio de LPS

Estereotaxia |_>

Dia do experimento

Figura 5. Esquema simplificado 2 dos procedimentos cirdrgicos, divisdo em grupos experimentais, obtencdo das
amostras e técnicas implementadas no presente estudo.

Salina (icv) + Salina (ev
& & > Plasma [AVP], [Corticosterona] e [NO]

Canulagao > Ang-(1-7) (icv) + Salina (ev)

Est taxi .
stereotaxia \_> Veia jugular [ - ‘ >  Soro [Citocinas]
Salina (icv) + LPS (ev) i _
7 dias antes 24 h antes
Ang-(1-7) (icv) +LPS (ev) ~ ~—— Bagorfigado [Citocinas] e [NO]

Coletados/avaliados apos 1h

Dia do experimento da administracdo de LPS

Figura 6. Esquema simplificado 3 dos procedimentos cirdrgicos, divisdo em grupos experimentais, obtencéo das
amostras e técnicas implementadas no presente estudo.
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A779 (icv) + Salina (icv) + Salina (ev)

Canulagio ) A779 (icv) + Ang-(1-7) (icv) + Salina (o)~ L1252 EENENEIRISRIEEEC SR R

Estereotaxia | > ..
“¥ Veia jugular

l
7 dias antes 24 h antes

AT779 (icv) + Ang-(1-7) (icv) + LPS (ev) Avaliados apos 1h da
administracdo de LPS

Dia do experimento

Figura 7. Esquema simplificado 4 dos procedimentos cirdrgicos, divisdo em grupos experimentais, obtencdo das
amostras e técnicas implementadas no presente estudo.

) Sl St Salina (icv) + LPS (ev) fp  Soro [Citocinas]
Estereotaxia |

L . -
Veia jugular quimica Ang-(1-7) (icv) + LPS (ev) =
——— Bago/figado [Citocinas] e [NO]

[EE—
7 dias antes 24 h antes

Dia do experimento

Figura 8. Esquema simplificado 5 dos procedimentos cirdrgicos, divisdo em grupos experimentais, obtencédo das
amostras e técnicas implementadas no presente estudo.

Salina (icv) + Salina (ev) Pressao arterial média (PAM)

—_—

Frequéncia cardiaca (FC)

Ang-(1-7) (icv) + Salina (ev)

: Canulagao Canulagao
Estereotaxia |_> Veia i s lar P fefnoral - Avaliadas durante 6 h apos
Jugt Salina (icv) + LPS (ev) administracdo de LPS
-

7 dias antes 24 h antes .
Ang-(1-7) (icv) + LPS (ev)  — Coragdo [Citocinas] & [NO]

Coletado 6 h apos

Dia do experimento administracdo de LPS

Figura 9. Esquema simplificado 6 dos procedimentos cirdrgicos, divisdo em grupos experimentais, obtencéo das
amostras e técnicas implementadas no presente estudo.

Salina (icv) + Salina (ev)

Canulagao : > Ang-(1-7) (icv) + Salina (ev)

Estereotaxia | > .
~¥ Veia jugular

—> Aorta toracica Reatividade vascular e [NO]

Salina (icv) + LPS (ev)
7 dias antes 24 h antes Coletados/avaliados apés 1h

Ang-(1-7) (iev) + LPS (ev) da administracdao de LPS
Dia do experimento

Figura 10. Esquema simplificado 7 dos procedimentos cirdrgicos, divisao em grupos experimentais, obtengao
das amostras e para avaliacdo, ex vivo, da reatividade vascular realizada no presente estudo.
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Figura 11. Esquema simplificado 8 da obtencdo dos anéis de aorta toracica (com e sem PVAT) para avaliacdo,
ex vivo, da reatividade vascular.

3.5.2 PROTOCOLOS IN VITRO

3.5.2.1 CULTURA DE CELULAS DA MUSCULATURA LISA VASCULAR

Inicialmente, o PVAT da artéria aorta torécica dos ratos Wistar foram removidas e
mantidas, por 30 min, em 1 mL de solucdo de Krebs (composi¢do, em mmol/L: NaCl 130.0;
KCI 4.7; KH,PO,4 1.2; MgSO4 1.2; NaHCO3 14.9; CgH1,06 5.5; CaCl, 1.6), pH 7.4, aquecida
a 37 °C e suprida com a mistura carbogénica (95 % O, e 5 % CO,). Apds esse periodo, a
solucdo de Krebs foi renovada e deu-se inicio as estimulacdes com NE e/ou LPS por 1 h.
Depois do tempo de estimulagéo, a solugéo de Krebs contendo o produto da estimulagédo do
PVAT foi coletada e denominada como “produto do PVAT”. Essas solu¢des foram utilizadas
como estimulo na cultura de VSMC (Figura 12) e também foram coletadas para a mensuracao
de TNF-a e NOx.

A cultura de VSMC da aorta torcica de ratos Wistar utilizada nesse estudo foi,
generosamente, fornecida pelo laboratdério da Prof? Dr? Lusiane Maria Bendhack. A cultura
primaria de VSMC foi obtida como descrito no trabalho de Chi et al. (2017). Foram utilizadas

as células nas passagens 4-5 (P4-P5).
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Utilizando a cultura de VSMC foram realizados protocolos de estimulagdo, conforme
demonstrado na figura 12, para a avaliagdo dos efeitos do LPS e/ou da NE na producdo de
mediadores inflamatorios e seu efeito sobre a contratilidade vascular. Antes do inicio dos
protocolos de estimulagdo, as VSMC (10* células/pogo) foram incubadas com as probes
fluorescentes DAF (5 pumol/L) e Fluo-3AM (10 pmol/L) por 30 min.

10 uL NE (0.1 uM)
LPS (1 pg/mL)
NE + LPS
95% O,, 5% CO,
T
PVAT -
| Aorta toracica "
PVAT

Banho aquecido 237 °C

1 ik, e sohuic ko Tcrels Banho aquecido 437 °C

1 mL de solugio de Krebs nova

30 min de estabilizaciao 1 h de estimulo

l

70 pL

Estimulo com as solugdes de
Krebs coletadas
Medida da producido de NO +

s R : inibidore:s : X
Medida intracelular de Calcio g tubidores = Coleta do Krebs apos as
estimulacoes
Cultura de VSCM
1 h de estimulo Dossce & 10
(30 min foi incubada com DAF ou Fluo-3) [Citocinas]

Figura 12. Esquema simplificado 9 do protocolo de obtengdo do PVAT e de seu produto, que foi utilizado como
estimulo, in vitro, das VSMC, para avaliacdo da producdo de mediadores inflamatérios e fungdo vascular.
Adaptado de Lee et al. (2014).

3.5.2.2 CULTURA DE MACROFAGOS PERITONEAIS

Quatro dias antes da coleta dos macrofagos, cada rato recebeu uma injecédo ip. de 10
mL de meio tioglicolato a 3% . O tioglicolato permite a migracéo e a ativacdo dos macréfagos
para a cavidade abdominal (COHN, 1978). No dia da coleta, os ratos foram decapitados e
imediatamente imersos em etanol 96 % para evitar a contaminacdo durante a coleta do lavado

peritoneal. A seguir, a pele foi cortada para a exposi¢ao do abddmen e foi injetado um volume
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de 10 mL de meio RPMI 1640 (Sigma Aldrich, cddigo R8758). O abdémen foi massageado
delicadamente e, o meio anteriormente injetado foi aspirado. O material colhido de, pelo
menos, 5 animais foi centrifugado a 1200 rpm durante 10 min a temperatura ambiente. O
precipitado foi ressuspenso em 5 mL do meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal
bovino (Sigma Aldrich, cédigo A2153), 100 Ul/mL de penicilina e 100 mg/mL de
estreptomicina. A suspensao de células foi corada com corante de Turck e contada em cadmara
de Neubauer, para a quantificacdo do numero de células por mL. A partir dai, foi pipetado o
volume correspondente ao nimero de 10° células em cada poco de uma placa de cultura
contendo 24 pocos. A placa foi incubada em estufa a 37 °C com atmosfera umidificada e com
5 % de CO,, durante 2 h para a adesdo dos macrofagos. Apos esse periodo, as células ndo
aderidas foram removidas por lavagem (com agitacdo) com meio RPMI aquecido. Apds a
obtencdo dos macréfagos peritoneais, foram realizadas as estimulagées com LPS (1 pg/mL)
e/ou NE (0.1 puM). Apds 24 h dos estimulos, o sobrenadante foi coletado para posterior

dosagem de TNF-a e as células foram coletadas para a analise da expressdo proteica de iNOS.

3.6 Obtencado das amostras

As amostras de sangue foram obtidas do tronco pela decapitacdo do animal ap6s 1 h
da administracdo de LPS. O sangue total foi coletado em dois tubos falcon, sendo eles com ou
sem anticoagulante. Assim, parte do sangue foi coletado com EDTA (1 mM) e imediatamente
centrifugado (3100 rpm, 4 °C, 15 min) para a obtencdo do plasma. A outra porcdo do sangue
foi mantida no gelo até a coagulacdo e apos esse processo, foi centrifugada 3500 rpm, 4°C, 10
min) para a obten¢do do soro. Apds coletados, plasma e soro foram armazenados em freezer a
-80 °C até o momento das analises.

Em relacdo aos tecidos (figado, baco, coracdo e aorta toracica), apds o término dos
respectivos protocolos de administracdo de drogas, foram coletados, lavados com salina
estéril (0.9 %), congelados em gelo seco e armazenados em freezer a -80 °C até a

homogeneizagéo.
3.6.1 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO TECIDUAL DE PROTEINA
E importante salientar que todas as técnicas, que serdo descritas abaixo, que utilizaram

tecidos homogeneizados foram corrigidas pela concentracdo de proteina das respectivas

amostras. A concentragdo tecidual de proteina foi determinada através do método de Lowry
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utilizando o kit comercial da BioRad (DC™ Protein Assay Kit, catalogo #500-0114 e #500-
0113) e curva padréo de albumina (2 — 0.125 mg/mL).

3.7 Técnicas
3.7.1 AVALIAC}AO DA SOBREVIDA

Ap0s o protocolo de administracdo de drogas, conforme observado na figura 4, os
animais foram mantidos em caixas plasticas isoladas e observados por 72 h. A taxa de
sobrevida foi estimada pelo método de Kaplan-Meier. Os resultados foram expressos em

porcentagem de sobrevida.

3.7.2 AVALIACAO DA PERMEABILIDADE DA BHE

Conforme a figura 2, os animais receberam injecdo endovenosa (veia jugular) de 1 ml
do corante azul de Evans 2% diluido em solugdo salina 0.9 %. O corante forma um complexo
com a albumina sérica, originando compostos com peso molecular superiores a 60 kDa, que
em condi¢Oes normais nao atravessam a BHE. Apds a administracdo do corante, esperou-se 1
h e entdo os animais foram perfundidos com 200 mL solucdo salina. Os cérebros foram
retirados e o hipotalamo removido. O hipotalamo foi homogeneizado em 200 ul de &cido
tricloroacético 50%. As amostras foram centrifugadas (10000 rpm, 20 min, 4 °C) e 0
sobrenadante foi diluido em etanol na proporcdo 1:1 (v/v). A mensuracdo da absorbancia do
corante azul de Evans foi realizada através de espectofotometria (SynergyH1, BioTek), com
leitura em 630 nm. Para a determinacdo da concentracdo do corante no tecido foi utilizada
uma curva padrdo com dilui¢Ges seriadas da solucdo estoque do corante (100 — 0,78 ng/ml).

Os dados foram expressos em pg-mg proteina .

3.7.3 DETERMINACAO DA CONCENTRAGCAO SERICA E TECIDUAL DE
CITOCINAS POR ELISA

Os tecidos (figado, bago e coracdo) foram homogeneizados com tampao fosfato-salino
(do inglés, phosphate-buffered saline — PBS, pH 7.4) contendo inibidores de protease
(AMRE-M250, Amresco), centrifugados (10000 rpm, 4 °C, 10 min) e foi coletado o

sobrenadante. Os sobrenadantes (tecidos e cultura de macréfago), o soro e o “produto do
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PVAT” foram diluidos com tampdes apropriados, de acordo com o fabricante. Os ensaios
foram determinados por ELISA (do inglés, enzyme-linked immunosorbent assay) atraves da
utilizacdo de kits comerciais. A concentracdo sérica e tecidual de I1L-1p (catdlogo # RLB00),
IL-6 (catalogo # R6000B) e IL-10 (catalogo # R1000) foi obtida utilizando-se kits da R&D
Systems (Minneapolis, MN, USA), enquanto a concentracdo de TNF-a foi determinada
utilizando-se o kit da Biolegend (San Diego, CA, USA), de acordo com 0s manuais dos
fabricantes. O resultado da concentracao sérica foi expresso em pg-mL " e o da concentragio

tecidual em pg-mg proteina * com base nas curvas-padréo de cada kit.

3.7.4 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO SERICA E TECIDUAL DE
NITRATO/NITRITO (NOx)

Os tecidos (figado, baco e aorta com PVAT) foram homogeneizado com PBS,
contendo inibidor de protease, e centrifugados (10000 rpm, 4 °C, 10 min) para a coleta do
sobrenadante. 50 pL do sobrenadante, do plasma e do “produto do PVAT” foram
desproteinizados com 100 pL de Etanol absoluto a 4 °C, em sequéncia foram agitados e
mantidos a -20 °C por 30 min. Apoés esse periodo, as amostras foram centrifugadas (10000
rom, 5 min, 25 °C) e o sobrenadante foi coletado. Foi utilizada a técnica de
quimioluminescéncia NO/ozonio utilizando-se o analisador Sievers® Nitric Oxide Analyzer
280 (GE Analytical Instruments, Boulder, CO. USA). O volume de 5 pL de amostra foi
injetado na camara de reacdo do analisador contendo o agente redutor 0,8% de cloreto de
vanadio em 1N de HCI a 95°C (para determinacdo de nitrato) ou com o agente redutor 1 % de
Nal em acido acético (para determinacdo de nitrito). O resultado da concentracdo sérica do
NOXx foi expresso em pug-mL ™ e o da concentracio tecidual em pg-mg proteina * com base na

curva-padrdo do ensaio.

3.7.5 DETERMINACAO DAS CONCENTRACOES SERICAS DE AVP E
CORTICOSTERONA

As concentragbes séricas de AVP e corticosterona foram determinadas por
radioimunoensaio (RIE) conforme descrito por Vecsei (1979). Essas dosagens foram
devidamente realizadas no laboratério do Prof. Dr. José Antunes-Rodrigues e da Prof Dra.
Lucila Leico K. Elias. Para a determina¢do de AVP, amostras de 50 pL de plasma foram

extraidas utilizando o método de acetona/éter de petréleo, liofilizadas e armazenadas a -20 °C.
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A determinacdo de corticosterona foi obtida em 25 pL de plasma que também foi extraido
seguindo o método de acetona/éter de petréleo, liofilizado e armazenado a -20 °C até a
realizada do RIE. A sensibilidade do ensaio e o coeficiente de variacdo intra e interensaio
foram 0.1 pg/mL, 3.7 % e 7.4 % para AVP e 0.4 ug.dL ", 3.3 % e 10.0 % para corticosterona.
Os resultados foram expressos como pg mL™* para AVP e como pg.dL ™" para corticosterona.

3.7.6 AFERICAO DA PRESSAO ARTERIAL MEDIA (PAM) E FC NOS RATOS NAO
ANESTESIADOS

Ap6s o periodo de recuperacdo das cirurgias de estereotaxia e canulacao,
anteriormente descritas, foi realizado o protocolo para a obtencdo da PAM e FC. Inicialmente,
a canula da artéria femoral de cada rato foi conectada a um transdutor de pressédo. Em seguida,
foi permitido aos animais um periodo de estabilizacdo de 45 min a 1 h para coleta dos valores
basais. A afericdo da PAM e FC ocorreu no periodo da manhd, tendo inicio entre 8 ame 9
a.m., e as medidas foram verificadas a cada 15 min apos a administracdo de LPS (tempo zero)
até a sexta hora. A obtencdo dos dados deu-se através do sistema de aquisi¢do de dados da
BioPac Systems, Inc. MP-100 (Santa Barbara, Ca, EUA). Os dados obtidos foram registrados
e analisados utilizando o programa AcgKnoledge 3.9.0 (BioPac Systems, Santa Barbara, Ca,
EUA). Os resultados foram expressos como mmHg para a PAM e como batimentos por

minuto (bpm) para os valores de FC.

3.7.7 AVALIACAO DA REATIVIDADE VASCULAR DA AORTA TORACICA

Apds a decapitacdo dos ratos, a artéria aorta toracica de cada animal foi removida,
dissecada e seccionada em anéis de 4 mm. Em alguns anéis o PVAT foi preservado (PVATY),
enquanto em outros, foi removido (PVAT). Os anéis foram colocados em dois ganchos de
aco inoxidavel, conectados ao transdutor isométrico de forca (Letica Scientific Instruments,
Barcelona, Spain) e mantidos em uma camara contendo solucdo de Krebs (composi¢do, em
mmol/L: NaCl 130.0; KCI 4.7; KH,PO, 1.2; MgS0O, 1.2; NaHCO;3 14.9; CsH1,06 5.5; CaCl,
1.6), pH 7.4, aquecida a 37 °C e suprida com a mistura carbogénica (95 % O, e 5 % CO,).
Cada anel foi tensionado para restaurar a tenséo de 1.5 g e a preparacéo foi estabilizada por 1
h. Ap0s a estabilizacdo, os anéis foram estimulados com Fenilefrina (0.1 umol/L) e a presenca
ou auséncia de endotélio foi constatada pelo uso de Ach (1 umol/L). Apenas os anéis com

endotélio foram utilizados no estudo. Curvas cumulativas concentracdo-efeito foram
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construidas para NE (0.1 nmol/L - 10 umol/L) na presenca ou auséncia de L-NAME (100
umol/L), TEA (100 umol/L) e AVP (1 nmol/L). Os resultados foram expressos em gramas de

contracao.

3.7.8 DETERMINAGCAO, IN VITRO, DO NO E DA [Ca*]

A producdo de NO e a [iCa*?] foram determinadas por citometria de fluxo. Para as
analises do NO e Ca™ no citometro foram utilizados as sondas DAF e Fluo-3AM,
respectivamente. As andlises citofluorogéfricas foram realizadas utilizando o aparelho Bec-
toneDickinson FACScan (San Jose, CA, USA). A primeira leitura no citbmetro foi realizada
para verificar a incorporacdo das sondas pelas VSMC e determinar a fluorescéncia basal.
Apds, os estimulos foram adicionados a cultura e novas leituras foram realizadas durante 30

min. Os resultados foram expressos como intensidade de fluorescéncia.

3.7.9 QUANTIFICACAO DA EXPRESSAO PROTEICA DE iNOS

A quantificacdo da expresséo proteica da iNOS nos macrdfagos peritoneais foi obtido
através da técnica de western immunoblotting. Ap6s 24 h do estimulo com LPS, os
macrofagos foram extraidos usando tampédo RIPA (50 mM de Tris-HCI pH 7.4, 150 mM de
NaCl, 1 mM de EDTA e 1 % de NP-40), acrescido de coguetel com inibidores de proteases. O
material homogeneizado foi lisado e foi determinagdo a concentracao de proteinas totais.

Aliguotas de proteinas (10 pg) foram desnaturadas (95 °C por 4 min), separadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida-10 % (SDS-PAGE) (30 mina 70 V, 2 h a 120 V, ambos
em 4° C) e transferidas (3 h em gelo) para membranas de nitrocelulose (Amersham Pharmacia
Biotech). Foi utilizado o marcador padrdo de peso molecular (BioRad, cédigo: 1610375) para
possibilitar a identificagéo e localizagdo das bandas. As membranas contendo as amostras
transferidas foram blogueadas com TBS-T (50 mM de Tris-HCI pH 7.5, 150 mM de NaCl, 0.1
% Tween 20) contendo 5 % de leite em po desnatado por 1 h a temperatura ambiente. Apds
esse periodo, as membranas foram lavadas com TBS-T e incubadas overnight a 4 °C com o
anticorpo priméario monoclonal de coelho anti-iNOS (1:1000, Santa Cruz Biotechnology,
catalogo: sc-650) ou o anticorpo primario monoclonal de camundongo anti-p-Actina (1:5000,
Santa Cruz Biotechnology, catalogo: sc-47778). Subsequentemente, as membranas foram
lavadas com TBS-T e incubadas por 1 h a temperatura ambiente com o0s anticorpos
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secundarios anti-coelho 1gG-HRP (1:10000, Santa Cruz Biotechnology, catalogo: sc-358914)
e anti-camundongo IgG-HRP (1:20000, Santa Cruz Biotechnology, catalogo: sc-2357). Apds,
as membranas foram lavadas com TBS-T e incubadas por 2 min com o reagente ECL
(BioRad, cddigo: 1705061). As bandas foram visualizadas expondo a membrana ao filme
fotogréfico de raio-X em cassetes. A quantificagdo das bandas foi realizada usando o

programa Image J. O resultado foi expresso como expressao proteica de iNOS/B-Actina.

3.8 Analise estatistica

As anélises estatisticas foram realizadas utilizando o software Prism 8.0 (GraphPad).
As determinacgdes de citocinas, NOX, corticosterona, AVP, bem como dos ensaios realizados
in vitro foram analisados estatisticamente por analise de variancia (ANOVA) de uma via
seguido pelo pds-teste de comparagdes multiplas de Newman-Keuls. Os dados de PAM e FC
foram analisados por ANOVA-two way seguido pelo pds-teste de Newman-Keuls. O ensaio de
permeabilidade foi analisado pelo teste t de Student seguido pelo pos-teste de Newman-Keuls.
A porcentagem de sobrevida foi analisada pelo o método Kaplan-Meier e comparada pelo
teste de log-rank. Para as andlises de cada curva concentracdo-resposta, o efeito maximo
(Emax) e o pD2 (-log EC50) foram calculados usando regresséo ndo-linear. O n experimental
refere-se ao nimero de animais utilizados em cada protocolo. Os dados foram expressos como
média + erro padrdo da média (SEM). Diferencas foram consideradas significantes quando p
< 0.05.
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RESULTADOS
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4 RESULTADOS

4.1 A administracao sistémica de LPS ndo alterou a permeabilidade da BHE no presente

modelo experimental

O primeiro protocolo experimental realizado no presente estudo foi o de andlise da
permeabilidade da BHE. Para tal, foi utilizado o método de administracdo periférica e
quantificacdo hipotaldmica do corante azul de Evans. Esse protocolo foi realizado a fim de
verificar possiveis alteracdes na BHE que poderiam afetar na administracéo e acdo central das
drogas utilizadas no estudo. Como resultado, ndo constatamos diferengas na permeabilidade
da BHE dos ratos endotoxémicos em comparagdo com os animais do grupo controle (Salina +

salina) ap6s 2 h da administracao do LPS (Figura 13).
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Figura 13. Avaliacdo da permeabilidade da BHE em ratos 2 h ap6s a administracdo de LPS (1.5 mg/Kg).
Valores expressos em média = SEM, n = 10 por grupo experimental.

4.2 A administracdo central de Ang-(1-7) eleva a taxa de sobrevida dos animais

endotoxémicos

Acompanhamos o indice de mortalidade dos animais endotoxémicos por 72 h e
constatamos que a administracdo central de Ang-(1-7) foi capaz de restabelecer o percentual

de sobrevida dos animais expostos ao LPS (Figura 14).
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Figura 14. Efeito da administragdo central de Ang-(1-7) (0.3 nmol em 2 L) sobre o percentual de sobrevida dos
ratos submetidos a endotoxemia (1.5 mg/Kg) por 72 h. N = 10, valores expressos em porcentagem. *p < 0,05
Versus respectivo grupo controle.

4.3 O eixo Ang-(1-7)/receptor Mas central exerceu efeito anti-inflamatorio periférico

através da modulacdo do componente neural simpatico do reflexo inflamatorio

Avaliamos a concentracdo sérica dos mediadores inflamatérios: TNF-a, IL-1f, IL-6,
IL-10 e NOx (Figura 16) a fim de constatarmos o potencial inflamatério da dose sistémica de
LPS utilizada em nosso modelo experimental. Nesse sentido, verificamos o aumento na
concentracdo sérica de TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-10 e NOx dos ratos submetidos ao LPS por 1 h
em comparagdo aos animais que sé receberam salina [Salina (icv) + salina (ev)]. No entanto, a
administracdo central da Ang-(1-7) atenuou a concentracdo sérica dos mediadores pro-
inflamatdrios e elevou a concentracdo de IL-10 nos animais submetidos a endotoxemia.
Ademais, a resposta anti-inflamatéria sistémica da Ang-(1-7) foi bloqueada pelo uso do A779,
sugerindo a participacdo do receptor Mas nesse efeito periférico (Figuras 15 A-D).
Considerando a acdo anti-inflamatéria sistémica do eixo Ang-(1-7)/receptor Mas observada, a
préxima etapa foi avaliarmos esse efeito imunomodulador na simpatectomia quimica. Ainda
nas figuras 15 A-D e na figura 16, verificamos a reversdo do efeito da Ang-(1-7) e a
intensificacdo da resposta inflamatoria nos animais endotoxémicos. Também e importante
salientar que ndo houve diferenca entre os animais do grupo controle e aqueles dos grupos
AT779 + Salina + Salina e ODHA + &cido ascorbico 10% nas andlises séricas de TNF-a
(valores ndo detectados pelo kit comercial), IL-18 (43.69 versus 38.75 e 40.50 pg/mL,
respectivamente), 1L-6 (53.41 versus 64.19 e 58.20 pg/mL, respectivamente), 1L-10 (9.95
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versus 8.48 e 10.19 pg/mL, respectivamente) e NOx (16.91 versus 19.96 e 17.21 pM/mL,
respectivamente) (dados ndo demonstrados nas figuras).
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Figura 15. Efeito da administracdo central de Ang-(1-7) (0.3 nmol em 2 uL) e A779 (3 nmol em 2 uL) sobre a
concentragdo sérica de TNF-a (A), IL-1B (B), IL-6 (C) e IL-10 (D) dos ratos 1 h apés a administracdo de LPS
(1.5 mg/Kg) e simpatectomia quimica por 24 h. Valores expressos em média + SEM, n = 7-18. ND.: valor nao
detectavel. *p < 0,05 versus respectivo grupo controle, “p < 0,05 versus grupo LPS e #p<0.05 versus grupo Ang-
(1-7) + LPS. ANOVA, seguida do pds-teste de Newman-Keuls.
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Figura 16. Efeito da administracdo central de Ang-(1-7) (0.3 nmol em 2 pL) e A779 (3 nmol em 2 pL) sobre a
concentragdo plasmatica de NOx dos ratos 1 h apds a administragdo de LPS (1.5 mg/Kg) e simpatectomia
quimica por 24 h. Valores expressos em média + SEM, n = 7-18. *p < 0,05 versus respectivo grupo controle, “p
< 0,05 versus grupo LPS e #p<0.05 versus grupo Ang-(1-7) + LPS. ANOVA, seguida do pés-teste de Newman-
Keuls.

4.4 A administracdo central de Ang-(1-7) reduziu a concentracdo tecidual de
mediadores pré-inflamatorios através da modulacdo do componente neural

simpatico do reflexo inflamatdério

O baco e o figado sdo considerados importantes orgdos efetores do reflexo
inflamatorio. Assim, avaliamos a concentracdo tecidual de TNF-o, IL-10 e NOX, visto o
importante efeito da Ang-(1-7) sobre esses mediadores inflamatdrios na circulagdo sistémica.
Inicialmente, devemos constatar que ndo houve diferenca estatistica entre os animais do grupo
controle e aqueles dos grupos A779 + Salina + Salina e ODHA + 4cido ascorbico 10% nas
analises de TNF-a (2.059 versus 1.50 e 1.74 pg/mg de proteina, respectivamente), 1L-10
(22.01 versus 16.45 e 17.41 pg/mg de proteina, respectivamente) e NOx (12.38 versus 12.40 e
15.95 uM/mg de proteina, respectivamente) no baco, e de TNF-a (79.03 versus 78.62 e 77.66
pg/mg de proteina, respectivamente), IL-10 (64.01 versus 59.44 e 58.50 pg/mg de proteina,
respectivamente) e NOx (7.60 versus 7.21 e 5.56 pM/mg de proteina, respectivamente) no
figado (dados néo apresentados nas figuras abaixo).

Nota-se nas figuras 17 A-C que a administragdo central de Ang-(1-7) reduziu a

inflamacdo no bago induzida pelo LPS e essa resposta foi abolida com a simpatectomia
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quimica. O mesmo perfil de resposta foi observado no figado onde a Ang-(1-7) central

modulou o componente simpético do reflexo inflamatério e atenuou a inflamagéo nos ratos

submetidos a endotoxemia (Figura 18 A-C).
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Figura 17. Efeito da administracdo central de Ang-(1-7) (0.3 nmol em 2 pL) sobre a concentracdo de TNF-a
(A), IL-10 (B) e NOx (C) no bago dos ratos 1 h ap6s a administracdo de LPS (1.5 mg/Kg) e simpatectomia
quimica por 24 h. Valores expressos em média = SEM, n = 6-9. *p < 0,05 versus respectivo grupo controle, “p <
0,05 versus grupo LPS e #p<0.05 versus grupo Ang-(1-7) + LPS. ANOVA, seguida do pos-teste de Newman-

Keuls.
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Figura 18. Efeito da administracdo central de Ang-(1-7) (0.3 nmol em 2 pL) sobre a concentragdo de TNF-a
(A), IL-10 (B) e NOx (C) no figado dos ratos 1 h apés a administracdo de LPS (1.5 mg/Kg) e simpatectomia
quimica por 24 h. Valores expressos em média + SEM, n = 8-10. *p < 0,05 versus respectivo grupo controle, “p
< 0,05 versus grupo LPS e #p<0.05 versus grupo Ang-(1-7) + LPS. ANOVA, seguida do pés-teste de Newman-

Keuls.
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4.5 A administragdo central de Ang-(1-7) ndo alterou as concentracdes plasmaticas de
corticosterona e AVP

Além do componente autonbémico simpatico, a via humoral destaca-se como
importante eixo modulatério do sistema imune. Da via humoral ha a regulagdo da resposta
inflamatoria através da liberagdo de corticosterona e AVP. Nesse sentido, foram avaliadas as

concentracdes plasmaticas de corticosterona e AVP.

Conforme observado na figura 19, os animais que receberam LPS tiveram um
aumento na concentracdo plasmatica de corticosterona e AVP. Entretanto, a administracdo
concomitante de Ang-(1-7) e A779 ndo alterou 0s niveis séricos desses hormdnios nos ratos
endotoxémicos (Figura 19). Também é importante comentar que ndo houve diferenca
estatistica entre os animais do grupo controle (Salina + Salina) e aqueles do grupo A779 +
Salina + Salina na dosagem plasmatica de corticosterona (14.88 versus 14.50 pg/dL,

respectivamente) (dado ndo apresentado no grafico abaixo).
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Figura 19. Efeito da administracdo central de Ang-(1-7) (0.3 nmol em 2 pL) e A779 (3 nmol em 2 pL) sobre a
concentragdo plasmatica de corticosterona (A) e AVP (B) dos ratos 1 h apdés a administracdo de LPS (1.5
mg/Kg). Valores expressos em média + SEM, n = 4-10. *p < 0,05 versus respectivo grupo controle. ANOVA,
seguida do pos-teste de Newman-Keuls.

4.6 A administracdo central de Ang-(1-7) atenuou a hipotensdo inicial induzida pelo
LPS, sem afetar a FC
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Os ratos submetidos a endotoxemia apresentaram hipotensdo 1 h apds a administracdo
de LPS se comparados aos respectivos controles. A Ang-(1-7) central foi capaz de atenuar a
resposta hipotensora, sem afetar a taquicardia, apresentada pelos animais endotoxémicos
(Figuras 20 A-B). Diante do resultado da FC apresentado (Figura 20B), avaliamos a
concentracdo de TNF-o nos coragdes dos ratos apos o término do protocolo de aferigdo da
PAM e FC. Os animais que receberam Ang-(1-7) e LPS atenuaram a elevada concentracéo

tecidual de TNF-a observada nos ratos endotoxémicos (Figura 21).
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Figura 20. Efeito da administracdo central de Ang-(1-7) (0.3 nmol em 2 pL) na PAM (A) e FC (B) dos ratos
submetidos a endotoxemia (1.5 mg/Kg) ao longo de 6 h. Valores expressos em média + SEM, n =5-7. *p < 0,05
versus respectivo grupo controle, “p < 0,05 versus grupo LPS. ANOVA-two way, seguida do pds-teste de

Newman-Keuls.
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Figura 21. Efeito da administracéo central de Ang-(1-7) (0.3 nmol em 2 pL) sobre a concentragdo de TNF-a no
coracao dos ratos 6 h apds a administragdo de LPS (1.5 mg/Kg). Valores expressos em média £ SEM, n = 7-8. *p
< 0,05 versus respectivo grupo controle, “p < 0,05 versus grupo LPS. ANOVA, seguida do pés-teste de Newman-
Keuls.

4.7 A Ang-(1-7) central atenuou a hiporresponsividade a NE, dependente do PVAT,
induzida pelo LPS

Apl6s a obtencdo dos dados de PAM, verificamos um possivel efeito vascular
resultante da administracdo central da Ang-(1-7). A partir desse dado, avaliamos a reatividade
vascular da artéria aorta toracica em resposta a NE na presenca ou auséncia de L-NAME e
AVP. Foram avaliados a eficacia - apresentada pelo Emax (Efeito desencadeado pela
concentracdo supra-maxima do agonista) - e a poténcia através do pD2 ou EC50 (50% do

efeito maximo promovido pelo agonista) (Tabelas 1-5).

Inicialmente, notamos que, apds 1 h da administracdo de LPS, houve uma reducdo na
responssividade da aorta a NE, e que esse efeito era dependente da presenca do PVAT (Figura
22).

A fim de avaliarmos a participacdo do NO, importante molécula vasodilatadora, no
efeito vasodilatador induzido pelo LPS, nés adicionamos, na cuba, L-NAME. Nesse sentido,
notamos que a hiporresponsividade induzida pelo LPS a NE era dependente do NO (Figura
23B). Como o NO pode modular o funcionamento de canais de potassio e afetar a funcéo
vascular, também adicionamos TEA, na cuba, e verificamos a perda do efeito vasodilatador

induzido pelo tratamento com LPS (Figura 23C). Verificamos ainda o efeito da adicdo de
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AVP, na cuba, sobre a resposta de contracdo da NE e notamos que a presenca desse hormonio
ndo afetou a responsividade do vaso a NE (Figura 23D). A administracdo de Ang-(1-7) (icv),
concomitante ao LPS, atenuou a hiporrenponsividade vascular e a adi¢do, in vitro, do L-
NAME intensificou esse efeito. A adicdo de TEA e AVP ndo promoveu quaisquer

modificagdes nos animais tratados com Ang-(1-7) nos ratos que receberam LPS.

Salina (icv) + Salina (ev) PVAT ~
Salina (icv) + Salina (ev) PVAT *
Salina (icv) + LPS (ev) PVAT ~
Salina (icv) + LPS (ev) PVAT *

$ o O

Contracao
(gramas)

-12 -10 -8 -6 -4
NE [Mol/L]
Figura 22. Efeito da administracdo sistémica de LPS (1.5 mg/Kg), ap6s 1 h, sobre a reatividade vascular da

artéria aorta toracica @ NE na auséncia ou presenca de PVAT. Valores expressos em média + SEM, n = 5-12. “p
< 0,05 versus grupo LPS sem PVAT (PVAT"). ANOVA, seguida do pos-teste de Newman-Keuls.

Tabela 1 - Valores de Emax e pD2 obtidos das curvas concentracdo-efeito 8 NE, na presenca ou auséncia de
PVAT, em segmentos de artéria aorta toracica de ratos expostos ou ndo ao LPS.

NE NE
Grupos experimentais (com PVAT) (sem PVAT)
Emax pD2 Emax pD2
Salina (icv) + Salina (ev) 1.46 £ 0.10 -7.17 £ 0.16 1.75+0.20 -7.46 +0.25
Salina (icv) + LPS (ev) 0.95 + 0.09* -6.93 £ 0.13 1.83+0.33 -7.97 £ 0.38

*p < 0,05 versus respectivo grupo controle. ANOVA, seguida do pds-teste de Newman-Keuls.
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Figura 23. Efeito da administragdo central de Ang-(1-7) (0.3 nmol em
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NE log [mol/L]

2 pL) sobre a reatividade vascular da

artéria aorta tordcica a NE na auséncia (A) ou presenga de L-NAME (B), TEA (C) e AVP (D) dos ratos 1 h ap6s
a administracdo de LPS (1.5 mg/Kg). Valores expressos em média £ SEM, n = 5-12. *p < 0,05 versus respectivo
grupo controle, “p < 0,05 versus grupo LPS e p < 0,05 versus grupo Ang-(1-7) + LPS. ANOVA, seguida do

pos-teste de Newman-Keuls.

Tabela 2 - Valores de Emax e pD2 obtidos das curvas concentracdo-efeito & NE, na presenca de PVAT, em

segmentos de artéria aorta toracica de ratos expostos ou ndo ao LPS.

Grupos experimentais

Emax
Salina (icv) + Salina (ev) 1.28+£0.10
Ang-(1-7) (icv) + Salina (ev) 1.75+0.18
Salina (icv) + LPS (ev) 0.95 + 0.08*
Ang-(1-7) (icv) + LPS (ev) 1.40 +0.17"

NE
pD2
-7.17 £ 0.16
-7.82£0.20
-6.93 £ 0.13

-7.05+0.13

*p < 0,05 versus respectivo grupo controle, “p < 0,05 versus grupo LPS. ANOVA, seguida do pds-teste de

Newman-Keuls.
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Tabela 3 - Valores de Emax e pD2 obtidos das curvas concentragdo-efeito a NE, na presenga ou auséncia de L-
NAME, em segmentos de artéria aorta toracica de ratos expostos ou ndo ao LPS.

L-NAME
Grupos experimentais
Emax pD2
Salina (icv) + LPS (ev) 1.86+0.15 -7.91+0.11
Ang-(1-7) (icv) + LPS (ev) 2.05+0.27" -8.22 +0.13
Salina (icv) + LPS (ev) plus L-NAME 1.66 +0.17" -7.54 £ 0.09
Ang-(1-7) (icv) + LPS (ev) plus L-NAME 1.86 + 0.24% -7.91+0.04

*b < 0,05 versus respectivo grupo LPS sem L-NAME, p < 0,05 versus grupo Ang-(1-7) + LPS sem L-NAME.
ANOVA, seguida do pés-teste de Newman-Keuls.

Tabela 4 - Valores de Emax e pD2 obtidos das curvas concentracdo-efeito a NE, na presenga ou auséncia de

TEA, em segmentos de artéria aorta toracica de ratos expostos ou ndo ao LPS.

Grupos experimentais

TEA

Emax pD2
Salina (icv) + LPS (ev) 1.44 +0.17 -7.52 £ 0.07
Ang-(1-7) (icv) + LPS (ev) 1.86 + 0.24 -7.91+0.10
Salina (icv) + LPS (ev) plus L-NAME 2.35+0.31 -8.27+0.14
Ang-(1-7) (icv) + LPS (ev) plus L-NAME 211+0.32 -8.01 £ 0.15

*n < 0,05 versus respectivo grupo LPS sem TEA. ANOVA, seguida do pés-teste de Newman-Keuls.

Tabela 5 - Valores de Emax e pD2 obtidos das curvas concentragdo-efeito a NE, na presenca ou auséncia AVP,

em segmentos de artéria aorta toracica de ratos expostos ao LPS.

AVP
Grupos experimentais
Emax pD2
Salina (icv) + LPS (ev) 1.66 + 0.17 -7.52 £ 0.07
Ang-(1-7) (icv) + LPS (ev) 2.31+0.24" -7.91+£0.10
Salina (icv) + LPS (ev) plus AVP 1.86+0.16 -7.42 +0.09
Ang-(1-7) (icv) + LPS (ev) plus AVP 2.04+0.19 -7.44 £ 0.09

*b < 0,05 versus respectivo grupo LPS sem AVP. ANOVA, seguida do pds-teste de Newman-Keuls.

A fim de complementarmos os dados referentes & producdo de NO vascular,
realizamos a dosagem de NOx na aorta tordcica com PVAT. Dessa analise, notamos um

aumento na concentracao tecidual de NOx induzido pelo LPS e a atenuacédo da sintese pela
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administracdo central de Ang-(1-7) (Figura 24). Ainda na figura 24, notamos que a
simpatectomia quimica aboliu o efeito da administracdo central da Ang-(1-7). Também
devemos salientar que ndo houve diferenca estatistica entre os animais do grupo controle e
aqueles do grupo ODHA + acido ascorbico 10% na quantificacdo tecidual de NOx (7.60

versus 7.21 e 5.56 uM/mg de proteina, respectivamente).
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Figura 24. Efeito da administragdo central de Ang-(1-7) (0.3 nmol em 2uL) sobre a concentragdo de NOX na
artéria aorta tordcica com PVAT dos ratos 1 h ap6s a administracdo de LPS (1.5 mg/Kg) e a simpatectomia
quimica por 24 h. N = 5, valores expressos em média + SEM. *p < 0,05 versus respectivo grupo controle, “p <
0,05 versus grupo LPS, %p < 0,05 versus grupo Ang-(1-7) + LPS. ANOVA, seguida do pés-teste de Newman-
Keuls.

4.8 A estimulacdo com NE, in vitro, reduziu a inflamacgao no PVAT induzida pelo LPS

Diante dos resultados de reatividade vascular, que sugeriram o efeito vascular indireto
da administracdo central da Ang-(1-7) através da modulacdo autonémica simpética, nés
avaliamos o efeito da estimulacdo da NE, principal neurotransmissor catecolinérgico, sobre a
sintese de mediadores inflamatdrios induzidos pelo LPS no PVAT. Para tal, foi realizado um
protocolo, in vitro, na qual o PVAT era estimulado com NE e/ou LPS por 1 h e,
posteriormente, avalidvamos a producdo local de mediadores inflamatorios. Na figura 25, a
estimulacdo com LPS eleva a sintese de TNF-a e IL-10 em comparacdo com o PVAT néo
estimulado. A mimetizacdo da ativacdo simpatica sobre o PVAT deu-se atraves da
estimulacdo com NE. Na estimulacdo concomitante de NE e LPS, verificamos que a NE

reduziu a sintese de TNF-a e intensificou a de IL-10 em comparagcdo com o PVAT apenas
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estimulado com LPS (Figura 25 A-B). Curiosamente, ha apenas uma tendéncia, mas ndo se
constatou diferenga na producdo de NOx proveniente da estimulacdo do PVAT pelo LPS na
presenca da NE (Figura 25C).
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Figura 25. Efeito da estimulagdo da NE (0.1 pM) sobre a sintese de TNF-a (A), IL-10 (B) e NOx (C) no PVAT
exposto ao LPS (1 pg/mL) por 1 h. Valores expressos em média £ SEM, n = 3 (pool de 2 animais em cada n). *p
< 0,05 versus PVAT ndo estimulado, *p < 0,05 versus PVAT estimulado com LPS. ANOVA, seguida do pds-
teste de Newman-Keuls.

4.9 O “produto do PVAT” modula a sintese de NO e a [Ca*?] na cultura das VSMC

A fim de verificarmos o efeito do produto do PVAT sobre a fungdo vascular, foi
desenvolvido o protocolo de estimulagéo, in vitro, da cultura de VSMC. Apds a estimulacio
do PVAT com NE e/ou LPS, como descrito anteriormente, o “produto do PVAT” - solucdo de
Krebs na qual o PVAT foi estimulado - foi coletado e utilizado como estimulo da cultura de
VSMC para avaliarmos a producdo de NO e a [iCa**] apés 30 min. A mensuracdo da
producdo de NO e [iCa™] foi realizada através do uso das sondas fluorescentes DAF e Fluo-
A3, respectivamente.

A figura 26 demonstra que, o “produto do PVAT” resultante da estimulagdo com LPS,
intensifica a producdo de NO pelas VSMCs em comparacdo com aquelas células apenas
estimuladas com “produto do PVAT” estimulado com NE + LPS. Além disso, pudemos
verificar que a produgdo de NO, no periodo, parece depender das isoformas constitutivas da
NOS, pois a adi¢do de aminoguanidina ndo afetou essa resposta (Figura 27).

Na figura 28 nota-se que, as células estimuladas com o “produto do PVAT” resultante
do estimulo com LPS, tiveram uma reducdo na [iCa*?] e que, ao serem estimulados o “produto

do PVAT” anteriormente estimulado com NE e LPS, houve o restabelecimento da
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concentracdo desse ion, o que concordaria com os dados obtidos no protocolo de reatividade
vascular. Na figura 29, podemos ainda verificar que a [;Ca*?] foi alterada na presenca de TEA
(100 pM), inibidor n&o-seletivo dos canais de potassio. E importante ressaltar que nio houve
diferenca estatistica entre os grupos controle (Solugdo de Krebs) e as VSMC estimulas com
aminoguanidina (2993.75 versus 3318, respectivamente) e TEA (1417 versus 1846,

respectivamente).
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Figura 26. Efeito da estimula¢do do “produto do PVAT”, por 30 min, sobre a producdo de NO na cultura de

VSMC. Valores expressos em intensidade de fluorescéncia, n = 4. *p < 0,05 versus “produto do PVAT” ndo
estimulado, *p < 0,05 versus “produto do PVAT” estimulado com LPS. ANOVA, seguida do pés-teste de

Newman-Keuls.
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Figura 27. Efeito da estimulagdo do “produto do PVAT” na presenga de aminoguanidina (100 puM), por 30 min,
sobre a producéo de NO na cultura de VSMC. Valores expressos em intensidade de fluorescéncia, n = 4. *p <
0,05 versus “produto do PVAT” estimulado com LPS. ANOVA, seguida do pds-teste de Newman-Keuls.
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Figura 28. Efeito da estimulagdo do “produto do PVAT”, por 30 min, sobre a [;Ca™] na cultura de VSMC.
Valores expressos em intensidade de fluorescéncia, n = 4. *p < 0,05 versus “produto do PVAT” néo estimulado,
" < 0,05 versus “produto do PVAT” estimulado com LPS. ANOVA, seguida do pés-teste de Newman-Keuls.
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Figura 29. Efeito da estimulagdo do “produto do PVAT” na presenga ou auséncia de TEA (100 pM) por 30 min,
sobre a [;Ca™] na cultura de VSMC. Valores expressos em intensidade de fluorescéncia, n = 4. *p < 0,05 versus
“produto do PVAT” estimulado com LPS. ANOVA, seguida do pds-teste de Newman-Keuls.

4.10 A estimulacdo com NE reduz a sintese de TNF-a e a expressdo da iNOS induzidas

pelo LPS na cultura de macréfagos peritoneais

Na figura 30 podemos observar a estimulacdo do macréfago, importante célula do
sistema imune inato, pelo LPS. Ainda podemos verificar o aumento da secrecdo de TNF-a nos
macrofagos peritoneais expostos ao LPS e o efeito anti-inflamatorio induzido pela NE. J& na
figura 31, verificamos a redugdo na expressdo proteica da INOS com a adicdo de NE nos
macrofagos expostos ao LPS, sugerindo a participacdo dessa isoforma da NOS na producéo

de NO pelas células imunes em resposta ao estimulo do antigeno.
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Figura 30. Efeito da estimulagdo da NE (0.1 uM) sobre a sintese de TNF-a nos macréfagos peritoneais expostos
ao LPS (1 pg/mL) por 24 h. Valores expressos em média + SEM, n = 5-6. *p < 0,05 versus macréfago néao
estimulado, *p < 0,05 versus macréfago estimulado com LPS. ANOVA, seguida do pés-teste de Newman-Keuls.
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Figura 31. Efeito da estimulacdo da NE (0.1 puM) sobre a expressdo proteica da iNOS nos macrofagos
peritoneais expostos ao LPS (1 pg/mL) por 24 h. Valores expressos em média £ SEM, n = 5-6. *p < 0,05 versus
macréfago no estimulado, *p < 0,05 versus macréfago estimulado com LPS. ANOVA, seguida do pds-teste de
Newman-Keuls.
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DISCUSSAO
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5 DISCUSSAO

No presente estudo nds avaliamos o efeito da administracdo central de Ang-(1-7) no
reflexo inflamatorio em ratos submetidos a endotoxemia. Vale ressaltar que ndo ha trabalhos
na literatura demonstrando o efeito anti-inflamat6rio da Ang-(1-7), via receptor Mas, na
modulagdo do componente neural autondémico na regulacdo da inflamacéo sistémica, o que
demonstra a relevancia do estudo desenvolvido. Demonstramos que a administracdo central
de Ang-(1-7) foi capaz de modular o arco eferente simpatico do reflexo inflamatorio e atenuar
a sintese e liberacdo, periférica e tecidual, de mediadores inflamatdrios, tais como as citocinas
e 0 NO, induzidas pelo LPS. Ademais, também demonstramos a acdo anti-inflamatoria da
Ang-(1-7) central em importantes orgdos efetores do reflexo inflamatério, como o baco,
figado e 0 PVAT, bem como demonstramos o restabelecimento da responsividade vascular a

NE em razdo da modulagao autondmica simpatica por esse heptapeptideo.

A administracdo de LPS é um importante modelo experimental utilizado para avaliar
os efeitos da inflamacéo sistémica no organismo (REMICK; WARD, 2005). Em nosso estudo,
a dose ev de LPS utilizada desencadeou uma resposta inflamatdria caracterizada pela sintese
elevada de mediadores inflamatdrios periféricos e pela hipotensdo. Aliado a isso, esse modelo
experimental apresentou baixa taxa de mortalidade e ndo afetou a permeabilidade da BHE, o
que o torna um modelo adequado para a avaliacdo dos mecanismos envolvidos na resposta

inflamatoria periférica em roedores.

Ao utilizarmos o0 modelo de endotoxemia, constatamos que o LPS é um potente
indutor do sistema imune inato. Na cultura de macréfagos peritoneais, o LPS induziu a sintese
de TNF-0, um importante marcador da resposta inflamatoria aguda, bem como promoveu o
aumento da expressdo proteica da enzima iNOS. Além disso, a ativagdo do sistema imune
pelo LPS pode ser constatada também pelo aumento na concentracdo sistémica e tecidual
(baco e figado) dos mediadores pro-inflamatdérios TNF-a, IL-1p, IL-6 e NO. Esses resultados
vao de encontro com o estudo prévio realizado em nosso laboratério, que também demonstrou
um rapido aumento nas concentracdes sericas de TNF-a e IL-10 em resposta a administragdo
ev, in bolus, de LPS (1.5 mg/Kg) (SAIA et al., 2013). Nossos achados também corroboram
com outros estudos recentes, que por sua vez, demonstram que as agdes sistémicas do LPS
ocorrem pela interacdo com o TLR4 presente na membrana de células imune (LI et al., 2019;
WANG et al., 2019). Ainda nesses estudos, os autores discutem sobre as vias de sinalizacéo,

resultantes da ativacdo do TLR4, envolvidas na sintese de mediadores inflamatdrios, e



Tese - Patricia Passaglia |46

sugerem a participacdo das MAPKSs (do inglés, mitogen-activated protein kinase) e do fator
de transcricdo NF-«B. Entretanto, ndo foram avaliadas as vias de sinalizagédo resultantes da

ativacdo pelo LPS em nosso estudo.

Da ativacdo imunoldgica, hd a consequente resposta inflamatéria cujo papel
fundamental é conter o antigeno e elimina-lo do organismo. Entretanto, o LPS induz uma
intensa liberacdo de mediadores pro-inflamatdrios capaz de promover injurias ao organismo
se ndo controlada. Em nosso estudo, a intensa resposta inflamatéria induzida pelo LPS pode
ser atrelada a redugdo na taxa de sobrevida e a hipotensdo observadas nos ratos
endotoxémicos. Assim, para que haja a regulacdo da resposta inflamatoria, inicialmente, os
sinais imunes devem ser reconhecidos pelo organismo. Nesse sentido, estudos recentes
demonstram o envolvimento das aferéncias no nervo vago no reconhecimento e transmissédo
do sinal imune ao SNC (HUSTON, 2012; KUNDA et al., 2014). Esses estudos verificaram a
expressao e ativacdo do TLR4 no génglio nodoso em resposta ao LPS, demonstrando a
participacdo desse nervo na transmissdo do sinal imune da periferia a areas do SNC

envolvidas na regulacédo do sistema imunologico.

O SNC é capaz de processar o sinal aferente e ativar areas envolvidas nos mecanismos
eferentes de regulacdo periférica da resposta inflamatoria. Das areas do SNC, o NTS ¢
considerado uma area integradora, enquanto 0 RVLM e o PVN sdo descritos como areas
envolvidas na modulagdo dos mecanismos efetores (HOSOI et al., 2005). Reyes et al. (2012)
verificou a ativacdo de c-Fos nos neurbnios do NTS ap6s a administracdo ip de LPS. Os
mesmos autores também sugeriram a projecdo de neurdnios do NTS ao PVN, na qual
resultaria no aumento da atividade de neurénios parvo e magnocelulares e na consequente
ativagdo do eixo HHA e na sintese de AVP, e ao RVLM, resultando na ativagdo de
mecanismos autondmicos eferentes em fungdo da administracdo periférica de LPS. Assim,
conhecendo os principais mecanismos eferentes de controle da resposta inflamatoria, estudos
recentes estdo sendo realizados a fim de avaliar a participacdo de drogas com agdes anti-
inflamatdrias ja descritas na regulacdo do sistema imune. Nesse contexto, no presente estudo,

optamos por utilizar a Ang-(1-7).

A ativacdo do eixo Ang-(1-7)/receptor Mas é considerada uma importante estratégia
anti-inflamatoria em diversos modelos experimentais de inflamacdo (SILVEIRA et al., 2010;
REGENHARDT et al., 2013; XIAO et al., 2018). Em cultura de células de macréfagos
peritoneais, a Ang-(1-7) é capaz de reduzir a sintese de citocinas pré-inflamatérias induzidas
pela estimulacdo com LPS (SOUZA; COSTA-NETO, 2012). Na endotoxemia, a resposta
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inflamatoria e a taxa de mortalidade foram intensificadas nos camundongos deficientes do
receptor Mas (SOUZA et al., 2014). Nossos resultados corroboram com estes achados, visto
que a administracdo central de Ang-(1-7) restabeleceu a taxa de sobrevida dos ratos
endotoxémicos, bem como atenuou a resposta inflamatoria sistémica, via receptor Mas. Como
dito anteriormente, ndo h& relatos na literatura referentes a modulacdo dos mecanismos
eferentes do reflexo inflamatorio pela Ang-(1-7). Assim, fomos os primeiros a avaliar o efeito
da administracdo central da Ang-(1-7) sobre os principais mecanismos eferentes do reflexo
inflamatdrio. Inicialmente, avaliamos a acdo da Ang-(1-7)/receptor Mas sobre o eixo HHA e a

sintese de AVP, que sdo denominados efetores humorais no controle do sistema imune.

O eixo HHA ¢é um importante mecanismo imunossupressor que atua pela liberacéo
sistémica de corticosterona (PAVLOV et al., 2003). No mesmo sentido, a liberacdo de AVP é
capaz de reforcar a ativacao do eixo HHA, visto que é um estimulo para a liberagdo do CRH.
No presente estudo, demostramos 0 aumento na liberagdo plasmaética de corticosterona nos
ratos submetidos a endotoxemia, o que corrobora com os achados de Qadri et al. (2016).
Também encontramos uma elevacdo na concentracdo plasmatica de AVP nos animais que
receberam LPS, o que vai de encontro com estudos anteriores realizados em nosso laboratério
(CARNIO et al., 2005; BATALHAO et al., 2008). Na presenca da Ang-(1-7), ndo houve
alteracdo na concentracdo plasmatica de corticosterona e AVP, e o bloqueio do receptor Mas
também ndo alterou a resposta induzida pelo LPS. Considerando que, a Ang-(1-7) seja
reconhecida pelo receptor Mas e exerca seu efeito anti-inflamatorio periférico observado, ao
ndo termos alteracbes na concentracdo de corticosterona e AVP com o bloqueio desse
receptor, sugerimos que esse heptapeptideo atue modulando outro mecanismo eferente para
regular o sistema imune, como por exemplo, 0 mecanismo autonémico simpético. Assim, o
proximo passo foi avaliar a participacdo da Ang-(1-7) no mecanismo eferente simpatico
através da simpatectomia quimica. A simpatectomia consistiu na administracao sistémica de
6-OHDA por 24 h, neurotoxina essa capaz de depletar os estoques adrenérgicos periféricos de

NE e dopamina.

Estudos recentes tém enfatizado o potencial terapéutico do componente eferente
simpatico na endotoxemia (ROSAS-BALLINA et al., 2015). Em relacdo ao mecanismo
autondmico eferente, 0 RVLM € considerado uma area chave de onde projetam-se 0s
neuronios C1 para a IML da coluna espinal e posteriormente, para orgdos-alvo. Estudos
prévios ja identificaram a presenca do receptor Mas no RVLM, em especial nos astrocitos
dessa regido (BECKER et al., 2007; GUO et al., 2010). Entretanto, a acdo da Ang-(1-7) sobre
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0 RVLM ainda ndo esté totalmente elucidada, mas sugere-se que aumente o output simpatico.
Bilodeau e Leiter (2018) recentemente mostraram que a administragdo de Ang-(1-7) no
RVLM ¢é capaz de favorecer a sintese de glutamato pelos astrocitos, que por sua vez,
aumentariam a atividade dos neurénios C1 simpaticos, resultando no aumento da PA e da
atividade do nervo esplancnico. Em nosso estudo, nés fizemos a administracdo icv de Ang-(1-
7) e nos ndo realizamos a imunomarcacdo para c-fos e receptor Mas no RVLM, mas
acreditamos que essa seja uma analise fundamental para compreender melhor o local de acdo
desse peptideo no SNC no contexto da imunoregulacdo. Assim, podemos apenas especular
sobre o local em que a Ang-(1-7) atue, para modular o componente simpatico eferente do
reflexo inflamatorio, com base nos recentes dados publicados.

Ainda em relacdo ao mecanismo autonémico simpéatico de imunoregulacgéo,
publicacGes recentes tém ressaltado a importancia dos nervos esplancnico e esplénico, ambos
simpaticos, na modulacdo da resposta inflamatéria em érgdos como o baco e o figado na
endotoxemia (ROSAS-BALLINA et al., 2008; JUNG; LEVESQUE; RUITENBERG, 2017;
MARTELLLI et al., 2019). Nesse contexto, outros estudos verificaram o aumento da atividade
dos nervos esplancnico e esplénico e a supressao da sinalizacdo inflamat6ria no baco em
resposta a0 LPS (MACNEIL et al., 1996; GAUTRON et al., 2013). Em nosso estudo,
demonstramos o aumento da sintese de TNF-a e NO, bem como a reducdo de IL-10 no bago e
figado dos ratos endotoxémicos. Com a administracdo central de Ang-(1-7) houve a atenuacéo
da producdo dos mediadores pré e aumento dos anti-inflamatérios nos ratos que receberam
LPS. Entretanto, quando antecedida pela simpatectomia quimica, a administracdo central de
Ang-(1-7) teve seu efeito anti-inflamatério tecidual abolido, o que poderia sugerir a
participacdo dos nervos simpaticos, tais como o esplancnico e esplénico, na resposta
imunoregulatéria desse peptideo. Considerando ainda que, o baco e o figado sdo importantes
fontes de producdo das citocinas periféricas, ao induzir o efeito anti-inflamatério nesses
tecidos, consequentemente, observamos o mesmo perfil de resposta induzida pela Ang-(1-7)

sistemicamente.

Além do figado e baco, trabalhos recentes vém apontando a modulacdo do sistema
autondmico simpatico sobre o PVAT. Estudos eletrofisioldgicos demonstraram que o PVAT
possui inervacdo autondmica simpatica (EGAWA; YOSHIMATSU; BRAY, 1989). McAllen
et al. (2010) inicialmente demonstrou que a ativacdo simpatica poderia modular o tecido
adiposo marrom na resposta de febre, mecanismo este que auxiliaria 0 organismo no combate

a patdgenos.
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A ativagdo simpatica, que antes era apenas relacionada a termogénese, nos dias atuais
também associado ao controle das células imunes que constituem o PVAT, bem como a
modulacéo da funcao vascular (SAXTON et al., 2018). Entretanto, o papel exato da inervacao
simpatica sobre o PVAT ainda néo esta totalmente elucidado e parece variar de acordo com o
leito vascular e 0 modelo experimental utilizados nos estudos. Na endotoxemia, Creely et al.
(2007) verificaram que a administracdo sistémica de LPS, per se, foi capaz de ativar as células
imunes do PVAT e induzir a sintese de mediadores inflamatorios, tais como o TNF-a. No
presente estudo, demonstramos que o LPS foi capaz de aumentar a sintese de TNF-a e induzir
a expressao proteica de iNOS na cultura de macrdfagos peritoneais. Associado a isso, também
demonstramos que o estimulo de NE foi capaz de atenuar a sintese desse mediador pro-
inflamatdrio e expressdo proteica dessa enzima induzidas pelo LPS. Além disso, mostramos
gue houve reducdo na sintese de TNF-a ¢ aumento na secre¢do de IL-10 no PVAT estimulado
com NE antes da estimulacdo direta do LPS, sugerindo que talvez, da mesma maneira, a
estimulagdo simpética poderia atuar nos macrofagos presentes no PVAT e modular a
inflamacédo. Nossos achados vao ao encontro com os apresentados por Tang et al. (2015), que
verificaram ainda que a resposta anti-inflamatoria do sistema simpatico sobre o PVAT é
dependente da interacdo da NE no receptor B,-adrenérgico localizado na membrana dos
macréfagos locais.

Em condicOes patologicas, hd evidéncias que o PVAT se torna disfuncional e
encontra-se em estado pro-inflamatorio, direcionando suas atividades para a secrecdo de
mediadores inflamatorios (MIKOLAJCZYK et al., 2016). A secrecdo de mediadores pro-
inflamatorios pelo PVAT pode afetar, diretamente, a funcdo vascular, e essa acdo pode-se dar
nas células endoteliais e nas VSMC (GUZIK et al., 2017). Dos mediadores pré-inflamatorios
secretados, destaca-se o TNF-a, citocina com potente acdo vascular (PARAMESWARAN;
PATIAL, 2010). No estudo cléssico de Thiemermann et al. (1993), mostrou-se que o TNF-a é
capaz de induzir hiporesponssividade vascular a NE ao induzir a sintese de NO na aorta de
ratos endotoxémicos. O estudo de Hai-Mei et al. (2013) complementou esses achados
demonstrando que a hiporeatividade vascular da aorta, na endotoxemia, é resultado da
secrecdo de NO pelo PVAT. Nossos achados corroboram com esses estudos, pois
verificamos, in vitro, o aumento da producdo de TNF-a e NO pelo PVAT em resposta ao
LPS, bem como observamos o aumento na concentracdo de NO na aorta toracica dos animais
gue receberam LPS. Além disso, constatamos que a hiporesponsividade da aorta a NE era
dependente da produgdo de NO pelo PVAT nos ratos endotoxémicos. Ainda em nossos

achados, verificamos que a producdo de NO nas VSMC néo é dependente de iNOS, embora
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acreditemos que outro tipo de inibidor seletivo na iNOS deve ser utilizado ao invés da
aminoguanidina e aliado a isso, o tempo de estimulagdo seja insuficiente para a expressao
dessa enzima induzivel nos ratos endotoxémicos. O estudo prévio realizado em nosso
laboratério demonstrou a expressdo proteica da INOS, na aorta, apenas 6 h ap6s a
administracdo sisttmica de LPS (SAIA et al., 2013).

Apesar das similaridades com estudos prévios, a novidade de nosso estudo esta no fato
de que a administracdo central de Ang-(1-7) foi capaz de atenuar a sintese de NO na aorta
toracica via ativacdo do componente eferente simpatico, pois perdeu-se esse efeito com a
simpatectomia quimica. Considerando ainda essa ideia, de forma indireta, vimos que, in vitro,
a NE foi capaz de atenuar sintese de TNF-a ¢ NO, ¢ elevar a secre¢do de IL-10 no PVAT em
resposta ao LPS. Além disso, é importante salientar que o efeito vascular indireto da Ang-(1-
7) ndo foi dado pela concentracéo sérica elevada de AVP, pois a presenca desse hormoénio ndo
afetou a responsividade da aorta a NE. Assim, atribuimos esse efeito da Ang-(1-7) central &
ativacdo do sistema simpatico eferente, a qual atenuou a resposta inflamatéria no PVAT e
restabeleceu a responsividade da aorta a NE nos animais endotoxémicos.

Ainda em relacdo ao efeito vascular do NO na inflamacédo, tem-se demonstrado que o
NO ¢é capaz de modular a abertura dos canais de potdssio nas VSMC. No mdusculo liso
vascular, o estudo de O’brien et al. (2009) demonstrou que, a ativacdo aumentada da via
NO/guanilato ciclase era responsdvel pela abertura de canais de potassio e pela
hiperpolarizacdo, na qual reduzia a probabilidade de abertura dos canais de Ca* sensiveis &
voltagem, reducdo da [iCa*’] e no consequente vasorelaxamento induzido pelo LPS. A
reducdo na [iCa*’] e o vasorelaxamento da aorta durante a inflamacdo também foram
observados por Tanaka; Koike e Toro (2004). De forma semelhante, verificamos em nosso
estudo que a reducdo na resposta contratil a NE era dependente da abertura dos canais de
potassio na endotoxemia, visto que houve atenuacdo dessa resposta com o uso do TEA, um
inibidor ndo-seletivo dos canais de potassio. Nas analises, in vitro, também observamos a
reducdo na [;Ca*?] na cultura de VSMC em resposta ao “produto do PVAT” estimulado com
LPS. Nesse sentido, acreditamos que 0 TNF-a produzido pela PVAT seja capaz de induzir a
sintese de NO na aorta, que por sua vez favoreceria a abertura dos canais de potassio e
explicaria a redugdo na [iCa™] e hiporesponsividade vascular observada em nosso estudo.
Ainda vimos que, ao utilizarmos o TEA, houve um aumento na [iCa*] sugerindo que a
abertura dos canais de potéssio possa estar promovendo a reducéo na [;Ca*"*] em nosso modelo

experimental.
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A alteracdo na funcdo vascular constatada na inflamagéo sistémica pode ainda resultar
em alteracdes na PAM e FC. Diversos estudos suportam o conceito que a intensa sintese de
mediadores pré-inflamatorios sdo os responsaveis pelos efeitos deletérios na inflamacéo
sistémica, incluindo a hipotensdo (TUNCTAN et al., 2010; SALLAM et al., 2016, 2017).
Dentre os mediadores pro-inflamatorios, o TNF-a causa redugdo da contratilidade cardiaca,
diminuicdo da fracdo de ejecdo, diminuigdo da resisténcia vascular periférica e hipotensdo
(OKUSAWA et al., 1988; SCHULZ et al., 1995; KUMAR et al., 1996; CAIN et al., 1999;
KUMAR et al., 2007). Na endotoxemia, estudos prévios realizados em nosso laboratorio,
mostraram que hipotensdo induzida pelo LPS é mediada pela intensa sintese de mediadores
inflamatérios (STABILE et al., 2007; BATALHAO et al., 2008; SAIA et al., 2013). Em
nossos resultados, também constatamos hipotensao, seguida de uma resposta taquicardica nos
animais tratados com LPS. Na presenca da Ang-(1-7), houve o restabelecimento da PAM,
sem a alteracdo do aumento da FC, nos ratos que receberam LPS, o que poderiamos sugerir
ser resultado da acdo anti-inflamatéria sobre o PVAT e do consequente aumento na
resisténcia vascular periférica. Além disso, verificamos a reducdo na concentracdo cardiaca de
TNF-a 6 h apos o tratamento com Ang-(1-7) e LPS, o que pode ter promovido um aumento na
contratilidade cardiaca e na fracdo de ejecdo, resultando no aumento do débito cardiaco e na
PAM, sem afetar a FC que permaneceu elevada em comparacdo aos animais controle.
Entretanto, analises para constatar o0 aumento na contratilidade cardiaca e na fracdao de ejecdo
devem ser realizadas para inferirmos essa resposta da Ang-(1-7) no modelo de endotoxemia

utilizado em nosso estudo.
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CONCLUSAQO
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6 CONCLUSAO

Em suma, nossos resultados sugerem que a administracdo central de Ang-(1-7) é capaz
de ativar o componente autonémico simpatico eferente do reflexo inflamatorio para exercer
sua acdo anti-inflamatoria sobre baco, figado e PVAT, favorecendo o restabelecimento da
responsividade vascular e hipotensdo, que podem ser responséveis pela melhora na sobrevida

dos ratos tratados com LPS.
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Highlights:

Central angiotensin-(1-7) [Ang-(1-7)] modulation of systemic inflammation is

reported.

- Ang-(1-7) icv injection attenuates pro-inflammatory mediators production in the
spleen and liver in endotoxemic model (TNF-a and NO)

- Inflammation response in PVAT was modulated by Ang-(1-7) through modulation of
sympathetic efferent arc of inflammatory reflex

- Vascular responsiveness of thoracic aorta and blood pressure was restored by Ang-(1-

7) in rats submitted to endotoxemia.
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Abstract

Angiotensin-(1-7) [Ang-(1-7)] has been pointed as important anti-inflammatory neuropeptide
in a number of inflammatory models. However, a possible action of Ang-(1-7) on sympathetic
efferent axis to inflammatory response control in endotoxemia has not been described in the
literature. Thus, the aim this study was to determine whether the Ang-(1-7) can modulate the
systemic inflammatory response in endotoxemic animals via a central mechanism, and
whether this effect is mediated by a sympathetic circuit. In this way, we used male Wistar rats
(215-220 g) submitted to endotoxemia by systemic endovenous administration of
lipopolysaccharide (LPS) (1.5 mg/Kg, ev) and chemical sympathectomy induced by ev
administration of 6-OHDA (100 mg/Kg). We also combined LPS treatment with
intracerebroventricular (icv) injection of Ang-(1-7) (0.3 nmol in 2 pL) and/or A779 (3 nmol
in 2 uL) e observed that this peptide, via Mas receptor, was able to attenuate serum and tissue
(spleen and liver) of the tumor necrosis factor alpha (TNF-a) and nitric oxide (NO) and
increased interleukin-10 (IL-10) concentration LPS-induced, and this effect was abolished
when chemical sympathectomy was performed. LPS-induced increases in corticosterone and
AVP plasma concentration and Ang-(1-7) was not able to change this effect. When the effect
of LPS treatment was analyzed, rings of thoracic aorta artery of endotoxemic rats, we
observed a low resistance in response to NE and this effect was dependent on perivascular
adipose tissue (PVAT) NO secretion and vascular hyperpolarization, while Ang-(1-7) central
administration was able to restore the vascular responsiveness. In another in vitro protocol,
using vascular smooth muscle cells (VSMC) culture we observed that concomitant
stimulation of NE and LPS stimulation have reduced proinflammatory effect of LPS on
PVAT (for 1 h) and increased intracellular Ca*? level in VSMC. Taken together, these data

suggest that Ang-(1-7), via Mas receptor, controls the sympathetic component of
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inflammatory reflex and exerts anti-inflammatory effect on spleen, liver and PVAT resulting

in vascular responsiveness and blood pressure recovery in rats treated with LPS.

Keywords: Angiotensin-(1-7), Lipopolysaccharide, sympathetic efferent arc, inflammatory
reflex, neuroimmunomodulation, systemic inflammation, cytokines, nitric oxide, vascular

reactivity, hypotension.

1. Introduction

Renin-angiotensin system (RAS) is involved in the control of blood pressure and
electrolyte balance, mainly by the action of an octapeptide hormone known as angiotensin
(Ang)-Il via AT; receptors (Basso; Terragno, 2001; Geara et al., 2009; Zhuo et al., 2013).
Among the pathophysiological role of Ang-I1I in the cardiovascular and renal functions, such
as vasoconstriction, fluid retention and aldosterone secretion, this vasoactive peptide also
exerts pro-inflammatory properties by inducing the production of adhesion molecules and
cytokines (Zhao et al., 2004; Viel et al., 2010). On the other hand, angiotensin-(1-7) [Ang-(1-
7)], a breakdown product of the Ang-Il, showed protective effects in the cardiovascular and
renal systems via activation of a G protein-coupled receptor named Mas (Santos et al., 2003).
Moreover, this heptapeptide suppresses pro-inflammatory cytokine release from monocytes
and macrophages and showed anti-inflammatory effects in endotoxemia and polymicrobial
sepsis (Souza and Costa-Neto, 2012; Souza et al., 2014; Tsai et al., 2018). The systemic
administration of Ang-(1-7) is effective in animal models of atherosclerosis, cerebral
ischemia, obesity, chronic kidney disease, arthritis and asthma (Rodrigues Prestes et al.,

2017). However, its anti-inflammatory mechanisms are not fully elucidated.
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Recent studies have demonstrated an elaborate neuroimmune interactions in which the
central nervous system (CNS) plays a key role in the regulation of systemic inflammation by
different pathways, mainly hypothalamic—pituitary—adrenal (HPA) axis and sympathetic
nervous system (Pavlov et al., 2018). While the first pathway is an elaborate neuroendocrine
circuit responsible for the release of corticosteroids, a steroidal hormone with potent
immunosuppressive properties, in response to inflammatory mediators (Besedovsky et al.,
1986), the second exerts its immune-modulatory properties promoting catecholamines release
and subsequent activation of beta-2 adrenoceptors (Rosas-Ballina et al., 2008; Vida et al.,
2011; Abe et al., 2017; Bassi et al., 2017).

Considering that (i) Ang-(1-7) acts as a central biologically active neuropeptide
controlling, for example, the baroreflex, an autonomic physiological mechanism responsible
for the cardiovascular homeostasis (Campagnole-Santos et al, 1989; Barnes, Knowles,
Ferrario, 1990; Gironacci et al, 2013); and (ii) the existence of neuroimmune circuits that
regulates the innate immunity, the aim of the present study was to determine whether the
Ang-(1-7) can modulate the systemic inflammatory response in endotoxemic animals via a

central mechanism, and whether this effect is mediated by a sympathetic circuit.

2. Material and methods

2.1.  Animal experiments

Experiments were performed on adult male Wistar rats (215-220g) obtained from the
Main Animal Facility of the University of Sdo Paulo, campus of Ribeirdo Preto. The animals
were housed at controlled temperature (23.0 £ 2°C) and exposed to a daily 12h light dark
cycle and provided with food and water ad libitum. All experimental protocols were

performed in accordance with the guidelines of the Ethics Committee on Animal
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Experimentation of the Ribeirdo Preto Medical School, University of Sdo Paulo (COBEA

Protocol 14.872.53.4).

2.2.  Drugs

Ang-(1-7) (Angiotensin Fragment 1-7 acetate salt hydrate; A9202), 6-OHDA (6-
Hydroxydopamine hydrochloride; H4381), LPS (Escherichia coli serotype O111:B4), NE [L-
(-)-Norepinephrine (+)-bitartrate salt monohydrate; A9512], L-NAME (Nw-Nitro-L-arginine
methyl ester hydrochloride; N5751), tetraetilamonio (tetraethylammonium - TEA; 86616),
AVP [(Arg8)-Vasopressin acetate salt; VV9879], ascorbic acid (L-Ascorbic acid; A92902); 4-
(6-Acetoxymethoxy-2,7-dichloro-3-0xo-9-xanthenyl)-4'-methyl-2,2'(ethylenedioxy)dianiline-
N,N,N’,N’-tetraacetic acid tetrakis (acetoxymethyl) ester (Fluo-3AM; 73881), and Evans blue
dye were purchased from Sigma-Aldrich® (Saint Louis, MO, USA), and A779 [((D-Ala’)-
Angiotensin /11 (1-7) trifluoroacetate salt; H-2888) was purchased from Bachem (Bubendorf,
Switzerland). Ang-(1-7), A779, LPS, NE, L-NAME, TEA and AVP were dissolved in 0.9%
sterile isotonic saline (Aldrich, Milwaukee, Wis), and 6-OHDA was dissolved in 10 %

ascorbic acid solution.

2.3.  Surgical procedures

2.3.1. Stereotaxic surgery

Seven days before the experiment, rats were anesthetized with ketamine and xylazine

(90 mg/kg and 9 mg/kg i.p., diluted in 0.9% isotonic saline; Aldrich, Milwaukee, Wis) and

fixed in a stereotaxic frame. A stainless steel guide cannula (0.4 mm) was introduced into the
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right lateral ventricle (coordinates: A: -1.6 mm, L: 1 mm, D: 3.6 mm). The displacement of
the meniscus in a water manometer ensured correct position of the cannula in the lateral
ventricle. The cannula was attached to the bone with stainless steel screws and acrylic cement.
A tight-fitting stylet was kept inside the guide cannula to prevent occlusion and infection. At
the end of surgery, all animals received an injection of a polyvalent veterinary antibiotic

(Pentabidtico, 0.2 mL, intramuscular; Fort Dodge, Campinas, SP, Brazil).

2.3.2. Jugular vein cannulation

For intravenous drug administration, the rats were generally anesthetized with
ketamine and xylazine, and a Sylastic catheter (Dow Corning, Midland, Mich) was inserted
into the right external jugular vein. The catheter was tunneled under the skin, exteriorized in

the back of the neck.

2.3.3. Chemical sympathectomy

Immediately after recovery of the jugular vein cannulation, rats were injected with 6-
hydroxydopamine (6-OHDA) (100 mg/Kg) (Minson et al., 1986; Stocker et al., 2006) in to
the jugular vein. After surgery, they were kept in individual cages having free access to food

and water and were allowed a 1-day recovery period before the experiment took place.

2.3.4. Aortic perivascular adipose tissue (PVAT)

PVAT was obtained from thoracic aorta artery and maintained in 1 mL of Krebs

solution (composition, in mmol/L: NaCl 130.0; KCI 4.7; KH,PO,4 1.2; MgSO, 1.2; NaHCO;

14.9; CgH1,06 5.5; CaCl, 1.6), pH 7.4, supplied with gas containing 95% O, and 5% CO, at
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37°C. After this time, Krebs solution was exchanged and stimulation with NE (0.1 pM)
or/and LPS (1 pg/mL) was initiated for 1 h. After stimulation, the Krebs solutions were
collected and were called “PVAT's products”. “PVAT's products” were used as stimulus for

VSMC culture and were used for TNF-a and NOx analyzes.

2.3.5. Vascular smooth muscle cells culture

A primary culture of rat aortic vascular smooth muscle cells (VSMC) was obtained as
described by Chi et al. (2017). Before the experiments, the VSMCs were cultured in serum-
free medium for 24 h. VSMC (10* cells/well) were incubated with FLUO-3AM (10 pmol/L)

for 30 min before stimulus with “PVAT"s products” in presence or absence of TEA (100 uM).

2.4.  Drug administration

Rats were randomly separate in different experimental groups according to drugs
received. Drugs were administered to the animals, alone or in combination, according to the
following chronology: (a) 6-OHDA or acid ascorbic solution (10 %) was injected into the
jugular vein 24 h before A779 (3 nmol in 2 pL) or Ang-(1-7) (0.3 nmol in 2 pL); (b) A779
was injected inside the right lateral ventricle (icv) 30 min before Ang-(1-7); (c) Ang-(1-7) was
injected inside the right lateral ventricle 1 min before LPS (1.5 mg/kg) administration; (d)
LPS was injected into the jugular vein after Ang-(1-7) icv administration. Control animals

only received equal volumes of saline 0.9% (vehicle) through the same routes.

2.5.  Obtaining of the samples
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Samples of blood and tissues (spleen, liver and thoracic aorta) were collected 1 h,
while heart was collected 6 h after LPS administration. Part of the blood was collected with
EDTA (1 mM) and was immediately centrifuged (3100 rpm, 4 °C, 15 min) to obtain plasma,
which was stored in a freezer at -80 °C. Another part of blood was colleted without
anticoagulant and centrifuged (3500 rpm, 4°C, 10 min) to obtain serum, which was also
stored in a freezer at -80 °C. The tissues were collected, washed with sterile saline (0.9 %) and

were immediately frozen in dry ice and stored at -80 °C.

2.6. Techniques

2.6.1. Blood-brain barrier permeability

The integrity of the blood-brain barrier (BBB) was investigated using Evans blue dye
extravasation 2 h after the LPS administration. Following sedation with ketamine and
xylazine (90 mg/kg and 9 mg/kg), the animals received an intravenous injection of 1 ml of
Evan’s blue solution (2 % w/v diluted in saline solution 0.9 %). After 1 h, the rats were
perfused with 200 ml of 0.9 % saline solution and the brain was collected for hypothalamus
dissection. Hypothalamic samples were homogenized in 50 % trichloroacetic acid,
centrifuged at 10000 rpm at 4 °C during 20 min, and the supernatant was diluted in ethanol
1:1 (v/v). Evans blue content was measured by spectrophotometry (Synergy H1, Biotek) at
630 nm and quantified according to a standard curve. The results are presented as (ng of

Evans blue stain/mg of protein).

2.6.2. Cytokine measurement by ELISA
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Serum was diluted with phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.4) and tissues (spleen,
liver, PVAT and heart) were homogenized in PBS containing protease inhibitors followed by
centrifugation (10000 rpm, 4 °C, 10 min) to collect the supernatant. The supernatant was
diluted with appropriate buffer and the levels of IL-1p (catalog # RLB00), IL-6 (catalog #
R6000B) and IL-10 (catalog # R1000) were quantified by enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) using commercial kits from R&D Systems (Minneapolis, MN, USA), and
TNF-o (catalog 438206) level was quantified by ELISA using kit from Biolegend (San
Diego, CA, USA) according to the user manual. The results were expressed as cytokines

concentration in pg-mL™* for serum and pg-mg protein* based on standard curves.

2.6.3. Plasma nitrite/nitrate (NOx) measurement

Tissues (spleen, liver and thoracic aorta) were homogenized in PBS containing protease
inhibitors followed by centrifugation (10000 rpm, 4 °C, 10 min) to collect the supernatant.
The supernatant and plasma were deproteinized using cold absolute ethanol and were injected
in a reaction vessel containing vanadium trichloride (\VCl3). The nitrite/nitrate produced was
detected as ozone induced by chemiluminescence using the purge system from Sievers
Instruments Nitric Oxide Analyzer (NOA model 280i; Boulder, Colo). The results were
expressed as NOx concentration in uM-mL* for plasma and pM -mg protein * based on

standard curves.

2.6.4. Radioimmunoassay for corticosterone and vasopressin (AVP)

The corticosterone and AVP radioimmunoassay was performed as previously

described in Vecsei (1979). Plasma samples (25uL) were extracted using ethanol, lyophilized,
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and stored at -20 °C until analysis of corticosterone. Plasma samples (0.5 mL) were extracted
using the acetone/petroleum ether method, lyophilized, and stored at -20 °C until analysis of
AVP. Assay sensitivity and intra- and interassay coefficients of variation were 0.4 pg.dL™,
3.3 % e 10.0 % for corticosterone and 0.7 pg.mL™, 7.6 % and 12 % for AVP. The results

were expressed as pg.dL " for corticosterone and pg.mL " for AVP.

2.6.5. Vascular reactivity on aorta artery

After 1 h of experiments of drug administration, the thoracic aorta of each animal was
removed, dissected, and sectioned in 4- mm rings. The rings were kept in two stainless steel
stirrups and connected to an isometric force transducer (Letica Scientific Instruments,
Barcelona, Spain) in a chamber containing Krebs solution (composition, in mmol/L: NaCl
130.0; KCI 4.7; KH,PO,4 1.2; MgSO4 1.2; NaHCO3 14.9; CgH1,06 5.5; CaCl, 1.6), pH 7.4,
supplied with gas containing 95% O, and 5% CO, at 37 °C. Each ring was stretched to a
resting tension of 1.5 g, which was maintained for 60 min for stabilization. Next, the rings
were stimulated with phenylephrine (0.1 umol/L), and the presence or absence of endothelium
was verified by using acetylcholine (1 pmol/L). Cumulative concentration-effect curves were
constructed for NE (0.1nmol/L - 10umol/L) in presence or absence of the nitric oxide

synthase inhibitor L-NAME (100 umol/L), TEA (100 pmol/L) and AVP (1 nM/L).

2.6.6. Mean arterial blood pressure and heart rate measurement

On the day of the experiment, the arterial catheter was connected to a pressure

transducer (TSD104A) and a data acquisition unit (MP150 System; BIOPAC Systems Inc,

Goleta, Calif) to record the mean blood pressure and heart rate (HR) of conscious and freely
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moving rats. The data were converted and analyzed using the software AcqKnowledge v.3.9.0

(BIOPAC Systems Inc, Goleta, Calif).

2.6.7. Intracellular Ca** measurement in VSMCs by fluorescence analysis

To determine [iCa?*], the cells were stimulated with the selective a1-adrenergic receptor
agonist phenylephrine (10 umol/L) for 5 min. Then, the cells were stimulated with “PVAT's
products” for 30 min. Fluorometric analyses were performed on a spectrofluorometer
(BioTeK®) equipped with a 150-Watt Xenon lamp (Excitation/Emission: FLUO-3AM

506/526 nm). All the measurements were carried out at medium sensitivity.

2.7.  Statistical analysis

Statistical analyses were performed using Prism 8.0 (GraphPad) software. Cytokines,
NOx corticosterone and AVP measurement were statistically analyzed by one-way analysis of
variance (ANOVA) followed by the Newman-keuls multiple comparison post-hoc test. PAM
and HR were statistically analyzed by two-way ANOVA followed by the Newman-keuls
multiple comparison post-hoc test. BBB permeability was analyzed by t-Student followed by
the Newman-keuls multiple comparison post-hoc test. The maximum effect (Emax) was
considered as the maximal amplitude response reached in the concentration—effect curves for
the contractile agent. The concentration of agents that produced a half-maximal relaxation
amplitude (EC50) was determined after logit transformation of the normalized concentration—
response curves and it is reported as negative logarithm (pD2) of the mean of individual

values. The experimental sample n refers to the number of animals and data are expressed as
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the means * standard error of the mean (SEM). Differences were considered statistically

significant when p < 0.05.

3. Results

3.1.  Endotoxemic model did not modified BBB permeability

The BBB permeability was not altered during endotoxemia as compared to control

group (Fig. 1).

3.2.  Central Ang-(1-7)/Mas receptor axis, attenuated systemic inflammation via

efferent sympathetic reflex

We first verified whether LPS induced a systemic inflammation through the analysis
of peripheral cytokines and NOx levels. LPS increased TNF-a, IL-1p and IL-6 serum
concentration, and decreased IL-10 levels, as well as increase NOx plasma concentration. Our
results validate the peripheral inflammation LPS-induced. In addition, we also performed
chemical performed chemical sympathectomy to analyze whether central Ang-(1-7)/Mas
receptor axis regulates sympathetic anti-inflammatory reflex. Central Ang-(1-7)
administration, via Mas receptor, reduced the peripheral inflammation markers and this
response was attenuated by the sympathetic block (Fig. 2A-D, Fig. 3). There was no
significant difference between groups control and A779 + Saline + Saline and ODHA +
ascorbic acid in TNF-a (non-detected values through commercial kits), IL-1p (43.69 versus

38.75 and 40.50 pg/mL, respectively), IL-6 (53.41 versus 64.19 and 58.20 pg/mL,
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respectively), 1L-10 (9.95 versus 8.48 and 10.19 pg/mL, respectively) and NOx (16.91 versus
19.96 and 17.21 uM/mL, respectively) levels (Data not shown).

Considering that there is the important humoral pathway to control of inflammation,
we evaluate the corticosterone and AVP plasma concentration. LPS increased corticosterone
and AVP levels and theses effects did not alter by Ang-(1-7) and by blockade of Mas
receptor, reinforcing the idea that the heptapeptide mainly work through the neural pathway
(Fig. 4A-B). There was no significant difference between groups control and A779 + Saline +
Saline in corticosterone plasmatic concentration (14.88 versus 14.50 pg/dL, respectively)
(Data not shown).

Next, we investigated the TNF-a, IL-10 and NOXx levels - considering that important
effect of Ang-(1-7) on these cytokines levels in this study - on spleen and liver. The liver and,
in special, spleen are important organs to control systemic inflammation. In this study, the
sympathetic pathway of inflammatory reflex was modulated by Ang-(1-7) and attenuated the
tissue inflammation (Fig. 5-6), thereby helping to reducing the global inflammation. There
was no significant difference between groups control and A779 + Saline + Saline and ODHA
+ ascorbic acid in TNF-a (2.059 versus 1.50 and 1.74 pg/mg of protein, respectively), 1L-10
(22.01 versus 16.45 and 17.41 pg/mg of protein, respectively) and NOx (12.38 versus 12.40
and 15.95 uM/mg of protein, respectively) levels on spleen; and TNF-a (79.03 versus 78.62 e
77.66 pg/mg of protein, respectively), IL-10 (64.01 versus 59.44 and 58.50 pg/mg of protein,
respectively) and NOx (7.60 versus 7.21 and 5.56 pM/mg of protein, respectively) levels on

liver (Data not shown).

3.3.  LPS stimulation induced NOx and TNF-a secretion by PVAT
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PVAT is a tissue that can be affected during systemic inflammation, taking the
important damages to vascular function. PVAT stimulated with LPS had increased TNF-a and
NOx secretion and decrease IL-10 serum concentration. In presence of NE there was
reduction in production of pro-inflamamatory and increased anti-inflammatory mediators

LPS-induced (Fig. 7A-C).

3.4. Central Ang-(1-7) attenuated NOx production in thoracic aorta and was

restored the vascular responsiveness in endotoxemic rats

Figure 8 shows that Ang-(1-7) reduced NOx production in thoracic aorta LPS-induced
through modulation of sympathetic efferent axis of inflammatory reflex, because the chemical
sympathectomy abolished this effect. There was no significant difference between groups
control and ODHA + ascorbic acid in NOx plasma concentration (7.60 versus 7.21 uM/mg of
protein, respectively) (Data not shown).

Figure 9 (Table 1) shows that LPS decreased NE maximum constrictor effect (Emax)
as compared to control group and this effect was PVAT-dependent. We also show that LPS
effects on vascular function was NO and hyperpolarization-dependent, which L-NAME and
TEA intensified Emax induced by NE in endotoxemic rats (Fig. 10B-C, Tables 3-4). The
presence of Ang-(1-7) increased NE Emax as compared to the response induced by LPS (Fig.
10A, Table 2). Also, the addition of AVP, in vitro, did not alter the drop of vasoconstriction

induced by LPS and did not affect the Ang-(1-7) response (Fig. 10D, Table 5).

35.  “PVAT's product” decrease [iCa*?] through hyperpolarization in response to

LPS stimulation
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The opening up of potassium channels can affect the cytoplasmic Ca®* levels.
Considering the participation of potassium channels in vascular response LPS-induced, we
examined how LPS and NE affect VSMCs pre-loaded with Fluo-3 AM, as well as their effect
on Ca®* levels after stimulation with phenylephrine. LPS stimulation decreased [iCa®*], but in
association with NE restore Ca®* levels (Fig. 11A). TEA restore the [iCa*] in VSMC

stimulated with LPS (Fig. 11B).

3.6.  Ang-(1-7) restored drop on mean blood pressure in endotoxemic rats

In this in vivo protocol, we verified that mean blood pressure was restored by Ang-(1-

7) without affecting the tachycardia LPS-induced (Fig. 12A-B).

3.7.  Ang-(1-7) attenuated TNF-a production in heart LPS-induced

In figure 13, we observed that central administration of Ang-(1-7) was able to

attenuate cardiac TNF-a level in rats 6 h after LPS administration.

4. Discussion

In the present study, we demonstrated, for the first time, that central Ang-(1-7)
administration attenuate the peripheral inflammation by modulation of sympathetic efferent
arm of the anti-inflammatory reflex in endotoxemic rats. Taken together, these data suggest
that central Ang-(1-7), via Mas receptor, control the sympathetic component of inflammatory

reflex and exerted the anti-inflammatory effect on spleen, liver and PVAT resulting in
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recovery of vascular responsiveness and hypotension can be responsible for improves on

survival in rats treated with LPS.

Onset of peripheral inflammation is characterized by the amplified production of pro-
inflammatory cytokines - and other inflammatory mediators - by activation of innate immune
cells such as macrophages (Andersson, Tracey, 2012). In our study, we demonstrated the
inflammatory response LPS-induced by increase pro-inflammatory cyotkines and NOXx levels,

with no changes in blood brain barrier permeability.

The immune system activation occurs, in order to eliminate the causative agent and
restoration of homeostasis (Andersson, Tracey, 2012). In this context, the vagal afferents
fibers can detect peripheral inflammation LPS-induced and transmit the inflammatory signals
for to nucleus of the solitary tract (NTS) (EImquist et al., 1993). Neurons of the NTS
projected for rostral ventrolateral medulla (RVLM) and the paraventricular nucleus of the
hypothalamus (PVN), resulting in HPA axis and autonomic efferent arc of inflammatory
reflex activation. HPA axis activation resulting in glucocorticoid release by the adrenal cortex
with well-known anti-inflammatory properties while autonomic arc activation promotes the
release of NE for control the systemic inflammation (Borovikova et al., 2000; Andersson,
Tracey, 2012; Martelli et al., 2014; Pavlov, Tracey, 2017). In our study, it was observed that
Ang-(1-7) has not changed the corticosterone levels LPS-induced, agreeing with Regenhardt
et al. (2013), who have demonstrated that central infusions of Ang-(1-7) had no effect on
serum corticosterone levels in stroke-prone spontaneously hypertensive rats. Ang-(1-7) also
did affect AVP plasma concentration, a potent activator of HPA axis, in endotexemic rats.
Also, Ang-(1-7) decreased peripheral pro-inflammatory mediators production in rats
submitted to endotoxemia, however this systemic anti-inflammatory effect was blocked by
AT779 and in rats underwent chemical sympathectomy. In addition, the Mas receptor protein

expression was identified in RVLM and PVN (Metzger et al., 1995; Becker et al., 2007).
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Thus, may suggest that the peripheral anti-inflammatory effects of Ang-(1-7)/Mas receptor

axis in endotoxemic rats mainly involve an autonomic modulation.

Currently, it has been investigated the participation of sympathetic efferent component
of inflammatory reflex in system immune modulation in inflammatory experimental models
(Rosas-Ballina et al., 2015). Recent studies emphasize the therapeutic potential of
sympathetic efferent arm of inflammatory reflex in endotoxemia (Rosas-Ballina et al., 2015).
Specifically, in response to LPS the efferent arm this the neuro-immune circuit was proposed
as a splanchnic nerve preganglionic efferent neuron terminating in the celiac ganglia, with
postganglionic sympathetic fibers - the splenic nerve - projecting into the spleen (Rosas-
Ballina et al., 2008; Jung, Levesque, Ruitenberg, 2017; Martelli et al., 2019). Other studies
also demonstrate similar results, where, in response to bacterial endotoxin, splanchnic
sympathetic and splenic nerve activity increased and that efferent sympathetic nerve activity
was responsible for suppression of inflammatory signaling in the spleen (MacNeil et al., 1996;
Gautron et al., 2013). The splenic nerve has sympathetic input to 2-adrenergic receptors on
cholinergic T cells causing the release of ACh then elicits an anti-inflammatory response by
stimulation of a7nAChRs on splenic macrophages (Martelli et al., 2014; Pavlov, Tracey,
2017). Interestingly, the spleen has been described as the main source of TNF-o during
endotoxemia. In the present study, the intensification of pro-inflammatory cytokines
production in the spleen and liver, other important source of cytokines — with chemical
sympathectomy in endotoxemic rats. In addition, it has been shown, for the first time,

attenuation of anti-inflammatory tissue response of Ang-(1-7) in response of LPS.

The sympathetic efferent arc of inflammatory reflex can also modulates the
functioning of PVAT and influences the vascular function (Mikolajczyk et al., 2016; Guzik et
al., 2017). Electrophysiological studies, showed that PVAT has a sympathetic innervation

(Egawa; Yoshimatsu; Bray, 1989). In the past, the sympathetic activation was only related to
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thermogenesis, however, in our days, related to inflammatory response control (Saxton et al.,
2018). In endotoxemia, Creely et al. (2007) showed that LPS systemic administration induces
cytokines and NO production by PVAT. Our findings agree with these previous studies
showed increase of TNF-a e NO production by PVAT in response to LPS. Considering the
indirect effect of Ang-(1-7), we stimulated PVAT with NE, in presence of LPS, a reduction of
inflammatory mediators was observed. Also showed that Ang-(1-7) attenuated NOX
production in thoracic aorta LPS-induced and this effect was blocked with chemical
sympathectomy, suggesting that this central heptapeptide can also control the inflammatory

response in PVAT.

The pro-inflammatory mediators production by PVAT may affect vascular function.
Thiemermann et al. (1993), showed that TNF-a can decrease vascular responsiveness through
NO production in aorta. In addition, Hai-Mei et al. (2013) complemented these findings
showing that, in endotoxemia, reduction in aorta vascular responsiveness is dependent of NO
production PVAT-induced. Similarly, we observed that rings of thoracic aorta artery have
presented low resistance in response to NE and this effect was dependent of NO production-
PVAT induced and hyperpolarization-dependent in endotoxemic rats, while Ang-(1-7) central
administration was restored the vascular responsiveness. The addition of vasoconstrictor
hormone vasopressin (AVP) not sufficient to restore the low resistance in response to NE in

aorta of endotoxemic rats.

NO production can alter the functioning of the potassium channels localized in
vascular smooth muscle cells (O”brien et al., 2009). In inflammation models, the NO can to
induce hyperpolarization and to open the calcium-activated potassium channels. The opening
of calcium-activated potassium channels reduces [;Ca*?] and induces vascular relaxation. In
the present study, using vascular smooth muscle cells (VSMC) culture we observed that NOx

and TNF-a PVAT production induced by LPS (for 1 h) may have caused decrease of calcium
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(Ca*?) cytoplasmatic concentration and this would explain the low resistance in response to
NE. NE and LPS stimulation have reduced proinflammatory effect of LPS on PVAT and
increased the intracellular Ca* concentration ([iCa™’]) in VSMC, suggesting that Ang-(1-7)
restore the vascular responsiveness by sympathetic autonomic modulation in endotoxemia.

Alterations in vascular function ay lead to blood pressure and heart rate alterations
during inflammatory response. In endotoxemia, previous studies carried out in our laboratory
showed that hypotension induced by LPS is NO-dependent (Stabile et al., 2007; Batalhdo et
al., 2008; Saia et al., 2013). Considering the intense production of NO observed in our study,
can suggesting that hypotension induced by LPS to be NO dependent and Ang-(1-7) restore
this response, without affecting the tachycardia, exercising anti-inflammatory effects on
PVAT and decrease TNF-a cardiac level. In addition to vascular effects, TNF-a decrease
cardiac contractility and ejection fraction (Schulz et al., 1995; Kumar et al., 1966; Cain et al.,
1999; Kumar et al., 2007). In our study, TNF-a cardiac reduction may have increased cardiac
contractility and ejection fraction, leading to improve in cardiac output and PAM, without
affecting the high HR observed in endotoxemic rats.

However, these are the first findings and new studies are being performed by to
understand where and how Ang-(1-7) acts in CNS to activate of sympathetic component of
inflammatory reflex in endotoxemic models. Previously, immunohistochemical co-
localization studies have demonstrated a wide distribution of Mas receptor in CNS (Metzger
et al., 1995; Becker et al., 2007). The presence of Mas receptor on microglia, neurons and
endothelial cells suggests that Ang-(1-7) may modulate these cells activity in CNS to induce
peripheral effects in inflammation. As a first step, central Ang-(1-7) can be reported as a
potential new target in control of systemic inflammation. It is also important to emphasise the
potential of Ang-(1-7) for clinical use is further evidenced by the number of on-going clinical

trials involving this heptapeptide (Machado-Silva et al., 2016; Rodrigues Prestes et al., 2017).
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Taken together, these data suggest that Ang-(1-7), via Mas receptor, control the
sympathetic component of inflammatory reflex and exerted an anti-inflammatory effect on
spleen, liver and PVAT resulting in recovery of vascular responsiveness and hypotension in

rats treated with LPS.
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Figures and tables captions

Figure 1. Assessment of BBB permeability in rats submitted to endotoxemia. Data are
expressed as the means = SEM, n = 10 each experimental group.

Figure 2. Effects of central Ang-(1-7) (0.3 nmol in 2 pL) and A779 (3 nmol in 2 pL)
administration on TNF-a (A), IL-1B (B), IL-6 (C) and IL-10 (D) levels in rats 1 h after LPS
administration (1.5 mg/Kg) and chemical sympathectomy for 24 h. Data are expressed as the
means £ SEM, n = 7-18. ND.: not-detected. *p < 0,05 versus control group, “p < 0,05 versus
LPS group and %p<0.05 versus Ang-(1-7) + LPS group. ANOVA, followed Newman-Keuls
post hoc.

Figure 3. Effects of central Ang-(1-7) (0.3 nmol in 2 pL) and A779 (3 nmol in 2 pL)
administration on NOx plasma concentration in rats 1 h after LPS administration (1.5 mg/Kg)
and chemical sympathectomy for 24 h. Data are expressed as the means + SEM, n = 7-18. p
< 0,05 versus control group, “p < 0,05 versus LPS group and #p<0.05 versus Ang-(1-7) + LPS
group. ANOVA, followed Newman-Keuls post hoc.

Figure 4. Effects of central Ang-(1-7) (0.3 nmol in 2 pL) and A779 (3 nmol in 2 pL)
administration on corticosterone (A) and AVP (B) concentration in rats 1 h after LPS
administration (1.5 mg/Kg). Data are expressed as the means + SEM, n = 7-18. "p < 0,05
versus control group. ANOVA, followed Newman-Keuls post hoc.

Figure 5. Effects of central Ang-(1-7) (0.3 nmol in 2 pL) administration in TNF-a (A), IL-10
(B) and NOx (C) concentration on spleen of rats 1 h after LPS administration (1.5 mg/Kg) and
chemical sympathectomy for 24 h. Data are expressed as the means + SEM, n = 6-9. "p < 0,05
versus control group, *p < 0,05 versus LPS group and p<0.05 versus Ang-(1-7) + LPS group.
ANOVA, followed Newman-Keuls post hoc.

Figure 6. Effects of central Ang-(1-7) (0.3 nmol in 2 puL) administration in TNF-a (A), IL-10
(B) and NOx (C) concentration on liver of rats 1 h after LPS administration (1.5 mg/Kg) and
chemical sympathectomy for 24 h. Data are expressed as the means = SEM, n = 8-10. p <
0,05 versus control group, “p < 0,05 versus LPS group and #p<0.05 versus Ang-(1-7) + LPS
group. ANOVA, followed Newman-Keuls post hoc.
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Figure 7. Effects of NE (0.1 puM) stimulation on TNF-a (A), IL-10 (B) and NOx (C) secretion
in PVAT exposed to LPS (1 pg/mL) for 1 h. Data are expressed as the means £+ SEM, n = 3
(pool of 2 rats each n). p < 0,05 versus PVAT not-stimulated, *p < 0,05 versus PVAT
stimulated with LPS. ANOVA, followed Newman-Keuls post hoc.

Figure 8. Effects of central Ang-(1-7) (0.3 nmol in 2 pL) administration in NOXx
concentration on thoracic aorta of rats 1 h after LPS administration (1.5 mg/Kg) and chemical
sympathectomy for 24 h. Data are expressed as the means + SEM, n = 5. 'p < 0,05 versus
control group, *p < 0,05 versus LPS group and ¥p<0.05 versus Ang-(1-7) + LPS group.
ANOVA, followed Newman-Keuls post hoc.

Figure 9. Effects of systemic LPS administration (1.5 mg/Kg), after 1 h, in vascular reactivity
of thoracic aorta artery in presence or absence of PVAT. Data are expressed as the means +
SEM, n = 5-12. "p < 0,05 versus LPS without PVAT group. ANOVA, followed Newman-
Keuls post hoc.

Figure 10. Effects of central Ang-(1-7) (0.3 nmol in 2 pL) administration in vascular
reactivity of thoracic aorta artery to NE in absence (A) or presence of L-NAME (B), TEA (C)
and AVP (D) in rats 1 h after LPS administration (1.5 mg/Kg). Data are expressed as the
means = SEM, n = 5-12. p < 0,05 versus control group, “p < 0,05 versus LPS group and
%p<0.05 versus Ang-(1-7) + LPS group. ANOVA, followed Newman-Keuls post hoc.

Figure 11. Effects of “PVAT's products” on [iCa™’], in absence (A) or presence of TEA (100
uM) (B) in VSMC culture for 30 min. Data are expressed as fluorescence intensity, n = 4. "p
< 0,05 versus “PVAT product” stimulated with LPS group. ANOVA, followed Newman-
Keuls post hoc.

Figure 12. Effects of central Ang-(1-7) (0.3 nmol in 2 pL) administration in mean blood
pressure (A) and HR (B) in rats submitted to endotoxemia (1.5 mg/Kg) during 6 h. Data are
expressed as the means = SEM, n = 5-7. p < 0,05 versus control group, “p < 0,05 versus LPS
group. ANOVA, followed Newman-Keuls post hoc.

Figure 13. Effects of central Ang-(1-7) (0.3 nmol in 2 pL) administration in TNF-a
concentration on heart of rats 1 h after LPS administration (1.5 mg/Kg). Data are expressed as
the means + SEM, n = 7-8. p < 0,05 versus control group and *p < 0,05 versus LPS group.
ANOVA, followed Newman-Keuls post hoc.
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Table 1 - Values of Emax and pD2 obtained from concentration-response curves in response
to NE, in absence or presence of PVAT, in thoracic aorta artery rings of rats exposed to LPS.

Table 2 - Values of Emax and pD2 obtained from concentration-response curves in response
to NE, in presence of PVAT, in thoracic aorta artery rings of control or endotoxemic rats.

Table 3 - Values of Emax and pD2 obtained from concentration-response curves in response
to NE, in presence or absence of L-NAME, in thoracic aorta artery rings of control or
endotoxemic rats.

Table 4 - Values of Emax and pD2 obtained from concentration-response curves in response
to NE, in presence or absence of TEA, in thoracic aorta artery rings of control or endotoxemic
rats.

Table 5 - Values of Emax and pD2 obtained from concentration-response curves in response
to NE, in presence or absence of AVP, in thoracic aorta artery rings of control or endotoxemic
rats.
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Figure 9
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Figure 10
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Figure 12
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Tables
Table 1
NE NE
Experimental groups (with PVAT) (without PVAT)
Emax | pD2 Emax | pD2
Saline (icv) + Saline (ev) 1.46 +0.10 -7.17 £0.16 1.75+0.20 -7.46+0.25
Saline (icv) + LPS (ev) 0.95 + 0.09* -6.93+0.13 1.83+0.33 -7.97 £0.38
*p < 0,05 versus control group. ANOVA, followed Newman-Keuls post hoc.
Table 2
NE
Experimental groups
Emax pD2
Saline (icv) + Saline (ev) 1.28 +0.10 -7.17+£0.16
Ang-(1-7) (icv) + Saline (ev) 1.75+0.18 -7.82+0.20
Saline (icv) + LPS (ev) 0.95 + 0.08* -6.93+0.13
Ang-(1-7) (icv) + LPS (ev) 1.40 +0.17" -7.05+0.13

*p < 0,05 versus control group, “p < 0,05 versus LPS group. ANOVA, followed Newman-Keuls post hoc.

Table 3
L-NAME
Experimental groups
Emax pD2

Salina (icv) + LPS (ev) 1.86 +0.15 7.91+0.11
Ang-(1-7) (icv) + LPS (ev) 2.05+0.27" -8.22+0.13
Saline (icv) + LPS (ev) plus L-NAME 1.66 +0.17" -7.54 +0.09
Ang-(1-7) (icv) + LPS (ev) plus L-NAME 1.86 + 0.24% -7.91+£0.04

" < 0,05 versus LPS group without L-NAME, %p < 0,05 versus Ang-(1-7) + LPS without L-NAME group.

ANOVA, followed Newman-Keuls post hoc.
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Table 4
TEA
Experimental groups Emax pD2
Saline (icv) + LPS (ev) 1.44 +£0.17 -7.52 £0.07
Ang-(1-7) (icv) + LPS (ev) 1.86 + 0.247 7.91+0.10
Saline (icv) + LPS (ev) plus L-NAME 2.35+0.317 -8.27+0.14
Ang-(1-7) (icv) + LPS (ev) plus L-NAME 2.11+0.32% -8.01+£0.15
#n < 0,05 versus LPS without TEA group. ANOVA, followed Newman-Keuls post hoc.
Table 5
AVP
Experimental groups
Emax | pD2
Saline (icv) + LPS (ev) 1.66 + 0.17 -7.52+0.07
Ang-(1-7) (icv) + LPS (ev) 2.31+0.24" -7.91+0.10
Saline (icv) + LPS (ev) plus AVP 1.86+0.16 -7.42 +£0.09
Ang-(1-7) (icv) + LPS (ev) plus AVP 2.04+0.19 -7.44 £ 0.09

"p < 0,05 versus LPS without AVP group. ANOVA, followed Newman-Keuls post hoc.




