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RESUMO

OLIVEIRA T. C. S. Efeito da exposicao intermitente a angiotensina Il em doses
ndo pressoras sobre a liberacao cardiaca de TGFf e IL-6 em camundongos.
2015. 98 f. Tese (Doutorado em Ciéncias Morfofuncionais) - Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2015.

Neste estudo, avaliou-se o efeito da exposicédo intermitente a Ang Il, levando em
consideragcao uma dose que tenha uma acdo nao pressora, sobre a liberacdo de
citocinas inflamatérias como a interleucina-6 (IL-6) e fator de crescimento
transformante beta (TGF), bem como PAI-1 e plasminogénio/plasmina. O estudo foi
realizado em camundongos machos C57BI/6, submetidos ao tratamento com Ang Il
(30ng/kg), com losartan (30mg/kg) ou uma combinagao destes, nos tempos de: 30
minutos, 1, 3 e 10 dias. As avaliagbes mostraram que a Ang Il ndo altera pressao
arterial, sugerindo que os aumentos observados de IL-6 e TGF[3 sejam decorrentes
de acado direta da Ang Il. A Ang Il promove aumento tanto agudo de TGF@,
possivelmente associado a acdo proteolitica da plasmina e alteracbes vasculares
transitérias compativeis com aumento de permeabilidade, como crénico de TGF[,
possivelmente associado ao aumento da expressao génica, levando ao aumento da
deposigao de colageno vascular.

Palavras-chave: Angiotensina |Il. Inflamacdo. TGFB. IL-6. Sistema renina
angiotensina.



ABSTRACT

OLIVEIRA T. C. S. Effect of intermittent exposure to angiotensin Il in non-
pressor doses on cardiac release of TGFb and IL-6 in mice. 2015. 98 p. Ph. D.
thesis (Morphological Sciences) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
Sao Paulo, Sao Paulo, 2015.

This study, evaluated the effect the intermittent exposure to Angiotensin Il (Ang II),
taking in account a non-pressor dose on the release of inflammatory cytokines such
as interleukin-6 (IL-6), transforming growth factor beta (TGFp) as well PAI-1 and
plasminogen /plasmin. The study was conducted on male mice C57BL/6 subjected to
the treatment with angiotensin Il (30 ng/kg), losartan (30 mg/kg) or a combination
thereof, at times: 30 minutes, 1, 3 and 10 days. The evaluations showed that Ang |l
did not change blood pressure, suggesting that the increases of IL-6 and TGF may
be by due to direct action of Ang Il. Ang Il promotes both acute increase of TGFf3,
possibly associated with the proteolytic action of plasmin and transient vascular
changes consistent with increased permeability, such as chronic increase of TGFJ,
possibly associated with increased gene expression, leading to increased vascular
collagen deposition.

Keywords: Angiotensin Il. Inflammation. TGF. IL-6. Renin-angiotensin system.
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1 INTRODUGAO

1.1 Doengas Vasculares

Nas ultimas décadas, inumeros estudos tém sido feitos a respeito das
doencgas vasculares, tendo em vista que sao elas as principais causas de morbidade
e mortalidade na sociedade ocidental. As doengas cardiovasculares representam
cerca de 245 mortes a cada 100.000 habitantes no mundo (ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2013). Ja no Brasil, doencas cronicas ndo transmissiveis
(DCNT) representam 72,4% das causas de Obito registradas, sendo as doencgas
cardiovasculares responsaveis por cerca de 80,7% de tais mortes (MINISTERIO DA
SAUDE, 2011). Os desfechos mais comuns destas doencas s&o: infartos do
miocardio e cerebral, aneurisma de aorta e doenga vascular periférica, geralmente
decorrente de arterioesclerose, que contribui para lesdes degenerativas e fibrose em
pequenas artérias, ou aterosclerose, doenga de artérias elasticas principalmente
artérias coronarias, aorta, carétidas, artérias cerebrais e grandes artérias periféricas
(ROSS, 1995).

Os mecanismos que determinam ou levam ao desenvolvimento de tais
doengas ainda ndo estdo completamente esclarecidos devido a grande
complexidade das interacbes celulares, tanto em situagbes fisiologicas quanto

patoldgicas.

1.2 Relagao da Integridade Vascular e da Resposta Inflamatéria

A parede vascular é caracterizada pela presenga de trés tunicas, com
particularidades proprias conforme a fungdo desempenhada. Estas tunicas, partindo
da mais interna, sdo denominadas tunicas intima, média e adventicia. Vasos de
grande calibre tém tunicas médias e adventicias nutridas por vasos proprios
denominados vasa vasorum (WILTING, 2002), e a configuragédo geral das tunicas é
diferente para as redes de alta pressao (artérias) e a de baixa pressao (veias).

As artérias sado orgaos complexos, capazes de se adaptar a estimulos
mecanicos e quimicos de diferentes naturezas, cuja parede € um conjunto ativo e
integrado composto por células endoteliais, células musculares lisas e fibroblastos,

interligados uns aos outros por uma rede de interagdes autocrinas e paracrinas
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(GIMBRONE et al., 1997). Além dos componentes celulares, a parede vascular é
composta de matriz extracelular, produzida especialmente pelas células musculares
lisas e € essencial na regulagdo da homeostasia e arquitetura tecidual
(STAMENKOVIC, 2003). Assim, o vaso € capaz de modificar sua estrutura e fungao
em resposta a estimulos fisioldgicos ou lesivos (TULIS, 1998).

A tunica intima (também chamada de tunica interna) € composta por camadas
de células epiteliais e componentes de matriz extracelular, o tecido conjuntivo. O
epitélio estratificado simples € chamado de endotélio, e se apresenta continuo ao
longo de todo o sistema vascular, incluindo as camaras cardiacas. Adjacente ao
endotélio, encontra-se a membrana ou lamina basal, que fornece forca, mantém
flexibilidade, e € também permeavel (KIERSZENBAUM, 2012). A fina camada
exterior a camada intima contém uma pequena quantidade de fibras elasticas para
proporcionar flexibilidade, e também contém algumas fibras de colageno para
proporcionar resisténcia adicional. Em artérias de maior calibre, ha também uma
camada distinta constituida de fibras elasticas conhecidas como a membrana
elastica interna (também chamada Iamina elastica interna) no limite com a tunica
média (WAGENSEIL, 2009). Abaixo do endotélio existe uma camada denominada
de subendotelial, a qual possui filamentos de conexdo e ancoragem constituidos por
fibrina e fibras de colageno, sendo que em ratos e camundongos n&o ha a presenca
de células nesta camada (GERRITY, 1972).

A tunica média situa-se na sequéncia da camada intima e precede a tunica
adventicia, ou seja, € a camada intermediaria da parede vascular. Ela é geralmente
a camada mais espessa nas artérias, e € muito mais espessa nas artérias do que
nas veias (WAGENSEIL, 2009). A tunica média € composta por camadas de
musculo liso sustentadas por uma matriz extracelular (MEC), essencialmente
constituida por macromoléculas como colageno, glicoproteinas nédo colagénicas,
proteoglicanos e laminas e fibras elasticas, a maioria das quais dispostas em
camadas circulares concéntricas. A contracao e o relaxamento da camada muscular
lisa diminui e aumenta respectivamente o didmetro da luz do vaso (METTOUCHI,
2012; WAGENSEIL, 2009). O colageno é encontrando de forma abundante na MEC
atuando na manutengao da integridade e resisténcia a tensdo na parede vascular
(BOSMAN, 2003). Os tipos de colageno mais presentes na parede vascular s&o os
colagenos tipos |, lll, IV, V e VI (PLENZ et al., 2003).
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A tunica adventicia (também chamada de tunica externa) € uma bainha
substancial de tecido conjuntivo composta principalmente de fibras de colageno.
Algumas faixas de fibras elasticas sdo também encontradas (STENMARK et al.,
2013). As camadas exteriores da tunica adventicia s&o ricas em colageno dos tipos |
e lll, o que fortalece a parede do vaso e previne da ruptura do mesmo.

Tanto em processos patologicos vasculares, como também no
envelhecimento, a deposicdo de colageno na rede arterial encontra-se alterada,
levando ao enrijecimento vascular (STENMARK et al., 2013). Assim, em estados
patolégicos como de hipertensédo arterial e diabetes, 0 aumento da deposig¢do de
colageno em longo prazo contribui para o enrijecimento da parede arterial,
comprometendo a distensibilidade vascular e contribuindo para o desenvolvimento
do processo hipertensivo (CAMPBELL et al., 2011; WEISSBERG, 1999).

Um fato importante para a funcado vascular € que a tunica intima é capaz de
funcionar como um sensor, detectando alteracées hemodinamicas e humorais, além
de funcionar como um efetor podendo eventualmente afetar a estrutura do vaso
(GIMBRONE, 1999). Assim, o endotélio é capaz de detectar e responder a sinais
mecanicos, fisicos ou quimicos, processar as informacdes e liberar fatores que
modificam o ténus vascular, a fungao plaquetaria, a adesdao de moléculas, levar a
alteragdes metabdlicas locais e a modificar a permeabilidade através das jungdes
intercelulares (VIEGAS; LACCHINI, 2008).

Dessa forma, o endotélio é extremamente importante para manter a
integridade dos vasos, e pode estar intimamente relacionado com o inicio de um
processo inflamatério, ja que este €& capaz de produzir varios moduladores
inflamatorios (SANTORO, 2010). Por exemplo, as moléculas de adesao, expressas
no endotélio agem como iniciadores criticos para a resposta inflamatéria, mediando
a diapedese de leucdcitos, da luz vascular para o intersticio, além de produtos de
bactérias, hormdnios vasocontritores e produtos de metabolismo intermediario, como
de oxigénio e citocinas pro-inflamatérias (ELLIS, 2003; GIBBONS; DZAU, 1994;
LIBBY, 2005).

O conhecimento sobre a fungao da célula endotelial mudou muito a partir de
1980, quando Furchgott e Zawadzki demonstraram que as células endoteliais s&o
capazes de modular o ténus vascular (CHERRY et al., 1982). A célula endotelial
participa ativamente ndo apenas o ténus vascular, como também a coagulagao,

trombdlise, remodelamento vascular e a resposta inflamatéria e imune. Neste
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contexto, uma série de trabalhos mostrou que as células endoteliais regulam a
proliferacdo de mondécitos (PAKALA; BENEDICT, 1999), tonus vascular (MONCADA,
1991) metabolismo lipidico (GIMBRONE, 1999), crescimento celular, migragao
celular e integragdo com matriz extracelular e inflamacgéo (WEII, 1999).

Quando temos uma doenga instalada, a partir das alteragdes geradas pela
inflamacao, inicia-se um processo de lesdao vascular, onde as células musculares
lisas tém papel essencial em doengas como aterosclerose e restenose; apds a
injuria da parede arterial, células musculares lisas migram da camada média para a
intima e proliferam (NAFTILILAN, 1994; ROSS, 1999).

Vale salientar que a migracao dos leucdcitos para o espago subendotelial
depende, principalmente, da expressao de citocinas quimioatrativas (como a MCP-
1). Além disso, a atividade destas células leva a produgdo de mediadores como
prostanodides e outros derivados do acido araquidbénico, além da liberacdo de
histamina, que leva ao aumento da permeabilidade vascular. A maior consequéncia
deste processo inflamatorio vascular € a migragao das células musculares lisas para
a intima formando a camada chamada neointima ou miointima, o que vai gerar um

espessamento e a deposi¢cao de matriz extracelular (VIEGAS; LACCHINI, 2008).

1.3 Sistema Renina Angiotensina

Classicamente, o Sistema Renina-Angiotensina (SRA) & descrito como uma
cascata de reagdes bioquimicas cuja atuacdo é essencial para a homeostasia
cardiovascular. Neste caso, a cascata enzimatica se inicia a partir da clivagem do
angiotensinogénio, produzido principalmente no figado, pela enzima renina
produzida por células justaglomerulares renais, e liberada diante de situagdes de
reducao da presséao arterial, do aumento da atividade de nervosa simpatica renal ou
da reducdo acentuada de sédio (PUTNAM et al.,, 2012). A partir da clivagem do
angiotensinogénio forma-se a angiotensina | (Ang |) a qual é convertida em Ang Il
pela acdo da Enzima Conversora de Angiotensina | (ECA) produzida principalmente
pelo endotélio pulmonar. Hoje se sabe que este sistema apresenta tanto disposicéo
e atividade circulante (sistémica), como é encontrado em tecidos e células, trazendo
a ideia de sistemas renina-angiotensina locais (CAT; TOUIZ, 2011). A Figura 1
apresenta um esquema do SRA, onde ocorre a formacdo de diferentes

angiotensinas apds agao de enzimas, como a renina, ECA, ECA2, e outras.
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A ECA, uma dipeptidilcarboxipeptidase, pertence a familia de zinco-
metalopeptidase, e tem como cofator um ion zinco alinhado em seus sitios ativos,
essencial para a catalise. Ela se apresenta como uma ectoenzima ligada a
membrana por seu segmento hidrofébico carboxi-terminal ou como molécula
circulante nos fluidos organicos (HOOPER, 1991). Na literatura, sdo descritas
classicamente duas formas de ECA: a somatica e a testicular, além da forma da
ECA soluvel. A ECA somatica (150-180kDa) possui dois dominios cataliticos, N- e C-
dominios e pode ser encontrada em células endoteliais, epiteliais e neuronais
(CAMPBELL, 1987). A ECA testicular ou germinal (90-110kDa) é similar a por¢cao C-
terminal da ECA somatica e é encontrada unicamente nos testiculos, onde é
expressa durante a maturacdo dos espermatozoides. A ECA soluvel é detectada no
fluido ileal, seminal, na urina e no liquido amnidtico (ERDOS, 1990).

A angiotensina Il (Angll) é o principal agente efetor na homeostasia e fungéo
cardiovascular, através dos receptores do tipo 1 (AT1) e do tipo 2 (AT2). Além dos
efeitos envolvidos nos processos hemodindmicos, a Angll pode ativar vias de
sinalizagao intracelular, indutoras da producdo de mediadores proé-inflamatorios
(CARVALHO et al., 1987; TADDEI et al., 2002). Hoje sao conhecidas outras formas
de produgao de Ang Il, que ocorrem no endotélio, na musculatura lisa e nos tecidos
cerebrais, adrenais, renais e ovarianos assim como no plasma, sendo estes
processos independentes da agdo da ECA (CARVALHO et al., 1987; SKRBC,; IGIC,
2009).

Ang Il também é substrato gerador de outros peptideos bioativos como:
Angiotensina Ill (Ang IIl), Angiotensina IV (Ang IV) e Angiotensina (1-7) (Ang (1-7). A
Ang (1-7) possui fungdes frequentemente opostas as fungdes atribuidas a Ang Il, e
sua origem pode se dar além da formacéao a partir da Ang Il ou diretamente da Ang |,
a partir de outras vias enzimaticas tém sido descritas, e que envolve um novo
homdlogo da Enzima Conversora de Angiotensina (ECA), a ECA-2 (CAT; TOUIZ
2011).
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Figura 1. Apresentagao dos componentes do Sistema Renina Angiotensina.
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Fonte: Figura adaptada de SKRBC E IGIC, 2009, Capettini et al., 2012.

A enzima renina cliva o angiotensinogénio em angiotensina |; a
angiotensina | é convertida em angiotensina Il pela enzima conversora de
angiotensina Il (ECA) ou também pode ser formada por acéo direta da tonina e da
catepsina G sobre o angiotensinogénio. A angiotensina Il pode ser metabolizada por
outras peptidases como as aminopeptidases (Amp e D-Amp), carboxipeptidases
(Cbp) e prolilendopeptidase (PEP), além da enzima conversora de angiotensina 2
(ECA2). Uma importante angiotensina produzida pela clivagem seja da angiotensina
| (por acdo de endopeptidase neutra (NEP) e PEP) como da angiotensina Il (por
acao de ECA2, PEP e Cbp) é a angiotensina-(1-7). A angiotensina-(1-7), liga-se ao
receptor Mas e tem efeitos predominantemente antagénicos aos da angiotensina I,
ao de ligar ao seu receptor AT1 (levando a vasoconstrigdo, proliferagédo celular,

hipertrofia, etc). Outros peptideos do sistema sao: angiotensina lll, angiotensina IV,
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angiotensina-(1-9), angiotensina-(1-4), angiotensina-(3-7) e angiotensina-(1-5),
normalmente formados por acao de ECA, Amp, D-Amp, Cbp e NEP.

Os mecanismos que determinam ou que levam ao desenvolvimento de
doencas cardiovasculares ainda nao estdo completamente elucidados, devido a
grande complexidade das interagdes celulares tanto em situagdes fisiolégicas como
patolégicas. Porém, o papel do Sistema Renina-Angiotensina (SRA) nas
fisiopatologias cardiovasculares vem sendo bastante pesquisado.

As inumeras fungbes do SRA tém sido descritas nos ultimos anos,
especialmente em modelos relacionados a regulagdo da pressao arterial. A rapida
expansao das técnicas de biologia molecular permitiu que os componentes do SRA
fossem clonados e sequenciados (DZAU; LOPEZ-LLASACA, 2005), determinando a
sua distribuicao tecidual.

A definicdo enddcrina, sistémica e classica do SRA considera-o componente
de uma cascata enzimatica produzida em locais bem definidos, tendo como seu
principal peptideo efetor a Ang Il (MA et al., 2010; RUGGENENTI, 2010). Ja a
Angiotensina Il produzida localmente exerce suas ag¢des sobre células proximas,
reforcando o conceito de “sistemas renina-angiotensina teciduais” com fungdes
autécrinas e paracrinas, nao-hemodinamicas (TAMURA et al., 1995). Neste caso,
seus componentes foram identificados em muitos tecidos, especialmente os de
interesse cardiovascular.

Existem hoje diversas evidéncias relacionando os componentes do sistema
renina-angiotensina a lesao vascular. A ativacdo do SRA vascular em seguida a
lesdo ou disfungdo endotelial tem papel importante na patogénese do
remodelamento vascular e aterosclerose, verificando-se 0 aumento da expressao de
angiotensinogénio na camada média e na neointima de artérias (RAKUGI et al.,
1993). Além disso, encontrou-se forte associagdo entre o aumento da expressao da
enzima conversora de angiotensina | (ECA) e lesdes ateroscleroticas (OHISHI et al.,
1997). Embora evidéncias sugiram a existéncia de enzimas semelhantes a ECA
(quimases) na média e na adventicia de vasos e outros tecidos, demonstrou-se que
nao ocorre a co-localizagao entre a Ang Il e quimases, apontando que a Ang Il é
produzida por acgao direta da ECA no processo aterosclerético (OHISHI et al., 1997).

A ECA é importante na contratilidade da musculatura lisa vascular e também
para o crescimento desta musculatura, contribuindo para o desenvolvimento da
hiperplasia da camada intima e hipertrofia da média (DZAU; LOPEZ-LLASACA,
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2005). Neste sentido, demonstrou-se em camundongos geneticamente modificados
(contendo um numero crescente de cépias do gene da ECA) submetidos a lesao
vascular, que esta pode ser considerada um fator de susceptibilidade a lesao
vascular. Observou-se que tanto o grau de lesdo quanto a atividade da ECA na
regido da lesdo, aumentavam concomitantemente ao maior numero de cépias do
gene (LACCHINI et al., 2009).

A associagao da disfungdo endotelial com o Sistema Renina-Angiotensina
mostra um aumento da quantidade de Ang |l quando comparada a fisiolégica, como
na leséo ateroscleroética e renal associadas a aumentos crénicos da concentracao de
Ang Il (WATANABE, 2005), o que reforca a ideia da acado local da Ang I,
desencadeando processos inflamatorios relacionados.

Hutchinson e colaboradores (1999) demonstraram a importancia funcional dos
receptores da angiotensina Il (AT{ e AT,) na lesdo vascular, verificando re-
expressao de fendtipo neonatal para estes receptores apds a injuria da carétida.
Hoje se sabe que existem varios tipos de receptor AT, que estdo envolvidos em
acdes especificas da Angiotensina ll e das outras Angiotensinas. As acgdes
dos receptores AT, funcionalmente se opdem aquelas dos receptores AT; (NAVAR
et al., 2002), podendo a propria angiotensina Il agir simultaneamente sobre ambos

os receptores, de modo a permitir uma modulagao de seus efeitos (ARIMA, 2001).

1.4 Angiotensina Il e Inflamacao

Segundo Taubman (2003), estudos recentes sugerem que seu papel
bioldgico € amplo, capaz de gerar modificagdes aos niveis sistémico e intracelular. A
Angiotensina Il também tem sido identificada como um fator de aceleragcdo de
doencgas cardiovasculares, como a aterosclerose, através de seu efeito sobre a
sintese de colesterol por macrofagos (KEIDAR et al.,, 1999). Como ja citado, a
Angiotensina Il, além de ser um peptideo que exerce um papel central na
homeostase cardiovascular, regulando a vasoconstricdo e a pressao arterial
(TAUBMAN, 2003), vem sendo considerada uma citocina multifuncional com
propriedades nao-hemodinamicas, entre as quais a de fator de crescimento, de
citocina pro-fibrinogénica e proé-inflamatéria (WOLF, 2003), modulando da resposta
imunoldgica, levando a quimiotaxia, a proliferacdo e a diferenciagdo de mondécitos
em macroéfagos (RUIZ-ORTEGA et al., 2001).
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Embora grande parte destes dados provenha de estudos em rim, podem-se
postular os processos pelos quais a Angiotensina Il funcionaria como citocina proé-
inflamatéria no vaso, micro-ambiente normalmente influenciado pelo SRA
(IRIGOYEN et al., 2005). A Angiotensina Il € produzida na parede vascular (DZAU E
LOPEZ-LLASACA, 2005) e ¢é capaz de gerar hiperplasia da intima
independentemente de efeitos hemodinadmicos ou neurohumorais (NAFTILAN, 1994;
ROSS, 1999). Além de estimular a ativacdo de programas de transcrigdo para
diversos genes de proteinas e moléculas que levam a modificagdes na funcéo
vascular, como MMPs, MCP-1, V-CAM, VEGF e PAI-1 (DZAU; LOPEZ-LLASACA,
2005), interleucinas, TNF-o. e TGF-p.

Foi verificado anteriormente por ndés que pequenos aumentos de Ang I,
independentemente de seus efeitos sobre a pressdo arterial, sdo capazes de
estimular a liberagdo de mediadores inflamatérios, tais como TGFp e IL-6 de forma
aguda (SOUZA, 2010).

O entendimento da ativagcdo de processos inflamatorios pela Ang Il € de
fundamental importancia no estudo da fisiopatologia cardiovascular. Neste sentido,
demonstramos que ocorre aumento da concentragdo de TGF[3 e IL-6 num aumento
muito sutil de Angiotensina Il em tempos agudos, onde observamos que tanto o
TGFB como a IL-6 tiveram aumento de suas expressdes na vasculatura cardiaca 30
minutos apos unica injegao intraperitoneal de Angiotensina Il (30 ng/kg), mantendo-
se elevadas até 60 minutos apds a injegcao; ja sistemicamente foi observado o
aumento significativo de IL-6 no soro 60 minutos apds a injegdo de Angiotensina Il
(OLIVEIRA et al., artigo submetido para publicagao).

Esta pronta resposta vascular sugere uma rapida liberagdo destes fatores,
que poderiam ser previamente sintetizados e armazenados dentro da célula (como
no caso da IL-6), como ocorre em mastocitos (KANDERE-GRZYBOWSKA et al.,
2003) e tecido musculo esquelético (LAURITZEN et al., 2013) ou sintetizados e
armazenados junto a matriz extracelular como no caso do TGFB (BENKE et al.,
2013; BONETTI, 2009), estando estes prontos para sua liberagao.

Esta ideia corrobora com evidéncias que mostram a indugdo da resposta
inflamatéria na parede vascular por meio de mecanismos dependentes e
independentes da pressao arterial por parte da Ang Il (CHENG, 2005). A

Angiotensina Il induz interagdes entre os leucdcitos e o endotélio, aumentando a
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quimiotaxia, e posterior elevagdo da produgado de citocinas, incluindo IL-1, IL-6 e
TNF- a (CHENG, 2005).

A IL-6 é uma citocina produzida por uma grande quantidade de tipos
celulares, incluindo células musculares lisas, células endoteliais e fibroblastos, e tem
sido relacionada a uma série de eventos que contribuem tanto com a formacao da
placa aterosclerética como com sua desestabilizacdo e ruptura. Os mecanismos
envolvidos incluem a liberacdo de outras citocinas pré-inflamatérias, oxidagdo de
lipoproteinas e a ativagado de metaloproteinases de matriz extracelular (SCHUETT et
al., 2009). Sabe-se que a Angiotensina Il € capaz de induzir a produgao vascular de
citocinas pro-inflamatérias como IL-6 e TNF-a (SCHIEFFER et al., 2000). Neste
caso, a Angiotensina Il leva ao aumento da produgdo de espécies reativas de
oxigénio, que por sua vez induzem o aumento da produgéo de IL-6 (WASSMANN et
al., 2004), além de eventos ciclicos e deletérios ao vaso e conhecidos no estado
cronico (SCHUETT et al., 2009).

Considerando a grande variedade de vias intracelulares possivelmente
desencadeadas pela ativagédo do receptor AT1 da Ang Il, é importante identificar vias
potencialmente mais rapidas, que permitem a pronta liberacdo de citocinas
inflamatoérias como IL-6 e TGFB. Desta forma, podemos sugerir que a IL-6 ¢é
sintetizada e armazenada na célula em vesiculas de secrecdo (KANDERE-
GRZYBOWSKA et al., 2003) e pode ser liberada de forma rapida se a ativagao do
receptor AT1 levar ao rapido aumento de calcio intracelular (TOUIZ, 2002). Neste
sentido, a via da fosfolipase C (PLC) a inositol trifosfato (IP3) leva, em ultima analise,
a liberagao de calcio intracelular, funcionando como via de agdo de uma série de
receptores de membrana, incluindo o AT1 (TOUIZ, 2005). Esta via é considerada
importante na sobrevida celular, metabolismo e reorganizagdo do citoesqueleto,
tendo também importante participagdo na promog¢ao de crescimento e anti-apoptose
(TOUIZ, 2002).

Outra importante citocina inflamatoéria observada na resposta aguda a Ang Il é
o TGFB. Sabe-se que o TGFB é uma proteina com agdes multifuncionais,
participando da regulagcdo da divisdo celular, diferenciacdo, migracdo, adesao
celular, produgao de matriz extracelular, entre outros, estando envolvida em diversas
patologias, inclusive as doengas cardiovasculares (RUIZ-ORTEGA et al., 2007). E
importante ressaltar que o TGFf é sintetizado como proteina inativa, tendo em sua

estrutura o peptidio associado a laténcia (LAP). Esta proteina interage com proteinas
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de ligacao do TGFp latente (LTBP), que o ancoram a matriz extracelular. Este TGFf
€ ativado pela clivagem proteolitica pela plasmina, microambiente acido e
metaloproteinases de matriz (como a MMP-2 e MMP-9) (ANNES, 2003; GIBBONS,
1992).

1.5 Doenca Arterial Coronariana

Os mecanismos inflamatérios vasculares estdo intimamente relacionados com
a progressdo das doengas cardiovasculares, e tém recebido atualmente maior
énfase no que diz respeito aos processos que levam ao desenvolvimento de
patologias como aterosclerose.

Desde a década de 1980, houve um importante avanco sobre o conhecimento
dos conceitos da aterogénese, elucidando diversos fendmenos da doencga arterial
coronariana. Até o inicio do século XX, havia duas fortes correntes em torno da
etiologia da aterosclerose: 1) A teoria de Rokitansky, mais antiga, a qual
responsabilizava a trombose e a organizagdo de trombos aderentes a parede
vascular aterosclerdtica, e 2) segundo a linha de Virchow, a aterosclerose decorria
da degeneragao da camada intima (DOCK, 1958).

Contudo, é importante destacar a inflamagcdo como um fendmeno presente em
todas as fases de desenvolvimento de uma lesdo aterosclerética (ROSS, 1999).
Portanto, apés duas décadas de estudos sobre as complexas interagdes entre
monadcitos/macréfagos e linfocitos T, e dessas células com o endotélio e as células
musculares lisas em lesdo aterosclerética, o envolvimento da inflamagdo na
fisiopatologia da aterosclerose se tornou consenso. A inflamagéo é a resposta a uma
perturbagdo da homeostase de um 6rgao ou tecido e isso torna necessario o
entendimento das condi¢des que resultam desta reacdo da parede vascular arterial,
obrigatério para o avango no conhecimento da aterogénese.

A resposta endotelial a lesdo como base para a origem da aterosclerose foi
proposta ha mais de trinta anos (ROSS, 1976). As observagdes iniciais enfatizavam
a desnudacgao endotelial como primeiro passo na génese da aterosclerose. Segundo
a versao mais recente, a simples presenca de um endotélio disfuncional ja
representa uma grande variavel, um fator de grande relevancia para o

desenvolvimento da aterosclerose (ROSS, 1995).
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O endotélio normal participa de modo essencial na regulacdo do tdnus
vascular, na resposta inflamatéria, na coagulacao/fibrindlise e na resposta imune.
Seu principal produto vasodilatador, o 6xido nitrico (NO) protege esse vaso contra
lesdo vascular, inflamacdo e trombose. O NO inibe a adesdo leucocitaria ao
endotélio, evita a proliferagdo das células musculares lisas (CML) e é antitrombético
porque limita a agregacgao plaquetaria. No entanto, na presenca de fatores de risco,
como a hipercolesterolemia, tabagismo, diabete melito ou hipertensao arterial, essas
defesas do endotélio entram em colapso e comecam a alterar a fungdo natural
(DINH, 2014).

Processos patoldgicos diversos podem perturbar a fungdo endotelial,
destacando-se a dislipidemia, o diabetes, a hipertensdo arterial e o tabagismo.
Através de mecanismos comuns, como estresse oxidativo, os chamados fatores de
risco sdo capazes de promover a disfuncdo endotelial, caracterizada por alteracao
das suas propriedades homeostaticas. Ao contrario de wuma superficie
predominantemente antiadesiva, antiproliferativa e anticoagulante (caracteristicas
que promovem a manutencao de deslocamento de fluido, células e moléculas sem
geracgao de lesdao) ganha espacgo um endotélio apresentado por uma distor¢ao desse
perfil estavel, passando a um fendtipo propicio para recrutamento de células
inflamatorias circulantes e formacédo de trombos (caracteristicas de resposta

inflamatadria, de resolugédo de desafio, promotor de lesdo) (DINH, 2014).
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8 CONCLUSOES

A partir dos achados obtidos neste estudo, pode-se concluir que a exposicao

intermitente a Ang Il em doses de 30 ng/kg em camundongos:

1) Nao altera nem valores de pressado arterial e nem de frequéncia cardiaca,
indicando que as oscilagdes observadas das demais variaveis se dao por efeito
direto da Ang Il e n&o por variagdes da pressao arterial.

2) Promove alteragdes vasculares transitérias compativeis com aumento de
permeabilidade, e alteracbes crbnicas e levando area de parede vascular e
deposigao de colageno.

3) Leva a liberagéo tanto precoce como crénica de IL-6.

4) Promove aumento tanto agudo de TGF[, possivelmente promovido pela acéo
proteolitica da plasmina, como crénico de TGF[3, possivelmente promovido por

aumento da expressao génica.
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