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RESUMO

MONTENOTE, M. C. Efeitos da artrite induzida por adjuvante (AlA) sobre as
respostas de veias a noradrenalina e angiotensina 1. 2021. 79 f. Tese (Doutorado em
Farmacologia e Biotecnologia) — Instituto de Biociéncias de Botucatu, Universidade
Estadual Paulista, Botucatu, 2021.

Na artrite reumatoide (AR) mediadores inflamatorios derivados das articulacfes
inflamadas podem causar manifestacfes extra-articulares. Manifestacbes da AR que
acometem o sistema cardiovascular podem ter impacto na expectativa de vida dos pacientes.
Os efeitos vasculares induzidos pela AR sdo mais conhecidos em artérias, embora nédo se
descarte que alteragdes no leito venoso poderiam resultar em alteragdes na complacéncia
venosa e, por consequéncia, na dindmica circulatoria. Assim, o presente estudo teve como
objetivo investigar os efeitos da artrite induzida por adjuvante (AlA) em diferentes respostas
das veias cava, femoral, mesentérica e porta a noradrenalina (NOR) e angiotensina Il (Ang
I1), com foco no funcionamento dos mecanismos endoteliais relacionados ao ¢xido nitrico
(NO) e aos prostanoides. Portanto, fez-se a inducdo da AIA em ratos Wistar machos através
da administracdo de uma emulsao contendo Mycobacterium tuberculosis (3,8 mg/Ml), por
via intradérmica, na planta da pata traseira direita. Esses animais foram mortos 4, 15 e 40
dias apos a inducdo da AlA e suas veias cava, femoral, mesentérica e porta foram desafiadas
em banho de 6rgdos com NOR e Ang Il, naauséncia ou na presenca L-NAME, indometacina
e/ou 1400W. Os resultados mostram que a AlA reduz as respostas nessas veias no 4° e 15°
dias ap0s a inducdo da AlA, mas ndo na fase tardia. Em relacdo a NOR, essa reducdo ocorre
apenas na veia femoral, enquanto para Ang 1l, essa reducdo foi observada nas veias cava,
mesentérica e porta. Essas reducdes de resposta tanto a NOR quanto a Ang Il foram
suprimidas na presenca de L-NAME, mas ndo na presenca da indometacina, o que sugere o
envolvimento do NO nesse fendmeno. O 1400W suprimiu a reducdo das respostas da veia
femoral a NOR, assim como das veias cava e mesentéricas a Ang |l, causadas pela AIA no
15° dia pos-inducdo. Isso sugere que, nessas preparacdes, 0 aumento da producéo local de
NO causado pela AIA ocorre através da estimulagdo da enzima oOxido nitrico sintase
induzivel (INOS). No 4° dia pds-inducéo, as respostas das veias cava, mesentérica e porta
permanecem reduzidas nos animais AlA, mesmo em preparacdes tratadas simultaneamente

com L-NAME e indometacina. Este dado sugere a participacdo de um mecanismo ainda



desconhecido, ndo relacionado ao NO ou prostanoides, nessa reducdo de resposta causada
pela AlA na fase mais precoce do modelo.

Palavras-chave: Artrite; Endotélio; Sistema cardiovascular; Vasoconstritores; \asos
sanguineos.



ABSTRACT

MONTENOTE, M. C. Effects of adjuvant-induced arthritis (AlA) on vein responses to
noradrenaline and angiotensin Il 2021. 79 p. Thesis (Doctorate in Pharmacology and
Biotechnology) - Botucatu Institute of Biosciences, Universidade Estadual Paulista,
Botucatu, 2021.

In rheumatoid arthritis (RA) inflammatory mediators derived from inflamed joints can cause
extra-articular manifestations. Manifestations of RA that affect the cardiovascular system
can have an impact on patients' life expectancy. RA-induced vascular effects are best known
in arteries, although it is not ruled out that changes in the venous bed could result in changes
in venous compliance and, consequently, in circulatory dynamics. Thus, the present study
aimed to investigate the effects of adjuvant-induced arthritis (AlA) on different responses of
the vena cava, femoral, mesenteric and portal veins to noradrenaline (NOR) and angiotensin
I1 (Ang I1), focusing on the functioning of the mechanisms endothelial cells related to nitric
oxide (NO) and prostanoids. Therefore, AIA was induced in male Wistar rats through the
intradermal administration of an emulsion containing Mycobacterium tuberculosis (3.8
mg/mL) in the sole of the right hind paw. These animals were killed 4, 15 and 40 days after
AlA induction and their vena cava, femoral, mesenteric and portal veins were challenged in
an organ bath with NOR and Ang I, in the absence or presence of L-NAME, indomethacin
and/or 1400W. The results show that AlA reduces responses in these veins on the 4th and
15th days after AIA induction, but not in the late phase. In relation to NOR, this reduction
occurs only in the femoral vein, while for Ang 1, this reduction was observed in the vena
cava, mesenteric and portal veins. These response reductions to both NOR and Ang Il were
suppressed in the presence of L-NAME, but not in the presence of indomethacin, which
suggests the involvement of NO in this phenomenon. The 1400W suppressed the reduction
in the responses of the femoral vein to NOR, as well as the vena cava and mesenteric veins
to Ang Il, caused by AIA on the 15th day post-induction. This suggests that, in these
preparations, the increase in local NO production caused by AlA occurs through stimulation
of the inducible nitric oxide synthase (iNOS) enzyme. On the 4th day post-induction, vena
cava, mesenteric and portal responses remain reduced in AIA animals, even in preparations
treated simultaneously with L-NAME and indomethacin. This data suggests the participation
of a still unknown mechanism, unrelated to NO or prostanoids, in this reduction of response

caused by AlA at the earliest stage of the model.
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1 INTRODUCAO

1.1 Artrite reumatoide

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca inflamatoria multissistémica crénica cuja
sua etiologia exata ainda ndo esta totalmente estabelecida (MATEEN et al., 2016).
Classicamente, a AR é caracterizada pela sinovite bilateral e erosiva que geralmente acomete
articulacbes periféricas, cujas principais alteracfes ocorrem em estruturas articulares e
tendinosas. Cabe ressaltar que as manifestacfes articulares da AR sdo varidveis, podendo
ocasionar desde danos articulares minimos e de curta duracéo até manifestacdes mais graves,
com deformidades articulares progressivas chegando a incapacidade funcional (SANGHA,
2000; MULLER-LADNE, 2006). Sua prevaléncia em todo o mundo € cerca de 0,5-1,0%,
podendo ocorrer em qualquer idade, mas com predominio entre os 35-50 anos. Além disso,
a incidéncia em mulheres é maior do que em homens, na razéo de 3:1 (CHUNG et al., 2016).

A forte interacdo de fatores genéticos e mecanismos epigenéticos, dificulta a
compreensdo da etiologia da AR. Tém sido propostos que fatores ambientais como
exposi¢do ao tabaco, podem contribuir para o desencadeamento da AR em individuos
geneticamente predispostos, sobretudo do sexo feminino. Além disso, uma desregulacéo da
resposta imune inata e adaptativa somada a interacdo de diferentes mediadores e
componentes celulares, bem como autoimunidade local ou sistémica mediada por
autoanticorpos podem desempenhar um papel importante na patogénese da doenca. Todos
esses fatores estdo envolvidos em diferentes estdgios da doenca, desde as primeiras
manifestagdes clinicas (DEANE, et al, 2017; CROIA et al, 2019).

O estudo dos mecanismos fisiopatologicos envolvidos na AR pressupde alguns
desafios metodoldgicos, logo, esse conhecimento esta ainda em construcdo. Os modelos
experimentais de AR sdo vastamente utilizados para estudar a progresséo e patogénese da
artrite. Esses modelos compartilharem diversas semelhancas com a doenga desenvolvida por
seres humanos e, dessa forma, sdo fundamentais para a exploragdo dos mecanismos
envolvidos na fisiopatologia da inflamagéo relacionada & AR. Nesse sentido, sdo0 muito
utilizados pela industria farmacéutica na identificacdo de potenciais alvos terapéuticos e no
desenvolvimento de farmacos para o tratamento da AR. Isso porque permitem abordagens
metodoldgicas que ndo poderiam ser realizados em seres humanos (BENDELE, 2001;
GENG et al., 2020). No entanto, apesar de uma variedade de modelos desenvolvidos em

diferentes espécies animais, ndo existe um modelo experimental de atrite que reproduza
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exatamente os mecanismos fisiopatoldgicos da AR. Com isso, a extrapolacdo de dados
obtidos em modelos experimentais para o0 ser humano deve ser feita com parcimonia.

Entre os diversos modelos experimentais de AR ja estabelecidos, temos a artrite
induzida por adjuvante (AIA), caracterizado por um inicio rapido e progressao a uma
inflamacg8o poliarticular, que resulta numa inflamacdo aguda sistémica mediada por
imunocomplexos, seguida de resposta imune mediada por células T. Os animais submetidos
a AlA manifestam sintomas como inchago das articulagdes, infiltracdo de linfocitos e
degradacéo da cartilagem. Esses sinais surgem por volta de 15 dias ap6s a indugédo e, com o
decorrer desse processo inflamatdrio, evoluem para malformacdes articulares permanentes,
incluindo anquilose. (ASQUITH et al., 2009; CHOUDHARY, 2018).

Figura 1 — Patas posteriores de ratos da linhagem Wistar apresentando manifestacfes
articulares do modelo experimental de artrite induzida por adjuvante (a direita) em
comparacéo ao controle (esquerda).

Fonte: Material elaborado pela prépria autora.

1.2 Manifestagdes cardiovasculares da artrite

Além do acometimento poliarticular, o processo inflamatério relacionado a AR
pode tornar-se sisttmico e, dessa forma, promover manifestacfes extra-articulares em
qualquer periodo durante o curso da doenca. Estas manifestacBes extra-articulares séo
influenciadas pela intensidade e duracéo do processo inflamatorio, assim como pela agéo de
farmacos anti-reumaticos (GALARRAGA et al., 2010; PRETE et al., 2011). Entre as
manifestacbes extra-articulares ja descritas, destacam-se a manifestacfes oculares

(xeroftalmia, episclerite, esclerite e queratite ulcerosa); cutaneas (nddulos reumatoides,
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manifestacdes neuroldgicas); cardiacas (miocardites); hematoldgicas (anemia), vasculares
(vasculites) e pulmonares (ITTY, 2008; ZIEMER, 2016; CHANDRASHEKARA, 2017).
Apesar destas manifestacdes extra-articulares ja terem sido muito estudadas, ainda nédo
existe um consenso quanto a definicdo e a classificacdo das mesmas (PRETE et al., 2011).

Embora a etiologia da AR ainda permaneca desconhecida, diversos estudos
demonstram que os portadores dessa doenca apresentam risco de mortalidade prematura
aumentado em 50%, com reducdo da expectativa de vida em média de 3 a 10 anos, quando
comparados com a populacdo em geral (SCHILLINGER et al., 2005; MYASOEDOVA et
al., 2010;). Neste contexto, as manifestacOes extra-articulares da AR, especialmente as que
acometem o sistema cardiovascular, possuem grande impacto na morbimortalidade destes
pacientes (YOUNG et al., 2007; SHERINE, 2008; KAPLAN, 2010; MASOOLEH et al.,
2016). A prevaléncia de doencas cardiovasculares na AR foi descrita como comparavel ao
do diabetes mellitus tipo Il (VAN HALM, 2009; KHAN et al., 2010; GUALTIEROTTI,
2016).

No estudo das manifestacdes cardiovasculares da AR, um tecido em especial chama
a atencdo: o endotélio vascular. Esse tecido tem um papel importante na fisiologia
cardiovascular, assim como nos processos fisiopatologicos que se desenvolvem nesse
sistema. O endotélio vascular desempenha suas funcgdes através da liberacdo de diferentes
mediadores, dentre 0s quais, 0 6xido nitrico (NO) e os prostanoides.

O NO pode ser sintetizado por trés diferentes isoformas de 6xido nitrico sintase
(NOS): neuronal (nNNOS ou NOS 1), encontrada principalmente em células neuronais
centrais e periféricas; induzivel (iNOS ou NOS 1), encontrada em macrdfagos, mas também
pode ser induzida em diversos tecidos; endotelial (eNOS ou NOS I1I), que se expressa
principalmente em células endoteliais. As eNOS e nNOS sdo consideradas constitutivas,
enguanto a iINOS é considrada induzivel, ou seja, tem sua expressdo induzida por mediadores
inflamatorios e, uma vez expressa, permanece constantemente ativa das concentracfes
intracelulares de calcio. Todas as isoformas utilizam L-arginina como substrato e oxigénio
molecular e nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) como co-substratos.
Também utilizam como cofatores o dinucle6tido de flavina e adenina (FAD), o
mononucleétido de flavina (FMN) e a tetrahidrobiopterina (BH4) (FORSTERMANN et al.,
2012; SHU et al. 2015).

O NO derivado do endotélio, produzido sobretudo por eNOS, desempenha fungdes
bioldgicas importantes na regulacdo do fluxo sanguineo e do tonus vascular, atuando como

vasodilatador, mediador anti-inflamatorio e supressor da proliferacdo, da migracdo das
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células musculares lisas e da interacdo dos leucocitos com o endotélio (SHU et al., 2015).
Além disso, sabe-se que o NO liberado pelas células endoteliais promove vasodilatacdo em
todos os tipos de vasos sanguineos, por meio do estimulo da guanilato ciclase soltvel (GCs),
que leva ao aumento do monofosfato ciclico de guanosina (GMPc) nas células musculares
lisas. Com isso, 0 NO é considerado um importante sistema enddgeno que contrabalanca a
vasoconstricao produzida pelo sistema nervoso simpatico e pelo sistema renina-angiotensina
(FORSTERMANN et al., 1986; LI et al., 2000)

A inflamacéo sistémica € relatada como maior preditor de mortalidade em pacientes
com AR, sobretudo quando séo levadas em consideragéo as comorbidades cardiovasculares
(YOUNG, 2007; MOURA, 2012). Citocinas circulantes, sobretudo as interleucinas-1p (IL-
1B), interleucina-6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral-a (TNF-a), todos provenientes do
processo inflamatorio articular, atuam sobre o endotélio promovendo a inflamacgédo deste
tecido (GONZALEZ-GAY, 2005). Nesse sentido, as células endoteliais sdo os primeiros
componentes do sistema vascular a sofrer as consequéncias dos produtos oriundos do
processo inflamatorio relacionado a AR. Com isso, pode haver prejuizo nas importantes
funcGes que o endotélio exerce, por meio da producdo desequilibrada de diversos
mediadores, sobre a regulacdo do ténus vascular, da adesdo leucocitaria a parede vascular,
além da atividade plaquetaria e antitrombética (BAHIA et al., 2006).

O prejuizo da atividade do endotélio vascular, denominado genericamente por
disfuncdo endotelial, aparentemente precede o aparecimento das doencas cardiovasculares
induzidas pela AR. Isto porque, para que ocorram as lesdes cardiovasculares, o endotélio
passa a expressar moléculas de adesdo que permitem a ativagdo e a aderéncia de leucécitos
a sua superficie vascular, propiciando assim eventos pré-inflamatdrios e proliferativos, bem
como eventos pré-tromboéticos (BAHIA et al., 2006; VERSARI et al., 2009). Pode-se
afirmar, com base nisso, que o comprometimento da funcéo endotelial € condicao permissiva
para as lesoes vasculares.

Os mecanismos fisiopatoldgicos que levam a disfuncdo endotelial relacionadaa AR
ainda néo estdo totalmente compreendidos. Todavia, esse processo parece ser o resultado da
acdo prolongada das citocinas inflamatdrias sobre o endotelio vascular, agravada pela
predisposicdo genetica e fatores de risco cardiovasculares classicos (GONZALEZ-GAY,
2005; GONZALEZ-GAY, 2012). A acdo destas citocinas sobre o endotelio leva a um estado
inflamatorio acompanhado de uma producdo de radicais livres que excede as capacidades
antioxidantes desses tecidos, condic¢do essa denominada de estresse oxidativo. Por sua vez,

0 aumento na producdo destes radicais no endotélio vascular ocorre por diversos
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mecanismos, entre 0s quais, 0 aumento da expressao/atividade de NADPH oxidases e outras
enzimas que sintetizam o anion superoxido (O2) (BERGHOLM, 2002). Radicais livres
também podem ser produzidos no endotélio quando existe inducdo macica da isoforma
induzivel da enzima iNOS, como consequéncia da acao de citocinas inflamatorias. Quando
em atividade, essa grande quantidade de enzimas promove uma deplecéo local da BHa,
levando a eNOS a atuar de forma desacoplada, produzindo assim o Oz ao invés do NO
(SAKUTA et al., 2010). Por fim, o O produzido em excesso no endotélio vascular reage
com o NO, dando origem ao peroxinitrito (ONOQ"), outro radical livre contra o qual ndo
existem defesas antioxidantes naturais (BARBOSA, 2010). Nesse sentido, 0 estresse
oxidativo resulta na diminuigdo da biodisponibilidade do NO e, por consequéncia, na

disfuncéo endotelial.

A disfuncdo endotelial € observada em pacientes portadores da AR, assim como em
diversos modelos experimentais de artrite, inclusive na AlA. Esse processo fisiopatoldgico
¢ facilmente caracterizado por modificacBes das respostas vasculares a agonistas
vasoconstritores ou vasodilatadores. Nesse contexto, ja foi demonstrado que aortas de
animais submetidos a modelos experimentais de artrite apresentam reducdo das respostas
vasodilatadores da acetilcolina (ACh), o que sugere fortemente um prejuizo da funcéo
endotelial mediada pelo NO. No caso de animais AIlA, sugere-se que essa disfuncéo
endotelial seja resultado de um aumento da producdo local de espécies reativas de oxigénio
causado tanto pelo aumento da expressdo da enzima NADPH oxidase quanto pela atuagédo
de eNOS desacopladas (HARUNA et al. 2006, 2007). Outros autores sugerem ainda que o
aumento do estresse oxidativo e a consequente disfuncéo endotelial que ocorre neste modelo
de artrite, envolve ativacao do sistema renina-angiotensina (SRA). De fato, observou-se um
aumento na expressdo de receptores AT1, assim como na atividade enzimaética da enzima
conversora de angiotensina (ECA) em aorta de animais acometidos pela AIA. Alem disso,
foi demonstrado que o bloqueio dos receptores ATy é capaz de reverter a disfuncédo endotelial
nestes animais (SAKUTA et al., 2010).

Paralelamente, foi verificado que a disfungdo vascular no modelo AIA também
envolve mecanismos relacionados aos prostanoides, além de componentes da musculatura
lisa vascular (EGAN et al.,, 2004). Cabe ressaltar que os prostanoides pertencem a
superfamilia dos eicosanoides, que sdo compostos lipidicos bioativos constituidos por
cadeias de 20 carbonos. Esses compostos sdo sintetizados pela fosfolipase A2 a partir do

acido araquidénico, que é derivado de fosfolipides de membrana celular, em resposta a
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estimulos fisioldgicos, patolégicos ou farmacoldgicos. O acido araquidoénico livre é entdo
convertido a prostanoides intermediarios pela acdo das cicloxigenases (COX). As COX
podem ser constitutivas, denominadas ciclooxigenases 1 (COX-1), que exerce funcbes
fisioldgicas importantes como agregacdo plaquetaria. Por outro lado, existe a
ciclooxigenases 2 (COX-2), uma enzima que pode ser induzida na maioria dos tecidos por
agentes pro-inflamatdrios como as citocinas sendo, portanto, atribuida como responsavel
pela maior parte da producéo de prostanoides durante a inflamagédo. Todavia a COX-2 pode
ser expressa constitutivamente em alguns tecidos como o endotélio vascular (APPLEBY et
al., 1994; BOS et al., 2004; YAGAMI et al., 2016).

Em condicBes fisiologicas, existe um delicado equilibrio entre os prostanoides
vasodilatadores e vasoconstritores. Contudo, a liberacdo de prostanoides vasoconstritores
derivados do endotélio pode neutralizar o efeito vasodilatador do NO, podendo resultar em
um quadro de disfuncdo endotelial devido ao desequilibrio desses mediadores que regulam
0 ténus vascular. Inclusive, esse envolvimento tanto dos prostanoides quanto do NO na
regulacdo do ténus de vasos de resisténcia ja foi demonstrado em porcos em condicdes de
repouso e exercicio. (MERKUS et al., 2006; FELETOU et al., 2010).

Os prostanoides inflamatdrios derivados da COX estdo cada vez mais sendo
reconhecidos como reguladores criticos para imunidade e doencas imunolégicas (HARIZI,
2015). Cabe ressaltar que na AR, além da disfungdo endotelial oriunda da reducéo da
biodisponibidade do NO, pode ocorrer também um agravamento das manifestacGes
vasculares da doenca por um aumento da sintese de prostanoides. De fato, tem sido
observado que citocinas pro-inflamatérias aumentam a expressao de COX-2 na
microcirculacdo cerebral de ratos (LACROIX e RIVEST, 1998), assim como em cultura de

células endoteliais humanas (TSAI et al., 2018)

1.3 Territorialidade das manifestacdes cardiovasculares da artrite

Por questbes de facilidade metodoldgica, os mecanismos fisiopatoldgicos
envolvidos nas manifestacGes cardiovasculares da artrite tém sido explorados de forma mais
detalhada em artérias de condutancia. Cabe ressaltar, todavia, a necessidade de ampliar esse
olhar para outros leitos vasculares, com outras caracteristicas morfofuncionais e distintos
papéis fisioldgicos (HILL et al., 2001). Alguns autores descrevem que essas alteracfes
vasculares que ocorre em pacientes com AR é generalizada, detectavel até mesmo ao nivel
da microcirculagdo cutanea e coronariana (DATTA et al., 2007; FACINNI et al., 2016).
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Corrobora esse cuidado o fato de ja ter sido observado que os impactos da AR na funcéo
endotelial podem ocorrer de forma distinta entre os leitos micro e macrovasculares de
pacientes com AR (SANDOO et al., 2011). De fato, o tratamento com bloqueadores do TNF-
a preservou a fung¢do do endotélio microvascular, mas ndo a fun¢do do endotélio
macrovascular (SANDOO, 2012). Por conta disso, estes mesmos autores reforcaram a
necessidade da investigacdo dos acometimentos endoteliais tanto em territério micro quanto
macrovascular.

Também em modelos animais estas diferencas regionais mostram-se pertinentes.
Recentemente foi sugerido que a disfuncéo endotelial em leitos microvasculares antecede a
que ocorre no leito macrovascular (TOTOSON et al., 2015). Com isso, estes autores
apontam que a avaliacdo da funcdo endotelial nos diferentes leitos microvasculares pode ter
valor no diagnoéstico precoce das doencas cardiovasculares associadas a artrite. Em nosso
grupo de pesquisa observou recentemente um expressivo aumento da presenca de iNOS,
contudo, isso ocorreu tanto na aorta quanto na microcirculacdo renal e cardiaca de
camundongos submetidos ao modelo de artrite induzida por colageno (TOZZATO et al.,
2016).

Um leito particularmente negligenciado nos estudos que avaliam as repercussoes
vasculares da artrite é 0 venoso. De fato, os estudos que avaliam as manifestacfes vasculares
tanto da AR quanto da artrite experimental desenvolvidos até o momento enfocam
exclusivamente os leitos arteriais. Todavia, essa visdo centrada em artérias € reducionista e
ndo permite uma compreensdo plena do sistema cardiovascular. Com efeito, entendemos que
a artrite pode ter repercussoes sobre o leito venoso, podendo resultar em modificaces no
padrdo de respostas das grandes veias centrais a diversos agonistas vasoconstritores. Além
disso, AlIA também pode levar a modificacBes no padrdo de relaxamento das grandes veias
centrais a ACh, contudo, o estudo de respostas de relaxamento em veias € particularmente
dificil. A esse respeito, nosso grupo de pesquisa tem encontrado dificuldade para estabelecer
uma contracdo basal sustentavel em veias, que permita uma clara evidenciagéo de respostas
induzidas por farmacos vasodilatadores.

Entendemos que a exploracdo desta vertente preenche uma importante lacuna de
conhecimento, além de permitir o aprofundamento do entendimento acerca da participacao
do leito venosos nas modificagOes circulatorias causadas pela artrite. Neste contexto, €
cabivel salientar que modificagdes endoteliais e/ou subendoteliais desencadeadas pela artrite
no leito venoso podem alterar a complacéncia desses vasos e, por conseguinte, modificar a

dindmica circulatéria. Além disso, alguns mecanismos endoteliais envolvidos na regulagao
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do tbnus vascular podem, ao mesmo tempo, regular a coagulagdo sanguinea
(BEINSBERGER, 2014; KIM, 2013). Dessa forma, modificagdes nas a¢des de agonistas
vasoconstritores podem, por sua vez, indicar modificagbes em outros processos
fisiopatoldgicos endoteliais com importantes implicacdes circulatérias.

A exploracdo das manifestagdes da artrite no leito venoso implica também em
desafios. O primeiro deles refere-se a escolha do modelo experimental. Optamos pelo
modelo AIA pois este pode ser desenvolvido em ratos, um animal de tamanho adequado para
a obtencdo de veias a serem montadas em banho de 6rgdos. Essa questdo metodoldgica
influenciou na escolha do modelo, contudo, o fato da literatura trazer muitas evidéncias de
manifestacOes da AIA em aortas de ratos (CINAR et al., 1998; CAN et al., 2001; HARUNA
et al., 2006, 2007; SAKUTA et al., 2010; MACKENZIE et al., 2013; TOZZATO et al.,
2016) forneceu maior embasamento a essa escolha. Outro desafio foi estabelecer o
momento, ao longo da evolucdo do modelo, em que os animais deveriam ser estudados. O
modelo AIA é conhecidamente autolimitada, ou seja, regride espontaneamente a partir do
30° dia p6s-inducdo (MOSSIAT et al., 2015). Com isso, a escolha do momento correto para
realizar as analises € crucial para o sucesso do estudo. Essa preocupagdo tem embasamento
em nossos estudos anteriores que mostram a evolugédo temporal de diversas manifestaces
extra-articulares da AIA. Optamos entdo por estudar os animais em dois momentos distintos:
no 15° dia p6s indugdo, quando o processo inflamatdrio esti mais exacerbado, e no 40° dia
pos inducdo, momento em que a maioria dos estudos em aorta foram realizados e que o
processo inflamatdrio j& mostra sinais de auto resolucdo (PITA et al., 2020).

Foi necessario também escolher o leito venoso a ser avaliado. Na falta de
referéncias oferecidas pela literatura, nos fundamentamos em estudos préprios feitos com
exercicio fisico. Nosso grupo de pesquisa tem relatado que as modificacdes de respostas de
veias a diversos agonistas vasoconstritores causadas pelo exercicio fisico variam muito a
depender do leito estudado (CHIES et al, 2010). Na verdade, ndo podemos considerar 0s
diferentes territorios que integram o leito venoso como iguais, posto que exercem funcoes
circulatérias distintas. Como exemplo, veias femorais e cava drenam 0 sangue proveniente
da circulagdo musculocutanea presente nos membros posteriores dos animais. Esse sangue
é mobilizado principalmente pela contragdo muscular e uma constricdo exagerada desses
vasos poderia impor uma resisténcia inadequada ao fluxo sanguineo, prejudicando o retorno
venoso (ROWELL, 1993). Por outro lado, as veias mesentéricas e porta drenam sangue da
circulacdo esplancnica, um compartimento de capacitancia que durante situaces como de

luta ou fuga disponibiliza sangue ao coracdo mediante, em parte, a venoconstri¢do
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(HAINSWORTH; DRINKHILL, 2006; ROTHE, 2006). Nesse sentido, optamos por estudar
veias presentes nesses dois territdrios venosos, que exercem papéis distintos no retorno
venoso, buscando uma visdo mais ampla das eventuais modificacdes de resposta nesse leito
vascular.

Optamos, por fim, por estudar o impacto da AIA sobre as agdes tanto da
noradrenalina (NOR) quanto da angiotensina Il (Ang Il) nessas veias. Em experimentos
anteriores realizados pelo nosso grupo de pesquisa observamos que as adaptacdes impostas
pelo exercicio fisico sobre os mecanismos locais que modulam as respostas de veias
femorais, jugulares e mesentéricas influenciavam as ac¢fes da Ang II, mas ndo da NOR
(dados ndo publicados). Entendemos que modificacbes agonista-especificas também

poderiam ocorrer nesses animais submetidos a AlA.
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6 CONCLUSAO

Com base nos dados apresentados podemos concluir que a AIA tem repercussoes
no leito venoso, uma vez que reduz as respostas contrateis das veias cava, femoral,
mesentérica e porta. Essas modificacBes de resposta contratil assumem caracteristicas
bastante particulares a depender do agonista. Na verdade, as modificacdes causadas pela
AlA sobre as respostas & Ang Il ocorrem de forma semelhante nas diversas veias estudadas,
ao passo que as modificacOes de resposta & NOR restringiram-se a veia femoral. Com isso
podemos afirmar que essas modificagdes de resposta causadas pela AlA séo tanto agonista-
especificas quanto territdrio-especificas. Os dados apresentados, nos permitem concluir
também que essas modificacbes de resposta causadas pela AIA sdo transitdrias, ou seja,
ocorrem na fase mais precoce do modelo, quando o processo inflamatério € mais intenso, e
tendem a desaparecer nas fases mais tardias. Essa transitoriedade ndo diminui a importancia
desse fenbmeno uma vez que a AR é uma doenca crénica com recorrentes episodios de
exacerbacdo inflamatoria articular. Assim, algo semelhante ao que foi observado no presente
estudo pode ocorrer de forma intermitente nos portadores de AR. Os dados também nos
permitem afirmar que as reducgdes de resposta observadas tanto frente 8 NOR quanto a Ang
Il decorem de um aumento da producéao local de NO, sendo que nas veias cava, femoral e
mesentérica, isso se da por meio do aumento da expressdo de iNOS. Por fim, sobretudo na
fase mais precoce do modelo AIA, um mecanismo relaxante ainda ndo identificado pode
contribuir com o NO na reducdo das respostas das veias estudadas a Ang 11, mas ndo a NOR.
Esse dado reforca mais uma vez que a disfuncdo contratil observada apresenta

particularidades a depender do territério estudado.
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ANEXOS

ANEXO A - Carta de aceite da Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de
Medicina de Marilia/CEUA-FAMEMA.

de 18/03/2016 e suas
Etica no Uso de Animais/CEUAS.

| - Titulo do Projeto:

* Efeitos da artrite induzida por adjuvante (AIA) sobre os mecanismos locais que participam
controle do ténus das veias e da coagulago sanguinea em ratos, na auséncia ou na presel n
galantamina i

Il - Numero do Processo da CEUA referente & proposta de pesquisa ou de ensino avaliada e e
aprovada: e
® 0 092/17
1l - Nome do Pesquisador ou Professor Responsavel pelo protocolo:
= Prof. Dr. Agnaldo Bruno Chies .
IV - Finalidade da Proposta (ensino ou pesquisa cientifica):
= Pesquisa Cientifica
V - Vigéncia da Autorizagio:
= 02/06/17 a 03/2021
VI - Espécie/linhagem/raga:
= Ratos Wistar
VII - Nimero de Animais Autorizados:
= 320 .
VIIi - Pesolidade:
* Aproximadamente 350g/12 semanas
IX - Sexo:
= Masculino.
X - Origem do (s) animal (is), indicando informagdes sobre o fornecedor:
* Provenientes do Biotério Central da Faculdade de Medicina de Marilia/FAMEMA.
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Sendo s6 para o momento, reiteramos protestos de consideragao e aprego.

Atencigsamente,
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