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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 territorios venosos, que exercem papéis distintos no retorno
venoso, buscando uma visao mais ampla das eventuais modificacdes de resposta nesse leito
vascular.

Optamos, por fim, por estudar o impacto da AIA sobre as agles 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 a¢des da Ang Il, mas ndo da NOR
(dados ndo publicados). Entendemos que modificacdes agonista-especificas também

poderiam ocorrer nesses animais submetidos a AlA.

2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Estudar as repercussdes da AIA sobre as respostas contrateis das grandes veias

centrais de ratos a noradrenalina e a angiotensina I1.

2.2 Especificos

2.2.1 Verificar se as modificagdes de resposta induzidas pela AIA diferem a

depender do agonista indutor da venoconstricao.

2.2.2 Verificar se as modificacBes de resposta a noradrenalina e/ou angiotensina I1,
induzidas pela AlA, diferem a depender do tempo de evolugdo do modelo

2.2.3 Verificar se as modificacOes de resposta a noradrenalina e/ou angiotensina Il,

induzidas pela AIA, diferem a depender da veia estudada

2.2.4 Verificar se as modificacOes de resposta a noradrenalina e/ou angiotensina ll,

induzidas pela AIA, envolvem mecanismos relacionados ao 6xido nitrico e/ou prostanoides.
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3 MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 90 ratos Wistar machos adultos provenientes do Biotério Central
da Faculdade de Medicina de Marilia (FAMEMA) com 10 semanas de idade. Durante 0s
experimentos, 0s animais foram mantidos no biotério de apoio do Laboratério de
Farmacologia da Faculdade de Medicina de Marilia, em gaiolas-caixa de polipropileno
padrdo, com trés animais por caixa, em ambiente com iluminagdo controlada ciclo claro-
escuro de 12/12 horas, temperatura entre 20°C a 25°C e com alimentagdo e &gua ad libitum.
A forma de tratamento, cuidados e eutanasia dos animais foram realizados em estrita
conformidade com as recomendaces da Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA/FAMEMA) aprovado em Reunido Ordinaria, registrado sob processo nimero
092/17.

3.1 Grupos e delineamento experimental

Os animais foram distribuidos nos seguintes grupos experimentais: Controle
(CTRL): submetidos a falsa inducdo de AIA; AlA 4: estudado 4 dias apés a inducdo de AlA,
AlA 15: estudado 15 dias apés a inducdo de AlA; AIA 40: estudado 40 dias ap0s a inducéo
de AIA. Para cada grupo de AlA, avaliado nos diferentes tempos de evolugdo do modelo (4,
15 e 40 dias), havia um grupo de CTRL de mesma idade e massa corporal sendo estudado
em paralelo. Para a determinacdo da proteina C — reativa o0s trés subgrupos dos animais
controle, foram agrupados em um Unico grupo controle. Por fim, os experimentos foram

realizados conforme mostrado no diagrama a seguir:

42 DIA 152 DIA 402 DIA

L o | |
AlA -J l l l

Ratos Wistar machos

Pesagens e coletas,
ETAPA 1 Prot. C-reativa,
’ Reatividade vascular

Reatividade vascular
ETAPA 2 L-NAME
_—
indometacina

Pesagens e coletas,
Prot. C-reativa,
Reatividade vascular

Reatividade vascular
L-NAME
indometacina
1400W.

Pesagens e coletas,
Prot. C-reativa,
Reatividade vascular
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3.2 Artrite induzida por adjuvante (AlA)

Os ratos foram pesados em balanca (modelo 9094c/5, Toledo, Brasil) e, em seguida,
posicionados em decubito ventral com contencdo manual, sobre campo cirargico para
realizacdo do procedimento de indugéo ou falsa-inducdo. A inducgéo do grupo AlA consistiu
na administracdo de 100 puL de uma emulsdo a base de 6leo mineral e agua destilada,
contendo 3,8 mg/ mL de Mycobacterium tuberculosis dessecadas - H37RV (Difco, Detroit,
MI, USA), por via intradérmica, na planta da pata traseira direita. Os animais do grupo CTRL
foram submetidos ao procedimento de falsa-inducéo, onde foi administrado 100 pL 6leo
mineral (HARUNA et al., 2006; HARUNA et al., 2007; SAKUTA et al., 2010).

3.3 Avaliacdo das manifestacdes articulares das patas

A avaliacéo de processo inflamatorio articular foi feita pela medida do didmetro das
articulacdes tibiotarsicas da pata esquerda, contralateral a que foi submetida ao protocolo de
inducdo, com intuito de observar as repercussdes sisttmicas da inflamagdo. Para isso,
utilizou-se um paquimetro analdgico (precisdo de 0,05 mm). Esta avaliacdo do processo
inflamatorio articular foi complementada por medidas do volume (em mL) da mesma pata,
com auxilio de um pletismémetro de 4gua (Bonther®). Cabe ressaltar que, todas as medidas

foram realizadas pelo mesmo avaliador.

3.4 Coleta do material

Os animais foram pesados e mortos por inalacdo de di6xido de carbono. Em
seguida, foram exsanguinados através de puncdo da veia cava inferior, com auxilio de
seringas com capacidade para 10mL. Durante a exanguinagdo, amostras de sangue foram
coletadas e colocadas em tubos heparinizados para a separagéo do plasma. Outras amostras
foram colocadas em tubos contendo ativador de coagulacgao para a separagao do soro. Esses
tubos foram centrifugados a 3000 rpm por 10 min a 4°C e, em seguida, aliquotas de plasma
ou soro foram separadas e estocadas a -80°C para posteriores analises. Imediatamente apds
a coleta do sangue, as veias cava, femoral, mesentérica e porta desses animais foram

dissecadas e colhidas para serem utilizadas nos experimentos de reatividade vascular.
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3.5 Reatividade vascular

Imediatamente apds a exsanguinacdo, veias cava, femoral, mesentérica e porta
foram coletadas dos animais. Em uma placa de Petri recoberta com parafina, sob lupa, esses
segmentos das veias cava, femoral, mesentérica e porta foram separados dos tecidos
adjacentes e seccionadas em anéis de aproximadamente 3 mm de comprimento. Em seguida,
esses anéis foram montados em cubas de 6rgao isolado com capacidade para 2mL, contendo
solucdo nutritiva de Krebs-Henseleit (composicdo em mM: NaCl 130,0; KCI 4,7; CaCl 21,6;
KH2POs 1,2; MgSOs4 1,2; NaHCOs 15,0 e glicose 11,1), com pH ajustado para 7.4,
gaseificada com mistura carbogénica (95% O2 e 5% COz) e aquecida a 37 °C. Nestas cubas,
os anéis foram mantidos entre 2 ganchos de a¢o inoxidaveis inseridos no limen, sendo que
um deles foi afixado no fundo da cuba e o outro, a um transdutor isométrico de forca, sob
tensdo basal de 0,5gf. Variacdes de tbnus destas preparacGes foram registradas através de
sistema Powerlab 8/30 data-acquisition system (AD Instruments, Castle-Hill, NSW,
Australia). Antes da determinacdo das curvas concentracdo-resposta, as preparacdes foram
estabilizadas por 60 minutos. Neste periodo, bem como durante o experimento, a solucédo
nutritiva foi substituida a cada 20 minutos. Para avaliacdo funcional da integridade
endotelial, estas preparacdes foram pré-contraidas com fenilefrina (10°M), e em seguida
desafiadas com ACh (10°M). Relaxamentos superiores a 50% foram considerados
indicativos de viabilidade endotelial.

O estudo da reatividade vascular consistiu no desafio dessas preparacdes com NOR;
(10°1°- 104 M) e Ang 1l (1011- 10 M), tanto na auséncia quanto na presenca de L-NAME
10 M (inibidor n&o seletivo de NOS) e/ou indometacina 10° M (inibidor n&o seletivo da
COX) e, ainda, com 1400w 10 M (inibidor seletivo da iNOS). Estes inibidores foram
administrados diretamente no banho de 6rgéos, 20 minutos antes do desafio das preparacdes.

As respostas vasomotoras decorrentes dos desafios das preparacdes com NOR ou
Ang |l foram expressas graficamente como curvas concentragdo-resposta e, a partir destas,
obteve-se a pECso que indica sensibilidade da preparacdo ao agonista estudado. Esse
parametro foi calculado por regressdo ndo linear através do software Prisma 6.0 (GraphPad
Software Corporation). Cabe esclarecer que néo foi possivel calcular a pECso para as curvas
de Ang Il uma vez que essas nem sempre assumiram uma conformacao sigmoidal. Além da
PECso, analisou-se também a resposta méaxima (Rmax) registrada em cada preparagéo frente
aNOR e a Ang Il
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3.6 Determinacéo da proteina C-reativa (PCR)

A PCR foi determinada no soro dos animais por meio do kit PCR — LATEX (Ebram
Produtos Laboratoriais Ltda®), de acordo com as orientacdes do fabricante. Trata-se de um
método qualitativo de aglutinacdo em latex (10 uL amostra/ 10 uL de latex). Uma vez
observada a aglutinacdo (resultado positivo), faz-se em seguida a diluicdo do soro em
solucdo salina para a titulacdo (1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128 e assim por diante).
Dessa forma, obtém-se um resultado semiquantitativo, expresso pela diluicdo mais alta que

produza aglutinag&o visivel na placa. Este teste foi realizado em todos os animais estudados.

3.7 Analise dos resultados

Os resultados foram organizados sob a forma de estatistica descritiva, com valores
de média e desvio padrdo. A distribuicdo de normalidade foi verificada pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov, com correcdo de Lillifors, e a homogeneidade das variancias, pelo
teste de Levene. Para comparacgdo de dois grupos independentes foi utilizado o teste “t” de
Student, enquanto para trés ou mais grupos, o teste de ANOVA de uma via. Foram feitas
também ANOVA de duas vias com o objetivo de testar os efeitos de tempo, grupo e
interacdo. Quando o efeito de foi estatisticamente significante, procedeu-se ao teste Post-
Hoc de Holm-Sidak. Para as varidveis que violaram os pressupostos de normalidade e
homogeneidade das variancias foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis para as condi¢Ges
independentes de mais de dois grupos e o teste de Mann-Whitney para comparac¢ao Post-hoc
com correcdo de Holm-Sidak. Para todas as analises utilizou-se o software SPSS versdo 19.0
for Windows, sendo adotado nivel de significancia de 5%. Foi utilizado o software IBM
SPSS 21, 2012, da IBM Corporation para analise dos dados. Devido a natureza das variaveis
em estudo, utilizou-se nimero de animais em estudo em cada grupo, média, desvio-padrao,

mediana, valor minimo e valor maximo.
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4 RESULTADOS

4.1 Massa corporal e dimens@es das patas contralaterais

A pesagem dos animais nos diferentes tempos pds-inducdo, revelou que o ganho de
peso nos animais submetidos a AlA foi menor em relacdo aos animais CTRL (Figura 2A).
Por outro lado, AIA promoveu aumento significativo tanto do didmetro (Figura 2B) quanto
do volume (Figura 2C) das patas posteriores esquerda dos animais estudados. Esse aumento

foi percebido no 15°, mas foi ainda maior no 40° dia de desenvolvimento da AlA.

Figura 2 - Massa corporal (A), diametro (B) e volume (C) da pata posterior esquerda dos
animais CTRL (o) e AlA; (m) obtida nos diferentes dias pds inducédo
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Nota: Entre parénteses o nimero da amostra. Barras indicam média + erro padrdo da média. Diferenca
significativa em relacdo ao grupo CTRL pelo teste Post-Hoc de Holm-Sidak (p< 0,05). Fonte: Material
elaborado pela prépria autora

4.2 Proteina C-Reativa

A AIlA promoveu aumento significativo de PCR, em relacéo ao grupo CTRL, nos
trés momentos estudados. Vale destacar, contudo, que os valores de PCR sdo maiores entre
no 4° e no 15° dia p6s-indugdo, tendo uma evidente diminui¢do no 40° dia. Vale observar
que os animais CTRL apresentaram uma discreta elevacdo de PCR no 4° dia apo6s a falsa
inducdo, que ndo foi verificada no 15° ou no 40° dia (Tabela 1).



Tabela 1 — Valores semi-quantitativos de PCR
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4 dias 15 dias

40 dias

Grupo Med (25th - 75th) Med (25th - 75th)

Med (25th - 75th)

72,0 (30,0 - 168,0)* 96 (60,0 - 168,0)*

AlA (12) (12)
3,0 (0,0 - 10,5) 0(0-0)t
CTRL (12) (12)

24 (6 - 48)t$°
(12)
0(0-0)t
(12)

T p<0,05 diferenga significativa em relagio a 4 dias dentro do grupo pelo teste de Mann-Whitney com corregao

de Holm-Sidak. ¥ p<0,05 diferenga significativa em relagdo a 15 dias dentro do grupo pelo teste de Mann-
Whitney com corregéo de Holm-Sidak. ¢ p<0,05 diferenca significativa em relagéo ao grupo CTRL dentro do

tempo pelo teste de Mann-Whitney.

4.3 Reatividade Vascular

4.3.1 Influéncia da AlA sobre as respostas a NOR nos diferentes tempos pés-inducéo

A NOR promoveu respostas contrateis evidentes e mensuraveis em todos 0s

segmentos venosos estudados, tanto nos animais CTRL quanto nos animais AlA. Essas

respostas contrateis 8 NOR foram observadas aos 4, 15 e 40 dias p6s-indugédo da AlA (Figura

3).
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Figura 3 - Curvas concentracdo-resposta para noradrenalina determinadas em preparacdes
isoladas de veias cava, femoral, mesentérica e porta, obtidas de animais pertencentes aos
grupos controle (0) e artrite (¢) nos diferentes tempos pos-indugdo. Pontos representam
média £ E.P.M. Entre parénteses, 0 nimero de amostras
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As respostas das veias estudadas a NOR tendem a ser menores nos animais

submetidos a AIA em relagdo aos seus controles, sobretudo no 15° dia pds-inducéo. Além
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disso, a influéncia da AlIA nas respostas & NOR varia a depender do segmento venosos
estudado. Dessa forma, observou-se redugdo significativa de Rmax a NOR promovidas pela
AlA apenas na veia femoral, 15 dias po6s-inducédo (Tabela 2). Vale destacar que, no 40° dia
pos-inducdo, o padrdo de resposta a NOR observado em todas as veias estudadas foi

semelhante entre os animais CTRL e AlA.

Tabela 2 — Resposta maxima e valores de pECso para as curvas de noradrenalina obtidas das
preparacdes de veias cava, femoral, mesentérica e porta dos grupos CTRL e AIA nos tempos
4, 15 e 40 dias

Rmax PECso
Tratamento CTRL AlA CTRL AlA
CAVA
4 dias 0,77+0,57 0,84+0,38 6,18+0,46 5,63+0,75
(10) (09) (10) (09)
15 dias 0,84+0,43 0,65+0,36 5,99+0,44 5,55+0,46
(08) (09) (08) (09)
40 dias 0,72+0,56 0,67+0,42 6,17+0,69 5,86+0,95
(10) (11) (10) (11)
FEMORAL
4 dias 0,89+0,24 0,83+0,39 6,05+0,36 6,11+0,43
(10) (09) (10) (09)
15 dias 0,99+0,27 0,54+0,16%% 5,93+0,32 5,73+0,32
(10) (10) (10) (10)
40 dias 0,39+0,221¢ 0,35+02% 5,96+0,37 6,09+0,50
(10) (1) (10) (11)
MESENTERICA
4 dias 0,45+0,164 0,29+0,15 6,03+0,32 5,77+0,61
(10) (09) (10) (09)
15 dias 0,41+0,27 0,27+0,21 5,81+0,33 5,82+0,28
(08) (10) (08) (10)
40 dias 0,39+0,13 0,27+0,17 6,22+0,39 5,83+0,62
(10) (11) (10) (11)
PORTA
4 dias 0,53+0,24 0,52+0,23 6,20+0,59 5,89+0,59
(10) (09) (10) (09)
15 dias 0,59+0,27 0,41+0,21 6,04+0,50 6,17+0,86
(08) (10) (08) (10)
40 dias 0,53+0,25 0,41+0,30 5,31+1,91 4,90+3,32
(10) (09) (10 (09)

Nota: * p<0,05 diferenca significativa em relagdo ao grupo controle dentro do mesmo tempo pelo teste post-
hoc de Bonferroni ou pelo teste de Mann-Whitney com correcdo de Holm-Sidak para dados ndo paramétricos;
1 p<0,05 diferenga significativa em relagio 4 dias dentro do grupo pelo teste post-hoc de Bonferroni ou pelo
teste de Mann-Whitney com correcio de Holm-Sidak para dados ndo paramétricos; ¢ p<0,05 diferenca
significativa em relacdo 15 dias dentro do grupo pelo teste post-hoc de Bonferroni ou pelo teste de Mann-
Whitney com correcdo de Holm-Sidak para dados ndo paramétricos.
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4.3.2 Influéncia da AlA sobre as respostas a angiotensina Il nos diferentes tempos pos-
inducéo

A Ang Il promoveu respostas contrateis evidentes e mensuraveis sobretudo nas
veias cava, mesentérica e porta. Ja nas veias femorais, as respostas a Ang Il foram muito
discretas e irregulares, o que inviabilizou a inclusdo desses dados no presente estudo.
Paralelamente, observou-se que as respostas contrateis induzidas pela Ang Il nessas veias
foram atenuadas pela AlA na fase mais precoce do modelo, no 4° (Figuras 4A, 4D e 4G) e
no 15° (Figuras 4B, 4E e 4H) dia apds a inducdo. No 4° dia pos-inducéo, essa reducéo de
resposta a Ang Il traduziu-se em reducdo significativa de Rmax na cava e na veia
mesentérica, mas ndo na veia porta. JA no 15° p6s-inducdo, essa reducao de resposta implicou
em reducdo significativa da Rmax em todos os leitos estudados (Tabela 3). Por outro lado,
no 40° dia pds-inducdo, a AIA ndo modificou o padrdo de resposta a Ang Il em nenhuma

das veias estudadas (Figuras 4C, 4F e 4l).
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Figura 4 - Curvas concentracdo-resposta para angiotensina Il determinadas em preparacfes
isoladas de veias cava, mesentérica e porta, obtidas de animais pertencentes aos grupos
controle (0) e artrite (o) nos diferentes tempos pds-inducdo. Pontos representam média +
E.P.M. Entre parénteses, 0 nimero de amostras
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Fonte: Material elaborado pela prdpria autora
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Tabela 3 — Resposta maxima para as curvas de angiotensina Il obtidas das preparacfes de
veias cava, mesentérica e porta dos grupos CTRL e AlA nos tempos 4, 15 e 40 dias

Rmax

Tratamento CTRL AlA
CAVA
4 dias 0,12+0,09 (10) 0,00+0,00* (08)
15 dias 0,13+£0,17 (08) 0,01+0,04* (10)
40 dias 0,31%0,07 (10) 0,25+0,021¢ (11)
MESENTERICA
4 dias 0,36+0,21 (10) 0,14+0,09* (09)
15 dias 0,42+0,28 (08) 0,19+0,21* (10)
40 dias 0,47+£0,31 (10) 0,48+0,221% (11)
PORTA
4 dias 0,41+0,21 (10) 0,22+0,11 (09)
15 dias 0,55+0,26 (08) 0,25+0,32* (10)
40 dias 0,52+0,30 (10) 0,41+0,32 (09)

* p<0,05 diferenca significativa em relacio ao grupo controle dentro do mesmo tempo pelo teste post-hoc de
Bonferroni ou pelo teste de Mann-Whitney com corregdo de Holm-Sidak para dados ndo paramétricos;
p<0,05 diferenca significativa em relagdo 4 dias dentro do grupo pelo teste post-hoc de Bonferroni ou pelo
teste de Mann-Whitney com correcdo de Holm-Sidak para dados ndo paramétricos; ¢ p<0,05 diferenca
significativa em relacdo 15 dias dentro do grupo pelo teste post-hoc de Bonferroni ou pelo teste de Mann-
Whitney com correcéo de Holm-Sidak para dados ndo paramétricos.

4.3.3 Participacdo do NO e prostanoides nas modificacdes das respostas das veias a

noradrenalina induzidas pela AlA.

Uma vez que as principais modificacdes de resposta a NOR ocorreram nas etapas
iniciais do desenvolvimento da AIA, mais precisamente no 4° ou no 15° pds inducéo,
optamos por investigar a participacdo do NO e prostanoides na modulacdo das respostas

dessas veias a noradrenalina nesses dois momentos.

4.3.3.1 Veia cava

A AIA ndo modificou significativamente os valores de Rmax ou pECso para NOR
nem no 4° nem tampouco no 15° pos indugdo. Em paralelo, também nédo foram observadas
modificagOes significativas das respostas & NOR induzidas pela AIA em nenhum desses

tempos, quando essas preparacoes foram desafiadas na presencga de L-NAME, indometacina
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ou de ambos os inibidores (Figura 5, Tabela 4). Vale destacar, todavia, que a incubagéo
dessas preparagdes com indometacina reduziu a Rmax tanto das preparagdes obtidas de
animais CTRL quanto daquelas obtidas de animais submetidos a AIA, aos 4 e aos 15 dias
apos a inducdo (Figuras 5E e 5F; Tabela 4). Uma reducdo de Rmax da NOR de magnitude
um pouco menor ocorreu quando a incubagdo com indometacina foi concomitante a
incubagdo com L-NAME mas, com excegdo nos animais AIA 15 dias, ainda assim foi
significativa em relacdo as preparaces ndo tratadas (Figuras 5G e 5H; Tabela 4). Essas
modificacdes de resposta a NOR que ocorreram na presenca de indometacina ndo foram tao
evidentes em termos de pECso.

A presenca do L-NAME, por outro lado, promoveu um deslocamento a esquerda das
curvas concentracao-resposta. Por conta disso, os valores de pECso elevaram-se em relacéo
as preparacdes ndo tratadas, embora nado significativamente. Nos animais estudados 15 dias
apos a inducdo/falsa inducdo da AlA, esse deslocamento das curvas promovido pelo L-
NAME foi um pouco mais acentuado nos animais CTRL, evidenciando assim uma redugéo
significativa de pECso decorrente da AlA (Figuras 5C e 5D; Tabela 4). Na presenca
concomitante de L-NAME e indometacina, no entanto, essa diferenca de resposta deixou de

ser estatisticamente significativa (Figuras 5G e 5H; Tabela 4).
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Figura 5 - Curvas concentracdo-resposta para noradrenalina determinadas em preparagdes
isoladas de veias cava, obtidas de animais pertencentes aos grupos controle (o) e artrite (m)
aos 4 e 15 dias pds-inducdo, na presenca de salina e dos inibidores L-NAME 10-4 M e
indometacina 10-5 M. Pontos representam média + E.P.M. Entre parénteses, o nimero de

amostras
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Tabela 4 — Resposta méxima e valores de pECso de preparacgfes obtidas da veia cava para as
curvas de noradrenalina dos tempos 4 e 15 dias na auséncia e na presenga dos inibidores

Rmax PECso
Tratamento CTRL AlA CTRL AlA

4 DIAS

Salina 0,76%0,54 0,84+0,38 6,18+0,46 5,63+0,75
(10) (09) (10) (09)

L-NAME 0,94+0,21 0,69+0,26 6,74+0,37¢ 6,39+0,69¢
(11) (11) (11) (11)

INDO 0,37+0,24¢% 0,25+0,15%% 6,22+0,45 6,40+0,84¢
(11) (10) (11) (10)

L-NAME + INDO 0,54+0,22% 0,35+0,13¢} 5,91£0,55% 5,85+0,50
(10) (10) (10) (10)

15 DIAS

Salina 0,83+0,43 0,64+0,36 5,92+0,44 5,55+0,46
(08) (09) (08) (09)

L-NAME 0,93+0,41 0,67+0,42 6,33+0,54 5,93+0,47*
(11) (11) (11) (11)

INDO 0,24+0,15%% 0,09+0,10%% 6,03%0,36 5,87+0,75
(20) (09) (20) (09)

L-NAME + INDO 0,36+0,220% 0,450,221 6,07+0,54 5,73+0,34
(10) (1) (10) (10)

Diferencas significativas estdo expressas quando entre grupos (na horizontal) e entre tratamentos (na vertical)
pela corre¢do Post-Hoc de Holm-Sidak para p-valor < 0,05. * Diferenca significativa em relagdo ao grupo
controle dentro do tratamento; ¢ Diferenca significativa em relacdo ao tratamento com salina dentro do mesmo
grupo; 1 Diferenga significativa em rela¢do ao tratamento com L-NAME dentro do mesmo grupo; . Diferenga
significativa em relacdo ao tratamento com INDO dentro do mesmo grupo.

4.3.3.2 Veia femoral

A AIA nédo promoveu modificacBes perceptiveis das respostas das veias femorais a
NOR no 4° dia pds-inducdo (Figura 6A), mas reduziu a Rmax da NOR dessas respostas no
15° dia (Figura 6B; Tabela 5). Essa reducdo de resposta, todavia, ndo foi observada em
preparacdes que foram desafiadas na presenga do L-NAME (Figura 6D; Tabela 5). Por outro
lado, a incubagdo com indometacina, isoladamente ou juntamente com o L-NAME, reduziu
a magnitude das respostas das veias femorais a NOR, tanto nos animais CTRL quanto nos
AlA, nos dois momentos estudados. Por conta disso, a reducdo da Rmax da NOR induzida
pela AIA deixou de ser significativa na presenca da indometacina uma vez que as
preparacfes dos animais CTRL passaram apresentar respostas @ NOR semelhantes as

observadas nas preparacgdes obtidas dos animais AlA (Figuras 6F e 6H; Tabela 5).
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Paralelamente, a presenca do L-NAME promoveu um deslocamento & esquerda das
curvas concentracdo-resposta para NOR, com elevacdo significativa de pECsg, tanto nas
preparacdes de animais CTRL quanto de AIA, aos 4 e aos 15 dias ap0s a inducédo. Por outro
lado, a presenca da indometacina nao levou a modificacdes significativas de pECso para
NOR tanto nos animais CTRL quanto AlA, nos dois momentos estudados. Além disso, o
deslocamento a esquerda das curvas causado pelo L-NAME, com consequente elevagdo de

PECsp, foi inibido pela co-incubagdo com indometacina (Tabela 5).
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Figura 6 - Curvas concentracdo-resposta para noradrenalina determinadas em preparagcdes
isoladas de veias femoral, obtidas de animais pertencentes aos grupos controle (o) e artrite
(m) aos 4 e 15 dias pds-inducdo, na presenga de salina e dos inibidores L-NAME 10-4 M e
indometacina 10-5 M. Pontos representam média + E.P.M. Entre parénteses, o nimero de

amostras
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Tabela 5 — Resposta maxima e valores de pECso de preparacdes obtidas da veia femoral

para as curvas de noradrenalina dos tempos 4 e 15 dias na auséncia e na presenca dos

inibidores
Rmax PECso
Tratamento CTRL AlA CTRL AlA

4 DIAS

Salina 0,89+0,24 0,83+0,39 6,05+0,36 6,10+0,43
(10) (09) (10) (09)

L-NAME 0,94+0,21 0,84+0,21 6,68+0,38¢ 6,62+0,31¢
(11) (11) (11) (11)

INDO 0,67+0,24% 0,500,23% 6.25:0311 6,5410,93
(11) (10) (11) (10)

L-NAME + INDO 0,7740,12 0,56+0,17%% 6,06+0,40f  6,06£0,33%
(10) (10) (10) (10)

15 DIAS

Salina 0,98+0,27 0,54+0,16* 5,93+0,32 5,72+0,32
(08) (10) (08) (10)

L-NAME 0,87+0,26 0,70+0,29 6,49+0,35¢ 6,20+0,48¢
(11) (11) (11) (11)

INDO 0,60+0,30 0,54+0,19 6,05+0,47% 6,15+0,19
(10) (10) (10) (10)

L-NAME + INDO 0,75+0,36 0,61+0,31 6,29+0,41 6,18+0,29¢
(10) (10) (10) (10)
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Diferencas significativas estdo expressas quando entre grupos (na horizontal) e entre tratamentos (na vertical)
pela corre¢do Post-Hoc de Holm-Sidak para p-valor < 0,05. * Diferenca significativa em relacdo ao grupo
controle dentro do tratamento; ¢ Diferenca significativa em relacdo ao tratamento com salina dentro do mesmo
grupo; I Diferenca significativa em relacdo ao tratamento com L-NAME dentro do mesmo grupo; . Diferenga
significativa em relacéo ao tratamento com INDO dentro do mesmo grupo.

4.3.3.3 Veia mesentérica

Em veias mesentéricas desafiadas na auséncia de bloqueios, ndo foram observadas
modificacdes significativas de resposta a NOR induzidas pela AlA, tanto no 4° quanto no
15° dia apdés a inducdo (Figura 7A e 7B). Quando essas preparacdes foram desafiadas na
presenca de L-NAME, observou-se um evidente aumento na magnitude de resposta a NOR
tanto nos animais CTRL quanto AIA, nos dois momentos estudados (Figura 7C e 7D). Por
conta disso, os valores da Rmax e do pECsp para NOR foram significativamente elevados na
presenca do L-NAME, tanto nos animais CTRL quanto AIA, nos dois momentos estudado
(Tabela 6). Esse aumento de resposta, todavia, foi atenuado pela co-incubacdo com

indometacina (Figura 7G e 7H; Tabela 6).
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Por outro lado, diferentemente daquilo que foi observado em veia femoral (Figura 6)
e, sobretudo na veia cava (Figura 5), a indometacina ndo atenua as respostas 8 NOR na veia
mesentérica. Pelo contrario, a incubacdo com indometacina elevou discretamente as
respostas a NOR nas veias mesentéricas obtidas de animais CTRL, sem modificar essas
respostas nos animais AIA. Com isso, no 4° dia ap6s a indugdo, uma atenuac¢do na Rmax da
NOR decorrente da AlA foi evidenciada nessas preparacdes desafiadas na presenca da
indometacina (Figura 7E e 7F; Tabela 7).
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Figura 7 - Curvas concentracdo-resposta para noradrenalina determinadas em preparacdes
isoladas de veias mesentérica, obtidas de animais pertencentes aos grupos controle (o) e
artrite (m) aos 4 e 15 dias p6s-inducéo, na presenca de salina e dos inibidores L-NAME 10-
4 M e indometacina 10-5 M. Pontos representam média + E.P.M. Entre parénteses, o nimero
de amostras

Mesentérica - 4 dias Mesentérica - 15 dias
1.5- Salina
T TR SALINE(10) 1.57-0- CTRL+SALINE(®)
-8~ AIA + SALINE (9) A -8 AIA+SALINE (10) B
@ 1.0 S 1.0
= =
13 'g
c [22]
) [ =
— 0.5 & 0.5
0.0- 0.0
12 -0 8 -6 -4 2 "2 0 8 M 4 2
NOR -log [M] NOR -log [M]
L-NAME
1.59 5 crRL+LNAME (1) 1.59. 5 CTRL+L-NAVE (1)
- AlA+L-NAME (11) —B  AIA+L-NAME (1)
CTRL + SALINA (10) CTRL + SALINA (8)
AlA + SALINA (9) C AIA + SALINA (10) D
o 1.01 S 1.01
o o
WY w0
" v
5 5
~ 05 — 0.5
0.0 5 ot 0.0+ : R
12 -10 -8 6 -4 -2 -12 -10 -8 -6 -4 -2
NOR -log [M] NOR -log [M]
Indometacina
1'5'—9- CTRL +INDO (11) 1'5--EI- CTRL +INDO (10)
— AlA +INDO (10) - AlA+INDO (10)
CTRL + SALINA (10) CTRL + SALINA (8)
AlA + SALINA (9) E AlA + SALINA (10) F
1.0 5 1.0
o o
.8 lg
5 5
2 0.5 ~ 0.5
AT
"
0.0 T 0.0
-12 -10 -8 -6 -4 -2 -12 -10 -8 - -4 -2
NOR -log [M] NOR -log [M]
L-NAME + Indometacina
1.59-3- CTRL+L-NAVE +INDO (10) 159 5 CTRL+LNAVE +INDO (10)
- AlA +L-NAME + INDO (10) —— AIA + L-NAME +INDO (10)
CTRL + SALINA (10) CTRL + SALINA (8)
AlIA + SALINA (9) G AlA + SALINA (10) H
> 1.0
o
uT
(2]
5
— 0.5
1 0.0+ e
12 10 -8 -6 -4 -2 -12 -10 -8 -6 -4 -2
NOR -log [M] NOR -log [M]

Fonte: Material elaborado pela prdpria autora



45

Tabela 6 — Resposta mé&xima e valores de pECso de preparagdes obtidas da veia mesentérica
para as curvas de noradrenalina dos tempos 4 e 15 dias na auséncia e na presenc¢a dos
inibidores

Rmax PECso
Tratamento CTRL AlA CTRL AlA

4 DIAS

Salina 0,44+0,16 0,29+0,15 6,03+0,32 5,77+0,61
(10) (09) (10) (09)

L-NAME 0,83+0,23¢ 0,78+0,35¢ 6,60+0,63¢ 6,62+0,50¢
(11) (11) (11) (11)

INDO 0,58+0,31 0,31+0,11*% 6,24+0,34 6,28+1,04
(11) (10) (11) (10)

L-NAME + INDO 0,63%0,27 0,57+0,19 50000475  6,040,29%
(10) (10) (10) (10)

15 DIAS

Salina 0,40+0,27 0,27+0,21 5,80+0,33 5,82+0,28
(08) (10) (08) (10)

L-NAME 0,85+0,36% 0,78+0,31¢ 6,60+0,55¢ 6,46+0,40¢
(11) (11) (11) (11)

INDO 0,44+0,12 0,26+0,18 6,07+0,31% 5,800,241
(10) (10) (20) (10)

L-NAME + INDO 0,69+0,38 0,67+0,33¢) 6,27+0,40 6,18+0,38
(10) (10) (10) (10)

Diferencas significativas estdo expressas quando entre grupos (na horizontal) e entre tratamentos (na vertical)
pela corre¢do Post-Hoc de Holm-Sidak para p-valor < 0,05. * Diferenca significativa em relacdo ao grupo
controle dentro do tratamento; ¢ Diferenca significativa em relacdo ao tratamento com salina dentro do mesmo
grupo; I Diferenca significativa em relacdo ao tratamento com L-NAME dentro do mesmo grupo; . Diferenga
significativa em relacéo ao tratamento com INDO dentro do mesmo grupo.

4.3.3.4 Veia porta

Na auséncia de L-NAME e/ou indometacina, ndo foram observadas modificacfes
significativas de resposta a NOR induzidas pela AlA, tanto no 4° quanto no 15° dia apés a
inducdo (Figura 8A e 8B).

Além disso, da mesma forma que ocorreu na veia mesentérica (Figura 7), observou-
se um evidente aumento na magnitude de resposta a NOR quando veias porta obtidas tanto
de animais CTRL quanto AIA foram desafiadas na presenca de L-NAME. Cabe destacar
que isso ocorreu tanto no 4° quanto no 15° dia pos indugéo/falsa inducdo (Figura 8C e 8D).
Essas elevacOes de resposta a NOR traduziram-se em elevacdo da Rmax, que atingiu

significancia estatistica apenas nos animais submetidos a AlA, e de pECso (Tabela 7).
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A presenca da indometacina elevou discretamente as Rmax da NOR nas
preparagOes obtidas de animais CTRL, mas ndo naquelas obtidas dos animais AlA. Isso
ocorreu tanto no 4° quanto no 15° dia p6s-inducao (Figura 8E e 8F). Com isso evidenciou-
se em ambos 0s momentos valores de Rmax para NOR menores em preparagdes de animais
AlA, em relagédo aos seus CTRL (Tabela 7). Paralelamente, na presenca da indometacina
houve aumento de pECso para NOR tanto nas preparacOes obtidas dos animais CTRL, que
atingiu significancia estatistica, quanto na obtidas dos animais AIA. Por conta disso, ndo
houve diferenca de pECso entre animais CTRL e AlA. Elevagdes semelhantes de resposta a
NOR foram observadas na presenca de ambos os inibidores, indometacina e L-NAME, no
4° dia pés inducdo/falsa indugdo, permitindo também evidenciar uma reducdo de resposta
imposta pela AlA nessa preparacdo. J& no 15° pés-inducdo/falsa inducdo, essa elevacdo da
Rmax a NOR ocorreu tanto em animais CTRL quanto AIA e, por conta disso, henhuma
diferenca relacionada a AIA foi observada nessa condigdo. Todavia, nesses animais
estudados no 15° dia pds inducdo/falsa inducdo, a presenca concomitante de L-NAME e
indometacina deslocou mais a esquerda as curvas concentracdo-resposta a NOR nas
preparacdes dos animais CTRL do que naquelas dos AIA. Com isso, os valores de pECso

foram menores nesses animais AlA (Tabela 7).
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Figura 8 - Curvas concentracdo-resposta para noradrenalina determinadas em preparagcdes
isoladas de veias porta, obtidas de animais pertencentes aos grupos controle (o) e artrite (m)
aos 4 e 15 dias pds-inducdo, na presenca de salina e dos inibidores L-NAME 10-4 M e
indometacina 10-5 M. Pontos representam média + E.P.M. Entre parénteses, o nimero de
amostras
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Tabela 7 — Resposta maxima e valores de pECso de preparagdes obtidas da veia porta para
as curvas de noradrenalina dos tempos 4 e 15 dias na auséncia e na presenca dos inibidores

Rmax PECso
Tratamento CTRL AlA CTRL AlA

4 DIAS

Salina 0,53%0,24 0,52+0,23 6,20%0,59 5,88%0,59
(10) (09) (10) (09)

L-NAME 0,77+0,24 0,85+0,20¢ 7,12+0,42¢ 6,90+0,52¢
(11) (11) (11) (11)

INDO 0,76%0,20 0,38+0,18*% 6,72+0,41¢% 6,58+0,97
(11) (10) (11) (10)

L-NAME + INDO 0,9540,35¢ 0,69+0,29%¢ | 6,47+0,46% 6,34+0,41%
(10) (10) (10) (10)

15 DIAS

Salina 0,59+0,27 0,41+0,21 6,042+0,50  6,17x0,86
(08) (10) (08) (10)

L-NAME 0,84+0,36 0,76+0,29¢ 6,89+0,44¢ 6,61+0,31¢
(11) (11) (11) (11)

INDO 0,62+0,24 0,26+0,15%% 6,40%0,30 6,04+0,39%
(20) (10) (10) (10)

L-NAME + INDO 0,79+0,40 0,610,200 6,55+0,31 6,18+0,32*
(10) (10) (10) (10)

Diferencas significativas estdo expressas quando entre grupos (na horizontal) e entre tratamentos (na vertical)
pela corre¢do Post-Hoc de Holm-Sidak para p-valor < 0,05. * Diferenca significativa em relagdo ao grupo
controle dentro do tratamento; ¢ Diferenca significativa em relacdo ao tratamento com salina dentro do mesmo
grupo; 1 Diferenga significativa em relacdo ao tratamento com L-NAME dentro do mesmo grupo; . Diferenca
significativa em relacéo ao tratamento com INDO dentro do mesmo grupo.
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4.3.4 Participacao do NO e prostanoides nas modifica¢gdes das respostas das veias a
angiotensina Il induzidas pela AlA.

4.3.4.1 Veia cava

Como ja havia sido observado anteriormente (Figura 4), a AIA reduziu
significativamente as respostas da veia cava a Ang Il tanto no 4° quanto no 15° dia apds a
inducdo (Figuras 9A e 9B), o que levou a em reducdes significativas nos valores da Rmax
(Tabela 8).

Quando os desafios foram feitos na presenca do L-NAME, observou-se respostas
maiores a Ang Il tanto nas preparacGes obtidas de animais pertencentes ao grupo CTRL
guanto naquelas obtidas de animais AlA. Dessa forma, ndo mais se observou diferencas de
resposta a Ang 11, em termos da Rmax, entre os animais CTRL e AIA. Vale destacar que
iSS0 ocorreu tanto no 4° quanto no 15° dia ap6s inducgdo/falsa inducdo da AlA (Figuras 9C e
9D; Tabela 8).
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Figura 9 - Curvas concentracdo-resposta para angiotensina Il determinadas em preparacfes
isoladas de veias cava, obtidas de animais pertencentes aos grupos controle (o) e artrite (m)
aos 4 e 15 dias pds-inducdo, na presenca de salina e dos inibidores L-NAME 10-4 M e
indometacina 10-5 M. Pontos representam média + E.P.M. Entre parénteses, o nimero de

amostras
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Quando as preparacOes obtidas de animais estudados no 4° dia foram desafiadas
com Ang Il na presencga da indometacina, observou-se que o aumento da Rmax nos animais
CTRL foi menor que o observado no L-NAME e, nos animais AlA, isso praticamente ndo
ocorreu (Figura 9E). Apesar dessa diferenca ndo ter sido estatisticamente significativa, 0s
valores da Rmax foram menores nos animais AlA estudados no 4° dia, quando comparado
ao CTRL (Tabela 8). Por outro lado, no 15° pos-indugdo/falsa inducdo, o padrdo das
respostas a Ang 11 foi menor em ambos 0s grupos, mesmo assim, as Rmax determinadas nas
preparacdes obtidas dos animais AIA foram significativamente menores em relacdo aos

determinados nas preparagdes dos seus CTRL (Figura 9F; Tabela 8).

Tabela 8 — Resposta maxima de preparacdes obtidas da veia cava para as curvas de
angiotensina Il dos tempos 4 e 15 dias na auséncia e na presenca dos inibidores

Rmax
Tratamento CTRL AlA

4 DIAS

Salina 0,1240,10 (10) 0,04+0,13* (08)
L-NAME 0,19+0,13 (11) 0,23+0,21¢ (11)
INDO 0,17+0,19 (11) 0,06+0,07¢% (11)
L-NAME + INDO 0,16+0,11 (10) 0,06+0,07*% (10)
15 DIAS

Salina 0,13+0,17 (08) 0,01+0,04* (10)
L-NAME 0,23+0,20¢ (11) 0,12+0,11¢  (11)
INDO 0,06+0,06% (07) 0,010,03*; (10)
L-NAME + INDO 0,10+0,10 (10) 0,07+0,08¢L (10)

Diferencas significativas estdo expressas quando entre grupos (na horizontal) e entre tratamentos (na vertical)
pela corre¢do Post-Hoc de Holm-Sidak para p-valor < 0,05. * Diferenca significativa em relagdo ao grupo
controle dentro do tratamento; ¢ Diferenca significativa em relacdo ao tratamento com salina dentro do mesmo
grupo; I Diferenca significativa em relacdo ao tratamento com L-NAME dentro do mesmo grupo; | Diferenca
significativa em relacéo ao tratamento com INDO dentro do mesmo grupo.

Por fim, é curioso observar que a reducdo de resposta a Ang Il causada pela AlA,
caracterizada por reducdo da Rmax, volta a ser observada em preparacdes obtidas no 4° dia
pos inducéo/falsa inducdo, incubadas concomitante do L-NAME e indometacina (Figura 9G;
Tabela 8). Contudo, isso ndo ocorre nos animais estudados no 15° pos inducdo/falsa inducgéo
(Figura 9H; Tabela 8).
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4.3.4.2 VVeia mesentérica

A presenca do L-NAME elevou as respostas a Ang Il em veias mesentericas obtidas
tanto dos animais CTRL quanto AlA, estudados no 4° e no 15° pos inducéo. Dessa forma,
ndo mais se observou diferencas de resposta & Ang Il entre os animais CTRL e AlA, tanto
no 4° quanto no 15° dia ap6s indugdo (Figuras 10C e 10D; Tabela 9). As respostas & Ang 11
também foram elevadas pela incubacdo com a indometacina, mas isso ocorreu de forma
menos acentuada e a diferenca de resposta entre animais CTRL e AIA permaneceu evidente
nessa condicdo (Figuras 10E e 10F; Tabela 9). Por outro lado, a presenga concomitante de
L-NAME e indometacina também elevou as respostas a Ang Il nas veias mesentéricas,
qguando essas foram estudadas no 4° dia pos inducdo (Figuras 10G e 10H). Curiosamente,
embora também tenha ocorrido elevacdo de resposta a Ang Il nos animais AlA, essa
modificacdo foi de menor magnitude em relagdo a observada na presenca exclusiva do L-
NAME (Figura 10G) nesse momento de evolu¢do do modelo. Por conta disso, nesse
momento, os valores da Rmax para Ang Il foram significativamente menores nos animais
AlA em relacdo aos seus CTRL (Tabela 9). Por outro lado, a presenga concomitante de L-
NAME e indometacina elevou de forma semelhante as respostas a Ang Il nas veias
mesentéricas obtidas de animais CTRL e AIA, quando esses foram estudados no 15° dia
pos-inducdo. Por essa razdo, nenhuma diferenca para Ang Il foi observada entre animais
CTRL e AIA nesse momento (Figura 10H; Tabela 9).
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Figura 10 - Curvas concentracdo-resposta para angiotensina Il determinadas em preparacdes
isoladas de veias mesentérica, obtidas de animais pertencentes aos grupos controle (o) e
artrite (m) aos 4 e 15 dias p6s-inducéo, na presenca de salina e dos inibidores L-NAME 10-
4 M e indometacina 10-5 M. Pontos representam média + E.P.M. Entre parénteses, o nimero
de amostras
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Fonte: Material elaborado pela prdpria autora
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Tabela 9 — Resposta maxima de preparagdes obtidas da veia mesentérica para as curvas de
angiotensina Il dos tempos 4 e 15 dias na auséncia e na presenca dos inibidores

Rmax
Tratamento CTRL AlA

4 DIAS

Salina 0,35+0,21  (10)  0,14+0,09* (09)
L-NAME 0,69+£0,22¢ (11)  0,71+0,33¢  (11)
INDO 0,61+0,36 (11)  0,29+0,16*¢} (10)
L-NAME + INDO 0,900,193 (10)  0,48+0,25%¢ (10)
15 DIAS

Salina 0,42+0,28 (08)  0,19+0,21  (10)
L-NAME 0,79+0,40 (11)  0,73£0,37¢  (11)
INDO 0,59+0,21  (10)  0,21+0,21*% (10)
L-NAME + INDO 0,84+0,29¢ (10)  0,77+0,39¢L (10)

Diferencas significativas estdo expressas quando entre grupos (na horizontal) e entre tratamentos (na vertical)
pela corre¢do Post-Hoc de Holm-Sidak para p-valor < 0,05. * Diferenca significativa em relagdo ao grupo
CTRL dentro do tratamento; ¢ Diferenga significativa em relagdo ao tratamento com salina dentro do mesmo
grupo; I Diferenga significativa em relacdo ao tratamento com L-NAME dentro do mesmo grupo; | Diferenca
significativa em relac¢do ao tratamento com INDO dentro do mesmo grupo.

4.3.4.3 Veia porta

A presenca do L-NAME também elevou as respostas da veia porta a Ang Il tanto
nos animais CTRL quanto AIA, no 4° e no 15° p6s-inducéo (Figura 11). Essas modificacfes
de resposta a Ang Il traduziram-se em elevacdes significativas de Rmax, sobretudo nos
animais AlA. Por conta disso, a reducdo de resposta a Ang Il induzida pela AIA que havia
sido observada nessa veia, sobretudo no 15° dia p6s-inducdo/falsa inducéo, deixou de existir
(Figuras 11C e 11D; Tabela 10). Na presenca da indometacina também ocorreu elevagdo
nas respostas da veia porta a Ang Il no 4° e no 15° pds-inducdo, mas sobretudo naquelas
obtidas dos animais CTRL. Assim, nessa condi¢do, ficou evidenciada ainda mais a reducao
de resposta da veia porta a Ang Il induzida pela AIA, uma vez que a Rmax dos animais AlA
ficaram significativamente abaixo dos seus respectivos CTRL, tanto no 4° como no 15° dia
apos inducdo (Figuras 11E e 11F; Tabela 11). Essas modificacfes induzidas pela
indometacina foram ainda maiores quando o bloqueio foi feito em concomitancia com o L-
NAME (Figuras 11G e 11H; Tabela 10).
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Figura 11 - Curvas concentragdo-resposta para angiotensina Il determinadas em preparagdes
isoladas de veias porta, obtidas de animais pertencentes aos grupos controle (o) e artrite (m)
aos 4 e 15 dias pds-inducdo, na presenca de salina e dos inibidores L-NAME 10-4 M e
indometacina 10-5 M. Pontos representam média + E.P.M. Entre parénteses, o nimero de
amostras
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Tabela 10 — Resposta mé&xima de preparacGes obtidas da veia porta para as curvas de
angiotensina Il dos tempos 4 e 15 dias na auséncia e na presenca dos inibidores

Rmax
Tratamento CTRL AlA

4 DIAS

Salina 0,40+0,21 (20) 0,22+0,11 (09)
L-NAME 0,59+0,28¢  (11) 0,63+0,23¢  (11)
INDO 0,74+0,28¢  (11) 0,45+0,21*f (10)
L-NAME + INDO 1,27+0,33¢1 L (10) 0,61+0,26*¢L (10)
15 DIAS

Salina 0,55+0,27 (08) 0,25+0,32* (10)
L-NAME 0,81+£0,40  (11) 0,61+£0,30¢  (11)
INDO 0,63+0,21 (10) 0,17+0,15*f (10)
L-NAME + INDO 1.044+0,39¢4  (10) 0,70+0,27*¢) (10)

Diferencas significativas estdo expressas quando entre grupos (na horizontal) e entre tratamentos (na vertical)
pela corre¢do Post-Hoc de Holm-Sidak para p-valor < 0,05. * Diferenca significativa em relagdo ao grupo
CTRL dentro do tratamento; ¢ Diferenga significativa em relagdo ao tratamento com salina dentro do mesmo
grupo; 1 Diferenga significativa em relacdo ao tratamento com L-NAME dentro do mesmo grupo; L Diferenga
significativa em relacéo ao tratamento com INDO dentro do mesmo grupo.

4.3.5 Participacdo da iINOS nas modificagdes das respostas induzidas pela AIA nas

veias cava, mesentérica e porta a angiotensina Il e na veia femoral a noradrenalina.

As veias que apresentaram modificacdes de respostas tanto para NOR (Tabela 2)
quanto para ANG Il (Tabela 3), aos 15 dias pés-indugdo/falsa-inducdo, foram desafiadas
também na presenca do 1400W. Nessa condicdo, a reducdo de resposta a NOR na veia
femoral (Figura 12 A), assim como a Ang Il nas veias cava (Figura 12 B) e mesentérica
(Figura 12 C), todas induzidas pela AIA, deixaram de existir. Por outro lado, a presenca do
1400W nao suprimiu a reducao de resposta a Ang Il causada pela AIA na veia porta (Figura
12D; Tabela 11).
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Figura 12 - Curvas concentracdo-resposta para angiotensina Il e noradrenalina obtidas de
animais pertencentes aos grupos controle (o) e artrite (m) aos 15 dias pds-inducéo, na
presenca de 1400W. Pontos representam média + E.P.M. Entre parénteses, o nimero de

amostras
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Fonte: Material elaborado pela propria autora

Tabela 11 — Resposta méxima e pECso de preparacdes obtidas de animais pertencentes aos
grupos controle (CTRL) e artrite (AlA) aos 15 dias para curvas de angiotensina Il e

noradrenalina na presenca de 1400W.

Rmax PECso
CTRL AlA CTRL AlA
Noradrenalina
0,66+0,26 0,57+0,29 5,73+0,26 5,75+0,27
FEMORAL 1 1 1 1 ) ’ H 1
®) ®) ®) ®)
Angiotensina 11
CAVA 0,19+0,16 0,18+0,10 - -
) (8) (7)
MESENTERICA 0,55+0,41 0,33+0,24 - -
(6) (@)
PORTA 0,75+0,32 0,26+0,17* - -
(8) (8)
Nota: Dados expressos em média + D.P. Entre parénteses, o ndmero de amostras. * indica diferenca

significativa entre os grupos CTRL e AlA pelo teste t Student para amostras independentes para p-valor < 0,05.

a. indica p-valor ajustado para violacdo da homogeneidade das variancias.
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5 DISCUSSAO

Apesar de estabelecida a associa¢do de doencas inflamatorias sistémicas com o
aumento dos riscos aumentados para a salde cardiovascular, os mecanismos envolvidos
nessas alteracdes ainda sdo mal compreendidos. Essa caréncia de informacdes é ainda maior
em relacdo ao leito venoso, uma vez que os estudos que objetivam estudar as repercussoes
vasculares da artrite tém se concentrado no leito arterial. Cabe ressaltar que o leito venoso,
além de exercer o importante papel de escoar o sangue proveniente da periferia ao coragéo,
¢ o principal compartimento de capacitancia em mamiferos, pois armazena
aproximadamente 60-80% do volume de sangue de um animal em repouso (ROTHE, 2006).
Nesse sentido, qualquer modificacdo nas respostas das veias causada pela AR podem ter
implicagGes no volume diastolico final e, consequentemente, no débito cardiaco. Nesse
contexto, o presente estudo mostra que a AIA modifica as respostas contrateis de veias a
vasoconstritores diretamente envolvidos na manutencdo do ténus vascular. Dessa forma,
reforca a ideia de que a investigacdo das manifestacGes cardiovasculares da AR ndo podem
restringir-se ao leito arterial, mas devem considerar tambeém o leito venoso.

O presente estudo avaliou as repercussdes da AlA sobre as respostas contrateis de
veias a NOR e a Ang Il, mostrando que os mecanismos endoteliais relacionados sobretudo
ao NO podem ser alterados nesse modelo experimental de artrite. A interpretacdo dos dados
aqui apresentados, contudo, pode extrapolar o &mbito da vasomotricidade pois esses mesmos
mecanismos endoteliais também conferem um fendtipo anti-inflamatério ao endotélio,
podendo ter repercussfes inclusive na coagulacdo sanguinea. Nesse sentido, ja foi
demonstrado que pacientes portadores de AR sdo mais susceptiveis ao desenvolvimento de
trombose (LEE et al., 2016). Com efeito, os dados aqui apresentados também apontam para
a necessidade de se abordar os mecanismos relacionados a coagulacdo sanguinea em estudos
posteriores.

Antes de passarmos a andlise dos dados aqui apresentados, foi necessario
demonstrar que o modelo de artrite experimental empregado foi efetivo. Nesse sentido, a
AIlA promoveu redugéo significativa no ganho de massa corporal dos animais a partir do 15°
dia pos indugdo. Essa reducdo de massa corporal observada nos animais AlA é resultado de
uma sarcopenia semelhante a observada na caquexia reumatoide (AN et al., 2020), condigédo
esta que pode estar diretamente relacionada com a intensidade da inflamacéo sinovial que
esses animais apresentaram durante a progressao da artrite (ROCHA et al., 2009; GOMEZ-

SANMIGUEL et al., 2016 ). Além da sarcopenia, a AIA pode também promover reducao
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da massa de tecido adiposo nesses animais, contribuindo assim para a redugdo da massa
corporal (MARTIN et al., 2008). Em estudo anterior, nosso grupo observou reducio
significativa da massa magra e, por conseguinte, reducdo da massa Umida e do didametro das
fibras do musculo so6leo, em ratos acometidos pela AIA. Nesse estudo, observamos também
reducdo da massa gorda e alteragcBes microvasculares na musculatura esquelética a partir do
15° dia p6s-inducdo, que se acentuam na fase mais tardia do modelo (PITA et al., 2020)

No presente estudo, o dado que melhor indica a efetividade do modelo AIA é o
aumento no didmetro e no volume das patas posteriores esquerda, contralaterais as que
receberam a indugdo. Esses aumentos de didmetro e volume das patas foram observados a
partir do 15° dia p6s-inducdo, mas intensificou-se por volta do 40° dia. 1sso mostra que a
inflamacéo se torna poliarticular a partir do 15° dia pds-inducdo, com sinais clinicos mais
sistémicos (TOTOSON et al, 2016, 2015).

A existéncia de um processo inflamatorio sistémico nos animais AlA ¢ corroborada
pelo aumento da PCR, observado ja no 4° dia p6s-inducdo, que foi ainda maior no 15°.
Curiosamente, esse aumento tende a reversdo na fase mais tardia do modelo, no 40° dia pos-
inducdo. Possivelmente, pelo fato de a PCR ser um marcador inespecifico de inflamacéo de
fase aguda, essa reversdo parcial observada no 40° dia pode indicar que 0 processo
inflamatorio esteja em fase de resolucdo. Isso ocorre apesar das malformacdes articulares
ainda serem evidentes no 40° dia. Com efeito, nessa fase de remisséo, o tecido cicatricial
ndo volta a conformacao inicial, mas o processo inflamatdrio articular ja esteja em declinio.
Nesse sentido, ja foi descrito que a gravidade da AIA aumenta até o 33° dia pds-inducéo e,
a partir dai, ocorre reducédo dos sinais clinicos de inflamagdo (TOTOSON et al, 2016). Esse
estudo também demonstrou que os niveis circulantes de algumas citocinas se elevam ja no
4° dia pés-inducdo da AIA, como a proteina quimiotatica de mondcitos 1 (MCP-1), enquanto
outras mostram-se elevadas mais tardiamente, como IL-1B e TNF-a que atingem niveis
circulantes maiores entre 0 11° e 0 33° dia. Além disso, 0s niveis circulantes dessas citocinas
tendem a diminuir com o passar do tempo, corroborando assim para a reversibilidade do
processo inflamatdrio relacionado a AlA.

Cabe mencionar que alguns animais do grupo controle apresentaram discreta
elevacdo da PCR no 4° apds a falsa inducdo. Supomos que isso deva-se a agressdo
promovida pelo trauma da agulha somado a a¢do do 6leo mineral nos tecidos subcutaneos
da pata, onde foi feita injecdo. Essa lesdo parece ter sido transitoria uma vez que nenhum
animal controle apresentou elevagdo da PCR nos demais tempos pos-inje¢cdo do 6leo

mineral.
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Uma vez confirmada a efetividade do modelo, passamos a investigar as respostas
das veias cava, femoral, mesentéricas e porta a NOR e a Ang Il, foco do presente estudo.
Com base nos dados da PCR apresentados anteriormente, decidimos realizar uma etapa
exploratdria do estudo, desafiando preparacgdes obtidas de animais AIA no 4°, 15° e 40° dias
pos-inducdo e seus respectivos controles.

Entre as preparacdes estudadas, apenas a veia femoral apresentou uma reducéo
significativa de respostas a NOR induzida pelas AlA, no 15° dia pés-inducdo. Essa
modificacdo de resposta se deu apenas em termos de Rmax, sugerindo que a artrite modifica
a capacidade de resposta dessa preparacdo a NOR e ndo a sensibilidade & mesma. Pela
escassez de informacdes acerca dos efeitos da artrite sobre as veias, foi necessario interpretar
esses dados tomando como base nos dados obtidos em artérias. Assim sendo, nossos dados
corroboram estudos anteriores realizados em aorta de ratos, nos quais a AIA promove
reducdo das respostas da aortaa NOR, mas apenas por volta do 4° dia p6s-inducdo (PRATTI
et al., 2012; TOTOSON et al., 2016). Foi observado também que, no 29° dia p6s-inducéo,
as respostas da aorta a fenilefrina, um agonista seletivo de receptores al-adrenérgicos,
podem estar aumentadas em animais que apresentam grau brando de AIA ou reduzidas,
quando a gravidade da doenca ¢ moderada ou intensa (ULKER et al., 2000). Respostas
maiores a fenilefrina também foram observadas em aortas sem endotélio obtidas de animais
AlA, 26 dias ap0s a inducdo, demonstrando que a musculatura lisa vascular pode tornar-se
mais responsiva nesses animais (CINAR et al., 1998). Em camundongos submetidos a CIA,
foi demonstrado reducdo na contracdo da aorta toracica induzida por serotonina ou KCL,
possivelmente em consequéncia de niveis aumentados da proteina metaloproteinase de
matriz 9 (MMP-9) nesse vaso (REYNOLDS et al., 2012).

Por outro lado, observamos que a AIA diminuiu significativamente as respostas das
veias cava, mesentérica e porta a Ang Il, porém apenas na fase mais precoce do modelo, ou
seja, no 4° e no 15° dias pos-inducdo. Essa modificacdo de resposta foi caracterizada em
termos de Rmax, contudo, os dados obtidos ndo permitem descartar modificagdes na
sensibilidade dessas preparagdes a Ang Il uma vez que néo foi possivel o calculo de pECso
para esse agonista. Cabe mencionar, no entanto, que as modifica¢fes nos valores de area sob
a curva (dados ndo mostrados) seguiram rigorosamente aquelas observadas em termos de
Rmax. Isso sugere que a AIA modificou essencialmente a capacidade de resposta dessas
preparacdes a Ang Il. Esses dados sugerem que a inflamacéo causada pela AIA pode reduzir
as respostas contrateis destas veias a Ang Il. Porém, essa reducdo de resposta a Ang Il

causada pela AIA deixa de ser observada por volta do 40° dia po6s-indugdo, quando o
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processo inflamatdrio aparentemente comeca a regredir. Essa observagao nos surpreendeu,
pois, estudos anteriores mostraram aumento na expresséo de receptores AT e atividade da
enzima conversora de angiotensina em aorta de ratos submetidos a AIA, por volta do 40° dia
pos-inducdo (SAKUTA et al., 2010). Isso reforca a necessidade de um olhar especifico para
0 leito venoso quando se estuda as repercussoes vasculares da artrite, assim como uma
compreensdo mais aprofundada da reversdo do processo inflamatério que ocorre na fase
mais tardia do modelo AIA.

O presente estudo mostra que as reducdes de resposta das veias estudadas
ocorreram no 4° e no 15° dias pds-inducdo, exatamente no periodo em que a PCR estava
mais elevada. Isso sugere a participacdo do processo inflamatorio sistémico relacionado a
AlA nesse fendbmeno. Coincidentemente, a reducdo das respostas das aortas de rato a NOR
causada pela AlA, observada por TOTOSON (2016), foi evidente no 4°, mas ndo no 11° dia
p6s inducdo. Possivelmente, citocinas inflamatérias provenientes das articulagbes
acometidas pela AIA induziram iNOS nos tecidos vasculares e, com isso, elevaram
substancialmente a producéo local de NO (MAKI-PETAJA et al., 2008; TOZZATO et al.,
2016). Assim, o excesso de NO produzido pode ter reduzido as respostas das veias estudadas.
Corrobora em parte essa hipotese o fato do nosso grupo de pesquisa ter observado
anteriormente uma elevacao dos niveis séricos de nitrito/nitrato, que sdo metabélitos do NO,
no 15° dia pos-inducdo (dados ainda ndo publicados). Aumentos das concentracfes
plasmaticas de nitrito/nitrato também foram anteriormente observados em animais
submetidos tanto a AIA (ABE et al., 2004) quanto a CIA (SAKAGUCHI et al., 2004). Essa
hipotese fica ainda mais reforcada pela observacdo de que niveis séricos de nitrito/nitrato
estdo elevados em ratos submetidos a AIA, sobretudo entre 0 10° e 0 15° dia ap6s a indugédo
(MARTIN, et al., 2008).

O fato de as alteracGes de resposta observadas serem transitdrias, ou seja, ocorrerem
apenas na fase mais precoce do modelo, pode dar a impresséo de serem menos importantes.
Isso porque existe sempre a tendéncia de evitar investimentos em processos fisiopatoldgicos
autolimitados. Cabe destacar, contudo, que muitas alteracdes fisiopatoldgicas funcionais e
estruturais que ocorrem no sistema cardiovascular s&o precedidas por alteracdes transitorias
que podem ser detectadas funcionalmente. Além disso, como ja foi dito, essas alteracdes de
resposta vascular podem estar ocorrendo em paralelo a outras alteragdes do leito venoso, que
podem inclusive significar maior risco potencial ao organismo. Nesse contexto, estudos que
abordem a coagulagédo sanguinea nessa fase da evolucéo da AlA sdo necessarios. Além disso,

ndo se pode desconsiderar que a AR € uma doenca crénica com recorrentes episodios de
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exacerbagdo inflamatdria articular. Com efeito, talvez aquilo que foi observado no presente
estudo possa ocorrer de forma intermitente nos portadores de AR.

Para melhor compreender os mecanismos envolvidos nas reducGes de resposta a
NOR causadas pelas AlA, desafiamos as preparacdes também na presenca do L-NAME, um
inibidor ndo seletivo de NOS. Esses experimentos foram feitos apenas com preparagdes
obtidas no 4° e no 15° p6s-inducéo pois foi nesses tempos que as referidas modificacdes de
resposta foram evidenciadas. Os dados obtidos mostram que o tratamento com L-NAME
aumenta as respostas a NOR nas veias obtidas tanto dos animais CTRL quanto AlA. Isso
sugere a participagdo do NO produzido por NOS constitutivas na modulagéo da
venoconstricdo induzida pela NOR nessas veias. Ademais, esses aumentos de resposta
causados pelo L-NAME s&o discretos nas veias femoral e cava, que drenam o sangue das
patas desses animais, mas exuberantes nas veias mesentérica e porta, que drenam o sangue
da regido esplancnica. Isso mostra que a participagdo do NO na modulagéo das respostas
contrateis de veias a NOR é mais decisiva na circulacdo esplancnica. Por fim, cabe
mencionar que essa elevacdo de resposta a NOR, ocorrida na presenca do L-NAME,
suprimiu a diferenca de Rmax observada entre as veias femorais de animais CTRL e AIA
colhidas 15 dias ap6s a inducdo. Esses dados concordam com estudo anterior no qual o L-
NAME ¢€ capaz de reverter reducdo de resposta contrétil a fenilefrina decorrente da AIA na
microcirculacdo de joelho de ratos (BADAVI et al., 2000). Com isso fica evidente o
envolvimento do NO na reducdo de resposta da veia femoral a NOR, causada pela AlA.
Observamos também que a diferenca de resposta a NOR também é suprimida quando as
veias femorais sdo desafiadas na presenca de 1400W, um inibidor seletivo para iINOS. Essa
informacdo fortalece a hipdtese de que citocinas oriundas do processo inflamatério articular
induzem a expressao de iNOS na veia femoral, resultando em aumento da sintese de NO e
consequente reducdo das respostas a NOR.

Quando as preparagdes foram desafiadas pela Ang Il na presenca do L-NAME,
observamos um importante aumento de resposta em todos os leitos estudados, tanto aos no
4° quanto no 15° dia pds-inducdo. Primeiramente, esse aumento de reposta decorrente do
tratamento com L-NAME ocorreu nas veias obtidas de animais CTRL, 0 que sugere a
participacdo do NO produzido por NOS constitutivas na modulagdo da venoconstricdo
induzida pela Ang Il nessas veias. A participacdo de produtos da NOS na modulagédo das
respostas de veia mesentérica a Ang Il ja havia sido demonstrada anteriormente (CHIES et
al., 2017). Todavia, aumentos semelhantes de resposta a Ang Il foram observados em veias

cava, mesentérica e porta, obtidas de animais AlA, quando desafiadas na presenga do L-
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NAME. Com isso, as diferencas de Rmax para Ang Il que haviam sido observadas entre
animais CRTL e AIA, tanto no 4° quanto no 15° pds-inducdo, deixaram de existir. Isso
mostra que a AIA promove reducdes das respostas dessas veias a Ang Il por um mecanismo
que envolve NO. Buscando identificar a isoforma da NOS envolvida nesse mecanismo
fisiopatolégico, desafiamos preparac6es obtidas no 15° dia pds-inducao também na presenca
de 1400W. Nessa condicao, as diferencas de resposta a Ang Il entre animais CTRL e AIA
foram suprimidas nas veias cava e mesentérica, mas ndo na veia porta. Fica evidente, com
isso, que a AlA reduz as repostas das veias cava e mesentérica a Ang |1 através da inducéo
de iINOS, elevando assim a producdo local de NO. Provavelmente esse aumento de iNOS €
consequéncia da liberacdo de citocinas pro-inflamatérias pelas articulaces acometidas. No
caso da veia porta, esse mecanismo aparentemente ndo esta envolvido.

O aumento na presenca de iNOS ja havia sido observado tanto em aorta quanto na
microcirculacdo renal de camundongos submetidos a CIA (TOZZATO et al., 2016), assim
como nos vasos do antebraco de humanos portadores de AR (MAKI-PETAJA et al., 2008).
Também ja foi demonstrado que a reducédo das respostas contrateis induzida pela fenilefrina
em microcirculacdo do joelho, observada em ratos submetidos a AlA pode ser prevenida
pelo tratamento com L-NAME (BADAVI et al., 2000) Além disso, ja foi demostrado que
carétidas de coelhos submetidos a superexpressdo génica de iINOS apresentam reducdo da
resposta contréatil a fenilefrina, assim como reducdo da resposta relaxante a ACh causada
pelo excesso de anions superoxidos formado em decorréncia do excessivo consumo de BH4
(GUNNETT et al., 2005).

Se por um lado os dados apresentados até aqui sugerem o envolvimento do NO nas
reducdes de resposta de veias aos agonistas estudados, por outro, mostram caracteristicas
intrigantes desse mecanismo. Uma vez que aparentemente ocorre aumento na atividade de
INOS tanto na veia cava quanto mesentérica, era de se esperar que as respostas contrateis
desses dois vasos fossem reduzidas frente a qualquer agonista vasoconstritor. Isso porque a
INOS é uma enzima cuja atividade ndo depende da elevacéo de célcio intracelular promovida
pela acdo de agonistas farmacolOgicos; essa enzima permanece em constante atividade
qguando expressa (MAYER E HEMMENS, 1997; ALDERTON et al., 2001). Por fim, os
dados obtidos na presenca do 1400W mostram que o iNOS participa da reducdo das
respostas a Ang Il nas veias cava e mesentérica, mas nao na veia porta. Isso sugere que
também as diferentes isoformas de NOS sdo expressas distintamente nos leitos venosos

desses animais AlA de forma territorio-especifica.
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Por outro lado, tem sido proposto que prostanoides vasorelaxantes e prostanoides
vasoconstritores também participam da regulacéo do tonus vascular. Ja foi demonstrado que
0 aumento da expressao/atividade de COX-2, induzida principalmente durante a resposta
inflamatdria, contribui para a disfuncdo endotelial em aorta de ratos submetidos a AIA
(PRATI et al, 2012). Além disso, citocinas inflamatdrias oriundas das articulagGes também
podem promover aumento da sintese de prostanoides nos vasos sanguineos, através do
aumento da expressao da COX-2 (PANG E KNOX, 1997). Nesse sentido, observou-se o
envolvimento de prostanoides na reducdo da contracdo induzida pela fenilefrina em aorta de
ratos submetidos a AlA de grau intenso (ULKER et al., 2000). Cabe mencionar também que
0 NO foi capaz de estimular a COX e, por consequéncia, estimular a liberacdo de
prostanoides tanto em macréfagos de camundongos (SALVEMINI et al., 1995) quanto no
sistema cardiovascular de ratos (SALVEMINI et al., 1993). Por essa razdo, decidimos
desafiar essas preparacfes também na presenca de indometacina, um inibidor ndo seletivo
de COX.

Os dados obtidos em preparagfes desafiadas com NOR na presenca de
indometacina sugerem que a participacdo de prostanoides na regulacdo dessas respostas é
territorio-especifica. Nas veias femoral e cava, o blogueio das COXs reduziu as respostas a
NOR. Na veia femoral, a reducdo de resposta ocorreu sobretudo nos animas controles,
fazendo com que esses respondessem com a mesma magnitude em relacéo aos animais AlA,
cuja resposta @ NOR ja se encontrava reduzida. Esses dados sugerem que prostanoides
vasoconstritores contribuem para a acdo contratil desses vasos frente 8 NOR. Essa acéo
sinérgica exercida por prostanoides vasoconstritores frente as respostas contrateis induzidas
pela NOR ja foi descrita em aortas de ratos (RAPOPORT, 1993; LAMB et al., 1994).

Por outro lado, o sinergismo entre prostanoides e NO parece ndo ocorrer nas veias
esplancnicas. Nesses vasos, 0 tratamento com de indometacina chegou a aumentar as
respostas contrateis a NOR, sobretudo na veia porta. Cabe destacar que esse aumento de
resposta ocorreu apenas nos animais CTRL, evidenciando assim uma inédita diferenca de
Rmax para NOR entre animais CTRL e AIA. Esses dados sugerem que prostanoides
vasodilatadores modulam as respostas a NOR nas veias mesentéricas e, sobretudo, nas veias
porta. Nos animais AlA, esse efeito modulador das respostas a NOR oculta a disfuncéo
contratil causada pela AIA nesses vasos em consequéncia de uma possivel maior
participacdo da iNOS, na veia mesentérica, e de NOS constitutivas, na veia porta. 1sso fica

evidente pois a co-incubagdo com indometacina e L-NAME eleva essas respostas também
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nas preparacdes obtidas de animais AlA, permitindo com que essas apresentem valores de
Rmax semelhantes aos observados nas preparagdes de animais CRTL em idéntica condicao.

A interacdo entre NO e prostanoides e ainda mais intrigante na modulagdo das
respostas dessas veias a Ang Il. No presente estudo, o blogueio da sintese de prostanoides
pela indometacina elevou as respostas a Ang Il em todos os vasos estudados, com exce¢ao
da cava estudada no 15° dia p6s-inducdo. Por conta dessa elevacdo, ndo mais foi observada
a diferenga de resposta & Ang Il entre animais CTRL e AlA, observada em veias cavas
estudadas no 4° dia pos-inducdo. Supomos, todavia, que o fendmeno persista nessa
preparacdo; possivelmente o desaparecimento dessa significancia tenha sido ocasional. Nas
veias mesentéricas e porta, essas elevacbes de resposta foram ainda maiores tanto no 4°
quanto no 15° dia p6s-inducgdo. Cabe destacar, contudo, que o tratamento com indometacina
elevou as respostas a Ang Il tanto nos animais CTRL quando AlA, porém, a diferencgas de
Rmax entre esses grupos foram preservadas. Esses dados indicam a participacdo de
prostanoides vasodilatadores na modulagéo das respostas desses vasos a Ang Il em todos 0s
vasos estudados, tanto nos animais CTRL quanto AlA. Contudo, fica evidente também que
0s prostanoides ndo participam decisivamente das reducdes de resposta desses vasos a Ang

Il causadas pela AlA.

Talvez o aspecto mais curioso dessa interacdo entre NO e prostanoides ocorra na
fase mais precoce do modelo. Como mencionado anteriormente, as reducdes das respostas
contrateis desses vasos a Ang |l parecem estar relacionadas ao aumento da sintese do NO.
Nesse sentido, era plausivel supor que as respostas das preparacdes estudadas a Ang Il
fossem maximizadas pelo tratamento simultdneo com L-NAME e indometacina, assim como
ocorreu com o L-NAME isoladamente. Contudo, na presenca desses dois inibidores, as
respostas a Ang Il obtidas nas preparagdes nos animais AIA voltaram a ser menores em
relacdo as observados nas prepara¢des dos animais CTRL. Com isso, a diferenca de resposta
a Ang Il entre animais CTRL e AIA, que havia sido suprimida pelo tratamento como L-
NAME, voltou a ser observada quando a indometacina foi acrescida no tratamento. Cabe
destacar que esse fendmeno, claramente observado no 4° dia pos-inducdo, tende a
desaparecer a medida que o tempo passa, sendo ainda perceptivel apenas na veia porta apos
15 dias da inducdo.

Possivelmente, nessa fase mais inicial do modelo, a AIA mobilize algum

mecanismo relaxante ainda desconhecido, ndo relacionado a NO e prostanoides, que leva a
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reducdo das respostas dessas preparacOes a Ang Il. A acdo desse suposto mecanismo
relaxante frente a acdo da Ang Il, todavia, pode ser compensada pela producdo de
prostanoides vasoconstritores (Figura 13-A). Dessa forma, na auséncia de NO, as respostas
obtidas nos animais AIA se igualam as obtidas nos CTRL, pois a menor capacidade de
resposta a Ang Il é compensada pela producéao de prostanoides vasoconstritores (Figura 13-
B). Por outro lado, quando a sintese de prostanoides (vasodilatadores e vasoconstritores) é
inibida pela indometacina, as respostas a Ang Il nos animais AIA permanecem menores em
relacdo a dos controles pois, além do acima sugerido mecanismo relaxante, existe a maior
producdo local de NO (Figura 13-C). Por fim, quando blogueamos paralelamente a sintese
de NO e prostanoides, esse suposto mecanismo relaxante atua isoladamente, determinando
uma menor capacidade de resposta a Ang Il nas preparagdes obtidas dos animais AIA (Figura
13-D). Cabe ressaltar que esse fendbmeno ndo foi observado frente a NOR. Isso sugere que

esse suposto mecanismo € mobilizado exclusivamente frente a acdo da Ang Il.

Figura 13 — Interacdo de forcas que determinam a atividade contréatil do vaso em resposta a
angiotensina Il
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Por fim, é importante salientar que as alteragdes vasculares relacionadas a artrite
normalmente decorrem da disfungéo endotelial causada pelo aumento do estresse oxidativo.
A0 menos em parte, isso pode ser consequéncia de uma inducdo macica da iINOS causada
pela acdo de citocinas inflamatorias. Quando em atividade, essa grande quantidade de
enzimas promove deplecdo de BHas, levando a eNOS a atuar de forma desacoplada,
produzindo assim 0 Oz ao inves do NO. O Oz produzido em excesso no endotélio vascular
pelas iINOS superexpressas, reage com o NO, reduzindo assim sua biodisponibilidade. Além
disso, 0 O2" em excesso degrada BH4 constituindo assim um circulo vicioso e agravando a
disfungdo endotelial (GUNNETT et al., 2005; SAKUTA et al.,, 2010; MCNEILL e
CHANNON, 2012). Era de se esperar, todavia, que uma disfuncdo endotelial levasse ao
aumento das respostas contrateis dessas veias aos agonistas estudados. Isso porgque o
endotélio vascular, por meio da liberacdo de NO e outros fatores relaxantes localmente
produzidos, modula as respostas contrateis dos vasos sanguineos. Neste contexto, o fato de
ter havido reducédo das respostas a esses vasoconstritores, ao invés de aumento, sugere que
0 excesso de NO produzido localmente impacta mais em tais respostas do que do estresse
oxidativo que eventualmente esteja ocorrendo nesses vasos. Contudo, ndo podemos
descartar a influéncia do estresse oxidativo, ainda que em menor grau, sobre as respostas
obtidas nessas preparacfes. Assim, entendemos que uma importante limitagdo do presente
estudo foi ndo ter estudado outras vias de liberagdo de NO bem como as respostas relaxantes
induzidas nessas veias pela ACh. Cabe esclarecer, todavia, que o estudo das respostas
vasodilatadoras em veias € particularmente dificil, pois esse tipo de preparacdo ndo exibe

platbs estaveis quando se faz a pré-contracdo necessaria para o estudo dessas respostas.
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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.

-~

Sendo s6 para o momento, reiteramos protestos de consideragao e aprego.

Atencigsamente,
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