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RESUMO 

 A artrite reumatóide é uma doença crônica que acomete principalmente a membrana 
sinovial, cartilagens e ossos. Afeta cerca de 1% da população e está associada a altas taxas 
de mortalidade e morbidade. É uma doença inflamatória, complexa, cuja patogênese ainda é 
pouco esclarecida. Diversas células, mediadores inflamatórios e moléculas estão envolvidas 
no desenvolvimento da doença. Os tratamentos são limitados, apresentam importantes 
efeitos adversos e elevados custos. Devido a esses fatores, vários estudos têm buscado 
novos agentes terapêuticos para o tratamento da artrite.     

 O sistema renina-angiotensina (SRA) exerce vários efeitos além do controle de 
pressão arterial e balanço eletrolítico. Existem evidências de que a Angiotensina II (Ang II) 
estimula várias respostas pró-inflamatórias, incluindo o aumento da expressão de citocinas 
pró-inflamatórias e acúmulo de neutrófilos em alguns processos inflamatórios. Entretanto, o 
papel da ativação do receptor angiotensinérgico do tipo 1 (AT1) no contexto inflamatório é 
pouco conhecido. Outro importante alvo de interesse é o eixo denominado contrarregulador 
do SRA, formado por enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2) – Angiotensina-(1-7) 
[Ang-(1-7)] – receptor Mas. A ativação desse eixo promove em geral efeitos opostos àqueles 
decorrentes da ativação do receptor AT1 pela Ang II, inclusive em processos inflamatórios. 
Assim, neste estudo, foi utilizado um antagonista do receptor de AT1 e agonistas do receptor 
Mas para investigar o efeito e os mecanismos pelo quais essas intervenções farmacológicas 
no SRA poderiam interferir com as respostas inflamatórias presentes em dois modelos 
murinos de artrite. 

 Primeiro, foi avaliado o efeito do bloqueio do eixo clássico do SRA (ECA – Ang II - 
AT1), utilizando-se o composto Losartan, antagonista de receptores AT1, em dois modelos 
de artrite em murinos. Camundongos C57B/6 foram submetidos à artrite induzida por 
antígeno (AIA) e tratados com Losartan (1, 3 e 10 mg/kg) ou veículo (NaCl 0,9%). Ratas 
Holtzman também foram avaliadas após indução de artrite por adjuvante (AdIA), e tratadas 
com Losartan (10 mg/kg) do 10o ao 16o dia após a indução. Os seguintes parâmetros foram 
avaliados em ambos os modelos: acúmulo intra-articular de neutrófilos, concentração de 
citocinas teciduais (TNF-α Il-1β, CXCL1/CINC) e alterações histológicas. Os níveis de 
pressão arterial sistólica, hipernociceção e interações leucócito-endoteliais foram avaliados 
apenas no modelo de AIA, e edema periarticular foi avaliado apenas no modelo de AdIA.  

 Em seguida, foi avaliado o efeito da ativação do eixo contrarregulatório ECA2 – Ang-
(1-7) – Mas, através da utilização do composto AVE 0991 (1, 3 ou 10 mg/kg), agonista do 
receptor Mas de Ang-(1-7), ou da própria Ang-(1-7) (2 mg/kg) nos mesmos modelos murinos 
de atrite. A presença do receptor Mas nos tecidos periarticulares de camundongos foi 
avaliada por Western Blot. Alem disso, a indução da artrite por mBSA (AIA) foi realizada em 
animais com deleção genética do receptor Mas (C57Bl/6 Mas-/-) para avaliação da resposta 
inflamatória em comparação com os tipos selvagens (C57Bl/6 Mas+/+). Os parâmetros 
descritos anteriormente também foram analisados. 

 Tanto o bloqueio do receptor AT1 quanto a ativação do receptor Mas, apresentaram 
efeitos anti-inflamatórios na artrite experimental. Nos camundongos com AIA, o tratamento 
com Losartan, AVE 0991 ou Ang-(1-7) reduziram o recrutamento de neutrófilos, a 
hipernocicepção e a produção de TNF- α e CXCL1. Apenas AVE 0991 e Ang-(1-7) foram 
capazes de reduzir a concentração de IL-1β nos tecidos periarticulares dos camundongos. 



 

 

As análises histopatológicas mostraram significativa redução da inflamação e dano tecidual 
nos animais tratados. Os mecanismos pelos quais o bloqueio dos receptores AT1 e a 
ativação dos receptores Mas promoveram melhora da artrite, foram devidos à redução do 
rolamento e adesão leucocitária ao tecido articular, bem como à diminuição da produção de 
citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias. A deleção genética do receptor Mas agravou a 
inflamação decorrente da AIA, conforme verificado pelo aumento do número de neutrófilos e 
da produção de citocinas TNF-α e IL-1β. No modelo de AdIA, tanto o tratamento com 
Losartan quanto com AVE 0991 reduziram o edema articular, o influxo de neutrófilos, os 
danos articulares/histopatológicos e a produção de IL-1ß e CXCL1. 

 Em conclusão, este estudo mostra que o SRA também atua de forma bidirecional no 
contexto inflamatório da artrite – Ang II tem atividade pró-inflamatoria e Ang-(1-7)/Mas tem 
atividade anti-inflamatória. Do ponto de vista do mecanismo de ação, o bloqueio de AT1 ou 
ativação de Mas reduz a síntese de citocinas e impede a adesão e o recrutamento dos 
leucocitos. É possível que estas estratégias tenham efeito terapêutico benéfico em 
pacientes com artrite.  



 

 

ABSTRACT 

 Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic inflammatory disease that mainly targets the 
synovial membrane, cartilage and bone. It affects 1% of the population and is associated 
with significant morbidity and increased mortality. It is an inflammatory disease and its 
pathogenesis is complex and not completely understood. Several cell types, mediators and 
molecules are involved in the inflammatory process of RA. The treatments are limited, 
associated to adverse effects and with high cost. Therefore, there is medical for novel 
therapies to treat rheumatoid arthritis. 
  The renin-angiotensin system (RAS) extends far beyond blood pressure control and 
electrolyte balance. There are evidences that Angiotensin II (Ang II) stimulates several pro-
inflammatory responses, including up-regulation of pro-inflammatory cytokines and neutrophil 
accumulation in some inflammatory diseases. However, the role of the AT1 receptor 
activation on the inflammatory context of the arthritis is poorly known. Another important 
target of recent studies is the new counterregulatory axis of the RAS formed by angiotensin-
converting enzyme-2 (ACE2) – Angiotensin-(1-7) [Ang-(1-7)] – receptor Mas. The activation 
of this axis generally produces effects which are opposite to those of the activation of AT1 
receptor by Ang II, including in inflammatory processes. Therefore, in this study, we used an 
AT1 receptor antagonist (Losartan) and Mas receptor agonists to investigate the 
mechanisms by which pharmacological interventions in the RAS could interfere with 
inflammatory responses in murine models of arthritis.  
 First, we evaluated the blockade of the classical axis of RAS (ACE – Ang II – AT1), by 
the administration of Losartan, an AT1 antagonist. Male C57BL/6 mice were subjected to 
antigen-induced arthritis (AIA) and were treated with Losartan (1, 3 and 10 mg/kg), or vehicle 
(NaCl 0.9%). Female Holtzman rats were subjected to adjuvant-induced arthritis (AdIA) and 
treated with Losartan (10 mg/kg) daily from day 10 to 16 after induction. The following 
parameters were evaluated in both arthritis models: neutrophil accumulation, cytokines, 
systolic blood pressure, and histopathological changes. The hypernociception and leukocyte-
endothelium interaction were assessed only in AIA mice and paw edema only AdIA rats.  

Second, we evaluated the effect of the ACE2 – Ang-(1-7) – Mas axis activation, by 
the administration of Mas receptor agonists: AVE 0991 (1, 3 and 10 mg/kg) or Ang-(1-7) (2 
mg/kg). The presence of Mas receptor in periarticular tissues was detected by Western Blot 
analyses. The same AIA protocol was also carried out in mice with genetic deletion of 
receptor (Mas-/-) and in the correspondent wild type, Mas+/+ C57Bl/6 mice. The same above-
mentioned parameters were analyzed. 
 Both RAS pharmacological interventions, i.e. blockade of AT1 receptor and 
stimulation of receptor Mas, showed an anti-inflammatory effect in arthritis models. In AIA 
mice, treatment with Losartan, AVE 0991 or Ang-(1-7) decreased neutrophil recruitment, 
hypernociception, production of TNF-α and CXCL1. Only AVE 0991 and Ang-(1-7) reduced 
IL-1ß levels in periarticular tissues of AIA mice. Histopathological analysis showed significant 
reduction of inflammation. Mechanistically, Losartan and AVE 0991 reduced leukocyte rolling 
and adhesion as well diminished pro-inflammatory cytokine production, even when given 
after antigen challenge. Mas-/- mice subjected to AIA developed more pronounced 
inflammation, as observed by greater neutrophil recruitment and cytokine release (TNF-α e 
IL-1β). In AdIA rats, treatment with Losartan and AVE 0991 decreased articular edema, 
neutrophil influx, histopathological score and production of IL-1ß and CXCL1. 
 In conclusion, this study showed that the RAS also operates as a bidirectional system 
in the context of arthritis, in which its two main axes counter-regulate each other. This study 



 

 

also showed additional anti-inflammatory effects due to AT1 receptor blockade. Furthermore, 
the activation of the Mas receptor produced significant amelioration of arthritis in mice and 
rats. Both approaches (AT1 blockade and Mas activation) proposed in this study might 
represent novel therapeutic opportunities for arthritis. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

1.1  Artrite Reumatóide: aspectos gerais 

 

 A Artrite Reumatóide (AR) é uma doença que acomete cerca de 0,5 a 1% da 

população adulta mundial (American College of Rheumatology (2002); Firestein, 

(2003). Os números no Brasil são similares, atingindo aproximadamente um milhão e 

oitocentas mil pessoas (Dunlop et al., 2003; Marques Neto, 1993). A AR está 

diretamente relacionada à dor e à perda de função articular, que são as principais 

causas de morbidade e fatores limitantes para o trabalho e execução das atividades 

de vida diária (Alamanos and Drosos, 2005; Minaur et al., 2004). 

Consequentemente, a doença também está associada a uma taxa mortalidade 

considerável, principalmente em decorrência de eventos cardiovasculares 

(Gonzalez-Gay et al., 2005; Snow and Mikuls, 2005). 

 Do ponto de vista clínico, a AR é uma doença inflamatória crônica, 

poliarticular, que acomete primariamente pequenas articulações diartrodiais, ou seja, 

constituídas por duas extremidades ósseas adjacentes, recobertas por cartilagem e 

limitadas por uma membrana sinovial e cápsula articular, presentes nas mãos e nos 

pés (Firestein, 2003). Em relação à histologia, observa-se inflamação na membrana 

sinovial e formação de pannus (crescimento excessivo de tecido conjuntivo sobre a 

superfície articular), com invasão e destruição das estruturas articulares (Gravallese 

et al., 2000; Shiozawa et al., 1983) A cavidade sinovial que, em condições normais, 

se apresenta como uma estrutura acelular delimitada por uma delicada membrana 

conjuntiva, torna-se hiperplásica em decorrência de aumento dos sinoviócitos. Esta 

região intersticial passa a ser preenchida por infiltrado celular, contendo: fibroblastos 

sinoviais, macrófagos, mastócitos, células T CD4+, CD8+, natural killer (NK), células 

B e células plasmáticas. O infiltrado sinovial invade a cartilagem adjacente e 

promove destruição articular, que é mediada por osteoclastos ativados, condrócitos 

e fibroblastos sinoviais (Gravallese et al., 2000). Além disso, o aumento da 

expressão de enzimas proteolíticas também contribui para a destruição da 

articulação por meio da digestão da matriz extracelular (Firestein, 2003; Martel-

Pelletier et al., 1994; McInnes and Schett, 2007). A articulação lesada expõe novos 

sítios antigênicos que promovem a reatividade auto-imune (Firestein, 2003). 
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 Apesar de inúmeros estudos experimentais e clínicos terem sido realizados 

nos últimos anos, a patogênese da AR ainda permanece obscura. Trata-se de uma 

doença complexa e multifatorial da qual fazem parte auto-imunidade, inflamação 

crônica, destruição articular, fatores ambientais e genéticos. Associado à auto-

imunidade, observa-se a produção de anticorpos específicos para imunoglobilinas G 

(IgG), conhecidos como “fatores reumatóides” e alguns peptídeos contendo citrulina 

(Firestein, 2003). Além disso, é expressiva a participação de linfócitos (Th1 e Th17) 

com sua grande produção de citocinas e quimiocinas (Esensten et al., 2009; 

Lubberts et al., 2005; Schulze-Koops and Kalden, 2001). Da mesma forma, os 

linfócitos B produzem várias citocinas, tais como (IL-6, IL-10 e LTB), além de 

autoanticorpos com conseqüente formação de complexos imunes (Takemura et al., 

2001). Alguns loci gênicos estão associados com a susceptibilidade e gravidade da 

AR tais como os alelos HLA-DR4 (van der Helm-van Mil et al., 2005). Várias 

citocinas, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) e as interleucinas (IL-1β, IL-

10 e IL-18, também estão envolvidas no processo inflamatório e na lesão articular 

característicos da AR (Brennan and McInnes, 2008; McInnes and Schett, 2007) Além 

dos fatores genéticos e imuno-inflamatórios, fatores ambientais também contribuem 

para a indução, intensidade e progressão da doença, como, por exemplo, o hábito 

de fumar, que promove a adição do aminoácido citrulina proteínas do organismo, 

tornando-as antigênicas (Klareskog et al., 2007), o que apresenta um impacto mais 

significativo em pacientes HLA-DR4 positivos (Klareskog et al., 2007).  

 

1.1.1 Artrite Reumatóide: mecanismos patogênicos 

1.1.1.1 Recrutamento Leucocitário 

 O recrutamento leucocitário para o foco da lesão, ou seja, para as 

articulações acometidas, é uma das etapas essenciais da resposta inflamatória. Os 

neutrófilos são os primeiros tipos celulares a chegarem ao sítio de inflamação, 

(Nathan, 2006), e constituem as células mais abundantes presentes neste local, na 

presença de artrite (Wipke and Allen, 2001). 

 O processo de migração dos neutrófilos, bem como os demais leucócitos, 

inicia-se pelo rolamento seguido de adesão firme do leucócito ao endotélio vascular 
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e finalmente transmigração. O aumento da aderência entre os leucócitos e o 

endotélio vascular é mediado pela expressão de um conjunto de proteínas de 

membrana denominadas coletivamente de moléculas de adesão. Dentre as 

moléculas envolvidas no rolamento de neutrófilos sobre as células endoteliais, 

podemos destacar as selectinas (L-, E- e P-selectina) e seus respectivos ligantes 

(carboidratos). As β2-integrinas se ligam às moléculas da superfamília das 

imunoglobulinas, como o VCAM-1, PECAM-1 e ICAM-1, ICAM-2 e ICAM-3, 

mediando a adesão firme e transmigração dos neutrófilos (Zimmerman et al., 1992). 

 Uma vez aderidos, os neutrófilos ultrapassam a barreira endotelial por 

aberturas entre as células endoteliais, ou através destas (diapedese e migração 

transendotelial, respectivamente) e se dirigem ao foco de lesão. A liberação de 

mediadores quimiotáticos, como a IL-1β, TNF-α, LTB4, fator de agregação 

plaquetário, histamina, C5a (componente do sistema complemento) e quimiocinas 

(IL-8/CXCL8, por exemplo) (Cotran, 1987; Fricke et al., 1985; Lehrer et al., 1988; 

Mantovani and Dejana, 1987; McIntyre et al., 1986; McMillan and Foster, 1988) no 

sítio inflamatório, forma um gradiente de concentração dessas substâncias que é 

fundamental para o correto direcionamento dos leucócitos para o foco inflamatório. 

 No local da lesão, os neutrófilos irão desempenhar importantes papeis, dentre 

eles: 1) a liberação de espécies reativas do oxigênio e produtos lipídicos. 2) 

liberação de enzimas pré-formadas e proteínas que estavam armazenadas dentro 

de vesículas e, finalmente, 3) a ativação da transcrição de genes resulta na 

produção e secreção proteínas pró-inflamatórias, tais como das citocinas (Berton 

and Lowell, 1999). 
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Figura 1 Recrutamento Leucocitário: rolamento, adesão e transmigração leucocitária. Adaptado de 
Ley K et al (2007). Nature. 

 

 

1.1.1.2 Papel dos neutrófilos  

 

 A artrite reumatóide é uma doença mediada principalmente por células T. No 

entanto, outros tipos celulares também desempenham importante papel na sua 

patogênese (Cascao et al.; 2010, Firestein, 2003; 2005; McInnes and Schett, 2007). 

Além das células T, neutrófilos, macrófagos, fibroblastos sinoviais e células B estão 

envolvidos nos mecanismos que iniciam a AR (Cascao et al.; 2010, Esensten et al., 

2009; Lubberts et al., 2005; Schulze-Koops and Kalden, 2001; Takemura et al., 

2001). Macrófagos, células T e B infiltram na sinóvia e formam agregados linfóides 

e, algumas vezes, centros germinativos epitópicos (Cascao et al., 2010). Além disso, 

os macrófagos e fibroblastos sinoviais se acumulam na sinóvia, causando 

hiperplasia e secreção de enzimas proteolíticas (Cascao et al., 2010). Entretanto, 

antes desses eventos ocorrerem, os neutrófilos migram para o fluido sinovial, onde 

fagocitam complexos imunes e liberam proteases (Cascao et al.,2010; Eyles et al., 

2006; Nathan, 2006; Nathan, 1987), iniciando assim, sua importante atuação na 

resposta inflamatória induzida na artrite. 
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 Tem sido mostrado que os neutrófilos desempenham um pape crucial na 

patogênese da doença, sendo o primeiro tipo celular a atingir o sítio de inflamação, 

seguidos pelos monócitos (Nathan, 2006). Além disso, são os leucócitos mais 

abundantes nas articulações de pacientes com AR ativa (Wipke and Allen, 2001). 

Em uma resposta inflamatória normal, e sob estímulo apropriado, os neutrófilos são 

capazes de liberar mediadores citotóxicos, como espécies reativas de oxigênio 

(ROS) e de nitrogênio (RNS), além das proteases no espaço extracelular. Portanto, 

os neutrófilos são as principais células efetoras, capazes de causar danos 

articulares, diretamente à cartilagem e ossos (Cascao et al., 2010), onde o seu papel 

está associado tanto às fases iniciais quanto tardias da doença (Wipke and Allen, 

2001).  

 Os neutrófilos são capazes de produzir uma grande variedade de citocinas e 

quimiocinas durante o processo inflamatório tais como fator de necrose tumoral alfa 

(TNF-α), interleucina (IL)-1, IL-18, IL-15 e IL-6 (Cascao et al.; 2010, McInnes and 

Gracie, 2005; McInnes and Liew, 2005; McInnes and Schett, 2007). As citocinas e 

quimiocinas são fundamentais para amplificar a inflamação, por recrutarem mais 

neutrófilos, além de outras células imunes para o sítio inflamatório e, além disso, por 

modularem o seu estado de ativação (Brennan and McInnes, 2008; Gaston, 2008; 

McInnes and Schett, 2007; Nathan, 2002).  

 Uma vez recrutados para as articulações inflamadas, os neutrófilos entram 

em contato com as células endoteliais e apresentam uma alta capacidade de induzir 

a liberação de TNF-α, juntamente com IL-10. O TNF-α estimula a produção de 

outras citocinas, como a CCL18, importante quimiocina que atrai células T. Outra 

observação verificada por Auer e cols (2007) é que os neutrófilos presentes no fluido 

sinovial passam a expressar novos receptores de citocinas e quimiocinas (Auer et 

al., 2007).  

 Os neutrófilos também têm importante papel na produção de autoanticorpos, 

uma vez que, infiltrados na articulação inflamada, expressam a enzima deiminase 

peptidil-arginina 4 (PADI)4 que é responsável pela conversão da arginina em 

citrulina (Vossenaar et al., 2003), contribuindo, portanto, para a geração de 

autoanticorpos, que são elementos essenciais para o inicio da AR (Anzilotti et al.; 
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Eyles et al., 2006). Os neutrófilos também podem secretar proteases que têm um 

papel relevante no metabolismo das citocinas pró-inflamatórias, podendo tanto 

degradá-las quanto ativarem seus precursores. Tais proteases também atuam sobre 

o metabolismo das quimiocinas, sugerindo a existência de um processo de 

retroalimentação para sua ativação (Eyles et al., 2006). 

 Além disso, os neutrófilos possuem potentes armas microbicidas, tal como o 

complexo NADHPH oxidase (NOX2). Esta enzima produz grandes quantidades de 

espécimes reativas de oxigênio (ROS), que podem ser formadas intracelularmente, 

a fim de destruírem os patógenos fagocitados, ou liberados no fluido extracelular e 

causar danos a células adjacentes e tecidos (Bjorkman et al., 2008; Bylund et al., 

2007; Cascao et al., 2010). Especificamente na AR, na fase ativa da doença, os 

neutrófilos produzem menor quantidade de ROS em relação aos neutrófilos de 

indivíduos saudáveis ou de pacientes em remissão (Cedergren et al., 2007),que é 

um indicativo de uma maior susceptibilidade para doenças autoimunes (Bjorkman et 

al., 2008). 

 Nas fases iniciais da AR, os neutrófilos sinoviais apresentam uma menor taxa 

de apoptose (Andersson et al., 2008; Li et al., 2004) aumentando a liberação de 

enzimas proteolíticas e modulando outros tipos celulares. Esta alteração da 

sobrevida dos neutrófilos no sítio inflamatório é devida a alterações nos seus 

mecanismos intrínsecos de apoptose ou à influência de mediadores inflamatórios de 

sobrevivência no ambiente, e certamente têm um papel importante para a 

manutenção da inflamação. A apoptose do neutrófilo é um processo essencial para 

a renovação de seu repertório e para a resolução da inflamação (Akgul et al., 2001). 

Ocorrendo uma falha no clearance dessas células, ocorre necrose seguida pela 

fagocitose dos restos celulares pelos macrófagos, o que aumenta ainda mais a 

produção de citocinas pró-inflamatórias, ampliando a inflamação (Sweeney and 

Firestein, 2004).  

 Os estudos também têm mostrado o envolvimento dos neutrófilos no 

remodelamento ósseo. (Cascao et al.; 2010, Poubelle et al., 2007) Essas células 

apresentam um receptor ativador de ligante do fator nuclear-Кβ (RANKL) em sua 

membrana (Poubelle et al., 2007), que está envolvido na regulação da reabsorção 

óssea mediada por osteoclastos. Tal receptor encontra-se aumentado em pacientes 
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com AR (Ziolkowska et al., 2002). Além disso, há evidências de que os neutrófilos 

têm um alto potencial para se diferenciarem e adquirirem características de 

osteoclastos, passando a expressar integrinas, anidrase carbônica II e ATPase 

vacuolar (Poubelle et al., 2007).  

 

1.1.1.3  Papel das citocinas pró-inflamatórias 

 As citocinas constituem um grupo de proteínas produzidas por células de 

vários tecidos, com propriedades sinalizadoras, que atuam na comunicação 

intercelular, enquanto as quimiocinas constituem um grupo de citocinas de baixo 

peso molecular, cuja principal ação é o recrutamento e ativação de leucócitos em 

vários processos inflamatórios – daí a denominação “quimiocina”, derivada da 

associação dos termos “quimiotaxia” e “citocina” (Janeway, 2005). As citocinas estão 

diretamente implicadas na maioria dos processos imunes relacionados à patogênese 

da AR. Várias citocinas são expressas e funcionalmente ativas nos tecidos sinoviais, 

participando de todas as fases da doença, contribuindo com a manutenção de uma 

sinovite crônica e direcionando a destruição dos tecidos adjacentes (Brennan and 

McInnes, 2008; McInnes and Schett, 2007).  

 O líquido sinovial de pacientes com artrite contém grandes quantidades de 

citocinas secretadas por macrófagos e neutrófilos (ex. IL-1β, IL-6, TNF-α, e IL-8), 

além de outras derivadas de outros tipos celulares como a célula T (IL-2, IL-3 IL-4, 

IFN-γ) (Edwards et al., 2004), e T regulatória (IL-10, TGF-β) (Boissier et al., 2009).  

 Dentre as citocinas envolvidas na AR, o TNF-α merece destaque. Trata-se de 

uma citocina pró-inflamatória que apresenta papel chave na inflamação, 

imunomodulação, crescimento, angiogênese e citotoxidade (Aggarwal and 

Natarajan, 1996; Taylor et al., 2004). Essa citocina estimula a expressão de 

moléculas de adesão tanto em neutrófilos circulantes, quanto em células endoteliais. 

Promove também a síntese de outras citocinas, ativando células endoteliais, 

fibroblastos, osteoclastos e condrócitos (Aggarwal, 2003; Feldmann et al., 1996a; b). 

Diversos estudos demonstraram a participação do TNF-α na migração de neutrófilos 

em modelos de reação inflamatória, tais como artrite induzida por colágeno, e em 
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doenças inflamatórias humanas, como a doença inflamatória intestinal e a AR 

(Canetti et al., 2001; Feldmann et al., 1996a; b; Kuwabara et al., 2000). O TNF-α 

apresenta papel primordial na patogênese da AR (Feldmann et al., 1996a; b). Sua 

presença na sinóvia de pacientes com AR é frequente e a sua inibição mostrou-se 

capaz de suprimir a doença, como verificado em alguns modelos de artrite (McInnes 

and Schett, 2007). O TNF-α induz ativação leucocitária e endotelial, ativação e 

sobrevida de fibroblastos sinoviais, sensibilização de receptores nociceptivos e 

angiogênese (Feldmann et al., 1996a; b; McInnes and Liew, 2005; McInnes and 

Schett, 2007). Outra ação do TNF-α é o direcionamento da formação de 

osteoclastos, mobilizando seus precursores da medula óssea (Li et al., 2004; Ritchlin 

et al., 2003). 

 Além do TNF-α, a IL-1β também se relaciona à patogênese da AR. Foi a 

primeira citocina detectada na sinóvia de pacientes com AR (Fontana et al., 1982) e 

desde então, vários estudos têm avaliado sua participação na doença. Exemplos 

são os estudos realizados em camundongos deficientes de antagonista do receptor 

de IL-1 (IL-1RA), que apresentam um importante papel de impedir a sinalização da 

IL-1, uma vez ligado ao seu receptor. Esses animais desenvolvem erosões 

espontâneas que são associadas com a indução de células Th17 que são capazez 

de induzir uma reposta pró-inflamatória eficiente (Dayer and Bresnihan, 2002; Horai 

et al., 2000). A IL-1β tem um papel chave na gênese de osteoclastos mediada pelo 

TNF-α, uma vez que o TNF-α pode induzir a expressão de IL-1β, principalmente por 

células mesenquimais (Wei et al., 2005). Tais tipos celulares atuam no processo de 

degradação da cartilagem por meio de inibição da síntese de matriz extracelular, 

bem como pela indução da expressão de metaloproteinases (MMPs) que a 

degradam (Catterall et al., 2001; Eberhardt et al., 2000). Além disso, injeções intra-

articulares de IL-1β produzem redução de proteoglicanos, estimulam a apoptose de 

condrócitos e a degradação da matriz extracelular (Pettipher et al., 1986).  

 As quimiocinas são proteínas de baixo peso molecular (8-10 kDA) que agem 

diretamente no recrutamento de leucócitos, direcionando-os da corrente sanguínea 

para os tecidos (Janeway, 2005; Murphy et al., 2000; Rossi and Zlotnik, 2000). As 

quimiocinas são produzidas de maneira coordenada e controlada durante a 

inflamação e agem em seus receptores que são expressos diferencialmente nos 
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subtipos de leucócitos. Quatro diferentes subfamílias de quimiocinas e receptores 

têm sido identificados: CC, CXC, CX3C e C.(Murphy et al., 2000; Pease and 

Williams, 2006). 

 Vários estudos têm demonstrado papel relevante para as quimiocinas no 

dano tecidual e infiltração de leucócitos em modelos experimentais de artrite, 

destacando-se as quimiocinas da família CXC, que medeiam suas ações a partir da 

ligação com receptores do tipo CXCR1 e CXCR2, expressos principalmente em 

neutrófilos e em linfócitos T ativados (Murphy et al., 2000; Pease and Williams, 

2006). O bloqueio das quimiocinas, ou dos receptores CXCR1/2, impede o influxo de 

neutrófilos e a lesão tecidual em vários modelos de inflamação aguda e crônica 

(Bizzarri et al., 2006; Gerard and Rollins, 2001; Kasama et al., 2005).  

 Em relação às quimiocinas, CXCL8/ IL-8 está presente no fluido sinovial de 

pacientes com AR ativa ou na articulação de animais com artrite induzida 

(Matsukawa et al., 1999; Murphy et al., 2000; Nishimura et al., 1997). As quimiocinas 

KC (CXCL1) e CINC-1  são análogas à IL-8 humana, e estão presentes em 

camundongos e ratos, respectivamente. Alguns estudos demonstram uma 

importante ação anti-inflamatória do bloqueio do receptor CXCR2, tanto em modelos 

de inflamação aguda quanto crônica (Barsante et al., 2008; Coelho et al., 2008). Em 

modelo crônico de AR foi utilizado adjuvante, para a indução da artrite em ratos, 

seguido pelo tratamento com o bloqueador do receptor CXCR2, o composto 

DF2162, que produziu significativa redução do influxo de neutrófilos e da produção 

de IL-1β e TNF-α nas articulações acometidas (Barsante et al., 2008). O mesmo 

ocorreu no modelo agudo, que utilizava o antígeno albumina bovina metilada 

(mBSA) para a indução da artrite em camundongos. O tratamento com DF2162 

impediu o recrutamento e neutrófilos, reduziu a produção de TNF-α e a 

hipernocicepção relacionada à inflamação (Coelho et al., 2008).  
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Figura 2  Representação esquemática da articulação sinovial d urante a artrite. A figura apresenta 
a interação entre os principais tipos de leucócitos envolvidos na patogênese da artrite presentes na 
sinóvia e interface erosiva da cartilagem/ossos (pannus). A figura destaca o papel dos neutrófilos 
ativando os tipos celulares e envolvidos na produção de mediadores imunes (citocinas e quimiocinas) 
e enzimas. Adaptado de Cascão e cols (2010) - Autoimmunity Reviews. 
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1.1.1.4  Dor Inflamatória  

 

Um dos mais importantes sintomas que acompanham a artrite reumatóide é o 

aumento da sensibilidade articular à dor, que é a principal causa das limitações 

funcionais do paciente (Hallert et al., 2004). A dor é definida pela Associação 

Internacional para o Estudo da Dor (IASP) como uma “experiência sensorial e 

emocional desagradável, associada ou não a uma lesão tecidual” (Merskey, 1994).  

Nesse sentido, existem alguns termos utilizados na prática clínica relacionada à 

dor inflamatória como alodinia (dor decorrente de um estímulo que normalmente não 

provoca dor), e hiperalgesia (resposta exacerbada a um estímulo doloroso) que 

também são utilizados na prática experimental em animais. O uso do termo 

hipernocicepção tem sido empregado em estudos de modelos animais, para 

designar as alterações comportamentais induzidas pela sensibilização dos neurônios 

sensitivos, responsáveis pelo reconhecimento de estímulos dolorosos (nociceptores) 

(Parada et al., 2003), e será utilizado neste estudo que utilizou a metodologia de 

pressão crescente na pata de camundongos (Cunha et al., 2004; Vivancos et al., 

2004), uma versão eletrônica do método de von Frey, para detectar comportamentos 

nociceptivos antes e após a administração do estímulo  inflamatório. 

A hipernocicepção articular resulta, principalmente, de efeitos diretos e indiretos 

de mediadores inflamatórios que sensibilizam (aumentam a excitabilidade) de fibras 

nociceptivas primárias que inervam a articulação inflamada (McDougall, 2006; 

Schaible et al., 2002; Schaible and Grubb, 1993). A sensibilização dos nociceptores 

é caracterizada eletrofisiologicamente pela diminuição do limiar de excitabilidade 

necessário para ativar o nociceptor, pelo aumento da atividade espontânea da célula 

nervosa, e pela elevação da frequência de disparos em resposta aos estímulos 

supralimiares (Melzack, 1999).  

Prostaglandinas e aminas simpatomiméticas são mediadores-chave nesse 

processo, e sua liberação é geralmente estimulada por citocinas (TNF-α, IL-1β) e 

quimiocinas, produzidas principalmente por neutrófilos (Cunha et al., 1992; Cunha et 

al., 2005; Cunha et al., 2008b; Ferreira et al., 1978; Khasar et al., 1999). Os 

neutrófilos também apresentam papel relevante na hipernocicepção inflamatória, 

através dos seguintes mecanismos: a) estimulação da liberação de citocinas e 
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quimiocinas pró-inflamatórias (Cunha et al., 2008b); b) estímulo à produção de 

prostaglandinas (PGE2) e leucotrienos (LTB4) (Guerrero et al., 2008); c) formação 

de ROS e metaloproteinases (MMPs) (Bezerra et al., 2007).  

Devido à relevância clínica desse sintoma, diversas estratégias para o seu 

tratamento têm sido investigadas, porém com eficácia bastante limitada até o 

momento (Boers et al., 1997; Mottonen et al., 1999; O'Dell et al., 1996; Svensson et 

al., 2005) 

 

1.1.2 Artrite Reumatóide: abordagem terapêutica 

 

 A abordagem terapêutica da AR tem sofrido grandes mudanças na última 

década. Três preceitos têm direcionado a abordagem mais moderna da doença: 1) 

Necessidade de redução precoce e persistente da inflamação, uma vez que, se não 

há inflamação, não há dano articular; 2) Necessidade de abordar mecanismos 

moleculares específicos implicados na patogênese da doença; 3) Necessidade de 

considerar o caráter dinâmico e complexo da AR para individualizar o tratamento 

adequando-o à fase da doença (Klareskog et al., 2009).  

 Vários estudos, realizados na última década, demonstraram claramente que 

tratamentos precoces e agressivos com as convencionais drogas antirreumáticas 

modificadoras da doença (em inglês, Disease-modifying antirheumatic drugs - 

DMARDs), tais como metotrexato, sulfasalazina, hidroxicloroquina, leflunomide e 

glicocorticóides podem ser benéficos, entretanto ainda são insuficientes (Boers et 

al., 1997; Mottonen et al., 1999; O'Dell et al., 1996; Svensson et al., 2005).  

De acordo com os três preceitos anteriormente descritos, o desenvolvimento 

de terapias com diferentes alvos do sistema imune tem sido abordado.  Dentre 

essas abordagens alternativas, destacam-se os bloqueadores de citocinas ou de 

seus receptores, devido à sua relevância na patogênese da AR (Dayer and 

Bresnihan, 2002; Feldmann et al., 1996b; Firestein, 2003; Gaston, 2008; Pinto et al.). 

Nesse contexto, agentes bloqueadores de TNF-α já têm sido utilizados na prática 

clínica, tais como infliximab (anti-TNF quimérico), etanercept (receptor de TNF 

solúvel), adalimumab (anti-TNF humanizado), que agem neutralizando parcialmente 
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o TNF-α circulante e sinovial (Klareskog et al., 2009). Comumente é utilizada a 

combinação do bloqueador com algum DMARD, onde se observam efeitos mais 

eficazes (Klareskog et al., 2004; Lipsky et al., 2000b; Maini et al., 1998; Weinblatt et 

al., 2003). Anakinra, uma versão recombinante do antagonista do receptor de IL-1β 

humana, inibidor competitivo da IL-1 demonstra alguns efeitos sobre a erosão óssea 

presente em pacientes com AR (Bresnihan et al., 1998), mas sua eficácia parece ser 

menor que a dos bloqueadores de TNF-β (Burger et al., 2006). Mais recentemente, 

agentes direcionados especificamente aos linfócitos T e B também têm sido 

estudados (Edwards et al., 2004; Kremer et al., 2003). O Abatacept é uma proteína 

de fusão recombinante que consiste em um domínio extracelular de CTLA4 e um 

fragmento da porção Fc da IgG que inibe os sinais coestimulatórios essenciais para 

ativação das céluals T; rituximab é um anticorpo monoclonal que se liga a CD20 na 

superfície das células B adultas ou nos precursores das células B e os elimina da 

circulação (Kremer et al., 2005).  

 Apesar dos avanços com tais tratamentos, a utilização dos DMARDs e/ou dos 

agentes alternativos apresentados têm mostrado que ainda são necessários estudos 

adicionais, para estabelecer qual a melhor abordagem terapêutica para AR. O que 

se observa são respostas bastante variáveis e individualizadas dos pacientes, das 

quais as causas ainda não foram esclarecidas. Aliado a isto, os efeitos adversos das 

drogas utilizadas são frequentes, como por exemplo, o elevado risco de infecções, 

especialmente a tuberculose, detectada em usuários de bloqueadores de TNF-α 

(Gomez-Reino et al., 2003) e a possibilidade de desenvolvimento de neoplasias, 

particularmente linfomas (Askling and Bongartz, 2008; Baecklund et al., 2006). Outro 

importante fator que impulsiona a busca por novos alvos terapêuticos são os 

elevados custos destes tratamentos [American College of Rheumatology, (2002)].  
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1.1.3  Artrite Reumatóide e Doenças Cardiovasculare s 

 

 Hipertensão, diabetes, sexo masculino, idade avançada, consumo de cigarro, 

obesidade e hiperlipidemia são fatores de risco bem estabelecidos para as doenças 

cardiovasculares (DCVs) (Kannel et al., 1976). No entanto, estudos recentes têm 

mostrado uma estreita relação entre a artrite reumatóide e as DCVs (Pasceri and 

Yeh, 1999; Wolfe et al., 2003). O risco de infarto do miocárdio (IM) ou insuficiência 

cardíaca congestiva (ICC) é significativamente maior em pacientes com AR do que 

em indivíduos saudáveis, sugerindo que as DCVs podem ser consideradas 

manifestações extra-articulares da AR (Pasceri and Yeh, 1999; Wolfe et al., 2003). 

Tem sido relatado que, aproximadamente um terço dos pacientes com AR, morre 

por DCVs (Reilly et al., 1990). As razões atribuídas a esta aumentada morbi-

mortalidade nos pacientes com AR são multifatoriais, mas levam em consideração o 

papel preponderante da inflamação sistêmica na promoção da disfunção endotelial 

(Snow and Mikuls, 2005)  

 Vários estudos têm verificado que, com exceção do consumo de cigarros, que 

é associado ao início e exacerbação da AR, não têm sido detectados outros fatores 

de risco para DCVs em pacientes com AR, quando comparados com a população 

geral (Criswell et al., 2002; del Rincon et al., 2001; Saag et al., 1997; Silman et al., 

1996; Wolfe, 2000). 

 Outro aspecto importante se refere aos efeitos adversos das drogas utilizadas 

para o tratamento da AR sobre o sistema cardiovascular. Para exemplificar, o uso de 

metotrexato determina aumento de homocisteíma, que é um fator de risco para 

DCVs em pacientes com AR (Morgan et al., 1998; Roubenoff et al., 1997) e o uso de 

glicocorticóides e/ou de anti-inflamatórios não esteroidais (NSAIDs) pode afetar o 

controle da pressão arterial e dos níveis séricos de lipídios (Jacquot et al., 1978; 

Johnson, 1997; Lipsky et al., 2000a; Mukherjee et al., 2001; Nashel, 1986; Page and 

Henry, 2000; Singh et al., 2003). A utilização de inibidores de TNF-α também tem 

sido associada ao aumento da mortalidade de pacientes com AR por ICC e a uma 

redução dos níveis séricos de HDL (lipoproteínas de alta densidade) (Irace et al., 

2004; Wolfe and Michaud, 2004). A disfunção endotelial é outra alteração associada 
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à patogênese das cardiopatias (Ridker et al., 1997; Ridker et al., 2002), a qual está 

diretamente relacionada ao processo inflamatório da AR. Citocinas pró-inflamatórias 

participam da disfunção endotelial, principalmente por reduzirem as concentrações 

de óxido nítrico e aumentarem o estresse oxidativo (Bhagat and Vallance, 1997; 

Clapp et al., 2004; Ohkawa et al., 1995).  

 

1.2  Sistema Renina-Angiotensina 

1.2.1  Sistema Renina-Angiotensina: aspectos gerais  

 

O sistema renina-angiotensina (SRA) é classicamente conceituado como um 

sistema hormonal com ações voltadas para o controle das funções cardiovasculares, 

renais e adrenais, controlando o balanço de fluidos e eletrólitos, e também os níveis 

da pressão arterial. Anteriormente, esse controle era atribuído, exclusivamente às 

ações da Angiotensina II (Ang II) (Zaman et al., 2002).  

A Ang II é um peptídeo biologicamente derivado da Angiotensina I (Ang I) que é 

formada a partir da ação de uma enzima, a renina, uma protease aspártica 

sintetizada nas células justaglomerulares renais, que age sobre o angiotensinogênio, 

uma proteína sintetizada principalmente no fígado. Clivado, o angiotensinogênio 

forma o decapeptídeo, Ang I, que é biologicamente inativo (Oparil and Haber, 1974a; 

b). Este, por sua vez, é hidrolisado pela ECA (enzima conversora da angiotensina 

(ECA), também conhecida como cininase II – uma dipeptidil-carboxipeptidase não-

seletiva (Zaman et al., 2002). Dessa hidrolise é formada a Ang II, um octapeptídeo 

biologicamente ativo.  

A Ang II exerce muitos dos efeitos biológicos do SRA, através a ativação do 

receptor angiotensinérgico do tipo 1 (AT1), um receptor de sete domínios 

transmembrânicos acoplado à proteína G (Sasaki et al., 1991; Smith and 

Timmermans, 1994). Dentre os efeitos decorrentes dessa ativação, destacam-se: 

vasoconstrição, estímulo ao mecanismo da sede, liberação de aldosterona e 

vasopressina, aumento da reabsorção tubular renal de sódio e de água, hipertrofia 

celular, fibrose, inotropismo e cronotropismo positivos, formação de radicais 
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superóxido, ativação do sistema nervoso simpático, secreção de endotelinas, dentre 

outros (Santos et al., 2008b). Os efeitos mediados pela interação da Ang II com o 

receptor AT1 são decorrentes da ativação do eixo clássico do SRA, formado pela 

ECA, Ang II e receptor AT1. A Ang II também pode se ligar ao receptor AT2, um 

receptor de membrana cujos efeitos podem ser opostos aos do receptor AT1.  A 

ativação do receptor AT2 promove diferenciação celular, reparo tecidual, apoptose, 

vasodilatação, inibição do crescimento e da proliferação celular (Carey, 2005). 

Além da ECA, outras enzimas também têm a habilidade de formar a Ang II a 

partir de Ang I (Greene et al., 1982; Welches et al., 1991; Yamamoto et al., 1992). 

Ambas, Ang I e Ang II são susceptíveis à ação de peptidases que hidrolisam 

aminoácidos da porção aminoterminal (chamadas aminopeptidases), da porção 

carboxiterminal (chamadas carboxipeptidases), ou da porção interior da molécula 

(endopeptidases). A ação dessas peptidases produz fragmentos menores de 

angiotensinas encontrados na circulação ou nos diversos tecidos tais como Ang III 

ou Ang-(2-8), Ang IV ou Ang-(3-8) e Ang-(1-7) (Santos et al., 2008a), revisão, figura 

3.  

O papel biológico desses peptídeos do SRA tem sido investigado nos últimos 

anos (Chappell, 2007; Ferreira et al., 2007; Iwai and Horiuchi, 2009; Santos et al., 

2008a). Nesse contexto, recentes avanços na biologia celular e molecular, bem 

como novas ferramentas farmacológicas e fisiológicas têm modificado a visão 

clássica do SRA. Dentre os aspectos mais significativos da visão atual do SRA, 

destacam-se a identificação de peptídeos biologicamente ativos, a descoberta de 

novas enzimas para o metabolismo de angiotensinas, de novos receptores 

angiotensinérgicos, de interações receptor-receptor, de novas funções do SRA e da 

atuação local deste sistema, independente de sua secreção hormonal (Carey, 2005; 

Ferrario et al., 2005b; Santos et al., 2008a).  
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Figura 3 Visão atual da cascata do Sistema Renina-A ngiotensina. Abreviações: Ang: 
angiotensina; AMP: aminopeptidase; AT1: Receptor do tipo 1 de Ang II; AT2: Receptor do tipo 2 de 
Ang II, ECA: Enzima conversora da angiotensina, Mas: receptor Mas de Ang-(1-7); PCP: prolil-
carboxipeptidase; NEP: Endopeptidase neutra; (P)RR: Renina/receptor de pro-renina. Adaptado de: 
Santos e cols (2008) – Exp. Phisiol.  

 

 

1.2.2  Sistema Renina Angiotensina: papel da Angiot ensina-(1-7) 

 

 A Angiotensina-(1-7) [Ang-(1-7)] é um metabólito do SRA, que, por muito 

tempo, foi considerado inativo (Greene et al., 1982). Esse conceito começou a se 

modificar a partir dos estudos de Schiavone et al. (1988) demonstrando que a Ang-

(1-7) exercia um efeito semelhante ao da Ang II na in vitro liberação de vasopressina 

em culturas de extrato de neuro-hipófise. Desde então, um grande número de 
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trabalhos vêm contribuindo para fundamentar as notáveis mudanças do 

conhecimento em relação à cascata do sistema renina-angiotensina e de suas 

funções (Chappell, 2007; Ferreira and Santos, 2005; Iwai and Horiuchi, 2009; Santos 

et al., 2008a; Santos et al., 2005; Simoes e Silva et al., 2006b).  

 Dentre as recentes descobertas que produziram alterações conceituais de 

fundamental importância relacionadas à Ang-(1-7), destacam-se a identificação da 

ECA2 (enzima conversora da angiotensina 2) como a principal enzima responsável 

pela formação de Ang-(1-7) (Donoghue et al., 2000; Tipnis et al., 2000) e a 

descoberta de um novo receptor acoplado a proteína G, o receptor Mas, como 

sendo um ligante endógeno para a Ang-(1-7) (Santos et al., 2003). Além da ECA2, 

outras enzimas podem formar Ang-(1-7), a partir da hidrólise da Ang I ou da Ang II, 

tais como a prolil-endopeptidase (Greene et al., 1982), a endopeptidase neutra 24.11 

(Yamamoto et al., 1992) e a prolil-carboxipeptidase (Welches et al., 1991). A ECA2 

converte a Ang I em Ang-(1-9), peptídeo considerado inativo que, por sua vez, é 

hidrolisado pela ECA ou endopeptidase neutra, formando Ang-(1-7). Estudos de 

Tipnis e cols (2000) (Tipnis et al., 2000) e de Vickers e cols (2002) (Vickers et al., 

2002) demonstraram que o substrato preferencial da ECA2 é a Ang II ao invés da 

Ang I. A eficiência catalítica da ECA2 em hidrolisar a Ang II é 400 vezes maior do 

que para hidrólise de Ang I (Vickers et al., 2002). A Ang-(1-7) é produzida, então, 

diretamente pela ação catalítica da ECA2 sobre a Ang II (Tipnis et al., 2000; Vickers 

et al., 2002).  

 A ativação do receptor Mas pela Ang-(1-7) tem efeitos antagônicos àqueles 

promovidos pela interação da Ang II com o receptor AT1. Dentre esses efeitos pode-

se destacar: vasodilatação (Brosnihan et al., 1996; Ferreira et al., 2001; Loot et al., 

2002), antiarritmogênico (Santos et al., 2004), redução de fibrose (Pereira et al., 

2007), redução da proliferação celular (Gallagher and Tallant, 2004; Tallant et al., 

2005), redução da hipertrofia (Iwata et al., 2005; Tallant et al., 2005), entre outros. A 

partir desses achados, o SRA passou a ser considerado atualmente um sistema 

complexo e bidirecional que atua por meio de dois eixos antagônicos: o eixo clássico 

formado por ECA-Ang II- receptor AT1 e o eixo contra-regulador cujos componentes 

são ECA2-Ang-(1-7)-receptor Mas [para revisão, ver (Santos et al., 2008a)]. 
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1.2.3  Modulação do Sistema Renina Angiotensina  

1.2.3.1  Antagonistas do receptor AT 1  

 

 A maioria das ações da Ang II é mediada pelo receptor AT1 (de Gasparo et 

al., 1995; Kaschina and Unger, 2003). O composto losartan é o protótipo dos 

antagonistas não-peptídicos e seletivos do receptor AT1 (Duncia et al., 1990) que 

pode ser competitivo ou não, conforme o tecido (Robertson et al., 1994) e é ativo por 

via oral (Wong et al., 1990a; b). Losartan tem sido utilizado em larga escala com 

eficácia em doenças cardiovasculares e renais há aproximadamente 20 anos 

(Aulakh et al., 2007; Chung and Unger, 1999).  

Os antagonistas do receptor AT1 fazem parte do arsenal terapêutico da 

hipertensão arterial (Aulakh et al., 2007), da falência cardíaca (Bernal et al., 2006), 

do diabetes mellitus tipo II e das síndromes metabólicas (Engeli, 2006; Leung, 2007), 

do infarto (Tanahashi, 2006), do câncer de próstata (Uemura et al., 2006), da 

fibrilação atrial (Anand et al., 2006), de doenças renais crônicas (Ruster and Wolf, 

2006) (Ferrari, 2007), do mal de Parkinson (Grammatopoulos et al., 2007), do mal de 

Alzheimer (Gard and Rusted, 2004), da fibrose hepática e da hipertensão de veia 

porta (Tox and Steffen, 2006). 

Alguns estudos sugerem que os efeitos benéficos decorrentes da 

administração de antagonistas de receptores AT1 possam ser atribuídos, pelo menos 

em parte, pelo aumento das concentrações locais e circulantes da Ang-(1-7) 

(Ferrario et al., 2005a), e pela possível interação com o receptor Mas (de Moura et 

al., 2005).  

 

1.2.3.2  Agonistas do receptor Mas 

 

 Existem vários estudos sobre os efeitos endógenos resultantes da interação 

entre Ang-(1-7) e seu receptor Mas (Benter et al., 2006; Chappell et al., 1998; 

Ferrario et al., 2005a; Ferreira et al., 2001; Iyer et al., 1998; Santos et al., 2005). Tais 

efeitos são, em sua maioria, opostos àqueles exercidos pela Ang II, o que demonstra 
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o importante papel da ativação desse eixo, ECA2-Ang-(1-7)-receptor Mas, na 

regulação do SRA e, além disso, na modulação de vários estados fisiopatológicos do 

organismo.  

 A detecção de que os níveis de Ang-(1-7) aumentam durante o bloqueio do 

eixo clássico do SRA, tanto quando se inibe a conversão da Ang I em Ang II 

(inibição da ECA) (Simoes e Silva et al., 2006a) quanto ao se bloquear o receptor 

AT1 (Chappell et al., 1998; Iyer et al., 1998) evidenciam a importância da formação 

de Ang-(1-7) durante o bloqueio do eixo clássico do SRA. Desse modo, o eixo 

ECA2-Ang-(1-7)-Mas surge como um importante alvo para o desenvolvimento de 

novas drogas para o tratamento de doenças crônico-degenerativas, sobretudo com 

acometimento renal e cardiovascular (Benter et al., 2006; Chappell et al., 1998; 

Ferrario et al., 2005a; Ferreira et al., 2001; Iyer et al., 1998; Santos et al., 2005). 

Um importante passo nessa direção foi a descoberta do primeiro agonista não 

peptídico do receptor Mas da Ang-(1-7), o composto AVE 0991, que é ativo por via 

oral (Heitsch, 2000; Wiemer et al., 2002). Este composto apresenta efeitos 

comparáveis aos da Ang-(1-7) por meio de sua ligação ao receptor Mas em vários 

órgãos tais como nos vasos sanguíneos (Faria-Silva et al., 2005; Lemos et al., 

2005), nos rins (Pinheiro et al., 2004) e no coração (Benter et al., 2006). A 

descoberta da AVE 0991 abriu novas possibilidades terapêuticas para as doenças 

cardiovasculares e renais (Santos and Ferreira, 2006).  

Em relação à estrutura química, a AVE 0991 consiste em 5-formyl-4-methoxy-

2-phenyl-1[[4-[2-ethylaminocarbonylsulfonamido)-5-isobutyl-3-thienyl]-phenyl]-

methyl]-imidazole) (Wiemer et al., 2002). Trata-se de um derivado do imidazole 

substituído, com peso molecular de 580,73 e solúvel em soluções aquosas, alcalinas 

ou solventes orgânicos (DMSO, etanol). AVE 0991 é um composto ativo por via oral 

e fisiologicamente bem tolerado. Além disso, esse agonista do receptor Mas da Ang-

(1-7) pode ser produzido em larga escala (Derdau et al., 2003). No entanto, ainda há 

uma escassez de dados referentes às propriedades farmacocinéticas e 

farmacodinâmicas desse composto conforme mencionado a seguir. 

Após a descrição de AVE 0991 (Heitsch, 2000), o primeiro estudo 

demonstrando que seus efeitos eram similares aos da Ang-(1-7) foi o de Wiemer e 
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cols (2002). Verificou-se que ambos, AVE 0991 e Ang-(1-7), se ligavam a sítios de 

células endoteliais aórticas bovinas e desencadeavam a liberação de óxido nítrico 

(NO) e, em menor proporção, de superóxido. Nesse estudo, AVE 0991 apresentou 

uma capacidade de liberação de NO cinco vezes maior do que a de Ang-(1-7) 

(Wiemer et al., 2002).  

Pinheiro e cols (2004) demonstraram, em fatias de rins de camundongos 

C57BL/6, que a ligação de Ang-(1-7) a seu receptor Mas era abolida em presença 

de AVE 0991. Nesse mesmo estudo, tal observação se repetiu em cultura de células 

ovarianas de hamster chines (CHO). A ligação da Ang-(1-7) ao receptor Mas foi 

completamente deslocada em presença de AVE 0991, mas não em presença dos 

antagonistas dos receptores AT2 (PD 123391) e AT1 (CV 11974) (Pinheiro et al., 

2004). Em adição a estes dados, foi também observado que o antagonista do 

receptor Mas, o composto A-779, bloqueou completamente a liberação de NO 

promovida pela administração de AVE 0991 (Pinheiro et al., 2004).  

AVE 0991 e Ang-(1-7) apresentaram efeitos vasodilatadores de mesma 

magnitude e dose-dependentes em anéis de aorta de camundongos. A 

vasodilatação induzida por AVE 0991 foi completamente abolida em animais com 

deleção genética do receptor Mas. Farmacologicamente, o efeito de ambos, Ang-(1-

7) e AVE 0991, foi bloqueado na presença dos dois antagonistas do receptor Mas de 

Ang-(1-7), A-779 e D-Pro7-Ang-(1-7) (Lemos et al., 2005).   

Estudos in vivo sugerem que a administração de AVE 0991 preserva a 

contratilidade cardiaca e o fluxo coronariano após isquemia e reperfusao de ratos 

espontaneamente hipertensos, prevenindo a elevação da pressão arterial, 

atenuando respostas vasoconstritoras, diminuindo a excreção de proteína urinária e 

prevenindo alterações morfológicas nos rins, vasos do mesentério e coração, 

provocadas pelo aumento da pressão arterial, (Benter et al., 2006).  
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1.2.4  Ang II x Ang-(1-7): papel na inflamação 

 

Devido à escassez de estudos sobre os componentes do eixo ECA2-Ang-(1-

7)-Mas, muitas vezes é necessário inferir os efeitos potenciais da Ang-(1-7) a partir 

da avaliação do eixo clássico do SRA ou do bloqueio desse eixo por meio de 

inibidores da enzima conversora de angiotensina (iECAs) ou antagonistas de seus 

receptores AT1 (Abu Nabah et al., 2007; Hagiwara et al., 2009; Kranzhofer et al., 

1999; Nabah et al., 2004; Nahmod et al., 2003; Peng et al., 2002; Ruiz-Ortega et al., 

2001a; Ruiz-Ortega et al., 2001b; Suzuki et al., 2003). 

Inúmeros estudos têm demonstrado um importante papel para a Ang II nos 

processos inflamatórios (Abu Nabah et al., 2007; Nabah et al., 2004; Peng et al., 

2002; Ruiz-Ortega et al., 2001a; Ruiz-Ortega et al., 2001b). Além disso, alguns 

componentes do SRA têm sido detectados em células inflamatórias (Gomez et al., 

1993; Owen and Campbell, 1998). Um exemplo é o estudo de (Silver et al., 2004) 

mostrando que os mastócitos produzem renina sendo, portanto, um sítio extrarrenal 

de síntese desta importante enzima formadora de Ang I. Outra evidência foi a 

verificação de que os monócitos contêm alguns constituintes do SRA, cuja 

expressão é aumentada durante a diferenciação dos monócitos em macrófagos, 

importante passo no processo de inflamação (Okamura et al., 1999). Células 

dendríticas também são moduladas por componentes do SRA, como demonstrado 

por (Nahmod et al., 2003). Nesse estudo a diferenciação das células dendríticas 

mostrou-se, pelo menos em parte, dependente dos receptores AT1, uma vez que 

antagonistas desses receptores (losartan, candesartan ou irbesartan) foram capazes 

de inibir o processo.  

O papel de Ang II como modulador de fatores de transcrição para proteínas 

inflamatórias também já foi observado, como por exemplo, a estimulação do fator de 

transcrição pró-inflamatório NF-КB em células mononucleares e monócitos pela Ang 

II (Kranzhofer et al., 1999). Além disso, a inibição do NF-КB resulta em redução da 

lesão induzida pela Ang II em camundongos transgênicos que super-expressam Ang 

II (Theuer et al., 2002). A Ang II regula algumas citocinas inflamatórias, tais como o 

TNF-α e a IL-1 e a IL-6 (Arenas et al., 2004; Lapteva et al., 2002), que, por sua vez, 

são capazes de regular a Ang II (Peng et al., 2002; Wassmann et al., 2004).  
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(Alvarez et al., 2004) verificaram que a exposição à Ang II induzia adesão dos 

leucócitos nas arteríolas da microcirculação mesentérica por meio de ativação do 

receptor AT1. Nesse mesmo estudo, foi observado que a Ang II estimulou a 

expressão de moléculas de adesão de células endotelias (CAMs), tanto em vênulas 

quanto em artérias. Outros estudos destacam a participação da Ang II no 

recrutamento de leucócitos através da formação e liberação de quimiocinas CC 

(MCP-1/CCL2, MCP-3/CCL7), da ativação de células T (RANTES/CCL5 e MIP-

1α/CCL3) e da liberação de quimiocinas CXC (CINC/KC e MIP-2) (Hernandez-Presa 

et al., 1997; Mateo et al., 2006; Nabah et al., 2004; Wolf et al., 1997). Além disso, a 

Ang II induziu a secreção de IL-8, MCP-1, RANTES e MCP-3 via ativação de 

receptor AT1 em culturas de células humanas e aumentou a expressão de receptor 

CXCR2 nesses tipos celulares (Jacobi et al., 2005). Dois importantes estudos, 

(Gerszten et al., 1999) e (Nabah et al., 2004), demonstraram que o bloqueio do 

receptor CXCR2 inibiu a síntese e liberação de quimiocinas do tipo CC induzidas por 

Ang II. (Nabah et al., 2004). Verificaram ainda, que o bloqueio do receptor CXCR2 

inibiu o recrutamento de células mononucleares para a cavidade peritoneal, 

sugerindo o potencial terapêutico do bloqueio tanto de AT1 quanto de CXCR2 para 

prevenir disfunções, tais como a formação de lesões ateroscleróticas. 

Guo et al. (2008), em estudos in vitro utilizando culturas de macrófagos, 

demonstraram que a superexpressão de ECA2 evitou o aumento da expressão de 

MCP-1 induzida por Ang II.  Esses autores sugerem que um dos mecanismos para 

essa proteção seria a produção de Ang-(1-7), uma vez que o uso de A779, 

antagonista do receptor Mas, reverteu o efeito protetor da superexpressão da ECA2 

em cultura de macrófagos.  

A ação pró-inflamatória de componentes do SRA já foi verificada em doenças 

pulmonares (Kuba et al., 2006). O estudo de Weber (1997), em fibrose pulmonar, 

mostrou a participação da Ang II na conversão de fibroblasto em miofibroblasto, com 

consequente acúmulo de colágeno, a partir de estímulo à expressão de TGFβ.  A 

inibição da ECA ou o bloqueio do receptor AT1 em modelos experimentais de fibrose 

pulmonar induzida por bleomicina atenuaram a apoptose epitelial, fibrose intersticial 

e deposição de colágeno (Li et al., 2003; Otsuka et al., 2004; Wang et al., 2000).  
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Oudit et al. (2007) mostraram que animais com deleção do gene para ECA2 

apresentaram piora da função cardíaca, aumento das citocinas inflamatórias (IL-1, 

IL-6, MCP-1) e do número de neutrófilo totais em um modelo de cardiomiopatia em 

camundongos. A utilização de antagonista do receptor AT1 nesses animais 

minimizou os efeitos observados (Oudit et al., 2007). 

 

 

 

Figura 4 Potenciais mecanismos pelos quais Ang II i nduz a infiltração de células inflamatórias. 
Adaptado de Suzuki et al (2003). The International Journal of Biochemistry & Cell Biology.  
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1.3  Justificativa 

 

Walsh e cols (Walsh et al., 1993; Walsh et al., 1994) demonstraram aumentos 

dos níveis de ECA e do receptor AT1 em amostras de sinóvia de pacientes com 

artrite reumatóide. Posteriormente, em um modelo murino de artrite induzida por 

colágeno, a utilização de inibidores da ECA promoveu benefícios terapêuticos para 

os animais, diminuindo a inflamação articular (Dalbeth et al., 2005). Em um estudo 

mais recente, Price e cols (2007) mostraram que o bloqueio do receptor AT1 atenuou 

a inflamação de forma dose-dependente em humanos e em modelo animal, 

ocorrendo diminuição de edema articular e da quantidade de TNF-α local. 

Tendo em vista o perfil da resposta inflamatória desencadeada na artrite, 

caracterizada por recrutamento de células inflamatórias, associado à liberação de 

citocinas para o local da inflamação [(Feldmann et al., 1996a; b; Firestein, 2005; 

Schett and Firestein),2010], aliado aos efeitos benéficos decorrentes do bloqueio do 

eixo clássico do SRA (Abu Nabah et al., 2007; Dalbeth et al., 2005; Price et al., 

2007), o presente estudo teve como objetivo principal avaliar os dois eixos do 

sistema em modelo experimental de artrite. Ainda, buscamos compreender o 

mecanismo pelo qual a modulação farmacológica do SRA resulta em atividade anti-

inflamatória. A partir do entendimento do efeito modulatório do SRA na artrite 

experimental, esperamos sugerir novas opções terapêuticas para a artrite, 

considerando-se que é uma doença de caráter crônico, incapacitante e de difícil 

manuseio [American College of Rheumatology (2002; Firestein, 2005; Schett and 

Firestein), 2010]. 

 



 

 

2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral  

 

 Estudar o efeito e mecanismos de ação anti-inflamatória da modulação 

farmacológica dos eixos do sistema renina-angiotensina - eixo clássico (ECA ‒ Ang 

II ‒ AT1) e eixo contra-regulatório (ECA2 ‒ Ang-(1-7) ‒ Mas) - em modelos de artrite 

experimental. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

2.2.1- Avaliar o efeito do bloqueio do receptor AT1, através da utilização do 

seu antagonista, Losartan, sobre a resposta inflamatória em dois modelos 

experimentais de artrite: agudo (artrite induzida por antígeno em 

camundongos) e crônico (artrite induzida por adjuvante em ratos), por meio da 

medida de hiperalgesia, do influxo de neutrófilos, da liberação das citocinas 

(TNF-α, IL-1), da quimiocina (CXCL1/CINC) e das alterações histológicas no 

tecido periarticular; 

2.2.2- Verificar o perfil de expressão do receptor Mas nos tecidos articulares 

após indução de artrite por antígenos e avaliar o perfil inflamatório de artrite 

induzida por antígeno em camundongos com deleção genética do receptor 

Mas (Mas-/-); 

2.2.3- Avaliar o efeito da ativação do receptor Mas, através da utilização de 

Ang-(1-7) ou do agonista, AVE 0991, sobre a resposta inflamatória em 

modelos experimentais de artrite aguda (artrite induzida por antígeno) e 

crônica (artrite induzida por adjuvante), por meio da medida de hiperalgesia, 

do influxo de neutrófilos, da liberação das citocinas (TNF-α, IL-1), da 

quimiocina (CXCL1/CINC) e das alterações histológicas no tecido 

periarticular; 
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2.2.4- Avaliar mecanismos do efeito anti-inflamatório de Losartan ou AVE 

0991em modelo de artrite induzida por antígeno com foco nos nívels 

articulares de citocinas e nas interações leucócito/endotélio na 

microcirculação sinovial. 



 

 

3  MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1  Animais   

 Neste estudo foram utilizados camundongos machos da linhagem C57Bl/6 e 

camundongos com deleção genética do proto-oncogene Mas (Mas knockout – Mas-/-

), criados a partir de camundongos C57Bl/6, todos com idade entre 8-10 semanas e 

ratas Holtzman pesando entre 140-170 g. Todos os animais foram obtidos do Centro 

de Bioterismo do Instituto de Ciências Biológicas da Universidade Federal de Minas 

Gerais (CEBIO-UFMG) e os procedimentos experimentais devidamente aprovados 

pelo Comitê de Ética da UFMG (CETEA 166/06). 

3.2  Modelos murino de indução de artrite reumatóid e. 

 Para investigar o papel do SRA, no processo inflamatório que acomete as 

articulações durante a instalação da artrite reumatóide, foram utilizados dois 

modelos que reproduzem as principais alterações verificadas na patologia.  

O primeiro modelo experimental de artrite é induzido pela administração intra-

articular de albumina bovina metilada (mBSA) como antígeno que desencadeia a 

resposta imune após estímulo prévio (desafio) (Coelho et al., 2008). O segundo 

modelo experimental de artrite foi induzido em ratas por meio da administração 

intradérmica de Micobacterium butiricum (Barsante et al., 2005). Tais modelos 

representam, respectivamente, um modelo agudo (horas) e um modelo crônico 

(dias) de lesão articular. Foram utilizados dois modelos para melhor caracterização e 

validação dos efeitos obtidos como os tratamentos propostos. 

3.2.1  Indução de artrite por antígeno (AIA): imuni zação e desafio 

com albumina bovina metilada (mBSA)  

 Camundongos machos foram imunizados, a partir da administração 

subcutânea (s.c.), de uma emulsão contendo adjuvante completo de Freund (CFA) e 

PBS 1x, numa proporção de 1:1 (50 µL de PBS 1x e 50 µL de CFA). Esta emulsão 

continha 500 µg de mBSA, que foi previamente dissolvida no PBS 1x e então 

homogeneizada em seringa de vidro durante 15 minutos e injetada na base da 

cauda dos animais (50 µL à direita e 50 µL à esquerda da base da cauda) . No 14o 

dia após a imunização, os animais foram desafiados a partir de uma injeção intra-
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articular de mBSA (10 µg em 10 µL de PBS 1x) na articulação fêmur-tibial traseira 

direita. Todos os parâmetros foram avaliados 24 horas após o desafio, momento em 

que ocorre o pico da resposta inflamatória neste modelo (Coelho et al., 2008). 

Alguns dos parâmetros inflamatórios apresentados pelos animais neste modelo são: 

aumento de neutrófilos intra-articular e periarticular, aumento da produção de 

citocinas pró-inflamatórias, alterações histológicas evidencando lesão articular, 

aumento de hipernocicepção, etc.  

 

3.2.2  Indução de artrite por adjuvante (AdIA): imu nização e desafio 

com Micobacterium butiricum  

Ratas Holtzman foram imunizadas a partir da administração intradérmica (i.d.), de 

uma emulsão contendo H2O destilada e óleo mineral, numa proporção de 1:10 (20µL 

de H2O e 180 µL de óleo). A esta emulsão acrescentou-se 400 µg de Micobacterium 

butiricum, que foi homogeneinazada intensamente em seringa de vidro durante 15 

minutos. Em seguida, foram injetados 200 µL dessa emulsão na base da cauda dos 

animais (100 µL à direita e 100 µL à esquerda). Os animais foram acompanhados 

durante 16 dias, sendo que o início dos sintomas ocorreu no 10º dia após a 

imunização. Todos os parâmetros foram avaliados no 16º dia, exceto o edema 

articular que foi verificado diariamente. A cinética inflamatória verificada neste 

modelo foi previamente descrita por Barsantes e cols (2005) e reproduzida neste 

estudo. Alguns dos parâmetros inflamatórios apresentados pelos animais neste 

modelo são: aumento de neutrófilos periarticular, aumento da produção de citocinas 

pró-inflamatórias, alterações histológicas evidencando lesão articular, aumento de 

hipernocicepção, presença de edema periarticular importante, déficit funcional de 

marcha.  

3.3  Protocolos de tratamento e grupos experimentai s: 

3.3.1   Modelo de artrite em camundongos (AIA) 

 Os camundongos foram divididos nos seguintes grupos:  

� CT - controle : camundongos imunizados com emulsão de CFA + mBSA 

(5 µg/µL) e desafiados com PBS 1x intra-articularmente (10 µL); 
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� VE - veículo : camundongos imunizados com emulsão de CFA + mBSA (5 

µg/µL) e desafiados com mBSA intra-articularmente (10 µg em 10 µL de 

PBS 1x) e tratados com PBS 1x  ou PBS + KOH (10 mM) estéril, 30 

minutos antes e 6h após o desafio. As injeções foram administradas por 

via subcutânea; 

� TT- tratamento : camundongos imunizados com emulsão de CFA + mBSA 

(5 µg/µL) e desafiados com mBSA intra-articularmente (10 µg em 10 µL 

de PBS 1x) e tratados com Losartan (1, 3 e 10 mg/kg), AVE 0991 (0,6, 3 e 

15 mg/kg) ou Ang-(1-7) (2 mg/kg), 60 minutos antes e 6h após o desafio; 

 

 Tecidos e fluidos coletados 

 A- Lavado articular: foi coletado da articulação fêmur-tibial em solução de 

BSA 3%, para as posteriores contagens total e diferencial dos leucócitos. 

 B- Tecidos periarticulares: após a coleta do lavado articular, os tecidos moles 

das regiões adjacentes à articulação fêmur-tibial foram removidos e estocados à -70º 

C, para ensaios de MPO, citocinas Western blot . 

 C- Articulação completa do joelho para análise histopatológica: toda a região 

da articulação fêmur-tibial foi removida cirurgicamente e dissecada, mantendo-se o 

invólucro muscular. A secção foi realizada entre o terço distal do fêmur e o terço 

proximal da tíbia/fíbula. 

   

Parâmetros avaliados: 

� neutrófilos do tecido periarticular; 

� contagem total e diferencial das células inflamatórias do lavado 

articular; 

� concentração de citocinas teciduais; 

� hipernocicepção (teste de pressão crescente na pata do camundongo); 

� rolamento e adesão leucocitária; 

� pressão arterial sistólica; 

� histologia da articulação – índice de acometimento articular; 
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� expressão do receptor Mas no tecido periarticular. 

 As técnicas utilizadas para estas análises estão descritas na seção 3.4. 

 

Figura 5 Protocolo Experimental da Artrite induzida  por Antígeno (mBSA) em camundongos.  

 

 

3.3.2  Modelo de artrite em ratas (AdIA) 

 As ratas foram divididas nos seguintes grupos:  

� CT - controle : ratas imunizadas com emulsão de Óleo + água (200 µL); 

� VE - veículo : ratas imunizadas com emulsão de Óleo + água + M. 

butiricum (400 µg em 200 µL) e tratadas com água filtrada ou água + KOH 

(10 mM), diariamente, do 10º ao 16º dia. O tratamento foi administrado 

através da técnica de gavagem, volume de 500 µL, uma vez ao dia. 

� TT- tratamento : ratas imunizadas com emulsão de Óleo + água + M. 

butiricum (400 µg em 200 µL) e tratadas com Losartan (1, 3 e 10 mg/kg) 

ou AVE 0991 (0,6, 3 e 15 mg/kg), diariamente, do 10º ao 16º dia. Os 

tratamentos foram administrados pela técnica de gavagem, em um 

volume de 500 µL, uma vez ao dia. 
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 Tecidos coletados 

 A- Tecidos periarticulares: os tecidos moles das regiões adjacentes à 

articulação do tornozelo foram removidos e estocados à -20º C, para ensaios de 

MPO e citocinas.  

 C- Articulação completa do tornozelo para análise histopatológica: toda a 

região da articulação radio-carpal do membro anterior direito foi removida 

cirurgicamente e dissecada, mantendo-se o invólucro muscular. A secção foi 

realizada entre o terço distal do fêmur e o terço proximal da tíbia/fíbula. 

 Parâmetros avaliados: 

� neutrófilos do tecido periarticular; 

� concentração de citocinas teciduais; 

� edema articular; 

� histologia da articulação – índice de acometimento articular; 

 As técnicas utilizadas para estas análises estão descritas na seção 3.4. 

 

Figura 6 Protocolo Experimental da Artrite induzida  por Adjuvante ( M. butiricum) em ratos.  

 



Material e Métodos                                                                                                           48 

 

3.3.3 Preparação das drogas: 

Losartan, AVE 0991 e veículo foram preparados segundo descrição abaixo. A 

preparação só diferiu em relação ao meio no qual os compostos foram dissolvidos: 

PBS 1x estéril, para administração subcutânea (modelo de AIA em camundongos) e 

água filtrada, para administração por gavagem (modelo de AdIA em ratas).  

Losartan: diluído diretamente em PBS 1x estéril ou água filtrada e mantido 

em agitação contínua (vórtex) e no gelo, até o momento do uso. 

AVE 0991: diluído em KOH 10 mM e, em seguida, completado o volume com 

PBS 1x estéril ou água filtrada para a concentração desejada. A proporção utilizada 

de KOH e PBS foi de 1:10. A solução foi homogeneizada (sonicador), mantida em 

agitação contínua (vórtex), no gelo e protegida da luz, até o momento do uso. 

Ang-(1-7): diluída em PBS 1x estéril e mantida em agitação contínua (vórtex) 

e no gelo, até o momento do uso. 

Veículo de AVE 0991: KOH 10 mM em PBS 1x estéril ou água filtrada, na 

proporção de 1:10. 

Veículo de Losartan e Ang-(1-7): PBS 1x estéril ou água filtrada. 

 

3.4  Parâmetros avaliados  

3.4.1  Migração de neutrófilos para a cavidade arti cular  

Após 24h do desafio, os camundongos foram anestesiados com cetamina 

(150 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) e, posteriormente, sacrificados. Para avaliar a 

migração de leucócitos (neutrófilos) para a cavidade articular, foi obtido lavado intra-

articular. Este procedimento consistiu na injeção de 20 µL de solução de BSA 3% na 

cavidade articular, lavando-a três vezes para coleta de amostra das células 

presentes no interior da cavidade. O lavado de células articulares foi diluído em 180 

µL de BSA 3% para posterior contagem total e diferencial dos leucócitos.  
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3.4.1.1  Contagem total dos leucócitos 

 Alíquotas de 30 µL do lavado articular foram diluídas em 60 µL de solução 

Turk, sendo a contagem total dos leucócitos realizada em câmara de Neubauer, com 

o auxílio de microscópio óptico (aumento de 100x) e contador manual. O número 

total de leucócitos foi utilizado para cálculo da percentagem dos diferentes leucócitos 

encontrados no lavado articular a partir da contagem/discriminação por visualização 

de lâminas preparadas por citocentrifugação sob microscópio óptico.   

 

3.4.1.2  Contagem diferencial dos leucócitos 

As lâminas para contagem diferencial dos leucócitos foram preparadas por 

citocentrifugação de uma alíquota de 70 µL do lavado articular (citospin; Shandon 

Lipshaw Inc., Pittsburgh, Pennsylvania, USA). As lâminas foram coradas segundo a 

técnica de May-Grumwald e giemsa e examinadas em microscópio óptico, objetiva 

de imersão em óleo (aumento de 1.000x), usando critérios morfológicos para 

diferenciar os tipos celulares. Os resultados foram expressos como número de 

neutrófilos x 104/ cavidade articular. 

 

3.4.2. Citocinas por ensaio imuno-enzimático (ELISA ) 

 

Processamento do tecido periarticular: 

 

O tecido periarticular de camundongos e ratas foi coletado para ensaios 

imuno-enzimáticos e da atividade da mieloperoxidase (MPO). O tecido foi pesado e 

acondicionado em eppendorfs, sendo acrescentada solução de extração de citocinas 

(1 mL de solução para cada 100 mg de tecido). As amostras foram homogeneizadas 

e centrifugadas (10.000 g, 10 minutos, 40 C). O sobrenadante foi retirado para a 

quantificação de citocinas por ELISA. A fração residual decantada (pellet) foi 

utilizada para o ensaio de quantificação indireta de neutrófilos.  
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Ensaio bioquímico: 

Os kits de ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) da R&D Systems 

(Minneapolis, MN, USA) foram utilizados para medida de citocinas em camundongos 

(TNF-α, CXCL1 e IL-1β) e ratas (TNF-α, CINC e IL-1β), de acordo com os 

procedimentos descritos pelo fabricante.  

Resumidamente, concentrações das citocinas foram avaliadas no 

sobrenadante do tecido periarticular, na diluição 1:3 em BSA 0,1%. Em placa de 96 

poços, foram adicionados 100 µl/poço de solução contendo anticorpo captura 

específico para cada citocina. Essa solução permaneceu em contato com a placa 

durante 24 h à 4oC. Posteriormente, as placas foram lavadas (4 vezes), com tampão 

PBS 1x / Tween 0,1%, em lavador de placas automático (Bio-Tec instruments Inc, 

ELX 50, USA). Em seguida, foram adicionados 200 µl/poço da solução de bloqueio 

(BSA 1% em PBS 1x). O tempo de bloqueio foi de, no mínimo, 1 hora. Após este 

procedimento, foram adicionadas as concentrações padrão de citocinas, as 

amostras e o branco (BSA 0,1%) (100µl/ poço) para incubação por 24h à 4o C. Após 

este período, a placa foi lavada e foram adicionados 50 µl de anticorpo de detecção, 

diluído em PBS 1x, durante 1 h, em temperatura ambiente. Em seguida, foi 

adicionada solução contendo estreptavidina ligada à peroxidase. Após 30 min, a 

placa foi novamente lavada, sendo adicionado o tampão substrato contendo o-

fenilenodiamina (OPD, Sigma) e H2O2 (Merck). A reação foi interrompida pela adição 

de 100 µl de ácido sulfúrico 1M. O produto de oxidação do OPD foi detectado por 

colorimetria em leitor de placas (Molecular Devices, Spectra Max 190, USA), no 

comprimento de onda de 492 nm.  Os resultados foram expressos como ρg de 

citocina por 100 mg de tecido. 

 

3.4.3  Atividade da Mieloperoxidase (MPO) 

Processamento tecidual: 

Para avaliar o acúmulo de neutrófilos no tecido periarticular de camundongos 

e ratas, foi utilizado o método de quantificação da atividade de MPO, como descrito 

previamente (De-Matos et al., 2001). Resumidamente, o tecido periarticular removido 

foi pesado e processado em solução de extração de citocinas (vide seção 3.4.2). 
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Após homogeneização e centrifugação, o sobrenadante foi coletado e estocado para 

quantificação de citocinas. O componente residual (pellet) foi ressuspendido no 

tampão 1 (NaCl 0,1 M, Na3PO4 0,02 M, Na2 EDTA 0,015 M – pH 4,7) na proporção 

de 1,9 mL para cada 10mg de tecido, e submetido à homogeneização e 

centrifugação (10.000 g, 10 minutos).  

O sobrenadante foi desprezado e o pellet foi ressuspendido em NaCl 0.2% 

gelado seguido por NaCl 1.6% com glicose 5% gelada (1,5 mL para cada 100 mg de 

tecido). Realizou-se nova centrifugação 10.000 g por 10 minutos. Novamente, o 

sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido no tampão 2 (Na3PO4 0,05 M, 

HETAB 0,5% p/v – pH 5,4) e homogenizado por 30 segundos. O volume total de 

cada amostra foi congelado e descongelado por 3 vezes em nitrogênio líquido, 

submetido à centrifugação (10.000 g, 15 minutos), sendo o sobrenadante coletado 

para ensaio de MPO.  

 

Ensaio bioquímico: 

As amostras do tecido periarticular de camundongos e de ratas foram diluídas 

1:3. Em seguida, as amostras foram adicionadas à placa de 96 poços (25 µl/poço). 

Tetrametil-benzina (TMB - 1.6 mM em dimetilsulfóxido) foi adicionada a cada poço 

(25µl/poço) e a placa incubada a 37°C, por 5 minutos. Foram adicionados 100 

µl/poço de água oxigenada (H202 - 0,002%) e a placa foi novamente incubada a 

37ºC, durante 5 minutos. A reação de cor foi interrompida pela adição de 100 µl de 

ácido sulfúrico (H2SO4 - 1M). A atividade da MPO das amostras foi detectada por 

colorimetria em leitor de placas (Molecular Devices, Spectra Max 190, USA), no 

comprimento de onda de 450 nm. Os resultados foram expressos como número total 

de neutrófilos (Unidades Relativas) por comparação da O.D. do sobrenadante do 

tecido com neutrófilos do pulmão de camundongos, processados da mesma 

maneira.  
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3.4.4  Histologia 

 

 As articulações fêmur-tibial dos camundongos e radiocarpal das ratas foram 

removidas cirurgicamente e dissecadas, mantendo-se o invólucro muscular. Os 

espécimes obtidos foram fixados em formol 10% tamponado, durante 24 horas. 

Inicialmente, as amostras foram lavadas em água corrente e desmineralizadas em 

solução de EDTA 10%, pH 7.2, em temperatura ambiente, por um período de três 

semanas(a solução era renovada a cada 3 dias). Em seguida, as peças foram 

novamente lavadas em água corrente, desidratadas em banhos de álcool 70%, 80%, 

90% e 100%; diafanizadas em xilol e incluídas em parafina. O material foi 

seccionado em micrótomo RM2125RT (Leica, Heerbrugg, St. Gallen, Switzerland), 

obtendo-se cortes consecutivos de 5 µm, que foram corados pela técnica da 

Hematoxilina & Eosina (HE). 

 

Quantificação do grau de lesão articular (escore hi stológico)  

  

 Os cortes histológicos, corados em H&E, foram avaliados em microscópio 

óptico, nos aumentos de 40x, 100x ou 400 x. O grau de acometimento articular nos 

camundongos foi mensurado com base em escore semiquantitativo previamente 

descrito (Coelho et al., 2008; Williams et al., 2007). A presença de hiperplasia 

sinovial, exsudato celular e erosão de cartilagem e/ou dos ossos foi pontuada, 

segundo a intensidade, em valores de 0 (ausência) a 3 (alterações acentuadas), 

enquanto a extensão do infiltrado sinovial foi quantificada numa escala de 0 a 5. A 

partir destas quantificações, foi obtido o índice de artrite. 

Para o modelo de AdIA, foi utilizado outro escore previamente descrito por 

Barsantes e cols. (2005). Tal escore baseia-se na presença de erosão de cartilagem, 

infiltrado celular, edema e destruição óssea, sendo cada item pontuado, segundo a 

intensidade, em valores de 0 (ausência) a 3 (alterações acentuadas). 

 

Quantificação da perda de proteoglicanos 

 

 Seções (4 µm) da articulação tibio-társica dos camundondos e da 

articulação radiocárpica dos ratos foram corados com azul de toluidina (AT) a fim de 
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estimar o conteúdo de proteoglicanos presente na articulação, conforme descrito 

previamente por Bolon et al. (2004) e Urech et al. (2010). Os cortes foram 

deparafinizados em xilol e hidratados com água. A coloração de AT foi realizada 

com uma solução contendo 1 % AT (Synth, Diadema, SP, Brasil), diluído em tampão 

fosfato (pH 5,7) durante 2 minutos. Em seguida, os cortes foram rapidamente 

desidratados em etanol 96% e acetona (p.a.), lavados em PBS 1x por um minuto, 

imersos em xileno e montados.  

 Após os procedimentos de histoquímica, imagens da superfície articular de 

cada amostra foram digitalizadas (aumento de 100x) para avaliação da cartilagem. A 

área da cartilagem que apresentava positividade para AT foi obtida a partir da 

seleção dos pixels corados correspondentes à AT, seguido pela criação de uma 

imagem binária, usando o softwer Image J (National Institutes of Health) da mesma 

forma, a área total de cartilagem foi calculada a partir da seleção dos pixels totais. 

Assim, o conteúdo de proteglicano foi apresentado como o percentual da área de 

coloração AT-positiva em relação à área total da superfície da cartilagem. 

 

3.4.5  Hipernocicepção (teste de pressão crescente)  

 A hipernocicepção foi avaliada pelo teste de pressão crescente na pata do 

animal, utilizando anestesiômetro eletrônico (Insight Equipamentos, São Paulo, 

Brasil), que consiste em um transdutor de pressão conectado a um contador digital 

de força (g). O aparelho foi calibrado para registrar uma força máxima de 150 g, 

mantendo a precisão de 0,1 g até a força de 80 g. O contato do transdutor de 

pressão à pata foi realizado através de uma ponteira descartável de polipropileno 

com ou 4,15 mm2 de área. Os animais foram alocados em caixas de acrílico, durante 

15 minutos antes do experimento para adaptação ao ambiente. As caixas mediam 

12 x 10 x 17 cm e seu assoalho era constituído por uma rede (malhas de 5 mm2) de 

arame não maleável com 1 mm de espessura. Espelhos foram posicionados 25 cm 

abaixo das caixas de experimentação para facilitar a visualização das patas dos 

animais. Foi aplicada, por entre as malhas da rede, uma pressão linearmente 

crescente no centro da planta da pata do camundongo até que o animal produzisse 

uma resposta de retirada (flinch) da pata estimulada. Os estímulos foram repetidos 

por até seis vezes, em geral até o animal apresentar três medidas similares.  
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Figura 7 Foto do equipamento utilizado no teste de pressão crescente na pata de 
camundongo. A foto apresenta o anestesiômetro eletrônico (INSIGHT EQUIPAMENTOS, SÃO 
PAULO, BRAZIL), constituído por transdutor de pressão (1) conectado a um contador digital de 
força (2), as caixas de acrílico (12 x 10 x 17 cm de altura) e os espelhos inclinados (4), 
abaixo do assoalho, que permitiram a visualização das patas traseiras dos animais.  

.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8 Foto no momento do teste de pressão cresce nte na pata de camundongo. A 
foto apresenta a ponteira de polipropileno (1) acoplada ao transdutor de força (2) em contato 
com a pata do animal (círculo vermelho). Ao aplicar-se, por entre as malhas da rede do 
assoalho (3), uma pressão linearmente crescente no centro da planta da pata do animal, 
obtém-se uma resposta de retirada (flinch). 

3 
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2 
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2 
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 A intensidade de hipernocicepção foi quantificada como a variação na 

pressão (∆ de reação em gramas) obtida subtraindo-se a média de três valores 

expressos em gramas (força) observados antes do procedimento experimental 

(tempo 0), que correspondia ao período anterior ao desafio dos animais com mBSA, 

da média de três valores em gramas (força) 24 horas após o desafio e/ou após os 

tratamentos, segundo protocolo experimental específico. Os testes nociceptivos 

foram realizados entre 08:00 e 16:00 horas. 

 

3.4.6 Pressão arterial sistólica  

 A pressão arterial sistólica (PAS) foi avaliada pela pletismografia de cauda 

(Fujii et al., 2006; Krege et al., 1995; Whitesall et al., 2004). Os camundongos, 

acordados, foram colocados em contensor acrílico, com temperatura interna 

constante (37o C), por um período máximo de 5 minutos, suficiente para cada 

medida de PAS. Sobre a cauda dos animais, foram acoplados manguito e sensor de 

frequência cardíaca, interligados a um programa de aquisição de dados (XBP1000 

Series Rat Blood Pressure System – Kent Scientifc, Torrington, CT – USA). Foram 

realizadas 3 a 5 medidas da PAS, com intervalo mínimo de 60 segundos entre elas.  

 Para minimizar o estresse causado pela contenção e manipulação, cada 

animal foi submetido ao mesmo procedimento experimental pelo menos 5 vezes nos 

2 dias que antecederam a medida propriamente dita da PAS (período de 

adaptação). As medidas de PAS foram realizadas no 12o e 13o dias após a 

imunização (período de adaptação), no 14º dia (medida anterior ao desafio e aos 

tratamentos) e 24 horas após o desafio.  
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Figura 9  Pletismografia de cauda para mensuração da pressão arterial sistólica de 
camundongos.  Em A visualiza-se o manguito e sensor de frequência cardíaca, B destaca a câmara 
de contensão do camundongo e C o registro das variáveis (PAS e FC) pelo software em forma de 
gráficos na tela do computador.  
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3.4.7  Interação leucócito-endotélio (microscopia i ntravital)  

A técnica de microscopia intravital foi utilizada para visualização do 

recrutamento de leucócitos através do endotélio da microvasculatura da articulação 

fêmur-tibial de camundongos. Sob anestesia, foi injetada Rodamina 6G (0,3 mg/kg, 

i.v., veial caudal), corante fluorescente que possibilita a visualização de leucócitos, 

mesmo em altos fluxos. Para a visualização dos vasos sanguíneos (vênulas), foi 

realizada ressecção do tendão patelar. A fluorescência associada à Rodamina 6G foi 

visualizada por meio de epi-iluminação em 510-560 nm, usando filtro de emissão de 

590 nm de microscópio Olympus BX40 (Olympus Optical CO, Japão), sob objetiva 

de 20X. O rolamento e a adesão celular na parede dos vasos foram registrados por 

câmera de vídeo (Optronics, CA, USA), acoplada ao microscópio. As imagens foram, 

então, gravadas em vídeo-cassete (VHS, Semp Toshiba, modelo x685) para 

posterior contagem do número de leucócitos em rolamento e aderidos ao longo da 

parede dos vasos. Foram considerados aderidos, os leucócitos que permaneceram 

imóveis no endotélio vascular por um período mínimo de 30 segundos, e esta 

adesão foi quantificada pelo número total de células aderidas em 100µm de 

comprimento da vênula. O rolamento foi considerado para os leucócitos que 

migravam da região central para a margem do vaso e se moviam a uma velocidade 

menor que a dos eritrócitos. Foram avaliados três a quatro vasos sanguíneos por 

animal e os resultados de rolamento e adesão foram expressos como número de 

células/min e número de células/100µm, respectivamente. 

A técnica de microscopia intravital foi realizada em camundongos submetidos 

ao modelo de AIA e realizada 24 horas após o desafio. Os tratamentos específicos 

com antagonista de receptor de Ang II, Losartan, com agonista do receptor Mas, 

AVE 0991, ou veículo, foram administrados 30 minutos antes do procedimento da 

microscopia intravital, em dose única por via subcutânea. 
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Figura 10 Foto da microscopia intravital da microva sculatura do joelho.  A) Representação 
esquemática da preparação da articulação fêmur-tibial sob a objetiva. Fe, fêmur; Ti, tíbia; Li, lamínula; 
PBS, solução de tampão fosfato; B) Foto da região visualizada na microscopia intravital (seta preta); 
C) Foto da articulação fêmur-tibial sob microscopia. 

 

3.4.8 Avaliação da expressão do receptor Mas de Ang -(1-7) no 

tecido periarticular de camundongos por Western Blo t 

 Ao extrato de células obtido do homogenato de tecido periarticular do joelho 

dos camundongos desafiados com mBSA ou PBS 1x s, foi adicionada solução de 

lise (Triton X-100 1%; Tris/HCl 100 mM, pH 8.0; glicerol 10%; EDTA 5 mM; NaCl 200 

mM; DTT 1 mM; PMSF 1 mM, NaF 25mM; leupeptina 2,5 µg/ml; aprotinina 5 µg/ml e 

sódio ortovanadato 1 mM), mantendo-se em banho de gelo por 15 minutos. 

Posteriormente, o lisado foi centrifugado a 13.000 g, por 10 minutos, a 4° C. O 

sobrenadante foi coletado e armazenado a -70° C até o momento de uso. A 

concentração das proteínas totais foi determinada pelo método de Bradford, 

utilizando-se o kit Bio-Rad Assay (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). 

 Amostras contendo 40µg de proteínas totais foram fracionadas em gel de 

poliacrilamida/SDS (PAGE) 10% a 100 V por 1,5 h e transferidas para membrana de 

nitrocelulose (GE Healthcare, Piscataway, NJ), conforme protocolo do “Kit Bio-Rad 

Transferency” (Bio-Rad Laboratories, USA). Após transferência, as membranas 
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foram coradas com “ponceau” e bloqueadas por 1 hora à temperatura ambiente, 

utilizando-se PBS1x contendo 0,1% de Tween-20 e 5% de leite em pó desnatado.  

 As membranas foram primeiramente lavadas por três vezes em PBS 1x - 

Tween-20 0,1%, e posteriormente, incubadas com o anticorpo policlonal anti-Mas 

(Novus Biologicals, Littleton, CO, USA) a 4°C, por 18-20 horas, em solução de 

PBS/Tween contendo 5% de BSA. As membranas foram lavadas novamente em 

PBS/Tween por três vezes e incubadas durante 1 hora à temperatura ambiente com 

o anticorpo secundário anticoelho ligado à peroxidase (Santa Cruz Biotechnology, 

Santa Cruz, CA, USA) na diluição de 1:3000 em solução PBS/Tween contendo 5% 

de leite em pó desnatado. Após nova sessão de lavagens (3 vezes em PBS/Tween), 

as membranas foram incubadas em solução reveladora “ECL-Plus” (GE Healthcare, 

Piscataway, NJ), expostas contra filme de raio X em intervalos de 30Segudos a 

20minutos (Hyperfilm ECL, Amersham, Pharmacia), e revelados utilizando-se 

revelador e fixador (Kodak), de acordo com indicações do fabricante. Como controle 

interno da quantidade de extratos protéicos aplicados às diferentes canaletas, foi 

realizado o immunoblot das membranas com o anticorpo anti-β-tubulina (Sigma 

Aldrich). 

 

 

3.5  Análise Estatística 

 A análise estatística foi realizada com o software Prism, versão 4.0 

(GraphPad Software, Inc, Califórnia, USA). Todos os dados apresentaram 

distribuição normal, segundo teste de normalidade de Shaphiro. Os resultados foram 

expressos como média ± erro padrão da média (EPM). Diferenças entre os grupos 

foram avaliadas por análise de variância (ANOVA), seguidas por pós-teste Student-

Newman-Keuls. A significância estatística foi ajustada em p<0,05. 



 

 

4  RESULTADOS 

 

4.1  Efeitos do bloqueio do receptor AT 1 na artrite experimental. 

4.1.1  Efeitos anti-inflamatórios do antagonista de  AT1, Losartan em 

camundongos com artrite induzida por antígeno - AIA . 

 

Estudos prévios do nosso grupo, avaliando a cinética do processo inflamatório 

no modelo de artrite, demonstraram a ocorrência de aumento progressivo de células 

inflamatórias (neutrófilos) no tecido periarticular, bem como na cavidade articular 

acometida horas após a administração do agente antigênico (mBSA,10µg/cavidade).  

De acordo com observação anterior, o pico da migração de neutrófilos para a região 

acometida ocorre 24 horas após o desafio (Coelho et al., 2008); dessa forma, o 

efeito da administração do antagonista do receptor angiotensinérgico do tipo 1 (AT1), 

Losartan, sobre parâmetros inflamatórios foi avaliado neste tempo. 

A artrite induzida por mBSA produziu significativo aumento no recrutamento 

de neutrófilos 24 h após o desafio. Em decorrência disso, os tecidos periarticulares 

(Figura 11A ) e a cavidade sinovial dos camundongos artríticos apresentaram 

número significativamente maior de neutrófilos do que os animais controle, não 

desafiados (Figura 11B ). A administração de Losartan, na dose de 10 mg/kg, 

reduziu significativamente a quantidade de neutrófilos nos tecidos periarticulares 

(Figura 11A ). Além disso, como representado na figura 11B, as doses de 3 e 10 

mg/kg de Losartan produziram efeito semelhante na cavidade sinovial, com redução 

significativa do número de neutrófilos. 
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Figura 11. Efeito da administração de Losartan sobre a migraçã o de neutrófilos em modelo de 
artrite induzida por antígeno (AIA). Losartan (1, 3 ou 10 mg/kg) ou veículo – VE – (PBS 1x estéril) 
foram administrados (i.p.) 60 min antes e 6 h após o desafio com 10 µg de albumina bovina metilada 
(mBSA). O número relativo de neutrófilos no tecido periarticular, determinado pela atividade da 
mieloperoxidase (A), e o número de neutrófilos na cavidade sinovial (B) foram avaliados 24 h após a 
indução da artrite (administração de mBSA) ou após injeção de 10 µl de salina estéril (controle – CT) 
dentro da articulação fêmur-tibial (joelho) dos camundongos imunizados.  As barras representam 
médias ± EPM de 8 camundongos por grupo. (*) para P<0,05 quando comparado à média do grupo 
veículo e (#) para P<0,05 quando comparado à média do grupo controle (ANOVA seguida pelo pós-
teste Student-Newman-Keuls). 

 

As concentrações das citocinas TNF-α e IL-1β, bem como da quimiocina 

CXCL1, de camundongos com AIA foram comparadas às concentrações presentes 

nos tecidos periarticulares de camundongos controle, não desafiados com mBSA. 

Os animais artríticos apresentaram elevação dos níveis das três citocinas 

estudadas, em comparação ao grupo controle (Figura 12 ). O tratamento com 

Losartan (10 mg/kg) reduziu os níveis teciduais de TNF-α (Figura 12A ) e CXCL1 

(Figura 12B ), entretanto não modificou os níveis de IL-1β (Figura 12C ) nos tecidos 

periarticulares dos animais. 
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A inibição do recrutamento de neutrófilos esteve associada com a redução 

nos níveis de CXCL1 e TNF-α durante tratamento com Losartan, que nao alterou os 

niveis de IL-1β. 
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Figura 1. Efeito da administração de Losartan sobre a conce ntração de citocinas teciduais em 
modelo de artrite induzida por antígeno (AIA) . Losartan (10 mg/kg) ou veículo – VE (PBS 1x estéril) 
foram administrados (i.p.) 60 min antes e 6 h após o desafio com 10 µg de albumina bovina metilada 
(mBSA). As concentrações de TNF-α (A), CXCL1 (B) e IL-1ß (C), presentes nos tecidos periarticulares 
do joelho, foram determinadas por ELISA, 24 h após a indução da artrite (administração de mBSA) ou 
após injeção de 10 µl de salina estéril (controle – CT) dentro da articulação fêmur-tibial (joelho) dos 
camundongos imunizados.  As barras representam médias ± EPM de 8 camundongos por grupo. (*) para 
P<0,05 quando comparado à média do grupo veículo e (#) para P<0,05 quando comparado à média do 
grupo controle (ANOVA seguida pelo pós-teste Student-Newman-Keuls). 

  

 As análises histológicas mostraram que o extravasamento de leucócitos, com 

conseqüente formação de agregados no tecido sinovial e hiperplasia estavam 

presentes nos animais imunizados e desafiados com mBSA (Figura 14C, 14D ) 

quando comparado aos animais controle (Figura 14A, 14B ). A administração de 

Losartan (10 mg/kg) aos animais AIA reduziu o infiltrado inflamatório e a hiperplasia 

sinovial (Figura 14E, 14F ). A análise semiquantitativa destes cortes histológicos 

confirmou estes achados (Figura 14G ). Além disso, avaliou-se também a perda de 

proteoglicanos dos animais, sendo possível observar a ocorrência de perda 

significativa de proteoglicanos nos animais imunizados e desafiados com mBSA, 

veículos – NaCl 0,9%, (Figura 13B ) quando comparado ao grupo controle (Figura 

13A).e, corroborando com a redução da atividade da doença, observada nos 

animais tratados com Losartan, o percentual de perda de proteoglicanos, nestes 
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animais, foi significativamente menor (Figura 13C ). A avaliação semiquantativa da 

perda foi representada graficamente na figura 13D.   
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Figura 2 Efeito da administração de Losartan sobre a perda de proteoglicanos nas articulações 
de camundongos submetidos à artrite induzida por an tígeno (AIA). Cortes representativos da 
articulação fêmur-tibial (joelho) de animais controle, imunizados e desafiados com PBS 1x estéril 
(A), animais imunizados e desafiados com mBSA, e que receberam administração (i.p) de veículo 
(PBS 1x estéril) (B) ou animais imunizados e desafiados com mBSA e tratados com Losartan (10 
mg/kg) (C) estão representados neste painel. O tratamento foi administrado (i.p.), 60 min antes e 6 h 
após o desafio. As amostras foram obtidas 24 h após a indução da artrite e os cortes histológicos 
formam representados em aumento de 100x e foram corados com Azul de Toluidina. As setas 
indicam a área da cartilagem na qual foi realizada a quantificação da perda de proteoglicanos, 
conforme descrito na sessão 3.4.4, e a avaliação semiquantativa da perda foi representada 
graficamente na figura D. As barras representam a média ± EPM de 3-4 camundongos por grupo. (*) 
para P<0,05 quando comparado à média do grupo veículo e (#) para P<0,05 quando comparado à 
média do grupo controle (ANOVA seguida pelo pós-teste Student-Newman-Keuls). 
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Figura 3 Efeito da administração de Losartan sobre a histologia das articulações de camundongos 
submetidos à artrite induzida por antígeno (AIA). Cortes representativos da articulação fêmur-tibial 
(joelho) de animais controle, imunizados e desafiados com PBS 1x estéril (A, B), animais imunizados e 
desafiados com mBSA, e que receberam administração (i.p) de veículo (PBS 1x estéril) (C,D) ou animais 
imunizados e desafiados com mBSA e tratados com Losartan (10 mg/kg) (E,F) estão representados neste 
painel. O tratamento foi administrado (i.p.), 60 min antes e 6 h após o desafio. As amostras foram obtidas 
24 h após a indução da artrite e os cortes histológicos estão representados em aumento de 100x (A, C, E) 
e 400x (B, D, F), corados com H&E. Em A, C e E, as setas indicam a presença do infiltrado inflamatório 
subsinovial. Em B, D, F, as cabeças de setas mostram a membrana sinovial. O índice de artrite (G) foi 
obtido a partir de escore semiquatitativo do grau de acometimento histológico (vide sessão 3.4.4). As 
barras representam a média ± EPM de 7-9 camundongos por grupo. (*) para P<0,05 quando comparado à 
média do grupo veículo e (#) para P<0,05 quando comparado à média do grupo controle (ANOVA seguida 
pelo pós-teste Student-Newman-Keuls). 
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4.1.2  Efeitos do bloqueio do receptor AT 1 sobre a hiperalgesia e 

pressão arterial dos camundongos com AIA. 

 

 A artrite induzida por mBSA produziu aumento da hipernocicepção verificado 

pelo teste de pressão crescente na pata. Após a administração de Losartan (10 

mg/kg) ocorreu redução significativa da hipernocicepção quando comparado ao 

grupo tratado com veículo (Figura 15A ). 
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Figura 4. Efeito da administração de Losartan sobre  o limiar de hipernocicepção e níveis de 
pressão arterial sistólica em camundongos submetido s à artrite induzida por antígeno (AIA).  A 
hipernocicepção (A) foi avaliada por anestesiômetro eletrônico. Losartan (10 mg/kg) ou veículo – VE 
(PBS 1x estéril) foram administrados (i.p.) 60 min antes e 6 h após o desafio com mBSA. As avaliações 
ocorreram antes do desafio e 24 h após a injeção de mBSA ou PBS 1x estéril (grupo veiculo – VE e 
controle – CT, respectivamente). Os resultados representam a variação (∆) do limiar de estímulo (g), 
calculado pela subtração dos dois tempos avaliados (n = 10-15 animais). A pressão arterial sistólica (B) 
foi mensurada por pletismografia de cauda 24 h antes, 1 h e 24 h após a indução de artrite nos grupos 
veículo e tratado com Losartan,10 mg/kg (4 animais por grupo). As barras representam médias ± EPM. 
(*) para P<0,05 quando comparado à média do grupo veículo e (#) para P<0,05 quando comparado à 
média do grupo controle (ANOVA seguida pelo pós-teste Student-Newman-Keuls). 
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A pressão arterial sistólica dos animais foi verificada para excluir possíveis 

interferências causadas por variações hemodinâmicas sobre os demais parâmetros 

avaliados. Conforme observado na figura 15B , a pressão arterial sistólica dos 

animais tratados com Losartan (10mg/kg) não variou de forma significativa, ou seja, 

os valores pré-tratamento foram semelhantes ao pós-tratamento, bem como aqueles 

observados nos animais que receberam veículo (PBS 1 x) ou nos controles, não 

desafiados. 

 

4.1.3  Mecanismos anti-inflamatórios envolvidos no efeito do 

bloqueio do receptor AT 1 na AIA. 

 

  A administração de Losartan, 10 mg/kg, reduziu a produção local da quimiocina 

ativadora de neutrófilos, CXCL1 (ver figura 12B ). Essa redução poderia explicar a 

inibição do influxo de neutrófilos para a articulação acometida. 

  Para avaliar se o bloqueio do receptor AT1 afetaria as interações leucócito-

endoteliais in vivo, a microscopia intravital foi utilizada, na qual Losartan (10 mg/kg) foi 

administrado i.p. 30 minutos antes do procedimento. Usando este protocolo, foi 

possível avaliar as interações leucócito-endoteliais, evitando um efeito do composto 

sobre a produção de quimiocinas. Conforme demonstrado na figura 16 , a 

administração de Losartan, minutos antes da microscopia intravital, reduziu 

significativamente o rolamento (42%) (Figura 16A ) e a adesão leucocitária (50%) 

(Figura 16B ) em comparação com a administração de veículo. 
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Figura 5. Efeito da administração de Losartan sobre  a interação leucócito-endotélio na 
microvasculatura sinovial de camundongos submetidos  à artrite induzida por antígeno (AIA).  
Losartan (10 mg/kg) ou veículo (PBS 1x estéril) foi administrado i.p., 30 min antes da microscopia 
intravital. Rolamento (A) e adesão (B) de leucócitos no endotélio sinovial foram avaliados 24 h após a 
injeção de antígeno (mBSA, 10 µg) ou PBS 1x estéril na região intra-articular dos animas previamente 
imunizados. Os resultados de rolamento e adesão foram expressos como número de células/min e 
número de células/100µm, respectivamente. As barras representam a média ± EPM de 8 animais por 
grupo. (*) para P<0,05 quando comparado à média do grupo veículo e (#) para P<0,05 quando 
comparado à média do grupo controle (ANOVA seguida pelo pós-teste Student-Newman-Keuls). 

 

4.1.4   Efeitos anti-inflamatórios do antagonista d e receptores AT 1, 

Losartan, em ratas com artrite induzida por adjuvan te. 

  

 A fim de investigar se o antagonista do receptor AT1, Losartan, seria capaz de 

reproduzir os mesmos efeitos anti-inflamatórios observados no modelo de AIA, foram 

realizados novos experimentos em um modelo crônico de artrite induzida por 

Micobacterium butitricum em ratas Holtzman. Os sinais da progressão da doença 
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Figura 6 Efeito do tratamento com Losartan sobre a migração de neutrófilos e a 
concentração de citocinas teciduais periarticulares  de ratas submetidas à artrite 
induzida por adjuvante (AdIA ). Uma emulsão contendo Micobacterium butiricum foi 
administrada, i.d, em ratas Holtzman.  No 10º dia após indução de artrite, Losartan (10 
mg/kg) ou veículo – VE – (PBS 1x estéril) foi administrado (gavagem) aos animais, uma vez 
ao dia, até o 16º dia. No 16o dia, o número relativo de neutrófilos foi determinado pela 
atividade da mieloperoxidase (A), e a concentração de citocinas, CINC (B), TNF-α (C) e IL1-
β (D) no tecido periarticular, foram quantificadas por ELISA. Aos animais do grupo controle 
(CT), foi administrada apenas uma emulsão contendo óleo + água. As barras representam a 
média ± EPM de 5-8 ratas por grupo. (*) para P<0,05 quando comparado à média do grupo 
veículo e (#) para P<0,05 quando comparado à média do grupo controle (ANOVA seguida 
pelo pós-teste Student-Newman-Keuls). 

 

(edema, rubor, vocalização em presença de estímulos dolorosos e perda de 

movimentação normal das patas) foram observados a partir do 10º dia. O tratamento 
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com Losartan (10 mg/kg) foi iniciado no 10º e se estendeu até o 16º dia. O ensaio de 

MPO indicou um acentuado acúmulo de neutrófilos nos tecidos periarticulares 

avaliados, tecidos moles da articulação tibio-tasal (Figura 17A ).  

 As principais citocinas pró-inflamatórias responsáveis pela migração de 

neutrófilos foram avaliadas nos tecidos periarticulares neste mesmo momento. Estas 

citocinas apresentaram-se significativamente aumentadas nas ratas com AdIA, 

quando comparadas aos controles não imunizados (Figura 17B-D ). No entanto, o 

tratamento diário com Losartan (10 mg/kg) foi capaz de reduzir significativamente as 

concentrações de CINC (Figura 17B ), TNF-α (Figura 17C ) e IL-1β (Figura 17D ), 

quando comparadas às ratas que receberam veículo. A administração de Losartan 

causou redução nos níveis de CINC, TNF-α e IL-1β que estiveram associadas ao 

menor número des neutrófilo infiltrados. 

 A avaliação dos cortes histológicos das articulações rádio-cárpicas dos ratos 

demonstrou um comportamento semelhante àquele observado nos camundongos 

submetidos à artrite induzida por mBSA. As alterações histológicas verificadas nos 

ratos com artrite e tratados com veículo, NaCl 0,9%, (Figuras 18C, 18D) foram 

caracterizadas por uma expressiva hipertrofia e hiperplasia de sinóvia, intenso 

infiltrado leucocitário no tecido subsinovial. Além disso, foi possível observar um 

grande número de osteoclastos ativos na borda óssea formando área de erosão, 

que são associadas à formação de pannus e, áreas de irregularidade na zona 

superficial da cartilagem. Essas alterações não foram verificadas no grupo controle 

(Figura 18A, 18B). A administração de Losartan (10 mg/kg) aos animais AdIA 

preveniu a ocorrência das alterações verificadas no grupo veículo (Figura 18E, F) . A 

análise semiquantitativa destes cortes histológicos confirmou esses achados (Figura 

18G).  

 Além disso, avaliou-se também a perda de proteoglicanos dos animais, onde 

foi possível observar a ocorrência de uma perda significativa de proteoglicanos nos 

animais imunizados e desafiados com mBSA, veículos – NaCl 0,9%, (Figura 19B)  

quando comparado ao grupo controle (Figura 19A). Nos animais tratads com 

Losartan, o percentual de perda de proteglicanos foi significativamente menor 

(Figura 19C)  quando comparado ao percentual de perda erificado no grupo veículo. 

A avaliação semiquantativa da perda foi representada graficamente na figura 19D.   
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Figura 7. Efeito do tratamento com Losartan sobre o perfil histopatológico das articulações de ratas su bmetidas à 
artrite induzida por adjuvante (AdIA). Uma emulsão contendo Micobacterium butiricum foi administrada, i.d, em ratas 
Holtzman. No 10º dia após indução de artrite, Losartan (10 mg/kg) ou veículo – VE – (PBS 1x estéril) foi administrado 
(gavagem) aos animais uma vez ao dia até o 16º dia. Aos animais do grupo controle (CT) foi administrada apenas uma 
emulsão contendo óleo + água. Cortes representativos da articulação radio-carpal das ratas controle (A,B ), veículo (C,D), e 
tratados com Losartan (10 mg/kg) (E,F) foram obtidas no 16º dia. Os cortes histológicos estão representados em aumento 
de 40x (A,C,E) e 100x (B,D,F) e foram corados com H&E. Em B, D e F, as setas indicam a membrana sinovial. Em C, a 
cabeça de seta destaca as áreas de irregularidades da zona superficial da cartilagem e as setas indicam a erosão óssea e 
formação de pannus. O índice de artrite (G) representa uma medida quantitativa do grau de acometimento histopatológico 
observado (descrição na sessão 3.4.4). As barras representam a média ± EPM de 4-5 camundongos por grupo. (*) para 
P<0,05 quando comparado à média do grupo veículo e (#) para P<0,05 quando comparado à média do grupo controle 
(ANOVA seguida pelo pós-teste Student-Newman-Keuls). 
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Figura 8 Efeito da administração de Losartan sobre a perda de proteoglicanos nas articulações de ratos  
submetidos à artrite induzida por adjuvante (AdIA).  Uma emulsão contendo Micobacterium butiricum foi 
administrada, i.d, em ratas Holtzman. No 10º dia após indução de artrite, Losartan (10 mg/kg) ou veículo – VE – 
(PBS 1x estéril) foi administrado (gavagem) aos animais uma vez ao dia até o 16º dia. Aos animais do grupo 
controle (CT) foi administrada apenas uma emulsão contendo óleo + água. Cortes representativos da articulação 
radio-carpal das ratas controle (A), veículo (B), e tratados com Losartan (10 mg/kg) (C) foram obtidas no 16º dia. Os 
cortes histológicos estão representados em aumento de 100x e foram corados com Azul de toluidina. . As setas 
indicam a área da cartilagem no qual foi realizada a quantificação da perda de proteoglicanos, conforme descrito na 
sessão 3.4.4) e a avaliação semiquantativa da perda foi representada graficamente na figura As barras representam 
a média ± EPM de 3-4 camundongos por grupo. (*) para P<0,05 quando comparado à média do grupo veículo e (#) 
para P<0,05 quando comparado à média do grupo controle (ANOVA seguida pelo pós-teste Student-Newman-
Keuls). 
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4.2- Efeitos da ativação do receptor Mas na artrite  experimental 

4.2.1 – Expressão do receptor Mas no tecido periart icular 

  

 Uma vez que não há relatos na literatura sobre a expressão do receptor Mas 

nos tecidos articulares de nenhuma espécie de animal, o primeiro passo dessa 

etapa foi avaliar a expressão do receptor neste tecido. Para isso, Western Blot foi 

realizado usando-se tecidos periarticulares de animais imunizados e desafiados com 

mBSA, grupo artrítico, e animais imunizados com mBSA e desafiados com PBS 1x, 

grupo controle. A presença do receptor Mas foi confirmada em ambos os grupos, 

entretanto, a indução da artrite não afetou a expressão do receptor que foi 

semelhante ao grupo controle (Figura 20 ). 

M as

PBS m BSA

ββββ -Tu bulin

CT

 

 

Figura 20 Expressão do receptor Mas no tecido peria rticular de camundongos submetidos ao 
modelo de artrite induzida por antígeno (AIA). A presença do receptor Mas em tecidos peri-            
-articulares foi detectada por Western Blot e comparados com a expressão da β-Tubulina. A avaliação 
foi realizada 24 h após a indução da artrite por administração de 10 µg de mBSA ou injeção de 10 µl 
de salina estéril (controle – CT) dentro da articulação fêmur-tibial (joelho) dos camundongos 
imunizados. 

 

4.2.2 – Efeitos anti-inflamatórios de agonistas do receptor Mas em 

um modelo de AIA 

 

 A injeção de antígeno na articulação do joelho de camundongos C57Bl/6, 

previamente imunizados com mBSA induziu significativo recrutamento de neutrófilos 

para o tecido periarticular e para a cavidade articular, conforme observado 

anteriormente. A administração de AVE 0991 reduziu o acúmulo de neutrófilos nos 

tecidos periarticulares (Figura 21A ) e, também, diminuiu seu influxo para dentro da 
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cavidade articular (Figura 21B ). A administração da Ang-(1-7) apresentou efeitos 

similares aos de AVE 0991 em relação ao influxo de neutrófilos (Figura 21A-B ).   
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Figura 21 Efeito da administração de agonistas do r eceptor Mas sobre a migração de 
neutrófilos em um modelo de artrite induzida por an tígeno (AIA ). AVE 0991 (0,6, 3 ou 15 mg/kg), 
Ang-(1-7) (2 mg/kg) ou veículo – VE – (KOH 10mM em PBS 1x estéril) foram administrados (i.p.) 60 
min antes e 6 h após o desafio com mBSA. O número relativo de neutrófilos no tecido periarticular, 
determinado pela atividade da mieloperoxidase (A), e o número de neutrófilos na cavidade sinovial 
(B) foram avaliados 24 h após a indução da artrite por administração de 10 µg de mBSA ou injeção 
de 10 µl de salina estéril (controle – CT) dentro da articulação fêmur-tibial (joelho) dos camundongos 
imunizados.  As barras representam a média ± EPM de 8 camundongos por grupo. (*) para P<0,05 
quando comparado à média do grupo veículo e (#) para P<0,05 quando comparado à média do grupo 
controle (ANOVA seguida pelo pós-teste Student-Newman-Keuls). 

  

 A concentração das citocinas, TNF-α e IL-1β, e da quimiocina CXCL1, nos 

tecidos periarticulares, também foi avaliada. Conforme apresentado na figura 22, 

pode-se verificar que as concentrações dessas citocinas apresentavam-se elevadas 

nos animais que foram desafiados com mBSA. O tratamento com ambos os 

agonistas do receptor Mas, AVE 0991 (3 mg/kg) e Ang-(1-7) (2mg/kg) reduziu a 

concentração de TNF-α (Figura 22A ) e CXCL1 (Figura 22C ), entretanto apenas 

AVE 0991 foi eficaz em reduzir IL-1β (Figura 22B ). 
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Figura 9 Efeito da administração de agonistas do re ceptor Mas sobre a concentração de 
citocinas teciduais em um modelo de artrite induzid a por antígeno (AIA ). AVE 0991 ( 3 mg/kg), 
Ang-(1-7) (2 mg/kg) ou veículo – VE – (KOH 10mM em PBS 1x estéril) foram administrados (i.p.) 60 
min antes e 6 h após o desafio com mBSA. As concentrações de TNF-α (A), IL-1ß (B) e CXCL1 (C), 
presentes nos tecidos periarticulares do joelho, foram determinadas por ELISA, 24 h após a indução 
da artrite por administração de 10 µg de mBSA ou injeção de 10 µl de salina estéril (controle – CT) 
dentro da articulação fêmur-tibial (joelho) dos camundongos imunizados.  As barras representam a 
média ± EPM de 8 camundongos por grupo. (*) para P<0,05 quando comparado à média do grupo 
veículo e (#) para P<0,05 quando comparado à média do grupo controle (ANOVA seguida pelo pós-
teste Student-Newman-Keuls) 

 

 A análise histológica das articulações fêmur-tibiais dos animais imunizados e 

desafiados com mBSA mostrou a presença de algumas alterações que podem ser 

verificadas na artrite, tais como a presença de intenso infiltrado celular, hiperplasia e 

descontinuidade da membrana sinovial (Figura 23B ), que não são vistas nos animais 

controle – imunizados com mBSA, mas desafiados com PBS 1x (Figura 23A ). A 

administração de AVE 0991 (3 mg/kg) reduz, de forma significativa, a intensidade de 

tais alterações (Figura 23C ), o que está expresso, de forma quantitativa, no índice de 

acometimento histológico, mostrado na figura 23D.  
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Figura 10 Efeito da administração de agonista do re ceptor Mas, AVE 0991, sobre o perfil 
histopatológico das articulações de camundongos sub metidos à artrite induzida por antígeno 
(AIA). Cortes da articulação fêmur-tibial (joelho) de animais controle, imunizados e desafiados com 
PBS 1x estéril (A), animais imunizados e desafiados com mBSA e que receberam administração (i.p) 
de veículo (KOH 10mM em PBS 1x estéril) (B), e ou animais imunizados e desafiados com mBSA e 
tratados com AVE 0991 (3 mg/kg) (C) estão representados neste painel. O tratamento foi 
administrado (i.p.), 60 min antes e 6 h após o desafio. As amostras foram obtidas 24 h após a indução 
da artrite e os cortes histológicos foram corados com Eosina e Hematoxilina, onde as barras brancas 
representam 20 µm e as barras pretas representam 100 µm de comprimento. As setas indicam a 
membrana sinovial e os inserts estão destacando uma área de importante infiltrado inflamatório. O 
índice de artrite (D) representa uma medida quantitativa do grau de acometimento histopatológico 
observado (descriçao na sessão 3.4.4). As barras representam a média ± EPM de 4-6 camundongos 
por grupo. (*) para P<0,05 quando comparado à média do grupo veículo e (#) para P<0,05 quando 
comparado à média do grupo controle (ANOVA seguida pelo pós-teste Student-Newman-Keuls). 
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4.2.3- Efeitos da ativação do receptor Mas sobre a hipernocicepção 

e pressão arterial sistólica de camundongos com AIA  

 

 Conforme relatado anteriormente, estudos prévios do nosso grupo demonstram 

a ocorrência de pronunciada hiperalgesia que sucede a inflamação tecidual, 

caracterizada, principalmente, pelo influxo de neutrófilos para a articulação às 24 h 

após o desafio com antígeno (mBSA) (Coelho et al., 2008). No presente estudo, o 

desafio dos animais previamente imunizados induziu um aumento importante da 

hipernocicepção, avaliada 24 h após a indução da artrite. O tratamento com AVE 0991 

produziu uma redução da intensidade de hipernocicepção, cujo efeito máximo pôde 

ser verificada com a dose de 3 mg/kg (Figura 24A ). Efeito semelhante foi obtido pela 

administração da Ang-(1-7), 2 mg/kg, que também reduziu a hiperalgesia decorrente 

da inflamação articular (Figura 24A ). A administração de AVE 0991 inibiu de maneira 

dose-dependete a hipernocicepção, com inibição máxima observada nas doses de 3 e 

15 mg/kg. 

 A ativação do receptor Mas da Ang-(1-7) é capaz de contrarregular vários 

efeitos cardiovasculares da Ang II, incluindo a redução da hipertensão arterial (Iyer et 

al., 1998). Além disso, alguns estudos têm mostrado que agonistas do receptor Mas 

não causam hipotensão per si e nem alteram a pressão arterial de normotensos 

(Grobe et al., 2006), mas aumentam o potencial hipotensor de outros vasodilatadores 

(Faria-Silva et al., 2005; Grobe et al., 2007). Devido ao fato de que a hipotensão 

poderia reduzir a inflamação e a hiperalgesia, por diminuir o fluxo sanguíneo para os 

tecidos, ou por efeitos centrais secundários à queda da pressão sanguínea, foi 

avaliado se a administração da dose máxima de AVE 0991 (15 mg/kg) poderia afetar 

a pressão arterial sistólica dos camundongos submetidos à AIA. Conforme 

representado na figura 24B , AVE 0991 não alterou a pressão arterial sistólica dos 

animais que receberam 15 mg/kg do composto. 
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Figura 11 Efeito da administração de agonistas do r eceptor Mas sobre o limiar de 
hipernocicepção e níveis de pressão arterial sistól ica em camundongos submetidos à artrite 
induzida por antígeno (AIA) . A hipernocicepção (A), um índice de dor inflamatória, foi avaliada com 
o uso de um anestesiômetro eletrônico. AVE 0991 (0,6, 3 ou 15 mg/kg), Ang-(1-7) (2mg/kg) ou  
veículo – VE (KOH 10mM em PBS 1x estéril) foram administrados (i.p.) 60 min antes e 6 h após o 
desafio com mBSA. As avaliações ocorreram antes do desafio e 24 h após a injeção de mBSA ou 
KOH em PBS 1x estéril (grupo veiculo – VE e controle – CT, respectivamente). Os resultados foram 
representados como variação (∆) do limiar de estímulo (g), calculado pela subtração dos dois tempos 
avaliados (n = 10-15 animais). A pressão arterial sistólica (B) foi mensurada por pletismografia de 
cauda 24 h antes, e 1 h e 24 h após a indução de artrite nos grupos veículo e grupo tratado com AVE 
0991, 15 mg/kg (n = 4 animais). As barras representam a média ± EPM. (*) para P<0,05 quando 
comparado à média do grupo veículo e (#) para P<0,05 quando comparado à média do grupo 
controle (ANOVA seguida pelo pós-teste Student-Newman-Keuls). 
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4.2.4- AIA em camundongos com deleção gênica do rec eptor Mas 

de Ang-(1-7) 

 

 Como a ativação do receptor Mas pela administração de AVE 0991 ou Ang-

(1-7) reduziu o influxo de neutrófilos, a produção de citocinas e a hipernocicepção 

nos camundongos submetidos à AIA, o próximo passo foi avaliar o papel da ativação 

endógena do eixo ECA2-Ang-(1-7)-Mas, para o desenvolvimento da artrite. Para 

este fim, animais com e sem deleção genética do receptor Mas (C57Bl/6 Mas-/- e 

Mas+/+) foram imunizados e desafiados com mBSA. Animais Mas-/- e Mas+/+ 

imunizados com mBSA e desafiados com PBS 1x estéril não apresentaram 

diferenças basais entre si (dados não apresentados). A deleção gênica do receptor 

Mas foi acompanhada por um discreto agravamento de alguns parâmetros nos 

animais submetidos à AIA. Ocorreu um aumento do influxo de neutrófilos para a 

cavidade articular acometida, bem como maior produção de TNF-α e CXCL1 (Figura 

25C-D). No entanto, não houve diferenças significativas no infiltrado de neutrófilos 

nos tecidos periarticulares (Figura 25A ), na hiperanocicepção (Figura 25E ) e no 

índice de acometimento histológico entre os animais Mas-/- e Mas+/+ (Figura 25F ). 

Houve aumento significativo no número de neutrofilos e na concentração de 

citocinas em ausencia do receptor de Mas, no entanto não houve piora dos aspectos 

histológicos da doeça. 
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Figura 12 Artrite induzida por antígeno (AIA) em ca mundongos com deleção gênica do 
receptor Mas de Ang-(1-7). Os animais com e sem deleção genética do receptor Mas (C57Bl/6 Mas-/- 
e Mas+/+) foram imunizados com mBSA seguido pelo desafio com mBSA (10µg) ou PBS 1x (controle - 
CT) administrados dentro da articulação fêmur-tibial (joelho). O número relativo de neutrófilos no 
tecido periarticular (A) e na cavidade sinovial (B) e as concentrações de TNF-α (C) e CXCL1 (D) nos 
tecidos periaticulares foram avaliados 24 h após a indução da artrite. Hipernocicepção (E) e índice de 
acometimento histopatológico da artrite (F) também foram avaliados conforme descrição na sessão 
3.4.4. As barras representam a média ± EPM (n= 4 animais). (*) para P<0,05 quando comparado à 
média do grupo veículo e (#) para P<0,05 quando comparado à média do grupo controle (C57Bl/6 
Mas+/+) (ANOVA seguida pelo pós-teste Student-Newman-Keuls). 
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4.2.5- Mecanismos anti-inflamatórios da ativação do  receptor Mas 

na AIA 

 

Conforme observado no bloqueio do receptor AT1, pela utilização do Losartan, 

ocorreu aumento do influxo de neutrófilos para articulação associado à elevação nas 

concentrações teciduais de TNFα, CXCL1 e IL-1β em decorrência da artrite. Além 

disso, observou-se uma significativa redução da migração celular e dos níveis 

dessas citocinas após o tratamento com o agonista do receptor de Ang-(1-7), AVE 

0991. Experimentos de microscopia intravital permitiram avaliar in vivo o processo de 

rolamento e de adesão leucocitária, mostrando que os camundongos imunizados e 

desafiados com mBSA (veículos) apresentaram aumento tanto no número de 

leucócitos em rolamento quanto no número de leucócitos aderidos ao longo das 

paredes dos vasos, quando comparado com os camundongos imunizados com 

mBSA e desafiados com PBS (controles). A utilização do agonista do receptor de 

Ang-(1-7), AVE 0991, alterou de forma expressiva o perfil de interação leucócito-

endotélio: houve redução de 38% na taxa de rolamento (Figura 26A ) e de 53% na 

adesão (Figura 26B ) leucocitária ao longo dos vasos sinoviais, 24 horas após o 

desafio dos animais previamente imunizados com mBSA. 
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Figura 13. Efeito da administração do agonista do receptor Mas , AVE 0991, sobre a 
interação leucócito-endotélio na microvasculatura s inovial de camundongos 
submetidos à artrite induzida por antígeno (AIA) . AVE 0991 (3 mg/kg) ou veículo (PBS 
1x estéril) foi administrado i.p., 30 min antes da microscopia intravital. Rolamento (A) e 
adesão (B) de leucócitos no endotélio sinovial foram avaliados 24 h após a injeção de 
antígeno (mBSA, 10 µg) ou KOH 10mM em PBS 1x estéril na região intra-articular dos 
animas previamente imunizados. Os resultados de rolamento e adesão foram expressos 
como número de células/min e número de células/100µm, respectivamente. As barras 
representam a média ± EPM de 8 animais por grupo. (*) para P<0,05 quando comparado à 
média do grupo veículo e (#) para P<0,05 quando comparado à média do grupo controle 
(ANOVA seguida pelo pós-teste Student-Newman-Keuls). 

 

 

4.2.6- Efeito anti-inflamatório dos agonistas do re ceptor Mas, AVE 

0991, em ratos submetidos à artrite induzida por ad juvante (AdIA). 

  

 Por último, foi investigado se o tratamento com o agonista do receptor Mas, 

AVE 0991, poderia apresentar efeitos anti-inflamatórios em um modelo crônico de 

artrite, conforme verificado previamente para o tratamento com Losartan. Para isso, foi 

utilizado o modelo de indução de artrite a partir da administração de M. Butiricum em 

ratas. O tratamento com AVE 0991, 3 mg/kg, iniciou-se no 10º dia após indução da 
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artrite, onde até então, não existiam sinais da doença. O tratamento com AVE 0991 

estendeu-se até o 16º dia, quando foram realizadas avaliações que mostraram 

novamente aumento do influxo de neutrófilos (Figura 27A ) e da produção de TNF-α 

(Figura 27B ), CINC (Figura 27C ) e IL-1β (Figura 27D ) nos tecidos periarticulares dos 

animais com AdIA tratados com veículo. A presença de edema progressivo nas patas 

também foi verificada nestes animais (Figura 27D ). O tratamento com AVE 0991 

reduziu significativamente todos estes parâmetros inflamatórios. 

 A avaliação histopatológica da articulação radio-carpal dos animais permitiu 

também quantificar o grau de acometimento da articulação a partir da utilização de 

um índice de acometimento histológico. Intenso infiltrado celular, hiperplasia e 

desorganização sinovial, reabsorção de cartilagem e ossos, e formação de pannus 

foram observados nas articulações dos animais do grupo veículo (Figura 28B ) em 

comparação aos controles (Figura 28A ). Por outro lado, os animais tratados com 

AVE 0991 apresentaram melhora significativa quando comparados aos tratados com 

veículo.  Houve redução significativa do infiltrado inflamatório, bem como 

preservação da sinóvia, com apenas pequenas áreas de hiperplasia focal (Figura 

28C). Esta avaliação foi representada quantitativamente por meio do índice de 

acometimento histológico (Figura 28D ), que confirmou a eficácia do tratamento com 

AVE 09991. O tratamento com AVE 0991 reduziu o número de neutrófilos infiltrados 

bem como a concentração de citocinas pró-inflamatórias, com consequente melhora  

patológica. 
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Figura 14 Efeito do tratamento com agonista do rece ptor Mas, AVE 0991, sobre a migração de 
neutrófilos, concentração de citocinas e edema teci duais periarticulares de ratas submetidas 
à artrite induzida por adjuvante (AdIA ). Uma emulsão contendo Micobacterium butiricum foi 
administrada, i.d, em ratas Holtzman. A partir do 10º dia após indução de artrite, AVE 0991 (3 mg/kg) 
ou veículo – VE – (KOH 10mM em PBS 1x estéril) foram administrados (gavagem) aos animais, uma 
vez ao dia, até o 16º dia. No 16º dia, o número relativo de neutrófilos (A) foi estimado por ensaio de 
MPO e a concentração de citocinas, TNF-α (B), CINC (C) e IL-1β (D) no tecido periarticular, foram 
quantificadas por ELISA. A presença de edema periarticular foi acompanhada diariamente e 
mensurada por pletismografia (E). Aos animais do grupo controle (CT), foi administrada apenas uma 
emulsão contendo óleo + água. As barras representam a média ± EPM de 5-8 ratas por grupo. (*) 
para P<0,05 quando comparado à média do grupo veículo e (#) para P<0,05 quando comparado à 
média do grupo controle (ANOVA seguida pelo pós-teste Student-Newman-Keuls). 
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Figura 15 Efeito do tratamento com agonista do rece ptor Mas, AVE 0991, sobre o perfil 
histopatológico das articulações de ratas submetida s à artrite induzida por adjuvante (AdIA). 
Uma emulsão contendo Micobacterium butiricum foi administrada, i.d, em ratas Holtzman. A partir do 
10º dia após indução de artrite, AVE 0991 (3 mg/kg) ou veículo – VE – (KOH 10mM em PBS 1x 
estéril) foram administrados (gavagem) aos animais, uma vez ao dia, até o 16º dia. Aos animais do 
grupo controle (CT) foi administrada apenas uma emulsão contendo óleo + água. Cortes 
representativos da articulação radio-carpal das ratas controle (A), veículo (B), e tratadas com AVE 
0991 (3 mg/kg) (C) foram obtidas no 16º dia. Os cortes histológicos foram corados com Eosina e 
Hematoxina, onde as barras brancas representam 20 µm e as barras pretas 100 µm de comprimento. 
Inserts em A e C destacam a integridade da membrana sinovial e ausência de infiltrado inflamatório. 
Insert em B destaca a reabsorção óssea e formação de panus (setas). O índice de artrite (D) 
representa uma medida quantitativa do grau de acometimento histopatológico observado (descriçao 
na sessão 3.4.4). As barras representam a média ± EPM de 5-8 ratas por grupo. (*) para P<0,05 
quando comparado à média do grupo veículo e (#) para P<0,05 quando comparado à média do grupo 
controle (ANOVA seguida pelo pós-teste Student-Newman-Keuls). 



 

 

5  DISCUSSÃO 

 O presente estudo avaliou o papel do SRA no processo inflamatório da artrite 

experimental por meio da administração de antagonistas e agonistas de diferentes 

receptores angiotensinérgicos. Inicialmente, foram confirmados e ampliados dados 

obtidos previamente por outros autores (Price et al., 2007; Sagawa et al., 2005) de 

que o antagonista do receptor AT1, Losartan, melhora significativamente o processo 

inflamatório na artrite experimental (Figura 29 ). No entanto, o resultado mais 

relevante e inovador deste estudo diz respeito aos significativos efeitos anti-

inflamatórios decorrentes da ativação do receptor Mas em modelos experimentais de 

artrite (Figura 29 ). Este estudo apresenta evidências de que o composto AVE 0991, 

agonista do receptor Mas (Santos and Ferreira, 2006; Wiemer et al., 2002), 

apresenta potencial terapêutico para utilização em diferentes formas de artrite. Além 

disto, demonstramos que a expressão de citocinas e a interação leucócito-célula 

endotelial são alvos importantes da ação de fármacos que alteram o SRA. 

AT1 Mas

Ang II
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(Articulação)
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Figura 29  Representação esquemática dos principais  resultados observados no estudo do 
efeito da modulação farmacológica do SRA na artrite  experimental.  
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 A expressão de receptores de AT1 na sinóvia humana havia sido descrita há 

vários anos (Walsh et al., 1994). Outra informação importante refere-se à atividade 

aumentada da ECA na sinóvia de pacientes com artrite (Veale et al., 1992), 

sugerindo maior capacidade de síntese local de Ang II. O papel da Ang II como um 

agente pró-inflamatório já está bem estabelecido (Abu Nabah et al., 2007; Nabah et 

al., 2004; Peng et al., 2002; Ruiz-Ortega et al., 2001a; Ruiz-Ortega et al., 2001b). A 

Ang II participa da ativação e regulação de NF-Кβ e de genes relacionados com 

atividade inflamatória in vivo e in vitro (Ruiz-Ortega et al., 2000; Ruiz-Ortega et al., 

2001b). Além disso, vários estudos mostram que Ang II estimula a produção de 

quimiocinas e citocinas e a expressão de moléculas de adesão, que contribuem para 

a migração de células inflamatórias ao sítio de lesão (Mateo et al., 2006; Nabah et 

al., 2004; Ruiz-Ortega et al., 2001b).  

 Alguns estudos têm mostrado também a participação do SRA no curso da 

artrite. Sagawa et al. (2005) verificaram que o tratamento com antagonistas do 

receptor AT1 (ARBs) atenua a expressão da doença em modelo animal de artrite 

induzida por colágeno (CIA). Price et al. (2007) observaram que o tratamento com 

Losartan reduziu os níveis da citocina pró-inflamatória TNF-α na sinóvia de 

pacientes com artrite, bem como o edema articular em modelo animal de artrite. A 

partir dessas evidências, propusemos avaliar os efeitos e mecanismos envolvidos no 

tratamento com antagonistas do receptor AT1. 

 Dessa forma, o bloqueio do eixo clássico do SRA, ECA – Ang II – AT1, a partir 

da utilização do Losartan, antagonista do receptor AT1, produziu efeitos anti-

inflamatórios nos dois modelos de artrite estudados: artrite aguda induzida por 

mBSA (artrite induzida por antígeno - AIA) e artrite crônica induzida por adjuvante 

(AdIA). Em ambos os modelos experimentais, o Losartan reduziu o infiltrado celular, 

a liberação de citocinas pró-inflamatórias e a dor, importante sinal local de 

inflamação. Além disso, o tratamento evitou alterações histológicas mais intensas 

em decorrência da doença, e demosntrou, pela primeira vez, efeito anti-

hiperalgesico em modelos de artrite. 

 Tendo em vista a primeira demonstração da presença do receptor Mas em 

tecidos periarticulares de animais com AIA e controles, pareceu-nos razoável testar 

também a hipótese de participação do eixo contrarregulatório do SRA, ECA 2 – Ang-
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(1-7) – Mas, nos mesmos modelos experimentais de artrite por meio da utilização de 

agonistas do receptor Mas. Foram, então, utilizados o ligante endógeno do receptor, 

a Ang-(1-7) (Santos et al., 2003) e o agonista sintético, ativo por via oral, desse 

receptor, o composto AVE 0991 (Santos and Ferreira, 2006; Wiemer et al., 2002). 

Dessa forma, à semelhança do que foi observado para o Losartan, houve redução 

no processo inflamatório articular em decorrência da ativação do receptor Mas, tanto 

na AIA como na AdIA. Além disso, pôde-se verificar que a deleção gênica do 

receptor Mas piora alguns parâmetros inflamatórios que acompanham a artrite.  

 A redução do acúmulo de neutrófilos e da lesão tecidual foi associada à 

menor produção local de citocinas pró-inflamatórias, incluindo TNF-α, IL-1β e da 

quimiocina ativadora de neutrófilos (CXCL1/CINC). É bem estabelecido que as 

citocinas sejam responsáveis pelo início e perpetuação da resposta inflamatória na 

AR, bem como favoreçam o influxo de neutrófilos para os sítios de lesão (Feldmann 

et al., 1996b; Passos et al., 2004). Nesse contexto, o TNF-α apresenta um papel 

chave na patogênese da AR (Feldmann, 2002; Feldmann et al., 1996b), facilitando o 

influxo de leucócitos, que, por sua vez, são capazes de aumentar ainda mais a 

produção local dessa citocina, gerando um ciclo vicioso (Bombini et al., 2004; 

Canetti et al., 2001). De forma semelhante, quimiocinas ativadoras de neutrófilos, 

tais como CXCL1, são importantes para o recrutamento dessas células em modelos 

animais, que, por sua vez, também estimulam a produção de quimiocinas. 

 Estudos anteriores também evidenciaram o papel do SRA no recrutamento de 

neutrófilos e na produção de citocinas. Price e cols (2007) associaram a redução da 

concentração de TNF-α com a melhora clinica da artrite após utilização de Losartan. 

Abu Nabah e cols (2007) demonstraram o potencial da Ang II em estimular os 

neutrófilos e a produção de algumas quimiocinas, tais como CINC (CXCL1) na 

cavidade peritoneal. Além disso, este mesmo estudo mostrou que o tratamento com 

Losartan foi capaz de inibir tais respostas. Oudit e cols (2007), avaliando animais 

com deleção genética do gene da ECA2, sugeriram a participação do eixo 

contrarregulatório do SRA como modulador da produção de citocinas e do influxo de 

neutrófilos em animais com cardiomiopatia. Também foi verificado o efeito 

renoprotetor da administração de Ang-(1-7) em animais com glomerulonefrite 

associado à expressiva redução da citocina TGF-β (Zhang et al., 2010). 
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 Inúmeras evidências mostram a interação positiva entre citocinas/ quimiocinas 

e neutrófilos no processo de inflamação e lesão do tecido articular (Bombini et al., 

2004; Canetti et al., 2001; Cascao et al.; 2010, Coelho et al., 2008; Cunha et al., 

2008a; Cunha et al., 2005). Tanto o bloqueio do receptor AT1, pela administração de 

Losartan, quanto a ativação do receptor Mas, pelo tratamento com Ang-(1-7) ou AVE 

0991, foram eficazes em reduzir influxo de neutrófilos, a produção de TNF-α e 

CXCL1, demonstrando que a intervenção farmacológica junto ao SRA foi potente o 

suficiente para impedir a interação entre as citocinas e os leucócitos na indução da 

inflamação e da lesão articular, tanto no modelo de artrite aguda (AIA), quanto 

crônica (AdIA).  

 Histologicamente, foi possível detectar redução significativa do infiltrado 

celular sinovial, da hiperplasia de sinóvia, e da reabsorção óssea (específica para o 

modelo de AdIA) após administração de Losartan ou de AVE 0991. A maior 

preservação da arquitetura articular decorre provavelmente da redução da migração 

de neutrófilos e da menor produção local de citocinas. Esse resultado pode ser 

atribuído, pelo menos em parte, à redução do estímulo direto dos neutrófilos sobre a 

produção de espécies reativas de oxigênio (ROS), que estão relacionadas à maior 

susceptibilidade à doença (Cedergren et al., 2007). Além disso, os neutrófilos estão 

envolvidos nos processos de diferenciação celular e reabsorção óssea (Poubelle et 

al., 2007). No que se refere às citocinas, a redução da produção local de TNF-α foi 

verificada em resposta a ambos os tratamentos (Losartan e AVE 0991), 

administrados nos modelos agudo e crônico de artrite. Esse efeito certamente 

também contribuiu para a melhora da artrite experimental, uma vez que o TNF-α é 

capaz de direcionar a formação de osteoclastos, podendo, inclusive, mobilizar seus 

precursores da medula óssea (Li et al., 2004; Ritchlin et al., 2003) e induzir erosões 

espontâneas e inflamação articular, quando sua expressão encontra-se aumentada 

(Keffer et al., 1991).  

 A redução da reposta inflamatória obtida por meio da intervenção 

farmacológica no SRA, tanto pelo bloqueio do receptor AT1 quanto pela ativação do 

receptor Mas, associou-se à recuperação funcional articular, refletida pela redução 

da hipernocicepção avaliada nos camundongos com AIA. A dor é considerada o 

principal sintoma em pacientes com artrite e frequentemente causa importante perda 

de função (Hallert et al., 2004). A hipernocicepção na artrite é decorrente, 
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principalmente, do processo inflamatório associado à doença (Cunha et al., 2008a; 

Cunha et al., 2005; Kasama et al., 2005). No entanto, observa-se que a 

hipernocicepção não decorre somente da ativação direta de nociceptores, mas 

também pode ser produzida pela liberação local de citocinas (Cunha et al., 2005; 

Cunha et al., 2008b; Kasama et al., 2005) associada à migração de neutrófilos 

(Cunha et al., 2008b; Levine et al., 1985). Desta forma, pode-se dizer que, o 

processo inflamatório articular é decorrente da liberação em cascata de citocinas, 

que contribuem para os fenômenos de dor e perda de função articular (Cunha and 

Ferreira, 2003; Cunha et al., 2005; Verri et al., 2006). O estudo de Cunha e cols 

(2008) realizado em camundongos submetidos ao modelo de artrite induzida por 

mBSA sugere que a inflamação decorrente da artrite seja mediada inicialmente pela 

produção de TNF-α que, sequencialmente, ativa a liberação de IL-1β e CXCL1. 

Essas citocinas, por sua vez, estimulam a liberação de mediadores finais do 

processo inflamatório, como prostanóides e aminas simpatomiméticas, os quais 

sensibilizam fibras aferentes nociceptivas. 

 No presente estudo, a redução da hipernocicepção foi acompanhada por uma 

menor taxa de produção de TNF-α e CXCL1 após a administração de Losartan, e 

uma menor produção de TNF-α, IL-1β e CXCL1 após administração de AVE 0991 ou 

Ang-(1-7). Além disso, ainda ocorreu uma redução de neutrófilos em ambos os 

casos. Esses resultados indicam que a modulação farmacológica do SRA é capaz 

de atuar em importantes vias relacionadas à gênese da dor inflamatória observada 

na artrite. 

 Alguns trabalhos descrevem o papel da Ang II em modular a nocicepção no 

sistema nervoso central (Haulica et al., 1986; Marques-Lopes et al., 2009; Pelegrini-

da-Silva et al., 2005). Um exemplo é o estudo de Marques-Lopes e cols (2009) 

demonstrando que a injeção de Ang II na região ventrolateral caudal do bulbo foi 

capaz de induzir hipernocicepção, detectada em testes de indução de dor aguda por 

estímulo inflamatório. Tal estudo mostrou também que a administração de Losartan 

evitou a hipernocicepção observada. Em estudo mais recente, os mesmos autores 

(Marques-Lopes et al.,2010) mostraram que o efeito hiperalgésico de Ang II é 

mediado por um grupo de células noradrenérgicas A5. Existem evidências de que 

outros peptídeos do SRA sejam capazes de modular a hipernocicepção (Pelegrini-

da-Silva et al., 2005) Por exemplo, foi demonstrado papel antinociceptivo da Ang III 
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na substância cinzenta periaquedutal (Pelegrini-da-Silva et al., 2005). Apesar desses 

achados não serem diretamente associados aos mecanismos de nocicepção 

inflamatória envolvidos na artrite, é possível que os mediadores do SRA modulem 

respostas nociceptivas de naturezas diversas. 

 A fim de avaliar o papel endógeno do eixo contrarregulatório do SRA no 

processo inflamatório presente na artrite, foi realizado a indução de artrite por mBSA 

em camundongos com deleção genética para o receptor Mas de Ang-(1-7). Nossos 

resultados mostraram que os camundongos deficientes de receptor Mas (C57Bl/6 

Mas-/-) apresentam um quadro inflamatório mais acentuado do que os camundongos 

controle (C57Bl/6 Mas+/+), também acometidos pela artrite. Esses resultados 

corroboram a hipótese de que o receptor Mas apresenta um papel endógeno no 

controle das respostas inflamatórias verificadas na artrite induzida por antígeno, 

entretanto a intensidade desse efeito endógeno é extremamente pequena quando 

comparada às respostas anti-inflamatórias verificadas com a ativação do receptor 

Mas por administração farmacológica de AVE 0991 ou Ang-(1-7).  

 Conforme já mencionado, as intervenções farmacológicas no SRA (bloqueio 

do receptor AT1 e estimulação do receptor Mas) produziram redução do infiltrado de 

neutrófilos em ambos os modelos experimentais avaliados. A inibição do influxo de 

neutrófilos foi devida, pelo menos em parte, à diminuição da produção local de 

quimiocinas. No entanto, era possível que o SRA também interferisse diretamente 

nas interações leucócito-endoteliais na sinóvia, impedindo, dessa forma, o influxo de 

neutrófilos para o tecido lesado. Os resultados do presente estudo demonstraram 

que, tanto a administração de losartan quanto o tratamento com AVE 0991, 

reduziram significativamente, e por efeito direto as taxas de rolamento e adesão 

leucocitárias na microvasculatura de camundongos com artrite. Isto pode ser 

afirmado devido ao fato de que os compostos foram administrados poucos minutos 

antes do procedimento da microscopia intravital, e, neste momento, os mediadores 

inflamatórios já haviam sido produzidos/liberados. 

 A ativação do receptor AT1 pela Ang II aumenta o rolamento e adesão 

leucocitários, conforme já demonstrado em estudos anteriores (Mateo et al., 2006; 

Nabah et al., 2004). Tais estudos avaliaram o potencial pró-inflamatório da Ang II em 

recrutar leucócitos, liberar quimiocinas e estimular as interações leucócito-endoteliais 

na microcirculação do mesentério. Foi também verificado que os efeitos inflamatórios 
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da Ang II decorrem da ativação do receptor AT1, sugerindo o potencial terapêutico 

do bloqueio farmacológico deste receptor (Mateo et al., 2006). 

 Em vários sistemas, especialmente no cardiovascular e renal, os efeitos 

decorrentes da ativação do receptor AT1 pela Ang II são frequentemente opostos 

aos obtidos pela ação da Ang-(1-7) sobre seu receptor Mas [ver para revisão 

(Santos et al., 2008b)]. Nesse contexto, o presente estudo sugere que as ações 

destes dois eixos do SRA também sejam opostas no processo inflamatório, onde a 

interação entre Ang-(1-7) e receptor Mas exerce efeitos anti-inflamatórios enquanto 

o receptor AT1 medeia as ações pró-inflamatórias da Ang II. 

 Finalmente, o impacto de nossos resultados vai além do potente efeito anti-

inflamatório observado pelos compostos estudados. Nosso estudo sugere ainda que: 

1) Losartan, que é um dos principais medicamentos usados no tratamento de 

doenças cardiovasculares e renais, de baixo custo e poucos efeitos adversos 

descritos (Aulakh et al., 2007; Chung and Unger, 1999), pode apresentar também 

efeitos benéficos no tratamento da artrite. Tendo em vista que as doenças 

cardiovasculares são as principais causas de morte em pacientes com AR (Reilly et 

al., 1990), o uso de Losartan, fármaco sabidamente cardioprotetor, pode-se tornar 

um agente de escolha no controle da inflamação em pacientes com artrite. 2) 

Demonstramos também, pela primeira vez, que o receptor Mas está presente no 

tecido articular e desempenha um papel protetor no contexto da artrite, o que torna, 

portanto, seu agonista oral, o composto AVE 0991, um novo candidato ao 

tratamento de doenças inflamatórias como a artrite. Vale ressaltar ainda que este 

composto também apresenta efeitos cardio e renoprotetores (Benter et al., 2006; 

Silveira et al., 2009). 
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6 SUMÁRIO E CONCLUSÃO  

 

 

(i)  a inibição do receptor AT1 de Ang II, através do uso de Losartan, 

apresentou efeitos anti-inflamatórios e anti-hiperalgésicos em modelos 

de artrite experimental aguda e crônica.  

(ii)  a ativação do receptor Mas, por meio da administração de Ang-(1-7) e 

de AVE 0991, exerce potente efeito anti-inflamatório nos modelos de 

artrite aguda e crônica. 

(iii) a ausência do receptor Mas de Ang-(1-7) provoca uma piora, pouco 

expressiva da inflamação nos animais submetidoas à arite por mBSA, 

sugerindo a existência de um papel endógeno do eixo ECA2 – Ang-(1-

7) – Mas na artrite.  

(iv)  Do ponto de vista mecanístico, nosso estudo demonstrou que as duas 

formas de intervenção farmacológica sobre o SRA (bloqueio do 

receptor AT1 e estímulo ao receptor Mas) inibem a produção local de 

citocinas e interferem com as interações leucócito-endoteliais na 

microvasculatura sinovial.  

(v) No contexto da inflamação decorrente da atrite, o SRA também 

funciona como um sistema bidirecional no qual os dois eixos se contra-

regulam: a interação entre Ang-(1-7) e receptor Mas exerce efeitos anti-

inflamatórios e, em contrapartida, a interação entre Ang II  e o receptor 

AT1 medeia ações pró-inflamatórias. 

(vi) O uso dos bloqueadores do receptor AT1 ou ativadores de receptor 

Mas podem representar novas opções terapêuticas para pacientes com 

artrite, premissa a ser avaliada em estudos clínicos. 

.  
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