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Resumo

Uma adaptacio inadequada ao estresse executa importante papel na
fisiopatologia de inumeras doengas altamente prevalentes nos dias atuais. A
angiotensina Il (Ang Il) exerce fungéo tanto na resposta ao estresse, quanto
na resposta proinflamatéria do organismo (que também faz parte dos
mecanismos de adaptagado ao estresse). Para avaliar a participagédo da Ang
Il na modulacdo da expressado de citocinas pro-inflamatérias IL-1B3, IL-6 e
TNF-a em hipocampo e hipotalamo de ratos submetidos a estresse cronico,
fez-se o tratamento com Losartan. As estruturas foram coletadas, para
quantificacdo de citocinas por ELISA. Foi verificado que ha significativo
aumento nas concentragées de TNF-a no hipocampo do grupo que ingeriu
Losartan mas nao foi submetido a estresse. Por outro lado, o grupo
estressado, sem o farmaco, apresentou diminuicdo da expressao de IL-1j,

que foi prevenida pela administracdo do bloqueador.

Palavras-chave: Estresse crénico, Angiotensina IlI, citocinas pro-
inflamatérias, IL1-8, IL-6, TNF-a.



1. Introducgao

1.1.Estresse

A exposicdo a condigdbes hostis (usualmente referidas como
estressoras) resulta em uma série de modificagbes coordenadas no
organismo, a fim de possibilitar a manutengcdo da homeostase. Essas
respostas coordenadas, ou respostas ao estresse, sdo compostas de
alteracdes no comportamento, funcdo autbnoma, e a secrecdo de varios
horménios, incluindo o horménio adrenocorticotréfico (ACTH) e cortisol/
corticosterona (em roedores), catecolaminas adrenais, ocitocina, prolactina e

renina [1].

Estressores podem ser definidos como as condicbes que pde em
risco (ou parecem por em risco) a sobrevivéncia de um individuo. Em geral,
esses estressores podem ser agrupados em trés categorias abrangentes: (1)
estressores psicologicos, baseados na resposta aprendida de uma ameaga
iminente de situacado adversa (medo, ansiedade, exposicdo a um ambiente
novo ou incontrolavel); (2) estressores que consistem em estimulos fisicos e
tém um forte componente psicoldgico (dor, choque na pata, imobilizagcao);
(3) estressores que desafiam a homeostase cardiovascular (hemorragia,

estresse ortostatico). [1]

Algumas das mudancas fisioldgicas associadas ao estresse incluem a
mobilizacdo de energia para a manutencao das fungdes muscular e cerebral,
atencao focada para perceber a ameaca, aumento dos indices de perfusao

cerebral e utilizagdo cerebral de glicose, aprimoramento da funcgéo
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cardiovascular e respiragdo, e redistribuicdo da circulagdo sanguinea,
aumentando a entrega de substrato e energia ao cérebro e aos musculos,
modulagao da fungdo imune, inibicao da fisiologia reprodutiva e decréscimo

da alimentagéo e apetite. [2]

Varias estruturas centrais estdo envolvidas na resposta a estimulos
estressores fisiologicos e psicologicos, como cortex pré-frontal, hipocampo,
amigdala e septo, juntamente com as fibras nervosas que transportam o
estimulo sensorial, langcam aferéncias ao nucleo paraventricular hipotalamico
(PVN), indicado como um ultimo integrador da resposta ao estresse. Sao as
células do PVN que produzem varios peptideos como arginina, vasopressina
e 0 hormobnio liberador de corticotrofina (CRH)[3, 4]. Esses neurbnios
projetam-se para a zona externa da eminéncia média do hipotalamo, sendo
que os peptideos sao liberados no sistema porta-hipofisario, resultando na
liberacao de varios outros horménios pela hipoéfise, como o ACTH. O ACTH,
por sua vez, estimula um aumento de glicocorticéides na circulagao [5]. Os
glicocorticoéides podem ter agbes em diferentes regibes do organismo,
inclusive no sistema nervoso central, sendo que o término da resposta aos
glicocorticéides € dada por um eficiente sistema de retroalimentagao

negativa, envolvendo amigdala, hipotalamo, hipocampo e hipéfise[6].

Outra regido central importante na resposta ao estresse € o locus
coeruleus. Juntamente com outros grupos celulares noradrenérgicos da
medula e da ponte, constituem o sistema locus coeruleus/noradrenalina
(LC/NA). A noradrenalina cerebral atua diminuindo funcbes

neurovegetativas, tais como alimentagao e sono, e contribui para o aumento



das respostas autondbmicas e neuroenddcrinas ao estresse, incluindo
ativacao do eixo HPA. Existem conexdes neuronais reciprocas entre o CRH

o sistema LC/NA, com consequente estimulagao reciproca.[4]

A acdo do organismo, na situacdo de estresse, € de facilitar as
fungdes neurais para garantir um estado de atengcdo mais eficaz. Por outro
lado, ha inibicdo de funcbes vegetativas, como apetite, alimentacado e
reproducado. Entdo, a energia é redistribuida, de modo a favorecer um maior

aporte de oxigénio e nutrientes para musculos e sistema nervoso central [7].

Inicialmente, pensava-se que o hormoénio liberador de corticotrofina
(CRH) fosse o unico estimulador da liberagdo de ACTH pela hipdfise.
Atualmente se sabe que, embora ele tenha um papel proeminente na
mediacdo da resposta ao estresse, atuando sobre o eixo HPA, e na
coordenacao das respostas enddcrinas, autbnomas, comportamentais e
imunoldgicas[9, 10, 11, 12], existem inumeras outras moléculas atuando
nessa fungdo. Nesse contexto, destaca-se o horménio angiotensina Il (Ang
II), que tem sua concentragao tanto periférica quanto central aumentadas,

tanto nas respostas ao estresse agudo, quanto no estimulo crénico [13].

A agado da angiotensina na regido parvocelular do PVN durante o
estresse, estimula a sintese e liberacdo de CRH [14]. Sinergicamente, a
arginina-vasopressina (AVP) age com o CRH, modulando a liberagao de
ACTH pelos adrenocorticotrofos na adeno-hipdfise.[15] Contudo, se, por um
lado, ha na resposta aguda a um estressor, uma sutil elevagcdo de AVP e

forte elevacdo de CRH, no estresse crbnico, a resposta hipotalamica se
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diferencia por apresentar forte elevacdo de AVP e discreta elevagao dos

niveis de CRH [16].

O estresse por contengdo, paradigma de estresse utilizado nesse
trabalho, esta caracterizado como estresse psicoldgico, podendo levar a
alteragbes neuroquimicas e/ou comportamentais, muitas vezes indesejaveis,
que estdo intimamente ligadas com a duracdo e intensidade do evento
estressor. Como exemplo, pode-se dizer que uma exposi¢cao prolongada a
glicocorticdides causa uma regulacdo negativa dos receptores de
glicocorticéides no hipocampo, estrutura mais importante na regulagao do
eixo [17] prejudicando a retroalimentagdo negativa que esses hormonios
exercem no eixo HPA. Adicionalmente, varios estudos vém apontando os
efeitos neurotdéxicos da exposicao prolongada a glicocorticéides (danos que
podem se manifestar em diversos niveis, como atrofia celular, ou mesmo

morte neuronal) [18].

1.2. Angiotensina ll

O octapeptideo Angiotensina Il (Ang Il), foi descoberto como um
agente pro-hipertensivo de origem periférica [19] que faz parte de um
sistema classico descrito em mamiferos. Esse sistema é caracterizado por
uma molécula precursora — 0 angiotensinogénio - , predominantemente
produzido no figado e liberado na circulagdo. O angiotensinogénio, por sua
vez, é clivado pela renina (enzima produzida pelo rim e liberada na
circulagao), formando o decapeptideo precursor inativo Angiotensina |I. A

Angiotensina | presente na circulagédo é convertida a Angiotensina Il pela

11



enzima conversora de angiotensina (ECA), predominantemente presente
nas superficies das células endoteliais nos pulmdes. A angiotensina Il
circulante produz vasoconstrigdo, retencao de sédio e agua, consolidando

um papel-chave na regulacdo da homeostase e da pressao sanguinea. [20]

As acbes fisioléogicas da Ang |l acontecem por meio de dois
receptores, AT1 e AT2 [21], que estdo amplamente distribuidos pelo SNC,
incluindo-se ai nucleos angiotensinérgicos, como o 6rgao subfornicial (SFO).
Esse nucleo apresenta uma alta densidade de receptores AT1, e esta

situado fora da barreira hemato-encefalica (BHE).

Atualmente, sabe-se que ha um sistema angiotensinérgico cerebral
endbégeno[22]. O uso de técnicas sensiveis e quantitativas, permitiu a
localizagédo e caracterizagdo dos receptores de Angiotensina |l no cérebro.
Varios estudos demonstram que a ANG Il se liga a sitios em regides
cerebrais especificas, havendo varios receptores localizados dentro da
barreira hemato-encefalica que ndo sao acessiveis ao peptideo circulante. A
maioria dos receptores se encontra em areas envolvidas com a regulagéo
enddcrina e autondmica, percepg¢ao sensorial e comportamento emocional

[23].

A Ang Il tem sido relacionada fortemente ao estresse, visto que ja foi
observada sua concentracdo aumentada logo apds situagao estressante
[24]. O estresse agudo aumenta o conteudo de Ang Il em muitas regides do
cérebro (incluindo o hipotalamo), além de aumentar a expressao do receptor
AT1 na porcao parvocelular do nucleo paraventricular, na eminéncia

mediana do hipotalamo, na hipéfise anterior, entre outros [25]. Além disso, a
12



Ang Il tem sido descrita como uma ativadora celular, regulando a expressao
de viérias substancias, incluindo fatores de crescimento, citocinas,
quimiocinas e moléculas de adesao, que estao envolvidas em crescimento e
proliferacdo celular, resposta inflamatéria e estresse oxidativo,

principalmente através dos seus receptores AT1. [21]

Varios estudos apontam a Ang Il como efetora importante em eventos
do processo inflamatério [25], promovendo sintese e liberacao de citocinas e
radicais livres [26, 27] que podem acarretar destrui¢cao celular e tecidual. Por
outro lado, os efeitos biolégicos da Angll ndo sdo dependentes apenas das
concentragbes locais ou sistémicas desse hormoénio, mas também da
densidade de receptores para esse agente nas superficies das células-alvo.
Porém, o mecanismo de regulacdo da expressdo de AT1 €& pouco

conhecido.[28]

1.3.Citocinas

Citocina € um termo genérico, usado para designar um grande grupo
de proteinas soluveis e peptideos responsaveis pela comunicagao
intercelular; no sistema imune, sao reguladoras centrais de crescimento e
diferenciagao de leucdcitos, sao produzidas por varios tipos celulares, e tém
inumeros alvos, em todas as regides do organismo. As citocinas agem em
um espectro celular maior do que os horménios, mas nao sao produzidas
por glandulas delimitadas, e sim por células do sistema imune e também do

sistema nervoso central, principalmente pelas células da glia [29].
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Mais de cem citocinas humanas ja foram identificadas e, para
simplificar o seu entendimento, foram divididas em superfamilias estruturais.
Atualmente, diversos estudos relacionam a presencga de citocinas, em fluidos
corporais, com a patogénese de inumeros disturbios, inclusive do sistema
nervoso central. As citocinas interagem com o SNC em diferentes niveis,
como o neuroenddcrino, incluindo o eixo HPA, e inervacdo simpatica de
orgaos linfoéides, e estao envolvidos na resposta imune, tanto humoral como
celular. [30] Por sua vez, o sistema imune influencia o SNC primordialmente

através de citocinas.

Citocinas influenciam mecanismos que se utilizam de varios circuitos
neurais, como apetite, termorregulacdo, padrées de comportamento e de
sono. Também ha evidéncias da participacdo das citocinas em mecanismos
de memoria e aprendizado. Por conseguinte, estudos demonstram a
presenca de receptores funcionais para citocinas ao longo do SNC, em
astrocitos, microglia, oligodendrécitos, e na maioria dos neurénios.[31, 32].
Diversas citocinas foram encontradas no cérebro, sendo que ha expressao
constitutiva de IL-1 B, IL-6 e TNF-a no SNC. Embora ndo haja consenso
sobre onde estejam concentrados os receptores para essas citocinas,
parece que, em ratos adultos, a maioria dos receptores para IL-1 B se

encontram no hipocampo. [33]

No inicio dos estudos sobre a relagdo neuroimunoldgica, acreditava-
se que moléculas relativamente grandes como as citocinas (que podem ter
de 15 a 20 kDa) ndo pudessem cruzar a barreira hemato-encefalica.

Trabalhos recentes demonstram que as citocinas podem chegar ao SNC,
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cruzando diretamente a barreira hemato-encefalica, ou indiretamente,
sinalizando ao cérebro por meio de outras substancias [34]. Desse modo, as
interleucinas proé-inflamatoérias IL-1, IL-6 e TNF-a podem influenciar a
atividade neuroendécrina, promover a alteragdo de neurotransmissores
centrais e induzir inumeros sintomas e/ou modificagdes comportamentais

[35].

1.3.1 Interleucina 1

Interleucina 1 (IL-1) é uma citocina proinflamatoria,produzida
principalmente por mondcitos e macréfagos na circulagdo periférica. Sua
agao ocorre por meio da ligagdo dos agonistas (IL1-a ou IL1-B), a um
receptor de superficie celular (IL1-R1), e necessita de associagdo a uma
proteina acesséria (Acp). Ha também outro receptor (IL-R2), mas né&o

participa da mesma forma na transdugao de sinal.[36]

Embora esteja presente apenas em pequenas quantidades em estado
basal, tanto ligantes quanto receptores de IL-1 podem ser expressos por
células do SNC. Pouco se sabe sobre a regulagcédo da expresséo e a origem
exata dessa citocina no SNC, mas a expressdo ja foi percebida em
astrécitos, microglia, oligodendroglia, neurénios, células vasculares cerebrais

e células imunes circulantes.

IL-1 € um potente defensor do hospedeiro frente a infecgdes e danos,
tanto dentro quanto fora do SNC, participando do recrutamento celular e da
manutengao da resposta inflamatoria. Além disso, ja foi verificada a sua

participacdo em acgdes hipotalamicas, como o apetite[37].
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1.3.2 Interleucina 6

A IL-6 é uma citocina multifuncional, produzida por células T,
monocitos e macréfagos, fibroblastos, hepatocitos e algumas células
tumorais. A sua producao € regulada pela estimulacdo por antigeno, IL-1,
fator de necrose tumoral, virus, entre outros [38]. A IL-6 age estimulando a
secrecao de anticorpos pelas células B, e a producéo de IL-2 pelas células

T.

IL-6 exerce atividade sobre células timicas maduras e linfocitos T
periféricos. Essa citocina também estimula a produgao de proteinas de fase
aguda da inflamagédo pelos hepatdcitos, e tem atividade de formagdo de

col6nia das células-tronco hematopoiéticas, entre outros. [39]

1.3.3 Fator de Necrose Tumoral a

O TNF-a é produzido por neutrofilos, linfocitos T e B ativados, células
natural Killers, células endoteliais e células musculares. Ele possui acéo
pleiotréfica, podendo ativar multiplas vias de transdug¢ao de sinal, induzir ou
suprimir a expressao de varios genes, fatores de transcrigdo, mediadores
inflamatorios e proteinas de fase aguda [40]. Muitas de suas agdes tém
funcao semelhante as da IL-1, como a resisténcia do hospedeiro a infecgao.

[41]

Diante da participacdo do estresse na modulacdo do conteudo de
citocinas proinflamatérias, e tendo em vista o importante papel da

angiotensina |l durante a resposta ao estresse, deseja-se verificar se ha a
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participagdo da angiotensina Il nessa modulagdo, em hipocampo e

hipotalamo.
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Resumo

Uma adaptacdo inadequada ao estresse executa importante papel na
fisiopatologia de inumeras doengas altamente prevalentes nos dias atuais. A
angiotensina Il (Angll) exerce fungao tanto na resposta ao estresse, quanto
na resposta proinflamatéria do organismo (que também faz parte dos
mecanismos de adaptacado ao estresse). Para avaliar a participacdo da Ang
Il na modulacdo da expressao de citocinas proé-inflamatérias IL-1B, IL-6 e
TNF-a em hipocampo e hipotalamo de ratos submetidos a estresse cronico,
fez-se o tratamento com Losartan. As estruturas foram coletadas, para
quantificagdo de citocinas por ELISA. Foi verificado que ha significativo
aumento nas concentracdes de TNF-a no hipocampo do grupo que ingeriu
Losartan mas nao foi submetido a estresse. Por outro lado, o grupo
estressado, sem o farmaco, apresentou diminuicdo da expressao de IL-1j,

que foi prevenida pela administracdo do bloqueador.

Palavras-chave: Estresse crénico, Angiotensina I, citocinas pro-
inflamatérias, IL1-8, IL-6, TNF-a.
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1.Introducgao

A exposicao a condigbes hostis (usualmente referidas como
estressoras) resulta em uma série de modificacdbes coordenadas no
organismo, a fim de garantir a manutencdo da homeostase. Essas respostas
coordenadas, ou respostas ao estresse, sdo compostas de alteragdes no
comportamento, funcdo autbnoma, e a secrecdo de varios hormoénios,
incluindo o horménio adrenocorticotrofico (ACTH) e cortisol/ corticosterona
(em roedores), catecolaminas adrenais, ocitocina, prolactina e renina (Van

der Kar & Blair, 1999).

Algumas das mudancas fisioldgicas associadas ao estresse incluem a
mobilizagcdo de energia para a manutencao das fungdes muscular e cerebral,
atencao focada para perceber a ameaca, aumento dos indices de perfusao
cerebral e utilizagdo cerebral de glicose. Dessa forma, ha aprimoramento da
funcdo cardiovascular e respiragdo, aumentando a entrega de substrato e
energia ao cérebro e aos musculos, modulagao da fungéo imune, inibigdo da
fisiologia reprodutiva e decréscimo da alimentagdo e apetite. (Habib et al,

2001)

Varias estruturas centrais estdao envolvidas na resposta a estimulos
estressores, como cortex pré-frontal, hipocampo, amigdala e septo,
juntamente com as fibras nervosas que transportam o estimulo sensorial,
langam aferéncias ao nucleo paraventricular hipotalamico (PVN), indicado
como um ultimo integrador da resposta ao estresse. As células do PVN
produzem varios aminoacidos, como arginina, e peptideos como

vasopressina € o horménio liberador de corticotrofina (CRH) (Chrousos,
20



1997 e 2002). Esses neurbnios se projetam para a zona externa da
eminéncia média do hipotalamo, sendo que os peptideos sao liberados no
sistema porta-hipofisario, resultando na liberagao de varios outros horménios
pela hipofise, como o ACTH. O ACTH, por sua vez, estimula um aumento

de glicocorticéides na circulagao. (Aguilera et al, 2001).

Sabe-se que CRH nao é o unico regulador da liberacdo de ACTH
(Levens, 1990), embora ele tenha um papel proeminente na mediacdo dos
efeitos das situacbes estressantes no eixo HPA, e na coordenacado das
respostas enddcrinas, autbnomas, comportamentais e imunoldgicas ao
estresse. (Vale et al, 1981,Dunn & Berridge, 1990, de Souza, 1995, Sout et
al, 2002,). Nesse contexto, destaca-se o horménio angiotensina Il (Ang Il),
que tem sua concentracao tanto periférica quanto central aumentadas, tanto
no estresse agudo quanto no estimulo cronico.(Castrén & Saavedra, 1998).
A acao da angiotensina Il na regiao parvocelular do PVN durante o estresse,
estimula a sintese e liberacdo de CRH (Sumitomo et al, 1991). As acbes
fisiolégicas da Ang Il acontecem por meio de dois receptores, AT1 e AT2

(Ferrario, 2006), que estdo amplamente distribuidos pelo SNC,

Vérios estudos apontam a Ang Il como efetora importante em eventos
do processo inflamatério (Suzuki et al, 2003), agindo também como um
mediador pro-inflamatdrio, promovendo a liberacdo de citocinas e radicais

livres (Ruiz-Ortega et al, 2002, LiLua et al, 2004).

Este trabalho tem como objetivo verificar se ha modificagdo da
expressao de citocinas proé-inflamatérias IL-183, IL-6 e TNF-a, em hipocampo

e hipotalamo, quando ratos submetidos a estresse por contencédo diaria,
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durante sete dias, recebem tratamento com Losartan (antagonista AT1 de
angiotensina Il) na agua de beber. Espera-se, assim, inferir se ha a
participagdo da angiotensina Il na modulagdo da expressdo desses fatores

inflamatorios.

2.Materiais e métodos

2.1.Animais

A principio, 40 ratos Wistar machos, obtidos do biotério central da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, foram admitidos em nosso
laboratdrio, com a idade de 75 dias. Apds 15 dias de ambientacdo em nosso
biotério, que possuia temperatura entre 22°+2°C, e ciclo claro/escuro de 12h,
com luzes acesas as 5h da manha, eles foram alocados em gaiolas
metabdlicas. Os resultados de consumo das gaiolas metabdlicas servem

para um outro projeto, que faz parte do mesmo grupo de pesquisa.

Os ratos foram divididos em quatro grupos: (1) controle, que nao
recebiam nem farmaco, nem estresse, (2) estresse, que recebiam apenas
estresse, mas nao tratamento com o farmaco, (3) estresse+losartan, que
recebiam a intervencdo de estresse e o tratmento com o farmaco, e (4)
losartan, que nao sofriam o estresse, mas recebiam tratamento com o

farmaco.

A administracdo de Losartan, um antagonista de receptores AT1 de
Ang I, foi feita com a diluigho do farmaco na agua de beber, na

concentragédo de 0,1 mg/ml/kg de peso do animal (Cullman et al, 1999). Os
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animais foram pesados diariamente para a correcdo da dose do farmaco, e a

solucdo de administragao era trocada a cada 24 horas.

Os animais submetidos ao estresse por contengdo eram mantidos
individualmente em um cilindro de acrilico (com 9 centimetros de largura e
comprimento ajustavel de acordo com o tamanho do animal), durante 1 hora,
sempre no inicio da tarde (entre 13 e 14h). Esse procedimento se repetiu

durante sete dias. (Ely et al, 1997)

2.2 Coleta de material e procedimentos de dosagem

Ap6s 18 horas do ultimo evento de contengdo, os animais foram
decapitados, e tiveram hipocampo e hipotalamo coletados, sobre uma
superficie congelada. Seguiu-se o rapido congelamento das estruturas em
isopentano refrigerado em gelo seco, e posterior armazenamento em freezer

-80°C.

Para as dosagens, primeiro se fez a extracdo de proteinas. Para isso,
os tecidos foram homogeneizados em 250uL de tampao contendo Tris HCI
na concentracdo de 10mM e pH 7,4; EDTA 1mM, PMSF 0,001mM,
pepstatina 1ug/mL e 1% Triton X 100. A mistura permaneceu 1hora no gelo.
Em seguida, as amostras foram centrifugadas durante 25 minutos a 12000g.
O sobrenadante foi coletado para a dosagem de proteinas e também para os
protocolos de ELISA. A concentracdo de proteina na amostra foi

determinada pelo método de Bradford (Bradford, 1976).

A quantificacdo de citocinas (IL-1B, IL-6 e TNF-a) foi feita pelo teste
de ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay), de acordo com o
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protocolo do fabricante. Para a quantificagcao de IL-13 e IL-6 foi utilizado o kit
Platinum ELISA da empresa eBioscience®; para a quantificacdo de TNF-q,

foi utilizado o kit Enzo Life Sciences®.

2.3 Analise estatistica

A analise estatistica foi feita por analise de variancia (ANOVA) de
duas vias, assumindo-se p<0,05, e pds-teste de Bonferroni quando indicado.

Para este fim, utilizou-se o programa GraphPad Prism 5®.

3.Resultados

Para IL-18 em hipocampo, ndo houve interagdo entre a intervencao
(estresse) e o farmaco (Losartan) [F (1, 27)= 1,13; p= 0,2967, n= 7-8], o
estresse nao afetou os resultados [F (1, 27)= 0,27; p=0,6086; n=7-8], € nem
houve alteragdo dos resultados pelo Losartan [F (1, 27)= 0,28; p=0,6019;
n=7-8] (Figura 1). A analise de IL-6, também em hipocampo, mostra que nao
ha interacdo entre estresse e losartan [F (1, 23)=0,97; p=0,3356; n=6-8],
nem alteragéo dos resultados por Losartan [F (1, 23)= 1,52; p=0,2297; n=6-
8]. Porém, embora o teste indicasse que o estresse tenha influenciado os
resultados [F (1, 23)=4,44; p<0,05; n=6-8], essa alteracao nao foi confirmada
pelo poés-teste (Figura 2). Nas analises realizadas para TNF-a, em
hipocampo, verificou-se que ha interagdo entre estresse e Losartan [F (1,
25)= 4,59; p<0,05; n=6-9], sendo que o estresse afeta os resultados [F (1,
25)=5,82; p<0,05; n=6-9], e o Losartan influencia nos resultados [F (1,

25)=8,87; p<0,01; n=6-9] (Figura 3).
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Para IL-1B em hipotalamo, houve interacdo entre intervencao
(estresse) e o farmaco (Losartan) [F (1, 27)=5,47; p<0,05; n=7-9], embora
nao tenha havido efeito do estresse [F (1, 27)=3,20; p=0,0849; n=7-9]. Por
outro lado, o Losartan altera o resultado, revertendo o efeito do estresse [F
(1, 27)= 5,59; p<0,05; n=7-9] (Figura 4). Para IL-6 em hipotalamo, houve
interacdo entre estresse e Losartan [F (1, 21)= 4,91; p<0,05; n=6-7], mas
nao houve efeito do estresse [F (1, 21)= 0,00; p=0,9506; n=6-7] nem do
Losartan [F (1, 21)= 2,13; p=0,1588; n=6-7] (Figura 5). Os resultados para
TNF-a em hipotalamo, apontam que ndo houve interacdo entre estresse e
Losartan [F (1, 16)= 0,27; p=0,6116; n=5-6], nem efeito do estresse [F (1,
16)= 0,49; p=0,4924; n=5-6], e também né&o ha interferéncia do Losartan [F

(1, 16)=1, 14; p=0,3016; n=5-6] (Figura 6).
4.Discussao

E de conhecimento geral que uma mé& adaptacdo ao estresse,
alteracdo da funcao cerebrovascular, bem como inflamagdo cerebral
excessiva, executam papéis expressivos na patofisiologia de inumeras
doencas psiquiatricas e neurologicas, como depressdo maior, esquizofrenia,
estresse poés-traumatico, doencas de Parkinson e Alzheimer, entre outras.
Nesse sentido, volta-se a atencao para o papel da Ang Il sobre o SNC, e dos
bloqueadores de receptores AT1. Isso porque o papel da Angll nas
patologias cerebrais ndo esta muito claro, embora recentes estudos apontam
bloqueadores de receptor AT1 como mitigadores da progresséo da doencga

de Alzheimer (Saavedra et al.,2010).

25



Embora a resposta imune seja essencial para a sobrevivéncia, um
excesso de formacao e secrecdao de mediadores inflamatérios e radicais
livres podem levar a dano e morte celular. Além do mais, a liberacdo de
restos celulares, bem como a formacdo de substancias téxicas, podem
desencadear progressivas cascatas inflamatorias, bem como toxicidade
celular (Licinio & Jong, 1997). Contudo, faz-se importante ressaltar que a
inflamacao cerebral ndo é necessariamente uma consequéncia de uma
infeccdo por agente externo, podendo ser causada como uma resposta a
producdo de agentes neurotdéxicos enddgenos, ou alteragcdo de rotas
oxidativas (como, por exemplo, acontece no envelhecimento e/ou doencgas

neurodegenerativas) (Bhat & Steimann, 2009)

Por outro lado, embora se faga extensa pesquisa, buscando farmacos
apropriados para desordens inflamatdrias cerebrais, tem-se pouco sucesso
nesse sentido. Por exemplo, farmacos utilizados para desordens
inflamatorias periféricas, ndo sao satisfatoriamente efetivas no cérebro
(Nimmo & Vink, 2009). Ainda nesse sentido, varias alternativas
farmacolégicas propostas para o tratamento de desordens mentais estao

muito longes de serem totalmente eficazes. (Saavedra, 2005)

Nesse trabalho, verificou-se que, a nivel de hipocampo, ndo houve
diferencas da expressdo de IL1-B entre os grupos analisados (figura 1).
Também n&o ha diferenca da expressao de IL-6 entre os grupos (figura 2).
Entretanto, animais que ingeriram Losartan, mas nao sofreram estresse,
apresentaram uma maior concentragdo de TNF-a do que os outros grupos

(figura3). Durante periodos de neuroinflamacgéo crénica, varias evidéncias

26



experimentais apontam TNF-a como um mediador essencial para a
progressao de gliose, desmielinizagao, inflamagao, deterioragdo da barreira
hemato-encefalicae morte celular. Uma das fungbes mais bem
estabelecidas do TNF €& o de estimular o recrutamento de neutrdfilos e
mondécitos ao local de infeccdo, e ativar as células, de forma paracrina, a
eliminar o material exégeno (Montgomery & Blowers, 2011). A técnica
utilizada nesse trabalho para a quantificagdo de TNF-a utiliza um
homogeneizado de tecido, sugerindo que os valores obtidos expressam o
conteudo dessa citocina no hipocampo. Sugere-se fortemente, entdo, que a
Ang Il tenha uma acéo inibitoria tbnica sobre o conteudo de TNF-a nessa
estrutura, evidenciando a sua participagdo na fisiologia da liberagédo de

citocinas.

Ja nos resultados para hipotalamo, percebemos que houve
significativo decréscimo nas quantidades de IL1-B dos animais estressados,
em comparagdo aos animais nao-estressados. Decréscimo esse que foi
evitado pela administragao do farmaco (p<0,01) (figura 4). Os efeitos da IL-1
sobre o eixo HPA sao primariamente estimulatorios, em todos niveis, e
culminam no aumento da liberagdo de glicocorticoides pelo cortex das
adrenais. Esses glicocorticdides agem, por meio de feedback negativo,
diminuindo a produgao de IL-1 (Turnbull et al, 1999). Por isso, pode ter
havido manutencdo dos baixos niveis de IL-1B em fungcdo de uma
concentracdo mais elevada constante em glicocorticoides. Por outro lado, se
o conteudo de IL-1B em animais estressados esta reduzido, pode-se sugerir

que ha maior liberagao dessa citocina; fato que nao ocorreu nos animais que
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receberam a intervengao junto com Losartan. Essa citocina (principalmente
em sua forma B), provavelmente constitua a principal molécula capaz de

modular fungdes cerebrais durante insultos inflamatdrios (Rivest 2001).

Na quantificacdo de interleucina 6, no hipotalamo, percebe-se
interacdo entre estresse e losartan. Nao houve efeito do estresse, mas
verifica-se que o grupo estressado que recebeu o farmaco tem quantidades
significativamente menores de citocina IL-6, do que o grupo estressado sem
o antagonista. (figura 5). Por outro lado, Ndo houve diferencas na

quantificagado de citocina TNF-a no hipotalamo, entre os grupos.

As citocinas pré-inflamatérias podem reforcar, ou mesmo atenuar os
efeitos mediados pela Ang Il, de formas diferentes, dependendo da natureza
das células produtoras de citocina na lesdo (Zhang & Sun, 2006). O
microambiente das células e dos tecidos, incluindo suas matrizes
extracelulares, ions, fatores de crescimento, entre outros, é altamente
dindmico. Por isso, parece que regular os receptores AT1 se torna
complicado e ndo-determinante para a completa modulagcdo da expressao

de citocinas.

5. Conclusao

Com este trabalho, conclui-se que, a nivel de hipocampo em ratos
Wistar adultos, ha consideravel aumento nas concentracbes de TNF-a, no
grupo que ingeriu Losartan e nao foi submetido a intervengao por estresse.

Por outro lado, a nivel de hipotalamo, o grupo estressado apresentou
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diminuicao estatisticamente significativa da expressdo da citocina IL-1pB.

Diminuigdo essa que foi evitada com a administragdo da droga.
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3. Figuras
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Figura 1: Quantificagdo de IL-1 B em hipocampo. Dados analisados por ANOVA de duas vias,
expressos em média + EPM.
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Figura 2: Quantificagdo de IL-6 em hipocampo. Dados analisados em Anova de duas vias,
expressos em média + EPM.
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Figura 3: Quantificacdo de TNF-a em hipocampo. Dados analisados por ANOVA de duas vias,
expressos em média + EPM.
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Figura 4: quantificacdo de IL1-f em hipotalamo. Dados analisados por ANOVA de duas vias,
expressos como média tEPM.
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Figura 5: quantificacdo de IL-6 em hipotalamo. Dados analisados com ANOVA de duas vias,
expressos em média + EPM.
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Figura 6: quantificacdo de TNF-a em hipotalamo. Dados analisados com ANOVA de duas vias,
expressos como média + EPM.
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4. Conclusoes e perspectivas

Com este trabalho, conclui-se que, a nivel de hipocampo em ratos
Wistar adultos, ha consideravel aumento nas concentracbes de TNF-a, no
grupo que ingeriu Losartan e nao foi submetido a intervengao por estresse.
Por outro lado, no hipotalamo, o grupo estressado apresentou diminuigéo
estatisticamente significativa da expressao da citocina IL-1B. Diminuicdo que

foi evitada com a administragao da droga.

Este estudo apresenta apenas analises preliminares que podem vir a
corroborar para o esclarecimento de mecanismos pelos quais possa ocorrer
a modulagéo do sistema imunolégico em eventos de estresse. Muito trabalho
ainda tem de ser feito, como a ampliagcdo do numero de animais analisados,
testes adicionais em diferentes tempos de exposicao a estresse e diferentes
tempos de duragdo da intervencdo, tanto bioquimicos quanto
comportamentais. Assim, teremos um embasamento mais expressivo para
verificar qual o real potencial de modulacido dos mediadores inflamatérios,

dos bloqueadores AT1 para angiotensina Il.
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